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RESUMEN

El cAncer de mama es un problema de salud debido a que se ha incrementado su
incidencia. La quimioterapia (Ciclofosfamida, Metrotexate y 5—Fluorouracilo (CMF)
y Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD)), que controla la proliferacion de células
cancerosas, causan efectos colaterales en otro tipo de células diferentes a las del
tejido blanco. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto citotoxico (indice
de proliferacion (IP)), de exposicion (Intercambios de cromatidas hermanas
(ICHs)) y genotoxico (Micronucleos (MNSs)), asociado al cancer de mama y el
inducido por la quimioterapia. Se realizaron cultivos de linfocitos de sangre
periférica de 20 personas con cancer de mama, de las cuales se evaluaron a 10
personas antes y 28—-30 dias después de recibir quimioterapia, y 22 personas sin
cancer de mama.

Resultados. En las personas con cancer de mama, el IP fue de 1.5293 + 0.0456
ciclos y en el grupo control de 1.9336 + 0.03936 ciclos, durante 72 horas de
cultivo, indicando que los linfocitos de estas personas son mas lentos, recorriendo
1%% ciclo de division celular en el grupo control (efecto citotoxico) y 2 ciclos en los
del grupo control. La frecuencia de ICHs/célula se incrementé en un 75.5%, de
igual forma se incrementé en un 126% el numero total de MNs/4000 células
binucleadas, indicando que fue estadisticamente significativo (P = 0.000) entre
las personas con cancer de mama respecto del grupo control (efecto de
exposicion y genotoxico). De acuerdo a lo anterior se puede hipotetizar que las
personas con cancer son mas propensas a desarrollar alteraciones a lo largo del
ciclo celular y en su ADN.

Después de la quimioterapia de las personas con cancer de mama; se registro un
incrementd del 54% en la frecuencia de ICHs/célula 'y un 72.12% en el nimero de
MNSs/4000 células binucleadas, respecto al observado antes de dicho tratamiento.
El incremento fue estadisticamente significativo (P = 0.000). En consecuencia la
guimioterapia, probablemente esta interviniendo con la molécula del ADN
causandole dafio, pero no interfiere en la proliferacion celular.



INTRODUCCION

Es importante tener en cuenta que el desarrollo del cancer de mama se debe
a factores hereditarios (5%), debido a mutaciones en los genes BRCAl1 y BRCAZ2,
responsables del desarrollo de este tipo de cancer, y con mayor frecuencia (90-
95%) ocurre de forma espontanea (Peto, et.al, 1999), asociado a factores de
riesgo como la edad, menarquia temprana (<12 afios) o menopausia tardia (>55
afos), nuliparidad, consumo de alcohol, cigarrillo, anticonceptivos u hormonas
postmenopausicas, al estado socio-econémico y educativo de la poblacion (Ruso,
et.al, 2002), lo cual indica que existe una alta probabilidad de prevenir la
enfermedad. Se sabe también que, este tipo de céncer afecta con mayor
probabilidad al sexo femenino (99%) y en menor proporcion (1%) a la poblacion
masculina (American Cancer Society, 2000).

En la actualidad, el cancer de mama constituye uno de los principales problemas
sociales, debido a que se incrementdé en un 9%, indicando un aumento
progresivo en el nimero de personas que lo padecen (Gori, 2002; Menascha,
1997), considerandose asi, el tercer tipo de cancer mas comun en la poblacion
mundial y el segundo en la poblacion femenina, donde una de cada 9 mujeres
puede desarrollarlo. En la mujer americana, se reportaron 192.200 casos con
este tipo de céancer, con una mortalidad del 21% (American Cancer Society,
2001). En Espafia, se considera la primera causa de muerte por cancer, aun por
encima del cancer de pulmon, cada afo se diagnostican 15.000 nuevos casos en
mujeres entre los 45 a 55 afios de edad (Unidad Oncoldgica de Espafia, 2001).

De igual manera, en Colombia esta enfermedad ocupa el segundo lugar después
del cancer cérvico uterino, de los casos atendidos en el sexo femenino. Durante el
afio 2001, su frecuencia se incremento en un 40% en relacion con el afio 2000,
representando un aumento de 310 nuevos casos de cancer de mama (211 a 521
casos), segun el registro institucional de  cancer (Instituto Nacional de
Cancerologia, 2001; Rojas, et.al., 1992)

Por ende, la comunidad cientifica se ha interesado en realizar diferentes estudios
de tipo caso—control, a nivel epidemiolégico, genético y molecular en personas
con esta enfermedad, concluyendo que esta poblacion es mas susceptible a
desarrollar dafios genéticos, debido a que presentan dafios acumulativos en su
molécula de ADN (Trenz, et.al., 2002; Rothfuss, et.al., 2000; Livingston, et.al.
1983).

En la poblacién Colombiana se han llevado a cabo estudios epidemioldgicos en
mujeres con cancer de mama, que evidencian dafio en el ADN asociado a
diferentes factores de riesgo, como el consumo de alcohol y la exposicion a
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compuestos organoclorados ( Alvir, et.al., 1999; Olaya, et.al., 1998), pero no se
han realizado estudios a nivel citogenético.

Por esta razon, este estudio se basa en la aplicacién de pruebas citogenéticas en
una poblacion de personas con cancer de mama (casos) respecto a personas sin
cancer (controles), para indicar si este tipo de céncer, causa efecto citotoxico
(indice de proliferacion celular (IP)), de exposicion (intercambios de cromatidas
hermanas (ICHs)) y genotdxico (micronucleos (MNs)) en sus linfocitos de sangre
periférica. También se determina si la quimioterapia induce efecto citotoxico, de
exposicion y genotoxico en los linfocitos de estas personas con cancer de mama.
Teniendo en cuenta que, estudios anteriores indican que las sustancias
anticancerigenas, empleadas en la quimioterapia, como la Ciclofosfamida,
Metrotexate y 5—Fluorouracilo (CMF) ademas de controlar las células cancerosas,
atacan a otro tipo de células que se encuentran en etapa proliferativa, como las
del cabello, médula 6sea y las del revestimiento bucal e intestinal (Oliver, et.al.,
2002).

La corroboracion de los anteriores planteamientos fue relevante, debido a que se
confirma el posible efecto citotdxico, de exposicion y genotoxico asociado al
cancer de mama Yy el inducido por la quimioterapia, en los linfocitos de sangre
periférica, lo cual hace pensar que la poblacibn Caucana con esta enfermedad y
que recibe quimioterapia estd tan expuesta a desarrollar nuevos dafios en su
material genético que la poblacion de otras partes del mundo.

La socializacion de los resultados obtenidos, mediante esta investigacion,
permiten de alguna forma que la poblacion en general tome conciencia de que la
prevencion hacia la exposicion a diferentes agentes toxicos, es la verdadera
medida de proteccion de salud, aun més, para las personas que ya han
desarrollado cancer, debido a que tienen dafio genético acumulado, ocasionando
que su ADN sea mas vulnerable a nuevas alteraciones.
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1. ANTECEDENTES

De acuerdo a la revision Bibliografica sobre el cancer de mama y la aplicaion de la
quimioterapia se encontré que, este tema ha sido muy bien estudiado por la
comunidad cientifica, en diferentes poblaciones femeninas del mundo mediante
investigaciones a nivel epidemiolégico, citogenético y molecular, tales como:

El grupo de Baeyens y Colaboradores, en la poblacién de Bélgica, en el afio 2002,
encontraron que, las personas con cancer de mama hereditario tienen una
proporcion del 43% mas de radiosensitividad cromosomal que las personas
saludables. En esta misma poblacion se realiz6 un estudio sobre la actividad
genotoxica de lipidos y leche materna, donde se evidencio un incremento
significativo de dafio en la molécula de ADN (Phillips, et.al., 2002).

De igual forma, estudios en la poblacién Alemana, indican que existe una relacion
intima entre la presencia de una mutacion en los genes BRCAl1 y BRCA2 con la
sensibilidad de inducir microndcleos (MNs), después de que los linfocitos de
sangre perférica de mujeres con cancer de mama hereditario eran irradiados con
rayos gamma, debido a que las proteinas BRCA parecen estar involucradas en
los procesos de reparacion de dafios en el ADN (Trenz, et.al., 2002). En esta
misma poblacion, Fischer y Colaboradores, en el afio 2001, encontraron un
aumento en la formacién de MNs y un efecto citotoxico asociado al cancer de
mama y al estradiol, concluyendo que esta hormona es carcinogénica.

Por otra parte, en Sao Pablo (Brasil), Silva y Colaboradores, en el afio 2002,
reportan que la quimioterapia, entre ciclos, reduce la frecuencia de Aberraciones
cromosomicas (AC) e intercambios de crométidas hermanas (ICHs) y que no
alteré el indice mitotico y la proliferacion celular de linfocitos de personas con
cancer de mama.

En contraste a lo anterior, en una poblacion de Finlandia, Erselcan y
Colaboradores, en el afio 2000, concluyeron que las dosis acumulativas de
quimioterapia causan efecto toxico en las células del tejido cardiaco. Asi también,
estudios realizados por Venkatachalam y Colaboradores, en el afio 1999,
demuestran que, tanto la radioterapia como la quimioterapia inducen un
incremento en el nimero de MNs, en linfocitos de sangre periférica de personas
con cancer de mama.

Continuando con la busqueda de estudios referentes al tema, se encontré que los
linfocitos de personas con cancer de mama presentan un incremento
estadisticamente significativo (P < 0.001) en la frecuencia de ICHs y en el
namero de MNs, en comparacién al registrado en una poblacion saludable
(Duffaud, et.al., 1997; Dhillon, et.al., 1995; Adhvaryu, et.al., 1988).
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Respecto a la quimioterapia, los estudios reportan que la induccién, acumulacién
y persistencia de intercambios de croméatidas hermanas (ICHs), en linfocitos de
sangre periférica de mujeres con cancer de mama, presentan diferencia
estadisticamente significativa (P< 0.001) respecto a la de una poblacion no
expuesta a esta terapia (Tucker, et.al., 1990; Clare, et.al., 1983).

Teniendo en cuenta los estudios anteriores, se puede observar que para la
poblacion Colombiana no hay un soporte cientifico que nos indique el posible
efecto citotdxico, de exposicion y genotdxico asociado al cancer de mama vy el
inducido por la quimioterapia. Por ende, el propdsito de esta investigacion es la de
determinar el indice de proliferaciéon celular (IP), la frecuencia de ICHs y MNs, en
los linfocitos de sangre periférica de personas con y sin cancer de mama, como
también, el de personas con cancer de mama, después de la quimioterapia.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

En Colombia se acepta ampliamente que el cancer de mama constituye un
problema importante de salud publica, ya que ocupa un segundo lugar entre los
canceres mas frecuentes, desarrollados en esta poblacion, reportdndose de 27 a
30 casos entre 100.000 habitantes (Instituto Nacional de Cancerologia, 2001). De
igual forma, en el Departamento del Cauca, en década de 1990 a 1999, los casos
de cancer de mama se incrementaron de 589 a 1370 y su mortalidad de 17 a 28
casos, considerandose el tercer tipo de cancer mas frecuente presente en esta
poblacién, segun estadisticas de la Secretaria de Salud Publica del
Departamento del Cauca, del afio 2002.

Por lo cual, es de gran interés profundizar en la investigacion sobre este tipo de
cancer, a nivel Nacional y del Departemento del Cauca, ya que a nivel mundial se
han realizado diferentes estudios citogenéticos que demuestran una relacion entre
esta enfermedad y el dafio en el material genético (ADN), ocasionado tanto por
factores genéticos como por factores externos o ambientales (Baeyens, et.al.,
2002), mientras que en nuestra poblacion aun se encuentra este vacio,
impidiendo apropiarse de la importancia de este problema.

Por otra parte, en la actualidad existen terapias adecuadas para el tratamiento del
cancer de mama, tales como la quimioterapia y la radioterapia. En la
Quimioterapia se emplean compuestos como la Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD)
y la Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-fluorouracilo (CMF), que actian a nivel
sistémico, atacando a células en proliferacion celular, ademas de combatir las
células cancerigenas, también interactian con moléculas como el ADN o con
estructuras celulares relacionadas con la proliferacion celular de otros tipos de
células (linfocitos), causandoles dafos, que se fijan como mutacion o induciendo
el bloqueo de su sintesis (Hu, et. al., 2002). En consecuencia, estos dafios con el
tiempo incrementan el riesgo de padecer nuevas enfermedades (nuevos
canceres), debido a que en su ADN existe acumulacién de dafio (mutacién en sus
genes BRCA1 y BRCAZ2) que los hace mas susceptibles.

Por lo antes expuesto, fue importante identificar el posible efecto citotoxico, de
exposicién y genotoxico asociado al cancer de mama y el inducido por la
guimioterapia, respondiendo a los siguientes interrogantes:

¢En las personas con cancer de mama, sus linfocitos son mas propensos a
experimentar dafios genéticos, que los de las personas sin cancer?.

¢La quimioterapia tiene efecto depresor de la proliferacidon celular e incrementa la
frecuencia del dafio en el material genético?.
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En consecuencia, en esta investigacion, se sometieron a prueba las siguientes
hipotesis:

Si los linfocitos de sangre periférica de las personas con cancer de mama son
MAas propensos a experimentar dafos genéticos, se espera que el indice de
proliferacion celular (IP) sea menor y la frecuencia de Intercambios de
cromatidas hermanas (ICHs) y microndcleos (MNs) sea mayor que el observado
en los linfocitos de las personas sin cancer (H1), de lo contrario sera igual o
incluso opuesto (Ho).

Si la quimioterapia tiene efecto depresor de la proliferacion celular e incrementa la
frecuencia del dafio en el material genético, se esperar que el IP sea menor y la
frecuencia de ICHs y MNs sea mayor, después de este tratamiento (Hi), de lo
contrario, el efecto sera igual o incluso opuesto (Ho).
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3. JUSTIFICACION

En Colombia y especificamente en la poblacién del Cauca no se han realizado
estudios cientificos a nivel citogenético que indiquen el posible efecto citotéxico,
de exposicion y genotdxico asociado al cancer de mama y el inducido por la
quimioterapia, como lo demuestran las diferentes investigaciones realizadas en
otros lugares del mundo.

Por lo cual, esta investigacion se llevé a cabo en una poblacién de personas con
cancer de mama (casos) y personas sin cancer de mama (controles), como
primera parte del estudio; de igual forma, se tuvo en cuenta a personas con
cancer de mama, que por primera vez fueran tratadas con quimioterapia, teniendo
en cuenta que recibieran un solo ciclo de exposicion a este tratamiento, punto que
determind la segunda parte del trabajo.

Para la evaluacion del efecto citotoxico, de exposicion y genotoxico, se emplearon
pruebas citogenéticas o biomarcadores biolégicos de citotoxicidad y genotoxicidad
(exposicion y efecto), como el indice de proliferacion celular (IP), los intercambios
de crométidas hermanas (ICHs) y Micronucleos (MNs), en linfocitos de sangre
periférica de personas con cancer de mama, antes y después de la quimioterapia
y de personas sin cancer (poblacion de estudio), pruebas que permiten determinar
el efecto citotdxico, exposicion y genotdxico inducido por agentes mutagénicos,
teratogénicos y carcinogénicos, en grupos expuestos (Au, 1991).

Los resultados obtenidos mediante esta investigacion, demuestran que la
poblacion Caucana, en estudio, presenta efecto citotoxico, de exposicion y
genotdxico asociado al cancer de mama. Lo cual indica que, esta poblacion esta
mas propensa a desarrollar nuevas alteraciones en su material genético que la
poblacién sin cancer, como consecuencia de posibles alteraciones en sus genes
BRCAL1 y BRCAZ2, responsables del cancer de mama, y/o deberse a la exposicion
ambiental, que tuvieron a lo largo de su vida o a la que aun estan expuestas, ya
sea por su estilo de vida o por su ocupacion laboral.

Estos resultados son registros iniciales que llevan al planteamiento de nuevos
interrogantes, que permitan aclarar de manera especifica las causas por las
cuales la poblacién de estudio presenta un mayor efecto citotoxico, de exposicion
y genotoxico en sus linfocitos. De tal forma que, estas causas se puedan
identificar para ejecutar una estrategia de prevencion, que evite el desarrollo de
nuevas enfermedades o problemas de salud.

Por otra parte, este estudio permitio identificar un posible efecto de exposicion y

genotoxico asociado a la quimioterapia, generando también una serie de

interrogantes, en cuanto a las sustancias utilizadas en este tratamiento, que
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determinen culales sustancias y qué concentraciones de éstas son las mas
favorables para el control de las células cancerosas, de dicha enfermedad, pero
qgue disminuyan los efectos colaterales y las alteraciones en el material genético
(ADN).

En general, se puede observar que los resultados arrojados por esta investigacion
insentivan al desarrollo y ejecucién de nuevas investigaciones acerca de este
problema de salud (cAncer de mama) y del tratamiento utilizado para su control
(quimioterapia), debido a que es muy preocupante ver que las personas con
cancer sigen siendo afectadas por nuevos problemas de salud, que se pueden
prevenir con una adecuada educacion y formacion en la prevencion.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Identificar el efecto citotoxico, de exposicidbn y genotdxico asociado al
cancer de mama y el inducido por la quimioterapia, empleando
biomarcadores como el indice de proliferacion celular (IP), Intercambios de
cromatidas hermanas (ICHs) y Microndcleos (MNSs), en linfocitos de sangre
periférica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Cuantificar el IP, para identificar el efecto citotoxico, en linfocitos de
personas con y sin cancer de mama.

Determinar los ICHs, para evaluar el efecto de exposicion, en linfocitos de
personas con cancer de mama, respecto al de las personas sin cancer.

Evaluar el efecto genotoxico en linfocitos de personas con cancer de
mama, respecto de un grupo sin cancer, mediante la prueba de MNs.

Cuantificar el IP y determinar la frecuencia de ICHs y MNs en linfocitos de
personas con cancer de mama, antes y depués de la quimioterapia.
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5. MARCO TEORICO

5.1 CANCER DE MAMA

Actualmente se asume que el cancer es el resultado de alteraciones en una
célula, que modifica su potencial de crecimiento, la respuesta a los mecanismos
de control y funcién, estos cambios pueden implicar mutaciones en uno 0 mas
genes, anormalidades cromosOmicas graves o anomalias en la transcripcion
genética que conducen a la diferenciacion y alteracion de las propiedades de
crecimiento de la célula, que se caracteriza por una proliferacién celular
desordenada y sin control, originando masas o bultos de tejido extra llamado
tumor. Asi, el cancer de mama, es una enfermedad que afecta el tejido mamario,
formado por varios racimos de l6bulos y lobulillos, en los que se desarrollan
células cancerosas, ocacionando el cancer ductal (més frecuente) y el cancer de
tipo lobular.

La mayoria de los tumores que se producen en la mama son benignos, no
cancerosos, relacionados con factores genéticos, que se caracterizan por
formaciones fibroquisticas. Estos tumores presentan sintomas como dolor e
inflamacion.

El tumor maligno mamario o cancer de mama puede ser metastasico o no, ya que
puede invadir y dafar los tejidos cercanos, circulando por el torrente sanguineo
o por el sistema linfatico y formar un tumor secundario en otra parte del cuerpo.

5.1.1 Causas y diagnostico del cancer de mama. Existe una predisposicion
familiar del 5% al 10%, que se trasmite através de alteraciones en los genes
BRCA 1y BRCAZ2, localizados en los cromosomas 17 y 13 respectivamente. Otra
causa que da origen al cancer de mama, son los factores ambientales en un 90-
95% (Pulsomed S.A, 2002).

La prevencion mas eficaz del cancer de mama es la deteccion precoz, por ello es
fundamental la autoexploracién de las mamas de forma periddica; por otra parte,
después de los 40 afios se debe realizar una mamografia cada afo, este examen
médico, detecta pequefios tumores que pueden pasar desapercibidos en la
autoexploracion.

La aparicion de algun ndédulo sospechoso exige la realizacion de una biopsia del
mismo, que consiste en tomar un pequefio trozo del nédulo y analizarlo al
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microscopio para determinar la presencia de células cancerosas. Normalmente, la
toma de la muestra se realiza mediante una aguja que se introduce en el tejido
mamario y por aspiracion se recoge parte del tejido sospechoso, para realizarle el
respectivo analisis clinico. La curacién del cancer de mama depende del estadio y
la extencion del tumor, asi como del estado genaral de salud de la persona
afectada (Cura, 2000).

5.1.2.

Tipos de cancer de mama. Los tipos mas comunes de cancer de mama

son los siguientes:

*

X/
°

X/
°

Carcinoma ductal in situ. Se origina en las células de las paredes de los
conductos mamarios, es un cancer muy localizado que no se extiende a
otras zonas, por este motivo puede extirparse facilmente. La cifra de
curacién en las mujeres que presentan este tipo de cancer esta en un
100%. Este tipo de tumor se puede detectar a través de una mamografia.

Carcinoma ductal infiltrante (o invasivo). Es el que se inicia en el conducto
mamario pero logra atravesarlo y pasa al tejido adiposo de la mama y
luego puede extenderse a otras partes del cuerpo, es el mas frecuente de
los carcinomas de mama, se da en el 80% de los casos.

Carcinoma lobular in situ. Se origina en las glandulas mamarias (I6bulos),
no es un cancer verdadero, aumenta el riesgo de que la mujer pueda
desarrollar un cancer en el futuro. Se suele dar antes de la menopausia.
Una vez que es detectado, es importante que la mujer se realice una
mamografia de control al afio y varios exadmenes clinicos para vigilar el
posible desarrollo de este tipo de cancer.

Carcinoma lobular infiltrante (invasivo). Comienza en las glandulas
mamarias pero se puede extender y distribuir a otros tejidos del cuerpo.
Entre el 10% y el 15% de los tumores de mama son de este tipo. Este
carcinoma es mas dificil detectarlo a través de una mamografia.

Carcinoma inflamatorio de la mama. Es un cancer poco comun, tan sélo se
presenta en un 1% del total de los tumores cancerosos de la mama, es
agresivo y de crecimiento rapido, presenta enrojecimiento de la piel de la
mama, aumentando su temperatura, la apariencia de la piel se vuelve
gruesa y ahuecada, como la de una naranja, pueden aparecer arrugas y
protuberancias en ella. Estos sintomas son debidos al bloqueo que
producen las células cancerosas sobre los vasos linfaticos.

Cancer Recurrente. Cuando el cancer se ha tratado y vuelven a aparecer
células cancerosas en la mama, en la pared toracica o en otras partes del
cuerpo.
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5.1.3 Estadios del cancer de mama. Existen seis etapas principales del cancer

de mama:

Etapa O (in situ). Las células cancerosas solo se extienden por parte del
tejido ductal o lobular de la mama. El cancer lobular in situ, no es un
verdadero cancer, pero existe una predisposicion a desarrollarlo,
a diferencia del cancer ductal in situ, que si es un verdadero cancer
(Pulsomed S.A, 2002).

Etapa I. El tamafio del nédulo canceroso es menos de 2 centimetros y sin
extension a otros tejidos.

Etapa Il. Si el tamafio del cdncer es menor de 2 cm y tiene una extension
a los nédulos linfaticos debajo del brazo o cuando el ndédulo canceroso
esta entre 2 y 5 cm, con o sin diseminacion a los ganglios de la axila.

Etapa lll A. El n6dulo canceroso es menor de 5 cm. y se ha extendido a los
ganglios de la axila, se encuentran abigarrados y pegados entre si 0 a
otras estructuras, o bien, si el nodulo es mayor de 5 cm. con diseminacion
axilar.

La etapa Il B. El nédulo canceroso se extiende por los tejidos cercanos a
la mama, como la piel, las costillas, los musculos del térax o a los ganglios
linfaticos de la pared toracica, cerca del esternén.

Etapa IV. Cuando las células cancerosas se han diseminado a otros tejidos
del cuerpo (huesos, pulmones, higado o cerebro), también a la piel y a los
ganglios linfaticos del cuello y clavicula.

Los indices de supervivencia del cancer de mama, al menos durante 5 afios, son
los siguientes:

I
A
]2
A
B
v

- 98%.
- 88%.
- 76%.
- 56%.
- 49%.
- 16%.
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5.2 FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE MAMA

No se sabe la causa del cancer de mama, pero si se conocen algunos factores
de riesgo, considerandose factor de riesgo aquella situacion que aumenta la
probabilidad de padecer la enfermedad. Estudios realizados en esta poblacion
demuestran que los siguientes factores, aumentan la posibilidad de que una
persona desarrolle cAncer de mama:

e Sexo: el cancer de mama se da principalmente en la mujer aunque también
puede afectar a los hombres, con una relacién de uno en cien (1%), con
una probabilidad mucho menor que la de las mujeres.

e Edad: el céancer de mama aumenta conforme la mujer envejece, siendo
muy raro en mujeres menores de 35 afios y mas frecuente en mujeres
mayores de 40 afos.

e Historia personal de cancer de mama: una enfermedad mamaria benigna
previa, parece aumentar el riesgo en aquellas mujeres que tienen un gran
namero de conductos mamarios, también algunos resultados anormales de
biopsia de mama, pueden estar relacionados con un riesgo ligeramente
elevado de padecerlo. Por otra parte, el riesgo de desarrollar cancer en la
otra mama es diferente de la recurrencia o reaparicion del primer cancer.

e Raza: las mujeres blancas son mas propensas a padecer esta enfermedad
que las de raza negra, aunque la mortalidad en estas ultimas es mayor.
Las que tienen menor riesgo de padecerlo son las mujeres asiaticas e
hispanas.

e Periodos Menstruales: cuanto antes se comienza con la menstruacion
(menor a 12 afos) el riesgo de padecer cancer de mama, es de dos a
cuatro veces mayor, si se compara con aquellas que comienzan mas tarde
su periodo menstrual (mayor a 14 afios), lo mismo ocurre en la
menopausia, las mujeres con una menopausia tardia (mayor a 55 afios)
tienen mayor riesgo que las mujeres que inician su menopausia temprana
(45 a 48 afios). El embarazo después de los 30 afios también es un riesgo
de padecer cancer de mama.

e Historia familiar: el riesgo a desarrollar cancer de mama aumenta si lo ha
padecido la madre, hermana, hija, o si dos o mas parientes cercanos
como las primas, tias y abuelas.

e Terapia de reposicion estrogénica: esta terapia se utiliza para aliviar los
sintomas de la menopausia, parece incrementar el riesgo de sufrir cancer
de mama a largo plazo ( mayor a 10 afios) .
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Dieta: se ha discutido y escrito mucho respecto a la influencia de la dieta
en el desarrollo del cancer de mama, aunque se carece de datos
concluyentes, parece que la reduccion en la ingesta de grasas y el
incremento del consumo de frutas, verduras (carotenos) y de aceite de
oliva reduciria el riesgo de padecer esta enfermedad.

Alcohol y tabaco: el consumo elevado de alcohol, incrementa en un 50%
el riesgo de padecer cancer de mamay respecto al tabaco, los datos son
contradictorios, algunos estudios relacionan el incremento de padecer
cancer de mama en fumadoras pasivas, mientras que otros estudios no lo
relacionan (Ayubero, 2002).

El exceso de peso: parece estar relacionado con un riesgo mas alto de
tener esta enfermedad.

Ciertos cambios de mama: el haber tenido un diagnéstico de hiperplasia
atipica o de Carcinoma Lobular In Situ (CLIS) puede aumentar el riesgo de
desarrollar el cancer de mama.

Genes: existen dos genes identificados el BRCA1 y BRCA2 que cuando
mutan elevan la probabilidad de desarrollar el cancer de mama.

Estrogeno: estudios sugieren que cuanto mas expuesta esta una mujer al
consumo de estrgenos existe una mayor probabilidad de que desarrolle
cancer de mama, por ejemplo, las mujeres que inician el consumo de
anticonceptivos estrogénicos a temprana edad o por largos periodos de
tiempo, al igual que las mujeres que toman terapias de reemplazo de
hormonas (Colditz, et. al., 1995).

5.3 SINTOMAS

En los estadios iniciales del cancer de mama la mujer no suele presentar
sintomas, aun que sienta dolor de sus mamas, este no es un sintoma de
cancer. El primer signo suele ser una masa que al tacto se nota diferente del
tejido mamario que lo rodea, suele ser de bordes irregulares, duro y no duele al
tocarlo, en ocasiones aparecen cambios de color y tirantez, en la piel de la zona
afectada, aunque no todos los tumores malignos presentan estas caracteristicas,
algunos tienen bordes regulares y son suaves al tacto. En las primeras fases, la
masa bajo la piel se puede desplazar con los dedos, y en fases mas avanzadas
el tumor no se desplaza, ya que esta adherido a la pared toracica o a la piel que lo
recubre. Otros signos que pueden aparecer son: dolor o retraccion del pezon,
irritacion o hendiduras de la piel, inflamacion de una parte del seno,
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enrojecimiento o descamacion de la piel o del pezén y secrecion por el pezon, que
no es leche materna.

5.4 TRATAMIENTO

El tratamiento se determina por el tamafio del tumor y segun la extension a los
ganglios u otras zonas del cuerpo. Por lo general, cuando el tumor es menor de
1.5 centimetros (cm) de diametro, la cirugia es suficiente para terminar con el
cancer y no se precisa de quimioterapia; si el tumor mide mas de 6 cm. se suele
administrar quimioterapia después de la cirugia y cuando el tumor es mayor de 9
cm. puede administrarse quimioterapia antes de la cirugia, para intentar reducir el
tamafio.

En el tratamiento del cancer de mama se utilizan cuatro tipos:

e Cirugia.
¢ Radioterapia.
e Terapia hormonal.

e Quimioterapia.

Pero también se estan realizando estudios clinicos con terapia biolégica y con el
trasplante de médula 6sea.

En primer lugar, se utiliza la cirugia para extraer el nodulo canceroso de la mama
y los ganglios linfaticos axilares, los cuales se analizan en el microscopio para
detectar la extension de células cancerosas, permitiendo el control local de la
enfermedad.

Radioterapia. Es un tratamiento local que se administra después de la cirugia,
consistiendo en el empleo de rayos de alta energia, como rayos X, para destruir o
disminuir el nUmero de células cancerosas.

Terapia hormonal. Consiste en la administracion de farmacos que bloquean la
accion de las hormonas que estimulan el crecimiento de las células cancerosas,
se les suministra a pacientes que tienen receptores hormonales positivos, siendo
el 60-70% del total de las pacientes diagnosticadas con cancer de mama.
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Como la quimioterapia es el tratamiento de interés, en la presente investigacion, a
continuacion se profundiza en dicho tema.

5.5 QUIMIOTERAPIA

Consiste en la administracion de medicamentos anticancerigenos, que destruyen
las células cancerosas, para evitar el crecimiento del tumor y la aparicion de éste
en otras partes del cuerpo, también disminuyen el dolor de la mama afectada.
Tratamiento con éxito limitado en el control del cancer, en etapa avanzada, pero
puede usarse cuando el cancer se ha diseminado o en combinaciéon con otras
terapias (American Cancer Society, 2002). Existen dos tipos de quimioterapia, la
neoadyuvante y la adyuvante.

Quimioterapia neoadyuvante: es aquella que se realiza antes de la cirugia y sélo
en algunos casos; se realiza para reducir el tamafio del tumor y facilitar la
extraccion en su totalidad, sin necesidad de extirpar mas tejido mamario, en el
caso de que no haya afectacion ganglionar.

Quimioterapia adyuvante: se realiza después de la cirugia para eliminar las
posibles células cancerosas, que hayan quedado en cantidades microscopicas e
impedir su crecimiento. Solo hay un 10% de todas las pacientes que no reciben
tratamiento postoperatorio, son aquellas que tienen afectados los ganglios y el
tumor es menor de 1cm. o los receptores hormonales son positivos.

La duracion total del tratamiento varia en funcién de la quimioterapia que precise
la paciente, esta terapia se suministra entre tres y ocho meses. Existen varias
vias de administracibn como la via oral y la via intravenosa. Se utilizan con
frecuencia varios medicamentos combinados que se administran a modo de
ciclos, con un periodo de recuperacion entre cada uno.

Los medicamentos anticancerigenos mas utilizados son:

Ciclofosfamida, adriamicina y 5-fluorouracilo (CAF).
Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD).

Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-fluorouracilo (CMF).
Adriamicina y Ciclofosfamida (AC), con o sin taxol.
Adriamicina seguida por la serie CMF.

Estos medicamentos eliminan las células anormales que crecen y se reproducen
sin control, son sustancias quimioterapéuticas que atacan selectivamente a este
tipo de células. Algunas células normales que también se encuentran en etapa
proliferativa, en ocasiones son afectadas transitoriamente por la quimioterapia,
entre ellas estan las células de la médula 6sea (la fabrica de los globulos rojos,
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blancos y plaquetas), las que forman el pelo y las que revisten la mucosa de la
boca y el intestino (Oliver, et. al, 2002).

Efectos secundarios de la quimioterapia. Se presentan debido a que los
medicamentos utilizados en esta terapia son muy fuertes, resultando muy
molestos para el paciente, por lo cual se administran junto con ellos otros
farmacos para disminuir dichos efectos. Los efectos secundarios mas frecuentes
son:

. Nauseas y vomitos.

. Caida del cabello.

. Pérdida de apetito.

. Anemia.

. Cansancio.

. Disminucion en la capacidad de coagulaciéon de la sangre.

. Llagas en la boca.

. Aumento de las probabilidades de desarrollar infecciones por la
disminucién de los glébulos blancos.

. Fatiga.

. Cambios en el ciclo menstrual.

. Hematomas.

5.6 PRUEBAS CITOGENETICAS

Las pruebas citogenéticas en células somaticas de animales o de humanos, son
las mas aceptadas para evaluar efectos citotoxicos y genotdxicos, causados por
exposicion a agentes téxicos conocidos como potencialmente mutagénicos,
carcinogénicos y teratogénicos. Las pruebas citogenéticas mas empleadas en la
evaluacion de efectos genotoxicos de sustancias dafiinas, son la prueba de
aberraciones cromosOmicas (AC), los intercambios de crométidas hermanas
(ICHs) y la de micronucleos (MNs), en cultivos de linfocitos de sangre periférica
(Au, 1991).

5.6.1 Biomarcador de Citotoxicidad. Este biomarcador permite evaluar
sustancias con efecto depresor del tiempo de proliferacion celular, que en los
linfocitos de sangre periférica de humano, tiene una duracién promedio de 24
horas. Las pruebas de citotoxicidad mas utilizadas son: el indice mitético (IM) y el
indice de prolifericacion celular (IP).

5.6.2 Biomarcadores de exposicién. Los biomarcadores de exposicion

permiten identificar sustancias extrafias (xenobidticos) o sus metabolitos en un

organismo, los cuales se adhieren e interactian con algunas macromoléculas

(ADN, ARN vy proteinas), estas sustancias se pueden detectar, identificar y

cuantificar en orina, aire aspirado, pelo, sangre, otros fluidos y tejidos corporales
33



(Hoyos, 1998). Ejemplos de biomarcadores de exposicién son la prueba de ICHs
y el método de inmunohistoquimica

5.6.3 Biomarcadores de efecto. Estos reflejan cambios fisiolégicos, bioquimicos
o cualquier alteracion identificable en un ser vivo, permitiendo evaluar las
alteraciones genéticas como dafios cromosomicos, inducidos por exposicion a
agentes mutagénicos o carcinogénicos, de los cuales se obtienen datos de gran
valor, que alertan sobre problemas potenciales de salud. Para la identificacion de
los efectos genotoxicos se utlizan las pruebas de Micronucleos (MNs) y
aberraciones cromosomicas (AC) (Hoyos, 1998).

5.6.4 Utilidad de las pruebas citogenéticas. Las pruebas cortas (In vitro e in
vivo) y el monitoreo de personas ocupacionalmente expuestas son necesarias
para identificar sustancias en el ambiente que pueden ser potencialmente
mutagénicas 0 carcinogénicas que desarrollan problemas de salud como el
cancer y defectos de nacimiento (Hoyos, 1998).

5.7 LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Los linfocitos son células sanguineas que circulan a través del cuerpo, se
encuentran en un estadio no proliferativo (etapa Go), tienen una vida media
aproximada de 4 meses y pueden acumular dafios por exposicidon repetida. Es un
tipo de célula ideal para detectar dafio por exposicion cronica a bajas dosis de
agentes dafinos (Au, 1991).

5.8 PRUEBA DE INDICE DE PROLIFERACION CELULAR

El tiempo promedio de generacion celular (TPGC) es el tiempo que tarda una
poblacién celular en duplicarse, es decir, producir una nueva descendencia. Para
determinarlo se cuantifica el nimero de células en primer ciclo (M1), en segundo
ciclo (M2) y en tercer ciclo de divisiébn celular (Ms3), segun el patrén de
incorporacion de BrdU y se determina por medio de la aplicacién de las formulas
(Lindblad y Lambert, 1981):

IP= 1 M1+ 2 M2 + 3 M3
Total células metafasicas

TPGC = Tiempo en BrdU
IP
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Por lo tanto, el indice de proliferacidon celular (IP), es el nimero promedio de ciclos
0 generaciones celulares que completa una poblacion celular en un determinado
tiempo de cultivo; en promedio, los linfocitos humanos recorren dos ciclos de
division celular, en 72 horas de cultivo.

Una de las técnicas para determinar el tiempo promedio de generacién celular
(TPGC) es mediante la incorporacién de bromodeoxiuridina (BrdU). El BrdU es un
anélogo de la timidina. Cuando las células se hacen crecer en presencia de este
compuesto, a una determinada concentracion, lo incorporan al ADN durante su
replicacion. La cantidad de BrdU incorporado en el ADN depende de los ciclos de
replicacion que experimente la célula en su presencia. La incorporacion de BrdU
en el ADN celular se detecta tifilendo las células mediante la técnica de coloracion
diferencial, tal como la fluorocromo-photélisis-Gimsa (FPG) o con modificaciones
de la misma (Wolf y Perry, 1974).

Un ciclo de replicacion en presencia de BrdU, origina cromosomas con cromatidas
cuyas moléculas de ADN son unifilarmente sustituidas, que mediante la técnica
FPG, adopta coloracion intensa (oscura). En cambio, la incorporacion de BrdU
durante el segundo ciclo de replicacion, produce cromosomas con una cromatida
cuyo ADN es monofilarmente sustituida (coloracion oscura) y con la otra
cromatida con el ADN bifilarmente sustituida, que presenta coloracion palida
0 menos intensa. En la tercera generacion, en presencia de BrdU, se obtienen,
en su gran mayoria, cromosomas con sus dos cromatidas cuyo ADN es
biflarmente sustituido, presenta una coloracién pélida o menos intensa,
caracteristica principal para identificar a Ms (Tice, et.al.,1976).

5.9 PRUEBA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

Los intercambios de crométidas hermanas (ICHs) son las manifestaciones de
intercambios en el material cromosomico entre cromatidas de un mismo
cromosoma o cromatidas hermanas, a nivel citogenético. Es decir, son el
resultado de procesos de recombinaciones ocurridos entre moléculas idénticas de
ADN, con igual polaridad, aparentemente en loci homoélogos de cromosomas
interfasicos, durante su replicacion (Kato, 1973). Los ICHs son espontaneos y
variables en células de tejidos diferentes, son eventos celulares normales que se
presentan con una frecuencia basal relativamente baja de 4.23 + 1.81 ICHs/célula
(Carrano, et.al., 1980), la exposicion a agentes genotdxicos incrementa su
frecuencia ( Wolff, 1974).

La primera visualizacion directa de los ICHs fue realizada por Taylor y Cols, en el

afo 1957, mediante marcaje de las células con timidina tritiada y el empleo de
técnicas autorradiograficas. El desarrollo de técnicas basadas en la incorporacion
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de bromodesoxiuridina (BrdU) en el material genético de las células eucaribticas
ha permitido estudiar el proceso de formacion de ICHs con mayor resolucion.

Zkharov y Egolina, en el afio 1972, encontraron que por medio de Ia
incorporacion de BrdU en el material genético de las células tienen un mayor
grado de descompenzacion de las cromatidas, donde mayor cantidad de BrdU era
incorporada y por ello una menor afinidad con el colorante Giemsa.

Latt, en el aflo 1973, mejoro la técnica mediante la tincion de los cromosomas
bromosustituidos, con el fluorocromo Hoescht 33258, ya que fueron facilmente
observados al microscopio de fluorescencia. La presencia de BrdU producia una
disminucién de la fluorescencia, diferenciandose asi, los ICHs. Sin embargo la
fluorescencia se extinguia rapidamente.

Perry y Wolf, en el afio 1974, utilizaron primero Hoechst 33258 y después
Giemsa, obteniendo cromosomas tefiidos en dos tonos, siendo clara la crométida
mas bromosustituida y oscura la menos bromosustituida.

Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo molecular de la formacién de
ICHs, se cree que se inducen por dafios causados en el ADN, por compuestos
mutagénicos 0 agentes que afectan su replicacion.

La frecuencia de ICHs aumenta incluso a concentraciones mas bajas de las
normalmente requeridas para aumentar la tasa de aberraciones cromosomicas
(ACs). Dada la buena correlacion entre tratamiento con mutagenos y aumento de
ICHSs, este biomarcador es usado como prueba citogenética para evaluar el dafio
potencialmente causado por agentes mutagénicos o carcinogénicos (Murli, 1998).
Pero hasta el momento se desconoce el significado biolégico de los ICHs y la
naturaleza de las lesiones que los generan.

La prueba de ICHs se lleva a cabo cultivando a las células durante dos rondas de
replicacion sucesivas, en presencia de BrdU, obteniendo cromosomas con una
cromatida cuyo ADN es bifilarmente sustituido con BrdU (aparece débilmente
teflida con Giemsa) y otra monofilarmente sustituida (fuertemente tefiida), en la
segunda mitosis (Mz2).

También se puede obtener tincion diferencial cultivando las células en presencia
de BrdU durante una sola ronda de replicacion, seguida de otra en ausencia del
BrdU. Estos métodos se conocen en general como protocolos de segunda
generacion (Mz2). En ambos protocolos, la tasa de ICHs observada en Mz es la
suma de éstos, ocurridos en ambos ciclos de division celular y por tanto no se
pueden distinguir los ocurridos en cada uno (Morgan, et.al., 1983).

Se ha propuesto que los ICHs pueden ser inducidos tanto por la cantidad de BrdU
incorporada al ADN como por su presencia en el medio de cultivo. Por ello es
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necesario controlar el grado de bromosustitucion y la cantidad de BrdU en el
medio.

5.9.1 Efecto del BrdU: La 5-Bromodesoxiuridina es un analogo de la timidina
que posee un atomo de Bromo en la posicion 5 del anillo de pirimidina.

Se ha sugerido que, al menos hay dos mecanismos por los cuales el BrdU induce
ICHs:

e Uno es dependiente de la concentracion del mismo en el medio, que puede
ejercer su efecto por desequilibrios en el pool de nucleétidos, provocando
malos apareamientos durante la replicacion, al subir las relaciones
dGTP/dATP y dTTP/dCTP, lo que se favorece ciertos tipos transicionales
como Adenina-Timina (A-T) por Guanina—Citosina (G—C). La produccién
de malos apareamientos susceptibles de reparacion aumenta la frecuencia
de ICHSs (Carrano, et. al., 1980; Lambert, et.al., 1983).

e El otro mecanismo se debe a que el BrdU incorporado en el ADN produce
distorsiones en la doble hélice, produciendo ICHs, de forma proporcional a
la incorporaciéon del mismo.

5.10 PRUEBA DE MICRONUCLEOS CON CITOCALASINA-B

La prueba de micronicleos (MNs) es una modificacion de la prueba de
aberraciones cromosomicas, fue desarrollada en células de médula 6sea, por
Schmid, en el afio 1976, en eritrocitos de sangre periférica. Los MNs se originan
de fragmentos cromosOmicos aceéntricos, cromosomas quebrados o cromosomas
enteros que no son incorporados dentro del nucleo de la célula hija, durante la
division mitética (Fenech, 2.000), también se pueden observar translocaciones de
cromosomas, como los cromosomas dicéntricos que aparecen formando un
puente nucleoplasmico. Durante la telofase, a estos cromosomas o fragmentos se
les forma una envoltura que les da la forma de un nucleo mas pequefio, puede ser
redondo o medianamente ovalado, permitiéndoles ser detectados facilmente
(Bonassi, 2001). Esta técnica se usa ampliamente para detectar agentes
mutagénicos o carcinogénicos que inducen la formacion de quiebres en los
cromosomas 0 alteraciones en el aparato del huso mitético. Para observar
micronucleos es necesario que ocurra una sola division celular, para ésto, se
bloquea a la célula en division con Citocalasina B, la cual inhibe la citocinesis,
logrando obtener células binucleadas.
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Fueron Fenech y Morley, en el afio 1985, quienes utilizaron Citocalasina B para
obtener células binucleadas en primer ciclo. La Citocalasina B por si séla no
induce MNSs, es una sustancia que inhibe la polimerizacion de la actina, requerida
para que se formen microfilamentos que constrifien el citoplasma entre los
nacleos de las células hijas (Fenech, 1998)..

Una de las grandes ventajas de la prueba de MNs es que una técnica muy facil de
realizar, ya que utiliza un método sencillo, estadisticamente es mas preciso que
los andlisis tradicionales, como Aberraciones cromosomicas e Intercambios de
crométidas hermanas, debido a que se contabiliza un nimero mayor de células
(Sayer, 1988).

La frecuencia promedio de MNs en una persona sana es de 16.4 + 2.6 MNs, en
2000 células. Las células que se registran son las que han pasado por una séla
division celular, debido a que, en un segundo ciclo existe la probabilidad de que el
dafo sea reparado (Venkatachalam, et.al., 1998).

La Significancia biolégica de los MNs se debe a que permite observar defectos
producidos en los cromosomas, que a largo plazo pueden desarrollar cancer,
defectos de nacimientos o0 enfermedades genéticas (Au, 1991). Las anomalias
cromosomicas han sido asociadas a diversos tipos de cancer como Leucemia y
Retinoblastoma, a enfermedades congénitas, como el Sindrome de Bloom y
Ataxia Telangiectasia. Existe una fuerte correlacién entre la carcinogecidad y la
genotoxicidad para algunos agentes potencialmente toxicos que aumentan la
frecuencia de MNs, en humanos y animales. Se ha considerado que los MNs
ademas de marcadores de efecto son indicadores de respuesta bioldgica
potencial a agentes genotoxicos.
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6. METODOLOGIA

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Este estudio fue conducido mediante el disefio caso-control, utilizando las
pruebas citogenéticas como el indice de proliferacion celular (IP), intercambios de
cromatidas hermanas (ICHs) y microndcleos (MNs), en linfocitos de sangre
periférica de 20 personas con previo diagnostico clinico de cancer de mama
(casos) y de 22 personas sin cancer (controles), provenientes del Departamento
del Cauca. Por otra parte, de las 20 personas con cancer de mama, se tuvieron
en cuenta a 10 personas que recibieran un ciclo (28-30 dias) de quimioterapia.

6.2 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

En la seccion de consulta externa del area de Oncologia del Hospital Susana
Lopez de Valencia, Clinica Comsalud y la Unidad Oncolégica del Cauca, se
contacto la poblacion de estudio, quienes recibieron motivacion, acerca de la
importancia de la investigacion llevada acabo, luego las personas que
voluntariamente aceptaban participar en el estudio, firmaron el consentimiento
informado, que contiene las ventajas y desventajas a que el participante se
expone, después realizaron el diligenciamiento de una encuesta, que resalta sus
principales caracteristicas socio-demograficas, como sexo, edad, grupo étnico,
estado civil, ocupacion, edad de la menarquia y menopausia, numero de
embarazos, edad del primer parto, abortos, lactancia, obesidad, consumo de
anticonceptivos, si fuma, si ingiere alcohol y tipo de combustible que utiliza (gas,
lefia o electricidad), las cuales permitieron la conformacion de parejas caso—
control.

La poblacion de estudio debia cumplir ciertos parametros como tener una edad
mayor de 18 afos y ser provenientes del Departamento de Cauca. Para el grupo
de casos se tuvo en cuenta como criterio de inclusién que las personas llegaran
por primera vez a consulta oncoldgica y se les diagnosticara cancer de mama y
como criterios de exclusion, si se encontraban en la seccién de urgencias de los
centros de salud, que estuvieran en etapa terminal o que el cancer fuera
metastasico y que hubieran padecido algun tipo de enfermedad infecciosa como
Hepatitis o Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), mientras que para
el grupo de controles el criterio de inclusién fue que no tuvieran cancer.
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6.3 TOMA DE LA MUESTRA DE SANGRE, SIEMBRA Y COSECHA DE
LINFOCITOS

A cada una de las personas objeto de estudio se les tomé una muestra de 2 mL
de sangre periférica, con jeringa de 10 mL, previamente heparinizada. Este
procedimiento se realiz6 teniendo en cuenta las normas de bioseguridad
(utilizacién de guantes y jeringas estériles, correcta desinfeccion, con alcohol
antiséptico y algodon, en el area de donde se toma la muestra de sangre) y por
una persona especializada. Para las personas con quimioterapia, se tomo6 una
muestra de sangre antes de iniciar el tratamiento, como patrén de control y una
muestra después del primer ciclo (28-30 dias).

Después de colectada la muestra, fue llevada al laboratorio de Toxicologia
Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca, donde se realizo la siembra
de linfocitos humanos, que consiste en adicionar 0.5 mL de sangre periférica a
4.5 mL de medio de cultivo RPMI-1640 con penicilina-estreptomicina a una
concentracion final de 100 ug/ml, suero bovino fetal (0.5%), L-glutamina a 2mM
y fitohemaglutinina (10 ug/mL). Al finalizar la siembra (hora cero), se les adicioné
BrdU (6.5 X 10 M) a los cultivos para las pruebas de intercambios de cromatidas
hermanas (ICHs) e indice de prolifiracién celular (IP), con el fin de marcar el
ADN. Los cultivos se incubaron a 37°C por 71 horas, pasado este tiempo se les
adiciono colcemid (1 pg/mL), para detener el ciclo celular en metafase, obteniendo
un gran nimero de éstas en segundo ciclo (M2), los cultivos se regresan a la
incubadora (37°C) por 1 hora mas, pasado este tiempo se procedio a la cosecha
de linfocitos, mediante el proceso de hipotonizacion y fijacion, un dia después se
realizaron las preparaciones citogenéticas, en portaobjetos limpios que
permanecieron en acido acético frio al 60%, estos extendidos se secaron en la
plancha a 45 °C y tres dias después, estas preparaciones se colorearon con
tincion diferencial. Las placas obtenidas se montaron permanentemente y se les
realizd un doble ciego, para evitar sesgar los resultados a la hora de su lectura en
el microscopio (objetivo de 100X) (Hoyos, et.al., 2002) (ver figura 1).

Figura 1. Protocolo para las pruebas de IP e ICHSs.

Siembra Colcemid Cosecha
O horas 71 horas 72 horas

Medio RPMI-1640 Hipotonizacién
Penicilina y Estreptomicina Fijacion

SBF

L-glutamina

Sangre

Fitohemaglutinina

BrduU
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Para la prueba de MNSs, la siembra de linfocitos se realiz6 de igual forma que la
anterior, a diferencia que alos cultivos no se les adicion6 BrdU, pero si
Citocalasina-B (6 ug/mL), a las 44 horas después de la siembra y a las 70 horas
de cultivo se cosechd asi: los cultivos se centrifugaron durante 5 minutos a 1000
revoluciones por minuto (1000 rpm), luego se procedié a la hipotonizacion por 1-3
minutos e inmediatamente se realiz6 el proceso de prefijacién con fijador carnoy
(1:3 acido acético:metanol), en este paso, el boton celular se remueve con mucho
cuidado y se vuelve a centrifugar de igual manera, después se realizaron tres
fijaciones mas, para finalmente realizar los extendidos citogenéticos en
portaobjetos limpios y frios, se secan en la plancha a 45 °C, al dia siguiente se
colorean con tincion directa (Gimsa al 10%) por 3 minutos. El registro de MNs se
hizo en células binucleadas, mediante la observacion al microscopio (objetivo de
40X). A las placas obtenidas se les realiz6 un doble ciego para evitar sesgar los
resultados (Hoyos, et.al., 2002) (ver figura 2).

Figura 2. Protocolo para la prueba de MNs.

Siembra Citocalasina-B Cosecha
O horas 44 horas 70 horas
Medio RPMI-1640 Hipotonizacion
Penicilina y Estreptomicina Fijacion

SBF

L-glutamina

Sangre

Fitohemaglutinina
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7. DISENO EXPERIMENTAL

En esta investigacion se trabajé con dos variables independientes y con tres
variables dependientes, tales como:

El cancer de mama, como la primer variable independiente, con las categorias:
personas con cancer de mama y personas sin cancer. El tratamiento del cancer
de mama con quimioterapia, como la segunda variable independiente, con las
categorias: cancer de mama tratado con quimioterapia y cancer de mama sin
quimioterapia.

Las variables dependientes son: el efecto citotoxico (indice de proliferacion celular
(IP)), de exposicién (intercambios de cromatidas hermanas (ICHSs)) y genototdxico
(micronucleos (MNSs)).

7.1 PERSONAS CON Y SIN CANCER DE MAMA

Por cada persona se tom0 una muestra de sangre periférica de 2 mL, con la que
se realizaron 4 cultivos de linfocitos: dos de ellos para el registro del IP e ICHs y
los dos restantes para la evaluacion de MNs. Por cultivo se obtubieron 3 placas o
sea 6 placas por prueba y 12 por persona. Para ICHs, en cada placa se
analizaron 17 metafases de segundo ciclo (M2), para un total de 50 M2 por cultivo
y 100 M2 por persona; para el IP se analizaron aproximadamente 33 metafases
por placa, para un total de 100 metafases por cultivo y 200 metafases por
persona, y para el registro de MNs se analizaron aproximadamente 700 células
binucleadas por placa, 2000 por cultivo y 4000 células por persona.

Los ICHs se registraron como el nimero promedio por célula en M2 (frecuencia
de ICHSs/célula) en cada cultivo, registrando 100 M2 por persona. Calculado
mediante la formula:

Frecuencia de ICHs/célula = No. Total de ICHs
Total de células M2

Para el IP se trabajé con el numero promedio de ciclos, en primer ciclo (M1),
segundo ciclo (M2) y tercer ciclo (Ms), en 200 células metafasicas por persona,
mediante la utilizacion de las férmulas:
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IP= 1 Mi+ 2 M2 + 3 M3
Total células metafasicas

TPGC = Tiempo en BrdU
IP

7.1.1 Analisis estadistico. El analisis de los resultados se realiz6 mediante la
prueba paramétrica t-student para varianzas iguales y desiguales, la no
paramétrica de Mann-Whitney, la de Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher,
segun el paquete estadistico SPSS, teniendo en cuenta un nivel de significancia
estadistica de 0.05.

7.2 PERSONAS CON CANCER DE MAMA, ANTES Y DESPUES DE LA
QUIMIOTERAPIA

Para el grupo de personas que recibieron quimioterapia, se tomé una muestra de
sangre antes del tratamiento y otra después de éste. De cada una se realizaron 4
cultivos de linfocitos para las mismas pruebas y disefio descrito en el numeral 7.1.

7.2.1 Analisis estadistico. El andlisis de los resultados se realiz6 mediante la
prueba paramétrica t-student, para muestras dependientes y la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para datos pareados, segun el paquete estadistico
SPSS, teniendo en cuenta un nivel de significancia estadistica de 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Como se observa en la Tabla 1, en el analisis estadistico de las caracteristicas
socio-demograficas no se encontré diferencia significativa (P > 0.05) entre el
grupo de controles y de casos, lo cual indica que fueron muy semejantes entre si,
permitiendo la conformacién de parejas caso-control, en el momento de la
seleccién de la poblacion de estudio, permitiendo disminuir el sesgo de los
resultados obtenidos mediante la evaluacion de las diferentes pruebas
citogenéticas utilizadas en esta investigacion. No obstante, este estudio es de
caracter observacional o postfacto y aun es posible que permanezcan factores o
variables incontrolables.

8.2 EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO EN LAS PERSONAS CON
CANCER DE MAMA

En la Tabla 2 y Figura 3, se observa que el indice de proliferacion celular (IP) para
las personas con cancer de mama es de 1.5293 + 0.04559 ciclos, siendo
estadisticamente significativo (P < 0.000) en comparacion al registrado en las
personas sin cancer (1.9336 + 0.03936 ciclos). Es decir que el tiempo promedio
de generacion celular (TPGC) de los linfocitos de las personas con cancer de
mama fue de 32 horas, ya que sélo completan un ciclo y medio de division celular,
durante las 72 horas de cultivo, respecto a los linfocitos de las personas sin
cancer, que recorrieron aproximadamente dos ciclos de division celular, en el
mismo tiempo de cultivo, con un TPGC de 25 horas (ver figuras 6,7,8y 9).

Lo anteriormente planteado muestra que el cancer de mama posiblemente tiene
efecto citotoxico en los linfocitos de sangre periférica de las personas con esta
enfermedad, influyendo en su avance a lo largo del ciclo celular, lo que ocasiona
que éstos sean mas lentos respecto a los de las personas sin cancer.
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Tabla 1. Caracteristicas socio-demogréficas de la poblacion de estudio.

Caracteristicas Casos Controles Significancia
% (N) % (N) P
Estado civil
Casada 70 (14) 77.3 (17)
Viuda 10 (2) 9.1 (2 0.8442
Soltera 20 (4) 13.6 (3)
Ocupacion
Ama de casa 60 (12) 50 (11)
Educadora 15 (3) 27.3 (6) 0.622
Servicios generales 25 (5) 2.7 (5)
Sexo
Femenino 95 (19) 95 (21)
Masculino 5 (1) 5 (1) 0.430
Grupo étnico
Mestizo 90 (18) 90 (20)
Negro 10 (2) 10 (2) 0.920
Abortos
Si 30 (6) 27.3 (6)
No 70 (14) 72.7 (16) 0.845
Lactancia
Si 75 (15) 72.7 (16)
No 25 (5) 27.3 (6) 0.867
Obesidad
Si 55 (11) 68.2 (15) .
No 45 (9) 31.8 (7) 0.380
Anticonceptivos
Si 45 (9) 40.9 (9)
No 55 (11) 59.1 (13) 0.789
Fumador (a)
Si 10 (2) 9.1 (2
No 90 (18) 90.9 (20) 0.920
Ingiere alcohol
Si 10 (2) 45 (1)
No 90 (18) 95.5 (21) 0.490
Cocina con
Gas 55 (11) 81.8 (18)
Lefa 153) e 0.082
Electricidad 30 (6) 18.2 (4)
X + ¢g¢ X + ¢g¢ P
Edad (Afios) 55 +2.1885 (20) 50 +2.3933 (22) 0.155°
Edad de la menarquia 13.95 +0.44 (19) 13.38 £ 0.34 (21) 0.308
Edad de la menopausia 49.80 £ 0.18 (8) 47.63 £0.84 (10) 0.173
Edad del primer parto 21.18 £ 0.87 (17) 23 £1.53(18) 0.314
Numero de embarazos 2.85 +0.47 (18) 3.05 +0.45(20) 0.765

X: Media aritmética; ¢ €: Error estandar.

N: Numero de personas.

a: Significancia estadistica (P) calculada mediante la prueba de Chi-cuadrado y la
prueba exacta de Fisher.

b: Significancia estadistica (P) calculada mediante la prueba t-student.
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Tabla 2. Resultados del efecto citotoxico en personas con cancer de mama
respecto a sus controles.

Grupo IP N S
X + gg (n)
Casos 1.5293 + 0.04559 (200) 20 0.20389
Controles 1.9336 + 0.03936 (200) 22 0.18460
Significancia
P 0.000?

X: Media aritmética; ¢ &: Error estandar; n: numero de células analizadas por
persona; N: nUmero de personas; S: desviacion estandar.

a. Significancia estadistica (P) calculada mediante la prueba t-student para
varianzas iguales y la prueba no paramétrica de Mann-whitney.

Figura 3. Indice de proliferacion celular en personas con cancer de mama
respecto a sus controles.
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8.3 EVALUACION DEL EFECTO DE EXPOSICION EN PERSONAS CON
CANCER DE MAMA

En la Tabla 3 y Figura 4, se observa que la frecuencia de los intercambios de
crométicas hermanas (ICHs) por célula (frecuencia ICHs/célula) en las personas
con céncer de mama fue de 5.8415 + 0.46584 ICHs/célula, siendo
estadisticamente significativo (P<0.000) en comparacion a la encontrada en las
personas sin cancer (3.3277 + 0.18807 ICHs/célula). Indicando que la frecuencia
de ICHSs se increments en un 75.5 % respecto a la de las personas sin cancer.

Resultados que muestran un posible efecto de exposicion en los linfocitos de
sangre periférica de las personas con cancer de mama, expresandose como
alteraciones en la molécula de ADN (ver figura 10).

Tabla 3. Resultados del efecto de exposicion en personas con cancer de mama
respecto a sus controles.

Grupo ICHs N S
X +eg (n)
Casos 5.8415 + 0.46584 (100) 20 2.08328
Controles 3.3277 + 0.18807 (100) 22 0.88212
Significancia
P 0.0002

X: Media aritmética

¢ €. Error estandar

n: Namero de células analizadas por persona

N: Numero de personas

S: Desviacién estandar.

a. Significancia estadistica (P) calculada mediante la prueba t-student para
varianzas desiguales.
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Figura 4. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas en personas con
cancer de mama respecto a sus controles.

Error Bars show 95,0% CIl of Mean
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8.4 EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO EN PERSONAS CON
CANCER DE MAMA

En la Tabla 4 y Figura 5, se puede observar que el numero total de micronucleos
(MNs) en 4000 células binucleadas (N° total MNs/4000 células) fue de 90.700 +
8.60266 MNs/4000 células en los linfocitos de las personas con cancer de mama,
siendo estadisticamente significativo (P < 0.000) en relacion al presentado por las
personas sin cancer (40.1364 + 2.99154 MNs/4000 células). En el registro de
MNs se encontré la formacion de puentes cromosémicos, que por su baja
frecuencia no se realizé su analisis estadistico (ver figuras 11, 12, 13y 14).

Los resultados obtenidos permiten inferir que en los linfocitos de las personas
con cancer de mama se expresa un mayor efecto genotoxico (120%), indicando
que probablemente son mas afectados por agentes toxicos que causan dafio en
la molécula de ADN.
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Tabla 4. Resultados del efecto genotéxico en personas con cancer de mama
respecto a sus controles

Grupo MNs N S
X + gg (n)
Casos 90.700 + 8.60266 (4000) 20 38.47227
Controles 40.1364 + 2.99154 (4000) 22 14.03158
Significancia
P 0.0002

X: Media aritmética; ¢ ¢: Error estandar; n: nimero de células analizadas por
persona; N: numero de personas; S: desviacion estandar.
. Significancia estadistica (P) calculada mediante la prueba t-student para

varianzas desiguales.

Figura 5. Numero total de micronucleos en personas con cancer de mama
respecto a sus controles.
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8.5 CONCENTRACION DE LAS SUSTANCIAS UTILIZADAS EN LA
QUIMIOTERAPIA.

En la Tabla 5, se reporta el nimero de personas incluidas en el estudio, el
estadio del cancer de mama y el régimen de tratamiento que se les suministro
durante la quimioterapia. Mediante analisis de correlacion de Spearman se logro
establecer que no existe asociacibon o dependencia (P > 0.05) entre las
concentraciones de las mezclas de sustancias Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-
fluorouracilo (CMF) y de la Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD), con el efecto
citotoxico, de exposicion y genotoxico, posiblemente porque las cantidades
suministradas fueron semejantes entre si. Por lo anterior, se agrupd en
tratamiento 1, a las 7 personas que recibieron la mezcla CMF y como tratamiento
2, a las 3 personas que recibieron la mezcla CD, para poder determinar una
relacion entre la mezcla de estas sustancias Yy el posible dafio en el material
genético.

Tabla 5. Régimen de tratamiento utilizado en la quimioterapia del cancer de
mama.

MEZCLA DE SUSTANCIAS
N ™ Ciclofosfamida  Metrotexate 5-Fluorouracilo | Ciclofosfamida _Doxirubicina T[% ;_/ﬁ‘ll_‘]
[mg/mL] [mg/mL] [mg/mL] [mg/mL] [mg/mL]

3 800 60 800 1660

3 1000 60 1000 2060

1 800 70 800 1670

1 1000 80 1080

1 900 80 980

1 1000 90 1090

8.6 EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO

En

] INDUCIDO POR LA
QUIMIOTERAPIA, EN PERSONAS CON CANCER DE MAMA

la Tabla 6, se observa que el indice de proliferacion celular (IP) de los

linfocitos de las personas con cancer de mama, antes de ser expuestos a la
quimioterapia con CMF y CD (1.5960 +0.07971 ciclos), no fue estadisticamente
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significativo (P =0.673) en relacidon al encontrado después de esta terapia (1.6540
+ 0.08622 ciclos). Teniendo en cuenta cada una de las mezclas de sustancias
utilizadas en la quimioterapia, se observo que el indice de proliferacion celular (IP)
antes de sumunistrarse Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-fluorouracilo (CMF) es de
1.57 + 0.099 ciclos, no presento diferencia estadisticamente significativa (P =0.87)
en comparaciéon al encontrado después de este tratamiento (1.63 + 0.29 ciclos),
de igual manera, para el tratamiento con Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD) no se
observo diferencia estadisticamente significativa (P =0.593) entre el IP registrado
antes (1.66 + 0.50 ciclos) y después de éste (1.70 + 0.27 ciclos). Por otra parte,
se observd que entre los tratamientos CMF y CD no existio diferencia
estadisticamente significativa (P = 0.489).

Estos resultados indican que la mezcla de sustancias utilizadas en la
quimioterapia (CMF y CD) del cancer de mama posiblemente no tienen efecto
citotoxico que ocasione un bloqueo o dificultad a lo largo del ciclo celular de los
linfocitos de las personas con esta enfermedad, ya que sus linfocitos recorren en
promedio un ciclo y medio de division celular, durante las 72 horas de cultivo.

Tabla 6. Resultados del efecto citotoxico inducido por la quimioterapia en las
personas con cancer de mama.

Quimioterapia IP
X £ S (N)
CMF CDb Total
Antes 1.57 + 0.099 (7) 1.66 + 0.50 (3) 1.5960 + 0.07971 (10)

Después 1.63 + 0.29 (7) 1.70

-+

0.27(3)  1.6540 +0.08622 (10)

Significancia
P 0.872 0.593 0.673

X: Media aritmética

S: Desviacion estandar

N: NUumero de personas

a. Significancia estadistica (P ) evaluada mediante la prueba no paramétrica de
Wilcoxon para datos pareados.

b: No presenta diferencia estadisticamente significativa (P = 0.489) respecto al
tratamiento CMF, evaluada mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon para
datos pareados.
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8.7 EVALUACION DEL EFECTO DE EXPQSICION INDUCIDO POR LA
QUIMIOTERAPIA, EN LAS PERSONAS CON CANCER DE MAMA

En la Tabla 7, se observa que la frecuencia de intercambios de cromaticas
hermanas (ICHs) por célula (frecuencia ICHs/célula) antes de la quimioterapia
con la Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-Fluorouracilo (CMF) y la Ciclofosfamida-
Doxirubicina (CD) es de 6.1280 + 0.6729 ICHs/célula, siendo estadisticamente
significativa (P =0.000) respecto a la registrada después de este tratamiento
(9.4290 + 0.2436 ICHs/célula). En cada uno de los tratamientos de la
quimioterapia, se observo que la frecuencia de ICHs antes de la CMF es de 7.01
+ 0.82 ICHs/célula, siendo estadisticamente significativa (P =0.018) en
comparacion a la encontrada después de este tratamiento (9.39 + 0.93
ICHs/célula), mientras que en el tratamiento con CD no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (P =0.109) entre la frecuencia de ICHs registrada
antes (4.06 + 1.16 ICHs/célula) y después de éste (9.52 + 0.20 ICHs/célula). Por
otra parte, se observd que entre los tratamientos CMF y CD no existi6 una
diferencia estadisticamente significativa (P = 0.06).

El incremento significativo (54 %) en la frecuencia de ICHs por célula indica que
las sustancias CMF y CD empleadas en la quimioterapia del cancer de mama
posiblemente estan interactuando con el ADN, exponiéndolo a situaciones
adversas, que de alguna manera inducen la formacion de ICHs (ver figura 15).

Tabla 7. Resultados del efecto de exposicion inducido por la quimioterapia en las
personas con cancer de mama.

Quimioterapia ICHs
X £ S (N)
CMF CDP Total
Antes 7.01+ 0.82(7) 4.06 + 1.16 (3) 6.1280 + 0.6729 (10)
Después 9.39 + 0.93 (7) 9.52 + 0.20 (3) 9.4290 + 0.2436 (10)
Significancia
P 0.0182 0.008 0.000
X: Media aritmética S: Desviacion estandar

N: Numero de personas
. Significancia estadistica (P ) evaluada mediante la prueba no paramétrica de
Wilcoxon para datos pareados.
b: No presenta diferencia estadisticamente significativa (P = 0.06) respecto al
tratamiento CMF, evaluada mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon para
datos pareados.
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8.8 EVALUACION DEL EFECTO GENOTQXICO INDUCIDO POR LA
QUIMIOTERAPIA, EN LAS PERSONAS CON CANCER DE MAMA

En la Tabla 8, se observa que el nimero total de micronucleos (MNs) en 4000
células binucleadas (N° total MNs/4000 células), antes de la quimioterapia con la
Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-fluorouracilo (CMF) y la Ciclofosfamida-
Doxirubicina (CD) fue de 80.70 + 9.8737 MNs/4000 células, presentd diferencia
estadisticamente significativo (P =0.000) en comparacién al encontrado después
de este tratamiento (138.90 + 8.8950 MNs/4000células). Teniendo en cuenta cada
uno de los tratamientos de la quimioterapia, se observo que el numero total de
MNs registrado antes de la CMF fue de 85 + 32.53 MNs/4000células, siendo
estadisticamente significativo (P =0.018) en relacién al encontrado después de
este tratamiento (145.86 + 25.50 MNs/4000células), por otra parte, en el
tratamiento con CD no fue estadisticamente significativo (P =0.109), entre el
namero total de MNs registrado antes de suministrarse CD (70.67 + 31.56
MNs/4000células) y después de éste (122.67 + 32.33 MNs/4000células). Por otra
parte, se observé que entre los tratamientos CMF y CD no existi6 diferencia
estadisticamente significativa (P = 0.391).

Asi, las sustancias CMF y CD utilizadas en la quimioterapia posiblemente actian
a nivel de la molécula de ADN, ocasionando un incremento del 72.12% en el
ndamero promedio de MNs en los linfocitos de las personas con cancer de mama,
respecto al encontrado antes de este tratamiento (ver figura 16).

Tabla 8. Resultados del efecto genotéxico inducido por la quimioterapia en las
personas con cancer de mama.

Quimioterapia MNs
X £ S (N)
CMF CDPb Total
Antes 85.00 + 3253 (7) 70.67 + 31.56(3) 80.70 £9.8737 (10)

Después  145.86+ 25.50 (7) 122.67+32.33(3) 138.90 + 8.8950 (10)

Significancia
P 0.0182 0.109 0.000
X: Media aritmética S: Desviacién estandar N: Numero de personas

. Significancia estadistica (P ) evaluada mediante la prueba no paramétrica de
Wilcoxon para datos pareados.
b: No presenta diferencia estadisticamente significativa (P = 0.391) respecto al
tratamiento CMF, evaluada mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon para
datos pareados.
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Figura 6. Linfocitos en metafase de primer ciclo (M1), aumento de 100X.

Figura 7. Linfocitos en metafase de segundo ciclo (M2), aumento de
100X.
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Figura 8. Linfocitos en metafase de tercer ciclo (M3), aumento de 100X.

Figura 9. Panoramica de linfocitos, en aumento de 10X.

55



Figura 10. Intercambios de cromatidas hermanas (ICHs) en metafase de
segundo ciclo (M), aumento de 100X.
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Figura 12. Micronucleos (MNs) en célula binucleada, aumento de 60X.

Figura 13. Panoramica de células binucleadas, aumento de 10X.
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Figura 14. Puente cromosdmico en célula binucleada, aumento de 60X.

Figura 15. Intercambios de cromatidas hermanas (ICHs) en metafase de
segundo ciclo (M;) antes y después de la quimioterapia, aumento de
100X.

ANTES DESPUES

58



Figura 16. Micronucleos (MNs) en célula binucleada después de la
quimioterapia, aumento de 60X.
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9. DISCUSION

9.1 PERSONAS CON CANCER DE MAMA Y SUS CONTROLES

Las personas con cancer son aquellas que han desarrollado alteraciones en su
material genético (Mutacién), por lo que su ADN es mas susceptible a
experimentar nuevos dafios que conllevan a padecer nuevas enfermedades o
nuevos canceres. Diferentes estudios han demostrado que las personas con
cancer de mama que tienen mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son mas
susceptibles a la induccion de dafios en el ADN , porque se disminuye la
capacidad de reparacion en el proceso de transcripcion (Trenz, et.al., 2002).

El presente estudio indica que las personas con cancer de mama tienen un
mayor dafio genético que las personas sin cancer de mama, ya que presentan
alta frecuencia de intercambios de croméatidas hermanas (ICHS) y micronudcleos
(MNs) en sus linfocitos de sangre periférica. Estudios en la India reportan que
existe diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de ICHs entre
pacientes con cancer de mama y sus controles (Dhillon, et.al., 1995). También en
México, estudios realizados en pacientes con cancer cérvico uterino demuestran
que tienen una alta incidencia de MNs respecto a las personas sin cancer (Elva,
et.al., 2001).

En este estudio también se observa que las personas con cancer de mama
posiblemente tienen efecto citotdxico en sus linfocitos, ya que en las personas con
cancer de mama éstos recorren en promedio un ciclo y medio de division celular
(32 horas), en las 72 horas de cultivo, en comparacion a los linfocitos de las
personas sin cancer que en promedio recorren dos ciclos de division celular (25
horas), en el mismo tiempo de cultivo. Estudios realizados por Fischer y
Colaboradores en Alemania, en el afio 2001, encontraron efecto citotoxico en las
células de las personas con cancer de mama, ocasionando un incremento en el
tiempo promedio de proliferacion celular respecto a sus controles.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se observa
que los linfocitos de personas con cancer de mama, incrementan en un 75.5 % la
frecuencia de ICHs por célula, respecto al encontrado en los de las personas sin
cancer. El incremento de ICHs posiblemente se debe a que la molécula del ADN
sufrio alteraciones o rupturas durante su replicacion en sus loci homélogos, que
por su proximidad generan rearreglos incorrectos (Sonoda, et.al.,1999 ; Morgan,
et.al.,1983). Estos resultados son comparables con los obtenidos por Adhvaryu y
Colaboradores, en el afio 1988, en la poblacion de Ahmedabad (India), donde
encontraron que la frecuencia de ICHs por célula en los linfocitos de las personas
con cancer de mama era estadisticamente significativa (P < 0.001) respecto a la
encontrada en el grupo control.
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En los linfocitos de sangre periférica de los pacientes con cancer de mama se
observé un incremento del 126% en el nUmero de micronucleos (MNs) totales en
4000 células, analizadas respecto al encontrado en las personas sin cancer, lo
cual se debe a un posible efecto genotdxico en la molécula del ADN, durante las
fases (Go, G, S 0 G2), anteriores a la mitosis, debido a que los linfocitos de las
personas con cancer de mama son mas propensos a desarrollar nuevos dafios
cromosomicos. Duffaud y Colaboradores, en el afio 1997, encontraron que el
namero de MNs se incremento en un 20% en personas con cancer de mama
respecto a las personas sin cancer. Otros estudios reportan que los linfocitos de
personas con cancer de mama son mas radiosensitivos que los de las personas
sin cancer, debido a que existe un incremento del 75-78% en el numero de MNs
en 1000 ceélulas, respecto al registrado en las personas sin cancer de mama
(Burrill, et.al., 2000; Barbero, et.al., 2000).

Estos resultados son un aporte inicial que lleva al planteamiento de nuevos
interrogantes, que permitan aclarar de manera especifica las causas por las
cuales la poblacion de estudio presenta un mayor efecto citotoxico, de exposion y
genotoxico en su material genético. De tal forma que, estas causas se puedan
identificar, para ejecutar una estrategia de prevencion que evite el desarrollo de
nuevas enfermedades o problemas de salud en las personas con cancer.

9.2 PERSONAS CON CANCER DE MAMA, ANTES Y DEPUES DE LA
QUIMIOTERAPIA

En el tratamiento del cancer de mama existen diferentes terapias entre ellas la
quimioterapia, que utiliza sustancias tales como la Ciclofosfamida, Metrotexate y
5-Fluorouracilo (CMF) y la Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD), que actdan sobre la
proliferacion celular de las células cancerosas, evitando que proliferen de forma
descontrolada e incluso inducirlas a muerte celular; también se sabe que estas
sustancias afectan las células germinales y algunas células soméaticas como las
del cabello y las de la médula 6sea, que se encuentran en actividad proliferativa.
Posiblemente éstas estan interviniendo a nivel de fases importantes durante el
ciclo celular, donde actian como veneno (por ejemplo, el Metrotexate) del uso
acromatico o en la etapa de sintesis, bloqueando principalmente la replicacion del
ADN o incluso interactuar con esta molécula, causandole dafios.

En esta investigacidbn se emplearon linfocitos de sangre periférica de personas
con cancer de mama que recibieron quimioterapia, para determinar si este
tratamiento induce efecto citotoxico, de exposicibn y genotoxico. Estudios
realizados en pacientes con cancer de mama expuestos a la quimioterapia con
CMF, demuestran que ésta causa efecto tdxico en las células del tejido cardiaco
(Erselcan, et.al., 2000).
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En este estudio se observd que la quimioterapia con la Ciclofosfamida,
Metrotexate y 5-Fluorouracilo (CMF) y la Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD), no
altera el indice de proliferacion celular (IP), debido a que éste no presento
diferencia estadisticamente significativa (P = 0.673) entre el registrado antes y
después de suministrarse este tratamiento. De igual manera no se encontro
diferencia estadisticamente significativa (P = 0.489) entre la CMF y la CD. Silva 'y
Colaboradores, en el afio 2002, encontraron que el indice mitotico y el indice de
proliferacion celular no eran afectados por la quimioterapia de personas con
cancer de mama, estudio realizado en la poblacion de Sao Pablo (Brasil).

En contraste al resultado anterior, se observa que la molécula del ADN sufre
efecto de exposicion causado posiblemente por las sustancias CMF y CD
utiizadas en la quimioterapia, haciendo que se incremente en un 54% la
frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICHs) por célula, en las
personas con cancer de mama después de recibir este tratamiento. De igual
manera, la frecuencia de ICHs con la CMF se incremento6 en un 34% y para la CD
se incrementd en un 134%, aunque la frecuencia de ICHs registrada antes y
después de suministrarse CD no presentd diferencia estadisticamente
significativa (P = 0.109), posiblemente se debe a que el tamafio de la muestra
poblacional es muy reducido (3 personas) y la sensibilidad de las pruebas
estadisticas no permiten detectar la diferencia. Mientras que al hacer la
comparacion entre la CMF y la CD no se encontrd diferencia estadisticamente
significativa (P = 0.06). En un estudio realizado en la poblacion de California
(Estados Unidos), en personas con cancer de mama expuestas a quimioterapia
con CMF, se encontr6 un incremento en la frecuencia de ICHs por célula,
estadisticamente significativa (P < 0.0001) en comparacion a la encontrada antes
este tratamiento (Tucker, et.al., 1990). Clare y Colaboradores, en el afio 1983,
encontraron una correlacion positiva entre las dosis administradas de sustancias
anticancerigenas, utilizadas en la quimioterapia y la frecuencia de ICHs en
pacientes con cancer de mama.

De igual forma, la quimioterapia con CMF y CD, increment6 en un 72.12% el
namero de micronucleos (MNs) en 4000 células respecto al encontrado antes de
este tratamiento. De igual manera, el numero de MNs con CMF se incrementd en
un 72% y para la CD, en un 74%; aunque el nimero de MNs registrado antes y
después de  suministrarse CD, no presentdé diferencia estadisticamente
significativa (P = 0.109), posiblemente se debe a que el tamafio de la muestra
poblacional es muy reducido (3 personas) y la sensibilidad de las pruebas
estadisticas no permiten detectar la diferencia. Mientras que al hacer la
comparacion entre la CMF y la CD no se encontrd diferencia estadisticamente
significativa (P = 0.391). Sin embargo, estos resultados hacen pensar que
posiblemente la quimioterapia con estas sustancias esta interactuando con la
molécula de ADN, de los linfocitos de las personas con cancer de mama.
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10. CONCLUSIONES

Mediante la evaluacién del indice de proliferacion celular (IP) se observé que las
personas con cancer de mama recorren en promedio un ciclo y medio de division
celular (32 horas) respecto al encontrado en las personas sin cancer de mama,
que es de dos ciclos de division (25 horas), en 72 horas de cultivo, lo cual indica
que sus linfocitos de sangre periférica de personas con cancer de mama
posiblemente tienen efecto citotdéxico, que esta ocasionando un retardo en el
avance del ciclo celular.

En las personas con cancer de mama se encontré que la frecuencia de
intercambios de cromatidas hermanas (ICHs) se incrementé en un 75.5% por
célula, indicando que sus linfocitos posiblemente son mas sensibles a agentes de
exposicion, en comparacion al de las personas sin cancer.

El nimero de micronucleos (MNs) se incrementd en un 126% en los linfocitos de
las personas con cancer de mama, demostrando que posiblemente son mas
propensos a desarrollar dafios en la molécula de ADN, debido a agentes toxicos
que de forma directa o indirecta estan actuando sobre ésta.

La quimioterapia con Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-Fluorouracilo (CMF) y la
Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD), no tiene efecto citotoxico que ocasione un
bloqueo o dificultad a lo largo del ciclo de division, de los linfocitos de las
personas con cancer de mama, debido a que el IP no tuvo diferencia
estadisticamente significativa (P > 0.673) antes y después de la exposicion a este
tratamiento. De igual manera no se encontrd diferencia estadisticamente
significativa (P = 0.489) entre la CMF y la CD.

La exposicion de las personas con cancer de mama a la quimioterapia con CMF y
CD, causa un incremento del 54% en la frecuencia de ICHs por célula, ya que
estas sustancias posiblemente estan interactuando con la molécula de ADN,
exponiéndola a situaciones adversas que inducen la formacion de ICHs.

La CMF incrementd la frecuencia de ICHs en un 34% y la CD en un 134%,
aunque la frecuencia de ICHs registrada antes y después de suministrarse CD no
presento diferencia estadisticamente significativa (P = 0.109) y en la comparacion
de la CMF y la CD no se encontrg diferencia estadisticamente significativa (P =
0.06).

La quimioterapia con CMF y CD, posiblemente esta actuando sobre la molécula
de ADN, causandole dafio, reflejado en el numero de MNs que se incremento
en un 72.12% en las personas con cancer de mama que recibieron este
tratamiento.
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La Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-Fluorouracilo (CMF) incrementd el nUmero de
MNs en un 72% vy la Ciclofosfamida-Doxirubicina (CD) en un 74%, aunque el
namero de MNs registrado antes y después de suministrarse CD no presento
diferencia estadisticamente significativa (P = 0.109) y al comparar la CMF y la CD
no registro diferencia estadisticamente significativa (P = 0.391).
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11. RECOMENDACIONES

Se sugiere continuar con el estudio sobre la evaluacion del efecto citotéxico, de
exposicion y genotéxico inducido por la quimioterapia, debido a que las sustancias
Ciclofosfamida, Metrotexate y 5-Fluorouracilo (CMF) y la Ciclofosfamida-
Doxirubicina (CD), empleadas en este tratamiento, no sélo afectan la proliferacién
de las células cancerosas si no también a otro tipo de células, como los linfocitos
de sangre periférica y la molécula del ADN, de las personas con cancer de mama
expuestas a esta terapia, lo cual se observo en este estudio preliminar.

Es de gran importancia ampliar la muestra poblacional de las personas en
estudio, para obtener resultados mas confiables y precisos que indiquen cuales
sustancias y en que concentraciones son mas favorables para el control del
cancer de mama, sin que produzcan dafos colaterales en las personas expuestas
a la quimioterapia.

En general, se puede observar que los resultados arrojados por esta investigacion
insentivan al desarrollo y ejecucién de nuevas investigaciones acerca de este
problema de salud, cancer de mama, y del tratamiento utilizado para su control,
quimioterapia. Debido a que es muy preocupante ver que las personas con cancer
sigan siendo afectadas por nuevos problemas de salud, que se pueden prevenir
con una adecuada educacion y formacion en la prevencion.
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12. IMPACTO

El estudio sobre la evaluacion del efecto citotdxico, de exposicion y genotoxico
asociado al céncer de mama vy el inducido por la quimioterapia, tiene impacto
cientifico, médico y social. Con mayor relevancia hacia la poblacién objeto de
estudio (personas con cancer y sin cancer de mama), como para las personas a
cargo de la investigacion (estudiantes de la unidad de Toxicologia Genética y
Citogenética de la Universidad del Cauca).

Para la poblacion objeto de estudio, el impacto fue a nivel socio-educativo, ya que
con los resultados de este estudio se puede explicar que las personas con cancer,
estan mas propensas a desarrollar nuevos dafios en su material genético que
conllevan a la generacion de nuevas enfermedades, respecto a la poblacion en
general.

A nivel médico, se plantea una evaluacion cientifica en cuanto al régimen de las
mezclas de sustancias utlizadas en la quimioterapia, que conlleve al
mejoramiento de los efectos colaterales producidos por este tratamiento, evitando
asi, que la persona caiga en un estado de depresion psicoldgica y otros
problemas de salud, como la caida del cabello, nauseas, cefaleas, anemia, llagas
en la boca, infecciones, cansancio y hemorragias.

Para la Unidad de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del
Cauca, se realiz6 un registro de datos en cuanto al indice de proliferacion celular
(IP), las frecuencias promedio de intercambios de cromaticas hermanas (ICHS) y
Micronucleos (MNs), determinado por el efecto citotoxico, de exposicion y
genotoxico asociado al cancer de mama y el inducido por la quimioterapia, el cual
servird como base para el desarrollo de nuevas investigaciones en el tema.
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ANEXO A. ENCUESTA PARA LA POBLACION DE PROYECTO DE CANCER
DE MAMA
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Unidad de Toxicologia Genética y Citogenética
Departamento de Biologia.
Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y de la educacion.

Nombre: Estado Civil: Casada
Edad: Viuda
Ocupacion: Soltera
Direccion: Teléfono:
Grupo Etnico: Blanco Mestizo Otro
Procedencia: Popayan Urbano Rural

HISTORIA GINECOOBSTETRICA.

Edad de la Menarquia Edad de la Menopausia

NUmero de Embarazos Edad del primer parto
Abortos Si No Edad
Acostumbro a la lactancia Si No Tiempo
Obesidad Si No

Exposicion a anticonceptivos Si__~ No___ Cual? Tiempo
Hormonas postmenopausicasSi__~ No___ Cual? Tiempo
Consume medicamentos Si__ No__ Cuaal? Tiempo

Enfermedades que ha padecido

Tipo de alimentacion que consume

Fuma Si No Tiempo
Alcohol Si No Tiempo
Combustible que utiliza Gas Lefia Electricidad

HISTORIA MEDICA

Diagnostico Clinico Fecha

Diagnostico histopatolégico Fecha

Mama Comprometida: Izquierda Derecha

Cuadrante:  Sapero Interno Inferior Interno Areolar
Supero Externo Inferior Externo Pezon

Tipo de cancer  Esporéadico Hereditario

HISTORIA FAMILIAR

Familiares CA mama CA ovario CA otros
Abuela

Abuelo

Madre

Padre
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Hijo(s)
Hija(s)
Hermano
Hermana
Tia

Tio

Otro

Familiar de Referencia;
Nombre Direccion

Teléfono

ANEXO C. CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD DEL CAUCA

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, UNIDAD DE TOXICOLOGIA
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EXACTAS Y DE LA EDUCACION GENETICA Y CITOGENETICA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

CONSENTIMIENTO INFORMADO
MONITOREO BIOLOGICO EN PERSONAS CON CANCER DE MAMA Y
EXPUESTAS A QUIMIOTERAPIA

YO , mayor de edad. He sido informado por los
estudiantes del grupo de TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA de la
Universidad del Cauca, que realizaran el estudio “EVALUACION DEL EFECTO
CITOTOXICO, DE EXPOSICION Y GENOTOXICO ASOCIADO AL CANCER
DE MAMA Y EL INDUCIDO POR LA QUIMIOTERAPIA” en Popayan. Se me ha
solicitado participar voluntariamente como sujeto de estudio.

OBJETIVO Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

Identificar el efecto citotoxico y genotoxico asociado al cancer de mama y el inducido por
la quimioterapia, empleando biomarcadores como el indice de proliferacion celular (IP),
Intercambio de cromatidas hermanas (ICHs) y Microndcleos (MNs) en linfocitos de
sangre periférica.

Los resultados de este estudio son de gran utilidad para motivar a la poblacion en general,
sobre estrategias de prevenir el desarrollo de problemas de salud, especificamente el cancer
de mama, ya que en la actualidad esta enfermedad se ha incrementado de forma acelerada,
debido a los factores de riesgo que no son tenidos en cuenta en el aspecto laboral (trabajo)
y el personal (estilo de vida). Por otro lado, los tratamientos que se utilizan en esta
enfermedad.

YO HE SIDO INFORMADO SOBRE LOS OBJETIVOS, PROPOSITOS,
JUSTIFICACION, METODOLOGIA, RIESGOS Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO.
En este estudio seran seleccionadas aproximadamente 20 personas con cancer de mama y
20 sin céancer, como grupo control y 10 personas con cancer expuestas a la quimioterapia.
El propodsito de esta investigacion tiene relevancia Social y Cientifica y obedece a una
problemética de salud publica. Participar en este estudio supone un minimo riesgo especial
contra mi salud.

Sobre la competencia, formacion integral y calidad de los estudiantes responsables de la
Universidad del Cauca.

Los resultados del estudio son confidenciales y seran informados y explicados de manera
personal y confidencial al grupo objeto de estudio en forma andnima por parte de los
estudiantes.

REQUERIMIENTOS. Yo en pleno uso de mis facultades mentales, libre y consiente,
estoy de acuerdo en participar en este estudio y entiendo que éste requiere de mi, lo
siguiente: contestar un cuestionario de aproximadamente 10 minutos, para suministrar
informacién personal, referente a mi edad, estado de salud, estilo de vida, historia
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ocupacional y familiar. Si soy seleccionado para el estudio debo donar 2 mL de sangre
periferica a las personas encargadas de la investigacion. A las personas que reciban
quimioterapia se les tomaran 2 muestras de sangre de 2 ml cada una, antes del tratamiento
y 28-30 dias después del tratamiento. La sangre se tomara en el brazo, para ser procesada
en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca,
mediante las pruebas de indice de proliferacion celular, intercambios de cromatidas
hermanas y microndcleos.

RIESGO DE PARTICIPACION: Los riesgos de participacion en el estudio son: el
sangrado e infeccién en el sitio de la toma de la muestra, los cuales seran controlados por
un profesional experto en la toma de la muestra de sangre del brazo, y el empleo de
técnicas méedicamente aceptadas y jeringas estériles nuevas.

Para garantizar la confiabilidad de la informacion suministrada, los resultados de las
pruebas seran codificados y se dara a conocer en forma grupal, mas no individual.

BENEFICIOS PARA EL PARTICIPANTE: Motivacion hacia el cambio de actitud para
la prevencion de problemas de salud, principalmente el desarrollo del cancer y la
exposicion a la quimioterapia.

YO ENTIENDO QUE

Mi participacion es completamente voluntaria y puedo rehusarme a responder cualquier
pregunta, si asi lo deseo o puedo tomar la decision de finalizar mi participacion en este
monitoreo, en cualquier momento sin que ello represente perjuicios de indole legal con mi
trabajo.

La informacidn recolectada, sera tratada de manera confidencial y mis respuestas seran
reunidas con las de los otros participantes, para obtener resultados grupales.

La Universidad del Cauca se compromete a vigilar que las muestras de sangré seran
reunidas por un profesional experto y autorizado, en forma aseptica para evitar
complicaciones.

Puedo preguntar cualquier interrogante o duda que tenga, durante o después del estudio, a
los estudiantes de la Universidad del Cauca, responsables del estudio, en el Laboratorio de
Toxicologia Genética y Citogenética, en la carrera 2° No 1 A 25, Barrio Caldas, Popayan.
En el teléfoto: 8209800 Ext, 2614.

Los procedimientos alternativos principales, incluyendo procedimientos experimentales en
este estudio, me han sido explicados en un lenguaje claro que yo he podido entender.

Los riesgos y molestias que puedan presentarse, me han sido explicados claramente.

Los resultados de este estudio podran ser divulgados y/o publicados en revistas cientificas,
en forma grupal, sin que se de a conocer nombres.

He leido este consentimiento, he entendido en que consiste el estudio y también me fueron
aclaradas las dudas al respecto, en consecuencia voluntariamente, acepto participar como
sujeto de estudio en el monitoreo biolégico “EVALUACION DEL EFECTO
CITOTOXICO, DE EXPOSICION Y GENOTOXICO ASOCIADO AL CANCER
DE MAMA Y EL INDUCIDO POR LA QUIMIOTERAPIA”
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Nombre del participante Firma del Participante

Nombre del testigo Firma del testigo

Firmado en la Ciudad de Popayan a los dias del mes de de 2003

ANEXO C. REGISTROS
UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
PROGRAMA DE BIOLOGIA
EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO, DE EXPOSICION Y GENOTOXICO ASOCIADO AL CANCER DE
MAMA Y EL INDUCIDO POR LA QUIMIOTERAPIA.

REGISTRO DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

Paciente N° | Tratamiento | Placa | Registrador
N° Célula N° N° de ICHs por Célula Total Coordenadas
Cromosomas 1 |2 3 4 5 6 |7 |8 |9 |10 ICHs

1

7
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31
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34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

Total

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
PROGRAMA DE BIOLOGIA
EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO, DE EXPOSICION Y GENOTOXICO ASOCIADO AL
CANCER DE MAMA Y EL INDUCIDO POR LA QUIMIOTERAPIA

REGISTRO DEL INDICE DE PROLIFERACION CELULAR

Paciente N° | Tratamiento | Placa | Registrador
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M1 M 2 M 3 TOTAL METAFASES

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
PROGRAMA DE BIOLOGIA
EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO, DE EXPOSICION Y GENOTOXICO ASOCIADO AL
CANCER DE MAMA Y EL INDUCIDO POR LA QUIMIOTERAPIA

‘ REGISTRO DE MICRONUCLEOS

| Paciente N° | Tratamiento | Placa N° | Registrador

N° DE CELULAS BINUCLEADAS N° DE MICRONUCLEOS PUESTES C.
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