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Introduccion

1. CANCER DE MAMA

1.1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es el tumor més frecuente entre las mujeres occidentales y se estima
que representa el 25-20% de todos los nuevos casos de cancer diagnosticados en mujeres. La
incidencia y mortalidad por esta patologia presentan una gran variabilidad geografica,
observandose una mayor incidencia en Norte América, Australia, Paises Noérdicos, Europa
occidental y Argentina’2. En la Unién Europea, segun los datos presentados en 2010 por la
Direccién General para la Salud y los Consumidores, el cancer de mama es el cancer mas
frecuente entre las europeas, ya que supone el 30% de todos los nuevos casos de neoplasias en
mujeres, y la principal causa de muerte por cancer antes de los 75 afios en todos los paises
miembros de la Unién3. En Espafia, afecta a una de cada trece muijeres, se diagnostican entorno a
16000 casos al afio y produce anualmente la muerte de unas 6000 mujeres*. El cancer de mama
constituye, sin ninguna duda, un importante problema de salud publica.

he /
W <195 W <259 <342 W <522 @ <1014
GLOBOCAN 2002, IARC

Figura 1:Tasas de incidencia de cancer de mama estandarizadas por edad en el mundo. Estimacidn de los casos
anuales por cada /10000 mujeres-afio en el 2002 5
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Introduccion

A lo largo del siglo XX se produjo un paulatino incremento de la incidencia, motivado tanto
por los cambios en los habitos de vida, como por el aumento de los diagndsticos debido a la
introduccion de los programas de cribado y a la mejora de las técnicas diagnosticas. En las ultimas
décadas del siglo asistimos un aumento en paises que tradicionalmente mostraban las tasas mas
bajas y una estabilizacion en aquellos en los que las tasas de incidencia habian sido mayores en

los afios previos, atenuandose las diferencias geograficas observadas hasta entonces®.

La mortalidad también ha tenido una evolucion llamativa. En la mayoria de los paises
desarrollados, sufri6 un importante aumento desde los afios 50 hasta la década de los 808, sin
embargo, los programas de diagnostico precoz y el éxito de los nuevos tratamientos han hecho
que esta tendencia comenzara a invertirse desde los afios 90. En Europa, la supervivencia a 5
afos aumentd entre 1992 y 2002 en un 1,6% anual, situandose actualmente entorno al 83%, si
bien aun existen diferencias entre los paises de la Uniéon Europea, oscilando entre el 73% de

Polonia y el 85% de Suecia3’8.

La evolucion de los datos de incidencia y mortalidad por cancer de mama en Espafia ha
sido paralela a la del resto de paises desarrollados y actualmente, supone casi el 25% de todas las
neoplasias malignas diagnosticadas en mujeres espafiolas. Mientras que la incidencia aumenta a
un ritmo del 2-3% anual, la tasa de mortalidad comenzo a descender en 1992 en torno al 1.8-2%
anual. Este descenso, aunque se produce en todos los grupos de edad, es mas acusado en las
menores de 45 afos. La tasa ajustada de mortalidad en 2006 se situaba en 18.6 casos por
100.000 mujeres/afo, inferior a la estimada para el conjunto de Europa. Al mismo tiempo, la

supervivencia a los 5 afios es del 83%, entre las mas altas de la Union Europea*.

1.2. FACTORES DE RIESGO

El incremento en riesgo de desarrollar cancer de mama, se ha asociado a multiples
factores como la edad, la historia familiar o la dieta, aunque los principales son aquellos que
guardan relacion con el caracter hormonodependiente de este tumor, y la mayoria de los factores

conllevan un riesgo de pequefio a moderado de desarrollar esta patologia®. Habitualmente no es
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Introduccion

posible sefialar una Unica causa como origen del cancer de mama en una determinada paciente,
ni siquiera en aquellas que portan mutaciones en genes de alta penetrancia rantica (p.e. BRCA1y
BRCA2) y debemos entender que éste es debido a la interaccion de una serie de factores

hormonales, dietéticos, de habitos de vida y genéticos (Tabla 1).

Tabla 1. Magnitud del riesgo relativo de cancer de mama estimado para diferentes factores®

Menarquia temprana Familiares de 1¢rgrado con ca. mama Mutacién en BRCA1y 2
Menopausia tardia Primipara >35 afios Mut. otros genes de alta penetrancia
Nuliparidad Hiperplasia sin atipia Carcinoma Lobulillar in situ

Terapia Hormonal Sustitutiva Mamas mamograficamente densas Hiperplasia atipica de la mama
Alcohol Variantes genes de baja penetrancia Radiaciones ionizantes

Tabaco Varios familiares con ca. mama
Obesidad

Edad >55 afios

Variantes genes de susceptibilidad

1.2.1. Factores hormonales y reproductivos

El cancer de mama es 150 veces mas frecuente en las mujeres que en los hombres y su
incidencia aumenta exponencialmente con la edad, elevandose de forma gradual desde los 30
afios hasta los 50-60, en que alcanza su méxima incidencia y se estabiliza, posiblemente debido a
la caida de los niveles de estrégeno circulantes en las mujeres®. Los datos epidemioldgicos, junto
con las evidencias experimentales involucran claramente a estas hormonas en la etiopatogenia de
la enfermedad. EI mecanismo por el que los estrogenos ejercen su funcién en los tejidos
hormonsensibles no se conoce por completo. Juegan un importante papel en la carcinogénesis,
clasicamente atribuido a la promocién de la division celular que tiene lugar tras la union de estas
hormonas a sus receptores'®. Sin embargo, este no es el Unico mecanismo, dado que la
metabolizacion de los estrogenos origina quinonas, semiquinonas, y radicales libres, que a su vez,
inducen la formacién de aductos y otras mutaciones en el ADN', que si no son correctamente

reparadas, pueden conducir a una proliferacion y diferenciacién celular no reguladas??.
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Los factores reproductivos son factores de riesgo bien establecidos, debido a que
condicionan la exposicion a estrdgenos a lo largo de la vida y la estimulacion estrogénica
prolongada incrementa el riesgo de cancer de mama'0.12, La actividad hormonal endégena es, con
mucho, la mas importante desde el punto de vista patogénico, si bien, la implicacion de las fuentes
exogenas, es ampliamente reconocida. En relacion a las fuentes hormonales endégenas, destacan
tres fenémenos: la duracién del periodo fértil, el nimero de embarazos a término asi como la edad

a la que se producen y la lactancia.

La duracion del periodo fértil esta directamente relacionada con el riesgo de cancer de
mama, de modo que la menarquia temprana, sobre todo antes de los 12 afios aumenta el riesgo
1’5 veces mientras que cada afo de retraso de la menarquia, lo reduce un 4%"3. La menopausia
tardia duplica el riesgo respecto a la menopausia precoz, mientras que la deprivacion estrogénica

prematura, como se ha observado en las mujeres sometidas a ooforectomia, lo reduce’213 .

En cuanto a la relacion entre el embarazo a término y el desarrollo de cancer de mama, se
ha demostrado que las mujeres nuliparas presentan un riesgo 1’5 a 3 veces mayor, si bien, parece
que las primiparas de mas de 35 afios tendria un riesgo igual 0 mayor que aquellas mujeres que
no tienen descendencia’.'4, El embarazo tiene un efecto doble, a corto y largo plazo, ya que se
asocia un incremento del riesgo inicial ligado al aumento de las hormonas circulantes, pero a la
larga constituye un factor de proteccion, debido a la maduracién del tejido mamario®™. La mama
puberal y la de las mujeres nuliparas estan constituidas principalmente por estructuras lobulares y
conductos indiferenciados. Los estudios con modelos animales han demostrado que las células
epiteliales mamarias indiferenciadas tienen mayor susceptibilidad a la transformacién neoplasica
por accién de los carcindgenos que las células bien diferenciadas?®!!. Por tanto, un embarazo a
término es un factor de proteccion frente al cancer de mama porque provoca la diferenciacion final
del tejido mamario0.12, Esta maduracion se produce muy tardiamente en el caso de las primiparas
mayores de 35 afios, lo que sumado al incremento de los niveles circulantes de estrogenos propio
de la gestacion, hace que estas mujeres no se beneficien del efecto protector del embarazo a

corto plazo.
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En relacion con la lactancia, se ha visto que esta asociada a un menor riesgo de cancer de
mama antes de la menopausia y que la magnitud del efecto protector guarda relacion con la

duracion del periodo de lactancia®.16,

La implicacién de los estrégenos exogenos ha sido muy discutida, si bien en la actualidad
es ampliamente aceptada. La relacién entre la terapia hormonal sustitutiva y el desarrollo de
cancer de mama ha sido objeto de gran controversia. Actualmente se acepta que este tipo de
tratamiento conlleva un pequefio pero significativo incremento del riesgo, cuya magnitud estaria en
relacion con el tipo de terapia, la duracién y la dosis de la misma®13.17.18, En cuanto al papel de los
anticonceptivos hormonales se han publicado datos en uno y otro sentido, si bien parece que estos
preparados confieren un moderado incremento del riesgo de desarrollar cancer de mama que
desciende progresivamente al suspender su uso y que desaparece a los 10 afios de finalizado el

tratamiento®12.13.15.19,

Otra hormona, en este caso no esteroidea, que se ha relacionado con el cancer mama es
la somatomedina o IGF-I (Insulin Growth Factor 1), que estimula la proliferacion de las células
mamarias. La relacion entre los niveles plasmaticos de IGF-I, su proteina trasportadora IGFBP-3 y
el cancer de mama ha sido evaluada en estudios recientes, con resultados positivos en mujeres

premenopausicas20.21,

1.2.2. Factores de riesgo ligados al estilo de vida y la dieta

El estilo de vida desempefia un papel, si no mas, al menos tan importante como los

factores genéticos.

Debido a que la dieta supone la exposicidn a una gran variedad de compuestos
cancerigenos y anticancerigenos, los factores dietéticos han sido ampliamente estudiados. La
asociacion entre la elevada ingesta de grasas y el riesgo de cancer de mama fue sugerido por
varios estudios epidemioldgicos que describieron una mayor incidencia de cancer de mama en los
paises con elevado consumo de grasas'®2223, sj bien algunos trabajos posteriores no han podido

confirmar esta observacion2324, Mediante estudios con modelos animales se ha demsotrado que el
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consumo excesivo de grasas poliinsaturadas se asocia a la elevacion de los niveles circulantes de
estrégenos y progestdgenos'2. Esta discordancia puede deberse a la dificultad para evaluar la
exposicion individual a los factores dietéticos. No queda claro si el incremento del riesgo se debe
unicamente al consumo total de grasas 0 a una ingesta caldrica excesiva, casos en los que se ha
observado una resistencia a la insulina debido a unos niveles permanentemente elevados de la
hormona y de IGFs, que favorecen el recambio celular en la mayoria de los tejidos, y que se ha
asociado con el desarrollo de cancer de mama2, También se ha propuesto que el consumo de
frutas y verduras seria beneficioso debido a que la fibra inhibe la reabsorcion de estrogenos en el

tracto digestivo 25 26, sj bien no hay estudios concluyentes 923,

Los estudios epidemioldgicos y experimentales en relacion con los alimentos que
contienen fitoestrogenos son contradictorios y sus resultados no permiten obtener conclusiones
firmes. Estos compuestos, de débil actividad estrogénica pueden interferir con la accién y el
metabolismo de los estrogenos enddgenos. De hecho, existen distintos mecanismos de accion que
harian preveer un efecto protector de estas sustancias. En cambio, estudios con animales

muestran un efecto proliferativo sobre tumores homonosensibles?3.

La obesidad se asocia al cancer de mama principalmente en mujeres postmenopausicas 3
debido a que en ellas la grasa periférica es la principal fuente de estrégenos 2152023, E| aumento
de peso que tiene lugar durante el periodo reproductivo de la edad adulta también se ha asociado
con el desarrollo de cancer de mama en la menopausia?’, sin que haya podido demostrarse

claramente que la obesidad en el periodo infantil se asocie con esta patologia2023,

El ejercicio fisico moderado y regular disminuye el riesgo de cancer de mama en todas las
edades, mediante mecanismos como el retraso de la menarquia, la reduccion del nimero de ciclos
ovulatorios, el descenso en la concentracién de insulina, la disminucion de la produccién ovarica

de estrogenos, el peso y la grasa corporal?0.

La ingesta excesiva de alcohol aumenta la frecuencia de cancer de mama, en funcién de la
dosis?®8. Entre los mecanismos propuestos se incluyen la influencia que ejerce sobre las
concentraciones de estrégenos, la produccion de radicales libres y metabolitos toxicos como el

acetaldehido y la alteracion de la capacidad de reparacion del ADN. Los polimorfismos de genes
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implicados en su metabolizacion, como GST (glutation-S-transferasas), también parecen estar

implicados 220,

Los estudio epidemiologicos que han tratado de evaluar la asociacion entre el habito
tabaquico y el cancer de mama han vertido resultados contradictorios, probablemente debidos a la
variabilidad en el disefio de los estudios, de la poblacion incluida y de la evaluacion de la
exposicion'2. Sin embargo, parece que el tabaco produce un incremento del riesgo en aquellas
mujeres que empezaron a fumar en los cinco afios siguientes a la menarquia, debido a que los
carcindgenos del tabaco actuarian sobre la mama en desarrollo, pero no en aquellas que
comienzan a fumar tras el parto, puesto que la mama habria completado su formacion. No se ha

demostrado ninguna asociacion en el caso de las mujeres postmenopausicas?.

1.2.3. Antecedentes personales

Las lesiones benignas de la mama sin un componente proliferativo no parecen asociarse
a una mayor incidencia de cancer de mama. De este modo, la enfermedad fibroquisitica conlleva
un aumento del riesgo de cancer de mama bilateral unicamente en los casos en que se acompafia

de hiperplasia ductal atipica.®

El carcinoma ductal in situ es considerado el paso previo del carcinoma invasivo,
transformacion que precisa una media de 6 a 10 afios. En cambio, el carcinoma lobulillar in situ
suele ser multicéntrico y bilateral y no se considera estrictamente un lesion precancerosa, sino un

marcador de riesgo de padecer cancer de mama 30,

Tras haber desarrollado un cancer de mama, el riesgo de afectacién contralateral se

incrementa hasta 10 veces®.

La presencia de un patrén mamografico de alta densidad es un factor de riesgo al que se
le concede una importancia creciente. Varios estudios epidemioldgicos describen un aumento del
riesgo de entre 1'8 a 6 veces en las mujeres con patrones mamograficos mas densos3'-33, Este

incremento del riesgo se ha relacionado con el hecho de que las mamas mas densas
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desarrollarian con mas frecuencia lesiones premalignas del tipo hiperplasia ductal atipica, y con la
presencia de una aromatasa hiperactiva en la mama que incrementaria la produccion local de
estrégenos3!32, Esta densidad mamaria depende de los niveles hormonales, por lo que varia en
funcion de las variables reproductivas y de otros factores ambientales como la dieta, pero por otro
lado, tiene también un fuerte componente genético, como demuestran los estudios en gemelos

homo y heterocigotos 34.

Una historia familiar de cancer de mama, aumenta la probabilidad individual de padecerlo,
si bien la magnitud del riesgo varia dependiendo del grado de parentesco con el familiar afecto, de
su estado hormonal y de si la enfermedad es o no bilateral®®. Asi en mujeres cuya madre o
hermana han padecido cancer de mama, la probabilidad de padecerlo ellas mismas se incrementa
hasta 3 veces, aumentando hasta 9 veces en el caso de que el familiar de primer grado sea una

mujer premenopausica con afectacion bilateral30.

1.2.4. Exposiciones ambientales y ocupacionales

La exposicion a radiaciones ionizantes, antes de los 40 afios, principalmente durante la
infancia y la adolescencia, cuando las glandulas mamarias no han alcanzado aun su madurez, es
un importante factor de riesgo. Se ha establecido una relacién lineal entre la dosis total recibida y

el incremento del riesgo®3,

Mediante modelos animales se han identificado mas de 200 sustancias que actian como
carcindgenos mamarios y unas 250 que mimetizan o interfieren con la actividad de los estrégenos.
Las sustancias mas estudiadas han sido los compuestos organicos persistentes, principalmente
los PCBs (Policloruro de Bifenilo), donde se incluyen el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) y sus
metabolitos. Aunque los resultados de los estudio epidemioldgicos son poco consistentes sugieren
que la exposicién al PCB podria incrementar hasta en un 10-15% el riesgo de desarrollar un
cancer de mama en las mujeres portadoras de algunas variantes genéticas responsables de su

metabolizacion37 38,
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Otras exposiciones ocupacionales de riesgo incluyen el estireno, los solventes organicos,

el 6xido de etileno, y los campos electromagnéticos3738,

1.2.5. Susceptibilidad genética

Como se apunté anteriormente, una historia familiar de cancer de mama es uno de los
factores de riesgo mas importantes para desarrollar la enfermedad. Ya en 1866 el anatomista
francés Pierre Paul Broca publico el caso de la familia de su esposa en la que 10 de sus
miembros, a lo largo de cuatro generaciones, habian fallecido a consecuencia de un cancer de
mama3®. Desde entonces, se han realizado numerosos trabajos para tratar de estimar el riesgo de
una mujer de padecer este tipo de cancer, en funcion del numero de familiares afectas, del grado
de parentesco y de la edad al diagndstico. Asi, hoy sabemos que si una mujer tiene un cancer de
mama, el riesgo de sus familiares de primer grado es el doble de la poblacién general, mientras
que si hay tres o méas familiares de primer grado diagnosticados de cancer de mama, el riesgo
relativo es de cuatro3540, Factores como la juventud al diagnéstico o la bilateralidad, incrementan
aun mas el riesgo, que puede ser hasta 9 veces mas alto que el de una mujer sin antecedentes

familiares de cancer de mama 4142 (Figura 2.)

309 Incidencia de cancer de mama
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Figura 2: Probabilidad de que una mujer desarrolle cancer de mama a lo largo de su vida segun el numero de
familiares afectos %
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Observaciones similares llevaron a Penrose en 1948 a plantearse la existencia de una
posible alteracion genética heredable como responsable de la agregacién familiar43, hecho que en
parte se confirmé cuando a mediados de los afios 90, se descubrié que mutaciones en los genes
BRCA 1y 2 (Breast Cancer 1y 2) eran responsables del sindrome de cancer de mama y ovario
hereditarios 44 45, Actualmente se considera que sélo el 5-10% de los canceres de mama son
hereditarios y que las mutaciones en BRCA 1 y BRCA 2 nicamente explican el 15-20% de todos
los casos. Otros genes alterados en sindromes de cancer familiar son p53, PTEN (Phosphatase
and Tensin homolog) y AMT (Ataxia-Teleangiectasia Mutated) que explicarian menos de un 10%
de los canceres de mama familiares 4146, Existe, por tanto, un gran porcentaje de familias con
historia de cancer de mama en varios de sus miembros en los que no se encuentra mutacion en
ninguno de los genes de alta penetrancia descritos. Esta agregacion podria deberse a tanto a
factores genéticos como ambientales, si bien los estudios en gemelos, la incidencia de afectacion
contralateral en las pacientes con cancer de mama y el patron de herencia familiar, resaltan el
papel de los genes 47, que podria deberse a la existencia de un hipotético “BRCA X” no identificado

hasta la fecha 4!, si bien esta hipétesis parece cada vez menos probable8 .

Cancer de mama familiar Todos los canceres de mama

Genes de alta
predisposicion
(p.e. BRCA{ y 2}

Genes desconocidos de
predisposicion poligenica

Cancer
de mama
hereditarig

Genes de predisposicion
familiar desconocidos

Factores ambientales

Figura 3: Susceptibilidad genética al cancer de mama“
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Pero la explicacion mas ampliamente aceptada para esta agregacion familiar y para la gran
mayoria de los casos esporadico se encuentra en el Modelo Poligénico de susceptibilidad al
cancer, segun el cual, la susceptibilidad heredada al cancer de mama de un individuo no
dependeria de un unico gen de alta predisposicion sino que estaria determinada por la herencia de
un conjunto de variantes alélicas de multiples genes de baja predisposicion4849, Este modelo se

discute con mayor detalle en el apartado 2 de la Introducion (Genes y susceptibilidad al cancer).

1.2.6. Modelos predictivos del riesgo de cancer de mama

Con la intencidn de establecer las medidas de prevencion primaria mas adecuadas a cada
caso, en las ultimas décadas se han desarrollado varios modelos, tanto estadisticos como
empiricos, que permiten estratificar a las mujeres segun su riesgo de padecer cancer de mama a

lo largo de la vida.

La mayoria de ellos sélo tienen en cuenta los antecedentes familiares, y unicamente los
modelos de Gail®® y Tyrer-Cuziack®' incluyen otros factores de riesgo no hereditarios para el
calculo. El hecho de que el riesgo estimado por unos y otros modelos sea en ocasiones
discordante, y la necesidad de programas de calculo complejos, ha limitado el uso de estos

algoritmos en la préactica clinica diaria.

El primero de estos modelos lo publicoé Michelle Gail en 1989%0. Gail analizé el riesgo de
que una mujer de una determinada edad, desarrollara un carcinoma invasor o in situ a lo largo de
la vida. En su estudio solo incluyé mujeres caucasicas que participaban en un programa de cribado
del cancer de mama mediante mamografia anual. Encontré que los mejores predictores del riesgo
de cancer de mama en esta poblacion eran: el numero de familiares de primer grado con
antecedentes de cancer de mama, la edad de la menarquia y del primer embarazo a término y la
realizacion de biopsias previas de la mamad2. Validaciones posteriores de este algoritmo en otras
poblaciones encontraron que el modelo era muy bueno para predecir la probabilidad de cancer de
mama al estratificar para un determinado factor de riesgo, pero su capacidad de predecir el riesgo
de una mujer en particular era mucho mas modesto33. Con intencion de mejorar la capacidad

predictiva del modelo, Gail afiadié recientemente la informacién del genotipado de siete y
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posteriormente de diez polimorfismos en diferentes genes que previamente habian sido asociados
con el cancer de mama, pero estd no se tradujo en un aumento significativo de la capacidad
predictora del modelo%.%5, probablemente debido a que los datos de incidencia y prevalencia de

cancer de mama que utiliza son los de los afios ochenta y noventa®.

El modelo de Claus, publicado en 199057 y modificado en 199440, estima el riesgo de
cancer de mama en funcién del nimero de familiares de primer grado afectas y de la edad de

diagndstico, pero no incluye ningun de los factores no hereditarios.

BRCAPRO?% se desarroll6 tras el descubrimiento de BRCA1 y 2 y estima la probabilidad
de encontrar una mutacién en estos genes en una determinada familia, pero no icluye ningun otro
factor. BOADICEA®® tampoco incluye ningun factor no hereditario, pero en cambio afiade el efecto
de un componente poligénico, que explicaria los casos de agregacion familiar que no se deben a

mutaciones en BRCA.

El modelo mas reciente es el denominado Tyrer-Cuzick5! en el que se integran factores
genéticos tales como la historia familiar y la prevalencia de mutaciones de BRCA en la poblacién y
otros genes de baja penetrancia, marcadores surrogados de la exposicion endégena a estrégenos
(edad de la menarquia y menopausia, paridad y edad del primer embarazo a término), el Indice de
Masa Corporal y la presencia de lesiones benignas en la mama. Los estudios de validacién
sugieren que en general, éste es el modelo que mejor predice el riesgo de cancer de mama%, sin

embargo, sobreestima el riesgo en las mujeres con hiperplasia atipica de la mama®.

1.3 CLASIFICACION DEL CARCINOMA DE MAMA

1.3.1 Clasificacion histolégica

Atendiendo a exclusivamente a caracteristicas morfoldgicas, el cancer de mama se ha

clasificado en los grupos histologicos que se muestran en la Tabla 2. El tipo mas frecuente es el

Carcinoma Ductal Infiltrante, que supone entorno al 70% de todos los casos, pero se distinguen

hasta 20 tipos, algunos con muy baja incidencia. Los carcinomas tubulares, cribiformes y coloides,
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se caracterizan por tener un buen pronostico, mientras que en el caso de los carcinomas

inflamatorio o metaplasico éste es bastante peor °.

Tabla 2: Clasificacidn histologica del carcinoma de mama®.

Ductal 75%
Lobulillar 5-10%
Mucinoso (Coloide) 3-5%
Tubular 5%
Medular 5-7%
Inflamatorio 1-3%
Metaplasico <1%

Paget <1%

Tumores derivados de

estructuras no glandulares: 1%
sarcomas, cutaneos, linfomas

Metastasis de otros tumores <1%

1.3.2. Clasificacion del cancer de mama seguin patrones de expresion génica

Tradicionalmente, el cancer de mama se clasificaba Unicamente en funcién de la
morfologia celular, de la determinacion inmunohistoquimica de los receptores de estrégenos (RE)
y progesterona (RP), asi como de la amplificacion del Human Epidermal Receptor 2 (HER2) y de
parametros clinicos como el tamafio tumoral, la afectacion de ganglios linfaticos y la presencia de
metastasis. En base a esto, se obtenian grupos con implicaciones pronosticas y terapéuticas,
observandose que pacientes de un mismo grupo y tratadas de igual modo, presentaban distinta

evolucion, sin que pudieran establecerse las causas de tan diferente comportamiento.

Aunque la caracterizacion de los tumores de mama que expresan marcadores propios de
célula basal y sus implicaciones pronosticas fueron descritas hace méas de veinte afios 861]a
clasificacion de los carcinomas invasivos de la mama segun patrones de expresion molecular no
ha recibido atencion por parte de la comunidad cientifica hasta su re-descubrimiento en los
estudios de microarrays, cuando Perou et al®2 propusieron que la variedad fenotipica y de
comportamiento de los tumores de la mama podria correlacionarse con diferencias en los patrones

de expresion génica, de modo que una vez determinados éstos, los tumores pudiesen ser
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clasificados en subgrupos mas homogéneos. Asi, los tumores de la mama se clasifican
actualmente en cuatro categorias principales atendiendo al patron de expresion génica: Basal Like,
Her2, Luminal A'y Luminal B (Tabla 3).

Tabla 3: Clasificacion del cancer de mama segun los grupos de expresion génica®?

| ——

Basal- Like RE-, RP-, HER2-, CK 5/6+, CK17+ c-KIT+/-, EGFR+/-,
integrina B4, laminina, moesina, vimentina, P-cadherina, CAV1'y 2
RE-, HER2+,

HER2+ (importante expresion de genes préximos a HER2)

Luminal A RE++, RP +/-, HER2-
CK 8+, CK 18+

Luminal B RE+, RP +/-, HER2+/-, alta expresion de Ki67
(Expresion moderada/baja de genes especificos del patrén luminal)

Los tumores luminales, reciben este nombre por su similitud con las células epiteliales que
recubren la luz de los conductos mamarios. El patrén de expresion génica de los tumores de
fenotipo basal-like remeda al de las células mioepiteliales del epitelio basal mamario normal, por lo
que se supone que su origen se encuentra precisamente en tales células. En el trabajo inicial de
Perou ya se constatd que los tumores basalioides expresaban RE, RP y HER2 con mucha menor
frecuencia que el resto de tumores no seleccionados y que lo inverso sucedia con EGFR, c-
KIT626467 Nielsen® demostrd que es posible distinguir los grupos luminales, basales y HER2

utilizando técnicas inmunohistoquimicas en vez de perfiles de expresion génica.

Estudios posteriores han corroborado los resultados de Perou®-70 han aumentado la lista
de genes con expresion diferencial en los distintos grupos’-74, han establecidos las diferencias
prondsticas de estos subgrupos y han evaluado su respuesta a las diferentes opciones

terapéuticas actualmente disponibles’s-78,
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1.3.3. Clasificacion TNM
En la Tabla 4 se muestra la clasificacion TNM (UICC-AJCC), que atendiendo al tamafio

tumoral (T), las metastasis en ganglios regionales (N) y la existencia 0 no de metastasis a

distancia, establece diferentes grupos con significacion prondstica (Tabla 5).

Tabla 4: Clasificacién TNM del cancer mama. 62 edicion, 2003. (www.UICC.org)

TUMOR PRIMARIO (T)
Tx: Tumor primario no puede ser valorado
TO0: Sin evidencia de tumor primario
Tis: Carcinoma in situ:
Tis (DCIS): Carcinoma Ductal in situ
Tis (LCIS): Carcinoma lobulillar in situ
Tis (Paget): Enfermedad de paget del pezon sin tumor
T1: Tumor <2cms
T1mic: Microinvasion < 1 cm
T1a:  Tumor>0.1y<0.5cm
T1b:  Tumor >0.5y <1cm
T1c:  Tumor>1y<2cm
T2: Tumor >2cms y < 5 cms
T3: Tumor >5 cms
T4: Tumor de cualquier tamafio con extension directa a :
T4a: Pared torcica, sin incluir musculo pectoral
T4b: Piel con edema, ulceracion o nddulos dérmicos satélites
T4c: T4a+T4b
T4d: Carcinoma inflamatorio

GANGLIOS LINFATICOS (pN)
pNx : Los ganglios no pueden ser evaluados (extirpados previamente)
pNO: No metéstasis histoldgicas en ganglios
pN1: Metastasis en 1 a 3 gl axilares y/o en gl de la mamaria interna con enfermedad microscépica en el ganglio centinela (GC),
clinicamente no aparente:
pN1mic: Micrometastasis (>0.2 mm y <2.0mm)
pN1a: Metastasis de 1 a 3 ganglios axilares
pN1b:  Mts en gl de la mamaria interna con enfermedad microscdpica en el GC extirpado
pN1ic:  Mts en 1-3 gl axilares y en gl de la mamaria interna con enfermedad microscopica en el GC

pN2: Metastasis de 4 a 9 ganglios axilares o ganglios de la mamaria interna aparentes clinicamente,
en ausencia de ganglios axilares metastaticos:
pN2a:  Mts en 4 a 9 ganglios axilares (uno al menos con tumor > 2 mm)
pN2b:  Mts en gl de la mamaria interna clinicamente aparentes, en ausencia de mts en gl axilares.

pN3: Mts en 10 o mas gl axilares, o en gl infraclaviculares, o en gl de la mamaria interna clinicamente aparentes en presencia
de 1 0 mas gl axilares, o mas de 3 gl axilares con gl de la mamaria interna microscopicamente negativos,
o con gl supraclaviculares ipsilaterales:
pN3a:  Mts en 10 0o mas gl axilares, o mts en gl infraclaviculares.
pN3b:  Mts en gl ipsilaterales de la mamaria interna clinicamente aparentes en presencia de = 1
gl axilares positivos, 0 > 3 gl axilares con gl de la mamaria interna con enfermedad microscépica en
el GC extirpado, no aparente clinicamente.
pN3c:  Mits en gl supraclaviculares ipsilaterales

METASTASIS

Mx: La metastasis no pueden ser evaluadas
MO: No existen metastasis a distancia

M1: Presencia de metastasis a distancia
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Tabla 5: Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) a 5 afios segun el Estadio TNM 30

ESTADIO TNM % SLE a5 afios
Estadio | T1NOMO (incl T1mic) 80
TON1MO 75
Estadio IIA TIN1MO
T2NOMO
Estadio 1B T2N1MO 75
T3NOMO
Estadio II1A TON2MO 55
T1IN2MO
T2N2m0
T3N1MO
T3N2Mm0
Estadio I1IB 35
T4NOMO
T4N1MO
Estadio IlIC T4N2MO 25
Estadio IV Cualquier T, N3MO 10
Global Cualquier M1 65
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2. GENES Y SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER

2.1. Cancer como enfermedad genética

El cancer es una enfermedad compleja y heterogénea que surge por las
interacciones de factores genéticos y ambientales tras los cuales una célula escapa de los
controles sobre su division y diferenciacién. Durante el proceso, la célula adquiere nuevas
caracteristicas que le conduciran a proliferar muy rapidamente, evadiendo las sefiales de
apoptosis. Asi mismo, inicia un proceso de desdiferenciacion y adquiere la capacidad de
dividirse de forma indefinida, al tiempo que es capaz de alcanzar nuevos tejidos y drganos e
invadirlos. Algunas de estas células tumorales, son capaces de inducir la formacion de
nuevos vasos sanguineos, abandonar el tumor primario y atravesar la matriz extracelular que
las rodea, alcanzar el torrente circulatorio, sobrevivir en él y posteriormente abandonarlo
atravesando las paredes de los capilares localizadas en lugares distantes del organismo,
invadiendo nuevamente la matriz extracelular e iniciando en la nueva localizacién, un tumor

secundario’.

Evasidn de apoptosis

Angiogénesis tumoral

Figura 4: Propiedades que adquieren las células durante la transformacién tumoral 7
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Finalmente, esta metastasis, inicialmente microscdpica, continuara su division ilimitada
hasta formar una nueva masa tumoral. Para ello, requerira la formacién de nuevos vasos que le
permitan crecer y diseminar sus células para dar lugar a la aparicion de nuevas metastasis a

distancia. (Figura 4) 7°.

El proceso de la transformacién tumoral de una célula, puede iniciarse por la alteracion de
los genes que conocemos como Oncogenes y genes Supresores, pero rara vez un unico defecto
es suficiente para el desarrollo de un tumor. Para que las células adquieran todas las capacidades
anteriormente descritas necesitan de la adicion sucesiva de numerosas alteraciones genéticas y
epigenéticas que aun no han sido bien caracterizadas. Estas alteraciones afectan tanto a

diferentes funciones de la célula tumoral como a las células de su entorno?®.

Los Proto-oncogenes son genes que, en las células normales, promueven el crecimiento y
la proliferaciéon celular o inhiben la muerte celular programada (apoptosis). En un sentido méas
amplio, podrian incluirse a todos aquellos genes que inhiben procesos de diferenciacion y los que
promueven procesos como la angiogénesis, invasividad, metéstasis, etc. Las mutaciones en ellos

producen una ganancia en su actividad, pasando a denominarse oncogenes808!,

Los genes supresores son aquellos que frenan la proliferacién celular, ya que regulan de
forma negativa la division y el crecimiento de las células. Para que favorezcan el desarrollo tumoral
es necesario que las proteinas codificadas por ellos no sean funcionales lo que supone que o bien
se alteren los dos alelos o0 que la mutacion de uno de uno de ellos dé lugar a una proteina que
inactive la del alelo normal, por lo que las alteraciones de estos genes se consideran recesivas. A
su vez, se dividen en “gatekeepers” y “caretakers”. Los primeros, estan directamente implicados en
la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular. Cuando se produce la pérdida
de funcién, fallan los mecanismos de control y la célula adquiere una ventaja proliferativa respecto
al resto. Los genes “caretakers” en cambio, controlan la replicacion del ADN, la transcripcion, la
reparacion del ADN y los chekpoints del ciclo celular. Estos genes son por tanto, los encargados

de mantener la integridad del genomag0-82,
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2.2. Genes de alta penetrancia

De forma general, las células de un tumor se originan mediante la expansion clonal de una
unica célula, y las células hijas heredan las mutaciones de la madre. Pero estas alteraciones
genéticas no son transmitidas por un progenitor a sus hijos, a menos que estén presentes en las
células germinales, en cuyo caso estariamos ante un sindrome hereditario de predisposicion al

cancerss,

Por otro lado, el hecho de heredar una mutaciéon patogénica en uno de los genes criticos
del cancer, ya sea un oncogen o0 un gen supresor, no implica que el individuo vaya a desarrollar de
un tumor. Se define como penetrancia genética la proporcion de individuos de una poblacion que,
presentando un determinado genotipo (mutacién en un alelo), expresa un determinado fenotipo (en
este caso cancer). Cuando todos los portadores de la mutacion desarrollan cancer, se dice que la

penetrancia es completa, y en caso contrario incompleta, pudiendo ser mas alta 0 mas baja.

Si bien la mayoria de los sindromes de cancer familiar se deben a mutaciones en genes de
alta penetrancia, principalmente genes supresores, solamente las mutaciones de p53 (Sindrome
de Li-Fraumeni) y del gen APC (Sindrome de Poliposis Adenomatosa Familiar) presentan una
penetrancia completa. Las mutaciones de BRCA, en cambio, tienen una penetrancia entrorno al

60-80% dependiendo de las poblacioness4.

BRCA1 y BRCA2 fueron los dos primeros genes de alta penetrancia relacionados con el
cancer de mama hereditario y aunque en un principio se pensé que seria posible encontrar
mutaciones de estos genes en todos los casos de cancer de mama familiar, hoy sabemos que sélo
son responsables del 15-20% de los casos#*4:8586, La probabilidad de encontrar una mutacion en
estos genes en una familia aumenta con el nimero de miembros afectos, de manera que se han
encontrado en el 80% de las familias con més de 6 casos de cancer de mama y en un tercio de las
familias con 4 0 5 casos®’. Los primeros estudios sobre la incidencia de cancer de mama en las
portadoras de mutacidn en los genes BRCA 1y 2, estimaban entorno al 75-80% la probabilidad de
desarrollar la enfermedad a lo largo de la vida, mientras que en trabajos posteriores, este

porcentaje varia ostensiblemente4!. En poblacion espafiola, la probabilidad de desarrollar cancer
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de mama de las mujeres portadoras de mutaciones en BRCA1, se ha estimado entorno al 52% 'y
al 48% si el gen alterado es BRCA288, Por tanto, aunque la penetrancia de estos genes es muy
alta, no es completa y a pesar de que se ha sugerido podria estar modulada por diferentes genes
como NAT2, CYP1A1, GSTT1 o por la presencia de polimorfismos en diferentes genes, el

mecanismo que regula la penetrancia de los genes BRCA no ha sido aun establecido*!°,

Se han descrito otros genes de alta penetrancia responsables de diferentes sindromes
hereditarios que cursan con cancer de mama como son p53, PTEN y AMT (Tabla 5) que

explicarian en conjunto otro 10% de los casos de cancer de mama familiar 4146

Tabla 5. Sindromes de cancer hereditario que presentan cancer de mama#2

Céncer de mamay BRCA1y2 Ovario, prostata, pancreas, via biliar, SNC.
ovario hereditario
Sarcomas 6seos y de partes blandas, leucemia, SNC y

Li-Fraumeni P53 adrenocorticales

Cowden PTEN Tiroides, ovario, trichilemoma facial y papilomas orales
Muir-Torre MSH2, MLH1 Colorrectal, Genitourinario.

Peutz-Jeghers STK1, LKB1 Pélipos hamartomatosos, colon, estémago, pancreas,

tiroides, pulmén, utero y ovario

Ataxia-Teleangiectasia ATM Leucemia y linfoma.

2.3. Genes de bhaja penetrancia

Los estudios en cancer familiar y la identificacion de genes de alta susceptibilidad han
contribuido a un mayor entendimiento de los mecanismos de carcinogénesis y de la biologia
tumoral, pero solamente el 5-10% de los tumores tiene un componente hereditario, de modo que
las variante alélicas implicadas en estos casos tienen un gran impacto para el individuo, pero su
contribucion a la incidencia del cancer a nivel poblacional es muy pequefia. Los estudios

realizados en gemelos homo y heterocigotos demostraron que la agregacion familiar que se
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observa en el cancer de mama se debe principalmente a factores genéticos heredados, mas que a
factores ambientales o al estilo de vida4’, y se sugirié que debia existir otro grupo de genes que,

predisponiendo al cancer, presentasen una baja penetrancia.

Para explicar la incidencia de los tumores esporadicos, estos genes deberian presentar
variaciones estructurales que alterasen su funcion con una frecuencia mucho mayor que las
mutaciones patogénicas de los genes de alta penetrancia. El andlisis de estas variantes
polimdrficas ha sido, y sigue siendo, la Unica estrategia viable para identificar estos genes de baja
penetrancia®. Asi, mediante diferentes tipos de estudios de asociacion y en menor medida
mediante estudios de ligamiento, se han identificado multitud de polimorfismos, principalmente en
genes que intervienen en funciones celulares como la reparacion del ADN o el metabolismo de
carcindgenos tanto enddgenos como exdgeno, aunque también en genes supresores de tumores e
incluso en oncogenes, si bien son mucho menos frecuentes®!. Cada una de estos genes de baja
penetrancia confiere un riesgo individual <1.3, pero su efecto podria ser aditivo o incluso
multiplicativo %2, de modo que cada vez parece es mas aceptado que la principal fuente de
predisposicion heredada al cancer se debe al efecto de la combinacion de diferentes variantes
genéticas en multiples loci, lo que se conoce como Modelo Poligénico de susceptibilidad al

cancer4.93.94,

Por otro lado, cada vez hay mas estudios que analizan el efecto de estos genes sobre la
incidencia de cancer en relacién con la exposicion a diferentes factores ambientales como el
tabaco o la radiacion ultravioleta, corroborados mediante modelos animales®'%4. La susceptibilidad
del individuo a desarrollar cancer tras la exposicion a diferentes carcindgenos del ambiente, estaria
condicionada, por ejemplo, por la capacidad de reparar el ADN que tenga la combinacion de
genes reparadores que haya heredado de sus padres®, lo que explicaria por qué no todos los
individuos expuestos a un factor de riesgo asociado con un determinado tipo de tumor lo

desarrollan.
En relacion con el cancer de mama, puede que la respuesta a por qué ni todas las

nuliparas obesas, ni todas las fumadoras con terapia hormonal sustitutiva (THS) desarrollan

cancer de mama a pesar de que la nuliparidad, la obesidad, el habito tabaquico y la THS son
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conocidos factores de riesgo, esté en las variantes funcionales de los genes modificadores, lo que

S€ conoce como.

La mayoria de estas variantes confieren un riesgo individual <1.3, pero su efecto podria
ser aditivo o incluso multiplicativo 92y su interés radica en el hecho de que combinados, podrian
utilizarse para establecer modelos que estimen el riesgo individual, y adecuar a cada caso las
medidas de prevencion primarias y secundarias®-97. De hecho, la predisposicion al cancer debida
a la combinacién de estas variantes podria ser de mayor interés para la salud publica que la

predisposicion debida a los genes de alta penetrancia®.

Genes de Genes de
ALTA PENETRANCIA BAJA PENETRANCIA

Mutaciones en undnice gen Asociacion de polimorfismos Polimorfismos

Envarios genes de un inico gen

CANCER HEREDITARIO

!

ALTA 4 Susceptibilidad genética al cancer » BAJA

Figura 5: Esquema de la susceptibilidad heredada al cancer

2.4.Polimorfismos
Un polimorfismo se define como la existencia de dos 0 mas formas alternativas de un gen en

una poblacion, de modo que la variante menos frecuente no pueda ser explicada por una mutacion

patogénica recurrente, para lo cual, debe estar presente en mas del 1% de los individuos®.
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Se estima que existen mas de 10 millones de polimorfismos en el genoma humano, que
aparecen con una frecuencia relativamente alta en la poblacién, y a diferencia de las mutaciones
patogeénicas, conllevan un escaso o nulo incremento del riesgo de cancer por si mismas. Es
necesaria la concurrencia de varios polimorfismos que actuen de forma sinérgica o de mutaciones
patogénicas en otros genes o de determinadas circunstancias ambientales, (p.e. exposicién a
carcindgenos) para que estos modificadores tengan algun efecto sobre el desarrollo de cancer,

sobre la agresividad del fenotipo o sobre la respuesta al tratamiento quimioterapico“®.

Los polimorfismos, al igual que las mutaciones, pueden consistir en la sustitucion de un
nucleétido por otro, en la insercion de uno o varios nuevos o en la deleccion de nucleotidos
previamente existentes. Estos procesos pueden afectar a un nimero variable de bases, pero lo
mas frecuente es que sélo se afecte uno, lo que se denomina Single Nucleotide Polymorphism o
SNP®S,

Los polimorfismos pueden localizarse en regiones codificantes o no codificantes del ADN.
A aquellos que en las regiones codificantes producen un cambio de aminoacido se les denomina
no sinénimos. Si este cambio introduce un codén de parada, se llama entonces polimorfismo
nonsense, mientras que si codifica un nuevo aminodacido, sera un polimorfismo de cambio de
sentido (missense). Si el polimorfismo al traducirse no produce ninguna alteracién en la secuencia
aminoacidica se dice que es sinénimo o silente. Los polimorfismos de las zonas no codificantes
son también muy importantes porque pueden producir una alteracion del splicing, o impedir la

union de factores de transcripcién®.

Los polimorfismos no sindnimos que inducen un cambio de aminoacido son los que mas

facilmente alteran la funcién de la proteina, y en consecuencia, son los méas estudiados.
2.4.1. Estudio de polimorfismos en genes de baja penetrancia
Como se sefialé anteriormente, la mejor forma de identificar los genes de baja penetrancia
es mediante el estudio de sus polimorfismos, que puede llevarse a cabo mediante dos tipos de

andlisis: el estudio del desequilibrio de ligamiento (DL) o estudios de asociaciéon en casos y

controles.
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2.4.1.1. Estudios de desequilibrio de ligamiento:

En el genoma existen genes separados por cientos o incluso miles de bases en la cadena
del ADN que se segregan de forma conjunta durante la meiosis, lo que se conoce como
desequilibrio de ligamiento. Lo mismo sucede con algunos polimorfismos. Cuando estas variantes
aparecen en los individuos que padecen una determinada enfermedad con mas frecuencia que en
aquellos que no la padecen, pensaremos que de uno u otro modo esos polimorfismos estan
implicados en dicha patologia. Si las variantes no implican un cambio funcional del gen que pueda
explicar la aparicion de la enfermedad, cabe pensar que la causa sea algun otro gen de los que se

encuentran en el espacio que separa los dos polimorfismos que se segregan conjuntamente 00,

Los estudios de DL se realizan mediante el analisis del ADN en familias con varios casos
de la enfermedad o en parejas de gemelos donde uno esta afecto y el otro no y tienen gran
capacidad para detectar alelos poco frecuentes pero de alta predisposiciéon con un mecanismo de
herencia mendeliano. Pero para detectar el efecto de alelos comunes con escasa influencia sobre
la enfermedad se precisa de muestras mucho mayores, de tamafio casi prohibitivo. Por ello, han
sido muy utilizados para encontrar genes implicados en enfermedades monogénicas, pero han
tenido menos éxito en el estudio de enfermedades multigénicas como el cancer, a excepcién de

los sindromes de cancer hereditario, donde permitieron la caracterizacién de BRCA1 y 291101,

2.4.1.2. Estudios de Asociacion Genética:

Los estudios de asociacién buscan establecer la relacion estadistica entre variables
genéticas poblacionales y un fenotipo determinado. Se trata generalmente de estudios de cohortes
prospectivas o de casos-controles en los que se establece el peso relativo del componente
genético con respecto a otros factores como puede ser el ambiente en el riesgo de desarrollar la

enfermedad.

Estos estudios buscan relacionar un marcador genético particular con una enfermedad a

través de una poblacion, mas que dentro de una familia. Precisan de muestras mas pequefias que
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los estudios de DL y su poder estadistico para detectar los efectos de las variantes comunes es

bastante mayor.

Existen dos acercamientos para establecer la asociacion entre variantes genéticas y el riesgo

de enfermedad: El estudio del “SNP candidato” y la “asociacién indirecta”.

El primero es un test directo de asociacién entre una variante potencialmente funcional y el
riesgo de padecer una enfermedad. Se establece por tanto un gen candidato de antemano en base
a estudios previos o de evidencia experimental biologica’®@. Los SNP’s son elegidos
fundamentalmente en base a cuatro criterios: 1) el conocimiento previo de que son funcionales, 2)
las variaciones de tipo missense, 3) que exista DL con las variables causales y 4) que exista un
tecnologia que permita el estudio.'® Los polimorfismos missense son los que tienen mas
posibilidades de representar un cambio funcional, ya sea de pérdida o ganancia, por lo que la
mayoria de los estudios se centran en ellos. Las variantes que no causan cambio de aminoacido
pueden tener un impacto sobre la capacidad de reparacion, si se situan en entrones reguladores
de splicing o si causan inestabilidad del ARN, pero el uso de variantes no codificantes para
determinar cambios en la funcién es mucho mas complejo por el limitado conocimiento que

tenemos sobre las secuencias reguladoras 02,

En cambio, la asociacion indirecta consiste en testar un mapa denso de SNP’s bajo la
suposicion de que si existe un polimorfismo de riesgo este sera o bien tipificado directamente o se
encontrara en fuerte DL con uno de los SNP’s estudiados. La ventaja de este Ultimo método es
que no precisa la determinacion de qué SNP’s pueden ser funcionalmente importantes. La
desventaja es que precisa el estudio de un nimero mucho mayor de SNP’s Los estudios de
genotipado masivo (GWAs, Wide Genome Association studies) permiten el screening extenso y de
alta densidad del genoma completo, para lo que utilizan cientos de miles de SNPs marcadores, de
modo que inicialmente se genotipan entorno a 250.000 polimorfismos en miles de individuos (fase
I). Después se seleccionan Unicamente los SNP’s que demuestran ser mas significativos (unas
decenas de miles) estudiandolos en nuevas cohortes (fase Il) y finalmente se realiza un mapeo
fino de los polimorfismos adyacentes a los validados, si se considera que estos no son los

implicados en la patologia pero que pudiera existir un DL (fase ///)92.96.100,103,104,

34



Introduccion

3. MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

La supervivencia a largo plazo de una especie puede aumentar gracias a cambios
genéticos favorables en el proceso de seleccion natural, pero la supervivencia de cada individuo
en particular requiere una estabilidad genética que le salvaguarde del desarrollo de tumores. La
exposicion a diferentes factores del medio ambiente o incluso del medio intracelular puede originar
dafios al ADN, pero sin duda, la principal fuente de mutaciones proviene de errores espontaneos
durante la replicacion del material genético. Para evitarlo, junto a mecanismos extremadamente
precisos de replicacion del ADN son necesarios otros que reparen las lesiones que se producen en
él constantemente. Asi, al igual que los genomas de otras especies, el humano codifica sistemas
que le permiten mantener su propia integridad. Las enzimas reparadoras de ADN supervisan
continuamente los cromosomas para corregir los dafios en los nucleétidos producidos por factores
ambientales como la radiacidén solar ultravioleta, radiaciones ionizantes o el humo del tabaco;
productos del metabolismo celular normal como el agua oxigenada, las moléculas de oxigeno
reactivas y ciertos metabolitos que actuan como agentes alquilantes; o la desaminacion
espontanea o inducida de citosina, adenina y guanina. Se estima que cada dia se alteran unas
25000 bases por célula del total de 3x10° que contiene el genoma humano. Estos sistemas de
reparacion consiguen que menos de 1/1000 alteraciones accidentales se transformen en mutacion

que se transmita a las células hijas®!.90.99.105,

Se han descrito cuatro mecanismos principales de reparacion del ADN: Mismatch Repair
(MMR), Reparacién por escision de bases (BER), Reparacion de rotura de doble cadena (DSBR),
y Reparacion por excision de nucleétidos (NER). Son mas de 130 los genes implicados en estos
procesos, en los que se han identificado un gran numero de polimorfismos, muchos de ellos con

implicaciones funcionales02.106,107,

Los genes que codifican las proteinas que reconocen el dafio en el genoma y los
encargados de repararlo, interactian con los responsables del control del ciclo celular, de manera
que la replicacién y division de la célula se posterga hasta que las lesiones se hayan reparado. Si

esto no se logra, se induce la apoptosis celular, evitando la transmision del error a las células
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hijas. Cuando estos mecanismos fallan y el dafio permanece sin que la célula muera, ésta la

transmitira a sus células descendientes, pudiendo iniciarse la transformacion tumoral'%. Los genes

que intervienen en los diferentes mecanismos de reparacion se comportan como “caretakers”, y su

pérdida de funcion puede afectar directamente a la estabilidad de otros genes, incluidos los

“gatekeepers”, ya que si se produce una mutacion en un gen supresor que no es correctamente

reparada, puede llevar a la pérdida de funcion supresora y a la carcinogénesis.
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Figura 6: Diferentes mecanismos de reparacion del ADN

La funcionalidad de cada una de estas vias en un individuo determinado es independiente,

y se han caracterizado varios sindromes hereditarios con una alta predisposicidn al cancer debidos

a defectos en los genes que participan en estas vias (Tabla 6). Ahora bien, la gran mayoria de los

tumores son esporadicos y tal y como se comentd en el punto 2.4. al explicar el modelo poligénico,

lo que cada persona hereda es un conjunto de variantes en los genes reparadores de ADN que

explicarian la susceptibilidad individual a desarrollar un determinado tipo de cancer al exponerse a

diferentes carcindgenos?6.
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Tabla 6: Sindromes hereditarios por defectos en los mecanismos de reparacion del ADN 46

Xeroderma Pigmentoso NER Mut. Puntuales Cuténeos
Cockayne TCR Mut. Puntuales Ninguno
Tricotiodistrofia NER/TCR Mut. Puntuales Ninguno
Ataxia-Teleangiectasia DSB Alt. Cromosdmicas Linfomas
Nijmegen DSB Alt. Cromosdmicas Linfomas
BRCA1/BRCA2 HR Alt. Cromosdmicas Mama y Ovario
Werner HR Alt. Cromosémicas Varios
Bloom HR Alt. Cromosdmicas Leucemia, linfoma
Rothmund-Thomsom HR Alt. Cromosdmicas Osteosarcoma
HNPCC MMR Mut. Puntuales Colorrectal

MMR: Mismatch Repair; DSB: rotura de doble cadena; NER: Reparacion por escision de nucleétidos;
HR: Recombinacion Homéloga; TCR: Transcription-coupled repair; HNPCC: Cancer de colon hereditario no polipésico

3.1. REPARACION DE ALINEAMIENTOS ERRONEOS (Mismatch Repair - MMR)

La importancia del sistema MMR para mantener la estabilidad del genoma bacteriano se
demostré hace mas de 30 afios con la observacion de que defectos en estas vias se asociaban a
una alta tasa de mutaciones espontaneas. Poco después se comprobd que los defectos en MMR
en células humanas producian un aumento de la inestabilidad de todo el genoma, incluyendo unas
regiones altamente repetitivas denominadas microsatélites, y que ésto se asocia con el desarrollo
de tumores tanto hereditarios como esporadicos'%. La capacidad de este sistema para mantener
la estabilidad genémica se ha asociado con la correccidn de emparejamientos que se producen de
forma erronea durante la replicacion del ADN y el bloqueo de la recombinacién entre secuencias
similares pero no idénticas (Recombinacion no Homoéloga). Se ha visto que el sistema MMR

37



Introduccion

interviene también en los puntos de control del ciclo celular y en la muerte celular programada en

respuesta a ciertos dafios en el ADN'0,

Este sistema de reparacion, en el que intervienen una docena de genes, se inicia con el
reconocimiento por parte del complejo hMutS, de los pequefios bucles generados por la insercion,
deleccion e incorporacion erronea de bases y nucledtidos durante la replicacion. La unidn de
hMSH2 con MSH6 forma hMutSa., que reconoce bucles de 1 0 2 nucledtidos, mientras que la
uniéon de hMSH2 con MSH3, forma hMutSp, que identifica estructuras mas complejas, si bien,
existe cierta redundancia entre las funciones de ambos heterodimeros''113. hMLH1 interactua con
hPMS2, hMLH3, hPMS1 para formar tres posibles heterodimeros, denominados hMutLa,, hMutLB
y hMutLy, respectivamente. Estos Thrs complejos tienen actividad ATPasa y actuan como nexo

con las proteinas responsables de la escision y sintesis.
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T

Figura 7. Principales genes implicados en el mecanismo MMR de reparacion de ADN105

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) favorece la unién de hMutSo y hMutSp al lugar
del dafio. Ademas interviene como enlace entre estos complejos y la ADN polimerasa en la

horquilla de replicacion, posiblemente facilitando el reconocimiento y reparacién de la nueva
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cadena. Para ello precisa de RFC (Replication Factor C), que facilita su unién al ADN 105, La
exonucleasa EXO1 escinde las secuencias erroneas, tras lo que las ADN polimerasas o, a y ¢,
sintetizan la nueva cadena'?. Las ADN ligasas que finalizan el proceso no han sido bien

caracterizadas hasta el momento.

DNA paliie

-
x@ hMSHZ/6 {MutSc)
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o |40
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WMLHT/HP MS2 (MutLe)

hMSH2 /3 (MutSE) /' v
Exorucleasa 35

Fesimests de DINA

Figura 8: Esquema que representa la reparacién por la via MMR 108
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Los primeros estudios de inestabilidad genética, observaron que cuando el sistema MMR
no funcionaba adecuadamente, se producia un aumento, una alteracién en el nimero de
repeticiones de los microsatélites. Dicha inestabilidad (MSI), se asocié inicialmente con el
desarrollo de cancer colorrectal hereditario no polipésico (HNPCC) debido a la presencia de una
mutacién inactivante en los genes MLH1, MSH2, MLH3, MSH6 y mas rara vez en PMS21%4,
Trabajos posteriores demostraron que las formas esporadicas de cancer de colon presentaban
con cierta frecuencia alteraciones estructurales''2 o inactivaciones epigenéticas''3 en estos
mismos genes. Esta pérdida de MMR se ha observado también en tumores de endometrio, ovario,
gastrico, cérvix, piel, pulmén, prostata, vejiga, mama y linfomas?'5. Por otro lado, se han publicado
varios estudios que demuestran la importancia de MMR en la resistencia a quimioterapicos como

temozolamida, cisplatino o 5-fluoruracilo 116,

3.2.REPARACION POR ESCISION DE BASES (Base Escision Repair-BER)

Algunos productos del metabolismo celular normal suponen una amenaza constante para
la integridad del genoma, entre los que se incluyen las especies reactivas de oxigeno (aniones
superoxido, radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno) derivados de la respiracion oxidativa y de
la peroxidacion de los lipidos. Ademas, algunas uniones quimicas pueden romperse de forma

espontanea en condiciones fisioldgicas, como sucede con la hidrélisis de nucleétidos a 37°C107.117,

La escision de bases (BER) es el principal mecanismo de eliminacién de bases alteradas o
afiadidas errdbneamente. El reconocimiento de la lesion y la rotura del enlace N-glicosil entre la
base nitrogenada y la desoxirribosa-fosfato se realizan a través de un conjunto de glicosilasas,
encimas clave de este proceso. Presentan gran especificidad de sustrato, aunque se ha descrito
cierta redundancia. La mas abundante es UNG, que elimina los residuos de uracilo que han sido
incorporados en vez de timina. Poseen un dominio catalitico de hasta 250 residuos y utilizan las
regiones amino y carboxilo terminales para realizar interacciones adicionales con la cadena
complementaria. La eliminacion de las bases nitrogenadas, puede suceder también de forma

espontanea’® (Figura 9).
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Figura 9: Mecanismo de reparacion por Escisién de Bases 08

La endonucleasa APE1 rompe el enlace fosfodiester en el lugar donde se ha eliminado la
base. E el caso de que la lesién sea una rotura de cadena simple inducida, por ejemplo, por
radiacion ionizante, PARP y PNK se unen a los exThrmos de la cadena de ADN a fin de

A partir de aqui, se conocen dos posibles vias de reparacion: Long-patch, cuando se

afectan varios nucleétidos y Short-patch, cuando solo se implica uno. Short-patch es el mecanismo
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mas frecuente, y en ella interviene POLJ, que posee dos dominios que le confieren funciones
diferentes: un pequefio dominio terminal NH2 con actividad AP liasa y que sustrae el residuo de
azucar-fosfato abasico y otro dominio polimerasa propiamente dicho, con el que afade el
nucledtido correcto. Ademas, interactia con el complejo formado por XRCC1 y ADN ligasa lIl.
XRCC1 acttia como proteina estabilizadora permitiendo la unién de la polimerasa y la ligasa al sitio

de reparacién, al tiempo que se une al ADN por su region amino-terminal 108

En los casos en los que el residuo de azucar-fosfato es estructuralmente mas complejo y
por tanto resistente a la actividad liasa de POLJ3, se emplea el mecanismo Long-patch, en el que la
exonucleasa FEN1 elimina la region desplazada, evitando la formacién de bucles durante la
subsiguiente sintesis de ADN vy la polimerasa POL & es la encargada de incorporar los nucledtidos
que faltan. PCNA estimula estas reacciones estabilizando las diferentes proteinas al igual que

XRCC1 lo hacia en la ruta anterior. Finalmente, intervendria la ADN ligasa | (LIGI) 108118

Este mecanismo de reparacion actua a lo largo de todo el genoma, produciéndose en
ocasiones el bloqueo de la transcripcién, en cuyo caso se activa a la vez el mecanismo de TCR-
NER (Transcription Coupled-Nucleotide Escision Repair). Actualmente, no se conoce ninguna
patologia humana causada por déficits en este mecanismo de reparacion, en parte debido a la
redundancia de funcion de algunas glicosilasas y al citado solapamiento con TCR-NER. En
estudios con modelos animales, se ha visto que la inactivacion de las proteinas que intervienen en
BER es letal.

3.3.REPARACION DE LESIONES POR ROTURA DE DOBLE CADENA (DSBR)

La rotura de doble cadena, que constituye una de las lesiones mas nocivas para la célula,
puede producirse por productos del metabolismo celular como las especies reactivas de oxigeno,
las radiaciones ionizantes, la rotura espontanea de cromosomas durante la replicacion del ADN y
algunos quimioterapicos como los inhibidores de la topoisomerasa lla. Paraddjicamente, también
pueden ser secundarios a la actividad de otros mecanismos de reparacion, como la Reparacion
por Escision de Nucledtidos (NER)108.119,
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La célula dispone de dos sistemas para reparar estas lesiones: Recombinacion Homéloga (HR,
homologous repair) y Recombinacion no homéloga (NHEJ, Non-homologous end joining). HR
requiere una secuencia de ADN homdlogo como molde, generalmente la cromatida hermana, por
lo que solo puede llevarse a cabo tras la replicacion del ADN, en las fases S y G2 del ciclo
celular'20.121, En cambio mediante NHEJ, los exThrmos rotos son procesados por nucleasas y
emparejados con otra secuencia de escasa o0 ninguna homologia, por lo que es activa durante todo
el ciclo, pero fundamentalmente durante G1, cuando no existe un cromosoma homdlogo para que
se produzca la recombinacion'?2, La reparacion mediante NHEJ es mucho mas rapida, pero
introduce errores, ya que se pierde la secuencia del lugar donde asienta la DSB y la unién de
exThrmos de secuencias situadas en dos cromosomas diferentes, puede originar
translocaciones'07.120121.123 Que la célula elija uno u otro mecanismo depende por lo tanto de la
fase del ciclo celular en que se encuentre, pero también del manejo inicial de la rotura de doble
cadena. Si los exThrmos 5 son degradados por nucleasas para producir colas 3’ de cadena
sencilla, que son el substrato de RAD51, entonces, se iniciara el mecanismo de HR, inhibiéndose
la NHEJ122,

3.3.1. RECOMBINACION HOMOLOGA (HR)

La recombinacion homéloga (HR) implica el intercambio de informacion entre regiones
homoélogas del genoma. Si el intercambio es reciproco, se denomina  entrecruzamineto
(crossover), mientras que no existe esta reprocidad se denomina conversién génica (non
crossover). En algunos casos, se produce una combinacién de ambos'2!. (Figura 10). Ademas de
ser una forma de reparacion de las roturas de doble cadena, es esencial durante la meiosis, ya
que es el mecanismo a través del cual se produce el intercambio de informacion entre las dos

cromatidas’?4.
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Figura 10: Posibles productos de la Recombinacién Homoéloga 121

El proceso se inicia mediante la adhesion a los exThrmos de la cadena de ADN de varias
proteinas, fundamentalmente el complejo MRN, formado por MRE11, RAD50 y NSB1, y con
actividad exonucleasa, que expone los bordes y afiade unas colas de cadena simple en sentido 3".
La recombinasa RAD51 induce entonces la union a las moléculas de ADN homologas. La union de
RAD51 a la cadena simple de ADN (ssADN) esta favorecida y regulada por su interaccién con
BRCA2 y catalizada por multiples proteinas, como XRCC2, XRCC3, y varias isoformas de RAD51
(RAD51B, RAD51C, RAD51D, y RADS52), capaces de encontrar secuencias homologas en todo el
genoma y catalizar la reaccion de intercambio formando un “loop” o anillo en la cadena de ADN. Si
HR tiene lugar durante la mitosis, entonces el intercambio tendré lugar con la crométida homologa,
pero si se produce durante la miosis, el ADN molde sera similar, pero no necesariamente idéntico.
Una vez que el intercambio se ha completado, el exThrmo 3" de la cadena invasora se alarga
mediante una ADN polimerasa (Figura 11.a). A partir de aqui, el proceso puede proseguir por dos

vias diferentes:

e SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing): Una vez que la molécula de ADN rota ha unido
a la hebra molde y se ha sintetizado uno de las cadenas, el anillo se rompe y la cadena nueva,

sirve a su vez como molde para la cadena complementaria. (Figura 11.b)

e DSBR (Double Strand Break Repair): (Figura 11.c) Si en vez de una, son las dos cadenas rotas
las que se unen al ADN molde, se forman dos anillos en vez de uno. De esta forma, se originan

unas estructuras de forma cruciforme, denominadas Holliday Junctions, en las que concurren

44



Introduccion

las hebras de las dos moléculas de ADN., Estos complejos son procesado por endonucleasas
especializadas, que cortan las cadenas de maderas que generalemente mediante un
mecanismo de crossover, si bien es cierto que segun el punto de corte, puede no se produzca

este entrecruzamiento sino una conversion génica20.121.123,
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Figura 11: Reparacion de Rotura de Doble Cadena por Recombinacién Homéloga'24
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3.3.2. RECOMBINACION NO HOMOLOGA (NHEJ)

Contrariamente a lo anterior, este mecanismo de reparaciéon no precisa de homologia en
los extremos terminales del ADN, y es critica durante la recombinaciéon somatica V(D)J, el
mecanismo por el que se procesan los receptores de las células By T, y que origina la diversidad

del sistema inmune'20.
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Figura 12. Mecanismos de recombinacién no homéloga de las roturas de doble cadena ¢

El mecanismo se inicia por la unién a los exThrmos de un heterodimero formado por las
proteinas Ku70 y Ku80. Esto activa la subunidad catalitica de la proteina ADN-PK (quinasa
dependiente de ADN) que fosforila a otras proteinas y asi misma, de forma que adquiere su forma
activa y es capaz de activar a su vez a otras proteinas como Wrn, Artemis, Tdp1 y PNK,
necesarias para eliminar los nucleétidos alterados y para el procesamiento de los exThrmos. Las
polimerasas Pol A y Pol  sintetizan la nueva cadena. El proceso concluye tras la ligacion de los
exThrmos por accion del complejo formado por la ADN ligasa IV y XRCC4 (Figura 12)119.120,
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3.4. REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS (NER)

La mayoria de los organismos vivos dependen directa o indirectamente de la energia solar
para su subsistencia, lo que por otro lado puede ocasionarle graves dafios debido a la exposicion
al los rayos ultravioletas (UV). La reparacion mediante escisién de nucleétidos (NER) es el
mecanismo principal para resolver estas lesiones. Pero esta via es muy versatil y a través de ella
se reparan no solo los dimeros de pirimidinas inducidos por la radiacion UV, sino también aductos
de ADN debidos a sustancias quimicas como cisplatino, N-acetil-acetoaminofluoreno o el tabaco.
De hecho, se calcula que mediante la via NER se reparan cerca del 70% de las lesiones en el
ADN inducidas por el medio ambiente. Estas alteraciones distorsionan la estructura de la doble
hélice e interfieren en la unién normal de las bases, alterando y bloqueando la replicacién y la

trascripcion 108,

Se distinguen dos vias de reparacion NER, segun el mecanismo de reconocimiento de la
lesion: GG-NER (Global Genomic Repair) reconoce lesiones que distorsionan la doble hélice a lo
largo de todo el genoma. Este reconocimiento se realiza a través del complejo XPC-HHR23B, que
atrae hacia ese lugar al heterodimero DDB (ADN damage binding), iniciandose la reparacion. En
cambio, TCR-NER (Transcription Coupled Repair) actia Unicamente en las regiones
transcripcionalmente activas cuando existe una lesion que bloquea la actividad de la RNA
polimerasa Il. Las proteinas CSA y CSB son las encargadas de reclutar el resto de factores que

intervienen en esta via, por lo que su funcién es critica.

Una vez que se ha producido el reconocimiento de la lesion, los pasos que siguen GG-
NER y TCR -NER son idénticos 2 (Figura 13) y se inician con el desenrrollamiento de la hélice
mediante el complejo TFIIH, constituido por nueve proteinas, entre ellas, XPD y XPB, con funcién
helicasa. A continuacion y de forma secuencial, las endonucleasas realizan dos incisiones a
ambos lados de la lesion. La primera de ellas, a unas 6 bases en sentido 3, la realiza XPG,
mientras que la segunda, a 22 bases en sentido 5, la realizan un complejo que incluye a XPA,
RPA y ERCC1-XPF. Se genera un oligonucleétido de 28 pb que ha perdido las uniones
covalentes con el resto de la cadena de ADN y uUnicamente se mantiene unida a sus bases

complementarias mediante puentes de hidrogeno'?. Durante este proceso, RPA ha permanecido
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unida a la cadena sana, protegiéndola y facilitando la posterior resintesis del fragmento eliminado.
Para ello atrae a PCNA, un factor de replicacion que es capaz de reclutar a las ADN polimerasas &
0 e. Finalmente, la ADN Ligasa |, une el exThrmo 5°del nuevo fragmento a la secuencia

Origina|105,110,127_

I Global genome NER l [ Transcription-coupled repair l
Lesiones NER Lesiones que bloquean a POL I
(p.e. debidas a radiacion UV) (p.e. por radiacion UV u oxidacion)
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Figura 13: Mecanismo de reparacion NER 108
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Al menos tres sindromes se han asociado con déficits congénitos en NER: Xeroderma
Pigmentoso (XP), Sindrome de Cockayne (CS) y Tricotiodistrofia (TTD), todos ellos con una
extraordinaria sensibilidad a la luz solar. XP se origina por mutaciones en uno de los siete genes
XP (XPA-XPG) y es el prototipo de alteracién de la reparacion y conlleva un riesgo de cancer de
piel 1000 veces mayor que el de la poblacién general. ElI Sindrome de Cockayne se debe a
mutaciones en CSA y CSB lo que produce un fallo en TCR-NER. Esto hace que las células de
estos individuos sean especialmente proclives a la apoptosis inducida por lesiones en el ADN, lo
que les protege del desarrollo de tumores, pero cursa con un envejecimiento prematuro. La
Tricotiodistrofia es forma de ictiosis laminar con un pelo con contenido anormalmente bajo en
azufre, que a la luz polarizada, presenta bandas alternantes densas y claras que le dan el aspecto
de ‘pelo en cola de tigre”, ademas de compartir muchas de las alteraciones de CS. Mutaciones e
XPD o XPB pueden originar cualquiera de estos tres sindromes. Esto se explica porque estos dos
genes son subunidades de TFIIH, que interviene tanto en NER como en el inicio de la
transcripcion, por lo que alteraciones en estos genes, no solo comprometen la reparacion, sino
también la transcripcion y con ello favorecen la aparicion de tumores y de alteraciones del

desarrollo 108,125,128,

Diferentes estudios sugieren que existen interacciones entre factores de unas y otras vias,
como entre las ADN glicosilasas que intervienen en BER vy factores de MMR y NER. También se
relacionan a través de proteinas como PCNA y RPA, implicadas en la replicacién que sigue a

estos Thrs mecanismos de reparacién 129,

Tanto la radioterapia, como diferentes quimioterapicos, entre los que se incluyen las
antraciclinas y los platinos, pueden producir dafio directo sobre el ADN a través de diferentes
mecanismos como la peroxidacién de los lipidos y la generacién de radicales libres, la
intercalacién entre las bases del ADN o la formacién de aductos. Estudios in vivo e in vitro han
demostrado una asociacién entre las alteraciones en los genes reparadores del ADN vy la
sensibilidad a diferentes citotoxicos. Se ha visto también que varios SNPs en estos genes alteran
la capacidad funcional de los mismos y podrian condicionar la respuesta de los pacientes a los

tratamientos quimio y radioterapicos.
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4. XRCC1 Arg399GIn, XRCC3 Thr241Met y XPD Lys751GlIn

XRCC3 Thr241Met, XRCC1Arg399GIn, XPDLys751GIn son tres de los polimorfismos
presentes en genes reparadores del ADN mas ampliamente estudiados, debido a su elevada
frecuencia en la poblacién general y a que inducen un cambio en la funcionalidad de la proteina
que ha podido ser caracterizado. Ademas, se han relacionado con el riesgo a desarrollar diferentes

tipos de tumores sélidos asi como con la respuesta de los pacientes al tratamiento.

4.1 XRCC1 Arg399GIn

El gen XRCC1 (X-ray repair cross complementation group 1), tiene un tamafio de 33kb y
se localiza en el cromosoma 19q13.2-13.3. Codifica una proteina de 663 aminoacidos a la que no
se ha atribuido actividad enzimatica, pero que posee Thrs dominios de interaccidn con otras

proteinas, ademas de una sefial de localizacién nuclear y un sitio de fosforilacién por Ck2130,

XRCC1 tiene un papel fundamental en la reparacion del ADN por Escisién de Bases
(BER). Interactia con mdltiples glicosilasas y forma complejos con la mayoria de las proteinas
que intervienen en este proceso, como APE1, POL B, PARP1 y LIG3, lo que sugiere que es
reclutado al lugar de la lesion por las glicosilasas y después coordina los siguientes pasos de BER,

modulando la actividad del resto de factores implicados2°.
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Figura 14: Dominios del gen XRCC1 (parte superior) y localizacién de los polimorfismos no sindénimos identificados30

-
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El dominio N-terminal es el lugar de unién de POLB. Posee dos dominios BRCT, asi
denominados por su homologia con el dominio C-terminal de BRCA1, que median la interaccion
con otras proteinas: BRCT1 es un sitio de interacciéon con PARP, mientras que BRCT2 es el lugar
de interaccion con LIG3 (Ligasa Ill). La zona de unién entre el exThrmo N-terminal y BRCT sirve
de interaccion con Apex, OGG1 y PCNA'®0, Recientemente se ha demostrado que la union del

factor de transcripcion E2F1 regula la actividad de XRCC1 y promueve la reparacion del ADN31,

Estudios en modelos animales han demostrado que la deleccién de XRCC1 en linea
germinal es incompatible con la vida'2, mientras que las lineas celulares con mutaciones
inactivantes del gen presentan hipersensibilidad a las radiaciones ionizantes asi como a los

agentes alquilantes’33,

Se han descrito mas de 60 polimorfismos en este gen, de los que el mas estudiado es
Arg399Gin, localizado en el exén 10, en el dominio BRCT-1102, Consiste en el cambio de Guanina
(G) por Adenosina (A) en la secuencia del ADN, lo que una vez transcrito supone la substitucion
de Arginina (Arg) por Glutamina (GIn) en la region BRCT-1. Esto determina un cambio en la
conformacion tridimensional de la proteina’4, que determina la disminucion de la capacidad
reparadora del ADN, medida en estudios funcionales a través de la persistencia de aductos de
ADN, aumento del numero de mutaciones en p53, alteraciones cromosomicas y un retraso en ciclo
celular cuando se somete a las células a radiacion ionizante35-140, De acuerdo con los diferentes
estudios, la variante GIn esta presente en el 23-36% de la poblacion general'#!, y se ha asociado

con diferentes tipos de cancer, principalmente en fumadores'®.

4.2 XRCC3Thr241Met

El gen XRCC3 (X-ray repair cross complementation Group 3) se localiza en 14932.3 y
estructuralmente es similar a RAD51, con el que interactua y junto al que juega un papel clave en
la reparacion de Roturas de Doble Cadena de ADN (DSB) a través del mecanismo de
Recombinacion Homologa'2144, XRCC3 regula la activacion de RAD51 y juntos coordinan la
progresion de la horquilla de replicacion durante la SDSA™5.146, XRCC3, junto con otras proteinas

de la familia de RAD51 coordina el proceso y resolucion de la conversion génica's.
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Las células con mutaciones del gen XRCC3, presentan una gran sensibilidad a las
radiaciones ionizantes asi como a los agentes alquilantes'#7.148, Mediante cultivos celulares, se ha
visto que la sola pérdida de XRCC3 induce una inestabilidad cromosdmica que hace a la célula

inviable, por lo que se ha sugerido que podria actuar como un gen supresor de tumores149.150,

La sustitucién de Citosina (C) por Timina (T) posicion 18067 (exé6n 7) de XRCC3 se
traduce en el cambio de Thronina (Thr) por Metionina (Met) en el codon 241. Este cambio elimina
un sitio de fosforilacion de la proteina, impidiendo la interaccion de XRCC3 con otros elementos de
la via DSB y alterando la capacidad de reparacion celular 121.136.151Segun los distintos estudios, la
frecuencia del alelo Met en la poblacion general oscila entre el 22 y el 44% de la poblacion

general'52.153,

A pesar de que se han identificado varios polimorfismos en XRCC3, Thr241Met es
probablemente el méas estudiado de ellos, debido a su relativamente alta frecuencia en la poblacion
general y a que ha podido establecerse su significado bioldgico. Se han llevado a cabo mdiltiples
estudios moleculares y epidemioldgicos para evaluar el papel de esta variante en diferentes tipos
tumorales'33-155, asi como en la sensibilidad y respuesta a diferentes farmacos, principalmente,

agentes alquilantes56-158,

4.3. XPDLys751GIn

El gen XPD (Xeroderma Pigmentoso D), también denominado ERCC2, es un gen de
54.3kb localizado 19q13.32. Codifica una helicasa de 760 a, evolutivamente muy conservada, que
forma parte del complejo TFHIIH, esencial tanto para iniciar la transcripcién mediada por la RNA
polimerasa I, como para la reparacion por escision de nucleétidos (NER), 117.126127 | g proteina
codificada, de 760 aminoacidos, es una helicasa dependiente de ATP que abre la hélice de ADN

en sentido 5'-3' para que puedan iniciarse los procesos de transcripcion y reparacion %,

Mediante estudios de asociacion, de funcién y modelos animales, se ha comprobado que

la pérdida completa de la proteina XPD es incompatible con la vida, pero en cambio, el déficit
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parcial de su funcién que originan las diferentes mutaciones caracterizadas hasta la fecha en el
gen XPD, pueden conducir tanto a sindromes con predisposicion al cancer como sindromes que
cursan con progeria, como es el caso del Xeroderma Pigmentoso, el Sindrome de Cockayne o la

Tricotiodistrofia 128160161,

Junto a estas mutaciones, se conocen multiples SNP’s en XPD. La mayoria de ellos se
localizan en regiones intrénicas no codificantes, por lo que se consideran inocuos, si bien es
posible que alguno altere el splicing de los transcritos primarios'62. De los que se encuentran en
las regiones exonicas, el cambio de Adenina (A) por Citosina (C) en la posicion 2329163, es
probablemente el mas estudiado debido a que produce un cambio en la secuencia de aminoacidos
y un cambio conformacional en la proteina'64. El cambio de Lisina (Lys) por Glutamina (Gln) en el
codon 751 introduce un cambio conformacional en el exThrmo carboxi-terminal de la proteina’é4, al
que en condiciones normales se une p44, la proteina responsable de activar su funcién helicasa de
XPD dentro del complejo TFIIH. Si bien esta alteraciéon no elimina por completo la actividad de
XPD, si que la disminuye de manera importante, comprometiendo la reparacion del ADN1%.136 de
forma que las células son mas sensibles a las lesiones inducidas por exposicion a las radiaciones
Xy UV154.165166 | g variante polimérfica estd presente en aproximadamente el 30-40% de la

poblacion general'6z,

RE83W
Y542C

R683Q
DB81IN
.
[Re66W |
XP R601W
and XP/CS Eiﬂﬂ l l
- OO S - O O - S
1 t t t [1
T R112H

RE58C G713R

RE658H

Figura 15: Estructura del gen XPD. En la parte superior del esquema, se muestran las mutaciones han sido asociadas solo con
XP (cuadros negros)y con XP y Sindrome de Cockayne (cuadros rojos). En la parte inferior, se muestran las mutaciones asociadas
a TTD. Los cuadros verdes muestran los SNP’s que implican cambios funcionales. Los niimeros romanos |-V sefialan los siete
dominios con actividad helicasa62.
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Objetivos

En este trabajo pretendemos analizar la posible asociacién entre polimorfismos de genes
reparadores Yy el desarrollo de cancer de mama no familiar, asi como el papel de estas variantes
genéticas en la sensibilidad a los esquemas terapéuticos habituales. Para ello, hemos planteando

los siguientes objetivos:

1. Comparar las distribuciones alélicas y genotipicas de los polimorfismos Arg 399 Gin del
gen XRCC1, Thre241Met del gen XRCC3 y Lys751GIn del gen XPD entre pacientes con
cancer de mama y mujeres sanas, con el fin de determinar una posible relacion entre los

diferentes genotipos y la predisposicion al desarrollo de este tipo de tumores.

2. Estudiar la distribucion de alelos y genotipos de los polimorfismos Arg 399 Gln del gen
XRCC1, Thr241Met del gen XRCC3 y Lys751GIn del gen XPD, en relacion con la edad

en los grupos caso Yy control.

3. Estudiar la distribucion de alelos y genotipos de los polimorfismos Arg 399 Gin del gen
XRCC1, Thr241Met del gen XRCC3 y Lys751GIn del gen XPD en pacientes con cancer
de mama tratadas con radioterapia para analizar si existe relacion en Thr estos y la

aparicién de toxicidad cutanea.

4.  Analizar el posible papel pronédstico de XRCC1 Arg399GLn, XRCC3Thr241Met y
XPDLys751GIn en las pacientes con cancer de mama tanto en estadios tempranos

como en la enfermedad diseminada.
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1. MUESTRA

1.1.Pacientes

Las pacientes elegibles para el estudio eran mujeres mayores de 18 afios diagnosticadas
de cancer de mama no familiar atendidas en las Consultas Externas del Servicio de Oncologia del
Hospital Universitario de Salamanca entre Enero y Abril de 2004. Se seleccionaron 200 pacientes
que habian sido diagnosticadas entre 1990 y 2004. Para la obtencion del ADN constitutivo, se les
extrajo una muestra de 10 cc de sangre periférica previo consentimiento, siguiendo las normas
legales para los Estudios Clinicos de Espafia y las del Comité de Etica del Hospital Universitario de

Salamanca.

Se recogieron de forma retrospectiva los datos anatomopatolégicos del tumor (Tipo
histolégico y grado de diferenciacion tumoral, receptores de estrogenos y progestagenos, HER?2),
TNM, (Tamafio tumoral, presencia de metastasis ganglionares o de metastasis en otras
localizaciones), datos epidemioldgicos de las pacientes (edad al diagnostico, y estado menstrual),
datos sobre el tratmamiento recibido (Tipo de cirugia, tipo de radioterapia, hormonoterapia y
esquemas de quimioterapia recibidos) y datos del seguimiento (recidiva local, metastasis a
distancia, aparcicion de segundos tumores, tiempo de supervivencia desde el diagnéstico,y

supervivencia libre de enferemdad, causa del fallecimiento).

Se revisaron los antecedentes familiares de las pacientes, comprobando que no existiese
agregacion familiar para cancer de mama, o que en caso de existir, se hubiese realizado el estudio
mutacional en los genes de alta penetrancia BRAC1 y 2. No se encontrd mutacién en estos genes
en ninguna de las pacientes con dos 0 méas casos de cancer de mama en familiares de primer y
segundo grado, pero 3 pacientes menores de 40 afios fueron excluidas del estudio por encontrarse

que eran portadoras de mutacion en el gen BRCA1.
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Para homogeneizar la muestra, se descartaron otras 2 pacientes que habian recibido
tratamiento con TASPE (trasplante autélogo de precursores hematopoyéticos obtenidos de sangre
periférica). Se rechazaron otras 16 pacientes por no disponer de los informes anatomopatoldgicos
0 de los datos clinicos estudiados y 5 debido a que la cantidad de ADN obtenido era insuficiente y
no permitia el estudio genético completo. El nimero final de casos analizados es de 174 (Figura
16). La mediana de edad en el momento del diagnéstico fue de 62 afios, con un rango de 26.5 —

91.5 afios y una media de 60.1.

Extraccion de DNA para
estudio genético

Se eliminaron 5 casos por
cantidad DNA insuficiente

Se eliminaron 16 casos por
falta de datos clinicos

Se eliminaron 2 pacientes
tratadas mediante TASPE

Se eliminaron 3 pacientes
portadoras de mutacion en BRCA

174 casos de cancer de mama
esporadico

Figura 16: Diagrama de flujo de seleccion de los casos de la muestra
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1.2 Controles

Los individuos elegibles para el estudio como controles fueron mujeres mayores de 18
afios que no hubiesen padecido ningun tipo de cancer hasta el momento de ser reclutadas. Se
seleccionaron un total de 310 mujeres atendidas en el Servicio de Urgencias del Hospital
Universitario de Salamanca por diferentes dolencias entre Junio de 2004 y Junio de 2005, asi
como pacientes de varios Centros de Salud de la ciudad de Salamanca, a las que, previo
consentimiento, se les extrajo una muestra de 10cc sangre periférica mediante venopuncion
antecubital. Finalmente, se excluyeron 10 controles debido a que la cantidad de ADN obtenido era

insuficiente para el andlisis genético.

Para cada uno de los casos se seleccioné como control una mujer sin antecedente de
cancer de la misma edad £3 afios. Este subgrupo control de 174 mujeres presenta una mediana

de edad 61.5 afios y la diferencia con el grupo de pacientes no es significativa (p=0.996).

En el grupo control, se incluyeron otras 126 mujeres con rango de edad 20.5-98.5 afios,
para completar el analisis de la frecuencia de los polimorfismos XRCC3 Thr241Met, XRCC1
Arg399GIn y XPD Lys751GlIn en relacion con la edad. De este modo, la muestra final incluye 300
mujeres en el grupo control, de las cuales, 25 eran menores de 35 afios (8.3%), 55 eran mayores
de 80 afios (18.3%) y el 73.3% restante (220) tenian entre 35 y 80 afios. La tabla 7 recoge las

caracteristicas finales de la muestra.

Tabla 7: Distribucion de la muestra por edades

26.5-91.5

300 61.78 63.5 20.5-98.5
174 60.15 61.5 26.5-91.5
126 64 63.5 20.5-98.5
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2. AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO

Se obtuvo el ADN genomico de cada individuo a partir de una muestra de 10 ml de sangre

periférica obtenida mediante venopuncién en la regidn antecubital, previo consentimiento.

Las células nucleadas de la sangre se aislaron mediante centrifugacién repetida vy lisis
eritrocitaria con solucion hipotonica (centrifugacion de la sangre total en 50mL de ddH,O durante
30 minutos, 1500 rpm, a 4°C). Tras la recuperacion de la interfase creada vy lisis de los glébulos
rojos con agua destilada, se lavaron las células mononucleadas en tampén Fornace (0.25M
Sacarosa; 50mM Tris-HCl pH7.5; 25mM KCI; 5mM MgCl2) y se precipitaron mediante
centrifugacion a 580 g durante 20 minutos. El botdn de células nucleadas de la sangre se
resuspendio en tampdn Fornace a una concentracion estimada de 5x10° células/mL, tras lo cual se
afadié EDTA (acido etilendiamino-tetraacético, concentracién final 10 mM), SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate, concentracién final 1%) y Proteinasa K (concentracion final 50 ug/mL). La mezcla se
incubd a 55 °C durante 8 - 16 horas. Tras la incubacién, se obtuvo el ADN por el método de

extraccién con fenol y cloroformo, anteriormente descrito.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN asi obtenidos se
calcularon tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro (GeneQuant,

Pharmacia) por medio de la siguiente formula,

ug de ADN/mL = (D.O.,,) x (factor de dilucion) x (50)*

*. 50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad optica con una luz incidente de 260 nm es
el valor de absorbancia que tienen 50 ug de ADN/mL

El cociente D.0.,/D.0.,,, se utiliza para determinar el grado de pureza, considerando

como valores adecuados un cociente entre 1.7 y 2.0. Valores inferiores a los sefialados indican
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contaminacion por proteinas o por solventes organicos, realizandose en estos casos una nueva
purificacién del ADN. Valores superiores parecen indicar un exceso de RNA, el cual se elimind

tratando la solucién de ADN con RNAsa y purificando nuevamente segun el método antes descrito.
La muestra de ADN con una concentracion aproximada entre 1y 1,5 pg/mL, se almacend

en tubos Eppendorf® a -20 °C, con el fin de evitar tanto la degradacion progresiva del ADN como

su posible contaminacion por microorganismos.
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3. ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS XRCC3Thr241Met, XPD Lys751GIn y
XRCC1 Arg399GiIn

Los estudios de discriminacion alélica se realizan fundamentalmente mediante dos
métodos: el analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) y
la PCR en tiempo real, (QQRT-PCR). En el momento en que se inicié este trabajo, no disponiamos
de la infraestructura necesaria para realizar qQRT-PCR, por lo que el estudio de XRCC3
Thr241Met, y de XPD Lys751GlIn se inici6 mediante RFLP. Posteriormente, se adquirio StepOne
System (Applied Biosystems, Foster City, CA), y se completo el estudio mediante qQRT-PCR
(Tabla 8)

Tabla 8: Métodos de dicriminacion alélica utilizados en el estudio de los SNPs

PCR-RFLP

DSB-HR Thr241Met ORT-PCR
PCR-RFLP

GG-NER Lys751Gin ORT.PCR
BER Arg399Gin QRT-PCR

3.1. Discriminacion alélica mediante PCR-RFLP

El analisis de los fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP) se basa en la
fragmentacion de una molécula de ADN mediante encimas de restriccion, las cuales solo acttan si
esta presente la secuencia nucleotidica especifica que cada una de ellas reconoce (diana de
restriccion). Cuando un polimorfismo altera una secuencia puede distorsionar una de estas dianas
0 generar una nueva, modificando el tamafio de los fragmentos de restriccion. La electroforesis en
gel de agarosa permite visualizar los frgmentos y saber asi si una muestra presenta 0 no un

determinado polimorfismo67,
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Previamente a la digestion con encimas de restriccion es necesario aumentar el numero de
moléculas del ADN a estudio, para lo que se utiliza la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR.
Mediante esta técnica se consigue la amplificacién de forma logaritmica de secuencias de ADN de
hasta 600pb de longitud'é®. Para ello, junto con la muestra de ADN a estudio, se precisan dos
oligonucledtidos cebadores (o primers) de secuencia complementaria a las regiones que flanquean
aquella que se quiere amplificar. Se necesita ademas una polimerasa resistente a altas
temperaturas que generalemente se obtiene de la bacteria Thermus aquaticus, y se denomina Taq
polimerasa. Esta enzima es capaz de sintetizar una nueva molécula de ADN a partir de los
oligonucleotidos provistos, utilizando como molde la cadena de ADN que se desea amplificar. Para
ello, es necesario afiadir a la reaccidn los dNTPs (desoxirribonucledtidos trifosfato) que el enzima
ira ensamblando y enriquecer el medio de la reaccidén con un tampdn que proporcione el medio
adecuado para la estabilizacién de la polimerasa, para lo que debe estar enriquecido en cloruro
magnésico. La reaccion tiene lugar mediante modificaciones ciclicas de la temperatura. Consiste
en un primer paso de 3-5 minutos a 92°C para favorecer la desnaturalizacion del material de
partida, seguido de al menos 30 ciclos de temperatura variable durante los que se produce la
sintesis de las nuevas cadenas de ADN. Los ciclos se inician a 92°C para favorecer la separacion
de las hebras formadas en el ciclo anterior, otro paso a una teperatura variable entre 50 y 65°C a
la que se favorece el anillaminto de los primers y por Ultimo, unos minutos a 72°C para favorecer la
extension por la polimerasa, que a partir de los primers va estendiendo la cadena. Una vez
completados todos los ciclos, se hace un paso final de extension, durante 5-7 minutos a 72°C. La
temperatura mas variable es la que se emplea para el anillamiento, ya que debe modificarse segin
las caracteristicas de los primers. Tras repetir estos ciclos de temperatura entre 30 y 40 veces, se

obtienen millones de secuencia idénticas a la inicial169.

100°c —1 Desnaturalizacion

° Extension
75°¢C —

Anillamiento

50°c —]

0 = =

25°¢C —
E——— — — —

Tiempo

Figura 17: Esquema del ciclo de temperaturas durante una PCR 169
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En este trabajo, las reacciones de amplificacién se realizaron con los productos
comerciales para PCR Supermix® (Gibco-BRL) y Master Mix® (Promega), a los que se afadieron
entre 1uL y 4L de la mezcla de los dos oligonucleétidos flanqueantes y 1uL del ADN obtenido por

el método anteriormente descrito (concentracién = 0,1-0,2 pg/mL).

Para asegurar que no existia contaminacién y que las reacciones eran especificas para
cada muestra de partida, se empleé como control una preparacién que contenia todos los
reactivos citados excepto ADN molde. Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en
un termociclador automatico y se incluyd siempre en paralelo un control negativo de la reaccion.
Para evitar la contaminacion de las muestras con otros ADN, la manipulacién post-PCR se realizd
en un laboratorio distinto de donde habitualemente se realiza la extraccion del ADN y de donde se

prepararon las reacciones.

Los productos de PCR se visualizaron mediante luz ultravioleta tras realizar electroforesis
en geles de agarosa al 2% en tampon TBE 0,5X (TBE: 0,089 M Tris base/0,089 M &cido bdrico)

tefiidos con bromuro de etidio (0,5 ug/mL)

Una vez conseguida la amplificacion de las muestras, se procedio al analisis de los
polimorfismos empleando endonucleasas de restriccion. El producto de PCR se incuba con estas
encimas a una temperatura y tiempo caracteristicos para cada una de ellas. Los fragmentos
pueden después visualizarse realizando una nueva electroforesis en gel de agarosa tefiido con

bromuro de etidio.

3.1.1 Analisis del polimorfismo Thr 241Met del gen XRCC3

El polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3, consiste en el cambio de una citosina (C) por
una Timina (T) en la secuencia de ADN, lo que se traduce en el cambio del amino&cido Thronina
por Meteonina en la posicién 241. El fragmento que contiene el polimorfismo se amplifico con los
oligonucleétidos 5'-GCC TGG TGG TCA TCG ACT C-3' (sentido) y 5'-ACA GGG CTC TGG AAG
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GCA CTG CTC AGC TCA CGC ACC-3' (antisentido, con una modificacién en la base sefialada

para introducir un sitio de restriccion en presencia del nucleétido T), en las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial o O 3 min
Desnaturalizacién o O 20 seg
35 ciclos < Anillamiento BO°C...cooiiiiiii, 20 seg
Extension T2°C..coiiiiiiiiii, 20 seg
Extension final T2°C....coiiieiiiiccii, 5 min

obteniendo un fragmento de 136 pb'36 (Figura 18):

~agmmm 136 pb

Figura 18. Amplificacion por PCR del exon 7 de XRCC3

A continuacion se digirieron 10 uL de dicho producto con 10 unidades de la endonucleasa
de restriccién Ncol (Fermentas, Hanover, MD), a 37°C durante 5-6 horas. Este encima, que
reconoce la secuencia 5'...C*CATGG...3' presente en el polimorfismo pero no en el alelo salvaje,
genera dos fragmentos de 97pb y 39 pb, que fueron separados y visualizados tras realizar

electroforesis en geles de agarosa al 3%. (Figura 19)

Asi, los genotipos generados son:
- Genotipo C/C (homocigoto Thronina): un fragmento de 136 pb
- Genotipo T/T (homocigoto Metionina): dos fragmentos de 97 pb y 39 pb
- Genotipo C/T(heterocigoto Thronina/Metionina): Thrs fragmentos de 136, 97 y 39 pb
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Mediante este procedimiento, se realizé el estudio de 95 pacientes y 95 controles. Como control de

calidad, el analisis de cada muestra se hizo por duplicado.

136 pb

- 39pb'f 97pb
136pb— el AT Ncol
97pb___ <o :

39pb—

TIm CIC TIC TIC CIC TIC

Figura 19. Diferenciacién genotipica del polimorfismo en el exén 7 de XRCC3 tras la digestion con Neol

3.1.2. Analisis del polimorfismo Lys751GIn del gen XPD

El polimorfismo Lys751GIn del gen XPD se localiza en el exén 23 y consiste en el cambio
de una Adenina (A) por una Citosina (C), lo que implica el cambio del amino&cido Lisina por
Glutamina. El fragmento que contiene la secuencia polimorfa se amplificd con los oligonucleétidos
5'-CTG CTC AGC CTG GAG CAG CTA GAA TCA GAG GAG ACG CTG-3' (sentido) y 5'-AAG ACC
TTC TAG CAC CAC CG-3' (antisentido), en las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial 95%C..iiiiiiiieee 3 min
Desnaturalizacion 95°C...cciiie 20 seg
35 ciclos { Anillamiento B2°C....cciiiiiii 20 seg
Extension T2°C..coiiiiiiiiiiie, 20 seg
Extensién final [ O 5 min
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El producto de la PCR genera un fragmento de 161 pb3¢ (Figura 20).

Figura 20: Amplificacion por PCR del exon 23 de XPD

Se digirieron 10 pL del producto de PCR con 10 unidades de la endonucleasa de
restriccion Pstl (Fermentas, Hanover, MD) a 37°C durante 5-6 horas. El encima reconoce la
secuencia 5'...CTGCA*G...3', presente unicamente en la forma mutada, donde se originan dos
fragmentos de 120 y 41 pb, que fueron separadas y visualizadas mediante electroforesis en un gel

de agarosa al 3% (Figura 21)

Los posibles genotipos que se generan son:
- Genotipo A/A (homocigoto Lisina): un fragmento de 161 pb
- Genotipo C/C (homocigoto Glutamina): dos fragmentos de 120 pb y 41 pb
- Genotipo A/C (heterocigoto Lisina/glutamina): Thrs fragmentos de 161 pb, 120 y 41 pb
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161 pb

» <
» N

120 pb T M1 pb

Pstl

A/A AJA AIA CIC AIA AIC

Figura 21. Diferenciacion genotipica del polimorfismo en el exdn 23 de XPD tras la digestién con Pstl

Mediante este procedimiento se realizo la discriminacion alélica en 95 pacientes y 95

controles. Como control de calidad, el anélisis de cada muestra se hizo por duplicado.

3.2. Discriminacion alélica mediante qRT-PCR

Higuchi describié en 1993 una técnica que permitia detectar los productos de la PCR a
medida que se iban acumulando y la denomind Real Time-PCR (QRT-PCR)'70, Esta técnica,
sigue el mismo procedimiento de una PCR convencional, pero la amplificacién tiene lugar en
presencia de unos componentes capaces de emitir fluorescencia, lo que permite conocer y
registrar la cinética de la amplificacion en todo momento. Existen dos métodos principales para
esta cuantificacion: el primero consiste en la adiccion de sustancias intercalantes del ADN como el
bromuro de etidio, mientras que el otro emplea sondas que emiten fluorescencia al hibridar con la
secuencia complementaria’!. En este caso, se han empleado sondas TagMane, marcadas con los
fluorocromos VIC y FAM, uno para cada alelo de los genes estudiados. Estas sondas,
complementarias para una secuencia especifica, presentan un donador en el exThrmo 5" y un
aceptor (quencher) en el exThrmo 3" que absorbe la fluorescencia emitida por el donador cuando

los exThrmos de la sonda estan proximos, lo que sucede mientras la sonda esté intacta (Figura 22)
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d)

Figura 22: La fluorescencia emitida por el fluorocromo es absorbida por el aceptor (a) hasta que la sonda hibrida con
su secuencia complementaria (b) y es hidrolizada por Tagq pol (c,d)!64.170

Ademas de estas sondas, la QRT-PCR precisa de los mismos elementos que una PCR
convencional (oligonucleétidos o primers, dNTPs, Taq polimerasa y solucién tampén). Durante el
anillamiento, tanto los oligonucleétidos como las sondas fluorescentes se unen a las cadenas de
ADN. Taq polimerasa tiene ademas actividad 5'-3' exonucleasa de modo que si mientras realiza la
extensién de una molécula de ADN a partir de un primer, encuentra una sonda unida a esa
cadena, la hidroliza. Al separarse el flourocromo y el aceptor, la fluorescencia ya no es absorbida,
de modo que la fluorescencia liberada tras la excitacion de la muestra con un laser es detectada
por el lector, y es proporcional al nUmero de moléculas de doble cadena que se han formado como
producto de la PCR'70 (Figura 23)
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Figura 23: Emision de fluorescencia en una QRT-PCR a medida que tienen lugar los ciclos de amplificacién (StepOne®)

Al mismo tiempo, el sistema identifica cual es el fluorocromo (VIC o FAM) que esta
emitiendo, y por lo tanto discrimina cual es el SNP presente en cada una de las secuencias. Enla
figura 24 se muestran como ejemplo los resultados de discriminacion alélicas de XRCC3. Cada
uno de los puntos representa una muestra estudiada. En el caso de los individuos C/C, solo se une
la sonda marcada con FAM (representado en azul), mientras que en el caso de los individuos T/T,
solo se une la sonda marcada con VIC (rojo). El sistema representa en verde los genotipos C/T en
el que se unen ambas sondas. Los cuadraditos negros representan las muestras sin ADN que se

emplean como control.
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Grafico de discriminacion alélica para XRCC3 Thr241Met

Leyenda
® # Homocigoto alelo T
(Met241Met)
©® Heterocigoto alelos C/T
0.9 o (Thr241Met)
Y ® Homocigoto alelos C
(Thr241Thr)
E Control negativo
[ J
07 ®
®
2
o
(=}
3 05 ® L
< D
@
@
0.3 ©
0.1
@
® 9 © @
rF-

0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
Alelo T

Figura 24: Discriminacién alélica de XRCC3 Thr241Met (Allelic Discrimination Programme, Applied Biosystem) .

Las reacciones de PCR se realizaron con 5 ul de los productos comerciales para QRT-
PCR TagMane Universal PCR Master Mix y TagMan® Genotyping Mastermix® (Applied Biosystem,
Foster City, CA). Se afiadié 0.5 ul del preparado comercial TagMan® SNP Genotyping Assays, que
contiene los primers con las sondas y 0.5 ul de ADN y 4.25 ul de H0, para un volumen final de 10
ul. La tabla 9 recoge las secuencias de las sondas y los primers utilizados para el estudio de cada
SNP. Se emplearon placas de 96 pocillos en las que a modo de control de una posible
contaminacion, se incluyeron preparaciones que contenian todos los reactivos citados, excepto los
ADN problema.
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Tabla 9: Nombre comercial del ensayo, sondas y primers empleados para el estudio de cada uno de los SNPs.

Fw: GTGGGTGCTGGACTGTCA
XRCC1 Arg399(;|n c__ 622564 _10 GGGTTGGCGTGTGAGGCCTTACCTG[C/TIGGGAGGGCAGCCGCCGACGCATGCG Rv: GCAGGGTTGGCGTGTGA

Fw: CCAGGGCCAGGCATCTG
Rv: CAGCACAGGGCTCTGGAA

Fw: CCCCCTCTCCCTTTCCTCTGTTC
Rv: GGACCTGAGCCCCCACTAACG

XRCC3 Thr241Met [ 890125 10 GAAGGCACTGCTCAGCTCACGCAGCIA/GITGGCCCCCAGGGACTGCAGATGCCT

XPD Lys751GIn c__ 3145033_10  TGCTGAGCAATCTGCTCTATCCTCT[G/TICAGCGTCTCCTCTGATTCTAGCTGC

Una vez optimizadas para cada gen, las amplificaciones se llevaron a cabo en las

siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial O 10 min
Desnaturalizacién 92°C..ovviiiiiiiiiiiieee, 15 seg
40 ciclos ' pnitamiento 60°C / 56°C.............. 1.15 min
Extension B0%C....cceiiiiiiieiiii 1 min

La lectura de fluorescencia se realizd antes y después de la amplificacién mediante el
sistema StepOne® (Applied Biosystem,Foster City, CA) utilizando el software Allelic Discrimination
Program (Applied Biosystem, Foster City, CA) para la determinacion del alelo presente en cada una de

las muestras.

Con este método, se realiz6 el estudio de XRCC1 Arg399GIn de 174 pacientes y 300
controles y de 79 pacientes y 205 controles para XRCC3 Thr241Met y XPD Lys751GIn. Para
verificar los resultados, cada muestra se analizé por duplicado. Asi mismo, se eligieron de forma
aleatoria 20 pacientes y 20 controles en los que previamente se habian estudiado tanto
XRCC3Thr241Met como XPDLys751GIn mediante PCR-RFLP. Puesto que los resultados fueron
completamente reproductibles, se decidio no repetir mediante QRT-PCR el anélisis de los casos y

controles restantes.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

El estudio se inicié con el andlisis descriptivo de todas aquellas variables demogréficas y
clinicas recogidas para el estudio tanto en la muestra de casos de cancer de mama como en la
muestra de controles sanos. Para variables categdricas nominales y ordinales se calculd la
proporcidn de pacientes en cada categoria, y para las variables cuantitativas se calcularon la

mediana, cuartiles y rango.

La comparacion entre casos y controles de las frecuencias de cada una de las variantes de
los polimorfismos del estudio se hizo mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson. Asi mismo,
se analizaron las posibles diferencias en relacion a la edad entre casos y controles en funcion de la
variante polimérfica presente mediante pruebas no-paramétricas, concretamente, la prueba K de
Kruskal-Wallis.

Posteriormente, se estudiaron los posibles desequilibrios en la distribucion de las
diferentes variables demogréficas y clinicas recogidas en funcién de los polimorfismos estudiados.
Para ellos se utilizo la prueba de Chi-cuadrado de Pearson en variables categdricas nominales,
prueba de Cochran-Armitage (o prueba Chi-cuadrado de tendencia lineal) para variables
categoricas ordinales, y las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney o K de Kruskal-Wallis
para variables continuas. En aquellos casos en los que se requirié la comprobacion de hipotesis

parciales mediante comparaciones mdltiples se aplicé la correccién de Bonferroni.

Para posteriores andlisis de supervivencia se definieron dos grupos de pacientes segun su
presentacidn: 1) pacientes con enfermedad temprana, y 2) pacientes con enfermedad metastasica.
En el primer grupo se estudiaron la supervivencia libre de evento (SLE) y la supervivencia global
(SG). La primera se define en este estudio como el tiempo transcurrido desde el tratamiento
primario a la aparicion del primer evento (recidiva local, tumor contra-lateral, recidiva metastasica o
muerte por cancer de mama). SG se define como el tiempo transcurrido desde el tratamiento
primario a la muerte por cancer de mama. Por ultimo en el segundo grupo y en aquellas pacientes

del primer grupo que presentaron metastasis durante el seguimiento, se analizd la supervivencia
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global desde la metéstasis (SGw), siendo ésta el tiempo transcurrido desde el diagndstico de la

enfermedad metastasica ala muerte por cancer de mama.

Previo al analisis de la supervivencia, se certifico la calidad de los datos del seguimiento,
considerando como criterio de calidad para el analisis una proporcion de casos perdidos menor del
15%, asi como la ausencia de una diferencia clinicamente significativa entre los tiempos de

seguimiento de los casos no censurados y los censurados.

Aquellos pacientes con seguimientos completos pero sin aparicion de evento o muerte, asi
como aquellos que presentaron muerte por otras causas competitivas fueron considerados casos
censurados (censurados por la derecha), mientras aquellos casos en los que se desconoce el
estado del paciente o se perdi6 el seguimiento, fueron considerados casos pérdidos (censurados
por la izquierda). En todos estos casos sin evento o muerte por cancer de mama, los tiempos se
calcularon en funcién del ultimo seguimiento reglado (o la fecha de muerte por otra causa

competitiva cuando fuera aplicable).

Finalmente, se analizo el valor predictivo y prondstico de los diferentes polimorfismos, los
cuales fueron agrupados para su transformacion en variables binomiales de acuerdo con criterios
de funcionalidad bioldgica. A continuacién se utilizo el método de Kaplan-Meier para la derivacion
de las diferentes tablas, curvas y tiempos de supervivencia de cada polimorfismo (ya transformado
en variable binomial), comparandose sus curvas mediante la prueba de mantel-Cox (Log-rank). De
forma analoga, otras variables prondsticas conocidas fueron también agrupadas en funcién al
conocimiento previo y su desviacion de la situacion normal o con mejor pronostico. Aquellas
variables continuas en las que no se encontré un valor de referencia establecido se clasificaron en
funcion de su valor mediana. Todas las variables prondsticas o candidatas a estudio fueron
introducidas individualmente en un modelo de Cox analizandose su significacién mediante la razén
de verosimilitud, al mismo tiempo se estimé el valor de su funcién de riesgo (o hazard ratio) en
este modelo. Finalmente, se analizd el valor prondstico independiente de cada polimorfismo
mediante un modelo de riesgos proporcionales de Cox, donde se introdujeron todas aquellas
variables con un valor p<0.05. También se consideraron en este modelo inicial todos aquellos
posibles factores de confusion, que pese a no cumplir el criterio p antes citado, se les conoce un

valor pronéstico ampliamente demostrado de forma prospectiva. Finalmente y debido a la posible
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repercusion del tratamiento en esta poblacion con un largo seguimiento, se decidio realizar un
andlisis estratificado segun las pacientes fueran tratadas con antraciclinas o sin antraciclinas

inicialmente.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa estadistico SPSS version
15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, Estados Unidos).
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Resultados

1. DESCRIPCION DE LOS CASOS

Tal y como se describi6 en el capitulo anterior (Material y Métodos), hemos estudiado 174
casos de cancer de mama, con una mediana de edad de 62 afios. En el momento del diagnéstico,
la paciente mas joven tenia 26.5 afios, y la mas anciana 91.5. El 73% de las pacientes eran

postmenopausicas al diagndstico.

Se seleccionaron casos de cancer de mama esporadicos y se comprobd que en las
pacientes diagnosticados antes de los 40 afios se habia llevado a cabo un estudio de los genes de
alta penetrancia para cancer de mama con resultado negativo. Esto permitié identificar a 2

portadoras de mutacion en BRCA1 y 1 con alteracién de BRCA2 que fueron excluidas del estudio.

1.1. CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DE LOS TUMORES

La tabla 10 resume las caracteristicas anatomopatoldgicas de los tumores de nuestra
muestra. El carcinoma ductal infiltrante (CDI) fue el més frecuente (84.5%), la mayoria con un
grado de diferenciacion Il o Il (32.7% y 47.2%, respectivamente) y receptores hormonales
(estrogenos+/- progestagenos) positivos (65%). HER2 no estaba amplificado en el 45% de la
muestra, aunque hay que resefiar que en casi el 30% de los casos, no se habia determinado su
expresion. De acuerdo con estas caracteristicas, mas de la mitad de los tumores (67.24%), se
corresponden con el fenotipo Luminal 88, si bien, con los datos disponibles, no podemos distinguir
entre los subgrupos luminal Ay B.
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Tabla 10: Caracteristicas anatomopatoldgicas de los tumores de la muestra

Resultados

cDI
147 (84.5%)

cL
12 (6.9%)

Inflamatorio
6 (3.4%)

Otros
9(5.2%)

Grado |
18 (10.3%)

Grado Il
57 (32.7%)

Grado lll
82 (47.2%)

Desconocido
17 (9.8%)

Positivo
113 (65%)

Negativo
53 (30.5%)

Desconocido
8 (4.5%)

Positivo
93 (53.4%)

Negativo
69 (39.6%)

Desconocido
12 (6.8%)

Positivo
32 (18.4%)

Negativo
78 (44.8%)

IHQ dudosa/no FISH
17(9.8%)

Desconocido
47 (27%)

Luminal
117 (67.24%)

Triple negativo
29 (16.6%)

HER2
17 (9.7%)

No clasificable
11 6.3%)

1.2. CLASIFICACION TNM DE LOS TUMORES DE LA MUESTRA

En la tabla 11 se recogen las caracteristicas del tamafio tumoral, afectaciéon ganglionar y la

presencia 0 no de metastasis (TNM) en la muestra.

El 86.2% de los casos presentd enfermedad localizada, de los que el 30% presentaba

enfermedad localmente avanzada. El tamafio del 54.6% de los tumores oscilaba entre 2y 5 cms

de diametro (T2) y en algo més de la mitad de los casos (58%) el tumor habia invadido los

ganglios axilares, siendo lo mas frecuente encontrar de 1 a 3 nédulos positivos (N1). El estadio I

fue el més frecuente (47.3%).

De los 14 casos con afectacién metastasica inicial, el 64.3% solo presentaba afectacion

dsea, una paciente presentaba metastasis dérmicas (7.1%), otra diseminacién hepatica (7.1%) y

en las tres restantes (21.4%) la enfermedad se habia extendido a dos 0 mas érganos.

Los datos clinicos de otras 10 pacientes eran incompletos por lo que se incluyeron en el

estudio de asociacion de casos y controles, pero fueron excluidas del anélisis de supervivencia.
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Tabla 11: Tamafio tumoral, afectacion ganglionar y localizacién de las metéstasis en la muestra.

Tamaio
0-<2
>2-<5

Frecuencia (%)

54 (36%)
82 (54.6%)
14 (9.3%)

Ganglios Frecuencia (%)
Negativos 62 (41.3%)
Positivos 87 (58%)

1-3 gl 43 (28.6%)
4-9 ¢l 19 (12.6%)
>10 25 (18.7%)

Localizacion Frecuencia (%)
Oseas 9 (64.3%)
Hepaticas 1(7.1%)
Dérmicas 1(7.1%)
22 |ocalizaciones 3 (21.4%)

Otros factores pronosticos conocidos, como la afectacion ganglionar extracapsular, la

invasion vascular linfatica, la neofromacion de vasos o el indice proliferativo no se han analizado

por no estar recogidos en una gran proporcidn de las historias clinicas estudiadas, si bien por otra

parte, en el Nottingham Prognostic Index, solamente la afectacion ganglionar, el tamafio tumoral y

el grado histoldgico, mostraron ser factores prondsticos independientes!72.

1.3. TRATAMIENTO

1.3.1. TRATAMIENTO LOCAL

1.3.1.1. Tratamiento Quirargico

El tratamiento quirdrgico local se realizd mediante mastectomia en el 63.2% de los casos,

mediante cuadrantectomia en el 10.3% y tumorectomia en el 21.8%. En cuanto al tratamiento

quirtrgico de la axila, solamente en 3 pacientes que habian tenido cirugia sobre la mama no se

practicé ningun tipo de linfadenectomia axilar (1.8%). En 24 pacientes, la biopsia del ganglio

centinela (BGC) fue negativa. A 139 pacientes (83.4%) se les practico vaciamiento axilar con o sin

BGC previa, no encontrandose infiltracion ganglionar en 54 de ellas (38.8%). Las tablas 12 y 13

recogen las pacientes que recibieron cada tipo de tratamiento.
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Tabla 12: Frecuencia de los distintos tipos de cirugia local en nuestra muestra

No

Si
Mastectomia Total
Cuadrantectomia
Tumorectomia

166
110
18
38

4.6

95.4
63.2
10.4
218

Tabla 13 : Frecuencia de los distintos tipos de cirugia sobre la axila en nuestra muestra

No intervenida
BGC negativa
Vaciamiento

Total

139
166

1.8
14.4
83.8

100

Resultados

En cuanto a la cirugia como tratamiento de la enfermedad metastasica, a ninguna de las

pacientes de nuestra serie se le practico exéresis de las metastasis, pero seis de ellas se trataron

con cirugia local sobre la mama y la axila (mastectomia y vaciamiento axilar en todos los casos).

Esto se debid a que, a menos que la paciente presentase algun signo o sintoma que hiciese

sospechar que se habia producido la diseminacidn tumoral, el estudio de extensidén en nuestro

hospital se realizaba muchas veces tras la cirugia, cuando la paciente era remitida al Servicio de

Oncologia Médica. Todas ellas presentaban enfermedad 6sea como Unica afectacion metastasica.
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1.3.1.2. Tratamiento radioterapico

Siguiendo los protocolos del Hospital Universitario de Salamanca, acordes con las
recomendaciones internacionales'’3, las pacientes que se intervinieron mediante cuadrantectomia
o tumorectomia recibieron posteriormente radioterapia (RT) sobre el tejido mamario remanente. Se
les administr6é una total de 50Gy con un fraccionamiento de 2Gy/sesion y una sobreimpresion del
lecho tumoral de entre 10 y 20 Gy con electrones de alto fotovoltaje. También recibieron RT sobre
la pared toracica (dosis total de 50 Gy con un fraccionamiento de 2Gy/sesion), aquellas mujeres
tratadas mediante mastectomia radical que presentaban cuatro o méas ganglios axilares positivos o
tumores clasificados como T3-T4 o con infiltracién de los bordes quirdrgicos, independientemente
del estado ganglionar. La regidn supraclavicular se irradié en las pacientes con cuatro 0 mas
ganglios positivos 0 en aquellas que teniendo menos de cuatro ganglios infiltrados, se les habia
practicado una linfadenectomia axilar incompleta. De las 112 pacientes tratadas con RT
postoperatoria, 25 (22.3%) recibieron sobreimpresion axilar con electrones de alto fotovoltaje
(dosis entre 5 y 15 Gy). Todos los casos se trataron mediante RT externa. Ninguna de las

pacientes que recibio tratamiento radioterapico presentaba metastasis al diagnéstico (Tabla 14).

Tabla 14: Pacientes que recibieron RT tras la cirugia

Si 112 64.4
No 61 351
Desconocido 1 0.6
Total 174 100
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1.3.2. TRATAMIENTO SISTEMICO

1.3.2.1. Tratamiento Quimioterapico

Tal y como se recoge en la Tabla 15, el 87.35% de las pacientes de nuestra serie
recibieron tratamiento quimioterapico (QT). La mayoria (71.36%) en adyuvancia tras la cirugia
mientras que un 8% lo hizo previamente a la misma. Otro 8% lo recibié como tratamiento paliativo

por presentar metastasis en el momento del diagnéstico.

Tabla 15: Distribucion de las modalidades de QT Tabla 16: Distribucion del tratamiento con y sin antraciclinas
Frecuencia (%)
22 (12.64)
15? 4(857382) Adyuvante: 70 (74.5%) Adyuvante: 54 (93.1%)
124 7(1 .36) Neoadyuvante: 14(14.9%) Neoadyuvante: 0
1 4( (8.0 4; Metastasicas: 10 (10.6%) Metastasico: 4 (6.9%)

El 62% de las pacientes que recibieron QT recibieron antraciclinas (tabla 16) segun los
diferentes esquemas recogidos en la tabla 17. De las pacientes tratadas con doxorrubicina, 17
recibieron una dosis acumulada de 360mg/m2, 49 recibieron 300mg/m2, en 5 casos la dosis fue de
240mg/m? y solamente una paciente recibid6 200mg/m2. De las 15 pacientes tratadas con
epirrubicina, 4 recibieron 600mg/m2, mientras que 5, 3 y 3 recibieron 540mg/m2, 360mg/m?2 y

300mg/m? respectivamente.

El 38.15% de las pacientes tratadas con QT no recibi¢ antraciclinas debido a que fueron
casos diagnosticados a comienzos de la década de los 90, antes de los estudios que demostraron
el beneficio de su uso en adyuvancia'’4175, En los casos diagnosticados posteriormente, el uso de
esquemas sin antraciclinas se debi6 a que las pacientes presentaban bajo riesgo de recaida,

comorbilidad cardiaca o eran ancianas.
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Tabla 17: Esquemas de tratamiento empleados en las pacientes de nuestro estudio

CMF
Ciclofosfamida 600mg/m2
Metrotexate 40 mg/m2
5-Fluoruracilo 600mg/m?

Cada 21 dias x6 ciclos

CAFeo
Ciclofosfamida 600mg/m2
Adriamicina 60mg/m2
5-Fluoruracilo 600mg/m?

Cada 21 dias x6 ciclos

CAFso
Ciclofosfamida 500mg/m2
Adriamicina 50mg/m2
5-Fluoruracilo 500mg/m?

Cada 21 dias x6 ciclos

CAFs— Paclitaxel
CAF x4 seguido de Paclitaxel 100mg/m?, c/8d x8 ciclos

FEC100
5-Fluoruracilo 600 mg/m2
Epirrubicina 100 mg/m?
Ciclofosfamida 600 mg/m?

Cada 21 dias x6 ciclos

FEC100 — Docetaxel
FEC x3 ciclos seguido de Docetaxel 100 mg/m2 c/21d x3 ciclos

AC
Ciclofosfamida 600 mg/m?
Adriamicina 60 mg/m?

Cada 15 dias x4 ciclos

AC — Paclitaxel
AC x4 ciclos seguido de Paclitaxel 90 mg/m2 semanal x8 ciclos

TAC
Docetaxel 75mg/m2
Adriamicina 50mg/m?
Ciclofosfamida 500mg/m?

Cada 21 dias x6 ciclos

Docetaxel + Epirrubicina
Docetaxel 75mg/m?
Epirrubicina 90 mg/m2

Cada 21 dias x6 ciclos

ECx4 — Docetaxel
Epirrubicina 90mg/m?
Ciclofosfamida 600mg/m?
Seguido de Docetaxel 100mg/m? c/21d x4 ciclos

Cada 21 dias x4 ciclos

Enfermedad Metastasica
CMF

Gemcitabina 1500-2000 mg/m2 ~ Cada 15 dias
Docetaxel 50-60 mg/m?

Gemcitabina 1250 mg/m? Cada 15 dias
Vinorelbina 25 mg/m?

Paclitaxel 80 mg/m2 dias 1,8 y15
Carboplatino AUC2 dias 1,8 y15

Herceptin 2mg/kg dias 1,8,15y 22

54 adyuvancia

13 adyuvancia
4 neoadyuvancia

40 adyuvancia
3 adyuvancia

1 adyuvancia

3 adyuvancia
1 neoadyuvancia

1 adyuvancia
2 neoadyuvancia

1 adyuvancia

4 adyuvancia

3 adyuvancia

4 adyuvancia

1 neoadyuvancia

3 neoadyuvancia

7 metastasicas

4 metastasicas

2 metastasicas

1 metastasica

83

Resultados



Resultados

1.3.2.2. Hormonoterapia

De acuerdo con las series publicadas, el 70% de los tumores expresan receptores de
estrogenos (RE) y de progesterona (RP), siendo RE+/RP+ o RE+/RP-, entorno al 25% son RE-
IRP-'y menos de un 5% de los casos son RE-/RP+. Dado que la expresion de los RP depende de
la actividad de RE, algunos autores cuestionan la existencia de los tumores RE-/RP+ y consideran
que son RE+, pero que se ha producido un error bien durante la realizacion de la técnica
inmunohistoquimica o bien durante su interpretacién'76.177. Por ello, en el subsiguiente analisis
hemos considerado que los tumores que presentan RE+ y/o RP+ son Receptores Hormonales

(RH) positivos.

Tal como se refleja en la tabla 18, el 61.8% de la premenopéusicas y el 69.3% de las
postmenopausicas presentaron tumores con receptores hormonales positivos, si bien se

desconoce la expresion de estos receptores en el 4% de los casos.

Tabla 18: Expresion de RH en el tumory status hormonal de las pacientes al diagndstico.

139 pacientes (79.8%) recibieron tratamiento hormonal, el 8% como Unico tratamiento
sistémico adyuvante a la cirugia, mientras que la mayoria (65.6%) lo recibio tras la quimioterapia

(tabla 19).

RH- 14(20.8%) 36 (28.3%) 50 (28.8%)
RH + 29 (61.8%) 88 (69.3%) 117 (67.2%)
RH desconocido 4 (8.4%) 3 (2.4%) 7 (4%)
Total 47 (100%) 127(100%) 174 (100%)
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Tabla 19: Resumen del tratamiento hormonal

Resultados

No HT ni QT

No HT (solo QT adyuvante)

HT como adyuvante tras QT
Metastasicas

Total

HT como tnico tto adyuvante a la cirugia

5

31

17

114

11

174

2.8
17.8
9.8
65.5
6.3

100

De las 35 de las mujeres premenopausicas que recibieron hormonoterapia, 34 recibieron

Tamoxifeno como primera linea, y 1 fue tratada con Inhibidores de la Aromatasa. Ninguna recibié

anélogos de LRHR (hormona liberadora de la gonadotropina) en combinacion. En cuanto a las

postmenopausicas, 48 recibieron Tamoxifeno (37.8%), 56 (44.1%) recibieron un Inhibidor de

Aromatasa, y el 18.1% no recibid ningun tipo de hormonoterapia (Tabla 20).

Tabla 20: Tipo de HT recibida en 12 linea y status hormonal de las pacientes al diagnéstico.

NO HT 12 (25.6%)
TAMOXIFENO 34 (72.3%)
INHIBIDORES

AROMATASA 1(2.1%)
TOTAL 47 (100%)

23 (18.1%)
48 (37.8%)

56 (44.1%)
127 (100%)

35 (20.1%)
82 (47.1%)

57(32.8%)
174 (100%)
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2. ESTUDIO DE XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met

Las variantes XPD751GIn, XRCC1 399GIn y XRCC3Met se han asociado una menor
capacidad de reparacion en estudios funcionales, si bien la magnitud de su aportacion al
incremento de riesgo de diferentes tipos tumorales y entre ellos el cancer de mama es muy
controvertida. También se discute su papel en relacién con la respuesta a quimioterapicos,
especialmente a sales de platino y antraciclinas y con la mayor o menor sensibilidad a la aparicién

de efectos secundarios postradioterapia.

A continuacion, se presenta el analisis de la frecuencia de estos polimorfismos en los
grupos caso y control de nuestra muestra (apartado 2.1), su frecuencia en relacién con los
diferentes grupos de edad (apartado 2.2), en relacién con el tratamiento radioterapico (apartado
2.3) y en relacion con el tratamiento quimioterapico (apartado 3). Este ultimo analisis se expone en

un apartado independiente debido a su extension.

2.1. Estudio de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en casos y controles

La tabla 21 resume la distribucién de los diferentes genotipos estudiados en los 174 casos

y 174 controles pareados en funcion de la edad.

No hemos encontrado diferencias en la frecuencia de los diferentes genotipos de
XPDLys751GIn entre casos y controles (p=0.944) ni en XRCC3Thr241Met (p=0.670). En cambio,
la diferencia que se observan en XRCC1Arg399Gin si es estadisticamente significativa (p<0.007).
Se repitid el analisis agrupando los diferentes genotipos segun su significacién biolégica para
establecer a cual de ellos se debe la diferencia. Encontramos que Arg/Arg, con capacidad de
reparacion intacta, es mas frecuente en el grupo control mientras que GIn/Gln y GIn/Arg son mas
frecuentes entre los casos (p<0.002, OR: 1.96, IC95% 1.3-3), (Tabla 22).
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Tabla 21: Distribucion de los diferentes genotipos XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en casos y controles

Tabla 22: Distribucion de los genotipos de XRCC1Arg399GIn

p=0.002
GIn/GIn +Arg/GIn 104 59.8% 75 43.1% OR: 1.96
Arg/Arg 70 40.2% 99 56.9% (1C95%: 1.3-3)

2.2. Estudio de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en relacion con la
edad en los grupos caso y control

A continuacion, se presenta el analisis de la distribucién de los diferentes genotipos de
XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en funcién de la edad, en ambos grupos,

caso y control.
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2.2.1. Controles

La tabla 23 muestra la frecuencia de las diferentes variables del estudio en los 300
controles de la muestra. No se encontrd ninguna asociacién entre los diferentes genotipos y la
edad en el grupo de individuos sanos (p=0.406, p=0.782 y p=0.667 para XPDLys751GIn,
XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met, respectivamente).

Tabla 23: Distribucion de los diferentes genotipos de XPDLys751, XRCC1Arg399GIn y
XRCC3Thr241Met en el grupo control en funcién de la edad

2.2.2. Casos

El estudio de los diferentes genotipos entre los casos (tabla 24) mostré que existe una
diferencia en la distribuciéon de las variantes de XRCC1Arg399GIn en relaciéon con la edad.
Tomando como punto de corte la mediana de edad de las pacientes (62 afios), se observa que el
genotipo Lys/Lys, asociado a una mayor capacidad de reparacion del ADN, es mas frecuente entre
las mujeres que desarrollan cancer de mama a edades mas tardias (p<0.001), OR: 3.52 (IC: 3-
5.44) (Tabla 25).
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Tabla 24: Distribuciéon de los diferentes genotipos de XPDLys751Gln,
XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met entre los casos en funcion de la edad.

75 65.5 29.5 86.5 63.71 12.55 0.001
81 58.5 26.5 91.5 58.24 13.48
18 58 33.5 67.5 53.78 11.34

174 62 26.5 91.5 60.14 13.24
17 59.5 33.5 79.5 57.51 14.74 0.645
87 61.5 26.5 86.5 59.71 13.76
70 62.5 33.5 91.5 61.31 12.26

174 62 26.5 91.5 60.14 13.24
65 62.5 26.5 82.5 61.47 13.11 0.389
81 60.5 29.5 91.5 59.87 13.22
28 58.5 33.5 86.5 57.82 13.72

174 62 26.5 91.5 60.14 13.24

Tabla 25: Distribucion de los genotipos de XPDLys751GIn en relacién con la mediana de edad de los casos

GIn/GIn +Lys/GIn 60 (69%) 39(44.8%) 99(56.9%) 0.001
LysiLys 21(31%) 48(55.2%) 75(43.1%) OR= 3.52
Total 87 (100%) 87(100%) 174(100%) |  (IC: 3-5.44)

Cuando se analiza la frecuencia de las diferentes variables de XPDlys751GIn atendiendo
al status hormonal en el momento del diagndstico, las diferencias se mantienen (p=0.023) (Tabla
26)
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Tabla 26: Distribucion de los genotipos de XPDLys7 entre los casos en funcién del status hormonal al diagnéstico

2.3.Estudio de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en relacion con el
tratamiento radioterapico

La severidad del dafio del tejido normal tras un tratamiento radioterapico esta
fundamentalmente relacionada con factores asociados a la exposicion, pero éstos no son
suficientes para explicar la variabilidad de la respuesta que se observa entre unos y otros
pacientes. A este respecto, existen evidencias que indican que estas diferencias en los efectos
secundarios dependen de factores asociados con el tratamiento, pero también del propio paciente,
como la edad, el indice de masa corporal y factores genéticos que condicionarian la

radiosensibilidad individual'78.179.

Puesto que la radioterapia ejerce sus efectos citotdxicos a través del dafio que induce en
las células, proteinas y ADN, donde induce rotura de cadena simple pero también de doble
cadena, la capacidad de cada individuo de reparar el ADN dafiado podria modificar la respuesta

del tejido normal a la radiacion.

2.3.1. Toxicidad cutanea aguda post-radioterapia

La toxicidad cutanea postradioterapia es un hecho frecuente que habitualmente se
presenta en sus formas mas leves. Ciento doce de las pacientes de nuestro estudio recibieron
tratamiento radioterapico sobre la mama, (en el caso de la cuadrantectomia o tumorectomia) o
sobre el lecho de mastectomia. La toxicidad se recogi6 segun los criterios de la RTOG (Radiation
Therapy Oncology Group), (tabla 27).
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Tabla 27: Toxicidad aguda cutanea post-radioterapia segun criterios RTOG

Resultados

Grado 0

Grado 1

Grado 2

Grado 3

Grado 4

Ningun cambio

Erupcion maculo-papular o eritema aislado y asintomatico

Erucpcion maculo-papular o eritema con prurito u otros sintomas asociados
Erupcion macular, papular o vesicular, generalizada y sintomatica

Dermatitis exfoliativa o ulcerativa. Necrosis tisular.

Como se observa en la tabla 28, la toxicidad mas frecuente en nuestra serie fue el eritema

local acompafiado o no de prurito (toxicidad grado 2 y 1, respectivamente). Solamente se presento

el caso de una paciente con toxicidad grado 4 debido a dermatitis ulcerativa. En la historia clinica

de 26 pacientes los datos de toxicidad aguda estaban incompletos, por lo que para el anélisis la

muestra se reduce a 86 pacientes.

Tabla 28: Frecuencia de los diferentes grados de toxicidad post-RT en la muestra

Grado 0 14 12.5
Grado 1 27 241
Grado 2 29 259
Grado 3 15 13.4
Grado 4 1 0.9
Desconocido 26 23.2
Total 112 100
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En la tabla 29 se recogen las frecuencias de las diferentes variables genotipicas en
relacion a la toxicidad cutanea aguda. Acorde con nuestros resultados no se puede establecer
relacion de dependencia entre ninguna de las variantes genéticas estudiadas y la aparicion y

severidad de toxicidad post-radioterapia.

Dado que la toxicidad aguda depende de la dosis total y del tiempo de administracion,
analizamos si la sobreimpresion axilar con electrones de alto fotovoltaje se asociaba a un
incremento de la toxicidad cutanea. Solamente 23 de las 86 pacientes de las que se dispone de
datos de toxicidad aguda postradioterapia, recibieron sobreimpresion axilar (Tabla 30). En estas
pacientes, la toxicidad grado 3 y 4 fue mas frecuente, aunque no se alcanzé la significacion
estadistica (p=0.088).

Tabla 29: Distribucién de los diferentes grados de toxicidad aguda post-RT en relacién con las
variantes de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met

) ) 10 (62.5%) 35
5 (35.7%) 31 (55.4%) 5 (31.3%) 41 0.208
3 (21.4%) 6 (10.7%) 1(6.3%) 10

14 56 16 86
2 (14.3%) 10 (17.9%) 1(6.3%) 13
6 (42.9%) 26 (46.4%) 7 (43.8%) 39 0.728
6 (42.9%) 20 (35.7%) 8 (50%) 34

14 56 16 86
5 (35.7%) 16 (28.6%) 8 (50%) 29
6 (42.9%) 29 (51.8%) 7 (43.8%) 42 0.453
3 (21.4%) 11 (19.6%) 1(6.3%) 15

14 56 16 86
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Tabla 30: Grados de toxicidad aguda post-RT en relacion con la sobreimpresion axilar.

Grado 0-2 16 (69%) 54 (85%) 0.088
Grado 34 7 (30.43%) 9 (14.28%)
Total 23 63

2.3.2. Toxicidad cronica post-radioterapia

La toxicidad dérmica cronica post-radioterapia incluye fenémenos como fibrosis,
alteraciones de la pigmentacion cutanea o teleangiectasias. En la historia clinica de 21 pacientes
(18.75%) estos datos estaban incompletos, por lo que no se incluyeron en el andlisis (n=91). 32
mujeres que habian recibido RT presentaron datos de toxicidad cronica (35.16%). La presencia de
fibrosis fue el evento mas frecuente, fendmeno que en el caso de la patologia mamaria esta

también intimamente relacionado con el tratamiento quirurgico.

No hemos encontrado diferencias entre la frecuencia de las diferentes variables

genotipicas y el desarrollo de toxicidad cronica (Tabla 31).

Tabla 31: Toxicidad crénica postRT en relacion con los genotipos de
XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met

20 (33.9%) 8 (56.3%) 38 (41.8%)
30 (50.8%) 12 (37.4%) (46 2%) 0.097
9 (15.3%) 2(6 3%) 1 (1 2%)
59
8 (13.6%) 5 (15.6%) 13 (14.2%)
26 (44%) 16 (50%) 42 (46.2%) 0.756
25 (42. 4%) 11 (34.4%) 36 (39.6%)
32 91
18 (30.5%) 13 (40.6%) 31 (34.1%)
29 (49.2%) 14 (43.8%) 43 (47.3%) 0.609
12 (20. 3%) 5 (15.6%) 17 (18.7%)
32 91
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De las 91 pacientes de las que se tienen datos de toxicidad crénica postradioterapia,
solamente 23 recibieron sobreimpresion axilar. En nuestra serie, no existe relacion entre la

sobreimpresion axilar y el desarrollo de toxicidad dérmica tardia (Tabla 32).

Tabla 32: Frecuencia de toxicidad crénica post-RT en relacion con la sobreimpresion axilar.

No 47 (70.14%) 12 (52.17%) 0.118
Si 20 (29.85%) 11(47.8%)
Total 67 23

2.3.3. Recidiva local tras RT

Con una mediana de seguimiento de 60 meses, 12 de las 112 pacientes tratadas mediante
cirugia de la mama y RT (10.7%), presentaron una recidiva local. Se observan algunas diferencias
entre las pacientes que recayeron localmente y las que no en relacion con XPDLys751GIn donde
la variante Lys/Lys es menos frecuente entre las pacientes con recidiva (43%vs8.3%), pero la

diferencia no alcanza la significacion estadistica (p=0.062) (Tabla 33).

Tabla 33: Recaida local tras RT en relacién con los diferentes SNPs de XPD, XRCC1y XRCC3

43 (43%) 1(8.3%) | 44 (39.28%)
44 (44%) 9(75%) | 53 (47.32%) 0.062
13 (13%) 2(16.6%) | 15(13.39%)

100 12 112
13(13%) 1(8.3%) |  14(12.5%)
45 (45%) 7(58.3%) | 52 (46.4%) 0.673
42 (42%) A4(33.3%) | 46 (41.1%)

100 12 112
38 (38%) 3(25%) | 41 (36.6%)
45 (45%) 6(50%) | 51 (45.5%) 0.626
17 (17%) 3(25%) | 20 (17.8%)

100 12 112
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3. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

En la primera parte de este apartado, se presenta el estudio del valor prondstico de las
diferentes variantes polimérficas de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en
relacién con la Superviviencia Global (SG) y Superviviencia Libre de Enfermedad (SLE) en el
grupo de pacientes con estadios tempranos al diagndstico. En este grupo de pacientes, también se
analizo el valor pronéstico en nuestra serie de los factores pronosticos clésicos (tamafio tumoral,

ganglios axilares, grado tumoral, receptores hormonales y HER2).

Para determinar el impacto de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en
el pronostico de las pacientes que recibieron tratamientos quimioterapicos basados en
antraciclinas, se analizaron por separado los datos de SG y SL del grupo de 84 pacientes que
recibieron tratamiento adyuvante o neoadyuvante con estos citotoxicos. Dado que la
administraciéon de quimioterapia antes y después de la cirugia presentan tasas de SLE y SG

similares'80, se decidié incluir a todas estas pacientes en un mismo grupo para el analisis
En la segunda parte de este apartado, se analiza el valor pronéstico de estos
polimorfismos en relacion con la Supervivencia Global desde la Metastasis (SGwu) en el grupo de

pacientes que present6 diseminacién metastasica de la enfermedad.

La mediana de seguimiento de nuestras pacientes ha sido de 62 meses (11-228), por lo

que se presentan los datos de supervivencia a 5 afios (60 meses).
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3.1. PACIENTES CON ENFERMEDAD LOCAL

3.1.1. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD (SLE)

De las 150 pacientes no metastasicas al diagnostico, 65 presentaron algun tipo de evento
en los 60 meses siguientes al diagndstico, con lo que la SLE a los 5 afios fue del 69.9% (62.85%-
77,75%).

A continuacién, se muestra el valor pronéstico para SLE de la afectacién ganglionar, el
tamano y el grado tumoral, la expresion de receptores hormonales y HER2 y de las diferentes
variantes de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met, en las pacientes de nuestra

muestra.

3.1.1.1. Afectacion de ganglios axilares

La presencia 0 no de metastasis en los ganglios de la axila es el factor pronostico
independiente mas importante en el cancer de mama intervenido, tanto para la SLE como para la
SG9.181

De las 150 pacientes de nuestra serie con enfermedad localizada, 85 presentaban
afectacion ganglionar al diagnostico. Solamente tres pacientes presentaron micrometéstasis
ganglionares (<2mm), que a efectos pronosticos y de tratamiento fueron consideradas como
ganglios negativos, por lo que en este andlisis las incluimos en dicho grupo. En otros tres casos,
se desconoce la afectacién ganglionar, por lo que se asumieron como valores perdidos para el

analisis estadistico.
Hubo 50 eventos entre los casos con ganglios positivos, con una SLE durante los primeros

60 meses del 59.5% y con una mediana de SLE de 78.5 meses (Tabla 34). La diferencia con las

pacientes sin ganglios afectos es estadisticamente significativa (p=0.002)
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Tabla 34: Impacto de la afectacién ganglionar axilar en la SLE a 60 meses.

Afectacion axilar

83.2%(73.6-92.8)

59.5%(48.7-70.3) 78.5(63.8-93.2)

No se dispone de los datos de afectacion ganglionar axilar de 3 pacientes.

3.1.1.2. Tamaiio tumoral

Después del estado ganglionar, el didmetro tumoral se considera el factor prondstico mas

importante, tanto para la SLE como para SG'82.

En nuestra muestra, a pesar de que la recaida a los 60 meses es mayor en los tumores
mayores de 5 cms que en los de menor tamafio (76.8%, 68.7% y 53.8%), la diferencia no alcanza

la significacién estadistica debido a la amplitud de los intervalos de confianza (Tabla 35).

Tabla 35: Impacto del tamafio tumoral en la SLE a 60 meses

Tamafio
Tumoral

78.6% (66.6-90.6) | 94.5(75.4-113.6)

p=0.537

81 37 68.7% (58.3-79.1) | 110.5(78.2-142.8)

13 7 53.8% (26.8-80.8) 86.5 (0.5-184.8)

No se dispone de los datos del tamafio tumoral de 6 pacientes
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3.1.1.3. Grado tumoral

El sistema mas comunmente empleado es el de Scarff-Bloom-Richardson83, que combina
criterios histologicos (formacién de tubulos) con los citologicos (pleomorfismo nuclear). Asi, los
tumores se clasifican en Grado I: Bien diferenciado, Grado II: Moderadamente diferenciado y
Grado lll: Pobremente diferenciado. Los tumores grado Il y Ill se han asociado con un peor
pronostico’84, resultado que también se observa en nuestra muestra, donde la SLE a 5 afios en los

tumores de grado | es del 100% y cae al 62.9% en los tumores grado Ill (Tabla 36).

Tabla 36: Impacto del grado tumoral en la SLE a 60 meses

Grado
Tumoral

100%

51 14 78.1%(65.1-91.1) 278.5 p=0.013

74 34 62.9%(51.1-74.7) 84.5(65-104)

No se disponen de los datos de 22 pacientes

3.1.1.4. Receptores hormonales

La expresion de los receptores de estrogenos y de progestagenos tiene principalmente un
valor predictivo de respuesta al tratamiento hormonal, aunque también poseen un significado
pronostico. Se ha observado que los tumores RH positivos poseen mayores tasas de SLE a corto
plazo que el grupo RH negativos, si bien estas diferencias se diluyen en el seguimiento a largo
plazo, y sin que se observen diferencias en la SG85.186, Por el contrario, en el analisis multivariante
de Kollias et al, la expresion de receptores hormonales por parte del tumor no se confirmé como

factor prondstico independiente72.
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En nuestro analisis, no hemos encontrado ninguna diferencia en la tasa de recaida a 60
meses en funcion de la expresion de receptores hormonales (Tabla 37). Todas las pacientes con

expresion de RH habian recibido tratamiento hormonal adyuvante.

Tabla 37: Impacto de los receptores hormonales del tumor en la SLE a 60 meses

Receptores
Hormonales (RH)

70% (56.3-83.7) 90.5

71.7% (61.9-81.5) 111.5 (81.1-141.9)

No se dispone de los datos de RH de 7 pacientes

3.1.1.5. HER2

El gen HER?Z forma parte de la familia de receptores del factor de crecimiento epidermoide
(EGFR) y se encuentra amplificado en el 20% de los tumores de la mama'®’. Posee valor
prondstico en cuanto que la sobreexpresion de HER2 se ha asociado con formas de la enfermedad
mas agresivas, con SLE y SG més cortas'®.189, Pero desde la aparicion del anticuerpo monoclonal

Trastuzumab, su papel principal es el de predictor de respuesta a los tratamientos anti- HER2.

En el momento del diagndstico de las pacientes de nuestra serie (1990-2004) no se habia
aprobado la administracién de Trastuzumab en adyuvancia, por lo que en algunas ocasiones no se
realizaba la determinacion de HER2. En total, son 43 las pacientes de las que no disponemos,
incluidos 12 casos en los que la sobreexpresion de HER2 era dudosa y no fue confirmada

mediante FISH, que han sido excluidos del anélisis.

A pesar de que la muestra para este andlisis se reduce a 106 pacientes, se observan
diferencias en la supervivencia de aquellas con y sin sobreexpresion de HER2, lo que es acorde
con la literatura'®, EI 48% de las pacientes HER2 positivo recayeron antes de los 60 meses y la
mediana de SLE (70.5 meses) es inferior a la que presentaron las pacientes HER2 negativas
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(p=0.047) (Tabla 38). Ninguna de estas pacientes habia recibido trastuzumab como tratamiento

neoadyuvante o adyuvante.

Tabla 38: Efecto de la sobreexpresion de HER2 sobre la SLE a 60 meses

75.7% (65.9-85.5) | 90.5 (47.9-133.1)

52.1% (32.9-12.3) | 70.5(32.9-108.1)

Se desconocen los datos de sobreexpresion de HER2 en 43 pacientes

3.1.1.6. Edad

El impacto pronostico de la edad y del estado menstrual han sido ampliamente discutidos,
si bien parece que las pacientes que desarrollan cancer de mama antes de los 35 afios tienen
mayor riesgo de recidiva local y a distancia.

En nuestra muestra, solamente 5 pacientes habian presentado la enfermedad antes de los
35 afios y todas ellas habian desarrollado metastasis en el momento del diagnéstico.
3.1.1.7. Otros

Otros factores con implicaciones pronosticas como son la infiltracién linfovascular o el

indice de proliferacién no han podido ser analizados ya que no fueron determinados en el
diagndstico histoldgico original.
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3.1.1.8. Analisis de XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn y XPDLys751GIn en relacién con
SLE en los estadios tempranos de cancer de mama

A continuacion se analiza el impacto de los diferentes SNP de nuestro estudio sobre la
SLE de las pacientes con cancer de mama local. Como puede observarse en la tabla 39, las
variantes XPD 751Lys, XRCC1 399Arg y XRCC3 241Met se asocian con menor numero de
eventos y mayor SLE, pero estas diferencias no alcanzan la significacion estadistica en el andlisis

univariante, motivo por el que no se continud con el analisis.

Tabla 39: Frecuencia de las diferentes variables de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en relacion
con la SLE en pacientes con cancer de mama en estadios localizados

Genotipo

79.5%(69.5-89.5) | 18.5 (101.8-135.4) 0076

84 42 63.1%(52.7-73.5) |  84.5 (62.9-106.1) p=L.
150 65

60 19 80.5%(70.1-90.9) |  94.5(46.7-142.3) p=0.09

90 46 63.6%(53.4-73.8) |  90.5(55.9-125.1)
150 65

25 8 86.6%(71.7-100) 92(47.6-337.4) 0126
125 57 66.4%(57.8-75) | 90.5(65.9-115.1) p=0.
150 65

En nuestra muestra, por lo tanto, solamente la afectacion de los ganglios axilares y el
grado tumoral se mostraron como factores predictores de SLE en las pacientes con cancer de

mama en estadios tempranos.
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3.1.2. SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG)

La supervivencia global a los 60 meses de las 150 pacientes con cancer de mama en
estadios tempranos en el momento del diagnostico fue del 84.2% (IC95% 78.1 - 90.3). La SG
mediana fue 140.5 meses (IC95% 108-172.3).

3.1.2.1. Afectacion de ganglios axilares

Tal y como se sefialé anteriormente, la presencia o no de metéstasis en los ganglios de la
axila es el factor pronostico independiente méas importante en el cancer de mama operado, tanto

para la SLE como para SG.

Como se muestra en la tabla 40, el 21.8% de las pacientes con afectacién ganglionar axilar
fallecieron en los 60 meses posteriores al diagnéstico, frente al 10% en el caso de las pacientes

sin metastatizacion axilar, diferencia que es estadisticamente significativa (p=0.023)

Tabla 40: Afectacion ganglionar axilar y supervivencia global.

Afectacion axilar

89.9% (82.3-97.5)

p=0.023
85 40 79.2% (70-88.4) 124.5 (114.4-154.6)

No se dispone de los datos de afectacion ganglionar axilar de 3 pacientes.

3.1.2.2. Tamaiio tumoral

El tamafio tumoral es el segundo factor prondstico mas importante para la SG'82, En nuestro
analisis sin embargo, no se observa diferencia estadistica en relacién con este parametro, a pesar
de que el 40% de las pacientes diagnosticadas con tumores > 5cm fallecieron antes de los 60
meses, y la mediana de supervivencia fue de 77.5 meses, frente al 85% de las pacientes
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diagnosticadas con tumores de menor tamafio que seguian vivas a los 5 afios (Tabla 41). De
nuevo, la amplitud de los intervalos de confianza impide que esta diferencia alcance la significacion
estadistica (p=0.085).

Tabla 41: Impacto del tamafio tumoral en la SG

Tamafio
Tumoral

85.2% ( 74-96.4) 123.2 (109.4-137.6)

81 37 86.8% (79.2-94.4) 1435 (-) p=0.085

13 7 58.6% (30.4-85) 77.5(39.66-115.34)

No se dispone de los datos del tamafio tumoral de 6 pacientes

3.1.2.3. Grado tumoral

La tabla 42 muestra la relacidn entre el grado de diferenciacién de los tumores de nuestra
muestra y la SG. La diferencia que se observa es estadisticamente significativa (p=0.018). Cuando
se realizan comparaciones parciales, se observa que esta diferencia en el pronostico es atribuible
a los tumores de grado Ill, mientras que los tumores grado | y Il tienen un comportamiento similar
(p=0.196) (Tablas 42 y 43)

Tabla 42: Grados de diferenciacion tumoral en relacion con la SG.

Grado
Tumoral

18 2 100% 228.5(71-386)
51 10 92.2%(836-100) | 1405(1153-1657) | P=0-018
74 29 734%(62.4-844) | 1215(745-185)

No se dispone del grado tumoral de 7 pacientes
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Tabla 43: Impacto del grado tumoral en la SG (Grado | y Il agrupados)

Grado
Tumoral

94% (87.7-100) 228 (71.9-385.1)

73.4% (62.4-84.4) | 121.5(74.5-168.5)

No se dispone del grado tumoral de 7 pacientes

3.1.2.4. Receptores hormonales

En nuestra muestra, la expresion de RH por parte del tumor, no afecta la SG a 60 meses
de las pacientes con cancer de mama en estadios tempranos (Tabla 44). Como se coment6
anteriormente, todas las pacientes con expresion tumoral de RE, recibieron tratamiento hormonal

adyuvante.

Tabla 44: Impacto de los receptores hormonales del tumor en la SG

Receptores
Hormonales
(RH)

76.9%(64.4-89.4)

89.1%(81.8-96.4) | 132.5(103.5-161.5)

No se dispone de los datos de RH de 20 pacientes

3.1.2.5. HER2

La sobreexpresién tumoral de HER2 se muestra como un factor pronostico de SG, ya que
el 86% de las pacientes con tumores HER2 negativo y el 71% de las pacientes con tumores que
sobreexpresaban HER2 estaban vivas a los 60 meses (p=0.016) (tabla 45). Ninguna de las

pacientes con amplificacion de HER2 recibi6 trastuzumab de forma adyuvante o neoadyuvante.
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Tabla 45: Efecto de la sobreexpresion de HER2 sobre la SG

86.3% (77.9-94.7) 143 (-)

p=0.016
29 13 71.1% (54.6-88.2) | 99.5(56.1-142.9)

Se desconocen los datos de sobreexpresion de HER2 en 43 paciente

3.1.2.6. XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn y XPDLys751GIn en relacion con SG

En la tabla 46 se muestran los datos de SG en relacion a la distribucién de los diferentes
genotipos de los SNP estudiados. Se observa que los individuos que portan la variable
XRCC3Met241Met, presentan una SG a los 60 meses de 96.2% vs 81.4% en las pacientes

homocigotas o heterocigotas para Thr (p=0.022)

Tabla 46: SG en relacion con las variantes de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met

Genotipo

79.6%(69-90.2) |  143.5(107-180) _0.90
84 32 | 87.1%(79.5-94.7) | 134(109-159.1) p=0.
150
60 16 | 92.4%(85.2-99.6) | 146.5(124-168.8) - 0.268
90 37 | 78.4%(69.4-87.4) | 129.5(105.6-153.4) p=5
150
26 5 | 96.2 %(88.8-100) - 0022
124 48 | 81.4%(74.1-88.7) | 124.5(112.8-136.2) p=_.
150
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Por lo tanto, en el analisis univariante, solamente XRC3Met241Met, la afectacion
ganglionar axilar, el grado de diferenciacion tumoral y la expresion de HER2 lograron la
significacion estadistica, (XRCC3Thr241Met p=0.022, afectacion ganglionar 0.023, grado tumoral
p=0.007 y expresion de HER 2 p=0.016).

El analisis multivariante se realiz6 mediante un modelo de Regresion de Cox, y en él s6lo
se incluyeron las variables con un valor de significacion p<0.05. Tras el analisis, solamente el
grado histoldégico mantuvo la significacion como variable prondstica independiente (p=0.022),
aunque la afectacion ganglionar axilar roz6 la significacion con un valor de p de 0.059 y
XRCC3Thr241Met no se confirmd como variable independiente (p= 0.09). El Hazard Ratio para el
grado de diferenciacion tumoral Il fue 2.26 (IC95% 1.13 - 4.55).

3.1.3. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA EN PACIENTES TRATADAS CON ANTRACICLINAS
EN ADYUVANCIA O NEOADUVANCIA

Se han descrito multiples actividades biologicas de las antraciclinas, entre las que destaca su
capacidad para intercalarse entre los pares de bases adyacentes de ADN vy fijarse con intensidad
diversa. Esta accion modifica las propiedades del ADN, pero por si misma no es suficiente para
ejercer su accion citotoxica. Una de las actividades criticas es la inhibicion de la Topoisomerasa I
(Topo Il). Esta encima, provoca cortes transitorios de una o de las dos cadenas de ADN,
provocando el desenrrollamiento de la doble hélice y facilitando asi los proceso de sintesis y
transcripcion del ADN. Las antraciclinas se fijan al complejo ADN-Topoll, estabilizandolo, lo que
facilita la rotura tanto de las cadenas sencillas y dobles del ADN. Ademas, las antraciclinas forman
radicales libres por reduccion encimatica, provocando nuevos dafios en la cadena del ADN. Las
antraciclinas también pueden alterar la membrana, inhibir la fosforilacién oxidativa de las

mitocondrias e inhibir diversas encimas reparadoras de ADN y ARN'90,

La capacidad de reparacion de estas lesiones por parte de la célula tumoral podria estar
en relacion con la resistencia y sensibilidad a este tipo de drogas. La presencia de determinadas
variantes de los genes encargados de esta funcion, sobre todo de aquellos que intervienen en la
reparacion de roturas de ADN sencillas o de doble cadena, podrian influenciar la respuesta a estos

farmacos.
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De las 150 pacientes con enfermedad local, 84 recibieron tratamiento con antraciclinas, 70
de forma adyuvante y 14 en neoadyuvancia. Los esquemas empleados se recogen en la tabla 17.
La quimioterapia pre y postoperatoria presentan tasas de supervivencia comparables'®, por lo que

para el analisis de SLE y SG se han analizado de forma conjunta.

En nuestro estudio, hemos analizado tanto la supervivencia libre de enfermedad como la

supervivencia global como marcadores de la efectividad de estos farmacos.
3.1.3.1. SLE en pacientes tratadas con antraciclinas en adyuvancia o neoadyuvancia

El 60.2% (IC:49.4-71) de las 84 pacientes que recibieron tratamiento quimioterapico con
esquemas basados en antraciclinas estaba libre de enfermedad a los 60 meses, con una mediana

de SLE de 75.5 meses (IC: 54.2-96.8)

En la tabla 47 se refleja como las variantes XRCC1Arg399Arg y XRCC3Met241Met, se

asocian con una mayor SLE.

Tabla 47: SLE en relacion con las variantes de XPDLys751GlIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met
en pacientes no metastasicas tratadas con antraciclinas

Genotipo

69%(52.9-85.1) | 111.5(50.5-164)
50 27 | 54.4%(40.3-68.5) |  69.5(46-92.8)
84 39
32 6| 84%(71.1-929) | 84.5(64.7-103-5) 0,007
52 33 | 46.3%(32.2-60.4) | 48.5(19.1-77.9) p=s.
84 39
13 3 | 80.8% (56.1-100) . p=0.049
71 36 | 56.3%(44.1-68.5) | 69.5 (36.6-102.4)
84 39
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Para completar el analisis univariante, se se analizé el impacto de los factores pronésticos
clasicos en la SLE de este grupo de pacientes (Tablas 48 a 52). En nuestra muestra, solamente la
afectacién ganglionar axilar y el tamafio tumoral tienen impacto sobre la supervivencia libre de
progresion o evento. Ambas variables que fueron incluidas en el analisis multivariante para tratar
de determinar si existia algun grado de interrelacion entre los factores prondsticos clasicos y
XRCC1Arg399Arg y XRCC3Thr241Met.

Tabla 48: Afectacion ganglionar axilar y SLE en pacientes con enfermedad temprana tratadas con antracilinas

Afectacion axilar

79.6% (63.5-95.7)

p= 0.003
57 34 49.5% (35.5-63.5) 50.5(22.3-78.7)

No se dispone de los datos de afectacion ganglionar axilar de 2 pacientes

Casi la mitad de las pacientes con afectacion de los ganglios axilares presentaron
progresion o evento en los 60 meses siguientes al diagndstico, frente al 20% en las pacientes con

ganglios negativos. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p=0.003). (Tabla 48)

La SLE a 60 meses y la mediana de SLE son inversamente proporcionales al tamafio

tumoral, tal y como se muestra en la tabla 49 (p=0.001).

Tabla 49: Tamafio tumoral en relacion con la SLE en pacientes con enfermedad temprana tratadas con antracilinas

Tamafo
Tumoral

25 8 75%(57.6-92.4)
51 26 58.5%(43.6-73.4) 69.5 (48.1-90.9) p=0.001
8 6 25%(0.5-55) 18.5 (14.5-25.5)
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En cambio, no se observa ninguna diferencia en relacion con el grado tumoral, o la
expresién de receptores hormonales y HER2 por parte del tumor (Tablas 50, 51 y 52

respectivamente)

Tabla 50: Grado tumoral en relacion con la SLE en pacientes no mestastasicas tratadas con antraciclinas

Diferenciacion
tumoral

68.4%(49-87.8)

58.2%(43.5-72.9) 69.5 (36.1-102.9)

Se desconocen los datos de grado tumoral de 5 pacientes

Tabla 51: RH en relacion con SLE en pacientes no metastasicas tratadas con antraciclinas

Diferenciacion
tumoral

65.3% (47.9-82.7)

70(38.4-102.6)
p=0.64

50 21 62.7%(48-77.4) 84.5(45.9-123.1)

Se desconocen los datos de RH de 3 pacientes

Tabla 52: Expresion de HER2 en relacion con SLE en pacientes no metastasicas tratadas con antraciclinas

Expresion
de HER2

69.2%(56.1-95.4) 75.5 (47-104)

51.1%(27.6-74.6) 705 (17.1-123.9)

Se desconocen los datos de HER2 en 13 pacientes

109



Resultados

Para el analisis multivariante, realizado mediante un modelo de riesgos proporcionales de
Cox, se consideraron Unicamente las variables que habian alcanzado el valor de significacidn
deseado a priori (p<0.05), por lo que se incluyeron XRCC1Arg399Arg, XRCC3Met241Met, el
tamafio tumoral y la afectacién ganglionar axilar. Solamente XRCC1Arg399Arg y el tamafio
tumoral mantienen la significacién estadistica (p=0.035 y 0.002, respectivamente). El Hazard Ratio
para XRCC1Arg399Arg es 0.4 (IC95% 0.2-0.9), y 2.5 para el tamafio tumoral >5 cms (IC95% 1.41-
4.43)

Supervivencia libre de enfermedad (SLE) XRCC1Arg399GIn
(n=148)
1,0
0,9
------- : XRCC1 399Arg/Arg 60-meses SLE 84% (CI-95% 71-97)
0,81 '
§ )
c
2 07
E 0,6-
@
o 057
& "l
S 04-
L
8 03
o . —
o 0,2 ' XRCC1 399GIn/Arg+GIn/GIn 60-meses SLE 46% (CI-95% 32-64)
0,1-
0,0 T T * T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Pacientes Tiempo (meses)
en Riesgo 32 27 19 4 2 2 0 0 0
Eventos 0 4 5 5 7 7 7 7 7
Pacientes
en Riesgo 52 35 21 11 7 5 2 2 0
Eventos 0 17 25 30 32 33 33 33 33

Figura 25: SLE en las pacientes que recibieron antraciclinas en adyuvancia en relacion con XRCC1Arg399GIn
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3.1.3.2. SG en las pacientes tratadas con antracilinas en adyuvancia o neoadyuvancia

De las 84 pacientes que recibieron tratamiento adyuvante o neoadyuvante con
antraciclinas, el 73.7% (63.5-83.89) de ellas seguia con vida a los 60 meses. La mediana de SG
fue 97.5 meses (IC: 53-141).

La tabla 53 muestra que las pacientes portadoras de XRCC3Met241Met presentan una SG

mas prolongada que aquellas que presentan las variantes Thr/Thry Thr/Met (p=0.027)

Tabla 53: SG en relacién con las variantes de XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met
en pacientes con enfermedad temprana tratadas con antraciclinas

Genotipo

78.1%(65.9-90.3) |  129.5(86.8-172.2) 0702
50 22 | 66.2%(46.8-856) | 1235(274-2198) | P
84

32 6 | 84.3%(69.2-094) | 146.5 (45.5-247.5) 0125
52 27 | 686%(55.3-81.9) | 93.5(56.1-130.9) p=0.
84

13 1 100% . i
71 32 | 69.3%(57.9-815) | 93.5(54.4-133.6) p=0.027
84

En las tablas 54 a 58 se muestra la relacion entre la SG y los factores prondsticos clasicos.
Solamente el tamafio tumoral y la expresién de HER2 tienen algun impacto en la SG en las

pacientes de nuestra muestra (p=0.005 y 0.006, respectivamente)

Tabla 54: Afectacion ganglionar axilar en relacion con la SG en las pacientes no metastésicastratadas con antracilinas

Afectacion
axilar

79.4%(63.3-95.5)

71.4%(58.5-84.3) 93.5(78.3-108.7)

No se dispone de los datos de afectacion ganglionar axilar de 2 pacientes
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Tabla 55: Tamafio tumoral en relacion con la SG en pacientes no metastasicas tratadas con antracilinas

Tamafo
Tumoral

25 7 73.9%(53-94.8) 1235 ()
51 19 786%(66.1-91.1) | 1325639-201) | P00
8 6 45%(8.2-81.8) 57.5(40.3-74.7)

Diferenciacion
tumoral

87%(72.7-100) 123.5(93.1-153.9)

67%(52.7-81.3) 97.5(28-167)

Se desconocen los datos de grado tumoral de 10 pacientes

Tabla 57: RH en relacion con SG en pacientes no metastasicas tratadas con antraciclinas

Receptores
Hormonales

71.5%(54.6-88.3) 77.5(25.6-129.4)

81.2(68.3-94.1) 132.5(78-186.9)

Se desconocen los datos de receptores hormonales de 3 pacientes

Tabla 58: Expresion de HER2 en relacion con SG en pacientes no metastésicas tratadas con antraciclinas

Expresion de
HER2

83.2%(71.64-94.76) 132.5(84.9-180)

p=0.006

20 10 63%(41.1-84.9) 71.5(47.6-95.3)

Se desconocen los datos de HER2 en 13 pacientes
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En el anélisis univariante, solamente XRCC3 Thr241Met, el tamafio tumoral y la expresién
de HER2 alcanzaron un nivel de significacion de p<0.05. Variables pronosticas como la
afectacién de los ganglios axilares, el grado tumoral o la expresidn de receptores hormonales no

alcanzaron la significacion estadistica, con valores de p=0.2.

En el andlisis multivariante, tanto XRCC3 Met241Met como el tamafio tumoral se
mostraron como factores de riesgo independiente en nuestra serie (p=0.05 en el caso de XRCC3

Met241Met y p=0.03 para el tamafio tumoral).

El Hazard Ratio para XRCC3 Met241Met es 0.15 (IC95% 0.02-0.99), mientras que para el

tamano tumoral >5cms es de 1.8 (1.059 a 3.492)

Surpervivencia Global (SG) XRCC3Thr241Met
1’0—- +—+—H =i
XRCC3 241Met/Met 60-meses SG 100%
$
=
K]
2
§
=]
®
@
e
c
o
e
o
a
3 - | ”
o 0,21 . XRCC3 241 Thr/Met+Thr/Thr 60-meses SG 69% (C1-95% 58-82)
0,11
0,0 T T * T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Pacientes Tiempo (meses)
en Riesgo 13 13 9 4 3 2 2 1 0
Eventos 0 0 0 0 1 1 1 1 1
Pacientes
en Riesgo 71 67 49 24 16 14 3 3 0
Eventos 0 4 13 21 26 27 32 32 32

Figura 26: SG de las pacientes tratadas con antraciclinas en adyuvancia segun las variantes de XRCC3Thr241Met
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3.1.3.3. Pacientes tratadas con antraciclinas en adyuvancia y neoadyuvancia, excluyendo
aquellas que recibieron taxanos.

La adicion de taxanos, con diferentes pautas y secuencias, a los esquemas con
antraciclinas, ha demostrado un beneficio adicional en la supervivencia de las pacientes con
cancer de mama'9".1%2, Para honmogeneizar la muestra y tener una idea mas precisa de lo que
podrian suponer las diferentes variables polimérficas del estudio en la respuesta a las
antraciclinas, se realizd el andlisis de supervivencia excluyendo las 19 pacientes que recibieron
tratamiento adyuvante o neoadyuvante con derivados del tejo. EI tamafio muestral se reduce con

esto a 65 pacientes.

3.1.3.3.1. Supervivencia Libre de Enfermedad

El55.8% (IC 44.2-67.6%) de las pacientes seguia libre de enfermedad a los 60 meses. La

mediana de supervivencia fue de 69.5 meses (IC 44.5-94.45).

En la tabla 59 se presentan las diferentes variables de los polimorfismos del estudio en
relacion con la SLE de este grupo de pacientes. Unicamente XRCC1 mostré alguna asociacion,
presentando las pacientes Arg/Arg una SLE que practicamente duplica la de las pacientes con las
formas Arg/Gln o GIn/GIn (p=0.021).

Tabla 59: SLE en relacion con XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met en pacientes
tratadas con antraciclinas y sin taxanos an adyuvancia y neoadyuvancia.

Genotipo

25 1| 64.2%(47.1813) 1.5 (‘1‘?'92%
40 26| 50.5% (35.5-65.5) :
o5 e 63.5 (30.7-96.3)
21 6| 852%(69.7-965) | 84.5(68.39-1006) |  p=0.021
44 31| 43.9% (29.2-58.6) 425 (22.3-62)
65 37
9 3 78.8% (53.4-100) . 0410
gg 2471 51.7% (39-64.4) | 63.5 (44.5-94.4) p=C.
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Entre los factores prondsticos clasicos, solamente la afectaciéon ganglionar axilar y el
tamafio tumoral mayor de 5 cms (p<0.0001 en ambos casos) tienen impacto sobre la SLE en esta
serie (Tablas 60 y 61). Las diferencias que se observan respecto al grado tumoral, y la expresion
de receptores hormonales y de HER2 no alcanzan la significacion estadistica (p=0.327, p=0.311,

p=0.721, respectivamente).

Tabla 60: Afectacion axilar en relacién con SLE en pacientes tratadas en neo/adyuvnacia con antracilinas y sin taxanos

Afectacion
axilar

78.9%(62.5-95.3)
P<0.0001

41.8%(26-57.7) 41.5(18.9-64.1)

No se dispone de los datos de afectacion ganglionar axilar de 2 pacientes

Tabla 61: Tamario tumoral en relacion con SLE en pacientes tratadas en neo/adyuvnacia con antracilinas y sin taxanos

Tamafio
Tumoral

21 8 68%(46.9-89.2) -
39 22 58%(42.3-73.3) | 695 (47.2:91.8) | P<0.0001
5 5 0% 10.5(0.5-20.95)

No se dispone de los datos del didmetro tumoral en 5 pacientes

En el andlisis multivariante XRCC1Arg399GIn perdi6 la significacion como factor
pronostico independiente (p=0.206) mientras que el tamafio tumoral y la afectacion ganglionar la
mantuvieron (p=0.011, p=0.040). La Hazard Ratio para el tamafio tumoral >5 cms fue de 2.91
(1C95% 1.26-6.3) y de 2.91 (IC 95%: 1.05-8.05) para la positividad ganglionar, para XRCC1AGIn
399GIn fue de 2.24 (IC95%: 0.65-7.91).
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3.1.3.3.2. Supervivencia Global

Durante los 60 meses del seguimiento, fallecieron 17 pacientes, con lo que la SG a 60
meses fue de 72.9% (IC 62.1-83.7). La mediana de SG fueron 97.5 meses (IC 54.89-140.1)

En la tabla 62 se recogen los datos de SG en relacion con los polimorfismos del estudio. El
100% de las pacientes con XRCC3Met241Met estaban vivas a los 5 afios, frente al 68% de las que

presentaban cualquiera de las otras dos variantes.

Tabla 62: SG en relacion con XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn y XPDLys751GlIn en las pacientes tratadas en
neo/adyuvnacia con antraciclinas y sin taxanos.

Genotipo

60.3% (39.6-81) | 123.5 (46.6-200.3)
40 20 | 79.5 %(64.8-94.2) | 129.5 (88.1-170.8)
65 31
21 6 | 78.5% (58.9-98.1) | 1465 (34.2-258.8) p=0.457
44 25 | 70.2% (56.5-83.9) |  93.5(49.1-137.8)
65 31
9 1 100% (-) - p=0.038
56 30 | 69.3% (54.8-81.4) | 935 (54.7-132.3)
65

En cuanto a los factores pronosticos clésicos, solamente el tamafio tumoral y la
sobreexpresion de HER2 demostraron una significacion estadistica (p=0.003 y 0.03,
respectivamente) (tablas 63 y 64). La afectacion ganglionar axilar que se habia mostrado
significativa par la SLE no lo es en cuanto a SG a 60 meses (p=0.222). De nuevo, no se detectd
ninguna diferencia en funcién del grado histologico y de la expresion de receptores hormonales del
tumor (p=0.726 y p=0.43). (Tabla 65)
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Tabla 63: Tamafio tumoral y SG en pacientes tratadas con antracilinas y sin taxanos en esquemas neo/adyuvantes

Tamafio
Tumoral

69.6%(46.3-92.9)

123.5 (47.7-199.3)
39 16 |  80.1%(66.8-66.8) | 132.5(63.7-201.3) |  p=0.005

5 5 20%(0.5-55.1) 50.5(18.3-82.7)

No se dispone de los datos del didmetro tumoral en 6 pacientes

Tabla 64: Expresion de HER2 y SG en pacientes tratadas con antraciclinas y sin taxanos en esquemas neo/adyuvantes

Expresion
deHER2
37 13 82% (68.7-95.3) 132 (85-179.8)
p=0.030
15 8 66.7% (42.8-90.6) 71.5 (47.5-95.5)

Se desconocen los datos de HER2 en 13 pacientes

Tabla 65: Afectacion axilar y SG en pacientes tratadas con antracilinas y sin taxanos en esquemas neo/adyuvantes

Afectacion
axilar

75.8%(59-92.6)

p=0.222
39 24 70.5%(55.8-85.2) 93.5(78.5-108.4)

No se dispone de los datos de afectacion ganglionar axilar de 2 pacientes

El andlisis multivariante se realizd nuevamente mediante regresion de Cox. Todas las

variables perdieron la significacion estadistica en este andlisis, incluyendo XRCC3M (p=0.052).
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3.2. PACIENTES CON ENFERMEDAD METASTASICA

En 14 pacientes la enfermedad estaba ya diseminada en el momento del diagnéstico y
otras 63 desarrollaron metastasis a lo largo del periodo de seguimiento. El 37% de estas 77
pacientes seguia con vida a los 60 meses de ser diagnosticadas las metastasis (IC:25.6-48.4), por
lo que la supervivencia global desde el diagnostico de las metastasis (SGu) fue de 49 meses
(1C:38-60).

Se considera que las pacientes con metastasis de localizaciéon Osea, ganglionar, o
dérmicas, que expresan receptores hormonales, son HER2 negativas y que se presentan con
intervalo libre de enfermedad de al menos 2 afios tienen mejor pronéstico®. En las tablas 66 a 69

se muestra el impacto de estos factores prondsticos en la SGu de nuestra muestra.

Tabla 66: SGM a los 60 meses en relacion con la localizacion de las metastasis

Localizacion de
metastasis

34 %(18.7-49.3) 49 (35.8-62.2)

p=0.816

33 2 41.1% (23.9-58.3) 52 (26.4-77.6)

No hemos encontrado diferencia en la SGu de las pacientes que inicialmente presentaron
metastasis Oseas, dérmicas o ganglionares respecto a aquellas que las presentaron en otras

localizaciones como higado o pulmén (Tabla 66)
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Tabla 67: SGu a 60 meses en relacion con el Intervalo Libre de Enfermedad (ILE) en pacientes metastasicas

45.1%(28.2-62) 52(36-68)

29.7%(14.8-44.6) 35.5(21.7-49.3)

Aunque las pacientes que desarrollaron metastasis pasados dos afios tienen mayor SGu,
la diferencia no alcanza la significacion estadistica, probablemente debido a la dispersion de los
datos (Tabla 67)

Tabla 68: SGu a 60 meses en pacientes metastasicas en relacion con la expresion tumoral de RH

Receptores
Hormonales
(RH)

31%(8-54) 48(20.11-75.6)

42.3%(26.8-58) 56.5(37.9-75.1)

Se desconocen los datos de expresion de RH de 4 pacientes

La tabla 68 recoge los datos de SGwu en relacion a la expresion de receptores hormonales
en el tumor primario. Aunque los tumores con RH positivos tienden a asociarse con una mayor

supervivencia, la diferencia no alcanza la significacion estadistica (p=0.035).

La SGw a 60 meses en las pacientes con tumores HER2 negativos es mayor (38.4% vs
30.9%). La diferencia roza la significacion estadistica (p=0.058), que nuevamente se ve afectada
por la dispersidn de los datos y por el hecho de que se desconocen los datos de expresion de
HER?2 en el 35.8% de los casos.
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Tabla 69: SG a 60 meses en pacientes metastasicas en relacion con la expresién de HER2.

Expresion de
HER2

38.4%(20.4-56.4) 52(38-66)

30.9% (6.2-55.6) 31(16.4-45.6)

Se desconocen los datos de expresion de HER2 de 25 pacientes.

En la tabla 70 se muestran los datos de SGm en funcién de los polimorfismos
XPDLys751GIn, XRCC1Arg399GIn y XRCC3Thr241Met.

Tabla 70: SGu a 60 meses en pacientes metastasicas en relacion con los polimorfismos XPDLys751GIn, XRCC1Arg399Gin y
XRCC3Thr241Met.

Genotipo

o (0)-
27 21 12 /gﬁf’(ggg) 47(31.9-62.1) 0051
50 38 7ol 56.5(38.5-74.5) p=.
62.4)

77
23 17 | 436%(22-652) |  55(38.8-712) 0763
54 42 | 3440211-477) | 4350259.61.1) | PO
77

0 -
10 7| 963%R273 48(32.8-63.2) i
67 52 831 785(8a-1486) | P07
o 33%(20.8-45.2) ' :
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XRCC3 Thr241Met, XRCC1 Arg399GIn, XPDLys751GIn son Thrs de los polimorfismos
presentes en genes reparadores del ADN mas ampliamente estudiados, debido a su frecuencia en
la poblacién general y a que inducen un cambio en la funcionalidad de la proteina. Si bien se han
analizado en relacion al riesgo de desarrollar numerosos tumores solidos, hematolégicos e incluso
patologias no tumorales, su posible implicaciéon en la respuesta individual al tratamiento es

practicamente desconocida.

En este trabajo, hemos pretendido analizar el papel de XRCC3 Thr241Met, XRCC1
Arg399GIn, XPDLys751Gln en el cdncer de mama, no solo en cuanto a su aportacion al riesgo de
desarrollar este tipo de tumores, sino también en cuanto a la posibilidad de que estos
polimorfismos afecten a la edad de presentacion de tumor, o a la respuesta al tratamiento habitual.
Para ello lo hemos dividido en dos partes: la primera de ellas es un estudio de asociacién en casos
y controles, mientras que la segunda es un analisis radio y farmacogendmico en la cohorte de

pacientes con cancer de mama.
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1. ESTUDIOS DE ASOCIACION EN CASOS Y CONTROLES

Tal y como se ha sefialado, en esta primera parte pretendemos analizar si existe alguna

relacion entre los polimorfismos de nuestro estudio y el riesgo de desarrollar cancer de mama.

Existen varios mecanismos para “ratrear” los genes que subyacen a patologias frecuentes,
y pueden recogerse en dos grandes grupos: los estudios de gen candidato y los que exploran todo
el genoma, conocidos como estudios de genotipado masivo 0 GWAs (Genome Wide Association
studies). Los estudios de asociacion en casos y controles como el nuestro se incluyen dentro de la
primera categoria, mientras que los mapas de ligamiento y los cada vez mas utilizados GWAs se

incluyen en la segunda’®,

Los estudios de asociacion en casos y controles comparan la frecuencia de los alelos o
genotipos de un polimorfismo en ambos grupos. Tienen la ventaja de que son baratos y tienen
poder estadistico suficiente para detectar a variantes de baja pentrancia, por lo que han sido y adn
son la estrategia mas empleada para caracterizar la aportacion de uno o varios genes a una
enfermedad. Estos estudios son adecuados cuando se tiene una hipotesis bioldgica o cuando se
ha identificado un gen candidato mediante estudios de ligamiento. Se consideran un método de
estudio eficaz para establecer las variantes genéticas que subyacen a las patologias complejas o
poligénicas. Por otro lado, los avances tecnoldgicos han permitido que estos estudios cedan
terreno en favor de los GWASs, en los que se rastrea todo el genoma buscando SNPs que puedan

estar asociados a una patologia dada, pero sin necesidad de una hipotesis bioldgica previa. 93

La critica que se hace a los estudios de asociacion en casos y controles es que con
frecuencia sus resultados no pueden ser replicados y las asociaciones que se observan son por lo
tanto espureas. Se ha sefialado el pequefio tamafio muestral como la principal causa de esta
discrepancias, dado que la mayoria de los estudios incluyen entre 100 y 500 sujetos, y por lo tanto,
carecen de poder estadistico suficiente. Esto ha tratado de solventarse con la realizacién de meta-
analisis que incluyen todos los estudios publicados para un determinado SNP, aumentando asi el
tamafio muestral y la consistencia de los resultados. Pero ademas, estos analisis sistematicos han

puesto de manifiesto, que los diferentes resultados vertidos por unos y otros estudios obedecen
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en muchos casos a que se han realizado en individuos de etnias diferentes, sugiriendo que los
polimorfismos que modifican el riesgo de un tipo de cancer en un grupo étnico podrian carecer de
significado en otro. También se ha observado que en muchos de estos estudios, los grupos caso y
control no son comparables para factores que pueden ser muy relevantes en el desarrollo de una
patologia concreta, como la edad, sexo, raza, etcétera, de modo que las diferencias observadas
entre uno y otro grupo no guardan relacion con la enfermedad sino con estas otras variables, o
que hace que los estudios sean dificiimente reproductibles. Otra fuente de error, ademas de la
realizacion de multiples sub-analisis o de anélisis de subgrupos, que pueden conducir a resultados
falsamente positivos, es el sesgo de publicacion, ya que los estudios con resultados negativos

muchas veces no se publican?93 194,195,

Una vez expuestas las limitaciones de los estudios de asociacion en general, sefialaremos
que nuestra muestra es homogénea en cuanto al grupo étnico y al sexo, ya que todos los
individuos del estudio son mujeres caucasicas. La muestra para este andlisis consta de 174
mujeres diagnosticadas de cancer de mama y como grupo control, 300 mujeres que no habian
presentado ninguna forma de cancer en el momento en que fueron incluidas en el estudio.
Ademas, las 174 pacientes fueren pareadas por edad (+3 afios) con 174 controles, mientras que
las 126 restantes, con edades comprendidas entre los 20 y los 98 afios, estan Unicamente
pareadas en funcion del sexo y la etnia. Sin embargo, es probable que el tamafio de nuestra
muestra (174 casos y 300 controles) sea insuficiente para detectar algunas diferencias en las

frecuencias de los alelos en ambos grupos.

Otra carencia de nuestro estudio es que a la hora de seleccionar los controles, no se
tuvieron en cuenta variables que pueden interferir en el riesgo de desarrollar cancer de mama,
como la duracion del periodo fértil, paridad, etc. Destacaremos sin embargo, que de todos las
publicaciones revisadas en las que se analizan variantes polimérficas de los genes XRCC3, XPD y
XRCC1 en relacién con el cancer de mama, solamente Shore et al'% estratificaron ambos grupos
por edad, estado menstrual, menarquia, paridad, toma de anticonceptivos, terapia hormonal
sustitutoria, ingesta de alcohol, BMI e historia familiar de cancer de mama, factores de riesgo para
el cancer de mama. En el resto, casos y controles estaba unicamente pareados en funcion del

sexo Y la edad y/o estatus hormonal97-200,
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1.1. XRCC3 Thr241Met, XRCC1 Arg399GIn, XPDLys751GIn como modificadores del
riesgo de cancer de mama

Los tres SNPs de nuestro estudio producen un cambio de amindacido que conlleva una
alteracion en la funcién de la proteina, de modo que los individuos portadores de las variantes
polimérficas presentan una capacidad de reparacion del ADN disminuida.34.136,151,152,164,166,201-206
XRCC3 Thr241Met, XRCC1 Arg399GIn, XPDLys751GIn han sido analizados en relacion con
muchos tumores sélidos y hematoldgicos, incluido el cancer de mama, con resultados muchas
veces contradictorios, debido, probablemente, a las limitaciones de los estudios de asociacion
anteriormente expuestas’5.198.207-20 Pero también es posible que estos estudios no sean
comparables debido a que los mecanismos de reparacién presenten algun tipo de especificidad
tisular, no elucidado hasta la fecha, con lo que los polimorfismos tendrian distinto significado en los

distintos tumores, lo que explicaria la disparidad de los resultados.

XRCC1 es una proteina fundamental para la reparacién mediante escisién de bases (BER).
La interaccion de XRCC1 y su sustrato facilita la unién del resto de factores de los complejos
reparadores y regula la actividad de varias encimas, como la poli-ADPribosa polimerasa1 (PARP1)
y la ligasa lll. Por otro lado, el factor de transcripcion E2F1 regula a XRCC1 y promueve la
reparacion del ADN'31, El polimorfismo Arg399GIn se localiza junto a la region BRCT1, lugar de
union de PARP1, y la sustitucion de Arginina por Glutamina condiciona un cambio en la
conformacion tridimensional de la proteina'* lo que produce una disminucién de su capacidad
reparadoras1.166.201-203  qunque no esta claro si esta pérdida de funcién se debe a la incapacidad

para unirse a PARP1 o a otro mecanismo

Se ha realizado numerosos estudios de casos y controles para tratar de establecer una
posible asociacién entre XRCC1Arg399GIn y el cancer de mama, pero los resultados han sido muy
dispares, lo que no permitia extraer una conclusion definitiva. Recientemente se han publicado tres
meta-analisis, en los que GIn/GIn se asocia mayor riesgo de cancer de mama, mientras que
Arg/Arg es mas frecuente en el grupo control37.141221 Estos tres estudios también coinciden en al
demostrar que esta asociacion es mas fuerte en poblacién asiatica (OR=1.49137,1.59141 'y 1.26221
que en la poblacion caucasica (OR=1.08)221, Nuestros resultados son consistentes con estos tres

meta-analisis ya que encontramos que Arg/Arg es mas frecuente en el grupo control mientras que
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Arg/GIn y GIn/GlIn lo son en entre las pacientes con cancer de mama (p=0.002, OR=1.96, 1C95%

1.3-3). En nuestra serie, el alelo mutado se asocia a un aumento del riesgo de cancer de mama.

XRCC3 Thr241Met supone el cambio de Treonina, un aminodacido hidréfilo con un grupo
hidroxilo por uno hidrofébico con un grupo metil-sulfuro, Metionina,?22 lo que se traduce en una

disminucion de la funcion de la proteina y una merma en la capacidad celular de reparar los dafios
del ADN136.151,152,166,201,202,204,206

En nuestra serie, no hemos encontrado ninguna diferencia en la frecuencia de los dos

alelos de XRCC3 Thr241Met entre el grupo de casos y controles (p=0.670).

Se han publicado maltiples estudios tratando de establecer una posible asociacion entre
XRCC3 Thr241Met y el riesgo de desarrollar cancer de mama, nuevamente con resultados
contrapuestos, por lo que una vez mas, se recurrié al meta-analisis. En el que realizaron Han et
als3 se incluyeron 48 estudios de casos y controles en los que se analizaba XRCC3Thr241Met en
relacion con el riesgo de desarrollar diferentes neoplasias. Se incluyeron 24975 individuos con
cancer, no solo en la mama sino en cualquier localizacién y 34209 controles, encontrando que
aquellos que homocigotos para el alelo Met, tenian mas riesgo de desarrollar cualquier tipo de
tumor (p= 0.008, OR=1.07 1C95% 1.02-1.13) y particularmente, cancer de mama (p=0.0004,
OR=1.14, 1C95% 1.06-1.23). Lee et al'" analizaron los datos de 12 estudios que comprendian en
total 574 casos de cancer de mama y 502 controles, encontrando que el alelo Met se asociaba a
un incremento del riesgo, de modo que tanto Met/Met como Met/Thr se asociaban con mayor
frecuencia a cancer de mama (OR=1.08, 1C95% 1-1.17). Economopoulos et al??® realizaron un
metaanalisis con 23 estudios donde se incluyeron 20791 pacientes con cancer de mama y 22237
controles, encontrando que las mujeres Met/Met presentaban mayor riesgo de cancer de mama
(OR=1.073, 1C95% 1.010-1.140), aunque esta diferencia se observaba Unicamente en las mujeres

de origen no asiatico.

XPD interviene en la reparacidn por escisién de nucleétidos y forma parte del complejo de
transcripcion BTF2-TFIIH. El cambio de Lisina por Glutamina en la posicién 751, se traduce en un

cambio conformacional de la proteina®® y una disminucién de su capacidad reparadora

136,151,201,203
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En nuestro estudio, no hemos encontrado ninguna relacion entre la frecuencia de los
alelos de XPDLys751GIn y cancer de mama (p=0.944). De nuevo, los resultados de los estudios
que analizan una posible relacion entre XPDLys751GIn y cancer de mama, son discodantes?24-229,
En un reciente metaanalisis para tratar de elucidar el papel de esta variante, Jiang et al?30
incluyeron 21 estudios con un total de 11362 casos y 10622 controles. Encontraron que el alelo
Gln se asociaba a un incremento del riesgo de cancer de mama de 1.05 (IC95% 1-1.11) en

mujeres caucasicas, pero no en asiaticas o afroamericanas (p=0.28).

Por lo tanto, los meta-andlisis publicados hasta la fecha han encontrado que XRCC1
399GlIn/GIn, XRCC3 241Met/Met y XPD751GIn/GIn se asocian a aumento del riesgo de cancer de
mama en mujeres caucasicas, si bien la magnitud de este impacto es pequefia (OR=1.08, 1.07 y
1.07, respectivamente), y nuestro estudio no es capaz de detectarlo, excepto en el caso de
XRCC1. Se trataria por lo tanto, de variantes de muy baja penetrancia que para incrementar el
riesgo de cancer de mama, precisan de la conjuncion de otros factores con los que interactuan o a

los que, posiblemente, modulen.

1.2. XRCC3 Thr241Met, XRCC1 Arg399GIn, XPDLys751GIn en relacién con la edad

La acumulacion progresiva de errores en el ADN y en los cromosomas conduce
generalmente a la senescencia y muerte de la célula, pero también puede inducir la transformacion
tumoral y la inmortalidad celular206231, En las células y en los organismos se observa una
acumulacion de lesiones en el ADN asociadas la pérdida gradual de funcionalidad y al
envejecimiento?32, Si bien las bases moleculares de este fendomeno no estan del todo claras, estas
lesiones podrian interferir con la transcripcion y detener la replicacion, lo cual desencadenaria la
muerte 0 la senescencia celular, conduciendo al envejecimiento233.234, Al mismo tiempo, esta
misma acumulacion de errores en el ADN es también el origen y la caracteristica principal de los

tumores. El cancer y el envejecimiento son por lo tanto, las dos caras del dafio al ADN23,
El aumento en la incidencia de cancer que se produce a medida que envejecemos se

relacionaria con el acimulo de lesiones y la diminucion o perdida de la capacidad reparadora

intrinsecos al proceso de envejecimiento206.236, Pero dado que no todos los individuos al envejecer
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desarrollan un cancer, cabria pensar que aquellos individuos con mejor capacidad de reparar el

ADN podrian ser mas longevos y, en caso de desarrollar un tumor, hacerlo a edades mas tardias.

1.1.1.  Grupo Control

Si, como hipotetizamos, los individuos con mejor capacidad de reparacién alcanzan
edades mas avanzadas sin desarrollar tumores, cabria esperar que dentro del grupo control los
alelos asociados a mejor capacidad de reparacion fuesen mas frecuentes en las ancianas que en
las mujeres jovenes. Aquellas mujeres con los alelos menos funcionales tendrian mas
posibilidades de desarrollar alguna forma de cancer a lo largo de su vida y por lo tanto,
abandonarian el grupo control. De este modo, el subgrupo de mujeres que alcanza las Ultimas
décadas de la vida sin cancer, estaria enriquecido con las variantes con mejor capacidad de

reparacion.

Con este proposito, junto a las 174 mujeres sanas pareadas por edad con los casos se
incluyeron otras 126, de entre 20 y 98 afos, de modo que de las 300 mujeres del grupo control, 25

eran menores de 35 afos (8.3%) y 55 eran mayores de 80 afios (18.3%).

En nuestro estudio, encontramos que en el grupo control los alelos silvestre y mutado de
los tres polimorfismos presentan frecuencias similares en todos los grupos de edad, sin que se
observe ninguna diferencia entre jévenes y ancianas, lo cual, anula nuestra hipétesis. EI mismo
resultado obtuvo Kazimirova2%4, que analiz6 varios polimorfismos en genes reparadores de ADN en
dos poblaciones sanas, una entre los 20-25 afios y la otra entre 60-70 encontrando que no habia
diferencia en la distribucion de los polimorfismos, si bien, el grupo de mayor edad, presentaba
mayor acumulo de aberraciones cromosomicas que los jovenes. Esta acumulacion de alteraciones
geneéticas en los individuos ancianos, incluso en aquellos que portan los alelos con mejor
capacidad de reparacion podria deberse, a que con la edad, se produjese un silenciamiento
epigenético de los genes reparadores236.237, De ser asi, el aumento de la incidencia de cancer con
la edad guardaria mas relacion con el propio fenémeno de envejecimiento que con la capacidad de
reparacion del ADN que heredamos con el genotipo.

El hecho de que no haya diferencias en la frecuencia de los alelos entre las mujeres

jovenes y ancianas, indica que la mayoria de las portadoras de los alelos con peor capacidad de
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reparacion probablemente no desarrollaran ningun cancer a lo largo de su vida, debido a la baja

penetrancia de estos polimorfismos, tal y como se vio anteriormente.

1.1.2. Casos

En nuestro estudio encontramos que las pacientes portadoras de la variante XPD
751Lys/Lys habian sido diagnosticadas a edad mas tardia que aquellas que portaban los alelos
Lys/GIn o GIn/GIn (65.5 vs 58.5 y 58, respectivamente), p=0.001, OR=3.52 (IC95% 3-5.44),
diferencia que se mantiene cuando se analizan en funcién del estatus hormonal al diagnéstico,
donde Lys/Lys es mas frecuente entre las mujeres diagnosticadas con cancer de mama tras la

menopausia y Lys/GIn + GIn/GIn entre las premenopausicas.

Tal y como se ha expuesto previamente, XPD751GIn se asocia a una menor capacidad de
reparacion del ADN si bien, en nuestro estudio no hemos encontrado que se asocie con un mayor
riesgo de cancer de mama y el meta-andlisis de Jiang et al?30 mostr6 que esta variante se
asociaba a un riesgo de cancer de mama de 1.05. Pero si bien XPD751GIn no incrementa per se
el riesgo de forma significativa, es posible que actue modulando a otros factores lesivos al permitir
que las células acumulen lesiones en su material genético que conduzcan al desarrollo de un

tumor de una forma méas temprana.

Esta hipdtesis podria explicar también lo que observamos para XRCC1Arg399Gin y
XRCC3Thr241Met. La mediana de edad de las pacientes portadoras de los alelos con mejor
capacidad de reparacién (XRCC1399 Arg y XRCC3 Thr) es superior, si bien, no se alcanza la
significacion estadistica (XRCC1 399: Arg/Arg 62.5 afios vs GIn/GIn59.5, p=0.645; XRCC3 241:
Thr/Thr 62.5 vs Met/Met 58.5 p=0.389).

Nuestros resultados para XPD751GIn contradicen los de otros autores que han analizado
polimorfismos en los genes de reparacién en relaciéon con estatus hormonal y/o la edad de
diagndstico del cancer de mama, siendo todos ellos negativos'96-199.221 Solamente Han et al2%0
observaron, al igual que nosotros, que las mujeres que portadoras de una o mas variantes de
riesgo en los genes que intervienen en la reparacién del ADN, tienen mas riesgo de desarrollar

cancer de mama precoz, antes de la menopausia. Silva et al23 encontraron una asociacion entre

129



Discusion

cancer de mama y XRCC1399GiIn, pero solo entre aquellas mujeres que habian alcanzado la

menopausia después de los 55 afios.

El estudio de Silva et al es el unico que estratifica a las mujeres en funcion de la edad en la
que alcanzaron la menopausia, mientras que todos los demas dicotomizan la muestra atendiendo
al estatus hormonal en el momento del diagnostico, sin tener en cuenta a qué edad alcanzaron la
menopausia. La accion carcinogénica de los estrogenos no solo se debe a induccion de la
proliferacion celular, sino también mediante dafio directo al ADN y el tiempo de exposicion a los
mismos, se ha relacionado con la incidencia de cancer de mama. Cuando los diferentes autores
analizan la incidencia de cancer de mama en pre o postmenopausicas en relacién con variantes de
reparacion del ADN generalmente tratan de establecer si esos polimorfismos reparan mejor o peor
las lesiones secundarias a estrégenos. En tal caso, se deberia hacer una recogida exhaustiva de
todos aquellos factores que determinan la exposicion a estas hormonas, tales como edad de la
menarquia, menopausia, factores reproductivos, etc. La falta de estos datos, hace que las
conclusiones de estos estudios deban tomarse con cautela. Sin el anélisis de estas variables es
posible que, cuando hablamos de cancer en mujeres pre o postmenopausicas, no estemos
refiriéndonos a una medida del dafio mediado por estas hormonas, sino estableciendo Unicamente
un punto de corte arbitrario, entorno a los 45-55 afios para el analisis de todos aquellos factores
que concurren con la exposicion estrogénica, como los contaminantes ambientales, o el propio

envejeci m ient0204,206,237,239,240_
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2. ANALISIS RADIO Y FARMACOGENOMICO DE LAS VARIANTES XRCC3Thr241Met,
XRCC1Arg399GIn, XPDLys751GIn EN CANCER DE MAMA

La segunda parte de este trabajo, es un estudio retrospectivo de la cohorte de enfermas
con cancer de mama en el que se analiza la asociacion entre estos polimorfismos y la respuesta a
los tratamientos radio y quimioterapicos, especialmente en relacion con el tratamiento adyuvante

basado en antraciclinas.

El tamafio muestral (150 pacientes, de las que 84 recibieron tratamiento con antraciclinas)
puede ser insuficiente para extraer conclusiones definitivas, pero puede entenderse como un
estudio exploratorio que sin duda deberia seguirse de uno de mayor tamafio y, si fuera posible,
prospectivo. Por otro lado, la mayoria de estudios publicados hasta la fecha que analizan estos
polimorfismos en relacion con la respuesta al tratamiento de diferentes tumores sélidos incluyen

entre 55y 175 pacientes.

Para nuestro estudio, se incluyeron pacientes que estaban siendo atendidas en nuestras
consultas externas entre diciembre de 2003 y febrero de 2004 y que habian sido diagnosticadas
con cancer de mama entre enero de 1990 y febrero de 2004. Somos conscientes de que en el
caso de las pacientes mas antiguas existe un sesgo de seleccidn, si bien la mayoria de las

pacientes fueron diagnosticadas entre 2003 y 2004.

La mayoria de las pacientes de nuestra serie (70%) presentaron un CDI, grado II-lll, y
fenotipo luminal. Debido al tamafio tumoral y a la afectacion ganglionar, el 64% fueron
diagnosticadas con un estadio Il. La SG de las pacientes no metastasicas fue del 84.2%, con una
mediana de 140.5 meses (IC95% 108-172). La expresién de HER2 no se determind en el 27% de
la muestra, debido sobre todo a los casos mas antiguos, ya que a partir del afio 2000 comenz6 a
estudiarse como factor pronéstico, pero no ha sido hasta la introduccién del trastuzumab en la
practica clinica cuando su determinacion se ha comenzado a hacerse en todos los casos de forma

sistematica.
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Hay que sefalar también el alto porcentaje de pacientes mastectomizadas (63%), de
nuevo debido a la antigledad de los casos, ya que no es hasta los estudios de Fisher y Veronesi
en 2002241242 que la cirugia conservadora seguida de radioterapia fue considerada practica

habitual por algunos profesionales.

54 pacientes de las 152 que recibieron tratamiento quimioterapico no recibieron
antraciclinas, sino CMF (7 pacientes metastasicas y 47 en adyuvancia). La mayoria, habian sido
diagnosticadas a principios de los afios 90, antes de los trabajos que demostraron el beneficio de
las antraciclinas en adyuvancia'’4175 pero en aquellas con un diagnéstico posterior se debe a que

eran pacientes de bajo riesgo, presentaban comorbilidad cardiaca o edad avanzada.

2.1. XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn y XPDLys751GlIn y radioterapia

Ya sea sola 0 en combinacién con cirugia y quimioterapia, la radioterapia constituye uno
del los pilares del tratamiento oncoldgico. En el caso del cancer de mama, es ampliamente
utilizada tras la cirugia conservadora, dado que reduce el riesgo de recurrencia local y la
combinacion de ambas se ha mostrado tan efectiva como la mastectomia, en términos de
superviviencia?4!, Su objetivo es el control local del tumor con el menor dafio posible sobre el tejido
sano circundante y en este sentido, se han producido grandes avances en el campo de la RT que
han permitido que la gran mayoria de los pacientes la reciban sin demasiados efectos secundarios,
a pesar de lo cual, todavia un 10% presentan secuelas graves, debidas probablemente a la

susceptibilidad individual.

La variabilidad interindividual en el desarrollo de efectos adversos postRT es bien
conocida. Existe evidencia de que junto a los factores relacionados con el paciente como la edad,
el indice de masa corporal, el habito tabaquico u otros estilos de vida, estas diferencia que se
observan de paciente a paciente tienen también una base genética'48.178.179.243-246 | as primeras
observaciones se realizaron en individuos con mutaciones germinales heredadas en genes de
reparacion del ADN (Tabla 6). Estos pacientes, diagnosticados con Sindrome de Bloom, Sindrome
de Nijmegen, Ataxia Teleangiectasia o Anemia de Fanconi, presentan una alta predisposicion al
cancer, y con frecuencia desarrollan efectos secundarios severos tras RT247, Pero aunque estos

casos nos dan una nocién de la base molecular subyacente a la radiosensibilidad, la escasa
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frecuencia de estas mutaciones (<0.1%) no permite explicar lo que se observa en la clinica. Se
penso entonces que la sensibilidad a las radiaciones ionizantes podria estar en relacion con la
interaccién de numerosos polimorfismos de baja penetrancia en genes participantes en diferentes
vias celulares como la apoptosis, inflamacién, o la reparacién del ADN. La identificacién de estos
polimorfismos es importante porque podrian utilizarse como biomarcadores para predecir la

respuesta del tejido normal al tratamiento radioterapico248.249,

La radiacion ionizante ejerce su efecto citotoxico mediante el dafio que induce en ADN,
principalmente roturas de cadena doble y sencilla, pero también mediante las alteraciones que los
radicales de oxigeno producen en las bases nitrogenadas. Por esta razon se cree que las vias de
reparacion del ADN deben ser uno de los mecanismos mas importantes para defender a la célula
de la radiacion ionizante y los polimorfismos que alteran la capacidad funcional de estos genes
pueden ser uno de los grandes determinantes de las diferencias interindividuales que se observan
tanto en la respuesta al tratamiento como en el desarrollo de toxicidades. Puesto que las lesiones
que este tipo de radiacién produce en el ADN son muy diversas, todos los mecanismos de
reparacion (BER, NER, MMR y DSBR) han sido ampliamente estudiados en relacion con esta

modalidad de tratamiento.

Los efectos secundarios de RT se clasifican generalmente en agudos y tardios. Los
primeros son aquellos que se presentan durante o en los primeros 90 dias desde el fin del
tratamiento, mientras que los efectos tardios son los que se presentan tras meses o incluso afios
después de finalizado el tratamiento. Los efectos secundarios agudos afectan generalmente a
tejidos con un gran recambio celular, como es el caso de la piel o las mucosas, mientras que los
efectos secundarios aparecen en tejidos con un turnover mas lento. Los efectos agudos pueden
ser limitantes de dosis y pueden obligar a suspender un tratamiento administrado con intencién
curativa. Las reacciones cutdneas agudas pueden variar desde eritema y descamacién a necrosis
y lesiones ulcerosas. Las lesiones cutaneas tardias que incluyen fibrosis, atrofia, alteraciones de
la pigmentacion y teleangiectasias, se consideran progresivas e irreversibles. Hay estudios que
concluyen que las pacientes que presentan toxicidad aguda severa presentan mayor riesgo de

toxicidad tardia2s.
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Nosotros no hemos encontrado relacion entre el desarrollo de toxicidad aguda o cronica
tras el tratamiento con radioterapia y XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn o XPDLys751GIn.

Los estudios publicados hasta la fecha, presentan resultados muy dispares que no
permiten extraer conclusiones claras sobre el impacto de estos SNPs en la toxicidad cutanea
postradioterapia. En el caso de XPD Lys751GlIn, no se ha encontrado ninguna asociacion?47.251.252
mientras que para XRCC3Thr241Met, los resultados son mas diversos ya que si bien ambos alelos
han sido asociados a un mayor riesgo de fibrosis en algunos estudios?48.245.246248 otros no han

encontrado ningun tipo de asociacion247.252.253,

Tal y como se comento en la introduccion, varios estudios funcionales han demostrado que
las lineas celulares portadoras del alelo XRCC1 399GIn son mas sensibles a la radiacion
ionizante135-138,140254.255 que las portadoras del alelo Arg, por lo que este polimorfismo ha sido
ampliamente estudiado en relacion con la toxicidad secundaria a RT. Aunque la mayoria de los
trabajos han sido negativos,247252256-258 existen otros con resultados totalmente contradictorios.
Asi, Andreassen et al?*8 encontraron asociacion entre el alelo Arg y toxicidad cutanea tardia,
mientras que Giotopulos2® realiz6 la misma observacién pero para el alelo Gin, en vez de Arg.
Mullan et al mostraron que el alelo GIn se asociaba a mayor riesgo de toxicidad cutanea aguda,
pero Unicamente en combinacion con otros SNPs260, Por el contrario, este mismo alelo se asocid
con menor riesgo de toxicidad aguda en pacientes con indice de masa corporal (IMC) normal, pero

no en aquellos con elevado IMC?25!

Los resultados de todos estos estudios, por lo tanto, no son los suficientemente
consistentes como para concluir el posible papel de estos polimorfismos en la toxicidad por
radioterapia. Una vez mas, el principal motivo que se alega para estas discrepancias es el tamafio
muestral. La mayoria de los estudios comprenden menos de 500 pacientes lo que hace que
carezcan de poder estadistico para detectar el modesto impacto que estas variantes puedan tener
en la sensibilidad individual a la radioterapia?!. Actualmente esta en marcha el proyecto Gen-
PARE (Genetic Predictors of Adverse Radiotherapy Effects) que pretende caracterizar la
aportacién de polimorfismos en diferentes genes a la radiosensibilidad y por tanto optimizar e

individualizar el tratamiento RT de cada paciente?52,
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La negatividad de nuestros resultados puede deberse a que, efectivamente, no exista
asociacion entre estos SNPs y la toxicidad secundaria a RT, pero también puede deberse a que el
tamafio muestral es pequefo. A pesar de que 112 paciente recibieron RT, para el analisis de la
toxicidad aguda solo disponemos de los datos de 86, y de 91 en el caso de la toxicidad crénica.
Aquellos casos en los que la toxicidad aguda o cronica no estaba recogida en la historia clinica no
fueron considerados para el andlisis. Se pone asi de manifiesto otro problema: la subjetividad del
observador y los multiples observadores. Dado que las pacientes fueron atendidas por diferentes
médicos, es posible que existieran diferencias en la recogida de datos, no solo en cuanto a la

gradacion de la toxicidad, sino en cuanto a dejar constancia de la misma en la historia clinica.

Otro aspecto que se analizo es si estos polimorfismos guardan alguna relacién con el
riesgo de recaida local tras radioterapia. Si las células tumorales mantienen el genotipo germinal
para estos polimorfismos, es posible que aquellas mujeres portadoras de las variantes polimorficas
desarrollasen tumores con una capacidad de reparacion disminuida que no les permitiria reparar
las lesiones al ADN inducidas por la RT y por tanto el riesgo de recaida local seria menor.
Afortunadamente en nuestra serie sdlo 12 de las 112 pacientes que recibieron RT recayeron
localmente (10.7%). No hemos encontrado asociacién entre ninguno de los SNPs y la recaida
local, pero es posible que debido al escaso numero de eventos, aun existiendo una relacion,
nuestro estudio no sea capaz de detectarla. Por otro lado, no hemos encontrado en la literatura
que ningun autor haya comunicado alguna asociacion entre estos u otros SNPs en genes

reparadores y recaida local.

2.2.XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn XPDLys751GIn en relacion con el tratamiento
con antraciclinas en pacientes con cancer de mama temprano

Las antraciclinas se aislaron de Streptomices peucetius en la década de 1960 y se han
utilizado con éxito durante mas de 40 afios en el tratamiento de tumores solidos, leucemias y
linfomas. Su mecanismo de accién no esta completamente elucidado y aunque parece que su
accion citotoxica se debe, principalmente, a la inhibicion de la Topoisomerasa 11263 también se
implican fendmenos como la formacion de radicales libres y la peroxidacion de los lipidos264269, |a
unién al ADN, la formacién de cross-links y aductos265270272 o |a intercalacion en el ADN
impidiendo la replicacién y transcripcion del ADN273274 a mayoria de estos procesos producen
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roturas de doble cadena en el ADN que inducirian finalmente la muerte celular por

apotosi3270,275,276.

Las topoisomerasas son encimas capaces de modificar la topologia de los acidos nucleicos
sin alterar su secuencia y estructura. Intervienen en maltiples procesos que tienen lugar en el
nucleo como la replicacién, transcripcion, condensacion/descondensacién de los cromosomas
remodelado de la cromatina, recombinacion y reparacion del ADN. Para que las proteinas que
intervienen en estas funciones puedan acceder a la doble hélice es preciso que ésta esté
desenrollada. Las topoisomerasas guian y catalizan este proceso de apertura, para lo que inducen
una rotura transitoria del ADN que se repara una vez se ha desenrollado la doble hélice. Las
antraciclinas estabilizan el paso intermedio en el que la cadena de ADN estd cortada y
covalentemente unida a la topoisomerasa Il mediante residuos de tirosina, convirtiendo en

permanentes las roturas transitorias del ADN277.278,

DMA primasa

DMAligasa  Cebado
D MA polimerasa {Polg

Topoizomerasa

DA polirmerasa (Pold
Helicasa,

Froteinas de Linid
a Cadena Simple {ssh)

Figura 27: Mecanismo de accion de las topoisomerasas

A pesar del mejor conocimiento de los mecanismos de accion de las antraciciclinas y del
desarrollo de nuevos derivados mas activos y menos toxicos, se han producido escasos avances
en nuestra capacidad para seleccionar las pacientes con mayor capacidad de respuesta. En los

ultimos afios se ha discutido mucho sobre la expresion tumoral de topoisomerasa Il y la respuesta
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a antraciclinas y aunque algunos estudios concluyen que la amplificacién del gen de la
topoisomerasa se asocia a un mayor beneficio en el tratamiento de pacientes de cancer de mama
con antraciclinas?’9-282,  estudios recientes no han podido demostrar esta relaciéon283
Conceptualmente, es posible que la mayor expresion de Topoll se asocie con una mayor eficacia
de las antraciclinas, ya que la droga tendria mas sustrato sobre el que actuar, pero que las
técnicas que se emplean para determinar la expresion no sean las mas adecuadas y no se esté

determinado correctamente la expresion de Topoll283,

Los mecanismos de reparacion del ADN son imprescindibles para la supervivencia celular
y la reparacion del dafio originado por los agentes citotdxicos, supondrian un mecanismo de
resistencia a estos farmacos. Por el contrario, células deficientes en estos mecanismos de
reparacion serian mas sensibles a estas drogas. La dificulta estriba en caracterizar el mecanismo

de reparacion implicado en las lesiones por antraciclinas.

Si, como hemos visto, estos citotoxicos inducen principalmente roturas de doble cadena en
el ADN, la recombinaciéon homdloga tendria un papel clave en la sensibilidad a estos farmacos?84.
Spencer et al?85 demostraron que las lineas celulares con déficit de XRCC3, y por tanto con
capacidad de recombinacion homéloga defectuosa, son 6 veces mas sensibles a doxorrubicina, y
hasta 100 veces mas sensibles a su derivado, barminomicina que las células con los mecanismos
de recombinacion homologa intactos. En cambio, no observaron ninguna diferencia entre las
células deficientes en XRCC1 y las normales, lo cual tiene sentido dado que este gen interviene en
la reparacion por escision de bases (BER), mecanismo que en principio, no repara ni roturas de
doble cadena ni adductos de ADN, si bien, como se ha sefialado anteriormente, estas vias estan
muy solapadas. Por otro lado, tanto Spencer como Saffi28 observaron que las células con déficit
en XPD son mas sensibles al tratamiento con antraciclinas, lo que confiere a NER un papel

inesperado en la reparacion del dafio causado por antraciclinas.

Los estudios descritos se han realizado en lineas celulares con mutaciones deletéreas de
XPD, XRCC3 y XRCC1, sin que existan hasta la fecha estudios de sensibilidad a antraciclinas en
lineas celulares de cancer de mama con las variantes XPD751GIn, XRCC3 241Met y
XRCC1399GIn. Como se ha mencionado anteriormente, existen estudios funcionales y de

conformacion de proteinas?34151.164,166.201-203 que establecen que estas variantes presentan una
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capacidad de reparacion del ADN disminuida. A falta, por lo tanto, de un estudio funcional en
lineas celulares, y con lo anteriormente expuesto, solo podemos hipotetizar que las células con
una capacidad de reparacién de la via NER suboptima (XPD751GInGIn), pero, fundamentalmente
un déficit en la capacidad de Recombinacion Homéloga (XRCC3Thr241Met) serian mas sensibles

a tratamientos basados en antracilinas.

En nuestro trabajo, al igual que en todos los estudios discutidos a continuacion, los
polimorfismos de la linea germinal se han determinado a partir de ADN obtenido de linfocitos de

sangre periférica, asumiendo que no se produce ningun cambio en el tumor.

Encontramos que las pacientes con enfermedad local portadoras de la variante XRCC3
241Met/Met, presentan mayor SG que aquellas que son Met/Thr o Thr/Thr. Cuando se analizan las
150 pacientes con enfermedad temprana, independientemente del esquema de tratamiento, la
diferencia en SG es significativa (p=0.022), pero el polimorfismo no es una variable prondstica
independiente (p=0.09). En cambio, cuando se estudia el grupo 84 pacientes que han recibido
tratamiento con antraciclinas, la diferencia no solamente es significativa (p=0.027), sino que en el
analisis multivariante XRCC3Thr241Met se mantiene como factor prondstico independiente (Log
Rank p=0.05) HR 0.15 (IC95% 0.02-0.9). En este grupo, Met/Met se asocia ademas a una mayor

SLE (p=0.049), en el analisis univariante, pero no en el multivariante.

Los taxanos en esquemas adyuvantes para pacientes con cancer de mama en estadios
iniciales han demostrado un incremento de la SLE y SG191.192.287-283 por |o que a partir de los afios
90, su uso ha sido cada vez mas habitual. Son farmacos que llevan a cabo su accion citotoxica
mediante la estabilizacion de los microtubulos del huso mitético y frente a lo cual no se ha descrito
que los mecanismos de reparacion del ADN en los que intervienen los genes de nuestro estudio
tengan ningun papel. No obstante, para conseguir un grupo mas homogéneo y eliminar el posible
efecto de los taxanos sobre la supervivencia, se realizé un segundo andlisis estratificando a las
pacientes segun hubiesen recibido 0 no estos farmacos. Esto redujo la muestra a 65 pacientes,
con la consiguiente merma del poder estadistico, como demuestra la amplitud de los intervalos de
confianza, de modo que aunque XRCC3Thr241Met se mostrd nuevamente como factor pronéstico

para SG en el analisis univariante, no pudo confirmarse en el multivariante.
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Estos resultados, en los que la variante con capacidad de reparacion disminuida (Met/Met)
se asocia a mayor supervivencia son, como hemos visto, plausibles desde el punto de vista

bioldgico.

En cuanto a XPDLys751GlIn, en nuestro estudio no hemos observado ninguna relacion

entre este SNP y la SG o SLE en las pacientes con cancer de mama temprano o metastasico.

De acuerdo con los mecanismos bioldgicos anteriormente expuestos, cabria esperar que
tampoco se observase ninguna diferencia en la supervivencia en relacion con XRCC1Arg399Gin,
pero en nuestro estudio, observamos que las pacientes Arg/Arg con enfermedad local tratadas con
antraciclinas, presentan una SLE mas prolongada (p=0.022) y que este polimorfismo es ademas
un factor pronostico independiente (Log Rank p=0.035, HR 0.4, 1C95% 0.2-0.9). En el grupo de
pacientes que recibieron tratamiento con antraciclinas, pero no con taxanos, Arg/Arg se asocia de
nuevo a SLE mas prolongada, pero ésta vez en el andlisis multivariante, no se confirma como
factor pronostico independiente. Esto podria ser debido a que el menor tamafio muestral resta
poder estadistico 0 a que la observacion anterior es espurea, pero Bewick's” obtuvo un resultado
similar en pacientes con cancer de mama metastasico tratadas con mitroxantrone. Asi mismo,
Yarosh et al?%0 observaron que las células tumorales homocigotas para el alelo GIn eran mas
resistentes que aquellas que eran Arg/GIn o Arg/Arg a varios agentes alquilantes como el busulfan

0 las sales de platino.

Una vez revisada la bibliografia, no hemos encontrado ningun estudio que analice el
posible impacto que XRCC3Thr24Met, XRCC1Arg399GIn o XPDLys751GIn puedan tener sobre
pacientes con cancer de mama en estadios precoces, tratadas con antracilinas. En el estudio
arriba mencionado, Bewick et al's” estudiaron el impacto sobre la supervivencia de
XRCC3Thr24Met, XRCC1Arg399GIn en 95 pacientes con cancer de mama metastasico tratadas
con esquemas basados en mitroxantrone. Contrariamente a lo esperable, las variantes con
capacidad de reparacion deficiente XRCC1399GIn y XRCC3241Met se asociaban a una menor

supervivencia, sin que los autores ofrezcan ninguna explicacion o hipotesis.

Rodriguez et?®! al han publicado recientemente una firma de 69 genes relacionados con la

reparacion del ADN que predice la respuesta a antraciclinas en canceres de mama triple negativo.
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Los tumores con una expresion disminuida de estos genes presentaron respuestas patoldgicas
completas tras tratamientos neoadyuvantes con antraciclinas con mayor frecuencia que aquellos

con una expresion normal. XRCC3, XRCC1 y XPD no han sido incluidos en el analisis.

Berwick et al?®2 estudiaron XRCC3Thr24Met, XRCC1Arg399GIn y XPDLys751GIn en
relacion con la respuesta a antraciclinas en pacientes diagnosticados de sarcoma de partes
blandas. No encontraron ninguna asociacion entre estas variantes y la supervivencia tras el
tratamiento en los 120 pacientes analizados, si bien la muestra es muy heterogénea y junto a los
pacientes tratados con antraciclinas se incluyen otros que recibieron radioterapia o fueron tratados
unicamente con cirugia, sin que se haga ningun tipo de estratificacion para el andlisis de

supervivencia.

No hemos encontrado ningun otro estudio que analice variantes polimérficas en genes de
reparacion del ADN en relacién con la respuesta a antraciclinas en cancer de mama o de otras
localizaciones. En cambio, existen varios trabajos que analizan estos polimorfismos en relacién
con esquemas a base de platinos. Estos farmacos producen también roturas de doble cadena y
se ha sugerido que la reparacion del ADN puede ser uno de los mecanismos de resistencia, por lo
que sus resultados podrian, en cierta forma, servir de hipétesis para posteriores estudios en
antraciclinas. Chew et al2% estudiaron el impacto sobre la supervivencia de XRCC3Thr241Met y
XPDLys751GIn, en 54 pacientes con cancer de mama metastasico tratadas con gemcitabina y
cisplatino. XRCC3 241Met y XPD751GIn se asociaron a una menor supervivencia libre de
progresion. Sin embargo, teniendo en cuenta que las pacientes habian recibido mdtiples lineas
previamente, el pequefio tamafio muestral, y el hecho de que el alelo Met, variante polimérfica de
XRCC3 24,1 presente una prevalencia de 0.64, doble de la que generalmente presenta en otras
poblaciones y muy superior a la del alelo wild type (0.36), hace pensar en un posible error en el
genotipado o en el recuento de los alelos, de modo que los resultados del estudio deban ser

tomados con precaucion.

Un estudio similar utilizando gemcitabina y cisplatino en 135 pacientes espafioles con
cancer de pulmén de célula no pequefia (CPCNP)2%, mostré que XRCC3 Thr241 Met es un factor
predictor independiente y que los pacientes con el genotipo Met/Met presentaban una mayor SG.

En el estudio de Kalikaki et al2% en poblacion griega, 119 pacientes con CPCNP fueron tratados
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con esquemas de quimioterapia con platinos, XRCC1 399 GInGIn se asocié a una mayor
supervivencia, mientras que Sun et al?® no encontraron ninguna asociacion entre este

polimorfismo y la respuesta a platinos en pacientes asiaticos con CPCNP estadio IV.

Quintela-Fandifio??” estudié de forma prospectiva los mismos polimorfismos de XRCC1 y
XPD en 103 pacientes espafoles con tumores de cabeza y cuello localmente avanzado tratados
con quimioterapia de induccion basada en cisplatino. Encontrd que las variantes polimérficas
(XRCC1 399GInGIn y XPD GInGIn) de ambos genes se asocian a mayor supervivencia y podrian
condicionar la respuesta a cisplatinos en este tipo de tumores. Estudios en cultivos de lineas
celulares de tumores de cabeza y cuello parecen confirmar que XRCC3Thr241Met y

XPDLys751GIn median la sensibilidad a cisplatino8.

Ruzzo et al?% no encontraron que ninguno de los polimorfismos de nuestro estudio tuviese
impacto sobre la superviviencia de pacientes con cancer gastrico avanzado tratados cisplatino-
5FU, mientras que Vangsted et al2*® encontraron que XPD751GIn y XRCC3241Met se asocia a
mayor tiempo hasta el fallo del tratamiento en pacientes con trasplante autélogo por mieloma

multiple .

Son escasos los estudios farmacogendémicos realizados hasta la fecha con estos
polimorfismos y aunque la mayoria apuntan que las variantes XPD751GIn, XRCC1399GIn y
XRCC3241Met se asocian a una mejor respuesta a tratamientos que inducen doble rotura del
ADN, existen resultados discrepantes. Estas diferencias pueden deberse una vez mas al tamafio
muestral o a las diferencias étnicas. Por otro lado, es posible que los distintos tejidos empleen
diferentes mecanismos de reparacién, y por lo tanto, aun tratandose del mismo farmaco, el
mecanismo de resistencia de las células tumorales de la mama sean diferentes a las del sarcoma,

con los que las conclusiones de los estudios no son extrapolables.

Nuestros resultados y los trabajos anteriormente expuestos sugieren que
XRCC3Tre241Met, XRCC1Arg399GIn y XPDLys751GIn podrian estar asociados con la respuesta
a agentes quimioterapicos que inducen lesiones de doble cadena en el DNA. Pero estos trabajos
estan limitados por el tamafio muestral y por el hecho de que en ninguno de ellos se administraron

platinos o antraciclinas como agente Unico, sino siempre en combinacién, lo que puede
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enmascarar el efecto real de estas variantes genéticas. La confirmaciéon de la implicacion
farmacogenomica de estos polimorfismos precisa tanto de estudios funcionales in vitro ylo in vivo,

como de estudios prospectivos adecuadamente disefiados3%.
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El alelo GIn del polimorfismo XRCC1 Arg399GIn es mas frecuente en el grupo de
pacientes con cancer de mama que en los controles de nuestra serie, lo que sugiere
que la presencia de este alelo podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de este

tipo de tumores.

En nuestra serie, el genotipo Lys/Lys del polimorfismo XPDLys751GIn se asocia con
el desarrollo de cancer de mama a edades mas tardias que en las portadoras de las
otras dos variantes (Lys/GIn y GLn/GlIn). Es posible que XPDLys751Lys module a

otros factores de riesgo, retrasando la aparicion del cancer de mama.

Ninguno de los polimorfismos estudiados se ha asociado con el riesgo de desarrollar

toxicidad cutéanea aguda o tardia tras el tratamiento radioterapico.

En nuestra serie, las variantes de XRCC3Thr241Met y XRCC1Arg399GIn se asocian
con diferente pronostico, probablemente en relacién con la capacidad de reparar las
lesiones de doble cadena del ADN inducidas por antraciclinas. Esto podria tener
implicaciones farmacogenomicas al seleccionar el tratamiento més adecuado para las

pacientes con cancer de mama en estadios tempranos.
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1. INTRODUCTION

1.1. Epidemiology

Breast cancer is the most common cancer among women in the Western world. Incidence
and mortality varies from one country to another, with the greatest incidence observed in North
America, Australia, Scandinavia, Western Europe and Argentina. Data presented by the European
Union Directorate General for Health and Consumers in 2010 demonstrate breast cancer is the
commonest form of cancer among European women, as it represents 30% of all the new cases of
cancer in women and it is also the main cause of cancer-related death among women younger than
75 years across the European Union. In Spain, 16000 new cases are diagnosed every year,
affecting one in thirteen women, and causes 6000 deaths a year. Breast cancer represents, with no

doubt, one of the majors concerns of public health.

Since the 1990s profound changes have taken place in the clinical presentation and
management of breast cancer due to mammography screening, and the implementation of effective
treatments, including advances in surgery, radiotherapy, chemotherapy and lately biologically
targeted therapies. All these innovations have contributed to improve breast cancer survival in the
developed countries. Nevertheless, a better understanding of the risk factors and the identification
of biological mechanisms that confer sensitivity to those treatments, particularly to chemotherapy,

could help to tailor the most adequate therapies to each patient.

1.2. Genetic Susceptibility to Breast Cancer

Breast cancer, like other common cancers, tends to cluster in families, with the disease being
approximately twofold more common in women whose first-degree relatives have been diagnosed
with breast cancer than in women without such a family history. The higher rate of most breast
cancers in monozygotic twins of case patients than in dizygotic twins or siblings suggests that most
familial clustering is the result of inherited genetic factors rather than lifestyle or environmental

factors. Some of this familial aggregation can be explained by mutations in genes that confer high
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risk of disease (high penetrance genes). However, such susceptibility alleles are rare in the
population. For example, highly penetrant variants in the breast cancer susceptibility genes BRCA1
and BRCAZ2, account for less than 20% of the total genetic risk of breast cancer, and other rarer
high penetrance genes such as P53 and PTEN account for less of 5% of the risk. It is likely that
much of the unexplained familial risk is due to alleles of low to moderate penetrance. In other
words, the greater part of inherited predisposition to breast cancer and therefore perhaps of other
common cancers, may be due to the effect of the combination of genetics variants at several

different loci.

Up to date, the main strategy to identify low-penetrance cancer susceptibility genes has
been through the analysis of polymorphisms with association studies either with candidate loci or

with Genome Wide Association studies (GWAs).

Polymorphisms have been historically classified as commonly occurring (>1%) genetic
variations in the general population, whereas the rare variants with obvious functional
consequences on the protein have been classified as mutations. When a polymorphism involves
only a single nucleotide is called Single Nucleotide Polymorphism (SNP), and it has been estimated
that more than 10 million SNPs exist in the genome. Compared to mutations, SNPs have been
perceived as functionally insignificant, but current evidence emphasizes that many of them affect
the intrinsic properties and the function o f the proteins to a variable degree. Even those variants
that do not cause an amino acid change may also have an impact on the DNA repair phenotype,
because they may lie in introns that regulate splicing, may cause RNA instability, or may be linked

to genetic changes in other unknown genes.

Although the effect of an individual SNP is generally small, the genetic effect of
combinations of functionally relevant SNPs may additively or synergistically contribute to breast
cancer risk. This gene-gene interaction is likely to be a ubiquitous component of the genetic

architecture of common diseases, such as breast cancer.

Predisposition by combinations of weak genetic variants may be of much greater

significance to public health than the marked individual risk seen in the inherited cancer syndromes.
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The identification of these low penetrance variants could allow us to stratify women according to
genetic risk, improving the efficiency of screening programs, but, they could also be implicated in
the response to chemotherapy and radiotherapy, and their characterization would help us for better

clinical decisions.

1.3. Polymorphisms in DNA repair genes and breast cancer

DNA repair and cell cycle control mechanisms maintain genomic stability. When DNA
damage occurs, DNA repair pathways, cell cycle arrest and apoptosis may be activated. Decrease

in this DNA repair ability has been associated with an increased risk of different types of cancer.

Radiation therapy and treatment with chemotherapeutic drugs, such as alkylanting agents
(e.g. anthracyclines and platins) can damage DNA directly, through intercalation and also by
inducting by-products, such as reactive oxygen species. While DNA repair mechanisms are vital for
cell survival and normal functioning, repair of chemotherapy DNA damage is a major contributor to
drug resistance in cells. Hence, cellular repair can reduce the effectiveness of chemotherapeutic
agents, while cells with down regulated of deficient repair systems display increased sensitivity to
many DNA-damaging agents. In vitro and in vivo studies have shown associations between
alterations in DNA repair genes and sensitivity to a broad range of drugs and patients survival. In
addition, SNPs in genes involved in DNA repair can affect repair efficiency and significantly alter

patient responses to cancer treatments.

Among all SNPs in DNA repair genes, we have chosen XRCC3Thr241Met,

XRCC1Arg399GIn and XPDLys751GIn because their biological implications have been well

characterize and the minor alleles are very frequent in the general population (>20%).

1.3.1. XRCC1 Arg399GIn

XRCC1 (X-ray repair cross complementation group 1) is a 33kb gene located on

chromosome 19q13.2-13.3 that encodes a 663 amino acid protein that interacts with many other

148



SUMMARY

proteins and is also a phosphorilation site for CK2, even though the protein has not enzymatic
activity. XRCC1 is involved in the repair of DNA base damage and single strand break (BER) by
binding DNA ligase Ill (LIG3) at its carboxyl domain and by binding DNA polymerase  (DNA pol )
at the site of damaged DNA. Therefore, XRCC1 plays an essential role in removing endogenous

and exogenous DNA damage.

In vitro, Chinese hamster ovary and breast cancer cells lacking functional XRCC1 protein
are hypersensitive to a broad range of DNA damaging agents, and XRCC1 transcript levels
correlate positively with cisplatin chemoresistance and hypersensibility to ionizing radiation in

cancer cell lines.

More than 60 SNPs have been identified in XRCC1, but probably the most studied one is
Arg399Gin, in exon 10, consisting in a nucleotide substitution of G to A that once translated results
in an arginine (Arg) to glutamine (GIn) amino acid change at codon 399. It produces significant
conformational changes in the protein, including the loss of secondary structural features such as
alpha helices that may be critical for protein-protein interactions, altering the ability of XRCC1 to
coordinate BER.

Different studies have estimated the Gln variant to be present in 23-36% of the general

population. This allele has been associated with different cancer types, manly in smokers.

1.3.2. XRCC3 Thr251Met

XRCC3 (X-ray repair cross complementation group 3) is located on chromosome 14g32.3
and is structurally related to RADS1, with who interacts. XRCC3 is involved in homologous
recombinational repair of DNA double strand breaks and crosslinks. XRCC3 deficient cells do not
form Rad51 foci after radiation damage, they exhibit genetic instability and increased sensitivity to

DNA-damaging agents, such us ultraviolet light.

XRCC3 has a SNP consisting in a substitution of C to T at position 18067 (exon 7) that

results in a Thr to Met amino acid change at codon 241. It seems to remove a phosphorilation site
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and thus affect XRCC3 interaction with other proteins involved in homologous recombination that

results in a decrease in the cellular capacity to repair DNA.

The T allele is present in 22 to 44% of general population and has been associated to an
increased risk of various malignancies but is also related with the response to various drugs,

mainly, alkylanting agents.

1.3.3. XPDLys 751 GIn

The 54.3kb XPD gene codes for an evolutionary conserved helicase, a subunit of TFIIH
that is essential for transcription and nucleotide excision repair (NER) though the transcription-
coupled repair mechanisms. Mutations in XPD decrease the helicase activity and prevent the

protein form interacting with other factors, resulting in a defect in the repair capacity.

The C-terminal domain of XPD has been implicated in interactions with other components
of the TFIIH complex, and it is also the site of a common SNP consisting in a substitution of
adenine (A) to cytosine (C) that once translated, results in a Lysine (Lys) to Glutamine (GIn) amino
acid change. The substitution produces a significant conformational change immediately terminal to
the site of the polymorphism. Functional studies have shown that cells with the GIn/GIn variant
present with higher levels of chromatid aberrations than the homozygous wild type after ionizing

radiation.
According to the previous studies the C allele is present in 30-40% of the general

population, and, has also been associated with an increased risk of different types of cancer, but

also with the response to alkylating drugs, such as platin salts or anthracyclines.
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2. OBJECTIVES

In this study, we will analyze the association between polymorphisms in DNA repair
genes and the development of sporadic breast cancer, as well as the effect of these genetic
variants in the patient response to cancer treatments. Therefore, we have established the following

objectives:

1. To determine and compare the alleles and genotypes distribution of polymorphisms
XRCC1Arg399GIn, XRCC3Thr241Met and XPDLys751GlIn in breast cancer patients and
controls, in order to establish a possible relation between the different genotypes and

breast cancer.

2. To determine the alleles and genotypes distribution of polymorphisms XRCC1Arg399GIn,
XRCC3Thr241Met and XPDLys751GlIn by age, in breast cancer patients and controls.

3. To analyze the alleles and genotypes distribution of XRCC1Arg399Gin,
XRCC3Thr241Met and XPDLys751GIn in breast cancer patients treated with RT to

asses a possible asociation with acute and late toxicity.

4.  To analyze the potential prognostic value of XRCC1 Arg399GLn, XRCC3Thr241Met y
XPDLys751GIn in breast cancer patients.

3. MATERIAL AND METHODS

XRCC1Arg399GIn, XRCC3Thr241Met and XPDLys751GIn have been widely studied
because their biological significance has been well characterized and the minor alleles are present
with relatively high frequency in the general population. We have analyzed the role of these SNPs
in breast cancer risk, but we have also explored the possibility that these polymorphisms could
affect the age of diagnosis, or the response and sensitivity to breast cancer treatments. Hence, the
study has been divided into two parts: the first one is a case-control association study, while the

second one is a radio and farmacogenomic study in a cohort of breast cancer patients.
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3.1. Cases

Eligible patients were women 18 years or older, diagnosed with breast cancer and treated
at Hospital Universitario de Salamanca between 1990 and 2004. Patients were recruited among
those who attended the outpatients clinic of the Medical Oncology Department between December
2003 and April 2004 for treatment of follow up.

200 cases were recruited and a data base was created with the clinical data retrospectively
collected for each patient. These clinical variants included: Histopathological characteristics of the
tumour (type, differentiation grade, hormonal receptors and HER2 amplification); TNM stage; age
and hormonal status at diagnosis; treatment characteristics (surgery, radiotherapy, and hormonal
therapy and chemotherapy schemes) and follow up data (local relapse, distant metastasis,

secondary tumours, disease free survival, overall survival)

Three patients who were find to carry a mutation in the BRCA1 gene during the follow up
and other 2 who received high dose chemotherapy with PBPCT (peripheral blood progenitor cells
transplantation) were excluded together with another 16 cases whose clinical data were
uncompleted and other 5 due to insufficient DNA. Finally, 174 breast cancer patients were included

in the study. The youngest was 26.5 years old at diagnosis and the oldest 82.5 (median 62 years).

Majority of cases (86.2%) presented with localized breast cancer, being 30% of them
locally advanced. 54.6% of tumours were T2 (2-5 cms) and the tumour had spread to the axillary
lymphatic nodes in 58% cases. At the time of diagnosis, 14 cases were already metastatic
(8%).The commonest TNM stage was II. Breast cancer cases and treatments are summarized in
tables 71 and 72. Chemotherapy schemes are detailed in table 17. 10 patients were excluded from
the survival analysis due to missing some relevant clinical data, but were included in the

association study.
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Table 71: Characteristics of breast cancer patients included in the study

Age (years)
Median 62
Range 26.5-82.5
Hormonal Status
Premenopausal 47 27
Postmenopausal 127 73
Histotype
Invasive ductal carcinoma (IDC) 147 84.5
Invasive lobulillar carcinoma (ILC) 12 6.9
Inflammatory cancer 6 34
Other subtypes 9 5.2
Grade
| 18 10.6
I 57 327
Il 82 472
Unknown 17 9.8
Estrogens Receptor
Positive 13 65
Negative 53 30.5
Unknown 8 4.5
Progesterone Receptor
Positive 93 534
Negative 69 9.7
Unknown 12 6.9
HER2
Positive 32 184
Negative 78 448
Unknown 64 36.8
Subtype
Luminal 117 67.3
Triple Negative 29 16.7
HER2 17 9.7
Unknown 1" 6.3
Pathological Stage (Local disease)
Tumor Size
0-<2 cms 54 36
2-<5 cms 82 54.6
>5cms 14 9.3
Lymphatic Nodes (Local disease)
Negative 62 414
Positive 87 58
13 43 28.6
49 19 12.6
>10 25 18.7
Metastasis at diagnosis
1site 11 786
Bone 9 64.3
Liver 1 71
Skin 1 7.1
22 sites 3 214
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Table 72: Treatments administered to the breast cancer patients in the study

Surgical treatment

No surgery 8 4.6
Mastectomy 110 63.2
Quadrantectomy 18 10.3
Tumorectomy 38 218
Axillary dissection
No 3 1.8
Sentinel lymph node negative 24 145
Axillary lymph node dissection 139 83.7
Radiotherapy
Yes 112 64.4
Axillary boost 25 223
No 61 351
Hormonal Treatment
No 35 2041
Tamoxifen 82 471
Aromatase inhibitors 57 328
Adjuvant treatment
No adjuvant chemotherapy 12 8
Schemes containing anthracyclines 84 56
Schemes without anthracyclines 54 36
Adjuvant taxanes
Schemes with taxanes 19 12.7

3.2. Controls

Eligible controls were women, 18 years or older with no previous or concurrent malignant
disease. 310 controls were recruited between June 2004 and June 2005 in the Accident &

Emergency Department at Hospital Universitario de Salamanca.

174 controls were matched with cases for age (£3 years) and menstrual status. Median age
was 61.5 (range 26.5-91.5). The difference with the case group is not statistically significant
(p=0.996).

Another 126 women with age between 20.5 and 98.5 were included in order to enrich the
control group with women of every age. Thus, the control group includes 300 women, 25 of which
were younger than 35 years old (8.3%), 55 were older than 80 (18.3%) and the remaining 73.3%
(220) was between 35 and 80 years old (Table 7).
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3.3.  SNPs genotyping

Blood samples of all patients and controls were collected into 10 ml heparinised tubes.
Germline DNA was extracted using the alkaline lyses method and frozen at -20°C until the assay

was performed.

At the time the study was started we did not have the required infrastructure to perform RT-
PCR assays, and the gene polymorphisms were determined by PCR-RFLP. When a RT-PCR

system was acquired, the study was finally completed with this technique.

3.3.1. PCR-RFLP

For XRCC3Thr241Met, a PCR product of 136 pb was obtained with the following primers
( forward/reverse): 5-GCC TGG TGG TCA TCG ACT C-3'; 5'-ACA GGG CTC TGG AAG GCA CTG
CTC AGC TCA CGC ACC-3'. PCR reactions were carried out in a total volume of 25l containing
20ng of genomic DNA. PCR amplifications consisted of an initial denaturing step of 95°C for 3 min
and 35 cycles of denaturalization at 95°C (20 sec), annealing (60°C, 20 sec) and extension (72°C,
20 sec). A final extension at 72°C (min) was also included. 10pl of PCR product was incubated with
the restriction enzyme Ncol (Fermentas, Hanover, MD) at 37°C for 6 hours. Products were resolved
on 3% agarose gels and stained with ethidium bromide. Three fragments (136, 97 and 39 pb) were
generated. A 136 pb band corresponded to the CC genotype, two bands of 97 and 39 pb,
corresponded to the TT genotype, and three bands of 136, 97 and 39 pb corresponded to the TC
genotype.

For XPDLys751GIn a PCR product of 161 pb was obtained with the following primers:
(forward/reverse) 5'-CTG CTC AGC CTG GAG CAG CTA GAA TCA GAG GAG ACG CTG-3"; 5'-
AAG ACC TTC TAG CAC CAC CG-3'. The conditions were the same as described above, but the

annealing temperature was 62°C. 10ul of PCR product was incubated with the restriction enzyme
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Pstl (Fermentas, Hanover, MD) at 37°C for 6 hours obtaining three fragments of 161, 120 and 41
pb. A 161pb band corresponded to the AA genotype and two bands of 120 and 41 pb corresponded
to the CC genotype, whilst three bands of 136, 97 and 39 pb corresponded to the heterozygous
phenotype.

Ninety five cases and ninety five controls were genotyped with PCR-RFLP. All the samples

were genotyped twice for quality control purposes.

3.3.2. RT-PCR

The TagMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) consists of two primers for PCR
of the sequence of interest and two allele specific fluorescent probes. TagMan probes and primers

for each SNP are described in table 9.

PCR reactions were carried out in a total volume of 25ul containing 15ng of genomic DNA.
PCR amplifications consisted of an initial denaturing step of 95°C for 10min and 40 cycles of
denaturalization at 92°C (15 sec) and annealing (60°C/56°, 1.15min). A final extension at 60°C for 1

min was added.

Genotyping was conducted in StepOne system® (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Allelic Discrimination Program® software (Applied Biosystems, Foster City, CA), was used to
determine the alleles in each sample. For quality control purposes, each sample was processed by

duplicate.

XRCC1Arg399Gin allelic discrimination was performed using RT-PCR in the whole sample
(174 patients and 300 controls). The same method was used to genotype XRCC3Thr241Met and
XPDLys751 in 79 and 205 controls. In addition, another 20 cases and 20 controls previously
genotyped with PCR-RFLP were randomly selected to be repeated with RT-PCR. The concordance

was 100% so it was decided not to repeat the entire sample previously genotyped.
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3.3.3. Statistical Methods

Descriptive parameters of demographic and clinical variables were described separately for
cases and controls. Allelic distribution frequencies in each group were compared with Chi-square
test. Median age and distribution was calculated for each allelic subgroup in both cases and

controls and later compared using Kruskal-Wallis K tests.

Chi-square, Cochran-Armitage, Mann-Withnney U and Kruskal-Wallis K tests were used
when appropriate to analyze the differences in demographic and clinical variables according to the

polymorphisms distribution.

Breast cancer patient outcomes were also analyzed. For survival analysis, cases were
classified into two subgroups: 1) patients with early breast cancer and 2) patients with metastatic
disease. In the first group, Disease Free Survival (DFS) and Overall Survival (OS) were analyzed.
OS from Metastasis (OSw) was analyzed in those patients who presented with metastasic disease

at diagnosis and in those who developed metastasis during the follow up.

Disease Free Survival (DFS) was defined as the time elapsed from date of initial surgical
treatment until a disease related event occurred (either local or metastatic relapse, contralateral
breast cancer or disease related death). Overall Survival (OS) was estimated until death. Overall
Survival from Metastasis (OSum) was defined as the time elapsed since the metastases were
diagnosed until death. Data collection cut-off for this analysis was December 2009, when median

follow-up was 62 months (range 11-228).

Survival rates and their 95% confident interval were estimated using the Kaplan-Meier
Method. Survival curves plotted with the Kaplan-Meier Method were compared by Cox log-rank
test. Survival Hazard Ratio were obtained using a Cox regression model in which all significant
variables (p<0.05) in the univariate analysis and those acting as potential confounding factors were

introduced.

Statistical analysis was performed with SPSS version 15 (SPSS, Inc, Chicago, IL).
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4. RESULTS

4.1. Genotypes distribution in cases and controls

We have not found any difference between cases and controls for XPDLys751GIn
(p=0.944) and XRCC3Thr241Met (p=0.670), but the difference observed for the Arg and Gin alleles
of XRCC1Arg399GIn is statistically significant (Table 21). GIn/GIn and GIn/Arg are more frequent in
cases, while the Arg/Arg genotype is more common in controls [p<0.002; OR 1.96 (CI95% 1.3-3)].

4.2. Genotypes distribution in cases and controls by age

4.21. Controls:

Alelles and genotypes distribution by age in the control group is shown in table 23. No
difference was found in the distribution of those SNP according to age in this group (p=0.406,
p=0.782 and p=0.667, XPDLys751GlIn, XRCC1Arg399GIn and XRCC3Thr241Met, respectively).

4.2.2. Cases:

Median age of cases carrying the XPDArg751Lys/Lys genotype was 65 years (range: 29.5-
86.5), and 58.5 (26.5-91.5) and 58 (33.5-67.5) for those with the Lys/GIn and GIn/GIn genotypes,
respectively. This difference is significant (p<0.001), OR: 3.52 (IC: 3-5.44) (Tables 24 and 25).
When patients were stratified by menstrual status at diagnosis, the Lys/Lys genotype remained

more frequent among postmenopausal women (p=0.023) (Table 26).

4.3. Genotype distribution and cutaneous toxicity following radiotherapy
4.3.1. Acute toxicity:
Acute toxicity data were incomplete in 26 cases that were excluded for this analysis. Majority

of cases with acute toxicity following RT developed grade 1 or 2 cutaneous toxicity (24.1% and

25.9%, respectively) and only one patient presented with grade 4 toxicity (Table 28). No association
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was seen in our study between the genetic variants and acute cutaneos toxicity following RT (Table

29) even when axillary boost was administered (Table 30).

4.3.1. Late toxicity:

Late cutaneous toxicity was present in 32 of the 91 patients included in the analysis
(35.16%) Fibrosis was the commonest event, which is also related with surgery. In our sample, no
association was seen between any SNPs and late cutaneos toxicity (Table 31). This toxicity is not

associated with axilar boost either (Table 32).

4.3.2. Local relapse after RT:

After 62 months median follow up, 12 patients out of 112 (10.7%), who received RT
presented local relapse. The XPD751 Lys/Lys was less common among the patients with local

relapse (43% vs 8.3%), but the difference was not statistically significant. (p=0.062) (Table 33).

4.4. SURVIVAL ANALYSIS

Median follow up was 62 months (11-228), therefore survival analysis was done at 5 years.
Considering the whole sample, 5-years DFS was 69.9% (CI95% 62.8-77.7) and 5-years OS was
84.2% (CI95% 78.1-90.3).

4.4.1. Early breast cancer
4.4.1.1. Disease Free Survival (DFS)

65 patients out of 150 with early breast cancer presented with an event in the 60 months
after diagnosis, therefore 5-years DFS was 69.9 (CI95% 62.85%-77,75%). Classical prognostic
factors for breast cancer were analyzed (tables 34 to 38). In our series, axillary node metastasis,
high tumour grade, and HER2 amplification were associated with worse outcome (p=0.002,
p=0.013 and p=0.047, respectively), whilst tumour size and hormone receptors expression were not
(p=0.537 and p=0.818, respectively). None of the genetic variants analyzed was associated with
DFS in these patients (table 39).
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4.4.1.2. Overall Survival

84.2% of patients with early breast cancer were alive 5 years after diagnosis (CI95% 78.1-
90.3). Median Overall Survival was 140.5 months (IC95% 108-172.3). Axillary nodes metastasis
(p=0.023), tumor grade (p=0.007) and HER2 expression (p=0.016), XRCC3241Met/Met (p=0.022)
were associated to 5-years OS (table 40 to 46). Tumor grade (p=0.022) and axillary node
metastasis (p=0.05) remained to be independent prognostic factors in the multivariate analysis,
whilst XRCC3241Met/Met failed (p=0.09).

4.4.1.3. Patients with early breast cancer treated with anthracyclines

4.4.1.3.1. Disease Free Survival

84 out 150 patients with early breast cancer were treated with chemotherapy regimens

containing anthracyclines (14 neoadjuvant and 70 adjuvant treatments).

In this subgroup of patients, XRCC1 399Arg/Arg (84% vs 46.3%, p=0.007) and
XRCC3241Met/Met (80.8% vs 56.3%, p=0.049) were associated to more prolonged DFS (table 47),
as well as axillary nodes (p=0.003), and tumor size (p=0.001) (tables 48 to 52). Multivariate
analyses showed XRCC1 399Arg/Arg and tumor size =5cms as independent prognostic factors
[(p=0.035; HR=0.4, (CI95%0.2-0.9) and p=0.002, HR=2.5, (CI95% 1.41-4.43), respectively]

Disease Free Survival (DFS) XRCC1Arg399Gin

Proportion Surviving

0,2 » XRCC1 399GIn/Arg+GIn/GIn S5-years DFS 46% (CI-95% 32-64)

XRCC1399Arg/Arg Hazard Ratio 0.4 (CI 95% 0.2-0.9)
] T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Patients Time (months)

AtRisk 32 27 19 4 2 -4

Events 0 B 5 5

Patients

AtRisk 52 35 21 1 7 5 2 2 0
Events 0 17 25 30 32 33 33 33 33

Figure 25: DFS in early breast cancer patients treated with antracyclines and XRCCArg1399GlIn genotypes
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4.4.1.3.2. Overall Survival

In the subgroup of patients treated with anthracyclines, median OS was 97.5 months
0 93- and 73.7% (65-83.89) were alive five years after diagnosis.
(C195% 53-141) and 73.7% (65-83.89) live fi fter di i

Patients with the XRCC3 241Met/Met genotype, presented with a longer 5-years OS
(100%) than those with the Thr/Thr and Met/Thr genotypes (69.3%, 1C95% 57.9-81.5) (p=0.027)
(Table 53). Tumor size and Her2 expression were also positively associated to 5-years OS
(p=0.005 and p=0.006, respectively) (table 54 to 58). Multivariate analysis reported XRCC3 241
Met/Met and tumor size =5 cms as independent prognostic factors [(p=0.05, HR= 0.15 (IC95%
0.02-0.99), and p=0.03, HR= 1.8 (1.059- 3.492) respectively].

Overall Survival (OS) XRCC3Thr241Met

o
£
H
>
e
]
w
]
o
i
]
=
o
0,2 . XRCC3 241ThriMet+ThriThr S-years OS 69% (CI-95% 58-82)
0,19
0,0 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Patients Time (meonths)
AtRisk 13 13 9 4 3 2 2 )
Events o 0 0 0 1 1 1 1 1
Patients
AtRisk T 67 49 24 16 14 3 3 0
Events 0 4 13 21 26 27 32 32 32

Figura 26: OS in early breast cancer patients treated with anthracyclines and XRCC3Thr241 genotypes

In order to avoid as many confounding factors as possible when evaluating the effect of
anthracyclines in early breast cancer outcome, the analysis was repeated without the 19 patients
who also received taxanes. In this subgroup of 65 patients, 5-years DFS was 55.8% (CI195% 44.2-
67.6%) and median 5 years-DFS was 69.5 months (CI95% 44.5-94.45). Patients carrying the
XRCC1 399Arg/Arg genotype presented prolonged Syears-DFS than those with the Arg/Gln and
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GIn/GIn genotypes (p=0.021). Once again, axillary node metastasis and tumor size =5 cms were
also related with outcome (p<0.0001 in both cases). The multivariate analysis did not support
XRCC1Arg399GIn as independent prognosis factor (p=0.206).

5 years-OS in this group was 72.9% (C195% 62.1-83.7), and median OS was 97.5 months
(Cl 54.89-140.1). 100% of patients carrying the XRCC3 241Met/Met genotype and 68.1% of those
carrying the Met/Thr and Thr/Thr genotypes were alive 60 months after diagnosis (p=0.034), but

this SNP failed as independent prognostic factor in the multivariate analysis (p=0.052)

4.4.2. Metastatic breast cancer patients

14 patients presented with metastasis at the time of diagnosis and in another 63 the
diseases spread during the follow up. OSw was 49 months (CI95% 38-60), and 37% of patients

were alive 5 years after the diagnosis of metastasis (C195% 25.6-48.4).

None of the factors previously reported as prognostic in metastatic breast cancer patients,
such as DFS=24 months metastasis localization, hormone receptors expression or HER 2
amplification) were associated with OSw in our series (p=0.061, p=0.816, p=0.031, p=0.052,
respectively.) Neither were any of the genetic variants: XRCC1Arg399GIn (p=0.763),
XRCC3Thr241Met (p=0.073), XPDLys751GIn (p=0.051). This subgroup was not stratified

according to chemotherapy treatment.
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5. DISCUSSION

5.1. CASE-CONTOL ASSOCIATION STUDY

The sample for this analysis consisted of 174 breast cancer patients and 174 controls
matched on age (3 years), sex and ethnicity. The control group was enriched with 126 individuals

between 20 to 98 years old.

We recognize that the sample size might be small to detect some differences in the allele
frequency. Another limitation is that some risk factors for breast cancer, such as parity or the length
of the fertile period were not taken in account when cases and controls were enrolled. On the other
hand, it is remarkable that after an exhaustive review of the literature analyzing polymorphic
variants of XRCC3, XPD and XRCC1, we found that majority of authors only matched cases and
controls on age, sex and hormonal status at diagnosis. Only Shore et al, stratified cases and
controls according to age, menstrual status, menarche, parity, contraceptives, hormonal

replacement therapy, alcohol intake, body mass index and family history of breast cancer.

5.1.1. XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn and XPDLys751GIn and breast cancer risk

In our series XRCC1399Arg/Arg is more frequent in the control group and the Arg/Gln and
GIn/GIn genotypes are more common in cases (p=0.002, OR 1,96, CI95% 1.3-3). Our results are
consistent with three published meta-analysis that found the GIn/GIn genotype to be associated to
breast cancer. The association seems to be stronger in Asian than in Caucasian populations. GIn
allele presented a decreased DNA repair ability in functional studies.

We have not found any association between XRCC3Thr241Met and XPDLys751GIn and
breast cancer (p=0.670 and p=0.944) while some meta-analysis have reported the minor alleles
(Met and GIn, respectively) to be associated with the disease (OR=1.07 and 1.05, respectively).
These are very low penetrance genes, which would require the presence of many other factors,
such as tobacco or other genetic variants, to increase the risk of breast cancer. Due to the modest
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effect of these variants, a bigger sample than ours might be required to detect any difference in the

allele distribution in cases and controls.

5.1.2. XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn and XPDLys751GIn and age

Time-dependent accumulation of damage in cells and organs is associated with a gradual
functional decline and aging. The molecular basis of this phenomenon remains unclear, whereas
also in cancer, DNA alterations are the major culprit. Therefore, cancer and aging are two sides of
the same DNA-damage problem. There is an increased incidence of cancer with age due to this
intrinsic DNA repair decreased ability and the consequent DNA damage accumulation. But
obviously, not all individuals develop cancer when getting older and we hypothesize that this could

be in relation with their DNA repair ability.

5.1.2.1. Control Group

If, as we propose, individuals with a better DNA repair ability reach the last decades of life
without developing cancer, it is reasonable to expect that the alleles associated with a better DNA
repair ability would be more common among the older controls. Young individuals carrying the risk
alleles or genotypes would have more chances of developing cancer along their lives and,

consequently, would leave the control group.

All controls (n=300) were included for this analysis, so 25 of them were younger than 35
years (8.3%), 55 were older than 80 years (18.3%) and 120 were 35 to 79 years old.

In our series, the allelic distribution is very similar in all groups of age, without any
difference between the younger and the elder women. Similar results were reported by Kazimirova,
who demonstrated older individuals to accumulate more DNA aberrations than younger, even when
de allelic distribution in both groups of age did not differed. In that case, the increased cancer

incidence observed in the last decades of life could not be not only conditioned by the inherited
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DNA ability, but by the ageing process itself, which could implicate epigenetic silencing of repairing

genes.

5.1.2.2. Cases Group

In our study, women carrying the XPD751Lys/Lys genotype have been diagnosed with
breast cancer later than those with the Lys/GIn o GIn/GIn genotypes (65.5 vs 58.5 and 58,
respectively), p=0.001, OR=3.52 (CI95% 3-5.44). When stratified by menstrual status, Lys/Lys is
more frequent in the women diagnosed in the menopause while Lys/GIn and GIn/GIn is more
common in premenopausal patients (p=0.023). Previous studies have demonstrated that XP751Gln
presents a decreased DNA repair ability, but increases breast cancer risk very modestly (OR=1.05).
It is possible that XPD751GIn enhance other damaging factors by not contributing to repair the
lesions these could cause and so, many other elements have to concur to observe an increment in
breast cancer risk associated to XP751GIn. The same reasoning is applicable to XRCC1399Arg
and XRCC3241Thr, as in our sample these alleles are more frequent in the patients with a later

diagnosis, but the difference is not statistically significant.

To our knowledge, this is the first study comparing DNA repair genes allelic distribution
according to the age of breast cancer diagnosis and contradicts some of the previous studies that
analyze the allelic distribution according to the menstrual status at diagnosis. Nevertheless, Silva et
al have taken in account the length of the fertile period while the others only dichotomize the
patients in pre or postmenopausal, in spite of using a term that refers to estrogens presence and
effect. As they do not take in consideration the period of exposition to estrogens, they are only
setting an arbitrary cut-off for the analysis around 45-55 years, when the menopause usually
occurs. Many factors that affect breast cancer risk concur with the estrogens exposition, including
the aging process itself. Hence, we think that unless all these risk and confounding factors are
considered for the analysis, it could be more accurate to compare the median age at diagnosis for

each allele instead of comparing the allelic distribution in pre and postmenopausal patients.
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5.2. XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn and XPDLys751GlIn in the cohort of breast cancer

patients

This second part is a retrospective cohort study of outcome following radiotherapy and

chemotherapy (anthracycline based) in breast cancer patients.

We are aware of our study weaknesses, such as the sample size, a possible selection bias
in the case group, and the lack of some clinical data (e.g. HER2 amplification in 27% of patients).
We neither compared the germline with the tumor genotype, but to our knowledge, but majority of
reviewed farmacogenomic studies have not done it either. Even though the statistical power of our
study could be insufficient to obtain definitive conclusions, it could be considered an exploratory

one.

5.2.1. XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn and XPDLys751GIn and radiotherapy

Therapeutic exposure to ionising radiation can induce normal tissue side effects that differ
among individuals. Age, body mass index, breast size or tobacco, are some of the factors related to
skin toxicity following RT, but a genetic predisposition has also been reported. Persons with very
compromised DNA repair capacity, have increased mutation rates, genomic instability and an
increased risk of cancer, but in some cases, they also present with an increased sensitivity to RT.
Nevertheless, even healthy individuals differ in intrinsic capacity to DNA damage repair, and this
variation could be a result of polymorphic variations in genes involved in repair pathways. In fact,
several common variants in these genes have been reported to significantly contribute to the
amount of unrepaired DNA damage that result in an increase of genetic aberrations and clinical

outcomes, such as side toxicity.

Nowadays, radiogenomics is one of the emerging fields of research that focuses on the
study of genetic variations as an explanation of interindividual differences in response to accidental
and therapeutic radiation exposure. Even when major advances have been introduced in RT
treatments to decrease toxicity, 10% of patients who receive it still develop severe side effects. The

identification of genetic variants associated with decreased DNA repair is important as they could
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be used as biomarkers to predict the normal tissue response to radiotherapy and avoid, or at least

decrease, RT side effects.

We have not found any significant association of XRCC1Arg399GIn, XRCC3Thr241Met and
XPDLys751GIn with the occurrence of RT induced acute and late cutaneous side effects, which is
in consonance with other authors. Up to date, no association of XPDLys751GIn with RT side effects
has been reported, while both alleles of XRCC3Thr241Met have been related to fibrosis, although
majority of studies were negative. On the other hand, many functional studies have shown that cells
with the XRCC1 399GIn allele are more sensitive to ionising radiation than those with the Arg allele,
and for that reason, this polymorphism has widely been studied in relation to RT side effects.
Reported results are inconclusive as many studies have been negative, two have associated the
Gln variant with an increased risk of side effects and another one has reported the Arg allele as the

risk allele.

We also failed in reporting any association between these polymorphisms and local relapse
after RT treatment. In our series, only 12 out of 112 patients treated with RT developed a local
relapse (10.7%) and is possible that our study lacks of statistical power to detect a difference, if
any. On the other hand, up to date, no polymorphism in DNA repair genes has been associated

with local relapse after breast cancer treatment.

5.2.2. XRCC3Thr241Met, XRCC1Arg399GIn and XPDLys751GIn in early breast cancer

treated with anthracyclines

Anthracyclines were isolated from Streptomices peucetius in the 1960’s and have been used
for more than 40 years to treat different types of solid tumours, lymphoma and leukaemia. Its
mechanisms of action have not been completely elucidated but include topoisomerasa Il inhibition,
lipid peroxidation, reactive oxygen species generation, DNA intercalation and formation of cross-
links and adducts. Majority of these processes led to DNA double strand break and consequently,
induce apoptosis. DNA repair is substantial for cells survival, but repair of lesions produced by
citotoxic agents could be a mechanism of resistance to these drugs. On the contrary, cells with

deficient DNA repair systems could be more sensible to certain forms of chemotherapy.
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Identification of the specific mechanisms that repairs the lesions induced by different chemotherapy

drugs could be very helpful for tailoring treatments.

As anthracyclines induce double strand break, Homologous Recombination should be
principal in determining sensitivity to these drugs. Spencer and Saffi reported that XRCC3 deficient
cells are 6 times more sensible to doxorrubicine and 100 times more sensible to barminomicine.
They also reported a similar result in those cells with a XPD deficiency. This was unexpected, as
XPD is involved in NER but had not been reported to take part in DSB repair. No difference was
seen for cells with a XRCC1 deficiency. These studies were conducted in cells with deleterious
mutations of XRCC3, XRCC1 and XPD, but have not been repeated in cells carrying different

alleles of polymorphic variants.

In our sample, early breast cancer patients carrying the XRCC3 241 Met/Met genotype
presented better outcome that those with the Met/Thr or Thr/Thr genotypes. When the group of 150
patients is analyzed without stratifying by type of chemotherapy, a difference in OS is observed
(p=0.002) but XRCC3Thr241Met fails as an independent prognostic factor in the multivariate
analysis (p=0.09). On the contrary, when patients are stratified by treatment and only those who
received anthracyclines are included, the difference in OS is statistically significant (p=0.027) and
XRCC3Thr241Met remains as an independent prognostic factor in the multivariate analysis (Log
Rank p=0.05, HR=0.15 (CI95% 0.02-0.9). In this subgroup of patients, XRCC3 241Met/Met was
also associated to better DFS in the univariate analysis (p=0.049), but failed in the multivariate.
When patients who also received taxanes were excluded (n=65), those with the Met/Met genotype
presented again with better OS (p=0.038), but the polymorphism was not confirmed as independent
prognostic factor in the multivariate analysis. In summary, XRCC3 Thr241Met could be an

independent prognostic factor for anthracyclines based chemotherapy in early breast cancer.

We have not observed any association between XPDLys751GIn and OS or DFS in early
breast cancer patient. On the contrary, we have found that early breast cancer patients who
received anthracyclines and carried the XRCC1399Arg/Arg genotype presented a more prolonged
DFS than those with the other genotypes (p=0.022). XRCC1Arg299GIn was confirmed as an
independent prognostic factor in the multivariate analysis (Log Rank p=0.035, HR 0.4, CI195% 0.2-

0.9), but not when the patients treated with taxanes are excluded. These different results could be
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due to the sample size reduction in the second analysis. It is also possible that the first result is
mistaken, as the functional studies in culture cells do not support it either, but Bewick et al reported

similar results in metastatic breast cancer patients treated with mitroxantrone.

We have exhaustively reviewed the literature, and we could not find any study analyzing
XRCC3 Thr241Met, XRCC1 Arg399GIn and XPD Lys750GIn in early breast cancer patients treated
with anthracyclines. Only Bewick et al analyzed these variants in 95 metastatic breast cancer
patients who received mitroxantrone. They reported that XRCC3 241Met and XRCC1 399Gin, the
alleles with decreased DNA repair ability, were associated with worse outcome. They do not offer

any explanation or hypothesis, even when these results are opposite to those expected.

Rodriguez et al has recently reported a gene expression signature of DNA repair genes that
predicts tumor response to anthracyclines in triple negative breast cancer. Tumors with decreased
expression of these DNA repair genes presented a higher rate of pathological complete responses
after neoadjuvant treatment with anthracyclines than those with normal expression. Nevertheless,
XRCC3, XRCC1 and XPD have not been included in this signature.

There is only one more study analyzing these polymorphisms in patients treated with
anthracyclines based chemotherapy. Berwick et al failed to report any association in 120 soft tissue
sarcoma cases, although these results must be cautiously considerer as some patients received
treatment with anthracyclines while others received only local treatment with surgery + RT and

there was no stratification by treatment for the survival analysis.

Many authors have studied these genetic variations in lung and head and neck cancer
patients treated with platine salts. Platins also produce double strand break and those patients with
XRCC3 241Met/Met, XRCC1 399GIn/GIn or XPD751GIn/GIn might be more sensitive to these
drugs and present better outcome than those with other genotypes. XRCC3Thr241Met has already
been found to be and independent determinant of favourable survival in Non Small Lung Cancer

and Head and Neck patients treated with cisplatin.

These studies and our current data further support the urgent need for incorporating DNA

repair farmacogenomic studies in order to better tailoring breast cancer treatment strategies.
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6. CONCLUSIONS

—_

XRCC1 399GIn/GIn and Agl/Arg genotypes are more frequent in breast cancer
patients than in controls, suggesting that the GIn allele might be associated to an

increased risk of breast cancer.

In breast cancer patients, XPD751Lys/Lys is associated with older age at diagnosis
than in those with the Lys/GIn and GIn/GIn genotypes. This difference could be related
with a proficient DNA repair ability, but it is also possible that XPD751Lys modulates

other risk factors.

In our series, XRCC1Arg399GIn, XRCC3Thr241Met and XPDLys751GIn are not
associated with acute or late cutaneos toxicity following radiotherapy treatment for

breast cancer.

In our series, XRCC3Thr241Met y XRCC1Arg399GIn are associated to different
outcome in early breast cancer patients, probably in relation with the ability to repair
DNA double strand breaks secondary to anthracyclines. These polymorphisms might
be predictive of survival outcome and could have farmacogenomic implications to

better choose the most adequate treatment for breast cancer patients in early stages.
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