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RESUMEN.

A nivel mundial, el cancer de mama (CM), es el mas frecuente y la principal causa de
muerte por cancer en mujeres, representando el 23% del total de casos nuevos de cancer y
el 14% del total de muertes por cancer. En Chile, también constituye la primera causa de
muerte por cancer en mujeres, y la mortalidad por esta causa, ha ido en aumento en las
ultimas dos decadas.

Aln cuando la etiologia exacta del CM es desconocida, existen multiples factores de
riesgo asociados al desarrollo de esta patologia, siendo la historia familiar de CM el mas
importante. Actualmente se ha establecido que la predisposicion heredada al CM,
involucra la participacion de 3 categorias de alelos de susceptibilidad, de acuerdo al perfil
de riesgo que ellos confieren: 1.- Genes de alta penetrancia, 2.- Genes de moderada
penetrancia y 3.- Alelos de baja penetrancia. Estos ultimos, han sido objeto de gran interés
por distintos grupos investigadores. Se trata de polimorfismos de nucledtido simple (SNPs)
que confieren bajo riesgo para el desarrollo de CM y que son relativamente comunes en la
poblacion, razén por la cual podrian explicar hasta el 22% de los casos de CM que no
presentan mutaciones en los genes de alta y moderada penetrancia conocidos en la
actualidad. Los SNPs rs3803662 (TOX3), rs13387042 (2935) y rs13281615 (8qg24) se han
identificado como alelos de susceptibilidad de baja penetrancia para CM en diversos
trabajos realizados principalmente en poblacion Europea y Asiatica, estableciéndose como
alelo de riesgo a aquel que presenta menor frecuencia poblacional y describiéndose
aumentos de riesgo para el desarrollo de la enfermedad que varian entre 1.05 — 1.65 veces.

En el presente trabajo, mediante un estudio caso-control, se analizé la asociacion entre
estos SNPs vy riesgo para CM familiar en poblacion Chilena. Para esto, se realizd
genotipificacion de los SNPs rs3803662, rs13387042 y rs13281615 en 347 casos de CM y
en 801 controles. Los casos de CM, se dividieron segun historia familiar de CM (215 casos
con CM familiar (subgrupo A), y 132 casos sin antecedentes familiares de CM, y con edad
de diagnoéstico temprano (< 50 afos) (subgrupo B)). Se establecieron las frecuencias
alélicas y genotipicas de cada polimorfismo, y se analiz6é su asociacion con aumento del
riesgo para CM, aplicando software estadisticos. Ademéas se realizaron genotipos
combinados entre los distintos SNPs en estudio y se analiz6 el efecto de estos, sobre el

riesgo para CM.



Los resultados obtenidos, mostraron que el alelo T del SNP rs3803662 y el alelo A del
SNP rs13387042, se asociaron significativamente con aumento del riesgo para CM (OR:
1.44; 1C95%: [1.20-1.74]; p<0.0001 y OR: 1.34; 1C95%: [1.11-1.61]; p=0.0009,
respectivamente). Ademas, se encontrdo que el alelo G del SNP rs13281615 (8qg24),
descrito en la literatura como el alelo de riesgo para CM, fue el alelo de mayor frecuencia
en poblacion Chilena. Sin embargo, este alelo no se asocié con aumento del riesgo para
CM.

En relacion a los genotipos combinados, entre los SNPs rs3803662 y rs13387042,
rs3803662 y rs13281615, y rs13387042 y rs13281615, se observo que el riesgo para CM
aumentd a medida que aumentaba el niumero de alelos de riesgo. Ademas, en el subgrupo
B, el genotipo combinado doble homocigoto de riesgo entre los SNPs rs3803662 y
rs13387042 (T/T-A/A), presentd interaccion génica en escala aditiva.

Como conclusién de este trabajo se postula que, en poblacion Chilena, el alelo T del
SNP rs3803662 y el alelo A del SNP rs13387042, son alelos de susceptibilidad de baja
penetrancia para el desarrollo de CM; que el riesgo que estos confieren, aumenta a medida
que aumenta el nimero de alelos de riesgo; y que en mujeres jovenes (< 50 afios), sin
antecedentes familiares de CM, existe interaccion genica entre los SNP rs3803662 y
rs13387042.
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ABSTRACT.

Worldwide, breast cancer (BC) is the most common and the leading cause of death by
cancer in women, accounting for 23% of all new cancer cases and 14% of all cancer deaths.
In Chile, it is also the leading cause of death by cancer in women, and mortality from this
cause, has been increasing in the last two decades.

Although the exact etiology of BC is unknown, there are many risk factors associated
with the development of this disease, family history of BC being the most important. It has
now been established that the inherited predisposition to BC, involves the participation of
three categories of susceptibility genes, according to the risk profile they give: 1.- High
penetrance genes, 2.- Moderate penetrance genes and 3.- Low-penetrance alleles. The latter
have been the subject of great interest in various research groups. It relates to single
nucleotide polymorphisms (SNPs) that confer low risk for the development of BC and are
relatively common in the population; this could explain up to 22% of BC cases where there
are no mutations in the genes of high and moderate penetrance currently known. The SNPs
rs3803662 (TOX3), rs13387042 (2g35) and rs13281615 (8g24) have been identified as
susceptibility alleles with low penetrance for BC in various studies done primarily in
European and Asian population, establishing as risk allele the one with the lowest
population frequency and describing increases on the risk for development of the disease
ranging between 1.05 - 1.65 times.

In this thesis, through a case-control study, it was examined the association between
these SNPs and the risk of family BC on the Chilean population. For this, it was performed
genotyping of SNPs rs3803662, rs13387042 and rs13281615 in 347 cases of BC and on
801 controls. BC cases were divided according to family history of BC (215 cases with
family BC (subgroup A), and 132 cases with no family history of BC, and early diagnosis
age (< 50 years) (subgroup B)). Using statistical software were established genotypic and
allelic frequencies of each polymorphism, and analyzed their association with increased
risk of BC. Combined genotypes were also carried out between different SNPs studied and
the effect of these on the risk of BC was analyzed.

The results obtained showed that the T allele of SNP rs3803662 and allele A of SNP
rs13387042, were significantly linked with increased risk of BC (OR: 1.44; 1C95%: [1.20-
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1.74]; p <0.0001 and OR: 1.34; 1C95%: [1.11-1.61]; p = 0.0009, respectively).
Furthermore, it was found that the G allele of SNP rs13281615 (8924), described in the
literature as the risk allele for BC, was the most frequent allele in Chilean population.
However, this allele was not associated with increased risk of BC.

Regarding combined genotypes among SNPs rs13387042 and rs3803662, rs13281615 and
rs3803662, rs13387042 and rs13281615, it was observed that the risk of BC increased as
the number of risk alleles increased. Furthermore, in subgroup B, double homozygous risk
combined genotype between SNPs rs3803662 and rs13387042 (T/T-A/A), presented
additive scale gene interaction.

As conclusion of this studies it is postulated that, in Chilean population, the T allele
of SNP rs3803662 and A allele of SNP rs13387042, are susceptibility alleles of low
penetrance for the development of BC; that the risk they confer increases as it increase the
number of risk alleles; and that on young women (< 50 years) with no family history of BC,
gene interaction exists between rs3803662 and rs13387042.
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I. INTRODUCCION.

El cancer de mama (CM) constituye un importante problema de salud publica a nivel
mundial. Es el mas frecuente y la principal causa de muerte por cancer en mujeres, tanto en
paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo, representando el 23% del total
de casos nuevos de cancer y el 14% del total de muertes por cancer (1).

En Chile, el CM es la primera causa de muerte por cancer en mujeres. La mortalidad
por CM en nuestro pais ha ido en aumento en las Ultimas dos décadas. En 1990 se
registraba una tasa de mortalidad de 12.4 por 100000 mujeres, y en el afio 2009 la tasa de
mortalidad fue de 15.8 por 100000 mujeres, equivalente a 1338 muertes (2). Respecto de la
incidencia, en Chile no existe un registro nacional de incidencia de CM, por lo cual estas
tasas son solo estimaciones en base a registros del sistema publico de salud chileno. En
base a estos registros, la incidencia nacional estimada el afio 2009 para CM, fue cercana a
los 3100 casos nuevos equivalente a una incidencia de 26 por 100000 mujeres (3).

Si bien, la etiologia exacta de CM aun es desconocida, existen multiples factores de
riesgo asociados al desarrollo de esta patologia, dentro de los cuales, la historia familiar de
CM es el méas importante. Estudios realizados en gemelos monocigotos y dicigotos, han
establecido que el riesgo de CM es mayor en gemelos monocigotos, sugiriendo una base
genética para el desarrollo de esta patologia (4, 5, 6). Estudios epidemioldgicos estiman que
el CM es dos veces mas comun entre familiares de primer grado de pacientes con CM que
en la poblacion general (4, 7) y que el riesgo relativo aumenta con el nimero de familiares
afectados, cuando la enfermedad es bilateral y cuando el familiar afectado ha sido

diagnosticado a edad temprana (5, 6, 8).

ASPECTOS GENETICOS DEL CANCER DE MAMA.

BRCA 1y BRCA 2 son los genes de susceptibilidad mas importantes asociados a CM.
Las mutaciones en estos genes confieren alto riesgo para el desarrollo de CM, CO y
sindrome mama-ovario. Diferentes estudios han mostrado que las mutaciones puntuales en
BRCA 1 y BRCA 2 son responsables de una baja proporcion de casos de CM familiar, la

que varia entre un 16 a 20% (9, 10). La busqueda de otros genes de alta penetrancia del
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tipo BRCA, no han encontrado un gen BRCA 3y esto, sumado a los resultados obtenidos
en complejos analisis de segregacion que exploran la existencia de nuevos genes, postulan
y favorecen un modelo poligénico de susceptibilidad para explicar la gran proporcion de
casos de CM que presentan agregacion familiar y que son negativos para mutaciones en
los genes BRCA (7, 8, 11, 12). EI modelo poligénico establece que gran parte de la
predisposicion heredada al CM, seria consecuencia de la combinacion de mudltiples
variantes genéticas en diferentes loci, cada uno de los cuales conferiria un pequefio efecto
sobre el riesgo, en forma aditiva o multiplicativa (13, 14, 49). Ya en 1999, Easton y col.
(15) plantearon la participacion de genes de moderada y baja penetrancia en el CM familiar
basandose en que: 1) no existirian otros genes con penetrancia comparable a las de BRCA 1
y BRCA 2, o de existir, las mutaciones predisponentes en estos genes serian muy raras; 2)
un modelo recesivo es muy poco probable; 3) algunos genes involucrados en la
susceptibilidad al CM muestran efectos edad-especificos. EI aumento del riesgo relativo
con la edad, no puede ser explicado sélo por BRCA 1 y BRCA 2, por lo tanto, otros genes
deben también conferir riesgos relativos para los casos con edad de diagndstico temprano;
4) de acuerdo a la hipotesis de Knudson (16), la carcinogénesis requiere de varios
impactos mutacionales sucesivos en diferentes genes; 5) los genes involucrados en CM en
general no confieren un riesgo importante para el desarrollo de otros canceres; 6) a la
heterogeneidad clinica podria subyacer una heterogeneidad genética, afirmacion que se
plantea debido a que existen algunas evidencias que el CM lobulillar (infiltrante) y el
carcinoma lobulillar in situ, presentan riesgos familiares mayores que otros tipos
histol6gicos de CM. Este efecto no parece ser consecuencia solo de mutaciones en BRCA 1
y BRCA 2.

PANORAMA ACTUAL DE SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER DE MAMA.

Actualmente el CM es considerado una enfermedad multifactorial compleja,
determinada por el efecto combinado de varias, o incluso muchas, variantes genéticas y la
accion de factores medioambientales (17, 18). Hoy en dia, se describen 3 categorias de

genes de susceptibilidad involucrados en el desarrollo de esta patologia, de acuerdo al
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perfil de riesgo que estos confieren (5, 12): 1.- Genes de alta penetrancia; 2.- Genes de
moderada penetrancia; y 3.- Alelos de baja penetrancia.

1.- Genes de alta penetrancia:

Esta categoria incluye los genes BRCA 1, BRCA 2 y TP53 entre otros. La principal
caracteristica de este tipo de genes es que son raros en la poblacion, con frecuencias
menores o igual al 0.1% Yy que confieren un alto riesgo relativo, del orden de 10 a 20 veces.
Se han identificado a través de analisis de ligamiento y clonamiento posicional (5, 9, 12).

Los genes BRCA 1 y BRCA 2, ubicados en los cromosomas 17921 y 13912
respectivamente, son los genes de alta penetrancia mas importantes asociados a CM.
Mutaciones en estos genes constituyen el desorden genético autosémico dominante mas
frecuente relacionado con CM familiar (9, 18). Ambos genes tienen un rol muy importante
en la mantencion de la estabilidad gendmica, entre otros, por su participacion en la
reparacion de rupturas de doble hebra en el DNA (8, 12).

Ademas de BRCA 1 y BRCA 2, existen otros genes de alta penetrancia asociados a
CM. Sin embargo, las mutaciones en estos genes son muy raras en la poblacién,
contribuyen en una baja proporcion al riesgo de CM familiar y la predisposicion al CM se
presenta s6lo como parte de sindromes de canceres hereditarios en los cuales estan
involucrados (5, 8, 9, 18): TP53 (Sindrome de Li Fraumeni), PTEN (Sindrome de
Cowden), STK1 (Sindrome de Peutz — Jeghers) y CDH1 (Sindrome de cancer gastrico
hereditario difuso).

2.- Genes de moderada penetrancia:

Las principales caracteristicas de este tipo de genes son: baja frecuencia poblacional
(menor o igual a 0.6%), su moderado riesgo para CM con riesgo relativo entre 2 a 4 veces,
y que todos los genes identificados en esta categoria estan involucrados en los mecanismos
de reparacion del DNA (5, 9, 12). Su asociacion con aumento del riesgo para CM, se
realiza basicamente por tamizaje de mutaciones en genes candidatos, en extensos estudios
caso—control enriquecidos en CM familiar (9, 11). Dentro de los genes de moderada
penetrancia descritos en la actualidad, se encuentran: ATM, PALB2, BRIP1, CHEK2,
RAD50, BARD1.
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Los portadores de mutaciones en genes de moderada penetrancia tienen un riesgo de
aproximadamente 6 a 10% de desarrollar CM a los 60 afios, comparado con un 3% en la
poblacién general (9). Se estima que los genes de moderada penetrancia mencionados, en
conjunto contribuyen al riesgo de CM familiar en menos de un 3%, comparado con el 20 a

25% de los genes de alta penetrancia (5).

3.- Alelos de baja penetrancia:

Con la incorporacion del modelo poligénico, en los dltimos afios la budsqueda de
variantes genéticas de susceptibilidad se ha enfocado intensamente a la identificacion de
alelos comunes en la poblacion, definidos como aquellos con frecuencia mayor al 5%.
Estos alelos estan asociados a discretos aumentos en el riesgo de CM (9, 11, 17).

La identificacién de estos alelos de baja penetrancia se basa principalmente en
estudios de asociacion de genoma extenso (GWAS), donde se comparan las frecuencias de
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) en grandes series caso-control. Los GWAS
tienen la ventaja de identificar alelos de baja penetrancia sin un conocimiento previo de su
ubicacion y/o funcion. Ademas se han realizado meta analisis que involucran cientos a
miles de casos y controles no relacionados, generalmente provenientes de diferentes
estudios en distintas poblaciones y grupos étnicos, los que minimizan falsos positivos y/o
limitaciones que pudieran encontrarse en series individuales (9, 11, 17, 19).

Actualmente, para CM, se han publicado alrededor de 10 GWAS y se han
identificados al menos 13 loci independientes implicados en el riesgo de la enfermedad
(19). Estos loci corresponden todos a SNPs con dos alelos: un alelo de riesgo y un alelo
normal, y el riesgo que confiere cada uno de estos loci, presentaria un efecto de dosis:
homocigotos para el alelo de riesgo presentan riesgos mas altos que los heterocigotos (4, 9,
11). Sin embargo, los riesgos que confieren todos los alelos de baja penetrancia
identificados a la fecha son muy bajos y varian entre 1.05 a 1.30 en heterocigotos, y 1.20
a.1.65 en los homocigotos para el alelo de riesgo (17, 18). A pesar de los bajos riesgos que
confieren estos alelos, al ser relativamente comunes en la poblacién, presumiblemente
podrian explicar una proporcion mucho mayor de CM que las mutaciones germinales en
BRCA 1y BRCA 2. Se ha estimado que, debido a sus altas frecuencias alélicas (560/1000),

el riesgo poblacional atribuible seria del 22% (20).
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A diferencia de los genes de alta y moderada penetrancia, varios de los alelos de baja
penetrancia identificados a la fecha no estan involucrados directamente en la via de
reparacion del DNA e incluso algunos, presentan funciones conocidas no relacionadas con
el desarrollo del cancer. Otra diferencia a destacar de los alelos de baja penetrancia respecto
a los de alta y moderada penetrancia, es que los homocigotos para el alelo de riesgo no
presentan diferencias fenotipicas con heterocigotos o con homocigotos para el alelo normal,
excepto en el riesgo para CM que ellos confieren. Por dltimo, es importante destacar que
los loci identificados a la fecha, se encuentran tanto en regiones codificantes del genoma,
como en regiones no codificantes, lejos de algin gen conocido (5, 9, 11, 17, 19). Dentro de
los que se encuentran en regiones codificantes, destacan el SNPs rs2981582 en el gen
FGFR2, rs889312 en MAP3K1, rs3803662 asociado al gen TOX3 y rs3817198 en LSP1,
todos ellos identificados el afio 2007 por Easton y col. (21) en un gran GWAS en el cual se
evaluaron miles de SNPs en miles de muestras de casos y controles provenientes de 22
estudios internacionales, que posteriormente han sido replicados en otros estudios y que a
su vez han identificados nuevos SNPs. Es el caso del estudio publicado por Stacey y col.
(22), realizado en 1600 casos de CM y 11563 controles en poblacion de Islandia, el cual
confirmé la asociaciéon del SNP rs3803662 con riesgo de CM e identific6 un nuevo SNP,
rs13387042, ubicado en el locus 235, el cual forma parte de los loci identificados en
region no codificante. Otro de los SNP identificado por Easton y col. en regién no
codificante, es rs13281615 ubicado en el locus 8qg24.

Se estima que todos los loci identificados a la fecha, explicarian alrededor de un 8 a
10% de la agregacion familiar observada para CM (5, 11, 19).

Gen TOX3

El gen TOX3, tambien conocido como TNRC9 (Trinucleotide Repeat Containing 9
gene), se encuentra en el cromosoma 16q y codifica una proteina de 576 aminoacidos (aa) y
peso molecular (PM) de 63.3 KDa. Esta proteina pertenece a la superfamilia de proteinas
HMG (High Mobility Group) - BOX, subfamilia TOX (Thymocyte Selection-associated
HMG-BOX), que corresponden a proteinas cromosoémicas no histonas que ayudan a la

remodelacion del nucleosoma (23-25). La principal caracteristica del gen TOX3, es una
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secuencia repetida de trinucleétidos CAG hacia la region 3’OH, originando una proteina
con un extremo C- terminal rico en glutaminas (23, 24). La funcion de TOX3 no se
encuentra bien definida, sin embargo, estudios recientes sefialan que podria actuar como un
factor de transcripcion, lo que se ha demostrado en neuronas (24, 26). Ademas, este gen se
ha implicado en el desarrollo de metéstasis 6seas en pacientes con CM (27).

En TOX3 se ha identificado variacion polimoérfica y se ha estudiado la posible
asociacion de distintos SNPs de este gen, con aumento del riesgo para CM. Dentro de los
SNPs estudiados, el rs3803662 (C/T), es el primero para el cual se describe una asociacién
significativa (21, 25). Easton y col. (21), en un estudio caso - control publicado el afio
2007, encontraron que el alelo de menor frecuencia para rs3803662 (T), aumentaba el
riesgo para CM en 1.20 veces. Posteriormente, Stacey y col. (22) confirmaron la asociacion
entre este SNP y aumento del riesgo para CM, encontrando que el alelo T aumentaba el
riesgo para CM en 1.28 veces. En este estudio también se encontré que los individuos
homocigotos para el alelo T, presentaban un aumento del riesgo de 1.64 veces, y ademas,
demostraron que el riesgo conferido por rs3803662, se observaba en tumores positivos para
receptor de estrogenos (ER+). Estudios epidemioldgicos en diferentes poblaciones, han
analizado la asociacién entre rs3803662 y riesgo de CM, obteniendo resultados diversos
(10, 28-33). Mientras que en estudios realizados en individuos con ancestros Europeos (10,
28) los resultados son similares a los obtenidos por Easton y col. (21), aquellos realizados
en poblaciones Asiaticas presentan resultados controversiales (29-31) y en poblacion
Afroamericana, los resultados no muestran relacion entre rs3803662 y riesgo de CM (32,
33). Recientemente se publicé un meta-analisis (25) que incluye 8 publicaciones y un total
de 25828 casos de CM y 36177 controles, cuyos resultados permiten a los autores concluir
que rs3803662 se asocia significativamente con riesgo de CM y que el alelo T es un alelo
de riesgo de baja penetrancia para el desarrollo de CM.

En relacion a los resultados encontrados por Stacey y col. (22) respecto a la
asociacion entre rs3803662 y tumores ER+, éstos han sido confirmados en otros estudios
que incluyen gran nimero de casos y controles (28, 34).

El mecanismo por el cual rs3803662 seria responsable del aumento del riesgo para
CM, no se ha dilucidado. Este SNP, se ubica en un blogue de desequilibrio de ligamiento

que contiene: el extremo 5°del gen TOX3, una pequefia region intergénica y un gen
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hipotético poco caracterizado denominado LOC64371 (35, 36, 37). Actualmente, se postula
que el SNP rs3803662 aumentaria el riesgo para CM, modulando la expresion de genes
cercanos e incluso, de genes mas distantes en cis o trans, asociados a CM (36, 37). Bajo
esta hipdtesis, Udler y col. (2010) (36) analizaron en 38 muestras de mama normal y 77
muestras de tumores de mama, la asociacién de los distintos genotipos de rs3803662 con
los niveles de RNAmM de TOX3, sin encontrar diferencias significativas entre los niveles de
RNAmM de TOX3 de tejido normal comparado con tejido tumoral para ninguno de los
genotipos del SNP rs3803662 (C/C, C/T, T/T). Por lo anterior, los autores analizaron la
expresion de genes méas distantes, encontrando que los distintos genotipos portadores del
alelo de riesgo de rs3803662 (C/T y T/T), se asociaban con niveles aumentados de RNAm
del gen RBL2 (gen involucrado en la regulacion del ciclo celular), y que esta asociacion era
dosis-dependiente. Sin embargo, debido al tamafio de la muestra analizada, los autores
sugieren la necesidad de nuevos estudios para investigar esta asociacion. Posteriormente, en
el afio 2011, Riaz y col (37) publicaron un estudio en el cual se evalud la expresion de
TOX3 y su asociacion con los distintos genotipos de rs3803662, en 1401 muestras de
pacientes con CM primario. Los autores mostraron que los individuos portadores del alelo
de riesgo (C/T y T/T), presentaban disminucién de los niveles de RNAm de TOX3, y que
esta disminucion era dosis-dependiente segin el nimero de alelos de riesgo presentes en el
genotipo. Considerando estos resultados y los antecedentes existentes respecto de las
caracteristicas y posible funcién de TOX3, los autores plantean que este gen podria actuar
como un gen supresor de tumor, y sugieren la realizacion de estudios funcionales
adicionales, tanto en muestras normales como en tumores mamarios, para determinar en

forma mas clara el rol del gen TOX3.

Regién cromosdmica 2935

La region cromosémica 2935 y su asociacion con aumento de riesgo para CM, fue
descrita por primera vez por Stacey Yy col. (22), quienes encontraron que el alelo A (alelo de
menor frecuencia) del SNP rs13387042 (G/A) ubicado en esta region, aumentaba el riesgo
para CM en 1.20 veces y que este riesgo aumentaba a 1.44 veces en individuos

homocigotos para este alelo. Estos resultados estaban restringidos a tumores ER+.
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Posteriormente, Milne y col. (38), en mujeres caucésicas Europeas, confirmaron la
asociacion entre el SNP rs13387042 y riesgo para CM, encontrando que el alelo A
aumentaba el riesgo para CM en 1.12 veces. Sin embargo, este aumento del riesgo, se
evidenciaba tanto en tumores ER+, como en ER -, siendo discretamente mayor en ER+. En
el afo 2010 Reeves y col. (28), ratificaron la asociacion entre el alelo A del SNP
rs13387042 y aumento del riesgo para CM. Ademas, estos autores estudiaron la asociacion
de distintos SNPs con subtipos de CM, encontrando que el alelo A de este SNP se asociaba
significativamente con CM bilateral y con CM de tipo lobulillar, y no encontraron
asociacion significativa segun receptor de estrégenos.

La asociacion entre el alelo A del SNP rs13387042 y tumores ER+, fue corroborada
recientemente por Broeks y col. (34) en un estudio que incluyd sobre 30040 casos de CM y
53692 controles. Los autores determinaron, en poblacion de origen Europeo, un aumento
del riesgo para CM, de 1.16 veces para los tumores ER+ y de 1.09 veces para los tumores
ER-, estableciendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos tipos de tumor.

Estudios realizados en otras poblaciones muestran resultados diferentes (30, 32).
Mientras que en un estudio realizado en poblacion Afroamericana (32), los resultados son
coincidentes con los obtenidos en poblacion Europea, la asociacion entre 2935 y aumento
del riesgo para CM no ha sido encontrada en poblacién Asiatica (30).

Actualmente, se desconoce el mecanismo por el cual rs13387042 aumenta el riesgo
para CM. Este SNP se ubica en un bloque de desequilibrio de ligamiento de 90 Kb, en el
cual no se ha demostrado existencia de genes ni RNAs no codificantes (22, 38, 39), lo cual
dificulta el esclarecimiento de su rol en la carcinogénesis mamaria. Sin embargo, al
explorar las regiones vecinas a este bloque de desequilibrio de ligamiento, los genes mas
cercanos conocidos son: TNP1 a 181 Kb de distancia proximal, IGFBP5 e IGFBP2 a una
distancia proximal de 345 Kb y 376 Kb respectivamente, y TNS1 a 761 Kb de distancia
distal (22, 34).

Regién cromosdmica 8924

Esta region cromosomica ha sido ampliamente estudiada debido a su asociacion con

distintos tipos de cancer, incluyendo mama, préstata, colon y ovario. Se trata de una region
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en la que no se han identificado genes, compuesta por 5 bloques distintos de haplotipos:
uno asociado s6lo con CM, tres asociados con cancer de prostata y uno asociado con cancer
de prostata, colon y ovario (35, 40).

La asociacion entre 8924 y CM fue descrita por primera vez por Easton y col. (21)
el afio 2007, al determinar que el SNP rs13281615 (A/G) ubicado en 8qg24, se asociaba con
aumento del riesgo para CM. Los autores encontraron que el alelo de menor frecuencia de
este SNP (alelo G), aumentaba el riesgo para CM en 1.08 veces, y que los individuos
homocigotos para este alelo, presentaban un aumento del riesgo para CM de 1.18 veces.
Posteriormente, Fletcher y col (41) confirmaron estos resultados en poblacion Europea,
determinando que el alelo G se asociaba con un aumento del riesgo para CM de 1.24 veces,
mientras que los individuos homocigotos G/G aumentaban el riesgo en 1.54 veces.
Ademas, estos autores sefialan que el riesgo conferido por este SNP, seria mayor en casos
de CM con historia familiar. Otros estudios realizados en poblacién Europea han obtenido
resultados similares respecto a la asociacion del SNP rs13281615 y aumento del riesgo para
CM (10, 28, 40, 42). En relaciéon al subtipo de tumor, se ha encontrado una mayor
asociacion entre rs13281615 y tumores ER+ (34, 43).

El SNP rs13281615 (A/G), se ubica en una regién cromosomica (8924) en la cual no
se han identificado genes (21, 35, 40). Sin embargo, se sabe que los genes mas cercanos a
esta region son: el proto-oncogén c-MYC, cuya sobreexpresion se ha observado en CM, y
estd ubicado a mas de 350 kb de rs13281615; FAM84B (Family with sequence similarity
84, member B), que se ha descrito como una proteina de membrana asociada a CM, cuya
funcion es desconocida; y el pseudogen POUSF1P1 (35, 37, 40). Actualmente, se
desconoce el mecanismo por el cual, las variantes ubicadas en esta region, se asocian con
los distintos canceres. Se postula que estas variantes afectarian a elementos regulatorios de
la transcripcion (enhancers) tejido-especificos, ubicados en esta regién, modulando la
expresion de genes cercanos (35). Riaz y col. (37) evaluaron en poblacion Europea, la
expresion de c-MYC y POUS5SF1P1 y su asociacion con los distintos genotipos del SNP
rs13281615. Los autores no encontraron niveles alterados de RNAmM de ambos genes, en
relacién a los genotipos portadores del alelo considerado de riesgo (A/G y G/G),
postulando que este SNP no actuaria a traves de la modulacion de la expresion de estos

genes.
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I1.- HIPOTESIS.

En poblacion chilena, las variantes de susceptibilidad de baja penetrancia (SNPs)
rs3803662 asociado a TOX3, rs13387042 en 2935 y/o rs13281615 en 8324 se asocian con
riesgo de CM.

I11.- OBJETIVOS.

1.- Objetivos generales

1.1.- Determinar si existe asociacion entre las variantes de baja penetrancia rs3803662 en
TOX3, rs13387042 en 2935 y rs13281615 en 8924 con aumento del riesgo para CM.

1.2.- Determinar el efecto de los genotipos combinados de los SNPs en analisis, sobre el
riesgo para CM.

2.- Objetivos especificos

2.1.- Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs: rs3803662 (TOX3),
rs13387042 (2g35) y rs13281615 (8g24), en casos con CM que incluyen: a) Pacientes con
CM familiar (n=215) vy b) mujeres con diagndéstico temprano de la enfermedad, sin
antecedentes familiares de CM y/o céncer de ovario (CO) (< 50 afios) (n=132).

2.2- Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs: rs3803662 (TOX3),
rs13387042 (2935) y rs13281615 (8g24) en mujeres sanas sin antecedentes familiares de
CM (Grupo control, n=801).

2.3.- Comparar estadisticamente las frecuencias alélicas de los SNPs analizados en casos
versus controles.

2.4.- Comparar estadisticamente las frecuencias genotipicas de los SNPs analizados en
casos versus controles.

2.5.- Establecer si los SNPs analizados aumentan el riesgo para CM en casos que incluyen:
a) Pacientes con CM familiar y b) mujeres con diagndstico temprano de la enfermedad sin

antecedentes familiares de CM y/o CO (< 50 afios).
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2.6.- Analizar el efecto de los genotipos combinados entre los SNPs rs3803662 vy
rs13387042, rs3803662 y rs13281615, y rs13387042 y rs13281615, sobre el riesgo para
CM.

IV.- METODOLOGIA.

1.- Grupos muestrales:

1.1.- Definicién de los grupos muestrales
a).- Casos: Los casos de CM considerados para este estudio, incluyen:
1.- Casos con CM familiar (Subgrupo A; n=215): Se consideraron casos con CM familiar
a aquellos que cumplian con al menos uno de los siguientes criterios:

A.- Familias con 3 0 mas parientes con CM y/u ovario.

B.- Familias con 2 parientes con CM.

C.- Familias con 1 caso con CM y 1 con cancer de ovario.
2.- Casos de con CM con edad de diagnostico temprano (< 50 afios) y sin historia familiar
para CM y/o cancer de ovario (CO) (Subgrupo B; n=132): Considerando que lo mas
frecuente es que el cancer se presente en edades tardias de la vida (> 50 afios), a toda mujer
con diagnostico temprano de cancer se le debe realizar estudio genético a objeto de obtener
conocimiento en relacion con las bases genéticas de su enfermedad y de la probabilidad de
la transmision de estos factores a la descendencia. Considerando que la literatura esta
informando que las mujeres con diagnéstico temprano y sin historia familiar de CM son
negativas para mutaciones en los genes de alta penetrancia BRCA 1 y BRCA 2, es muy
relevante analizar en ellas la asociacion de la patologia con variantes de baja penetrancia.

Todos los casos incluidos en este estudio corresponden a pacientes negativos para
mutaciones patogénicas en los genes de alta penetrancia BRCA 1y BRCA 2.
b).- Controles: Mujeres sanas, sin antecedentes familiares para CM, con caracteristicas

similares a los casos en relacion a edad, sexo y residencia.
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1.2.- Obtencion de los grupos muestrales

Los casos con CM se seleccionaron a partir de los registros de diferentes servicios del
area metropolitana, tanto publicos como privados, que han colaborado con los proyectos
FONDECYT desarrollados y en desarrollo en el tema (FONDECYT 1010800, 1060094 y
1110081), y que incluyen: Unidad de Patologia Mamaria del Servicio de Ginecologia del
Hospital Clinico San Borja Arriaran (Dr. Octavio Peralta); Servicio de Ginecologia y
Obstetricia Hospital EI Salvador (Dr. Alonso Uribe); Servicio de Ginecologia y Obstetricia
Hospital Clinico de la Universidad de Chile, Clinica Las condes, y Corporacion Nacional
del Céncer (CONAC). Todos los pacientes tienen diagndstico definitivo confirmado con
estudio histoldgico. A todos los pacientes seleccionados, se les explicd en qué consiste el
estudio y los objetivos de éste. Se les aplicO una encuesta que incluyd preguntas
relacionadas con su historia médica, reproductiva, etnia y factores de riesgo (Anexo 1) y se
les solicité firmar un consentimiento informado, declarando que aceptan voluntariamente
ser parte del estudio (Anexo 2).
- El grupo control se obtuvo de mujeres que asisten a examenes de laboratorio a la
CONAC, y que no tienen historia familiar de canceres relacionados con los genes BRCA 1
y 2 (cancer de mama, ovario, prostata, pancreas y melanoma). A este grupo, también se les
explico los objetivos del estudio, se les aplicé una encuesta (Anexo 3) y se les solicitd la
firma de un consentimiento informado (Anexo 4).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile y la informacién de cada individuo participante en el estudio, se

mantiene en forma confidencial.

1.3.- Criterios de exclusion

Se excluyd a todos los individuos que presentaban ancestros de primera y segunda
generacion de otras etnias, por ejemplo, europeos y asiaticos, ya que este estudio se enfoca
a la basqueda de los factores genéticos de susceptibilidad para CM en poblacién chilena.
Este criterio se aplico para los dos grupos muestrales incorporados (casos y controles).

En el caso de la muestra control, se excluy6 a aquellos individuos que tenian
antecedentes familiares de otros tipos de canceres asociados a mutaciones patogénicas en

los genes BRCA 1y 2, tales como cancer de préstata, pancreas y melanoma.
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2.- Métodos moleculares:
2.1.- Extraccion de DNA gendmico

A cada participante del estudio, se le extrajeron 10 ml de sangre periférica, la que fue
colectada en tubo vacutainer con EDTA como anticoagulante. A partir de esta muestra se
obtuvo DNA gendmico total, utilizando una técnica estandar basada en el método de
Chomczynski (50).

Una vez obtenidas las muestras de DNA genomico, estas se cuantificaron por medicién
de absorbancia a 260 nm en espectrofotometro modelo Shimatzu, con la finalidad de
conocer la cantidad de DNA existente en cada muestra, la que se calcul6 considerando que
1 unidad de absorbancia a 260nm, equivale a 50 ng/ul. A partir de los stocks se realizaron

diluciones con la concentracion requerida para la genotipificacion.

2.2.- Genotipificacion de los SNPs rs3803662 (TOX3), rs13387042 (2935) y rs13281615
(8024)

Se utilizé el ensayo TagMan® (Applied Biosystems), el que actualmente es el método
de eleccidn para la genotipificacion de SNPs, ya que permite el analisis de un gran nimero
de muestras con una adecuada relacion costo-eficiencia. Este método se basa en el uso de
un par de sondas alelo-especifica marcadas con un fluorocromo diferente para cada alelo.
Luego de la hibridacion, se realiza una reaccion de PCR utilizando una Taq polimerasa con
actividad 5’ nucleasa, la cual degrada a la sonda alelo-especifica que hibrido con el DNA
genomico, liberando al fluorocromo para que emita fluorescencia. Los partidores y sondas
marcadas para cada polimorfismo son disefiados y comercializados como kits por Applied
Biosystems. La reaccion de PCR y la lectura de fluorescencia se realizan en un
termociclador RealTime (StepOnePlus®), el cual mediante un software discrimina los
alelos de acuerdo a la fluorescencia emitida.

El kit comercial para la genotipificacion de cada SNPs incluye:

1.- TagMan® Genotyping Master Mix (comun para todos los ensayos) que contiene:
dNTPs, buffer, ampliTag Gold®DNA polimerasa y ROX (fluor6foro de referencia interna).
2.- TagMan® SNP Genotyping Assay que contiene los partidores y 2 sondas especificas
para cada SNPs. Una de las sondas estd marcada con el fluorocromo o reportero VIC y la

otra, con el fluorocromo 6FAM, ambas en el extremo 5°.

25



La genotipificacion de los 3 SNPs se realizo siguiendo el mismo protocolo de trabajo:

- H20 libre de nucleasas : 2.75 pl
- Master Mix : 50ul
- TagMan assay : 0.25 pl
- DNA genomico 2.5 ng/ul : 2.0 ul
- Volumen final : 10.0 pl
El programa de la reaccion de PCR, fue el siguiente:
- 60°C /30 seg
- 95°C/10 min.
- (92°C/15 seg. + 60°C/ 1 min.) x 50 ciclos
- 60°C/30 seg.

Para realizar la discriminacion alélica, se utilizo el software Step One V. 2.1, el cual en
base a una curva de aumento de fluorescencia. El programa discrimina entre individuos
heterocigotos, generando una curva de aumento de fluorescencia tanto para VIC como
para 6FAM, y homocigotos, caso en el cual genera una curva de aumento de fluorescencia
solo para VIC ¢ s6lo para 6FAM, dependiendo si es homocigoto para un alelo o para el

otro.

3.- Anélisis estadistico de los datos

Una vez determinadas las frecuencias alélicas y genotipicas de cada SNPs en casos y
controles, se aplic Test de bondad de ajuste (X?) a los controles, utilizando el programa
Stata V 8.2 (StataCorp, Texas, USA), para establecer equilibrio de Hardy-Weinberg. El test
se aplico para los 3 SNPs en estudio.

La comparacion estadistica de las frecuencias alélicas y genotipicas entre casos Yy
controles, se realizé aplicando Test exacto de Fisher de una cola, con o = 0,05, utilizando el
programa Stata V 8.2. La fuerza de asociacion de cada polimorfismo con CM, se estimé
utilizando la razén de productos cruzados u Odd Ratio (OR), con un intervalo de confianza
(IC) al 95%. La interpretacion estadistica para los valores obtenidos de OR fue la siguiente:

- OR > 1.00 = Asociacién positiva (Aumenta el riesgo para CM)
- OR =1.00 — Sin asociacion

- OR < 1.00 = Asociacion negativa (Disminuye el riesgo para CM, efecto protector)

26



Para cada SNP se evalu6 efecto aditivo aplicando test de tendencia Cochran-Armitage
(p-trend), utilizando software estadistico R version 2.15.1 (The R Project for Statistical
Computing). Se consideraron estadisticamente significativos, valores de p-trend < 0.05.

Respecto a los genotipos combinados, la comparacion de las frecuencias entre casos y
controles, se realizd aplicando andlisis de regresion logistica. Se consideraron
estadisticamente significativos, valores de p < 0.05. La asociacion con aumento del riesgo
para CM se determind calculando OR, con un IC al 95%. Valores de OR superiores a 1.00
indicaron asociacion con aumento del riesgo para CM. El efecto aditivo del nimero de
alelos de riesgo presentes en los distintos genotipos combinados, se evalud aplicando test
de tendencia (p-trend) y calculo de p-global, utilizando el programa Stata V 8.2. Se
consideraron estadisticamente significativos, valores de p-trend y p-global < 0.05. La
interaccion génica en la escala aditiva se analizo calculando la proporcién atribuible a la
interaccion (AP), cuyo intervalo de confianza (IC) y valor de p, se calcularon de acuerdo a
Hosmer y col. (51). Se considerd existencia de interaccion génica aditiva cuando el valor
de AP fue superior a 0 (valor esperado de acuerdo a la hipotesis nula=0). La interaccion
génica en la escala multiplicativa se calculd utilizando analisis de regresion logistica,
determinando la relacion entre el OR combinado, dividido por los ORs independientes de
los SNPs considerados en el estudio (Razén de ORs). Una razén de ORs superior a 1.00,
fue indicativa de interaccién génica multiplicativa entre los SNPs (valor esperado para la
hipotesis nula = 1). Se utilizd un valor de p < 0.05 como criterio de significancia
estadistica. Todos los andlisis se realizaron utilizando el programa Stata V 8.2.

La figura 1 muestra el disefio del estudio.
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Figura 1.
Disefio del estudio.
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/
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V.- RESULTADOS.

1.- Caracteristicas de los casos con CM

Como se menciond anteriormente, a todos los casos con CM se les realizé tamizaje de
mutaciones en la secuencia codificante completa y regiones intronicas circundantes de los
genes BRCA 1 y BRCA 2, seleccionando para este estudio s6lo aquellos casos negativos
para mutaciones patogénicas en ambos genes.

La Tabla 1 muestra la distribucion de los casos con CM segun criterios de inclusion.

2.- Genotipificacion de los SNPs

Los 3 SNPs en estudio se genotipificaron en 347 casos y 801 controles. Las frecuencias
genotipicas observadas para los 3 SNPs estan en equilibrio de Hardy Weinberg en los
controles (p=0.78 para el rs3803662 (TOX3), p=0.97 para el rs13387042 (2935) y p=0.99
para el rs13281615 (8924)).

Las curvas de fluorescencia obtenidas en la PCR en tiempo real vy la discriminacion
alélica realizada mediante el software Step one V2.1, se muestran en las figuras 2 y 3,
respectivamente. Los resultados corresponden al andlisis del SNP rs3803662 (TOX3).
Resultados similares se observaron en el andlisis de rs13387042 (2g35) y rs13281615
(8924).
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Tabla 1
Distribucion de casos, segun criterios de inclusion

Frecuencia
(%0)

A.- Familias con 3 0 mas casos con CM y/o CO

B.- Familias con 2 casos con CM

C.- Familias con 1 caso con CM y 1 caso con CO

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario.
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Figura 2.
Curvas de fluorescencia para los distintos genotipos del SNP rs3803662(TOX3).
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Figura 3.
Discriminacion alélica para el SNP rs3803662 (TOX3).
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Los puntos rojos corresponden a individuos homocigotos para el alelo T (T/T), los
verdes a individuos heterocigotos (T/C) y los azules a individuos homocigotos para
el alelo C (C/C). El cuadro negro corresponde a un control negativo.
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3.- Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs3803662 (TOX3)

EL SNP rs3803662 (TOX3) presenta 2 alelos, C y T. En la literatura se ha descrito que
en poblacion Europea, el alelo C es el de mayor frecuencia y el alelo T (alelo de menor
frecuencia) se asocia con aumento de riesgo para CM.

La tabla 2 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs3803662 (TOX3) en
la muestra completa de casos con CM (n=347) y en los subgrupos de casos con CM
familiar (n=215) (subgrupo A) y mujeres afectadas con CM, sin historia familiar para CM
0 CO y con edad de diagnostico temprano (< 50 afios) (n=132) (subgrupo B). La
frecuencia del alelo T (alelo de menor frecuencia) fue mayor en los casos cuando se
considero la muestra completa (0.45) respecto de los controles (0.36), siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p<0.0001; OR: 1.44; 1C95%: [1.20 — 1.74]). Este resultado
permite concluir que el alelo T aumenta el riesgo para CM en 1.44 veces. Al realizar este
mismo analisis en los subgrupos A y B, también se observd mayor frecuencia del alelo T
en los casos respecto de los controles, siendo las diferencias estadisticamente significativas
(p<0.0001; OR: 1.57; 1C95%: [1.25 — 1.95] y p=0.0456; OR: 1.26; 1C95%: [0.96 — 1.66],
respectivamente).

Respecto de las frecuencias genotipicas, se observd mayor frecuencia de heterocigotos
(C/T) y de homocigotos para el alelo T en casos respecto de controles en a) la muestra
completa y b) el subgrupo A, siendo las diferencias estadisticamente significativas (Tabla
2). Sin embargo, no se alcanzo significancia estadistica en las frecuencias de los genotipos
C/T y TI/T, al comparar los casos del subgrupo B con los controles (Tabla 2). Los
resultados también muestran que los portadores del alelo de riesgo T (C/T + T/T) fueron
mas frecuentes en los casos, en la muestra total y en el subgrupo A (71.1% y 74.9%,
respectivamente) respecto de los controles (58,8%) siendo las diferencias, estadisticamente
significativas (p<0.0001, OR: 1.73, 1C95%: [1.30 — 2.29] y p<0.0001, OR: 2.08, 1C95%:
[1.47 — 2.98], respectivamente). Estos resultados permiten concluir que el genotipo
portador de alelo T, aumenta en 1.73 veces el riesgo de CM al considerar la muestra total
y en 2.08 veces en el subgrupo de casos con CM familiar. No se observé aumento del
riesgo en los portadores del alelo T en el subgrupo de mujeres con edad de diagndstico <
50 afios, sin antecedentes familiares de CM y/o CO (p=0.0993).
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Tabla 2
Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs3803662 (TOX3)

Casos con
Casos edad de
Controles OR con CM OR diagnéstico < OR

Genotipo |\ Ze0n) (IC: 95%) familiar | (IC: 95%) oanos sh | (1c: 95%)

(N=215) de CM y/o CO
(N=132)

371 185 1.64 122 2.00 121

CIT 0.0004 0.0001 0.1990

(463%)  (53.3%) (1.22-2.21) (56.7%)  (1.39-2.91) (47 7%) (0.79 - 1.87)

p-trend <0.0001 <0.0001 0.0768

471 247 173 161 2.08 86 130
(588%)  (711%) (1.30-229) <0001 (74900 (147-29g) 00001 (65.1%) (0.87— 1.96)

1.44 157 1.26
Alelo T 0.3 0.4 (1.20-1.74) <0.0001 0.47 (1.25-1.95) <0.0001 0.4 (0.96 — 1.66)

CIT+TIT 0.0993

0.0456

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza.
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Tanto en el total de casos como en los casos con CM familiar, al analizar los ORs
obtenidos en heterocigotos y homocigotos para el alelo T, se puede observar el efecto de
dosis caracteristico de los alelos de susceptibilidad de baja penetrancia, siendo los ORs,
mayores en individuos homocigotos para el alelo de riesgo (alelo T) (Tabla 2). Ademas, el
test de p-trend para los genotipos del SNP rs3803662, muestra que la asociacion para las
variantes alélicas fue dosis-dependiente en la muestra total y en el subgrupo A (p-
trend<0.0001, en ambos casos). Lo anterior permite concluir que el riesgo para CM
aumenta a medida que aumenta el nimero de alelos de riesgo presentes en el genotipo

(efecto aditivo).

4.- Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs13387042 (2g35)

La tabla 3 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas en los distintos
grupos en estudio. Se puede observar que el alelo A, descrito en distintos estudios como el
alelo de menor frecuencia y de riesgo para CM, presenta mayor frecuencia en el total de
casos (0.43) , en los casos con CM familiar (subgrupo A) (0.44) y en los casos con edad de
diagndstico < 50 afios, sin antecedentes familiares de CM y/o CO (subgrupo B) (0.42),
respecto de la frecuencia observada en el grupo control (0.36), siendo las diferencias
estadisticamente significativas tanto en la muestra completa (p=0.0009, OR: 1.34, 1C95%:
[1.11 - 1.61]), como en los subgrupos Ay B (p= 0.0018, OR: 1.38, 1C95%: [1.11 — 1.73]);
p=0.0421, OR: 1.27, IC95%: [0.96 — 1.67], respectivamente).

El analisis de las frecuencias genotipicas, mostr6 mayor frecuencia de heterocigotos
(G/A) y de homocigotos para el alelo A (A/A) en la muestra completa, respecto de las
frecuencias observadas en el grupo control, siendo las diferencias estadisticamente
significativas (p=0.0165 y p=0.0018, respectivamente). También se observd mayor
frecuencia del genotipo homocigoto A/A en el subgrupo A (20.9%) respecto de los
controles (12.8%), siendo la diferencia estadisticamente significativa (p=0.0015, OR: 1.99,
IC95%: [1,25-3.14]). Los resultados muestran ademas, que la condicién portadora del alelo
A (G/A + A/A) fue mas frecuente en los casos versus lo controles, en la muestra total y en
ambos subgrupos. Estos resultados permiten concluir que el genotipo portador aumenta en
1.46 veces el riesgo de CM en la muestra total (p=0.0029, OR: 1.46, 1C95%: [1.11-1.92));
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Tabla 3
Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs13387042 (2g35)

Casos con
edad de
Total de Casos diagnéstico <
Genotino Controles | Casos con OR conCM OR 50 afios, sin OR
P (N=801) CM (1C: 95%0) familiar | (IC: 95%) antecedentes | (IC: 95%)
(N=347) (N=215) familiares de
CMy/o CO
N =132
369 172 1.36 1.21 1.64
il @61%)  (49.6%)  (L02-183) 00165 (45 6%) ©85-172) 01992 (56 1%) (107255 00105
p-trend 0.0014 0.0032 0.0682
472 235 1.46 143 1.38 92 1.60
SMEES 589y (67.7%)  (L11-192) 09029 (gemer)  (100-192) 0024 (69.7%) (1.06-2.44) 00115
1.34 1.38 1.27
JNELY (111 161) 0.0009 0.44 111-173) 0.0018 (096 167) 0.0421

CM: Céancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianza.
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en 1.38 veces en el subgrupo de casos con CM familiar (p=0.0254, OR: 1.38, 1C95%: [1.00
—1.92]) yen 1.60 veces en el subgrupo de mujeres con edad de diagndstico < 50
afos, sin antecedentes familiares de CM y/o CO (p= 0.0115, OR: 1.60, 1C95%: [1.06 —
2.44)).

Al observar los ORs obtenidos en la muestra completa y en el subgrupo A para
heterocigotos (G/A) y homocigotos para el alelo de riesgo (A/A), se puede observar el
efecto de dosis caracteristico del modelo aditivo propuesto para los alelos de
susceptibilidad de baja penetrancia. Ademas, los valores obtenidos al aplicar el test de p-
trend, permiten confirmar que el riesgo para CM es mayor en los portadores de 2 alelos de
riesgo, respecto a quienes portan 1 alelo de riesgo, tanto en la muestra completa como en el

subgrupo A (p-trend=0.0014 y p-trend=0.0032, respectivamente).

5.- Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs13281615 (8q24)

El SNP rs13281615 (8924) presenta 2 alelos, A y G. En distintos estudios realizados
principalmente en poblacion Europea, se ha descrito al alelo G como alelo de menor
frecuencia y de riesgo para CM. En poblaciones Asiaticas (Japonesa y China) (29, 48, 49),
el alelo de menor frecuencia es el alelo A, sin embargo, consideran al alelo G (de mayor
frecuencia) como alelo de riesgo para CM.

La tabla 4 muestra los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas y genotipicas
del SNP rs13281615 (8g24), en los distintos grupos en estudio. El alelo G, considerado en
distintas poblaciones como el alelo de riesgo para CM, result ser el alelo de mayor
frecuencia en poblacion Chilena. Sin embargo, no se observé asociacion de este alelo con
aumento del riesgo para CM. Aunque las frecuencias alélicas observadas para el alelo G en
el total de los casos con CM (0,59) y en los subgrupos A (0.58) y B (0.61), fueron mayores
a la frecuencia en controles (0.56), no se alcanzd significancia estadistica (p=0.1288,
p=0.3109; p=0.0934, respectivamente).

El analisis de las frecuencias genotipicas, mostré menor frecuencia de los individuos
heterocigotos A/G en los casos totales (42.6%) y en los subgrupos A (45.1%) y B (38.6%),
respecto de los controles (49.2%), aunque las diferencias no alcanzaron significancia

estadistica (tabla 4). Tanto en los homocigotos para el alelo de riesgo (G/G), como en los
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portadores del alelo de riesgo (A/G + G/G), no se observaron diferencias significativas al
comparar la muestra total y los subgrupos A y B, con el grupo control (tabla 4).
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Tabla 4.

Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs13281615 (8q24)

Casos con
edad de
Total de Casos diagnéstico <
Controles Casos (O]3 con CM OR 50 afos, sin OR
(N=801) con CM (IC: 95%) familiar (IC: 95%) antecedentes (I1C: 95%)
(N=347) (N=215) familiares de
CMylo CO
(N =132)

394 148 0.83 0.89
(49.2%)  (42.6%)  (0.58—1.20) (45 1%) (0.58 - 1.37)

Genotipo

0.1808 0.3239 0.1724

(38 6%) . 44 1 31)

p-trend 0.2417 0.5858 0.1715

Alelo A

Alelo G

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza
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6.- Andlisis de genotipos combinados para el rs3803662 (TOX3) y rs13387042 (2g35)

La tabla 5 muestra la distribucién de los genotipos combinados entre el SNP rs3803662
ubicado en una region cercana al extremo 5’ del gen TOX3 y el SNP rs13387042 ubicado
en la region cromosomica 2935, en 347 casos con CM BRCA 1/2 negativos, en los
subgrupos Ay B (n=215 y n=132, respectivamente) y en 801 controles.

En la muestra completa el genotipo doble heterocigoto para ambos SNPs (C/T — G/A)
se asocio6 significativamente con aumento de riesgo para CM (p<0.001, OR: 2.49, 1C95%:
[1.53 — 4.06]). Ademas el genotipo doble homocigoto para los alelos de menor frecuencia
de ambos SNPs (T/T — A/A) aumenta el riesgo para CM en 5.33 veces (p=0.002, OR: 5.33,
IC95%: [1.88 — 15.07]). Los datos obtenidos para la muestra total muestran que los valores
de OR van aumentando a medida que aumenta el nimero de alelos de riesgo presentes en
el genotipo combinado. Especificamente, cuando el genotipo combinado incluye 1 alelo de
riesgo se obtienen ORs de 1.63 y 1.90; para 2 alelos de riesgo los ORs obtenidos fueron de
2.00, 2.49 y 2.32; para 3 alelos de riesgo se obtuvieron ORs de 3.31 y 3.19, y para 4 alelos
de riesgo (doble homocigoto para los alelos de menor frecuencia) el OR fue de 5.33. En
consecuencia los resultados de la tabla 5 muestran un aumento del riesgo de desarrollar
CM a medida que aumenta el nimero de alelos de riesgo en el genotipo combinado. Al
analizar el subgrupo A que incluye casos con historia familiar para CM, también se
observd un aumento de la frecuencia del genotipo doble heterocigoto y del doble
homocigoto para los alelos de riesgo respecto de la frecuencia observada en los controles,
siendo la diferencia estadisticamente significativa (p=0.002, OR: 2.53, 1C95%: [1.41 —
4.57] y p=0,046, OR: 3.76, 1C95%: [1.02 — 13.84], respectivamente). En este subgrupo
también se observo un aumento significativo del OR a medida que aumenta el nimero de
alelos de riesgo en el genotipo combinado (tabla 5). En el subgrupo B que incluye casos
con CM con edad de diagnostico temprano (<50 afios) y sin historia familiar para CM y/o
CO, nuevamente el genotipo doble heterocigoto y el genotipo doble homocigoto
para los alelos de menor frecuencia se asociaron significativamente con aumento del riesgo
para CM (p=0.020, OR: 2.42, 1C95%: [1.14 — 5.11] y p=0,002, OR: 8.0, 1C95%: [2.20 —
29.04], respectivamente). En este grupo también se observo un aumento del valor de OR a

medida que aumenta el numero de alelos de riesgo en el genotipo combinado. Es
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Tabla 5
Distribucion de la frecuencia de genotipos combinados entre los SNPs rs3803662 (TOX3)
y 13387042 (2g35)

Genotipos
combinados

Casos con edad
Total Casos de diagndstico
rs3803662 Controles de OR con CM OR <50 afios, sin OR

(TOX3) (N =801) casos (1C 95%) familiar (1C 95%) antecedentes (1C 95%)
(N=347) (N=215) de CMy/o CO

rs13387042 (N =132)

2035

157 163 100 269
CIC-GIA (19.6%) (15 6%) ©97-273 098 (o 80/) ©50-198) 0984 (25 0%) 27566 0009

152 61 1.90 0014 1.98 0.029 1.76 0.157

C/IC-A/A

gir=eie (19%)  (17.6%) (L.14-3.16) (18 e%) (107 - 3.66) (15 9%) (0.80 - 3.89)

o -ci --------
50 35 331 376 256

Gy =2l 6.2%)  (101%) (1.82-6.04) <0001 (11 6%) @87-756 <0001 (7 6%) (L00—652) 004

T -GG --------
43 29 3.19 <0.001 3.50 0.001 0.045

1T =GCIA (54%)  (83%)  (L70-598) (030 (168 -7.28) 6 0oz-102)

T/T-AA

CM: Céancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio, IC: Intervalos de confianza.
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importante destacar que las mujeres de este grupo con 4 alelos de menor frecuencia
aumentan el riesgo de desarrollar CM en 8 veces.

Considerando el aumento de los ORs a medida que aumenta el nimero de alelos de
riesgo presentes en el genotipo combinado, se evalud efecto aditivo agrupando los
genotipos combinados segun el numero de alelos de riesgo (0, 1, 2, 3 y 4 alelos de riesgo).
Se consideré como referencia al grupo portador de O alelo de riesgo (genotipo doble
homocigoto para el alelo de mayor frecuencia). La tabla 6 muestra las frecuencias
obtenidas para cada grupo de portadores de alelos de riesgo, tanto en los controles como en
el total de casos y en los subgrupos A y B, y los valores para p-trend asociados a cada
grupo en estudio. Los valores para p-trend obtenidos en la muestra completa y en los
subgrupos A y B (p-trend<0.0001, p-trend<0.0001 y p-trend= 0.0091, respectivamente),
permiten confirmar estadisticamente que el riesgo para CM es mayor a medida que
aumenta el numero de alelos de riesgo presentes en el genotipo combinado entre los SNPs
rs3803662 (TOX3) y rs13387042 (2g35) (efecto aditivo).

Ademas del efecto aditivo, se analiz6 interaccion aditiva y multiplicativa. Para este
analisis, los genotipos combinados se agruparon segun el nimero de alelos de riesgo que
portaban (2, 3 o 4 alelos de riesgo). Se consideré como genotipo combinado de referencia,
al genotipo portador de 2 alelos de riesgo, uno para cada SNP (C/C + C/T para rs3803662
y G/G + G/A para rs13387042). La tabla 7 muestra las frecuencias de los genotipos
combinados segun numero de alelos de riesgo para andlisis de interaccién génica. Al
analizar el total de casos, en este grupo se observo mayor frecuencia de portadores de 3y 4
alelos de riesgo (15.3%, 15.5% y 2.6%, respectivamente) respecto de la frecuencia
observada en los controles (11.5%, 11.9% y 1.0%, respectivamente), siendo las diferencias
estadisticamente significativas (p=0.029, OR: 1.51, 1C95%: [1.04 — 2.18]; p=0.033, OR:
1.49, 1C95%: [1.03 — 2.15] y p=0.028, OR: 2.95, 1C95%: [1.12 — 7.74], respectivamente).
Se observo ademas, que los valores de OR son similares en los portadores de 3 alelos de
riesgo, independientemente de si dos de los alelos de riesgo son aportados por el SNP
rs3803662 o0 si son aportados por el SNP rs13387042, y que el valor aumenta
aproximadamente al doble en los portadores de 4 alelos de riesgo (tabla 7). Lo anterior,
valida el efecto aditivo mostrado por el p-trend. Resulta interesante entonces, analizar si

ademas del efecto aditivo existe interaccion entre ambos SNPs. Al evaluar en la muestra
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completa la interaccion aditiva (AP: 0.32, 1C95%: [-0.50 — 1.14, p=0.445]) y multiplicativa
(razon de OR: 1.31, 1C95%: [0.44 — 3.83], p=0.623), los valores obtenidos para los
intervalos de confianza y p, no permiten concluir interaccion entre ambos SNPs en este
grupo.

El mismo tipo de andlisis se realiz6 para el subgrupo A. Los resultados mostraron que
las frecuencias de los portadores de 3 alelos de riesgo fue mayor en los casos (16.3% y
19.1%) respecto de los controles (11.5% y 11.9%), siendo las diferencias estadisticamente
significativas (tabla 6). Sin embargo, cuando se comparé la frecuencia de portadores de 4
alelos de riesgo entre los casos del subgrupo A y los controles (1.8% y 1.0%,
respectivamente), no se alcanz6 significancia estadistica (p= 0.192, OR: 2.24, 1C95%:
[0.66 — 7.56]). Al analizar interaccion aditiva y multiplicativa, los resultados permiten
concluir que no existe interaccion entre el SNP rs3803662 (TOX 3) y el SNP rs13387042
(2935), en el subgrupo de casos con CM familiar (AP: -0.18, 1C95%: [-1.95 — 1.59],
p=0.84 y razén de OR: 0.68, 1C95%: [0.17 — 2.55], p=0.567, respectivamente).

En el subgrupo B (mujeres con CM sin historia familiar para CM y/o CO y con edad de
diagnostico temprano), se observd que las frecuencias de los genotipos combinados
portadores de 3 alelos de riesgo, no presentan diferencias estadisticamente significativas
cuando se comparan con las frecuencias obtenidas en el grupo control (tabla 6). Sin
embargo, al analizar la frecuencia del genotipo combinado portador de 4 alelos de riesgo
(doble homocigoto de riesgo), se observd mayor frecuencia en el subgrupo B (3.8%)
respecto de la observada en controles (1.0%), siendo la diferencia estadisticamente
significativa (p=0.018, OR: 3.94, 1C95%: [1.26 — 12.31]). El andlisis de interaccion entre el
SNP rs3803662 (TOX 3) y el SNP rs13387042 (2g35) fue estadisticamente significativo
para interaccién aditiva (AP: 0.72, 1C95%: [0.28 — 1.16], p=0.001) y negativo para
interaccién multiplicativa (razén de OR: 3.69, 1C95%: [0.93 — 14.60], p=0.062). En
consecuencia, los resultados obtenidos para AP, permiten concluir que existe interaccion

entre ambos SNPs en el subgrupo B y que esta interaccion actia en forma aditiva.
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Tabla 6
Efecto aditivo de los SNPs rs3803662 (TOX3) y rs13387042 (2g35) sobre el riesgo para
CM

Casos con
edad de

diagnéstico <
Controles OR . OR 50 afios, sin OR
casos familiar
(N=801) (N= 347) (1C 95%) (1C 95%0) antecedentes (1C 95%)

combinado (N=215) de ((::I\C/I) ylo
@ (N =132)

0 alelos de
riesgo

1 alelo de 309 115 1.76 1.48 2.23
riesgo (386%)  (33.1%)  (1.10-2.81) (28 4%) (0.83-2.64) (40 9%) (1.10-4.52)

Ndmero de
alelos de Casos
riesgo Total de con CM
presentes en
el genotipo

0.017 0.177 0.025

2 alelos de
riesgo
3 alelos de 3.26 3.64 2.61
riesgo (11 6%) (18 4%) (L93-550 0001 (zo 9%) (L9%6-676) 0001 (14 4%) (16588 0020
4 alelos de
riesgo
p-trend <0.0001 <0.0001 0.0091

p-Global

(a): 0 alelo de riesgo: C/C - G/G; 1 alelo de riesgo: C/C — G/A, CIT — G/G; 2 alelos de riesgo: C/C — A/IA, CIT — G/A,
TIT — GIG; 3 alelos de riesgo: C/T — A/A, TIT — G/A; 4 alelos de riesgo: T/T — A/A.

CM: Cancer de mama, CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza.

44




Tabla 7
Anadlisis de interaccién aditiva y multiplicativa entre los SNPs rs3803662 (TOX3) y
rs13387042 (2g35)

Genotipos
combinados Total

Casos con edad

Casos de diagnostico

Controles OR (ST OR < 50 afios, sin OR

rs3803662 (TOX3) | (N =801) ?ﬁfgi‘;? (IC 95%) familiar | | = 9505 antecedentes | (IC 95%)

_ de CM y/o CO
rs13387042 (2935) (N=132)

151 170 123
UI=(ENE s Gy (11 5%) (15 3%) (Lo4-218 092 (16 30/) @10-262) 0015 (13 6%) ©71-213 9!

8 9 2.95 224 3.94
(1.0%) @6%) (i2-774 0028 s%) W) | @. 8%) (1.26-12.31) 0018
Medicion de la interaccion aditiva
(AP)
Medicién de la interaccion
multiplicativa (Razon de ORs)

(N=215)

(CIC + CIT)-AIA

TIT-AIA

1.31 (0.44 - 3.83), p=0.623 0.68 (0.17 — 2.55), p=0.567 3.69 (0.93 - 14.60), p=0.062

CM: Céancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza; AP: Proporcion

atribuible a la interaccion.
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7.- Andlisis de genotipos combinados para el rs3803662 (TOX3) y rs13281615 (8q24)

La tabla 8 muestra la distribucion de las frecuencias de los genotipos combinados entre
los SNPs rs3803662 (TOX3) y rs13281615 (8924), en 347 casos con CM BRCA 1/2
negativos, en los subgrupos Ay B (n=215 y n=132, respectivamente) y en 801 controles.

En la muestra completa, el genotipo combinado heterocigoto para rs3803662 (C/T) y
homocigoto de riesgo para rs13281615 (G/G) (genotipo combinado portador de 3 alelos de
riesgo), se asocio significativamente con aumento de riesgo para CM (p=0.034, OR 1.85,
IC95%: [1.04 — 3.28]). No se observaron diferencias estadisticamente significativas, ni
asociacion con aumento del riesgo para CM en los deméas genotipos combinados. Tampoco
se observa aumento de los ORs, al aumentar el nimero de alelos de riesgo presentes en los
genotipos combinados.

Al analizar los casos con CM familiar (subgrupo A), se observaron diferencias
significativas en la frecuencia del genotipo combinado portador de 2 alelos de riesgo
homocigoto de riesgo para rs3803662 y homocigoto normal para rs1328615 (T/T-A/A)
(p=0.041, OR: 2.93, I1C95%: [1.04 — 8.23]). Ademas, también se observo diferencia
significativa para los genotipos portadores de 3 alelos de riesgo: C/T-G/G (p=0.046, OR:
2.09, 1C95%: [1.01 - 4.32]) y T/T-A/G (p=0.032, OR: 2.50, 1C95%: [1.08 — 5.81]). Sin
embargo, se puede observar que los valores de OR no aumentan a medida que aumenta el
namero de alelos de riesgo presentes en el genotipo combinado.

En el subgrupo B (casos con CM con edad de diagnodstico < 50 afios sin antecedentes
familiares de CM y/o CO), no se observaron diferencias estadisticamente significativas, ni
asociacion con aumento del riesgo para CM, para ninguno de los genotipos combinados
(tabla 8).

Tanto en la muestra total como en los subgrupos A y B, si bien los valores de OR
obtenidos para los distintos genotipos combinados no presentan aumento en base al
numero de alelos de riesgo, se evaluo el efecto aditivo que pudiera tener el numero de
alelos de riesgo presentes en cada genotipo, sobre el riesgo para CM. Para realizar este
analisis, se calcul6 p-trend agrupando a los genotipos combinados en 5 categorias en base
al namero de alelos de riesgo (0, 1, 2, 3 y 4 alelos), considerando como referencia al grupo

portador de O alelo de riesgo. La tabla 9 muestra las frecuencias de los genotipos
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Tabla 8
Distribucion de la frecuencia de genotipos combinados entre los SNPs rs3803662 (TOX3)
y rs13281615 (8g24)

Genotipos Casos con
combinados edad de
Total de Casos diagnéstico <

rs3803662 Controles (0] con CM OR 50 afios, sin (0]
(TOX 3) (N =801)

(5?2?7) (1C 95%0) familiar (1C 95%) antecedentes (1C 95%)
= » (N=215) de CM ylo
rs13281615 CO.

(8g24) (N =132)

ce-wn I PR R R T

177 0.82
Gie =g (22.1%) (13 s%) . P rap | e (11 2%) . o a) | e (18 2%) ©37-182) 0639

74 34 0.98
©2%) (8% (. o 2 S G 20/) . o 3 ) | B2 . 1%) 040242y 0981

122 78 185 2.09 160
(152%)  (225%) (104-328) 0034 (21 4%) (1.01-432) 0046 (24 2%) ©73-346) 0234

42 27 186 250 1.16
G2%)  (78%)  (0.93-373) 097 g 3%) (os—_s81y 0032 . 1%) ©42-318 0771

C/IC-GIG

CIT-AA

CIT-AIG

CIT-GIG

T/T-AIA

T/T-AIG

TIT-GIG

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio, IC: Intervalos de confianza.
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combinados segun el nimero de alelos de riesgos en el grupo control, en la muestra
completa y en los subgrupos A y B, y los valores para p-trend en los distintos grupos en
estudio. Tanto en la muestra completa como en los subgrupos A y B, los valores de p-
trend obtenidos (p-trend=0.0004, p-trend=0.0013 y p-trend=0.0329), muestran un efecto
aditivo entre los SNPs rs3803882 (TOX 3) y rs13281615 (8g24), asi, a medida que
aumenta el nimero de alelos de riesgo, también aumenta el riesgo de CM.

Posteriormente se evalud interaccion aditiva y multiplicativa, agrupando a los
genotipos combinados en portadores de 2, 3 y 4 alelos de riesgo. Para realizar el analisis
se considerd el genotipo combinado portador de 2 alelos de riesgo como genotipo de
referencia ((C/C + C/T) — (A/G + A/A)). La tabla 10 muestra los resultados del anélisis de
interaccion aditiva y multiplicativa entre el SNP rs3803662 (TOX 3) y el SNP rs13281615
(8g24). Los valores obtenidos para la interaccion aditiva y multiplicativa en la muestra
completa (AP: -0.53, 1C95%: [-1.52 — 0.44], p=0.284 y raz6n de ORs: 0.56, 1C95%: [0.27
— 1.14], p=0.114, respectivamente), en el subgrupo A (AP: -1.05, 1IC95%: [-2.69 — 0.59],
p=0.210 y razén de ORs: 0.42, 1C95%: [0.17 — 1.01], p=0.055, respectivamente) y en el
subgrupo B (AP: -0.02, IC: [-0.92 — 0.86], p= 0.953 y raz6n de ORs: 0.85, 1C95%: [0.31 —
2.32], p=0.761), descartan interaccion entre ambos SNPs.
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Tabla9
Efecto aditivo de los SNPs rs3803662 (TOX3) y rs13281615 (8qg24) sobre el riesgo para
CM

Casos con

Namero de alelos Casos edad de
de riesgo

presentes en el
genotipo

diagnostico <
Controles Tg;iz)ge OR ?grl;i(lzizla\l/rl OR 50 afios, sin OR
(N=801) (N=347) (IC 95%) (IC 95%) antecedentes (1C 95%)

combinado (a) (N=215) de CM ylo
(N 132)

251 0.94 1.01 0.87

1 alelo de riesgo 0.853

0.965

(31.3%) (23 6%) (0.54-1.65) (21 4%) (0.49—2.07) (27 3%) ©041-186 078

2 alelos de riesgo

164 105 1.85 0.028 2.19 0028 1.48
(205%)  (30.3%)  (1.06-3.23) (30 2%) (1.08 — 4.44) (30 3%) (0.70 - 3.15)

p-trend 0.0004

3 alelos de riesgo 0.301

0.0013 0.0329

p-Global

(a): 0 alelo de riesgo: C/C - G/G; 1 alelo de riesgo: C/C — G/A, CIT — G/G; 2 alelos de riesgo: C/C — A/IA, CIT — G/A,
T/T — G/G; 3 alelos de riesgo: C/T — A/A, T/IT — G/A; 4 alelos de riesgo: T/T — A/A.

CM: Cancer de mama, CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza.
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Tabla 10
Anadlisis de interaccién aditiva y multiplicativa entre los SNPs rs3803662 (TOX3) y
rs13281615 (8qg24)

Casos con

Genotipos Casos edad de

combinados diagnostico <
Controles OR con CM

familiar OR 50 afios, sin OR
rs3803662 (TOX3) (N=801) (1C 95%) (IC 95%) antecedentes | (IC 95%)
; (N=215) de CMylo
rs13281615 (8q24) oM
N =132

176 111 65
(CIC+CIT)-(AIG+AIA) e Ref. @ Ref. e Ref.
40 187 28 2.08 12 152

TIT-(WG+AA) @sw)  @21-200 9% azow) @2s-34) 9% 1)  (©77-208 O
109 140 65 133 44 154

(G E=ad @GL4%)  (1.05-187) 200 3020 (0o4-188) %1% (@33w)  (oi-233 004
22 148 11 117 11 201

L= ©3%)  (086-256 10 510 (058_236) 004 (8.3%) ©098-4a10) 00

Medicion dela rEraceion adifiva -0.53 (-1.52 - 0.44): p=0.284  -1.05 (-2.69 — 0.59); p=0.210 -0.02 (-0.92 — 0.86); p=0.953
Medicioén de la interaccién o e . —
e R o G 0.56 (0.27 — 1.14); p=0.114 0.42 (0.17 — 1.01); p=0.055 0.85 (0.31 — 2.32): p=0.761

CM: Céncer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza; AP: Proporcion

atribuible a la interaccion.
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8.- Andlisis de genotipos combinados para el rs13387042 (2935) y rs13281615 (8q24)

La tabla 11 muestra la distribucién de las frecuencias de los genotipos combinados entre
los SNPs rs13387042 ubicado en la region cromosémica 2935 y rs13281615 en la regién
cromosomica 8924, en 347 casos con CM BRCA 1/2 negativos, en los subgrupos A 'y B
(n=215 y n=132, respectivamente) y en 801 controles.

En la muestra completa, el genotipo combinado doble homocigoto de riesgo (A/A-
G/G), se asocio significativamente con aumento de riesgo para CM (p=0.013, OR: 2.49,
IC95%: [1.20 — 5.16]). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo control y la muestra completa en la frecuencia de los deméas genotipos
combinados.

Al analizar el subgrupo de casos con CM familiar (subgrupo A), los resultados fueron
similares a los obtenidos en la muestra completa: el genotipo combinado A/A — G/G,
aumentd el riesgo para CM en 2.70 veces (p=0.017, OR: 2.70, 1C95%: [1.19 — 6.13]). Los
restantes genotipos combinados, no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre casos y controles.

En el subgrupo B (casos con CM sin antecedentes familiares de CM y/o CO y
diagndstico temprano de CM), no se observaron diferencias significativas ni asociacion
con aumento de riesgo para CM, en los distintos genotipos combinados respecto de las
frecuencias obtenidas en el grupo control. Los valores de OR no presentaron aumento al
aumentar el niamero de alelos de riesgo presentes en cada genotipo combinado.

Ademas, se evalud efecto aditivo entre los SNPs rs13387042 (2g35) y rs13281615
(8g24) sobre el riesgo para CM. Para este analisis, los genotipos combinados se agruparon
segun el namero de alelos de riesgo presentes (0, 1, 2, 3 y 4 alelos) y se consider6 como
referencia al grupo portador de 0 alelo de riesgo. La tabla 12 muestra las frecuencias de los
distintos grupos de portadores de alelos de riesgo para controles, total de casos con CM y
subgrupos A y B, asi como los resultados obtenidos para p-trend en cada grupo en estudio.
Los valores obtenidos para p-trend tanto en la muestra completa como en los subgrupos A 'y
B (p-trend= 0.0021, p-trend=0.0137 y p-trend=0.0227, respectivamente) muestran efecto
aditivo entre el nimero de alelos presentes en los distintos genotipos combinados entre
rs13387042 (2935) y rs13281615 (8924), sobre el riesgo para CM. Con estos antecedentes,
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Tabla 11

Distribucion de la frecuencia de genotipos combinados entre los SNPs rs13387042 (2g35)
y rs13281615 (8g24)

Genotipos
combinados

Rs13387042
(2935)

rs13281615
(8924)

Controles
(N =801)

Total de
€asos
(N=347)

OR
(1C 95%)

Casos con
edad de
Casos diagnostico <
con CM OR 50 afios, sin (0]34
familiar (1C 95%0) antecedentes (1C 95%)
(N=215) de CMy/o
CO.
(N =132)

G/G - A/A

162 0.86 0.85 0.89
(20.2%) (13 3%) ©56-159) 064 (14 4%) ©41-174) 0664 (11 4%) (033-241) 0827

76 35 140 117 1.90
©5%)  (101%) (073-270) 3% (g 30/) (0.53_255) 0686 (11 4%) (069-522) 0208

113 153 1.10 248
(14.1%) (16 4%) ©083_282) 0164 (13 0%) (053-229) 0788 (22 0%) ©097-631 0057

0.857

129 137 6 111
©062-265 04 (7a%)  (0e0-312 040 (4.5%) (0.33-3.67)

GIG - AIG

GI/G - GIG

G/IA-AIA

G/A-AIG
G/A-GIG

AIA - AIA

52 22
(6.5%) (6.3%)

AIA-AIG

A/A -G/G

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio, IC: Intervalos de confianza.
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se evalud interaccion entre ambos SNPs, en el modelo de interaccion aditiva y
multiplicativa. La tabla 13 muestra los resultados obtenidos para ambos tipos de
interaccion, en la muestra total y en los subgrupos A y B. Los valores obtenidos para AP y
razon de ORs en la muestra total y en ambos subgrupos, descartan interaccion entre los
SNPs rs13387042 (2g35) y rs13281615 (8q24).
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Tabla 12
Efecto aditivo de los SNPs rs13387042 (2935) y rs13281615 (8g24) sobre el riesgo para
CM

Nuamero de
aIeIOS de Casos
riesgo

Casos con edad
de diagndstico

Controles Total OR con CM OR < 50 afios, sin OR
familiar

presentes en (N=801) de casos (IC 95%) (1C 95%) antecedentes (1C 95%0)
el genotipo

(N=347) de CM
' _ ylo CO
comblnado (N=215) (N =132)

0 alelos de
riesgo

1 alelo de 238 0897 0896
riesgo (29.7%) (23 3%) (0. 58 1 84) (23 7%) (0. 48 1 87) (22 7%) (0. 48 3 06)

3 alelos de 165 146 118 2.05
riesgo (20.6%) (22 8%) ©081-261 0202 (20 5%) ©050-236) 0620 (26 5%) ©082-512) 01

0.0227

0.675

2 alelos de
riesgo

4 alelos de
riesgo

0.0137

p-trend 0.0021

p-Global

(a): O alelo de riesgo: G/G - G/G; 1 alelo de riesgo: G/G - G/A, G/A - G/G; 2 alelos de riesgo: G/G - A/A, G/A - G/A,
A/A - G/G; 3 alelos de riesgo: G/A - AJA, AIA - G/A; 4 alelos de riesgo: A/A - A/A.
CM: Céncer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza.
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Tabla 13
Anadlisis de interaccién aditiva y multiplicativa entre los SNPs rs13387042 (2935) y

rs13281615 (8qg24)
Genotipos Casos con
Combinados Casos . edad qe
rs13387042 (2q35) | Comeroles O i o e o
: (N = 801) (IC 95%) (IC 95%) oo s | (1C 95%)
rs13281615 (8024) (N=215) de CM ylo CO
(N =132)
476 180 114 66
CICHVNCIV | ot | (s10%) Ref. Ry Ref. o Ref.
70 36 136 25 1.49 11 113
Pl @®7%)  (104%) (0.87-210) °8 (116%) (0o0-245 017 (8.3%) (057-225 072
222 104 123 ER 105 48 155
(EC - ClR)=CIE Q717%)  (09%) (092-165) M7 (261%) (0.73-150) 0778 (364%) (104233 031
33 27 216 20 253 7 152
AA-CID (4.1%) 78%) (126-370) °9%°  (93%) (140_457) 0002 (5.3%) (0.65-359) 0330
HEREE 'a(L"\‘;e)racc'O” aulina 0.26 (-0.24 — 0.76); p=0.309 0.38 (-0.06 — 0.84); p=0.091 -0.10 (-1.36 — 1.15); p=0.868
Medicién de la interaccion e e A
T 1.28 (0.63 — 2.61); p=0.490 1.61 (0.72 — 3.59); p=0.244 0.86 (0.28 — 2.62): p=0.799

CM: Céancer de mama; CO: Cancer de ovario; OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianza; AP: Proporcién

atribuible a la interaccion.
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VI.- DISCUSION.

El panorama actual de susceptibilidad al CM involucra 3 categorias de genes, de
acuerdo al perfil de riesgo que confieren (5, 9, 12):

1.- Genes de alta penetrancia: Confieren un alto riesgo relativo para CM, del orden de 10 a
20 veces (5, 9), pero las mutaciones en estos genes son poco frecuente.

2.- Genes de moderada penetrancia: Confieren un riesgo relativo para CM del orden de 2 a
4 veces (9).

3.- Alelos de baja penetrancia: Confieren aumentos discretos del riesgo para CM, que
varian entre 1.10 a 1.60 veces (5, 11).

En los dltimos afios, los estudios de asociacion de genoma extenso (GWAS) han
permitido la bdsqueda, en todo el genoma, de variantes de susceptibilidad al CM,
centrandose en la identificacion de alelos de baja penetrancia. Estos alelos, al ser comunes
en la poblacion, podrian ser responsables de un porcentaje importante de casos de CM
BRCA 1/2 negativos (4, 9, 17). Actualmente, se han identificado alrededor de 20 alelos de
baja penetrancia asociados al desarrollo de CM, principalmente en poblacion Europea,
Asiatica y Afroamericana (23, 24, 31, 32, 34). Sin embargo, no se han publicado trabajos
similares realizados en poblacion Latinoamericana. En esta tesis, se estudiaron en
poblacion Chilena, tres de los alelos descritos en la literatura como variantes de
susceptibilidad de baja penetrancia (23, 24) y se analizé su asociacion con el riesgo de CM.
Las variantes analizadas fueron las siguientes: el SNP rs3803662 asociado al gen TOX3 en
el cromosoma 16, el SNP rs13387042 ubicado en la regién cromosémica 2935, y el SNP

rs13281615 ubicado en la regién cromosdémica 8g24.

- Asociacion del SNP rs3803662 (TOX3) con CM:

El SNP rs3803662 (C/T), ubicado en una region cercana al extremo 5’ del gen
TOX3 en el cromosoma 16, se ha asociado con aumento del riesgo para CM en distintos
estudios realizados principalmente en poblacion Europea y Asiética, y se ha propuesto al
alelo T como un alelo de riesgo de baja penetrancia que aumenta el riesgo del desarrollo de
esta patologia (21, 22, 25, 29, 30). Easton y col. (21), fueron los primeros autores en

describir la asociacion de este SNP con CM. Estos autores describieron aumento del
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riesgo para CM de 1.23 y 1.39 veces en individuos heterocigotos (C/T) y homocigotos para
el alelo de riesgo (T/T) respectivamente. Estudios posteriores en poblacion Europea y
Asiatica, han replicado los resultados obtenidos por Easton y col., obteniendo aumentos del
riesgo para CM que varian entre 1.12 y 2.39 veces, y observandose siempre, mayor
aumento del riesgo en individuos homocigotos para el alelo T (10, 22, 29, 30, 44). Sin
embargo, estudios realizados en poblacion Afroamericana, no muestran asociacion de este
SNP con aumento del riesgo para CM (32, 33).

En relacion con los resultados obtenidos en esta tesis, éstos concuerdan con los
obtenidos por Easton y col (21). En la muestra total de casos con CM de poblacion Chilena,
se observd aumento del riesgo tanto en heterocigotos (OR: 1.64) como en homocigotos
(OR: 2.04), siendo los valores de OR mayores que los descritos por Easton y col (21). La
literatura sefiala que existe una mayor probabilidad de identificar genes de susceptibilidad
en casos con historia familiar de CM, y que en las mujeres con edad de diagndstico
temprano (<50 afios) y sin antecedentes de CM, existiria una susceptibilidad genética
asociada a otros genes distintos a BRCA 1 y BRCA 2. Por lo anterior, en este trabajo los
casos se clasificaron en 2 subgrupos, considerando la historia familiar de CM, lo que es
importante ya que la mayoria de los estudios publicados en relacion con el SNP rs3803662
y riesgo de CM, no han clasificado los casos por historia familiar de CM. Latif y col. (10)
analizaron la asociacién entre este SNP y CM en 674 individuos BRCA 1/2 negativos con
fuerte historia familiar de CM. Los autores encontraron mayor frecuencia del alelo T en los
casos respecto de los controles, siendo la diferencia significativa (OR: 1.50; 1C95%: [1.22-
1.85]; p<0.001). Ademas, observaron aumento del riesgo para CM en los heterocigotos
C/T y en los homocigotos T/T (OR: 1.46, OR: 2.39, respectivamente). Los resultados de
esta tesis, muestran que el alelo T del SNP rs3803662 se asocia significativamente con
aumento del riesgo para CM en los casos con historia familiar de CM (OR: 1.57), siendo
mayor la asociacion en los homocigotos T/T (OR: 2.38) que en los heterocigotos C/T (OR:
2.00). Estos resultados son similares a los obtenidos por Latif y col (10). En cambio, en el
grupo de casos sin historia familiar de CM y diagndstico temprano (<50 afios) el riesgo de

CM no se ve influenciado por la exposicion al alelo de riesgo (alelo T).
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Ademas, en esta tesis también se observo el efecto de dosis descrito para algunos
alelos de baja penetrancia, observandose mayor aumento del riesgo a medida que aumenta
el nimero de alelos de riesgo de este SNP (alelo T).

En consecuencia, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis permiten postular
que: a) el SNP rs3803662 se asocia con aumento de riesgo para CM en poblacion Chilena;
b) el alelo T es un alelo de riesgo de baja penetrancia para el desarrollo de CM en poblacion
Chilena; c) La asociacion de rs3803662 con aumento del riesgo para CM, afecta a mujeres
con historia familiar de CM; y d) El rs3803662 no produce aumento del riesgo en las
mujeres con diagndstico temprano de CM, sin historia familiar para la enfermedad. Sin
embargo, este Ultimo resultado, podria ser consecuencia del n muestral del subgrupo B.

- Asociacion del SNP rs13387042 (2935) con CM:

El SNP rs13387042 (G/A), ubicado en la region cromosomica 235, se ha asociado
con riesgo para CM principalmente en poblacion Europea, y se ha propuesto al alelo A
como una alelo de riesgo de baja penetrancia para el desarrollo de esta patologia (22, 38).

Stacey y col (22), fueron los primeros en describir asociacién entre el SNP
rs13387042 y CM. Los autores encontraron que, en poblacién Europea, el alelo A (alelo de
menor frecuencia) aumenta el riesgo para CM en 1.20 veces, y que los heterocigotos G/A 'y
los homocigotos para el alelo de riesgo (A/A), aumentan el riesgo para CM en 1.11y 1.44
veces, respectivamente. Ademas, describieron aumento del riesgo para CM en los casos
positivos para el receptor de estrogenos (ER+). Posteriormente, Milne y col. (38), también
en poblacion Europea, obtuvieron resultados similares respecto a la asociacion entre el
alelo A del SNP rs13387042, pero con valores de OR mas discretos: 1.12 para el alelo A,
1.07 para heterocigotos G/A y 1.25 para homocigotos A/A. Lo interesante de este estudio,
es que se observd aumento del riesgo tanto en mujeres ER+ y ER— (discretamente mayor
en ER+) y en casos esporadicos y con historia familiar de CM, siendo significativamente
mayor en este dltimo grupo (OR: 1.12 y OR: 1.20, respectivamente; p=0.02). Estudios
posteriores también realizados en poblacion Europea (28, 34, 44), han obtenido resultados
similares a los de Milne y col. (38). Sin embargo, los resultados obtenidos en otras
poblaciones, son diferentes. En poblacion China (30) y Japonesa (45), no se encontro

asociacion del SNP rs13387042 con aumento del riesgo para CM. En cambio, estudios
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recientes realizados en poblacion China (46) y Taiwanesa (39) si muestran asociacion entre
el alelo A de este SNP y aumento del riesgo para CM. Una situacion similar se observa en
estudios realizados en poblacién con ancestros Africanos (32, 47).

Los resultados obtenidos en esta tesis, concuerdan con los obtenidos por Stacey y col
(22). En poblacion Chilena se observd mayor frecuencia del alelo de riesgo (alelo A) en
casos versus controles, siendo la diferencia significativa y la fuerza de la asociacion mayor
que la descrita por Stacey y col. (22), tanto para la frecuencia del alelo A, como para
heterocigotos G/A y homocigotos A/A (OR: 1.34, OR: 1.36 y OR: 1.79, respectivamente).
Cabe destacar que los valores de ORs obtenidos en este trabajo, son mayores a los descritos
en los estudios realizados en poblacién Europea, los que varian entre 1.07 y 1.44 (20, 27,
34, 33, 46). En relacion con el andlisis en los subgrupos, los resultados obtenidos en el
subgrupo A (casos con CM familiar), son similares a los obtenidos por Milne y col. (38),
con un valor de OR mayor al obtenido por estos autores (OR: 1.38 v/s OR: 1.20). En
cuanto a los resultados obtenidos para el subgrupo B (casos no familiares con diagndstico
<50 afios), a la fecha no se han publicado otros trabajos en los que se considere este grupo
muestral. Recientemente, Harlid y col. (44) en poblacion Europea, estudiaron la asociacion
de distintos SNPs con aumento del riesgo para CM, en casos con edad de diagnéstico <50
afios y >50 afios. Los autores encontraron que el alelo A no se asocia con aumento del
riesgo para CM en el grupo con edad de diagnostico <50 afios (p= 0.34, OR: 1.06, 1C95%:
[0.94-1.19]). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en esta tesis, ya que en el
subgrupo B, si bien existe diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia del
alelo A respecto a los controles, los valores obtenidos para OR y su intervalo de confianza
(OR: 1.27, 1C95%: [0.96 — 1.67]), no permiten concluir que el alelo A aumenta el riesgo
para CM. Cabe sefialar que en el estudio publicado por Harlid y col. (44), la muestra
incluye casos esporadicos y familiares.

En base a los resultados obtenidos en esta tesis, se postula que: a) el SNP
rs13387042 se asocia con aumento de riesgo para CM en poblacion chilena; b) el alelo A es
un alelo de baja penetrancia para el desarrollo de CM en poblacidn chilena; y c) el alelo A
aumenta el riesgo para CM en mujeres con historia familiar de CM. Los resultados también

sugieren que el alelo A aumentaria el riesgo de CM en mujeres con edad de diagndstico
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temprano y sin historia familiar de CM y/o CO. Posiblemente se requiera aumentar el

tamafio muestral de este grupo de casos, para confirmar esta asociacion.

- Asociacion del SNP rs13281615 (8g24) y CM:

El SNP rs13281615 (A/G) ubicado en la region cromosdmica 8924, se ha asociado
con aumento del riesgo para CM en poblacion Europea, y se ha propuesto al alelo G (alelo
de menor frecuencia en esta poblacion), como alelo de susceptibilidad de baja penetrancia
para el desarrollo de esta patologia (21, 40-42).

Easton y col. (21), en poblacion Europea, fueron los primeros en describir
asociacion entre el SNP rs13281615 y CM. Los autores encontraron que el alelo G de este
SNP aumentaba el riesgo para CM en 1.08 veces, y que los homocigotos G/G presentaban
mayor aumento del riesgo que los heterocigotos A/G (OR: 1.18 y OR: 1.06,
respectivamente). Ademas, encontraron que la frecuencia del alelo G presentaba una
marcada diferencia entre poblacion Europea y Asitica, siendo en esta Gltima, el alelo de
mayor frecuencia. También describieron que este SNP presentaba mayor asociacion con
aumento del riesgo para CM en mujeres con historia familiar de CM, respecto de casos sin
historia familiar de CM (OR: 1.06; 1C95%: [1.00-1.12]; p=0.05). Posteriormente, Fletcher y
col. (41), también en poblacién Europea, replicaron los resultados obtenidos por Easton y
col. (21) respecto de la asociacion del SNP con aumento del riesgo para CM. Sin embargo,
los valores de OR fueron mayores, tanto para el alelo G (OR: 1.24), como para
heterocigotos A/G (1.30) y homocigotos G/G (1.52). Estos autores, estimaron que el
aumento del riesgo para CM era mayor en casos con fuerte historia familiar de CM (41). La
mayoria de los estudios realizados en poblacién Europea, muestran asociacion del SNP
rs13281615 con aumento de riesgo para CM (10, 40, 42, 44).

Respecto de la asociacion de este SNP con aumento del riesgo en casos con CM
familiar, Latif y col. (10) encontraron que el alelo G aumentaba el riesgo para CM en 1.31
veces en casos BRCA 1/2 negativos, con fuerte historia familiar de CM, y que los
homocigotos G/G presentaban mayor aumento del riesgo respecto de los heterocigotos A/G
(OR: 1.70 y OR: 1.36, respectivamente). Alternativamente, Gorodnova y col. (48) en un
estudio caso—control en poblacion Europea, donde los casos se seleccionaron por historia

familiar de CM y/o CO, no encontraron asociacion significativa entre el alelo G del SNP
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rs13281615 y aumento del riesgo para CM (OR: 1.30; 1C95%: [0.95-1.78], p=0.115). Sin
embargo, estos resultados pueden ser consecuencia de un tamafio muestral pequefio (n=140
y n=174, para casos Yy controles respectivamente). En relacion al aumento del riesgo para
CM en casos esporadicos, Mcinerney y col. (42) en poblacion Irlandesa, encontraron que
el alelo G del SNP rs13281615 aumentaba el riesgo en 1.17 veces.

Estudios realizados en poblacion con ancestros Africanos, no muestran asociacion
entre el SNP rs13281615 y aumento del riesgo para CM (32, 47). En poblacion Asiatica,
los estudios muestran al alelo G como el alelo de mayor frecuencia (30, 45, 46) y la
asociacion del SNP con aumento del riesgo parar CM es diversa: mientras que en estudios
realizados en poblacion China no se ha encontrado asociacion (30, 46), en un estudio
publicado recientemente, se describio que, en poblacion Japonesa, el alelo G aumentaba el
riesgo para CM en 1.20 veces (45).

En esta tesis, en poblacion Chilena, el alelo G resultd ser el alelo de mayor
frecuencia (56% en controles; 59% en casos). Estos resultados son diferentes a los
obtenidos en poblacién Europea, y similares a los obtenidos en poblacion Asiatica.
Especificamente, en poblacidn Japonesa, Sueta y col. (45), en controles, encontraron una
frecuencia para el alelo G de 58.2%, mientras que en poblacion China, Long y col. (30)
encontraron que la frecuencia del alelo G era de 50% en controles sanos y de 52% en casos
con CM. Dado que la literatura considera al alelo G como alelo de susceptibilidad de baja
penetrancia, en esta tesis todos los andlisis se realizaron considerando al alelo G como alelo
de riesgo, aun cuando los resultados muestran que es el alelo de mayor frecuencia en esta
poblacion. Sin embargo, no se encontrd asociacién entre este alelo y aumento del riesgo
para CM.

En base a los resultados obtenidos en esta tesis, se postula que: a) No existe
asociacion del SNP rs13281615 con aumento del riesgo para CM y b) el alelo G, descrito
en la literatura como el alelo de riesgo, es el alelo de mayor frecuencia en Poblacion
Chilena.

- Analisis de genotipos combinados:
Segun el modelo poligénico de susceptibilidad, cada uno de los alelos que confiere un

aumento discreto del riesgo para CM (alelos de baja penetrancia), actuarian en forma
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aditiva o multiplicativa, produciendo mayores aumentos del riesgo. Se estima que aquellas
mujeres que portan 14 alelos de riesgo, tendrian un riesgo para CM seis veces mayor que
aquellas con 0 alelos de riesgo (4, 17). Sin embargo, actualmente son muy pocos los
estudios que han analizado el efecto combinado de los SNPs asociados al aumento del
riesgo para CM (28, 44-46). En esta tesis, se realizaron genotipos combinados entre los
distintos SNPs en estudio, con objeto de: a) evaluar el riesgo para CM a medida que
aumenta el namero de alelos de riesgo (0, 1, 2, 3 60 4 alelos), y b) analizar la existencia de

interaccion génica, aditiva o multiplicativa, entre estos SNPs.

- Genotipos combinados entre los SNPs rs3803662 (TOX3) y rs13387042 (2g35):

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que, en poblacion Chilena, tanto el
alelo T del SNP rs3803662, como el alelo A del SNP rs13387042, serian alelos de
susceptibilidad de baja penetrancia asociados al desarrollo de CM. Asi, para el SNP
rs3803662, el genotipo portador de un alelo T (heterocigoto C/T) se asocid con un aumento
del riesgo de 1.64 veces, mientras que el genotipo portador de 2 alelos T (homocigoto T/T),
aumento el riesgo en 2.04 veces. De igual forma, para el SNP 13387042, el genotipo
portador de 1 alelo de riesgo (heterocigoto G/A) se asocié con un aumento del riesgo de
1.36 veces, mientras que el genotipo portador de 2 alelos de riesgo (A/A), se asocié con un
aumento del riesgo de 1.79 veces. En base a estos resultados, lo esperable era que al
combinar los genotipos entre estos dos SNPs, el riesgo para CM fuera aumentando
proporcional al nimero de alelos de riesgo presentes en el genotipo. Al efectuar el anélisis
de los genotipos combinados, se observd que la asociacién con aumento del riesgo para CM
fue mayor a medida que aumentaba el nimero de alelos de riesgo. Estos resultados fueron
confirmados estadisticamente (p-trend<0.0001), observandose que los portadores de 1 alelo
de riesgo, ya sea aportado por uno u otro SNP, presentaban un aumento del riesgo para CM
de 1.76 veces (superior a lo observado para el riesgo que confiere 1 alelo cuando cada SNP
se analiza individualmente); y que este aumento del riesgo, era mayor a medida que
aumentaban los alelos de riesgo, llegando a ser de 5.33 veces cuando estaban presente los 4
alelos de riesgo (genotipo doble homocigoto de riesgo). Una situacion similar se observo
cuando los casos se dividieron en casos con CM familiar (subgrupo A) y casos con CM sin

antecedentes de CM y/o CO y con edad de diagndstico temprano (subgrupo B): En ambos
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subgrupos, los valores obtenidos para p-trend, mostraron que el aumento del riesgo para
CM, era mayor a medida que aumentaba el nimero de alelos de riesgo. Estos resultados
concuerdan con lo establecido por el modelo poligénico de susceptibilidad, propuesto para
explicar los casos con CM que son negativos para mutaciones en los genes BRCA 1/2 y
que presentan agregacion familiar.

Por otro lado, los resultados obtenidos del anélisis de genotipos combinados en el
subgrupo B, fueron opuestos a lo observado cuando se analizaron los genotipos de cada
SNP individualmente, ya que ni la condicién homocigota de riesgo para el SNP rs3803662,
ni la condicion homocigota de riesgo para el SNP rs13387042 se asociaron con aumento del
riesgo para CM. Sin embargo, el genotipo combinado doble homocigoto de riesgo (T/T —
AJA), se asocid con un aumento del riesgo de 8.0 veces. Estos resultados sugieren que no
solo existe un efecto aditivo entre estos SNPs (p-trend=0.0091), sino que ademas podria
existir interaccién génica entre ambos SNPs, responsable del aumento del riesgo en este
subgrupo. Esto fue confirmado con el analisis de interaccién génica aditiva, obteniendo
valores de AP (proporcion atribuible a la interaccion) de 0.72 (p=0.001). Sin embargo, el
hecho de que el SNP 13387042 se encuentre en una region en la cual no se han identificado
genes, dificulta conocer el mecanismo por el cual ambos SNP actuarian en conjunto para
producir un aumento del riesgo para CM en casos con edad de diagndéstico temprano y sin
antecedentes de CM y/o CO. Actualmente, no se han realizado otros trabajos que analicen
interaccién entre los SNPs rs3803662 y rs13387042, con excepcidn de Stacey y col (22),

quienes no encontraron interaccion entre ambos SNPs.

- Genotipos combinados entre los SNPs rs3803662 (TOX3) y rs13281615 (8g24):

Como se menciono anteriormente, los resultados de esta tesis indican que el alelo T
del SNP rs3803662, en poblacion Chilena, seria un alelo de susceptibilidad de baja
penetrancia asociado al desarrollo de CM. En cambio para el SNP rs13281615, el alelo G,
considerado en la literatura como el alelo de riesgo, en esta tesis no presento asociacion con
aumento del riesgo para CM. Al realizar la combinacion de los distintos genotipos de
ambos SNPs, los resultados no mostraron aumento del riesgo a medida que aumentaban los
alelos de riesgo. Sin embargo, al realizar el analisis estadistico de p-trend para evidenciar el

efecto aditivo de la combinacion de alelos de riesgo, los resultados obtenidos indican que,
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aun cuando no se observan diferencias significativas entre los distintos grupos de
portadores de alelos de riesgo, existe una tendencia al aumento del riesgo a medida que
aumentan los alelos de riesgo presentes en el genotipo combinado, tanto en la muestra
completa, como en los subgrupos de casos con CM familiar (subgrupo A) y casos con edad
de diagnostico temprano y sin antecedentes de CM (subgrupo B), ya que los valores de p-
trend resultaron significativos (p=0.0004, p=0.0013 y p=0.0329, respectivamente). Sin
embargo, dado que los resultados no son del todo concluyentes, esta tendencia debera ser

confirmada con n muestrales mayores.

- Genotipos combinados entre los SNPs rs13387042 (2935) y rs13281615 (8g24):

Ya se ha sefialado que para el SNP rs13387042, el alelo A seria un alelo de baja
penetrancia para el desarrollo de CM, y que el SNP rs13281615 no se asocié con aumento
del riesgo para esta patologia. Al realizar los genotipos combinados entre ambos SNPs, se
observé que, tanto para el total de casos con CM, como para los casos con CM familiar
(subgrupo A), el genotipo doble homocigoto de riesgo (A/A-G/G) aumenta el riesgo para
CM en 2.49 veces y 2.70 veces, respectivamente. Estos resultados coinciden con lo
observado cuando el SNP rs13387042 se analiza individualmente, ya que tanto para el total
de casos con CM, como para el subgrupo A, el genotipo homocigoto de riesgo (A/A)
aumenta el riesgo para CM en 1.79 veces y 1.99 veces, respectivamente. Estos resultados
podrian sugerir que, en el genotipo combinado doble homocigoto de riesgo (A/A-G/G), la
asociacion con aumento del riesgo para CM, seria consecuencia del efecto que tiene el
alelo A del SNP rs13387042 sobre el riesgo para CM. Sin embargo, al analizar los restantes
genotipos combinados que portan dos copias del alelo A del SNP rs13387042 (A/A-A/A'y
AJA-A/G), éstos no se asociaron con aumento del riesgo para CM, por lo que, el aumento
del riesgo para CM en el genotipo doble homocigoto de riesgo, esta dado por el efecto
conjunto de ambos SNPs, aun cuando el SNP rs13281615, individualmente no se asocie
con aumento del riesgo para CM. Con estos resultados se puede deducir que el aumento del
riesgo para CM en los genotipos combinados, aumenta a mayor nimero de alelos de riesgo,
lo que se confirmo estadisticamente al aplicar el test de tendencia (p-trend) obteniendo
valores de p-trend significativos, tanto en el total de casos con CM, como en el subgrupo A

(p-trend=0.0021 y 0.0137, respectivamente). En el caso del subgrupo B, si bien la
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comparacion estadistica entre los distintos grupos de portadores de alelos de riesgo no
mostro diferencias significativas, también existe una tendencia al aumento del riesgo para
CM a medida que aumenta el nimero de alelos de riesgo, ya que el valor de p-trend, result6
significativo (p-trend=0.0227). Sin embargo, como los resultados no son del todo
concluyentes, se sugiere realizar los mismos analisis con n muestrales mayores, que

permitan confirmar esta tendencia.
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VIl.- CONCLUSIONES.

En relacion al andlisis del SNP rs3803662, los resultados obtenidos en esta tesis
permiten postular que:

a) EI SNP rs3803662 se asocia con aumento del riesgo para CM en poblacién Chilena.
b) El alelo T (alelo de menor frecuencia) es un alelo de riesgo de baja penetrancia para
el desarrollo de CM en poblacién Chilena.

c) El SNP rs3803662 aumenta el riesgo para CM en mujeres con historia familiar de
CM y BRCA 1/2 negativas.

Respecto al SNP rs13387042, los resultados indican que:

a) EI SNP rs13387042 se asocia con aumento de riesgo para CM en poblacion chilena.
b) El alelo A (alelo de menor frecuencia) es un alelo de baja penetrancia para el
desarrollo de CM en poblacion chilena.

c) El alelo A aumenta el riesgo para CM en mujeres con historia familiar de CM,
BRCA 1/2 negativas. También sugieren que el alelo A aumentaria el riesgo de CM en
mujeres con edad de diagndstico temprano y sin historia familiar de CM y/o CO
(BRCA 1/2 negativas), sin embargo, se necesita aumentar el tamafio muestral de este
grupo de casos, para confirmar esta asociacion.

Para el SNP rs13281615, los resultados obtenidos en esta tesis indican que:

a) En poblacién Chilena, no existe asociacion del SNP rs13281615 con aumento del
riesgo para CM.

b) El alelo G, descrito en la literatura como el alelo de riesgo, es el alelo de mayor
frecuencia en Poblacion Chilena.

En relacion a los genotipos combinados entre los distintos SNPs en analisis, los
resultados indican que:

a) El riesgo para CM aumenta a medida que aumenta el numero de alelos de riesgo
presentes en el genotipo. Este resultado concuerda con el modelo poligénico propuesto
en la literatura para explicar los casos de CM que presentan agregacion familiar, y que
son negativos para mutaciones en los genes BRCA 1y 2, ya que: 1) El alelo T del SNP
rs3803662, el alelo A del SNP rs13387042 y el alelo G del SNP rs13281615, son

variantes comunes en poblacion Chilena (frecuencias > 5%); 2) Confieren discretos
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aumentos del riesgo para CM; y 3) El aumento del riesgo es mayor a medida que
aumenta el nimero de alelos de riesgo.

b) En el grupo de mujeres con edad de diagndstico temprano de la enfermedad (<50
afios), sin antecedentes de CM y/o CO, la condicién doble homocigota de los alelos de
menor frecuencia de los SNPs rs3803662 y rs13387042 (T/T-A/A), produce un
aumento del riesgo para CM que no se observa en los genotipos homocigotos de riesgo
al analizar cada SNP individualmente. Este aumento del riesgo, no es consecuencia
solo del efecto aditivo que produce el mayor numero de alelos de riesgo presentes en el
genotipo combinado, sino que ademas, es consecuencia de la interaccion génica entre

ambos SNPs, por un mecanismo de accion, hasta la fecha, desconocido.
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VIII.- ANEXOS.

Anexo 1:
Encuesta casos con CM.
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UNIVERSIDAD DE CHILE

Encuesta aplicable a pacientes con cancer de mama

Ficha Ne:

Este cuestionario ha sido disefiado para obtener un perfil general de su estado de
salud presente y pasado. Le agradeceremos nos conteste las preguntas en la forma mas
precisa que usted pueda. Sies necesario indiquenos cualquier comentario adicional.  Si
existe alguna pregunta que no quiera contestar déjela en blanco. Toda su informacion seré
mantenida en forma confidencial.

Fecha

Nombre y apellidos

Direcciéon : Ciudad

Teléfono . Casa Trabajo

Fecha de Nacimiento

Lugar de Nacimiento : Ciudad Pais

HISTORIA FAMILIAR

Aparte de Chile, ¢ Sabe usted de ddonde vienen sus ancestros o si hay origen indigena en su
familia?

Lado materno: Lado paterno:

8. En hoja siguiente
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8. Nombre Afo de | Sialguno de sus parientes ha| Edad del |Afioy lugar de
nacimiento | tenido cancer indique el tipo | diagnéstico defuncion
Padre : \:
Madre ~
Hermanas y Hermanos
1.
2;
3.
4.
Hijos del primer matrimonio
18
2.
3
4,
Hijos del segundo matrimonio
1.
2
3.
4.
8. Nombire Fecha de Tipo de Edad de Afio y lugar de
nacimiento cancer diagnosis defuncion

Abuela materna:

Abuelo materno:

Abuela paterna:
Abuelo paterno:

Hermanos y hermanas de su madre

O DNk

Hermanos y hermanas de su padre

N

Otros miembros de la familia diagnosticados con

Cancer
1

2.

3.
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9. Ademas del cancer de mama... ¢existen otras enfermedades que ocurran en forma
frecuente en su familia? ¢Existe algan familiar que tenga una enfermedad genética?

0 Si 1 No — vaya a la pregunta N° 10

Si su respuesta es Si, indique el diagnéstico y cuantos miembros de su familia tienen
esta enfermedad:

HISTORIA CLINICA

a) Edad de menarquia: afnos 1 Nunca ha menstruado
b) Su menarquia fue natural: [0 Si — Siga en la pregunta 11 [ No

C) ¢ Por qué razén usted nunca ha menstruado o por que el inicio del periodo no fue
natural?

Si usted nunca ha menstruado pase a la pregunta 15.

11. Las siguientes preguntas son relacionadas con la regularidad de su periodo
menstrual, “Regular” significa que su periodo ocurre una vez al mes, usted puede
predecir mas o0 menos con cuatro dias de anticipacion y cada periodo dura mas o menos
el mismo namero de dias.

] Siempre ocurre en forma regular
] Son generalmente regulares

] Son generalmente irregulares

[] Son siempre irregulares
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12. ¢Cual es su condicion menstrual actual?

[]

Embarazada
Lactancia

Amenorrea cronica

Menopausia natural

N O Y N O

Otros (especificar):

Menstruando (premenopausica)

Histerectomia parcial. Edad de la cirugia

anos

Edad anos

Histerectomia completa (Utero y ovarios removidos). Edad de la
Cirugia afnos.

13.¢ Cuantas veces ha estado usted embarazada, incluyendo nacidos vivos, abortos
espontaneos o inducidos, mortinatos, embarazos ectopicos e indique si usted esta

embarazada actualmente.

Embarazos 1 Nunca

Conteste las siguientes preguntas para cada uno de sus embarazos:

— Vaya a la pregunta 14

10

20

30

40

50

60

70

80

90

10°

En qué afio comenzé o en qué afio finalizé el embarazo

¢, Cuantos meses tenia el embarazo?

Si su embarazo lleg6 a término fue

Nacimiento Unico

Nacimiento multiple

Mortinato

Aborto

Embarazo tubario o ectépico

Aborto terapéutico

Tuvo DIUC durante su embarazo (S o N)

Para los nacidos vivos responda lo siguiente

Sexo (F o M)

¢Le dio pecho a sus hijos? (SoN)

Si amamantd, ¢ por cuanto tiempo lo hizo?

¢Intent6 usted amamantar, pero tuvo dificultades al hacerlo?
(SoN)
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14. a) ¢, Ha tenido usted problemas para embarazarse?

[] Si [ No

b) ¢Le informé a usted un médico que podria tener problemas para
embarazarse?

[] Si [ No

C) ¢, Qué converso con su médico?

Problemas en los ovarios o en la ovulacion
Obstruccion de trompas

Problemas en la forma o tamafio del Gtero
Endometriosis

Problemas con el cuello del utero
Problemas de pareja

I o O A

Otros (especificar)
d) ¢,Ha tomado usted medicamentos para embarazarse?

71 Si 7 No — Vaya a la pregunta 15

e) Si es si, por favor dé detalles acerca del tratamiento usado

Nombre del medicamento | Afioy fecha del tratamiento Razones del uso

Inicio Final

15. a) ¢Ha usado anticonceptivos para evitar embarazo o por otras
razones, entre estas la regulacién del ciclo menstrual?

1 Si 1 No — Vaya a la pregunta 16

b) Siessi, ¢aqué edad los tomé por primera vez?. Si usted ha iniciado,
suspendido y reiniciado el tratamiento, ¢ por cuanto tiempo en total lo ha usado?

anos meses
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16. Muchas mujeres han tomado medicamentos que contenienen estrégenos,
progestinas u otras hormonas femeninas. Los medicamentos pueden ser
administrados como comprimidos, de depdsito, cremas o supositorios vaginales.
Estos medicamentos son indicados por muchas razones tales como: regular los
periodos, detener sangramientos irregulares, aliviar los sintomas menopausicos o
como terapia de reemplazo después de la remocidn ovérica, para evitar la
osteoporosis. ¢Ademas de los anticonceptivos, ha tomado usted hormonas
femeninas?

1 Si 1 No — Vaya a la pregunta 17

b) Si es si, de detalles acerca de las hormonas femeninas que usted ha
tomado:

Nombre del medicamento | Afo y fecha del tratamiento Razones del uso

Inicio Final

C) ¢ Qué otras drogas ha utilizado usted para el tratamiento de cancer
de mama?

17. a) ¢Le inform6 a usted un médico que podria tener un desbalance o
problema endocrino?

71 Si 7 No — Vaya a la pregunta 18

b) Si es si, dé detalles acerca del diagnéstico médico

¢ Qué le dijo? | :Qué edad tenfa usted?

18. a) ¢Le inform6 a usted un médico que tenia cancer?
1 Si 1 No — Vaya a la pregunta 19
b) Si es si, dé detalles acerca del diagnostico médico

¢,Donde estaba localizado su ¢,Qué edad tenia usted?
cancer?
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19. a) ¢Le inform6 a usted un médico que tenia un tumor no canceroso o
un

nodulo?
2 Si 1 No
b) Si es si, dé detalles acerca del diagnéstico médico
¢,Dénde estaba localizado el ¢, Qué edad tenia usted?
tumor?

20. a) ¢ Le han realizado una biopsia o cirugia mamaria?
2 Si 1 No — Vaya a la pregunta2l

b) Si es si, dé la siguiente informaciébn de cada cirugia mamaria
(incluyendo la biopsia)

Fecha de Hospital o ciudad ¢, Cudl mama? Resultados de la cirugia
cirugia (maligna, benigna o
incierta)

21. a) ¢ Quién es su médico?

Nombre:

Direccion: Ciudad:

b) ¢, Sabe su médico si hay historia familiar de cancer en su familia?
71 Si 7 No

22. ¢Tiene usted alguna pregunta o comentario acerca de este estudio o de
este cuestionario?
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Agentes medioambientales

23. ¢ Usted bebe alcohol? 0 Si 0 No

a) Si es si, ¢ Con qué frecuencia usted bebe? :

L] Menos de un trago por semana
[] 1 a 4 tragos por semana
[] 5 a 10 tragos por semana

[] Més de 10 tragos por semana
24. a) ¢ Es usted fumadora?
[] Nunca ha fumado — Vaya a la pregunta25

[] Si, en el pasado, pero ahora no

L] Si, fumadora frecuente

b) ¢,Cuantos cigarrillos fuma usted al dia?
C) ¢ Por cuantos afos ha fumado? _
d) ¢A qué edad empezo a fumar? _
e) ¢A qué edad dejo de fumar? _
25. Exposicion a rayos X o a otras radiaciones
a) ¢Ha trabajado en lugares donde se usen rayos X u otros elementos

radioactivos
(hospitales, clinicas, clinicas dentales, laboratorios de investigacion)

1 Si 7 No
b) Si es si, ¢ Qué tipo de trabajo?
C) Indique las fechas:
d) Ha estado expuesta a rayos X por razones medicas?] Si 1 No

e) Si es si, explique:
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Exposicion a quimicos
¢, Se ha expuesto a cancerigenos o a toxicos quimicos? [ Si

Si es si, ¢a qué compuestos?

0

No

¢Bajo qué circunstancias se expuso?

Indique las fechas:

¢ Por cuanto tiempo se expuso?
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ANExXo 2:
Consentimiento informado casos con CM
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UNIVERSIDAD DE CHILE

"Estudio de Cancer de Mama Hereditario en Familias Chilenas"

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES CON CANCER DE MAMA

Investigadores

Lilian Jara Sosa Universidad de Chile Tel.: 9786458

Patricio Gonzalez Hormazabal Universidad de Chile Tel.: 9786166
José Miguel Reyes Vidal CONAC Tel.: 7375520
Fernando Gomez CONAC Tel. 3474000

Declaracion de los investigadores

Conducimos una investigacibn de genes que serian responsables de
susceptibilidad a cancer de mama y cancer de ovario en algunas familias. Por este
motivo, nos hemos contactado con Ud. para solicitar su participacion en calidad de
paciente con cancer de mama. Para ayudarlo a decidir si desea participar en este
estudio, nos gustaria explicarle los riesgos y beneficios, lo que constituye una
decision informada.

Propdsitos y beneficios

El propésito de este estudio es examinar el papel que tienen los genes y qué
hacen que algunas mujeres sean mas susceptibles a enfermar de cancer de
mama que otras. A veces los genes cambian o se alteran. Hemos visto genes
alterados en familias con cancer, pero todavia no esta totalmente claro como
utilizar la informacion para prevenir el cancer. Los resultados de este estudio
suministraran informacion sobre la genética del cAncer de mama que podria llevar
a una mejor comprension de sus causas y a la posibilidad de un diagnéstico mas
temprano y tratamiento mas exitoso de la enfermedad.

Si participa en el estudio, serd posible determinar si ha heredado o no un gen

alterado. Si se ha determinado que usted ha heredado un gen alterado, se le
contactara y se le preguntara si desea conocer el resultado del examen y se
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responderan todas las preguntas que usted realice. La informacion obtenida sera
remitida a su médico tratante para que se considere con fines terapéuticos.

Procedimientos
Si usted acepta participar en este estudio, se le solicitara lo siguiente:

1. Responder una encuesta en la cual se incluyen un conjunto de
preguntas relacionadas con su historia médica, historia reproductiva y
preguntas relacionadas con factores prondsticos.

2. Si a usted le hubieran diagnosticado algun tipo de cancer o si ha
tenido alguna cirugia profilactica, le pediremos que firme una
autorizacion para obtener datos clinicos sobre su patologia, informes
de biopsia y muestras de tejido que hayan sido guardadas en el
hospital donde le realizaron la cirugia.

3. Le solicitaremos que done una muestra de sangre, la que sera tomada por
una enfermera, de una vena de su brazo. Se acordara con usted la fecha y hora
de la toma de muestra, la que si usted lo desea, se podria realizar en su
domicilio.

Riesgo, Stress o Incomodidad

Riesgo de la Toma de Muestra: La toma de la muestra de sangre puede causar
alguna incomodidad. Sin embargo, la enfermera tomara todas las precauciones
para minimizar las posibilidades de que esto ocurra.

Tensién y Ansiedad: Es posible que a usted le inquiete discutir su historia médica
y familiar respecto al cancer. Es posible que este estudio nos dé informacién
respecto de las posibilidades de desarrollar cancer de otros miembros de su
familia. Si el resultado indicara presencia o ausencia de una alteracion relacionada
con probabilidad de desarrollar céancer, el conocer esta informacion podria
causarle emocion y/o ansiedad. Alguno de los investigadores conversaran con
usted para aclarar sus problemas, si existen.

Otras informaciones

Privacidad: Los datos de la entrevista y los resultados del estudio genético, sélo
seran entregados a las personas participantes si lo solicitan y no se entregara
informacion ni a familiares ni a ninguna otra persona. Solo los miembros del grupo
de investigacion se contactaran con los participantes y tendran acceso a la
informacion. Cada participante tendra un cdodigo, el que se establecera previo a la
obtencion de los datos. Los archivos se guardan bajo llave. Los datos que se
publiqguen no revelaran la identidad de los participantes. El personal de
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colaboracion sera entrenado para que observe un comportamiento ético respecto
de la informacién. Es necesario plantear que este estudio puede continuar en
forma indefinida y por lo tanto, la utilizacion de los datos también seréa indefinida.

Financiamiento: La participacion en este estudio no tiene ningun costo para Ud.
Voluntariedad: La participacion en este estudio es totalmente voluntaria y puede
retirarse de él en cualquier momento que lo desee. Puede no contestar preguntas
de la encuesta, si asi lo desea. Si una persona se retira del estudio o no desea
participar en alguna etapa, no se le negaran los resultados que ya se hayan
obtenido. A cada participante se le entregard una copia del consentimiento
informado.

Utilizacidn de la muestra de sangre: Las muestras obtenidas seran utilizadas sélo
para los fines de la investigacion propuesta. Las muestras se mantendran en el
laboratorio por tiempo indefinido.

Otras informaciones: Si el examen resultara positivo, se le podrian también
realizar a los familiares que lo soliciten. Si algun familiar sano resultare portador de
un factor genético de prondstico, la informacion le sera comunicada y se informara
al médico tratante del probando a objeto que éste explique al portador sano las
posibles medidas terapéuticas necesarias.

Nombre y Firma del Investigador Fecha

Declaracion del participante: El estudio descrito anteriormente me ha sido
explicado, lo he leido y comprendido. Consiento voluntariamente en patrticipar en
esta actividad. He tenido la oportunidad de hacer preguntas. Me queda claro
gue cualquier pregunta que desee hacer a futuro acerca de la investigacion me
sera respondida por los investigadores.

Nombre y Firma del Participante Fecha

Con copia a: - Participante
- Investigadores
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Anexo 3:
Encuesta controles.
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UNIVERSIDAD DE CHILE
Linea de Investigacion: "Estudio de Cancer de Mama Hereditario en Familias
Chilenas"

Encuesta aplicable a individuos sanos sin antecedentes de familiares de cancer

Ficha N° :

Esta es una encuesta de caracter CONFIDENCIAL. Le agradeceremos que
conteste en la forma mas precisa posible. Si tiene alguna duda, por favor pregunte al
encuestador. Anote cualquier comentario adicional. Si no desea contestar, deje el
espacio en blanco.

1. Fecha: / /

2. RUT: -

w

. Apellidos y Nombres:

4. Direccion: Ciudad:

5. Teléfonos: Casa Trabajo

6. Fecha de Nacimiento: / / Edad

\l

. Lugar de Nacimiento: Ciudad Pais

Encuesta aplicada por:
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HISTORIA FAMILIAR
8. ¢ Tiene Usted algun familiar que tenga o haya tenido Cancer de Mama?

Si No

9. ¢ Tiene Usted algun familiar que tenga o haya tenido Cancer de Ovario?

Si No

10. ¢ Tiene Usted algun familiar que tenga o haya tenido Cancer de Préstata?

Si No

11¢ Tiene Usted algun familiar que tenga o haya tenido otro tipo de cancer?

Si No

12. Si su respuesta es Si, complete los siguientes datos:

(1) Nombre de su familiar:

Grado de Parentesco:

(Ejemplo: Padres, Tios, etc).

Tipo de Cancer:

Edad al momento del diagndstico:

(2) Nombre de su familiar:

Grado de Parentesco:

Tipo de Cancer:

Edad al momento del diagnéstico:

(3) Nombre de su familiar:

Grado de Parentesco:

Tipo de Cancer:

Edad al momento del diagnéstico:
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Anexo 4:
Consentimiento informado controles.
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UNIVERSIDAD DE CHILE

"Estudio de Cancer de Mama Hereditario en Familias Chilenas"

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA GRUPO CONTROL SANO

Investigadores

Lilian Jara Sosa Universidad de Chile Tel.: 9786458
José Miguel Reyes Vidal CONAC Tel.: 7375520
Patricio Gonzalez Hormazabal Universidad de Chile Tel.: 9786166

Declaracion de los investigadores

Conducimos una investigacion de genes que serian responsables de susceptibilidad a cancer de
mama y cancer de ovario en algunas familias. Por este motivo, nos hemos contactado con Ud.
para solicitar su participacion en calidad de individuo sano. Se necesita un grupo de mujeres sin
cancer de mama para conocer la distribucion de éstos genes en la poblacion chilena. Para
ayudarlo a decidir si desea participar en este estudio, nos gustaria explicarle los riesgos y
beneficios, lo que constituye una decision informada.

Propdsitos y beneficios

El propoésito de este estudio es examinar el papel que tienen los genes y qué hacen que algunas
mujeres sean mas susceptibles a enfermar de cancer de mama que otras. A veces los genes
cambian o se alteran. Hemos visto genes alterados en familias con cancer, pero todavia no
esta totalmente claro como utilizar la informacion para prevenir el cancer. Los resultados de este
estudio suministraran informacién sobre la genética del cAncer de mama que podria llevar a una

mejor comprension de sus causas.

Si Ud. decide participar en este examen esta en su derecho ser informado de los resultados de las
pruebas realizadas. Ud. también puede decidir no conocer los resultados.

¢ Desea conocer los resultados? Si _ No

En caso que su respuesta sea afirmativa, lea el punto “otras informaciones”
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Procedimientos
Si usted acepta participar en este estudio, se le solicitara lo siguiente:

1. Responder una encuesta en la cual se incluyen un conjunto de preguntas relacionadas
con su historia familiar respecto de cancer, con el objeto de confirmar que Ud. no posee
antecedentes familiares de cancer en su familia. La encuesta consta de 25 preguntas, le sera
aplicada por la Dra. Lilian Jara, investigador responsable del proyecto, y la entrevista le tomaré 45
minutos.

2. Le solicitaremos que done una muestra de sangre de 10 cc, para analizar DNA. La muestra
serd tomada por una enfermera, de una vena de su brazo. Se acordara con usted la fecha y hora
de la toma de muestra, la que si usted lo desea, se podria realizar en su domicilio.

Riesgo, Stress o Incomodidad

Riesgo de la Toma de Muestra: La toma de la muestra de sangre podria producir molestias tales
como dolor, un eventual hematoma en la zona de puncién o reaccién alérgica por el antiséptico
utilizado. Sin embargo, la muestra serd tomada por una Enfermera Universitaria con experiencia
en este tipo de procedimientos, quien tomara todas las precauciones para minimizar las
posibilidades que esto ocurra.

Otras informaciones

Privacidad: Los datos de la entrevista y los resultados del estudio genético, sélo seran entregados
a las personas participantes si lo solicitan y no se entregard informacion ni a familiares ni a
ninguna otra persona. So6lo los miembros del grupo de investigacion se contactaran con los
participantes y tendran acceso a la informacion. Cada participante tendra un cédigo, el que se
establecera previo a la obtencién de los datos. Los archivos se guardan bajo llave. Los datos que
se publiquen no revelaran la identidad de los participantes. El personal de colaboracién sera
entrenado para que observe un comportamiento ético respecto de la informacién. Es necesario
plantear que este estudio puede continuar en forma indefinida y por lo tanto, la utilizacion de los
datos también sera indefinida.

Financiamiento: La participacion en este estudio no tiene ningun costo para Ud.

Voluntariedad: La participacion en este estudio es totalmente voluntaria, y no otorga beneficios
para el participante. Puede retirarse del estudio en cualquier momento que lo desee. Puede no
contestar preguntas de la encuesta, si asi lo desea. Si una persona se retira del estudio o no
desea participar en alguna etapa, no se le negaran los resultados que ya se hayan obtenido, y la
muestra de DNA y los datos obtenidos seran descartados. A cada participante se le entregara una
copia del consentimiento informado.

Utilizacion de la muestra de sangre: Las muestras obtenidas serédn utilizadas para extraer DNA,
para sélo los fines de la investigacion propuesta. Las muestras se mantendran en el laboratorio
durante los 4 afios que durara la ejecucion de esta investigacién y la custodia tanto de las
muestras como de la informacion obtenida a partir de estas sera responsabilidad del investigador
responsable Dra. Lilian Jara. Una vez finalizada la investigacion su DNA sera descartado o
almacenado de acuerdo a lo que Ud. decida.
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SAcepta que el remanente de la muestra de DNA se congele y se almacene para futuros estudios
que puedan surgir en relacion al estudio de factores genéticos y cancerde mama? SI _ NO
Otras informaciones: Si el examen resultara positivo, y Ud. fuese portador de algun factor genético
de prondstico, la informacién le sera comunicada y se informara al médico tratante a objeto que
éste le explique las posibles medidas terapéuticas necesarias. A los individuos que resulten
positivos y deseen conocer sus resultados, se les ofrecera consultoria genética que serd realizada
por su médico tratante con la asesoria de la Sra. Sonia Margarit, consultora genética graduada del
Mount Sinai School of Medicine (USA).

Contactos:

En los casos que el sujeto desee efectuar alguna consulta respecto de la investigacién o del
presente documento podra comunicarse con: Dra. Lilian Jara, Investigador Responsable del
proyecto, Av. Independencia 1027, Santiago, Fono 9786458, e-mail ljara@med.uchile.cl.

Frente a cualquier duda respecto a aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre de
comunicarse con: Dr. Manuel Oyarzin. Presidente del Comité de Etica de la Investigacion en
Seres Humanos. Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencia 1027, Santiago.
Fono 9786923.

Nombre y Firma del Investigador Fecha

Declaracién del participante: El estudio descrito anteriormente me ha sido explicado, lo he leido y
comprendido. Consiento voluntariamente en participar en esta actividad. He tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Me queda claro que cualquier pregunta que desee hacer a futuro
acerca de la investigacién me sera respondida por los investigadores.

Deseo conocer los resultados Si _ No__

Acepto que el remanente de la muestra de DNA se congele y se almacene para futuros estudios
gue puedan surgir en relacién al estudio de factores genéticos y cancer de mama. Sl NO

Nombre y Firma del Participante Fecha

Con copia a:- Participante
- Investigadores
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