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INTRODUCCION

Cdancer de mama, factores de riesgo y facto-
res pronésticos

En la mayoria de los paises desarrolla-
dos el cancer de mama es el tumor malig-
no mas frecuente en la mujer; en Navarra
se estima que una de cada 14 mujeres
desarrollaran cancer de mama alo largo de
su vida'. En Espana el cancer de mama
supone el 16,4% de las muertes en la
mujer; esta proporcién es mayor en los
grupos de edad entre 25 y 44 afios (33,5%)
y entre 45 y 64 anos (25,7%)* Estudios mul-
tidisciplinarios han permitido establecer
que factores de riesgo, como la edad, ante-
cedentes familiares, factores hormonales,
radiaciones ionizantes y factores sociales,
nivel socieconémico alto y residencia en
paises desarrollados son parametros que
aumentan el riesgo de padecer cancer de
mama.

Segin los antecedentes familiares el
cancer de mama se puede dividir en: can-
cer de mama esporadico (sin historia fami-
liar de cancer de mamario en dos genera-
ciones); cancer de mama familiar cuando
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aparece dicha neoplasia en dos parientes
en primer grado en ausencia de céncer de
mama hereditario; cancer de mama heredi-
tario, cuando aparece en una mujer con
antecedentes familiares y compatible con
transmision autosémica dominante y alta
penetrancia (Lynch)®.

Genética del cancer de mama

Estudios por medio de citometria de
flujo y citogenética han permitido obser-
var que el cdncer de mama presenta aneu-
ploidia aproximadamente en el 40-60% de
los casos, y multiples alteraciones cromo-
sOmicas en el 70% de los tumores.

Por medio de la biologia molecular se
ha visto, que el cancer puede surgir como
consecuencia del acimulo de alteraciones
genéticas que interfieren el control normal
del crecimiento y diferenciaciéon celular.
Estas alteraciones pueden agruparse en:
activacién de protooncogenes e inactiva-
cion de genes supresores de tumores.

El gen p53 es el més frecuentemente
mutado en todos los canceres. Es un gen
de los denominados supresores del creci-
miento tumoral, aunque también puede
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actuar como oncogen ya que se sabe que
la proteina p53 mutante andmala, puede
adquirir capacidad de transformacion
celular por si misma. Otra funcién impor-
tante es la de intervenir en la reparacion
del DNA por lo que se denomina “guardian
del genoma™. Se encuentra localizado en
el brazo corto del cromosoma 17 en la
banda 17p 13.1°

El gen p53 codifica una fosfoproteina
nuclear de 393 aminoacidos y su vida media
es inferior a 30 minutos. Cuando se produce
un dafio en el DNA por substancias carcino-
génicas, radiaciones y otros, el mismo DNA
estimula la produccion de pb3 y esta acu-
mulacién nuclear de p53 produce la deten-
cion de la célula en fase G1, del ciclo celular,
induce la restauracion y estimula la apopto-
sis si no puede repararse el DNA.

Las mutaciones en el gen p53 pueden
ser por sustitucién o sin sentido. En el can-
cer de mama el porcentaje de mutaciones
varia entre el 17% y el 40%, y la mayoria se
producen en los exones 5 a 8. También se
ha demostrado que éstas, se encuentran
frecuentemente en tres puntos calientes
que corresponden a los codones 243, 273y
175°%. La mayoria son transversiones, lo
que indica que factores externos pueden
estar jugando un papel importante en el
cancer de mama’.

Extraccion
de DNA gendémico

Amplificacién

por PCR de los fragmentos

—

Los objetivos del presente trabajo son:

1. Determinar las mutaciones en los
exones 5 a 8 del gen p53 en la poblacion
navarra en individuos pertenecientes a
familias afectadas por céncer de mama
familiar y en pacientes con cancer de
mama esporadico.

2. Comparar las mutaciones encontra-
das en el gen p53 en el tejido tumoral entre
individuos con carcinoma de mama fami-
liar y esporéadico.

MATERIAL Y METODOS

La recogida de muestras se llevo a cabo
entre las pacientes diagnosticadas de car-
cinoma de mama en 1992 que acudieron al
Servicio de Cirugia General del Hospital de
Navarra y al Servicio de Ginecologia de la
Clinica Universitaria de Navarra. Las mues-
tras de los tumores fueron cedidos por el
Servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital de Navarra.

Se encontraron 19 familias con céncer
de mama familiar de las que se estudiaron
14 tumores y 55 muestras de sangre perifé-
rica. Ademas se estudiaron 22 tumores
esporadicos.

Fl método utilizado para la deteccion
de mutaciones, se presenta en esquema en
la figura 1. Comenzd con la extraccion de
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Figura 1. Esquema del estudio de mutaciones en el gen p53.
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DNA genémico de sangre periférica, tejido
tumoral en fresco o incluido en parafina y
de células en cultivo, por medio de trata-
miento con proteinasa K y extraccién con
fenol-cloroformo.

Estudiamos las regiones mas conserva-
das del gen amplificando mediante PCR,
cinco fragmentos que incluyen los exones
5, 6, 7y 8. Los cebadores utilizados para
los exones 5, 7 y 8 corresponden a los
publicados por Borresen y cols.? y los utili-
zados para el exén 6 los publicados por
Hamelin y cols.’. Se optimizaron las condi-
ciones de PCR para cada exén. Una vez
obtenido el producto de amplificacién se
visualizd mediante electroferesis en un gel
de agarosa. La deteccién de mutaciones se
llevd a cabo mediante electroforesis del
producto de amplificaciéon de un gel con
gradiente desnaturalizante (DDGE) o elec-
troforesis en un gel con concentraciéon
constante de desnaturalizante (CDGE). Se
optimizaron, la concentracién de desnatu-
ralizante para el CDGE y el gradiente de
desnaturalizante para el DGGE y el tiempo
de electroforesis para ambos. La deteccién
de mutaciones por medio del DGGE/CDGE,
se basa en que fragmentos que se diferen-
cian en un solo nucleétido presentan dife-

rente temperatura de fusién y esta diferen-
cia se traduce en un cambio en la movili-
dad electroforética en presencia de agen-
tes desnaturalizantes como formamida y
urea.

Las muestras de DNA que presentaron
un patrén electroforético alterado en
DGGE o CDGE fueron secuenciadas para
determinar exactamente las caracteristi-
cas de mutacién. El exén 6 se secuencid
con Sequenase version 2.0 y el resto de
exones mediante secuenciacion ciclica.

Las muestras que presentaron patrén
electroforético alterado en el exén 6 se
digirieron con enzima de restricciéon Taq [,
que pone de manifiesto la presencia del
polimorfismo (CGA = CGQG) en el codén
213.

RESULTADOS

El total de mutaciones encontradas con-
siderando juntos los tumores de mama
familiar y esporadico fue de 9 mutaciones
en 36 canceres de mama (27,7%). De 22
tumores esporadicos 4 presentaron muta-
cién (18,1%), mientras que de 14 tumores
familiares se encontré mutaciéon en 5 de
ellos (35,7%). En la tabla 1, se describen las

Tabla 1. Incidencia de mutaciones en el gen p53 en nuestra serie.

N? de tumores

N° de mutaciones Exén 5

Exo6n 5 Ex6n6 Ex6n7 Ex6n8

Frag. A Frag.B Frag.E  Frag.C Frag.D
*

36 9 0 5 3
(27,7%) 2,77%) 0 0 (13,88%) (9,16%)

22 Esporédicos 4 0 2 1
(18,1%) 0 0 (11%)  4,5%)

*k

14 Familiares 5 0 3 2

(35,7%) 0 0 21,4%)  (14,2%)

*Polimorfismo - 1 en tejido tumoral esporadico y 6 en muestras de sangre periférica, de tres familias con céncer de mama

familiar.

**Ex6n 4 - En la familia 8 encontramos mutacién en el tejido tumoral y sangre periférica de la paciente, y en dos integran-

tes de su familia.
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mutaciones encontradas en cada ex6n. No
encontramos mutaciones en el exén 5 frag-
mento B, ni en el exén 6, fragmento E. En
éste dltimo se encontré polimorfismo en
una muestra tumoral (4,5%) y en tres fami-
lias con cancer de mama familiar (15,5%).

En el ex6n 7 fragmento C, fue donde se
encontr6 mayor nimero de mutaciones y
en la familia nimero 8, en la que aprecia-
mos patrén electroforético alterado en el
tumor de la paciente, encontramos el
mismo patrén alterado en sangre periféri-
ca de la misma paciente, de su madre (que
también habia presentado cancer de
mama) y de una hermana de 27 afios que
no ha presentado la enfermedad. Otra her-
mana estudiada no presentd patrén elec-
troforético alterado.

DISCUSION

Al estudiar las células neoplasicas a
nivel molecular, se ha visto que mas de un
centenar de genes diferentes pueden sufrir
mutaciones, deleciones, translocaciones o
duplicaciones, y pueden contribuir a la for-
macién de un tumor. De todos los genes
implicados, el principal factor de riesgo de
la tumorogénesis ocurre cuando aparecen
defectos en genes que controlan la res-
puesta a dafos en el DNA, estabilidad cro-
mosdémica y capacidad proliferativa de
células normales.

Uno de estos genes es el p53 que modu-
Ia la expresién de genes importantes en la
reparacion del DNA, la divisién celular y la
muerte por apoptosis. Por ello, es de espe-
rar que tenga gran importancia en la géne-
sis y evolucién del cancer™.

El rango de mutaciones encontradas en
el cancer de mama en los exones 5,6, 7y 8
oscila entre 15%" y 59,3%", dependiendo
entre otros factores del método utilizado
para la deteccion, raza de la paciente,
nimero de exones estudiados, tipo histo-
I6gico y estadio del tumor.

Al revisar la bibliografia se aprecian
aparentemente diversos porcentajes pero
al analizarlos detalladamente las diferen-
cias no son tan importantes. Asi,
Borrensen y cols.? encontraran 36,4% de
mutaciones, pero en tejido tumoral mama-
rio en el cual previamente habian detecta-
do pérdida de heterocigosidad para esa
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zona del cromosoma. En 1996 Hartman y
cols."” encuentran un alto indice de muta-
ciones (59,3%) en el gen p53 en cancer de
mama en mujeres japonesas de Hirosaki.
Se trata de una poblacién con alto indice
de cancer de mama y las mutaciones
detectadas son transversiones lo que nos
hace pensar que son debidas a carcindge-
nos externos. Hartman y cols.”, reuniendo
en su trabajo pacientes de diversas razas
(japonesa, caucasica y negra), encuentran
42% de mutaciones pero es que ademas de
los exones 5 a 8 se analizan también los
exones 4, 9y 10.

En nuestra serie hemos encontrado
27,7% de mutaciones, frecuencia relativa-
mente alta, en comparacién con los traba-
jos de Mazars y cols.” y Marchetti y cols.”,
que se puede explicar por el alto porcenta-
je de pacientes con cancer de mama fami-
liar incluidos en este estudio (28,7%).

El polimorfismo en el exén 6 aparece en
15,7% de pacientes con cancer de mama
familiar, cifras muy superiores a las encon-
tradas por Mazars y cols.”. Este alto por-
centaje de polimorfismo puede estar rela-
cionado con el tamafo de la muestra, o
bien deberse a que el mismo sea mas fre-
cuentemente en la poblacion navarra.

El alto porcentaje de mutaciones en la
linea germinal de los pacientes con sindro-
me de Li-Fraumeni', unido a la alta inciden-
cia de mutaciones en el gen p53 en el cancer
de mama esporadico'’, nos hicieron pensar
anosotros como a otros investigadores que
las mutaciones en el p53 pudiera estar rela-
cionado con la aparicién y transmision del
cancer de mama. Ninguno de los autores
que estudiaron el cancer de mama familiar
hasta la fecha, encontraron mutaciones en
la linea germinal™®”. En nuestra serie encon-
tramos una mutacién en la linea germinal
en una familia con cancer de mama familiar,
pero no podemos asegurar que sea respon-
sable de la transmisién de la enfermedad,
ya que Toguchida y cols.?? encuentran 2%
mutaciones en la linea germinal en la pobla-
cidn general.

Del presente trabajo se puede concluir
que:

1. El total de mutaciones detectadas en
los dominios altamente conservados (exo-
nes 5 al 8) del gen p53, en tejido tumoral
mamario fue de 27,7%. En el cancer de

ANALES Sis San Navarra 1997, Vol. 20, Suplemento 3




]

DETECCION DE MUTACIONES EN EL GEN P53 EN EL CANCER DE MAMA...

mama esporadico el porcentaje fue del
18,1%, frente a 35,7% en céncer de mama
familiar, no encontrando diferencias signifi-
cativas.

2. En los miembros de una familia con

cancer de mama familiar se detect6 una
mutacién en el gen p53 en la linea germinal.

3. El porcentaje de polimorfismo en el

codoén 213 en el cancer de mama familiar
fue de 15,7% frente a 4,5% en el cdncer de
mama esporadico.
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