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Resumen

El cdncer de mama es un problema de salud publica que representa la 1.2 causa de muerte por cdncer en mujeres mexi-
canas de 20 afios y mds (14.8%). Las metastasis se presentan en un 7% al momento del diagndstico y generalmente se
dirige a drganos vitales como pulmdn, cerebro, higado y tejido dseo, lo que nos lleva a la necesidad de contar con métodos
que nos permitan diagnosticar tempranamente este fendmeno que se relaciona con peor prondstico de esta enfermedad.
Nosotros estudiamos el polimorfismo en el coddn 655 del gen HER2 que resulta del cambio de una isoleucina (ATC) a una
valina (GTC). Este coddn se encuentra localizado en la regidn transmembrana y puede afectar la funcion de este gen cuan-
do se encuentra el alelo mutado valina, incrementando la activacion cinasa de la proteina de HER2, contrario al efecto ci-
nasa decreciente con el alelo leucina. Nuestros resultados reportan que los casos presentaron una diferencia significativa
(p = 0.0006) del genotipo isoleucinalvalina (I/V) y valina/valina (V/V) en comparacion con los controles, en los cuales el
genotipo predominante fue isoleucinalisoleucina (I/l).

Palabras clave: Sindrome de cdncer de mama y ovario hereditario. Genética. Mutacion.

lle655Val of the HER2 gene and its possible predictive value in patients with hereditary
breast and ovarian cancer syndrome

Abstract

Breast cancer is a public health problem that represents the 1% cause of cancer death in Mexican women aged 20 years and
over (14.8%). Metastases occur in 7% at the time of diagnosis and are usually directed to vital organs such as lung, brain, liver
and bone tissue; which leads us to the need to have methods that allow us to diagnose early this phenomenon that is related
to a worse prognosis of this disease. We studied the polymorphism at codon 655 of the HER2 gene that results from the chan-
ge of an isoleucine (ATC) to a valine (GTC), this codon is located in the transmembrane region and may affect the function of
this gene when the allele mutated valine, increasing the kinase activation of the HER2 protein, contrary to the decreasing kina-
se effect with the leucine allele. Our results show that the cases presented a significant difference (p = 0.0006) from the iso-
leucine/valine and valinelvaline genotypes compared to controls, in which the predominant genotype was isoleucinelisoleucine.
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INTRODUCCION

Los aspectos genéticos del cancer, en general, han
tomado gran relevancia en la actualidad. Segun los
datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(2016), los tumores malignos de mama se considera
como el cancer de mayor presencia en mujeres mexi-
canas de 20 afos y mas (19.4%), es decir, que tres de
cada diez mujeres en este rango de edades presentan
cancer de mama, con una tasa de mortalidad de 15
defunciones por cada 100,000 mujeres de 20 afos de
edad y mas. La incidencia de cancer de mama en el
afo 2015 en la poblacién de mujeres de 20 afos y mas
fue de 14.80 casos nuevos por cada 100,000
habitantes'.

Las metastasis se presentan en un 7% de los casos
al momento del diagndstico y generalmente se dirigen
a érganos vitales como pulmon, cerebro, higado vy te-
jido 6seo. También se sabe que cuando el carcinoma
de mama esta confinado a la glandula mamaria, la
curacion obtenida es de mas del 90% de los casos'.
Sin embargo, la supervivencia a largo plazo depende
de la extension del tumor primario a érganos vitales
(viscerales y cerebro), lo que disminuye la superviven-
cia hasta menos del 20% a cinco afos y, dado que las
actuales fuentes predictivas del comportamiento clini-
co del cancer de mama a desarrollar metastasis (p. ej.,
estado de ganglios linfaticos y grado histoldgico) han
sido poco exactas, se estan llevando a cabo investiga-
ciones para encontrar otros marcadores predictivos de
esta complicacién fatal. Los casos con el mismo esta-
dio de la enfermedad pueden presentar marcadas di-
ferencias en la respuesta al tratamiento y, sin embargo,
las pacientes sometidas a quimioterapia o terapia hor-
monal reducen el riesgo de metastasis en aproxima-
damente un tercio. Los tratamientos adyuvantes de
esta neoplasia basados en las caracteristicas histolo-
gicas y clinicas (T, N, M) mejoran hasta el 90% la
supervivencia de las pacientes en etapas clinicas tem-
pranas y ganglios negativos. Sin embargo, los avances
en la clasificacion molecular del cancer de mama en
los ultimos afnos en cuatro tipos: luminal A, luminal B,
HER 2, basal like y triple negativo, han sido de ayuda
para mejorar el tratamiento selectivo de acuerdo a esta
clasificacion. Los tumores luminales tienen receptores
hormonales positivos, los HER2, expresion de HER2 y
los basal like o triple negativos no expresan ni recep-
tores hormonales ni HER2. El subtipo luminal A es el
de mejor prondstico y el basal like el de peor?.

La metéastasis® se define como el progresivo creci-
miento de células en un sitio que es discontinuo del
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tumor primario; las células cancerigenas se pueden
diseminar a drganos distantes por medio del torrente
sanguineo y/o linfatico.

El gen HER-2 es un protooncogén también conocido
como ERBB2/HER2/Neu* que pertenece a la familia de
los receptores del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y juega un importante papel en la fisiopatologia
del crecimiento celular, diferenciacién y desarrollo de
tejidos, asi como en el proceso de oncogénesis y me-
tastasis. El gen HER2 se localiza en el cromosoma
17(q11.2-12) y codifica para una glucoproteina trans-
membrana de 1,255 amino&cidos (185 Kd) que activa
la tirosinacinasa.

En 1986, Yamamoto, et al.® describieron la relacion de
la sobreexpresion del gen HER2 con procesos neopla-
Sicos que era secundarios a un transcrito truncado de
2.3 Kb (4.6 kilobases transcrito normal), resultado de la
deleciodn de gran parte del dominio extracelular de unién
al ligando, que producia un receptor oncogénico cons-
titutivamente activo que estimulaba la proliferacién ce-
lular aun con concentraciones bajas de factor de creci-
miento epidérmico (EGF) y hormonas relacionadas.

La sobreexpresion del EGFR puede afectar al feno-
tipo celular y contribuir a su transformacién. Esta so-
breexpresion del gen HER2 se debe generalmente a
la amplificacion del gen, aun con el numero de copias
normales del gen; esto Ultimo es explicable por la so-
brerregulacion transcripcional o la modificacion
postranscripcional.

En la mayoria de los casos, la sobreexpresion del
gen HER2 se ha relacionado con un comportamiento
agresivo del cancer de mama, con un prondstico po-
bre y con una baja supervivencia. Recientemente se
han descrito los polimorfismos de nucleédtido unico
(SNP, por sus siglas en inglés) en el protooncogén en
la region que codifica para el dominio transmembranal
de la proteina localizado en los codones 654° y 65568
y cuyas frecuencias alélicas para el alelo silvestre lle/
lle se reportan de 0.782 y para los alelos silvestre/
mutado de lle/Val de 0.206, también denominados B1
y B2 respectivamente de acuerdo con la Nomencla-
tura de la Base de Datos del Genoma. Asi mismo, se
describe un alelo raro conocido como B3 que es Val/
Val (ambos mutados), cuya frecuencia alélica es de
0.012.

Xie D, et al.” sugieren que el polimorfismo en el co-
dén 655 del gen HER2 esté asociado a un aumento en
el riesgo de cancer mamario, particularmente en mu-
jeres jovenes (<45 afos) y en un metaanadlisis se
observé un menor riesgo en mujeres orientales en
comparacién con el riesgo mayor de las mujeres
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occidentales'’, y que se puede utilizar como indicador
de susceptibilidad genética para el cancer mamario.
Sin embargo, este mismo polimorfismo no resulté aso-
ciarse a mal prondstico en un estudio realizado en
pacientes australianas con cancer de ovario''. El poli-
morfismo en el codon 655" especificamente resulta
del cambio a una valina (GTC) de una isoleucina (ATC),
este coddn se encuentra localizado en la region trans-
membrana y estudios in vitro de este polimorfismo han
demostrado que puede afectar la funcion del gen HER2
cuando se encuentra el alelo mutado valina, incremen-
tando la activaciéon cinasa de la proteina de HER2,
siendo contrario el efecto cinasa decreciente con el
alelo leucina'®. En algunos grupos étnicos, como en las
mujeres Ashkenazi, se reporta que el polimorfismo
1655V del gen HER2, el alelo mutado valina, se asocia
a unincremento de cancer de mama. La frecuencia del
heterocigotos de isoleucina-valina y del homocigoto
valina-valina en mujeres chinas fue del 21.7 y del 0.3%
respectivamente, porcentajes muy por debajo de los
reportados en mujeres caucasicas (40 y 12%, respec-
tivamente). Estos datos coinciden con las observacio-
nes reportadas en otros estudios de que las mujeres
chinas presentan un bajo riesgo de padecer cancer de
mama con respecto a las mujeres caucasicas, 10 que
nos demuestra una vez mas que las frecuencias aléli-
cas son diferentes segun la poblacion que se estu-
die®??%; por lo tanto, los resultados de una poblacién
estudiada no se pueden transpolar a otras. Lo cierto
es que con respecto a los polimorfismos de HER2 los
resultados han sido contradictorios e incluso se han
relacionado inversamente con el riesgo de cancer de
mama, sobre todo en mujeres mayores (> 45 afos)*.

La asociacioén de ciertos polimorfismos con tumores
en organos determinados podria estar relacionada con
la susceptibilidad del cancer de mama a desarrollar
metdstasis a distancia en drganos especificos, segun
sea el tipo de polimorfismo que se encuentre
presente.

MATERIAL Y METODO

Se trata de un estudio piloto y el disefio del proyecto
de investigacion es de tipo prospectivo, observacional,
descriptivo y abierto de casos y controles. Se realizd
en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, del
ISSSTE y en colaboracién con el Instituto de Enferme-
dades de la Mama (FUCAM). El estudio se llevé a cabo
en muestra de sangre periférica de 31 pacientes que
aceptaron participar en el estudio, después de haber
firmado la carta de consentimiento y de comprobar que

cumplieran con los criterios para el sindrome de cancer
de mama y ovario hereditario (SCMOH) segun el Con-
senso de Mama en 2010 de Colima®, entre los que se
encuentran: pacientes menores de 40 anos, bilaterali-
dad del tumor, y antecedentes de cancer de mama en
familiares de primero y segundo grado, entre otros.
Este grupo de pacientes cursa con peor prondstico
relacionado con la menor edad de presentacién del
cancer, que generalmente se traduce en metastasis.
Los controles se obtuvieron de la base de ADN del
Servicio de Medicina Gendmica del Centro Médico
Nacional 20 de noviembre del ISSSTE.

Extraccion de DNA total y cuantificacion

Se llevd a cabo utilizando el kit para extraccion de ADN
de muestras bioldgicas, de Qiagen (protocolo DNeasy
96™) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez
extraido, se cuantificé su cantidad total en cada muestra
usando un método espectrofotométrico (NanoDrop™).

Elaboracion de geles de agarosa para
confirmar integridad de ADN total

Alicuotas correspondientes se sometieron a electro-
foresis en geles de agarosa, en las condiciones debi-
das, y después se visualizaron los geles a través de
un transiluminador de luz ultravioleta (UV), se captura-
ron las imagenes y se analiz6 su integridad.

Analisis de la mutacion

La determinacion del SNP en el segmento trans-
membranal de la proteina del gen HER2 se determind
amplificando el segmento de ADN acorde al coddn
655, mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), seguido de la técnica de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism)?®. El seg-
mento transmembrana corresponde a un fragmento de
148 pb, este segmento fue amplificado mediante PCR,
usando los oligonucledtidos especificos para el gen;
HER2 655 Forward 5-AGAGCGCCAGCCCTCTGAC-
GTCCAT-3' y HER2 655 Reverse 5TCCGTTTCCTG-
CAGCAGTCTCCGCA-3""® de la marca Invitrogen™. Se
utilizé un termociclador Gradient Palm-Cycler™ de la
marca Corbett Research. Los productos de la PCR
fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
2% (UltraPure™ Agarose Invitrogen™ Cat. No 16500-
500) tefidos con bromuro de etidio (Et-Br) y visualiza-
dos bajo luz UV en un transiluminador con el unico fin
de comprobar la integridad y especificidad. Para el
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Figura 1. Se observa el gel de PCR-RFLP de alguno de los
casos con CMOH, la mayoria son homocigotos para la
mutacién G>A y solo el caso 7 fue heterocigoto para el
alelo silvestre y el mutado.

Tabla 1. Distribucion de los genotipos de los casos de
CMOH

Homocigoto lle/lle 7
Heterocigoto lle/Val 5
Homocigoto Val/Val 12
Total 24

analisis de RFLP, el producto de la PCR se someti6 a
digestion enzimatica con la endonucleasa de restric-
cion BsmAl (New England BioLabs Cat No R0529S).
De la digestion de la endonucleasa BsmAl se obtienen
dos fragmentos, uno de 116pb y otro de 32pb para el
alelo mutado valina (GTC), el cual corresponde a uno
de los sitios de reconocimiento de la enzima 5-GTCTC
(N,)...3, en cuanto al alelo silvestre isoleucina (ATC),
no hay reconocimiento por parte de la enzima, por lo
que permanece intacto el fragmento de 148pb.

RESULTADOS

Los casos en total fueron 31 pacientes con criterios
para SCMOH; se excluyeron del estudio siete casos
por no contarse con ADN suficiente para su estudio.
Se contd con un total de 24 casos y 24 controles.

En las tablas 1 y 2 se muestran las distribuciones
alélicas de los casos y controles respectivamente,
mostrando la diferencia con respecto a los genotipos
de I/V y VIV en los casos en comparacioén con los con-
troles, en los cuales predomina el genotipo silvestre I/1.

Mo 17 18

19 20 21 22 23
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Figura 2. Se observan algunos controles de PCR-RFLP del
polimorfismo lle655Val del gen HERZ y su genotipo que
muestra el homocigoto silvestre y tres controles
heterocigotos para el cambio de G>A (21,22,23).

Tabla 2. Distribucion de los genotipos de los controles
sin cancer

Homocigoto lle/lle 19
Heterocigoto lle/Val 4
Homocigoto Val/Val 1
Total 24

Los PCR-RFLP de los casos y controles son demos-
trativos en las figuras 1y 2.

Se realizo la prueba estadistica de »? a los casos y
controles, con un resultado estadisticamente muy sig-
nificativo (p = 0.0006). Se observé que los casos pre-
sentaron el polimorfismo lle655Val en heterocigoto y
homocigoto de la mutaciéon G>A en comparacion con
los controles.

El andlisis de los alelos a un grado de libertad mostr6
un resultado de p < 0.0001. El resultado es asi mismo
estadisticamente muy significativo para el cambio en
el codon 655 del nucledtido silvestre de adenina (ATC)
por el mutado de guanina (GTC).

Se observé que la sensibilidad de la prueba fue del
70.83%, con una especificidad del 79.17%, un valor
predictivo positivo (VPP) del 79.17%, un valor predictivo
negativo (VPN) del 79.17% y concordancia de la prue-
ba del 75.0%.

En la tabla 3 se describe la genotificacion y las fre-
cuencias alélicas de cada uno de los estadios clinicos
(EC) de los casos estudiados. Se observa que el EC
avanzado es el que se relaciona con mas frecuencia
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Tabla 3. Genotipificacion y frecuencias alélicas de los casos

Casos segiin el estadio clinico (EC)
Caracteristicas

Estadio clinico

N.o (0/0) “
A/A A/G G/G A G

NC 2(8.3) 2 4 0
| 3(12.5) 1 2 2 4
I1A 4 (16.66) 1 3 5 3
1IB 7(29.16) 1 7 2 14
1A 3(12.5) 2 4 0
1B 2(8.3) 1 1 1 3
e 1(4.16) 1 2
v 2(8.3) 1 1 1 3
Total 24 7(29.16) 5(20.83) 12 (50.0) 19 (39.6) 29 (60.4)

Tabla 4. Datos epidemioldgicos de un total de 24 casos
con SCMOH

Edad actual (afios) 33 (28-68)
Edad de diagndstico (afos) 44.6 (de 11)
Tiempo de evolucion (afios) 8.6

Menarca (edad) 12.7 (10-16)

I T

Antecedentes de Ca mama 8 83588
Antecedentes de otro Ca 8 33.33
Antecedentes de dos o mas Ca* 5 20.83
Sin antecedentes de Ca 3 12.5

Amamanto (Si/No) 15/8

*Cancer de mama y otro tipo de cancer
DE: desviacion estandar; Ca: cancer.

al alelo mutado, lo que seria importante de considerar,
ya que podria ser un marcador molecular del SCMOH.
Asi mismo, llama la atencion que 15 (62.5%) de los 24
casos fueron diagnosticadas en etapas tardias.

En la tabla 4 se presentan los 24 casos y los datos
epidemioldgicos considerados en este estudio. El prome-
dio de edad de las pacientes fue de 44.6 afos, con una
desviacion estandar de 11 afos (28-68 anos de edad),
ocho de ellas tenian antecedentes familiares de cancer
de mama, otras ocho antecedentes de otro tipo de cancer
familiar, cinco antecedentes familiares de cancer de mama

y otro tipo de cancer (ovario, colon y pancreas, entre otros)
y tres no tenian antecedentes de cancer familiar.

Solo un caso fue bilateral y su genotipo fue homoci-
goto para la mutacion del polimorfismo.

DISCUSION

El presente estudio es el primero que se realiza en
pacientes mexicanas con SCMOH y su relacion con el
polimorfismo lle655Val del gen HER2, que ha sido es-
tudiado en varias poblaciones del mundo y que se ha
relacionado con predisposicion y gravedad de cancer
de mama. Nuestros resultados, si bien son prelimina-
res, ya que la muestra es pequefa, son estadistica-
mente significativos con respecto al valor predictivo de
la determinacion del polimorfismo en estudio en su
forma mutada G>A en homocigoto y probablemente en
heterocigoto. El genotipo G>A, tanto en su forma hete-
rocigoto como homocigoto, se observé en el 70.8% de
los casos, en comparacion con los controles, en los
cuales solo se observd en el 20.8%.

Los casos con metastasis a drganos vitales (EC 1V)
y su asociacién con el polimorfismo lle655Val en su
forma G>A homocigota fueron pacientes jévenes,
como se ha reportado en la literatura, y sus manifes-
taciones fueron mas agresivas.

Si se confirma que el estudio molecular del polimor-
fismo lle655Val del gen HER2 en pacientes con SCMOH
esta relacionado a peor prondstico y su asociacion a
metdastasis a organos vitales al realizar un andlisis mas
amplio con respecto al nimero de pacientes, seria una



herramienta de gran valor en este grupo de pacientes
con cancer de mama, ya que al detectarse las pacientes
que porten la mutacion G>A de este polimorfismo se les
podria ofrecer un tratamiento mas individualizado que
mejore su calidad de vida.

CONCLUSIONES

El estudio demuestra en un primer término que las
pacientes con SCMOH presentan la mutacion de valina
en forma homocigoto en la mayoria de los casos en
comparacion con los controles, lo que en un primer
analisis nos dice que esto tendria relacién directa con
el desarrollo de cancer de mama y, dados los criterios
de las pacientes que son jévenes y que en la mayoria
el tumor se manifiesta de forma agresiva, estableceria
asi mismo una relacién del polimorfismo con esta cir-
cunstancia. Si bien los datos son claros en el estudio
piloto, debemos de reconocer que serd de interés el
llevar a cabo un estudio en un nimero de casos mas
amplio para confirmar lo observado en este andlisis
preliminar y el realizar un estudio mas fino, como seria
mediante PCR en tiempo real, como se ha propuesto
ya por el grupo de trabajo.

CONSIDERACIONES ETICAS

El poder ofrecer un estudio molecular predictivo a
pacientes con cancer de mama que permita un segui-
miento mas especifico y un tratamiento individualizado
con mejoria de su calidad de vida las coloca en un
estado de beneficencia que no se puede dejar de lado,
maxime cuando se trata de un padecimiento que es un
problema de salud publica que en México es la primera
causa de fallecimiento por tumores en mujeres de mas
de 35 afos. Por cuestiones de justicia se les debe de
ofrecer a todas ellas las medidas necesarias para me-
jorar su estado general y en el caso del grupo en es-
tudio, del SCMOH, que se trata en su mayoria de mu-
jeres jovenes en etapa reproductiva y productiva es
indispensable seguir en la busqueda de herramientas
que las ayuden a llevar una vida digna y confortable y
evitar en lo posible que fallezcan por complicaciones
como las metastasis a 6rganos vitales que desgastan
fisica, emocional y econdmicamente a la paciente y a
la familia.
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