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RESUMEN

El objetivo central de este estudio fue identificar el efecto genotoxico de la quimioterapia,
después de un ciclo de tratamiento con Doxorrubicina, Ciclofosfamida, 5-Fluoracilo y
Metotrexato, mediante la identificacién de dafios cromosdémicos en linfocitos de sangre
periférica de mujeres con cancer de mama, incluyendo datos clinicos y demograficos con el
fin de identificar su relacion con la enfermedad. El estudio se realizo en cultivos in vitro de
linfocitos de 20 pacientes con cancer de mama, registrando el nimero promedio de
Aberraciones Cromosomicas (AC) en 100 células metafasicas antes y después de la
quimioterapia.

Debido a que el numero de muestra fue pequefio, los resultados de este estudio no
permitieron relacionar algunos datos demograficos, como la edad de menarquia, edad de
menopausia, primer parto, gestacion, lactancia, no uso de anticonceptivos, no consumo de
cigarrillo y no ingesta de alcohol, como factores protectores a padecer cancer mamario, de
acuerdo con lo encontrado en la literatura.

Caracteristicas como la edad, el grupo étnico, ocupacién, combustible de cocina y
procedencia si pudieron ser relacionados positivamente como factores de riesgo a
desarrollar esa enfermedad, consistente con los resultados obtenidos en otros estudios.

Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.013), entre el nimero de
Aberraciones Cromosomicas (AC/100celulas) registrado después del primer ciclo del
tratamiento quimioterapéutico respecto al registrado antes, pasando de un promedio de 5.75
+ 0.55 (Media + Error estandar) a 8.5 + 1.39.

El incremento del numero promedio de AC después de aplicadas las diferentes
combinaciones de medicamentos quimioterapéuticos, no mostro ser dependiente del tipo de
mezcla, pues se obtuvo una significancia de p = 0.136 para antes y p = 0.67 para después
del tratamiento con cada combinacion de medicamentos.

Los resultados de este trabajo permiten concluir que el primer ciclo de tratamiento
guimioterapéutico posee efectos genotdxicos, que probablemente afectan a las células sanas
de igual manera que a las cancerosas y que no son dependientes del tipo de mezcla de
medicamentos. Estos efectos se manifiestan en el incremento del numero de AC, de tipo
cromatidico y cromosémico, encontradas después de aplicado dicho tratamiento respecto al
namero de AC encontrado antes.

Palabras claves: Cancer de mama, quimioterapia, medicamentos quimioterapéuticos,
Aberraciones Cromosémicas (AC)



INTRODUCCION

El cancer consiste en la transformacién de células benignas en células malignas que crecen
en forma auténoma y desordenada, ocasionada por una serie de mutaciones o alteraciones
(heredadas o adquiridas) en los genes. Las células alteradas proliferan descontroladamente
hasta conformar el tumor, en forma de nddulo o masa, el cual, en el caso de la mama, puede
ser palpable mediante el autoexamen o por parte del médico, o tan pequefio que requiera
medios especiales de diagnostico como la mamografia. EI cancer de mama, puede derivarse
de los diferentes tejidos o elementos que constituyen la anatomia de la glandula mamaria
(Salud Hoy, 2002).

Hay un grupo de mujeres en mayor riesgo a desarrollar cancer de mama: aquellas que
presentan historial de este tipo de cancer o de otras formas cancerosas en la familia,
factores genéticos, obesidad y vida sedentaria, menarquia antes de los 12 afios y
primogénito luego de los 25 afios.

Existen diferentes tratamientos para todas las pacientes con cancer de mama, entre ellos, la
quimioterapia que consiste en el uso de mezclas de sustancias quimicas, las cuales son de
dos tipos: citostaticas -intentan impedir que las células cancerosas se multipliquen- y
citotoxicas —intentan destruir las células cancerigenas-. Entre dichas sustancias se
encuentran medicamentos como la Doxorubicina, la Ciclofosfamida, el Metotrexato, etc; el
problema es que, al margen de su grado de efectividad, estos medicamentos no son
"selectivos™ y, por tanto, también afectan a las células sanas. De ahi sus potenciales efectos
secundarios que pueden ser altamente perjudiciales para los pacientes, incluyendo dafios a
otros tejidos proliferativos y células sanas en cualquier parte del cuerpo, induccion de
cancer en el tracto gastrointestinal, ovarios, pulmones, cancer endometrial, mielo-leucemia
y problemas cardiovasculares. (Muro, 2003)

La quimioterapia es ordenada por un Oncologo, quien determina la especificidad del
tratamiento para cada paciente, el tiempo y la periodicidad con que debera someterse a la
accion de los medicamentos anticancerigenos; todo lo anterior dependiendo de la etapa o
grado de avance en el que se encuentre el cancer mamario. (Singhal, et al, 2004).

En el presente estudio se determind el efecto genotéxico que poseen las diferentes
combinaciones de sustancias quimicas, aplicadas en quimioterapia. Lo anterior se llevé a
cabo mediante el registro de la frecuencia de Aberraciones Cromosomicas (AC) inducidas,
después del primer ciclo de quimioterapia, en linfocitos de sangre periférica de 20 pacientes
diagnosticadas con cancer de mama. Es un estudio relevante ya que constituye un avance
en el conocimiento cientifico, el cual apoyado por futuras investigaciones sera una
herramienta Util para la eleccion de tratamientos quimioterapéuticos de pacientes con
cancer de mama.
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Uno de los biomarcadores mejor estudiados y validado para evaluar el efecto genotdxico de
conpuestos quimicos, son las AC (Au, 1991). Por lo tanto, un incremento en la frecuencia
de AC constituye una medida del potencial riesgo de salud de personas expuestas, ya que
pueden ser la causa de diferentes enfermedades como cancer, problemas reproductivos,
defectos genéticos transmisibles y no transmisibles, abortos, problemas de esterilidad y
otras enfermedades genéticas. Por esta razon la prueba de AC fue usada para medir el
efecto genotdxico de los tratamientos quimioterapéuticos aplicados a mujeres con cancer de
mama.

El desarrollo metodoldgico de este proyecto se llevd a cabo en las instalaciones de la
Unidad de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca.

13



1. PROBLEMATICA Y JUSTIFICACION

A nivel mundial, el cancer de mama es el mas frecuente en la mujer y las estadisticas
actuales muestran gque su incidencia estd aumentando. Al mismo tiempo es la causa mas
frecuente de muerte por cancer en la mujer (Singhal et al, 2004).

En Colombia, el cancer de mama paso del tercer lugar en incidencia y mortalidad en 1998
al segundo lugar en 1999, constituyéndose en la tercera causa de cancer en mujeres y
hombres y la segunda solo en mujeres. Para el 2000 se registr6é un ligero incremento en el
numero de casos de cancer de mama, lo que implica que cada dia mas su incidencia ira
aumentando (Instituto Nacional de Cancerologia, 2001).

La quimioterapia, como tratamiento contra el cancer de mama, tiene ademéas un efecto
negativo sobre las células sanas. Aunque la quimioterapia ha sido modificada en los
ultimos afios para alcanzar mas a las células tumorales que a las normales, sigue
produciendo efectos colaterales y reacciones diferentes en cada paciente. Los productos
quimioterapéuticos pueden llegar a producir cancer secundario, especialmente en el tracto
gastrointestinal, los ovarios y los pulmones (Muro, 2003).

En la poblacion 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 compuestos organoclorados (Alvir,
et.al., 1999; Olaya, et.al., 1998); en cuanto a los efectos genotdxicos de los medicamentos
anticancerigenos utilizados en la quimioterapia aplicada a pacientes con cancer de mama,
se ha encontrado que estos producen un incremento en la induccion de Intercambio de
Cromatidas Hermanas y Micronucleos (Bolafios, et al, 2004).

Debido al interés que este problema despierta y a los escasos estudios realizados en el
ambito nacional y regional, el desarrollo de este proyecto investigativo es de gran
importancia ya que se evalué la intensidad de los efectos genotéxicos (AC que implican
dafio al ADN) causados por los medicamentos anticancerigenos utilizados en la
quimioterapia.

En el presente trabajo se determind el efecto genotdxico de las combinaciones de
medicamentos, al registrarse un incremento de Aberraciones Cromosomicas (AC) después
de ser aplicadas. Las AC son indicadoras de un elevado riesgo a desarrollar cancer, que en
el caso de las mujeres con cancer de mama seria secundario (Bonassi y Au, 2002). Es
importante anotar que los resultados obtenidos no son concluyentes, sélo lo seran cuando se
realicen nuevos proyectos que apoyen y complementen la presente investigacion, los cuales
incluyan aspectos terapéuticos nuevos que se estan introduciendo en la actualidad, como la
incorporacion de nuevos agentes quimioterapéuticos o antihormonales, también las mejoras
en la detecciéon precoz del tumor o el analisis genético del tejido que estd permitiendo
14



tratamientos a la medida de cada mujer y del tipo de tumor que ésta presenta. Asi se
lograra un mejor conocimiento del cancer de mama y los efectos colaterales que trae con
sigo su respectivo tratamiento quimioterapéutico.

Para determinar el efecto genotdxico de las combinaciones de medicamentos anticancer
utilizados en la quimioterapia de mujeres con cancer de mama, se emplearon las AC como
biomarcador de efecto, ya que éste es el mejor validado y mas empleado en la
identificacion de efectos genotoxicos predictivos de un elevado riesgo a desarrollar cancer
u otras enfermedades (Bonassi et al, 2000).

Este estudio se inici6 con el planteamiento de los siguientes interrogantes: ¢La
guimioterapia, como tratamiento anticancerigeno, tiene efectos colaterales al incrementar la
frecuencia de AC en linfocitos de sangre periférica? ;La mezcla de productos anticancer
usados en la quimioterapia, difieren en cuanto a la intensidad en la induccién de AC?.

De acuerdo a lo anterior, las hipotesis fueron:

Si la quimioterapia posee efectos genotdxicos que dafian al material genético, se espera que
la frecuencia de AC sea mayor después de un ciclo de tratamiento con la quimioterapia.

Si la combinacién de productos anticancer utilizados en la quimioterapia difieren en cuanto

a la intensidad en la induccion de AC, se espera una diferencia estadisticamente
significativa entre las frecuencias de AC inducidas por ellos.

15



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar el efecto genotdxico de las diferentes combinaciones de medicamentos
anticancer, usados en la quimioterapia de mujeres con cancer de mama, empleando la
prueba de aberraciones cromosomicas (AC).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Contrastar la frecuencia de AC en linfocitos de sangre periférica de pacientes con cancer de
mama, después de un mes de recibir un ciclo de tratamiento quimioterapéutico, respecto de
la frecuencia registrada antes de dicho tratamiento.
Comeparar la frecuencia de AC, inducida por las diferentes combinaciones de productos

anticancerigenos usados en la quimioterapia, aplicada a pacientes con cancer de mama que
la reciben por primera vez.

16



3. MARCO TEORICO
3.1 CANCER DE MAMA

El cancer mamario, como la mayoria de los tumores malignos, resulta de la acumulacion de
trastornos genéticos que producen cambios en las células, haciéndolas capaces de proliferar
y diferenciarse de manera autonoma, ademas de hacerlas inmortales, pues las células
normales estan programadas para morirse al cabo de un tiempo determinado, proceso que
se llama muerte celular programada o apoptosis, y que se altera por los trastornos genéticos
causantes de cancer. Células con estas caracteristicas se multiplican indefinidamente, de
manera desordenada, generando un tumor. Las alteraciones genéticas (mutaciones) en el
cancer de mama pueden ser heredadas de los padres o adquiridas, como resultado de la
accion de agentes ambientales, toxicos o nocivos. En esta enfermedad, el seno se observa
calido, enrojecido e hinchado (Salud Hoy, 2002).

3.2 TIPOS DE CANCER DE MAMA

A continuacion se presentan algunos términos que describen de manera mas precisa los
tipos mas comunes de cancer de mama:

3.2.1 Carcinoma ductal in situ (DCIS, por sus siglas en inglés): Este es el cancer de
mama en sus primeras etapas (etapa 0). Esta confinado a los conductos. Cerca del 100% de
las mujeres con cancer en esta etapa se pueden curar. La mejor forma para detectar un
DCIS es con una mamografia (Jaramillo, 2000).

3.2.2 Carcinoma ductal infiltrante (o invasivo) (IDC): Este cancer se inicia en un
conducto mamario y al atravesar la pared del conducto, invade el tejido graso del seno, de
donde se propaga a otras partes del cuerpo. EIl IDC es el tipo mas comun de cancer de
seno. Es responsable de alrededor del 80% de los casos de cancer de mama (Jaramillo,
2000).

3.2.3 Carcinoma lobular in situ (LCIS): Un tumor que no se ha propagado mas alla del
area en que comenzo se llama in situ. Aunque no es un cancer verdadero, el LCIS aumenta
el riesgo de una mujer a desarrollar cancer mas tarde. Por este motivo, es importante que
las mujeres con LCIS se hagan un examen fisico dos o tres veces al afio, asi como una
mamografia todos los afios (Jaramillo, 2000).

3.2.4 Carcinoma lobular infiltrante (o invasivo) (ILC): Este cancer comienza en las

glandulas mamarias (I6bulos) y puede propagarse a otras partes del cuerpo. Entre el 10% y
el 15% de los tumores cancerosos del seno son de este tipo (Jaramillo, 2000).

17



3.2.5 Cancer inflamatorio: El cancer inflamatorio de la mama es un tipo especial de
cancer de seno que suele ser poco comun. El seno da la impresién de estar inflamado pues
presenta una apariencia rojiza y una temperatura tibia. La piel puede tener signos de surcos,
ronchas o huecos en general. El cancer inflamatorio del seno tiende a diseminarse
rapidamente (Jaramillo, 2000).

3.2.6 Recurrente: El cancer recurrente significa que el cancer ha vuelto (recurrido)
después de haber sido tratado. Puede volver al seno, a los tejidos blandos del térax (la pared
toréxica) o a otra parte del cuerpo (Jaramillo, 2000).

3.3 ETAPAS DEL CANCER DE MAMA

Una vez detectado el cancer de mama, se haran mas analisis para determinar si el cancer se
ha diseminado del seno a otras partes del cuerpo. Este procedimiento se conoce con el
nombre de clasificacion por etapas. Para planear el tratamiento, el médico necesitara saber
la etapa en la que se encuentra la enfermedad. Para la clasificacion del cancer de seno se
emplean las siguientes etapas (Geosalud.com, 2000).

3.3.1 Etapa 0: Céancer de mama en su etapa mas temprana, el cual podria llegar a
convertirse en un cancer de mama de tipo invasivo (cancer que se ha extendido del ducto a
los tejidos aledafios). (Pulsomed S.A, 2002).

3.3.2 Etapa I: El cancer no mide mas de 2 centimetros (cerca de 1 pulgada) y no se ha
extendido fuera del seno.

3.3.3 Etapa Il: Laetapa Il se divide en etapa IIA y 1I1B:

La etapa IlA se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
1. El cancer no mide mas de 2 centimetros pero se ha diseminado a los ganglios
linfaticos debajo del brazo (los ganglios linfaticos axilares).
2. El cancer mide entre 2 y 5 centimetros (de 1 a 2 pulgadas) pero no se ha diseminado
a los ganglios linfaticos axilares.

La etapa IIB se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
1. El cancer mide entre 2 y 5 centimetros (de 1 a 2 pulgadas) y se ha
diseminado a los ganglios linfaticos axilares.
2. El cancer mide mas de 5 centimetros (mas de 2 pulgadas) pero no se ha diseminado
a los ganglios linfaticos axilares.

3.3.4 Etapa lll: Laetapa Il se divide en etapa I1IA y I11B:

La etapa I11A se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
1. El cancer mide menos de 5 centimetros y se ha diseminado a los ganglios linfaticos
axilares, y los ganglios linfaticos estan unidos entre si 0 a otras estructuras.
18



2. EIl cancer mide méas de 5 centimetros y se ha diseminado a los ganglios linfaticos
axilares.

La etapa I11B se reconoce por cualquiera de las siguientes caracteristicas:
1. El cancer se ha diseminado a tejidos cerca del seno (la piel o la pared
torécica, incluyendo las costillas y los musculos del torax).
2. Se ha diseminado a los ganglios linfaticos dentro de la pared toraxica.

3.3.5 Etapa IV: El cancer se ha diseminado a otros drganos del cuerpo, con mayor
frecuencia a los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro; o el tumor se ha diseminado
localmente a la piel y a los ganglios linfaticos dentro del cuello, cerca de la clavicula.

Tabla 1. Estadios del cancer de mama y clasificacion T.N.M.

Estadio 0 Tis N0 MO
Estadio I T N0 N0
Estadio ITA TO N1 MDD
T N1 MO

T2 MO MDD

Estadio 11 T2 N1 MDD
T3  NO MO

Estadio IILA [ T0 N2 MO
TI N2 Mb

T2 N2 MO

T3S N1 MO

T3 N2 MO

Estadio IR | T4 Nx MO
Tx N2 MO

1 Estadio IV Tx  Nx ML

WWW.cancer.gov/

3.4 INCIDENCIA DEL CANCER DE MAMA

La incidencia del cancer de mama es variable entre los diferentes paises y areas
geogréficas, hallandose sus indices méas bajos en los paises en vias de desarrollo y Japén, y
los més altos en los Estados Unidos y Europa Occidental.

En las mujeres el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad por
cancer en el mundo. En paises desarrollados, una de cada nueve mujeres desarrolla cancer
de mama a lo largo de su vida y la tercera parte de ellas, muere debido a esta neoplasia, lo
que puede llegar a aportar mas de 44.000 muertes anuales (Ramirez, et al, 2001).

En Colombia el cancer de mama es la segunda neoplasia maligna mas frecuente en mujeres,
después del cancer de cuello uterino; ademas, es la mayor causa de muerte en mujeres entre
los 15 a 54 afios. La incidencia global del cancer de mama en Colombia mostrd un
incremento progresivo entre 1962 y 1987; y con 463 nuevos casos que representaron el
18% de los casos en el sexo femenino, en el 2000, tiene la tendencia a permanecer estable
(Instituto Nacional de Cancerologia, 2001).
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3.5 CAUSAS Y FACTORES DE RIESGO

No se sabe con exactitud qué causa el cancer de mama, pero si se sabe que ciertos factores
de riesgo estan relacionados con la enfermedad. Algunos factores de riesgo, tales como
fumar, se pueden controlar. Otros, como la edad de una persona o los antecedentes
familiares, no se pueden cambiar. Aunque todas las mujeres tienen riesgo a desarrollar
cancer de seno, los factores que se mencionan a continuacion pueden aumentar las
probabilidades de que una mujer desarrolle la enfermedad.

3.5.1 Factores de riesgo que no se pueden cambiar.

Factores de riesgo genéticos: Entre el 5% y el 10% de los tumores cancerosos del seno
parecen estar relacionados con cambios (mutaciones) en ciertos genes. Algunos tumores
cancerosos del seno estan relacionados con cambios de los genes BRCALl y BRCAZ2,
identificados y localizados en los cromosomas 17 y 13 respectivamente. Si una mujer ha
heredado un gen mutado de uno de los padres, tiene mas posibilidades a desarrollar cancer
de seno. Aproximadamente del 50% al 60% de las mujeres que han heredado estos cambios
desarrollaran cancer de seno antes de los 70 afios. EI HER2/neu es un proto-oncogén
localizado en el cromosoma 17921 que ha sido vinculado al cancer de mama y a otros tipos
de cancer. Entre el 20% y 30% de todos los cancer de mama sobreexpresan el gen
HER2/neu, y la amplificacion de este o la sobreexpresion de su producto se halla
frecuentemente ligada a un mal prondéstico (Green, et al, 2000). Las mutaciones en el gen
supresor de tumores p53 son una de las anomalias genéticas mas frecuentes encontradas en
todo tipo de cancer humano, y son detectadas en hasta el 50% de la totalidad de carcinomas
primarios de mama (Ziyaie, et al, 2000). Recientemente, el carcinoma inflamatorio de
mama, la forma local més mortal de esta enfermedad, ha sido relacionado de forma directa
con el gen RhoC GTPasa. Este gen también contribuye, posiblemente, a otras formas
agresivas de cancer de mama (Merajver, et al, 2000).

Periodos menstruales: Las mujeres con menarquia temprana (antes de los 12 afios) o que
pasaron por el "cambio de vida" (menopausia) después de los 50 afos, tienen un riesgo
ligeramente mas alto de padecer cancer de mama; ya que lo anterior implica una exposicion
significativamente prolongada a la accion de los estrogenos, convirtiéndose en un factor
que tiende a incrementar los niveles sanguineos de estrogenos (Access Oncologia, 2005).

Edad y género: La edad es un factor muy importante. De hecho, un 77% de los casos
nuevos y 84% de las muertes por cancer de mama ocurren en mujeres de 50 afios 0 maés.
Mas del 80% de todos los casos ocurre en mujeres de mas de 50 afios. Menos del 1%
ocurre en hombres. El riesgo de cancer de seno esta claramente relacionado con influencias
hormonales (Access Oncologia, 2005).

Raza: Existen factores que predicen un incremento en la incidencia de cancer de mama

como la diferencia étnica debido a un efecto fundador. Este efecto es la alta frecuencia de

un gen mutante en una poblacién fundada por un pequefio grupo ancestral, en el que uno o
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maés de los fundadores era portador de un gen mutante (Peelen et al, 1997). En familias de
alto riesgo se han realizado estudios de mutaciones heredadas en los genes BRCAL y/o
BRCAZ2 en distintas regiones del mundo. Recientemente se han realizado estudios en
familias afroeuropeas y/o afroamericanas. De las regiones estudiadas, Rusia es la que
presenta una mayor proporcién de mutaciones en BRCAL, ocurriendo en el 79% de las
familias con cancer de mama u ovario, siendo dos los alelos mas comunes; uno de ellos,
4153delA, no se ha observado fuera de este pais (Gayther et al, 1997). En Israel, en
familias judias Ashkenazi, se observa la segunda mayor frecuencia de cancer de mama u
ovario familiar atribuible a mutaciones en BRCA1, las que dan cuenta del 47% de las
familias de alto riesgo. Dos mutaciones en BRCAL, la 185delAG y la 5382insC, y una
mutacion en BRCA2, la 6174delT, explican lo observado en las familias judias (Levy-
Lahad et al, 1997). EI ejemplo de lo que sucede con estos grupos étnicos remarca el
concepto de que los estimados, que son claros para el grupo de individuos de un grupo
étnico, no son estrictamente extrapolables a otras poblaciones antropolégicamente
diferentes (Peelen et al, 1997)

3.5.2 Los estilos de vida y el riesgo de cancer de seno.

Drogas: La alarma méas importante relacionada con el riesgo a desarrollar cAncer de mama
se encuentra en el campo de la terapia de suplencia hormonal para mujeres menopausicas.
Se ha visto que las mujeres que usan hormonas de reemplazo con estrégenos tienen cierto
incremento en el riesgo de sufrir la enfermedad. Los estudios demuestran que el riesgo
aumenta después del cuarto afio de tratamiento, y por lo general, los sintomas de la
menopausia no duran mas de 5 afios, por lo tanto los especialistas recomiendan utilizar
terapia de reemplazo por tiempo limitado, con una duracion maxima de 5 afios, siendo la
duracion Optima 1 afio. Se puede pensar que el uso de anticonceptivos orales aumenta el
riesgo de sufrir cancer de mama. Aunque la teoria es valida, los anticonceptivos que se
utilizan en la actualidad tienen dosis bajas de hormonas que no hacen a la mujer propensa a
desarrollar cancer; sin embargo, las dosis usadas antes de 1975 eran altas, y las pacientes
gue consumieron estas pildoras pueden tener hoy en dia, un riesgo un poco mayor (Salud
Hoy 2002).

Hormonas (estrogenos y progesterona): Las glandulas que conforman el seno normal,
tienen receptores para estrogenos y progesterona en su superficie, pues dichas hormonas
regulan su crecimiento. Cuando las células mamarias se transforman en cancer, en algunas
ocasiones conservan los receptores hormonales. Por lo tanto, los tumores que poseen
células reguladas por estrogenos, -que son la mayoria- crecen de manera mas rapida si son
expuestos a la hormona. Lo cual implica que la produccién normal de estrogenos por parte
de los ovarios, el consumo de anticonceptivos orales con altas dosis de hormonas y la
terapia hormonal de suplencia en la menopausia, promueven su crecimiento (Salud Hoy,
2002). Asi mismo, la presencia de receptores de estrégeno es una ventaja en el momento
de iniciar tratamiento, pues existen drogas llamadas antihormonas, que bloquean dichos
receptores.
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La presencia de receptores de estrogenos y de progesterona en un tumor, también se puede
evaluar con exadmenes especializados, y es un método utilizado por los médicos para
pronosticar el éxito del tratamiento con antihormonas y por consiguiente, la posibilidad de
recuperacion del paciente (Jaramillo, et al, 2002).

Gestacion y lactancia: La lactancia materna puede disminuir ligeramente el riesgo de
cancer de mama, en especial si ésta continda durante 1,5 a 2 afios. La primera gestacion a
término en edad temprana y la lactancia parecen ser protectores, posiblemente mediante
una disminucion de la estimulacién estrogénica sin oposicion sobre la glandula mamaria.
Otros estudios no hallaron impacto alguno en el riesgo de cancer mamario (Access
Oncologia, 2005).

Alcohol y Cigarrillo: No se ha estudiado de manera suficiente la relacion entre el
cigarrillo, alcohol y el cancer de mama, pero en teoria, la exposicion a humo de cigarrillo y
las altas dosis de alcohol si pueden aumentar el riesgo, pues se sabe que los toxicos que
contienen generan alteraciones genéticas, predisponiendo a las células a crecimiento
excesivo y por consiguiente al desarrollo de cancer (Salud Hoy, 2002).

Dieta: Diversos estudios realizados en humanos y en modelos animales, indican que los
lipidos en la dieta estimulan el desarrollo del cancer de mama. Las dietas hiperlipidicas
actuan fundamentalmente durante la promocion tumoral, y su papel depende tanto del tipo
como de la cantidad ingerida. Aungue los resultados no son concluyentes, las dietas ricas
en acidos monoinsaturados, como el aceite de oliva, tendrian un efecto protector al poseer
componentes con capacidad antioxidante. Los mecanismos por los cuales los lipidos de la
dieta pueden actuar sobre el desarrollo del cancer, no han sido totalmente determinados,
pero a partir de datos experimentales, la influencia de los lipidos se podria establecer a
varios niveles: 1- Etapas de la carcinogénesis, 2- Niveles hormonales, 3- Modificacion de la
membrana celular, 4- Transduccién de sefiales mitogénicas, 5- Expresion génica, 6-
Proliferacion celular y 7- El sistema inmunitario. Los estrogenos son las hormonas que
pueden estar directamente implicadas en la accion de los lipidos sobre el cancer de mama,
ya que participan en todos los procesos normales y patologicos de la glandula mamaria. El
metabolismo de estas hormonas podria verse alterado por una ingesta excesiva de lipidos, e
influir asi en la carcinogénesis mamaria (Cabrera, 2002).

Ejercicio: El ejercicio y el cancer constituyen un &rea de investigacion relativamente
nueva. Algunos estudios indican que el ejercicio realizado en la juventud pudiera
proporcionar proteccion a largo plazo contra el cancer de mama, y que incluso la actividad
fisica moderada en edad adulta puede reducir el riesgo de cancer de mama, ya que realizar
ejercicio regularmente parece disminuir la estimulacion estrogénica sin oposicion sobre la
glandula mamaria. Se estan realizando investigaciones adicionales para confirmar estos
hallazgos (Access Oncologia, 2005).

Se ha descubierto que una combinacion de ejercicio fisico con una dieta rica en vegetales
cruciferos (del género Brassica) y baja en grasa puede tener efectos favorables en la forma
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en que el cuerpo metaboliza los estrogenos, dando lugar a un aumento de los niveles del
metabolito 2-hidroxiestrona, relativamente inofensivo, y a una disminucion de los niveles
del metabolito bioldgico 16alfa-hidroxiestrona, de caracter mas agresivo (Muti et al., 2000).

3.6 TRATAMIENTOS CONTRA EL CANCER DE MAMA

Existen tratamientos para todas las pacientes con cancer de mama. Se emplean cuatro tipos
de tratamiento (Geosalud.com, 2000):

Cirugia (la extraccion del cancer en una operacion)

Radioterapia (dosis elevadas de rayos X para eliminar las células cancerosas)
Quimioterapia (el uso de farmacos para eliminar las células cancerosas)

Terapia hormonal (el uso de farmacos para cambiar la forma en que actGan las
hormonas, o la extirpacion de érganos que producen hormonas, como los ovarios).

P

3.6.1 ¢Qué es la quimioterapia? La quimioterapia es el uso de combinaciones de drogas
contra el cancer para el tratamiento de las células cancerosas. La quimioterapia llega a
todas las partes del cuerpo, no sélo a las células del cancer (Oliver, et al, 2002). El
oncélogo recomendard un plan de tratamiento para cada individuo. EI tratamiento
especifico se base en:

El estado general de salud y la historia médica.

La edad y si la paciente esta menstruando.

El tipo y el estado del cancer.

Tolerancia a determinados medicamentos, procedimientos o terapias.
Las expectativas para la trayectoria de la enfermedad.

El oncologo también determinara por cuanto tiempo y qué tan seguido la paciente tendra
los tratamientos de quimioterapia. La quimioterapia puede ser administrada por via
intravenosa o a través de pildoras. Los tratamientos de quimioterapia frecuentemente se dan
en ciclos; un periodo de tiempo para el tratamiento, seguido por un periodo de
recuperacion, y luego otro tratamiento (University of Virginia, 2004).

3.6.2 Medicamentos usados en la quimioterapia. Tal como sucede con el perfil médico
individual y el diagnostico de cada persona, la reaccién al tratamiento es diferente en cada
paciente. Los efectos secundarios pueden ser graves, moderados o ausentes. Es importante
consultar al equipo contra el cancer sobre cualquiera o todos los efectos secundarios del
tratamiento antes de su inicio. La mayoria de los efectos secundarios desaparecen una vez
que el tratamiento se suspende (University of Virginia, 2004).

Doxorubicina (Adriamicina): La doxorubicina (Adriamicina) es un medicamento de
administracion por via intravenosa. La doxorubicina es de color rojo y hace que la orina se
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tina de rojo durante varias horas despues del tratamiento. Las mujeres que reciben
doxorubicina suelen experimentar ampollas en la boca y pérdida del cabello. Este
medicamento generalmente se administra con ciclofosfamida. La combinacion
farmacolédgica se denomina “AC”. En general, se administran de cuatro a seis ciclos de
tratamiento de tres a seis meses para el cancer de mama (University of Virginia, 2004).

Figura 1. Estructura quimica de la doxorrubicina.
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Ciclofosfamida (Citoxan): La ciclofosfamida (Citoxan) es un medicamento contra el
cancer que se administra por via intravenosa 0 por via oral en comprimidos. El
medicamento intravenoso es transparente. La ciclofosfamida puede producir la irritacion de
la membrana que recubre la vejiga urinaria y suele causar nduseas y vomitos. Este
medicamento generalmente se administra con la doxorubicina. En general, se administran
de cuatro a seis ciclos de tratamiento de tres a seis meses para el cancer de mama
(University of Virginia, 2004).

Metotrexato (Folex, Mexao, Ametopterina): EI metotrexato es un medicamento contra el
cancer que se suele administrar por via intravenosa en el caso de mujeres con cancer de
mama. El medicamento es de color amarillo. Algunas mujeres que reciben metotrexato
experimentan ampollas en la boca después del tratamiento. Este medicamento generalmente
se administra con ciclofosfamida y fluoracilo. La combinacion farmacol6gica se denomina
“CMF”. En general, se administran de cuatro a seis ciclos de tratamiento de tres a seis
meses para el cancer de mama (University of Virginia, 2004).

Figura 2. Estructura quimica del metotrexato.
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Fluoracilo(5FU): El 5-fluoracilo (5FU) es un medicamento contra el cancer que se
administra por via intravenosa. EI medicamento intravenoso es transparente. En algunas
mujeres, el 5-fluoracilopuede ocasionar ampollas en la boca y diarrea. Este medicamento

www.facmed.uman.es/
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generalmente se administra con ciclofosfamida y metotrexato. En general, se administran
de cuatro a seis ciclos de tratamiento de tres a seis meses para el cancer de mama.
(University of Virginia, 2004).

Figura 3. Estructura quimica del 5-fluoracilo.
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3.7 BIOMARCADORES

Biomarcador o marcador biol6gico es un suceso o fenémeno que se produce en un sistema
biolégico -el cuerpo humano por ejemplo- y que puede medirse. Ese hecho se interpreta
después como reflejo o marcador de un estado mas general del organismo o de su esperanza
de vida. En el ambito de la salud en el trabajo, los biomarcadores suelen utilizarse como
indicadores del estado de salud o del riesgo de enfermedad. Se utilizan biomarcadores en
estudios tanto in vitro como in vivo que pueden incluir a seres humanos. Los marcadores
bioldgicos se clasifican por lo general en tres tipos concretos: biomarcadores de exposicion,
de efecto y susceptibilidad. Dado un grado aceptable de validez, los biomarcadores pueden
emplearse con varios fines. A nivel individual, un biomarcador puede utilizarse para apoyar
o0 rechazar el diagnostico de un determinado tipo de intoxicacion o de otro efecto adverso
inducido por sustancias quimicas. En un sujeto sano, un biomarcador puede reflejar
también una hipersusceptibilidad individual a determinadas exposiciones quimicas y por
consiguiente puede tomarse como base para la prediccion del riesgo y el asesoramiento. En
grupos de trabajadores expuestos pueden aplicarse algunos biomarcadores de la exposicién
para valorar el grado de cumplimiento con las normas de reduccion de la contaminacion o
la eficacia de las medidas preventivas en general (Grandjean, 2000).

3.7.1 Biomarcadores de Efectos tempranos. Son cambios cualitativos o cuantitativos
(fisiologicos, bioquimicos) identificados en los seres vivos, predictivos de potenciales
problemas de salud asociados con la exposicion a factores ambientales. Entre los
biomarcadores de efecto se incluyen los aductos, mutacién puntual de un gen, o dafios
cromosomicos como Aberraciones Cromosdmicas (AC), y microndcleos, inducidos por una
exposicion a mutagenos carcindgenos. Estos biomarcadores permiten obtener datos de gran
valor que alertan sobre problemas potenciales de salud como el desarrollo de cancer. Para
la identificacion de los efectos genotdxicos se utilizan con mayor frecuencia las pruebas de
Micronucleos (MNs) y AC (Hoyos, et al, 2002).
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3.8 PRUEBAS CITOGENETICAS

Las pruebas citogenéticas permiten evaluar efectos toxicos sobre el ADN (macromolécula
altamente reactiva) por exposicion a agentes mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos
capaces de alterar su estructura, la cual puede no ser reparada eficientemente debido a que
dichos agentes toxicos también pueden alterar los sistemas enzimaticos para la reparacion;
como consecuencia el ADN serd mas susceptible a una mayor frecuencia de lesiones que
posteriormente se expresaran en mutaciones determinantes del desarrollo de problemas de
salud como el cancer. Dentro de las pruebas citogenéticas mas empleadas en la evaluacién
de efectos genotdxicos de sustancias dafiinas, se encuentra la prueba de AC, como la mejor
validada (Au, 1991).

3.8.1 Prueba de Aberraciones Cromosomicas. Las AC son cambios irreversibles usados
como biomarcadores e indicadores de exposicion de una poblacién expuesta a quimicos
genotoxicos y, por lo tanto, un incremento en la frecuencia de AC constituye una medida
del potencial riesgo de salud de personas expuestas. Las AC pueden ser la causa de
diferentes problemas de salud, como céncer, envejecimiento, retraso mental, anormalidades
morfologicas, abortos, problemas de esterilidad, problemas reproductivos, defectos
genéticos transmisibles y no transmisibles (Au, 1991).

La prueba de AC identifica alteraciones de tipo numérico y de tipo estructural causados por
un agente genotoxico. Las AC de tipo numérico son originadas por la no disyuncién de los
cromosomas durante la division celular (ganancia o pérdida de cromosomas). Los
individuos afectados por cambios en el nidmero de cromosomas presentan problemas
fisioldgicos como retardo mental. Las AC de tipo estructural se presentan por dafios en la
estructura cromosémica los cuales, en algunos casos, pueden causar la muerte celular o
mantenerse estable a traves de la division celular; pueden presentarse de tipo cromosémico
el cual se caracteriza porque sus dos cromatidas estdn implicadas en el dafio, y las
aberraciones de tipo cromatidico donde se encuentra comprometida una sola cromatida de
uno o varios cromosomas. La produccion de aberraciones de tipo cromosomico se induce
cuando la exposicion celular se presenta en fase GO y G1 del ciclo celular y la de tipo
cromatidico cuando ocurre en la fase G2 del ciclo celular. Las AC se presentan como
rupturas, deleciones, translocaciones, insercion, duplicaciones, rearreglos, etc. (Au, 1991).
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4. ANTECEDENTES

Estudios sobre la genotoxicidad, como efecto colateral causado por los medicamentos
utilizados en el tratamiento quimioterapéutico en personas con cancer de mama, Yy
utilizando AC como biomarcador, son escasos. Sin embargo, realizando una exhausta
revision bibliogréafica a escala mundial, en diferentes bases de datos como PubMed, Science
Direct (Elsevier), Hinari, Cancer Research y sin restriccion por afio de publicacion, se logro
conseguir el reporte de estudios en los cuales se utilizaron biomarcadores como
Intercambio de cromatidas Hermanas (ICH), Micronucleos(MN), entre otros. Ademas, se
reportan investigaciones hechas en cuanto a la relacion existente entre diferentes factores de
riesgo y el desarrollo del cancer de mama:

El efecto genotdxico in vivo de la radioterapia (RT) y la quimioterapia (QT) sobre los
linfocitos de sangre periférica de pacientes con cancer de mama, fue estudiado por Rigaud
O, et al, en 1990. El estudio incluyd 21 pacientes con cancer mamario, antes y después de
ser expuestos a RT, QT y la combinacion de los tratamientos. La RT local in vivo indujo
AC en los linfocitos, de manera equivalente a las inducidas por irradiacion in vitro. La QT
sola no indujo tales anomalias, pero cuando los pacientes fueron expuestos a cobaltoterapia
antes de la quimioterapia, se logro observar la inducciéon de cromosomas dicéntricos.
Cuando la QT se aplico antes de la RT, la frecuencia de dicéntricos disminuyad.

En 1990, Rigaud O, et al, utiliz6 linfocitos de 43 pacientes con cancer de mama para
determinar la eficiencia de reparacion del ADN. Sometié a radiaciones in vitro a los
linfocitos, observando que los linfocitos de las personas sometidas a radioterapia, como
tratamiento anticancer, mostraban una deficiencia en la reparacion del ADN, pero las
personas que habian sido tratadas con quimioterapia, no. También observé una induccion
de anomalias cromosomicas que variaban dependiendo del tratamiento recibido por el
paciente.

En un estudio realizado por Geleick, et al, en 1990, se realiz6 un conteo de cromosomas en
1100 células de 17 carcinomas malignos de mama y en 168 células de 4 muestras de tejido
normal. Después del tratamiento con metotrexato, se establecieron cariotipos de 216
células de 11 cultivos derivados de tumor y de 47 células de 4 cultivos derivados de tejido
no maligno. Los cariotipos de células de tejido no maligno mostraron una constitucion
cromosomica diploide normal y no se observd anormalidades cromosomicas estructurales.
Los cultivos derivados de tumor dejaron ver un incremento significativo en la incidencia de
AC estructurales y cambios numéricos. En 3 muestras de carcinoma se pudieron observar
cambios numéricos de los cromosomas 17, 18, 20y 21.

Estudios realizados por Tucker, et al, en 1990, arrojaron como resultados que la induccion,

acumulacion y persistencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICHSs), en los

linfocitos de sangre periférica de mujeres con cancer de mama tratadas con quimioterapia,
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presentan un incremento estadisticamente significativo (P< 0,001), respecto a los ICHs de
la poblacion no expuesta a quimioterapia.

La genotoxicidad causada por las drogas anticancer alquilantes incluyendo la
ciclosfofamida (CF), fue estudiada por McDiarmid MA, et al, en 1990. El estudio se llevo
a cabo determinando la induccién de Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH) en
linfocitos de sangre periférica de pacientes con cancer expuestos a la accion de la CF, la
cual fue comparada con la induccion de ICH causada por la fosforamida mustard (FM).
Los pacientes tratados con CF mostraron un incremento estadisticamente significativo en la
frecuencia de ICH/célula comparada con la observada en los pacientes tratados con FM
(6,95 vs 5,25 ICH/célula). Los pacientes fueron expuestos a bajas dosis (0.1
microgramos/ml) y altas dosis (0,25 microgramos/ml) de FM, y no se observo diferencia
significativa entre ellas, ni tampoco al compararlas con la frecuencia de ICH de pacientes
no tratados.

Yoo, et al, en 1993, realizaron un estudio caso-control donde valoraron la relacion entre el
cancer de mama y factores de riesgo como el estado de los receptores de estrogeno (RE) y
progesterona (RP). De 160 casos, el 58% eran RE positivos y el 38% de 157 casos eran RP
positivos. No hubo diferencia significativa estadisticamente entre los casos con RE
positivos y RE negativos. Una diferencia significativa se presentd entre los casos RP
positivos y RP negativos, teniendo en cuenta el nimero de embarazos a término (p=0,01),
regularidad menstrual (p=0,024) y la ocupacion como ama de casa (p=0,036). Diferencia
baja se observo entre la edad de menopausia (p=0,074), y la edad de menarquia (p=0,083).
Este estudio proporciona evidencia en cuanto a la mayor diferencia etiologica entre RP
positivos y RP negativos, que entre RE positivos y RE negativos en cancer de mama.

Un incremento en la frecuencia de AC fue encontrado en pacientes con cancer de mama 11
afios después de terminar la terapia con ciclofosfamida, metotrexato y 5-fluoracilo (CMF).
Esto indica que las AC derivaron de una poblacién de células progenitoras genéticamente
dafadas que dieron origen a células anormales y posiblemente malignas, y una fraccion de
estos rearreglos cromosdmicos que ocurrieron aleatoriamente parecen ser estables. Esta
investigacion fue realizada por Udayakumar y Bhargara en 1996.

La relacion de la dieta con el desarrollo precoz del cancer de mama (antes de 45 afios),
influenciado por el tratamiento quimioterapéutico, fué analizado por Potischman, et al, en
1997. El estudio incluy6 1588 nuevos casos de cancer de mama y 1451 controles, quienes
contestaron un cuestionraio acerca de la relacion alimento-frecuencia. La evaluacion inicial
sugiere un riesgo incrementado, relacionado con una alta ingesta de calorias, carbohidratos,
grasas y proteinas. La evalucion por etapa de la enfermedad revela que no hay relacion
entre consumo de calorias y riesgo entre mujeres con carcinoma mamario in situ, pero el
riesgo se incrementa entre mujeres con carcinoma localizado (probabilidad = 1,33 - IC=
1,0-1,7) y matastasico (p= 1,79 - IC= 1,3-2,4). Ademas, otras evaluaciones muestran que
un incremento de riesgo de progresion de la enfermedad se asocia inclusive con una
disminucion de calorias, entre quienes reportaron haber recibido tratamiento con
28



quimioterapia (p= 1,66 - Cl= 1,3-2,1). Sin embargo otras pacientes que recibieron
quimioterapia mostraron una disminucion en el riesgo de progresién tumorogénica. Estos
resultados indican que los estudios epidemioldgicos de la realcion dieta y cancer de mama,
particularmente entre mujeres jovenes, deben evaluar posibles sesgos relacionados con las
influencias después del diagnostico de cancer de mama.

La asociacion entre altura, peso, cambio de peso y riesgo de cancer de mama
postmenopausico: estudio cohorte de paises bajos, fue estudiada por Van Den Brandt, et al,
en 1997. El estudio incluyé 62.573 mujeres entre los 55y 69 afios de adad. Después de
4.3 afios de segumiento, se obtuvieron datos de peso y altura de 626 mujeres con cancer de
mama. Se encontré una relacion apreciablemente positiva entre la altura y el cancer de
mama en edad adulta (p= 0,001). También hubo asociacion significativamente positiva
entre el peso y desarrollo de esa enfermedad. En el andlisis no se observé relacion entre el
indice de masa corporal (IMC) y cancer mamario, ya que la diferencia entre el riesgo para
un IMC <= 23 y un IMC >= 30, arroj6 una significancia de p= 0,46. El aumento de peso
entre los 20 y los 69 afios no mostrd una tendencia significativa del incremento del riesgo
de cancer de mama. Estos datos sostienen una asociacion positiva entre altura y el riesgo de
cancer de mama en mujeres postmenopausicas. Se necesitan futuros estudios que evallen
el papel de la dieta en el desarrollo del cancer de mama y su relacién con la altura.

Williams GM, et al, en 1998, evaluaron la genotoxicidad del antiestrégeno trifeniletileno de
segunda generacién toremifén, usado en la quimioterapia aplicada a personas con cancer de
mama y algunos otros cancer. El toremifén difiere en su accién toxicol6gica del tamoxifén,
gue es un antiestrogeno de primera generacion. EI tamoxifén produce aductos en el ADN y
tumores en el higado de rata; el toremifén, por el contrario, no produce aducto ni tampoco
causa tumores en el higado de rata. Para evaluar el efecto genotoxico del toremifén se
realizd un cultivo in vitro de linfocitos humanos, un analisis de la revesion mutacional en
bacterias en presencia y ausencia de activacion metabdlica (S-9), y un analisis in vivo en
eritrocitos de medula Osea de raton, observando la formacion de micronucleos. Se
utilizaron altas dosis de toremifén (100 a 250 microgramos/ml, dependiendo del sistema).
Los resultados obtenidos en los tres ensayos, proporcionan evidencia de que el toremifén no
es genotoxico.

Estudios realizados por Venkatachalam, et al, en el afio 1999, demuestran que, tanto la
radioterapia como la quimioterapia, inducen un incremento en el nimero de micronucleos
en linfocitos de sangre periférica de personas con cancer de mama que reciben estos
tratamientos.

En el afio 2000, Erselcan, et al, realizaron investigaciones en una poblacién de Finlandia, y
concluyeron que las dosis acumulativas de quimioterapia después de 8-36 meses causan
efecto toxico en las células del tejido cardiaco.

Los efectos colaterales de la administracion de tamoxifén como terapia hormonal
adyuvante en pacientes con cancer de mama, fueron analizados por Maugeri, et al, en el
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2001. El efecto colateral mas importante relacionado con el tratamiento con tamoxifén es
el cancer endometrial. En el estudio se analizaron 228 pacientes postmenopadsicas con
cancer de mama. Un grupo fue tratado con tamoxifén (20 mg/dia) para 5 afios después
realizar una evaluacion de su cavidad uterina, otro grupo de personas que no presentaban
receptores hormonales no fue tratado. Los resultados permitieron observar que el grupo
tratado presentd un alto nimero de lesiones endometriales, pero esto no es totalmente
predictivo de riesgo a desarrollar cancer endometrial.

Feigelson, et al, en el 2001 investigaron la hip6tesis de que el alcohol aumenta el riesgo de
muerte por cancer de mama. Ellos examinaron la mortalidad de mujeres con cancer de
mama en relacion con el consumo del alcohol. Después de 14 afios de seguimiento
encontraron que de 242.010 mujeres con carcinoma mamario, 1.442 murieron debido a un
elevado consumo de bebidas alcohdlicas. La mortalidad se elevo en un 30% entre mujeres
consumidoras de alcohol y en etapa postmenopausica. Este estudio afiadié como evidencia
que las mujeres postmenopadusicas pueden reducir su riesgo de muerte por cancer de mama,
evitando o aminorando su consumo de alcohol.

En el 2002, Legal, et al, trataron de definir la incidencia de la quimioterapia y la
radioterapia sobre los linfocitos de sangre periférica de pacientes con cancer de mama,
determinando in vitro la relacion dosis - efecto. El estudio incluyd 25 pacientes que luego
de ser intervenidos quirdrgicamente fueron tratadas solo con radioterapia o en combinacion
con quimioterapia. Se indujeron AC en los linfocitos por irradiacion in vitro, las cuales
fueron marcadas utilizando un fluorescente mediante la técnica de hibridacion in situ; este
procedimiento se realiz6 antes de que las pacientes fueran tratadas y, 4 y 12 meses después
del tratamiento. Para todas las pacientes la tasa de AC aumento apreciablemente después
de someter los linfocitos a irradiacion y esta no diminuy6 luego del primer afio. La
combinacion de radioterapia con quimioterapia no tuvo efecto sobre los linfocitos ya que
no se observo un incremento adn mayor de aberraciones.

Linassier, et al, en el 2002, analizaron 350 personas con cancer de mama expuestas a
mitoxantrina, ciclofosfamida y 5-fluoracilo durante la quimioterapia y radioterapia. La
edad promedio de los pacientes fue de 45 afios (rango 35-67). El estudio permitié concluir
que la combinacion de mitoxantrina, ciclofosfamida, 5-fluoracilo y radioterapia puede
inducir el desarrollo de mielo-leucemia.

La asociacion entre el indice de masa corporal (IMC), la altura y la mortalidad por cancer
de mama en mujeres postmenopausicas fue examinada por Petrelli, et al, en el 2002.
Después de 14 afios de seguimiento encontraron que de 424.168 mujeres postmenopausicas
con cancer de mama, 2.852 murieron. Las tasas de mortalidad aumentaron continua y
subitamente con el incremento del IMC (IMC normal =18,5-20,2 y comparé con IMC =
40,0). La mortalidad aumenté tambiéen con el incremento de la altura. Los autores
concluyeron que evitar la obesidad y mantener un peso moderado antes y principalmente
después de la menopausia, es un factor importante para disminuir riesgo de muerte por
cancer de mama.
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Baeyens, et al, en la poblacion de Bélgica, en el afio 2002, encontraron que los pacientes
con cancer de mama hereditario tienen una proporcion del 43% mas de radiosensitividad
cromosomal que las mujeres saludables. En esta misma poblacion se realizé un estudio
sobre la actividad genotdxica de lipidos y leche materna, evidenciandose un significante
incremento del dafio en la molécula de ADN (Phillips, et at, 2002).

Silva, et al, en el afio 2002, realizaron un estudio en Sao Pablo, Brasil, y concluyeron que la
quimioterapia entre ciclos reduce la frecuencia de AC e intercambios de cromatidas
hermanas (ICHSs) y también observaron que no hubo cambios en el indice mitético y en la
proliferacion celular en linfocitos de personas con cancer de mama.

En el 2002, Bertheau P, et al, estudiaron el efecto genotdxico causado por los
medicamentos utilizados en la quimioterapia aplicada a 50 pacientes con cancer de mama.
Encontraron que altas dosis de una combinacién de espirubicina y ciclofosfamida utilizada
en quimioterapia, caus6 mutacion en el gen TP53 en 14 individuos (p<0,0001),
observandose induccién de apoptosis y arresto del ciclo celular. Aquellos pacientes en
estado avanzado de cancer de mama mostraron inactivacion de la via TP53.

Hirsimaki P, et al, en el 2002, realizaron una revision acerca de la accion de algunos
antioestrégenos de uso quimioterapéutico como lo son el tamoxifén, el toremifén y el
idoxifene. Varios estudios han demostrado la genotoxicidad de tamoxifén, el cual induce
sintesis de ADN no programada en hepatositos de rata y micronucleos en celulas MCL-5 in
vitro. El tamoxifén también induce aneuploidias en higado de rata in vivo y AC y
micronucleos en meédula 6sea de raton. La hepatocarcinogenicidad del tamoxifén en
ratones, ha sido demostrada en por lo menos 4 estudios independientes a largo plazo. El
toremifén también ha mostrado ser genotdxico pero en menor grado, induciendo
micronucleos en células MCL-5 in vitro e induciendo aneuploidias en higado de raton in
vivo. Los otros antiestrdgenos no han mostrado ser carcindgenos en roedores.

Aaltonen A, et al, en el 2002, plantean que en varios estudios clinicos independientes, el
riesgo de cancer endometrial ha aumentado entre mujeres con 50 afios de edad o maés,
quienes han sido tratadas con tamoxifén. Estos datos han permitido concluir ya con
suficiente evidencia que el tamoxifén es un agente carcindégeno de clase | para el ser
humano.

En el 2002, White, et al, valoraron la relacion entre varias medidas antropométricas y el
riesgo de cancer de mama postmenopausico en 85.917 mujeres con edades entre 50 y 79
afios. A cada mujer se le midid la altura, el peso, proporcién de cadera y cintura. Entre los
resultados se obtuvo que los factores antropométricos no se asociaron con el cancer de
mama entre mujeres que nunca utilizaron terapia de reemplazo hormonal (TRH), pero entre
estas mujeres, aquellas con indice de masa corporal (IMC) elevado, se encontré un
incremento en el riesgo a desarrollar esa enfermedad en edad postmenopausica. EI riesgo
se aumentd en mujeres postmenopausicas méas jovenes y con IMC muy alto. EI IMC
elevado, desde la edad de 18 afios y el peso, también se asociaron con el riesgo de cancer de
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mama en mujeres que no usaron TRH. Las medidas de cintura y cadera mostraron ser
factores de menor riesgo a padecer cancer de mama. Se concluye que la obesidad es un
factor de riesgo para el desarrollo de cancer mamario postmenopausico entre mujeres que
no utilizaron TRH, y que el aumento de peso a lo largo de la vida es también prondstico
fuerte de este cancer. La proporcién de cintura y cadera no mostraron relacion con el
riesgo de cancer de mama postmenopausico.

La asociacién entre el consumo de carnes rojas, pescado, lacteos frutas y verduras con el
riesgo en mujeres postmenopaulsicas a desarrollar cancer mamario, fue estudiada por
Shannon, et al, en el 2003. 441 mujeres con cancer de mama y 370 controles contestaron
un cuestionario acerca de la alimentacion-frecuencia. Obtuvieron como resultado que el
consumo frecuente de carnes rojas se asocid apreciablemente con un incremento del riesgo
de cancer de mama (p=0,002). EI consumo de productos lacteos y pescado (inclusive frito)
no mostrd asociacion con el riesgo de desarrollo de esa enfermedad. La dieta basada en
frutas y verduras tampoco se asocio al riego de padecer cancer de mama. Las conclusiones
de este estudio soportan resultados de otros estudios y contribuye evidencia para desarrollar
recomendaciones dietarias con el fin de reducir el riesgo de cancer de mama,
especificamente en mujeres postmenopadsicas.

En Mayo del 2004, Gallicchio L, et al, realizaron un analisis para determinar los efectos
secundarios indeseables del tamoxifén (TAM) y sus metabolitos N-dimetiltamoxifén (N-
DAM) vy 4-hidroxitamoxifén (4-oht), utilizados como terapia adyuvante en mujeres con
cancer de mama. En el estudio participaron 99 pacientes con cancer de mama tratados con
tamoxifén, quienes aportaron una muestra de sangre que se utilizd para medir
concentraciones en el plasma de TAM, N-DMT vy 4-oht mediante cromatografia liquida de
alto rendimiento. Los resultados del analisis demostraron que las mujeres que presentaban
efectos secundarios tenien altos niveles de TAM, N-TAM y 4-oht en la sangre,
concluyéndose que los sintomas secundarios durante el tramiento con TAM estan
relacionados con su metabolismo.

Bolafios, et al, en el 2004, analizaron el efecto genotoxico y de exposicion inducido por la
guimioterapia en personas con cancer de mama. Concluyeron que después de aplicada la
quimioterapia los linfocitos de sangre periférica mostraban un incremento en la frecuencia
de ICH y MN.

El efecto genotdxico del uso de anticonceptivos hormonales (AHS), su grado de asociacion
con el tiempo de consumo y la edad, fue identificado por Mufioz, et al, en el 2004. En el
estudio participaron 20 mujeres que usaron AHs y 20 mujeres control, quienes firmaron un
consentimiento y respondieron una encuesta. Los resultados mostraron que las AC en
mujeres expuestas fue mayor que en las mujeres control (p=0,000), lo que incrementa el
riesgo de cancer especialmente de mama. Aungue un poco menor, también hubo diferencia
significativa (p= 0,024) entre las AC encontradas en mujeres que usaron AHs via
inyectable ( media = 11,8) respecto a las que las usaron via oral (media = 8,0). Encontraron
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asociacion positiva entre la frecuencia de AC y el tiempo de consumo en afios. No se
encontrd relacion entre el incremento en la frecuencia de AC y la edad de las mujeres.

En el 2005, Silviera, Miller y Rohan, examinaron la asociacion entre el uso de
anticonceptivos y el riesgo de cancer de mama. El estudio incluyé 27.318 mujeres con
historia familiar de cancer mamario. Durante 16 afios de seguimiento observaron 1.707
casos con historia familiar de cancer de mama; entre estas mujeres aquellas que nunca
usaron anticonceptivos orales fueron asociadas con un 12% de reduccion de riesgo de
cancer de mama (95% CIl = 0,73-1,07). Este riesgo se incrementd entre mujeres
consumidoras de anticonceptivos orales (p=0,03); aunque también se observé que habia un
25% menos de riesgo de padecer cancer de mama en mujeres que usaron anticonceptivos
por mas de 84 meses comparado con el riesgo de mujeres con parientes en primer grado
con carcinoma mamari. Este hallazgo no fue estadisticamente significativo (95% CI1=0,47-
1,19y p=0,48). Se concluye que el uso duradero de anticonceptivos orales se puede asociar
con un elevado riesgo de sufrir cancer mamario entre mujeres con historia familiar de este
cancer.
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5. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL
5.1 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

En esta investigacion, la poblacion objeto de estudio esta representada por pacientes de
sexo femenino diagnosticadas con cancer de mama.

Se utilizaron como criterios de inclusion pacientes con diagnostico confirmado de cancer de
mama que se sometieron por primera vez a un ciclo de quimioterapia, independientemente
de datos de caracter demografico como la edad, ocupacidn, procedencia, etc. Dichos datos
fueron tenidos en cuenta al momento de realizar la caracterizacion de la poblacién objeto
de estudio.

Las pacientes se contactaron en el momento en que llegaron a recibir su primer ciclo de
quimioterapia luego de la presentacion del proyecto a los Médicos Oncélogos y demas
personal que laboran en el centro oncologico “Unidad Oncoldgica del Cauca” y en el
Hospital “San José” de Popayan, y de forma informada y voluntaria decidieron si
participaban o no en el estudio.

5.2 REQUERIMIENTOS DE TIPO LEGAL

Las pacientes que decidieron hacer parte del proyecto voluntariamente firmaron un
consentimiento informado (anexo A) mediante el cual autorizaron la toma de muestras de
sangre requeridas para el estudio (2ml/paciente, en cada muestreo). Posteriormente se les
realizd una encuesta (anexo B) para obtener datos clinicos y sus principales caracteristicas
demogréficas.

5.3 DISENO MUESTRAL

El tamafio de la muestra para analizar AC fue de 20 mujeres con cancer de mama. A cada
una se le tomé una muestra de 2ml de sangre periférica en el momento en que llegaron al
centro oncoldgico a recibir su primer ciclo de quimioterapia, y una segunda muestra de 2ml
de sangre un mes después. Cada muestra fue codificada para proteger la confidencialidad
de las pacientes. Con el tamafio de muestra antes anotado, se logré identificar como
significativa una diferencia de 2 AC/100 células, entre los dos muestreos, con una
probabilidad de error maximo de 0,05 (Nivel de significancia) (Whorton, 1981).

5.4 ADQUISICION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

Luego de conseguir el consentimiento informado, se procedié a la toma de la muestra de

sangre (2ml por persona, por muestreo) por la enfermera encargada de manejar a la

paciente durante la quimioterapia. Las muestras se tomaron bajo condiciones de esterilidad
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y empleando técnicas médicamente aceptadas, utilizando agujas y tubos heparinizados
estériles. Posteriormente, las muestras se trasladaron al laboratorio de la Unidad de
Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca, en donde se establecio el
respectivo cultivo y subsiguiente cosecha de linfocitos, mediante el protocolo normal para
analisis de AC.

5.5 CULTIVO Y COSECHA DE LINFOCITOS

Se realizaron cuatro cultivos de linfocitos por persona, en cada uno de los muestreos (Antes
y después de la quimioterapia), segun protocolo estandar (Hoyos, et al, 2002), en la camara
de flujo laminar y en condiciones estériles. Cada cultivo se realiz6 agregando 0.5 ml de
sangre y 0.1 ml de fitohemaglutinina (PHA ) a cada tubo de cultivo que contenia 4.5 ml de
medio RPMI 1640 suplementado con suero Bovino fetal (10%), L-glutamina (2mM) y
antibidtico (Penicilna 100 U y Estreptomicina 100 pg/ml) (Shafik et al, 1988; Au et al,
1991), estos se dejaron en incubadora a 37°C por 50 h.

Para la cosecha, a las 48 horas después de iniciados los cultivos se agregé6 Colcemid (0.1
ug/ml) para arrestar células en metafase y a las 50 horas los tubos de cultivos se
centrifugaron a 1000 rpm durante 8 minutos y se removié el sobrenadante. Luego las
células se trataron con solucion hipotonica por 30 minutos (6 ml en solucién de KCL 0.075
M, a 37°C), posteriormente se fijaron con Carnoy refrigerado (3 Metanol: 1 Acido Acético)
por 20 minutos. El proceso de fijacion se repitié dos veces mas antes del goteo. Luego de la
ultima centrifugacion, el precipitado celular se resuspendi6 en 0.5 - 1.0 ml de fijador fresco
y se goted aplicando 3-5 gotas de la suspension celular concentrada sobre placas frias y
humedecidas con &cido acético al 60% (2 placas por cultivo), luego las preparaciones se
secaron al aire. Tres dias después las placas fueron tefiidas mediante tincion directa con
giemsa (Dean y Danford, 1984).

Figura 4. Protocolo de cultivo de linfocitos humanos aplicado para la prueba de AC.
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5.6 ANALISIS CITOGENETICO

El registro de las AC se realizo en placas debidamente codificadas. Primero se observaron
bajo aumento de 10X y luego se analizaron en aumento de 100X. Solamente células con 46
cromosomas fueron registradas y en ellas se identificaron alteraciones de tipo cromatidico
(Chtd) y cromosémico (Chrb).

La identificacion de AC se analizaron 100 metafases en primer ciclo de division, por cada
persona y se registré el dato en un formato adecuado (Ver anexo C). Se guardd registro de
las coordenadas de la ubicacion de las células que presentaron AC y posteriormente se
realizo6 el registro fotografico. EI dato por persona, en cada muestreo, se expres6 como el
nimero promedio de AC / 100 células.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos se analizaron estadisticamente mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon
para datos pareados, con el fin de identificar diferencia significativa entre el nimero
promedio de AC / 100 células antes y después de la quimioterapia. La prueba de
comparaciones multiples de Duncan, se empleé para comparar las diferentes
combinaciones de medicamentos empleadas en la quimioterapia®. Las comparaciones se
realizaron con un nivel de significancia maximo de 0,05 usando el programa de computador
SPSS.

* En el estudio se incluyd y se analizé todas las combinaciones de medicamentos
anticancer aplicadas. Es claro que dicho analisis requiere apoyo de futuros trabajos de
investigacion en este campo, en los cuales se amplie la muestra.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 DATOS CLINICOS Y CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA
POBLACION OBJETO DE ESTUDIO.

Para realizar un completo analisis del presente trabajo, es preciso caracterizar la poblacion
objeto de estudio.

Tabla 2. Registro de la media y desviacion estandar de datos cuantitativos de las pacientes
con cancer de mama.

VARIABLE X+ EE (n)

EDAD 50 afios + 2.37 (20)
EDAD MENARQUIA 14 afios + 0.55 (20)
EDAD MENOPAUSIA 47 afos + 1.12 (13)
EDAD DE 1ER PARTO 23 afios + 1.36 (18)

X: media aritmética; EE: desviacion estandar; n: nimero de pacientes.

Los datos obtenidos mostraron que la edad promedio de las pacientes con cancer de mama
es de 50 afios. Segun la literatura, mas del 80% de los casos de cancer de mama se observan
en mujeres de 50 afios de edad o mas (Access Oncologia, 2005). EIl riesgo de cancer de
mama esta claramente relacionado con influencias hormonales; las mujeres mayores han
estado por mas tiempo bajo los efectos hormonales y esta podria ser la causa de una mayor
susceptibilidad a padecer cancer de mama. Estudios sobre el papel de la edad en la
incidencia del cancer sugieren que a mayor edad se presenta una activacion de las células
quiescentes con dafios en el ADN o fallas en los mecanismos de apoptosis (muerte celular)
y una posible pérdida en el potencial divisorio de las células (Benson, et al, 1996 y Dix, et
al, 1999). En la relacién entre el envejecimiento y el cancer también se han involucrado la
inestabilidad genética y el aumento en la generacion de radicales libres que pueden inducir
la mutacién de genes (Trichopoulos, et al, 1996).

Las mujeres que participaron en este estudio registraron una edad media de menarquia de
14 afios y una edad media de menopausia de 47 afios. Tedricamente, las mujeres con
menarquia temprana (antes de los 12 afios) 0 menopausia tardia (después de los 50 afios),
son quienes presentan un incremento en el riesgo de padecer cancer mamario. La
explicacion parece ser una exposicion significativamente prolongada a la accion de los
estrogenos, por lo que se incrementa los niveles sanguineos de estos, causando un
crecimiento tumorogénico acelerado (Access Oncologia, 2005).

Cuando se reviso la edad del primer parto se encontr6 que la edad promedio es de 23 afios.
En publicaciones revisadas, se ha determinado que la primera gestacion a término en edad
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temprana y antes de los 31 afios, posiblemente disminuye la estimulacion estrogénica sin
oposicidén sobre la glandula mamaria (Access Oncologia, 2005) (Alvir et al, 1999).

Tabla 3. Frecuencias relativas y absolutas de las caracteristicas cualitativas de la poblacién

objeto de estudio.
VARIABLE
PROCEDENCIA

NUMERO DE EMBARAZOS
NUMERO DE ABORTOS
LACTANCIA
ANTICONCEPTIVOS
HORM. POSTMENOPAUSICAS
ALIMENTACION
CIGARRILLO

ALCOHOL

MAMA COMPROMETIDA
OCUPACION
COMBUSTIBLE COCINA

TIPO DE CANCER

TIPO HISTOLOGICO

CLASIFICACION T.N.M.

MEDICAMENTOS QT

%0: relativa. n: absoluta.
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FRECUENCIAS
Urbana

Rural

Uno-Tres
Cuatro-Siete
uUno

Tres

Si

No

Si

No
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Entre las pacientes con cancer de mama, el 80% eran de procedencia urbana y 20%
provenian de regiones rurales. En la literatura se encuentra que, las mujeres de ciudad se
encuentran expuestas a particulas y materiales toxicos como las dioxinas, generados, entre
otras causas, por procesos industriales, combustion, automoviles, que influyen en la
contaminacion ambiental (atmdsfera, agua, alimentos); esto trae consigo efectos que
incluyen afecciones a la salud humana como toxicidad para el sistema reproductivo,
inmunodepresion, hepatotoxicidad, disfuncion neuroldgica, dermatoxicidad y hasta cancer
(International Agency for Research on Cancer, 1997).

Estudios realizados demuestran que el cancer de mama esta relacionado positivamente con
la contaminacidn ambiental, ya que ciertos compuestos tdxicos procedentes de esta, son de
caracter xenoestrogénico y poseen capacidad de hacer que las enzimas del grupo CYP450
se expresen (Internacional Agency for Research on Cancer, 1986). En otro estudio se
concluyd que la exposicion a toxicos medioambientales por vias directas como la dieta
incrementan el riesgo de cancer y otras enfermedades en mayor proporcion a la directa a
los toxicos (Nessel, et al, 1991)

En cuanto a la gestacion y la lactancia, el 60% de las pacientes confirmaron haber lactado y
el 100% haber tenido embarazos a término. Segun la literatura, la lactancia materna, al
igual que la gestacion temprana, pueden disminuir ligéramente el riesgo de céancer de
mama, especialmente en edad temprana. Ademas parecen ser factores protectores a
desarrollar la enfermedad, posiblemente mediante una disminucién de la estimulacién
estrogénica debido a un menor nimero de ciclos ovulatorios en toda su vida, protegiendo
asi al tejido mamario de un estimulo que ocasione crecimientos celulares anormales
(Galarza, 2005). Sin embargo, existen estudios en los cuales no se ha encontrado que estos
factores posean impacto alguno en el riesgo de cancer mamario (Acces Oncologia, 2003).

Como se puede observar en la Tabla 3, de las mujeres con cancer de mama que participaron
en la presente investigacion, el 75% sostuvo no haber usado anticonceptivos orales como
método de anticoncepcion y el 70% no haber sido sometidas a terapia hormonal de
suplencia. EI consumo de anticonceptivos orales y el uso de terapia hormonal de suplencia,
son dos factores que contribuyen a incrementar el riesgo de cancer de mama, ya que los
receptores hormonales de la mama en presencia de una carga hormonal adicional provocan
un desarrollo tumoral mas acelerado (Salud Hoy, 2002). En un estudio desarrollado por
Mufioz, et al, en el 2004, se plantea una relacion positiva entre el uso de anticonceptivos
orales y el incremento de riesgo de cancer, especialmente de mama, al influir en la
frecuencia de AC en linfocitos de sangre periférica. En otro estudio realizado por Maugeri,
et al, en el 2001, se obtuvieron resultados que muestran que el uso de tamoxifén como
terapia hormonal adyuvante, en pacientes con cancer de mama, inducia un alto nimero de
lesiones endometriales que posiblemente podrian desencadenar un cancer endometrial.

De las pacientes objeto de estudio, el 50% manifesté haber consumido alimentos de manera
balanceada y el otro 50% manifesté no haberlo hecho. En general, los datos reportados en
la literatura indican que una alimentacion desbalanceada estimula e incrementa el
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desarrollo de cancer mamario; los lipidos por ejemplo acttan influenciando el metabolismo
normal de los estrogenos, por lo tanto el consumo elevado de lipidos influye en la
carcinogénesis mamaria. Un estudio muestra como los efectos secundarios de la
guimioterapia son mas acentuados en mujeres que ingieren alta dosis de calorias,
carbohidratos y proteinas (Potishman, et al, 1997).

El 95% de las mujeres incluidas en el presente estudio aseguraron no haber consumido
cigarrillo en ningiin momento de su vida, y el 90% no haber ingerido bebidas alcohdlicas.
En teoria, aunque la relacion entre el cigarrillo, el alcohol y el cancer de mama requiere de
mas estudio, la exposicion al humo del cigarrillo y el consulmo de altas dosis de alcohol
pueden aumentar el riesgo a desarrollar cancer de mama, pues es bien sabido que las
sustancias toxicas pueden generar alteraciones a nivel genético, predisponiendo a las
células a crecimiento excesivo y por consiguiente al desarrollo de cancer. En un estudio
realizado por Feigelson, et al, en el 2001, se concluye que el consumo de bebidas
alcoholicas eleva la mortalidad de mujeres por cancer de mama.

Cuando se reviso la ocupacién y el combustible con el que cocinaban las participantes de
este estudio, se observd que un 90% eran amas de casa y el 80% cocinaban con gas. El gas
es uno de los combustibles mas usados en la actualidad en la vida hogarefia. La
combustion del gas comercial produce gases peligrosos y toxicos que se concentran en
lugares encerrados y a los que las amas de casa se ven constantemente expuestas.

En la Tabla 3 de resultados, se puede apreciar la distribucion de los casos segun su
extension en el momento de diagndstico determinada por el estadio y la clasificacidn
T.N.M. De las pacientes del estudio, ninguna se encontro en el estadio | (tumores hasta 2
cm y sin ganglios linfaticos metastizados), un 57.9% ya presentaban ganglios linfaticos
metastizados (N1) con tamafio de tumor entre 2 y 5 cm (T2), el 5.3% mostré metastasis a
distancia (M1) vy, un 5.3% presentd extension a pared toracica/piel. En cuanto al tipo
histologico, la mayoria de las pacientes (65%) fueron diagnosticadas con carcinoma ductal
infiltrante; de acuerdo con la literatura, este es el tipo de cancer mamario mas comun el
cual atraviesa la pared del conducto invadiendo el tejido graso del seno y con la posibilidad
de propagarse a otras partes del cuerpo (Jaramillo, 2000).

En cuanto al tipo de cancer, se encontrd que un 90% de los casos son de origen esporadico
y un 10% hereditario. Aunque los antecedentes familiares constituyen factor de riesgo
importante en la aparicion del cAncer de mama, tan solo de un 5 —-10% de todos los casos
son heredados, siendo el 80-90% restante debido a factores ambientales y estilos de vida
(mutaciones adquiridas) (Salud Hoy, 2002). La mayoria de las mujeres que desarrollan esta
enfermedad no tienen factores de riesgo conocidos y, ademas, para la mayoria de factores
de riesgo conocidos no existen estrategias de prevencion desarrolladas (Jimenez, et al,
2004).f

Aunque algunos datos clinicos y demograficos obtenidos en este estudio no se relacionan o
no concuerdan con lo registrado en la literatura, no se puede hablar de una contradiccion,
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pues quizas incrementando el nimero de pacientes se puedan obtener resultados que se
relacionen con lo que en la actualidad se conoce acerca de estos aspectos; esto demuestra la

necesidad de realizar otros proyectos investigativos que den soporte a los resultados
obtenidos en el presente estudio.

6.2 EFECTO ’GENOTOXICO CAUSADO POR EL TRATAMIENTO
QUIMIOTERAPEUTICO

Tabla 4. Registro de la frecuencia de AC, antes y después de un ciclo de quimioterapia en
pacientes con cancer de mama.

FRECUENCIA ABERRACIONES CROMOSOMICAS

X + EE (n)
TIEMPO DE MUESTREO Rupturas Rupturas AC
Cromatidicas/  Cromosémicas/  Totales/
100 células 100 células 100 células
ANTES DE QUIMIOTERAPIA 3.05+0.40(20) 2.70+0.57(20) 5.75+ 0.55 (20)
DESPUES DE QUIMIOTERAPIA 490+0.58(20) 3.60+154(20) 8.5+1.39(20)
p. 0.016 0.0812 0.013

X: media aritmética; EE: desviacion estandar; n: nimero de pacientes.
La significancia (p) fue calculada mediante la prueba de rangos asignados de Wilcoxon.

Figura 5. Frecuencia de AC totales, antes y después de un ciclo de tratamiento
quimioterapéutico.
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En la Tabla 4 se observa la frecuencia promedio de rupturas cromatidicas (chtb /100
células) y de rupturas cromosémicas (chrb / 100 células), registradas en linfocitos de sangre
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periférica de mujeres con cancer de mama, antes y después del tratamiento
quimioterapéutico. Se incluye también la frecuencia promedio de AC totales (AC/100
células) para antes y después de la quimioterapia. Mediante la prueba de rangos asignados
de Wilcoxon, se encontrd una diferencia significativa (p=0.01) para rupturas cromatidicas
entre antes y después del primer ciclo de quimioterapia.

La diferencia entre el numero total de AC después del tratamiento con relacion a las
encontradas antes, también fue estadisticamente significativa (p= 0.013). En la figura 5 se
puede observar graficamente dicha diferencia. Aunque el tratamiento quimioterapéutico
puede actuar en cualquier fase del ciclo celular, debido a que el dafio genético inducido por
el primer ciclo de quimioterapia se evidencia con un incremento mayor en la frecuencia de
rupturas cromatidicas que de rupturas cromosdmicas, se podria pensar que la quimioterapia
actua ejerciendo su efecto dafiino principalmente en la fase S o sintesis de ADN, o en la
fase G2 del ciclo celular (IAEA, 1986).

Es muy probable que algunos de los dafios inducidos no sean reparados debidamente,
provocando una fijacion y acumulacion de estos, lo que implicaria un riesgo a desarrollar
un cancer secundario, como por ejemplo cancer endometrial (Maugeri, et al, 2001). La
investigacion realizada por Erselcan et al, en el 2000, se encuentra en estrecha relacion con
este hecho, ya que en ella se concluyd que existe una acumulacién de los efectos toxicos de
las dosis quimioterapéuticas después de 8-36 meses de ser aplicadas a mujeres con cancer
mamario.

La efectividad de la quimioterapia y sus efectos colaterales en el tratamiento contra el
cancer de mama, ha sido causa de controversia, y varios estudios han encontrado resultados
contradictorios a este respecto.

Existen algunos estudios que concuerdan con esta investigacion en los cuales se ha
determinado el efecto genotoxico positivo causado por la quimioterapia y en los cuales el
biomarcador usado fue las AC (ver pagina 47). Otras investigaciones también han
determinado dicho efecto, pero utilizando otros biomarcadores como el incremento en la
frecuencia de micronucleos y/o el intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos de
sangre periférica de personas con céncer de mama (Williams GM et al, en 1998;
Venkatachalan et al, en 1999; Bolarios et al, 2004; Tucker et al, en 1990)

En contraste a los resultados de las anteriores investigaciones, estan los resultados
encontrados por Rigaud et al, en 1990, quienes evaluaron el efecto genotoxico de la
qguimioterapia en mujeres con cancer de mama y determinaron que esta no inducia
anomalias cromosomicas, amenos que con anterioridad las pacientes fueran expuestas a
cobaltoterapia; en ese caso, si se logré observar la formacion de cromosomas dicéntricos.
Un estudio similar lo realizé en el 2002, Legal et al, su investigacion permitié concluir que
la quimioterapia no tenia incidencia sobre linfocitos de sangre periférica de mujeres con
cancer de mama, ya que no se observo un incremento adicional en la frecuencia de AC
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con la combinacion de radioterapia y quimioterapia, respecto del incremento causado solo
por radioterapia.

6.3 ASOCIACION ENTRE LA FRECUENCIA DE ABERRACIONES
CROMOSOMICAS Y EL TIPO DE COMBINACION DE DROGA ANTICANCER.

Tabla 5. AC antes y después de aplicada cada una de las diferentes combinaciones de
medicamentos quimioterapéuticos a las mujeres objeto de estudio.

MEDICAMENTOS QUIMIOTERAPEUTICOS AC/L00 Celulas +EE (n)
ANTES DESPUES

Doxorrubicina
Ciclofosfamida 6.0+2.2(8)
Doxorrubicina
Ciclofosfamida
5-Fluoracilo

Ciclofosfamida

5-Fluoracilo 76+4.7(3) 15.6+15.14(3)
Metotrexato

7.4+2.4(8)

48+19(6) 7.5+25 (6)

p. 0.136 0.67
AC/100 Células : promedio de AC en 100 células; EE: Error estandar; n: Namero de
pacientes

p: Significancia estadistica entre las diferentes combinaciones de medicamentos,
identificada mediante la prueba de Wilcoxon.

Figura 6. Relacion entre las AC totales/100 células, antes de tratamiento con medicamentos
quimioterapéuticos.
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Figura 7. AC/100 células, después de cada uno de los tratamientos con las diferentes
mezclas de medicamentos quimioterapéuticos.
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En la Tabla 5 se registra el numero promedio de AC identificadas en pacientes con cancer
de mama antes y después de que se les aplicara un ciclo de la respectiva combinacion de los
medicamentos usados en el tratamiento quimioterapéutico, halladas mediante la prueba de
los rangos con signo de Wilcoxon; también se registraron sus respectivas significancias.
Las figuras 6 y 7 permiten observar la diferencia entre la frecuencia de AC antes y después
de aplicados los medicamentos, y la diferencia entre las distintas combinaciones.

La significancia estadistica registrada para antes (p=0.16) y después (0.67) de aplicada cada
combinacidn, no es estadisticamente significativa, lo que indica que el incremento de las
AC luego del primer ciclo de quimioterapia, no es dependiente del tipo de combinacion de
medicamentos suministrados a las pacientes con cancer de mama. Esta diferencia resulta
ser no significativa, especialmente por el tamafio de muestra, el cual quizas, al
incrementarse permitiria determinar con mayor claridad si la mezcla de medicamentos
influye o no en la frecuencia de AC inducidas después de la quimioterapia.

Se puede observar en la tabla 5, como después de aplicada la combinacion de
medicamentos compuesta por Ciclofosfamida, 5-Fluoraciolo y Metotrexato, se duplica el
numero de AC encontradas en las células de las pacientes, también se puede ver que existe
una desviacion estandar grande (15.14). La explicacion a este hecho esta en que una de las
tres pacientes que recibieron esta mezcla de medicamentos, fue diagnosticaba con cancer de
mama en estadio mas avanzado que el de las otras dos pacientes, por lo cual su capacidad
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de reparacion de dafios al ADN disminuye, volviéndose mas vulnerable a la accién de los
medicamentos.

Para entrar a analizar y discutir los resultados de esta parte del estudio, primero es necesario
entender qué es el ciclo celular. La quimioterapia es eficaz dado que los farmacos usados
afectan cierta fase del ciclo vital de las células. Para replicarse, cada célula pasa por un
ciclo de cuatro etapas: La primera, llamada G1, sucede cuando la célula se prepara para
replicar sus cromosomas; la segunda se denomina S y en ella ocurre la sintesis de ADN; la
siguiente fase es G2, cuando se duplican el ARN y las proteinas; la etapa final es la fase M
0 de division celular, y en esta Gltima, el ADN y RNA duplicados se dividen y desplazan
hacia extremos separados de la célula y ésta se divide en dos células funcionales idénticas
(Gonzales, et al, 2001).

De acuerdo a esto y dependiendo de la mezcla de medicamentos elegida, la quimioterapia
afecta a las células en una de tres formas:

- Dafando el ADN de las células cancerosas de tal modo que éstas ya no puedan
reproducirse. Esto sucede por la alteracion de la estructura del ADN en el nucleo de la
celula, evitando asi la replicacion.

- Durante la fase S del ciclo celular, inhibiendo la sintesis de cordones de ADN nuevo, de
tal manera que no sea posible la replicacién celular. Esto ocurre cuando los farmacos
bloguean la formacion de los nucle6tidos necesarios para la sintesis de ADN nuevo.

- Deteniendo el proceso mitético de tal modo que la célula cancerosa no pueda dividirse
en dos células. La formacion de husos mitoticos es indispensable para desplazar las
cromatidas hermanas o los cromosomas hijos hacia lados contrarios de la célula y ésta
pueda dividirse en dos células.

Los quimioterapéuticos actuales actian de una de las formas antes expuestas para lograr la
meta final de matar las células cancerosas, pero de igual forma, también afectan a las
células sanas, de ahi sus drasticos efectos colaterales. Los medicamentos usados en la
quimioterapia se agrupan en diferentes categorias segun como funcionen en la destruccion
de las células. De modo mas especifico, los medicamentos se ubican en una categoria
especifica segun la parte del ciclo celular que interrumpen
(www.oralcancerfoundation.org/facts/quimioterapia). Los medicamentos usados en la
quimioterapia de las pacientes incluidas en esta investigacion son: doxorrubicina,
ciclofosfamida, 5-fluoracilo y metotrexato.
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Figura 8. Sitios de accion de medicamentos quimioterapéuticos en el ciclo celular.
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La doxorrubina es un antibi6tico antitumoral o citostatico, que funciona al unirse con el
ADN para evitar la sintesis de ARN, también impide el crecimiento celular al imposibilitar
la replicacion de ADN (especifica para la fase S), lo que provoca la muerte celular. La
ciclofosfamida es un agente alquilante, el cual funciona atacando directamente el ADN de
una célula produciendo rupturas y reticulaciones entre las hebras de ADN o entre ADN-
proteinas. La ciclofosfamida es un medicamento que puede operar en cualquier momento
del ciclo celular, sin embargo, es mas eficaz durante la sintesis de ADN. El 5-fluoracilo es
un antimetabolito que bloquea el crecimiento celular interfiriendo con la sintesis de ADN.
Este medicamento es un analogo de la timidina, el cual se incorpora en el ADN una vez se
ha formado el nucleotido respectivo, inhibiendo su sintesis. El 5-fluoracilo afecta la etapa
“S” del ciclo celular. El metotrexato es un antimetabolito que posee actividad
antiproliferativa e inmunosupresora, es un analogo del acido folico (dihidrofélico), el cual
debe reducirse a la forma de tetrahidrofélico para que pueda donar CHs al
uridinmonofosfato (UMP) y transformarlo en timidinmonofosfato (TMP). Al ser analogo,
la enzima dihidrofélico reductasa se une a él y no al &cido fdlico, bloqueandose,
suprimiendo la produccion de tetrahidrofdlico y por tanto la de TMP, sin lo cual se inhibe
la sintesis del ADN (American Society of Health-System Pharmacists, 2003).

Como se puede observar la mayoria de los medicamentos quimioterapéuticos ejercen su
efecto genotoxico principalmente en la fase S del ciclo celular, es decir en la fase de
sintesis de ADN. Asi, cuando estos medicamentos entran al organismo y afectan a células
sanas, los cromosomas sufren alteraciones estructurales de tipo cromatidico, debido al dafio
directo del ADN o a la inhibicion de su sintesis. Los dafios se observan en la fase mitética
del ciclo celular por medio del siginificativo incremento de rupturas cromatidicas.

Existen discrepancias acerca del éxito de las mezclas de medicamentos aplicados en la
quimioterapia en mujeres con cancer de mama. Hay quienes sostienen que aunque pueden
ejercer efectos secundarios serios, sefialan que los beneficios superan los riesgos. Una
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combinacion de medicamentos quimioterapéuticos puede aumentar la tasa de supervivencia
en cinco afios de las mujeres con cancer de mama, incluyendo los estadios metastasicos,
segun Serena Gordon, en una investigacion realizada en el 2005. Por otro lado
investigadores del New England Journal of Medicine, 2005, sostienen que dicha ganancia
no se produce sin el riesgo significativo de efectos secundarios adversos como el desarrollo
de tumores secundarios (Gordon , 2006)

McDiarmid, et al, 1990, identificaron la genotoxicidad de la Ciclofosfamida mediante un
incremento del intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos de sangre periférica de
pacientes con cancer de mama. Udayakumar y Bhargara en 1996, observaron un
incremento de AC en pacientes con cancer de mama 11 afios después de terminar una
terapia con ciclofosfamida, metotrexato y 5-fluoracilo. Erselcan, et al, en el 2002,
realizaron un estudio en el cual concluyeron que las dosis de medicamentos
quimioterapéuticos se acumulan causando efectos toxicos en muchas células incluyendo las
de tejido cardiaco. Otro estudio permitié concluir que la combinacion quimioterapeltica
compuesta por mitoxantina, ciclofosfamida y 5-fluoracilo, aplicada a personas con cancer
de mama, en combinacion con radioterapia induce el desarrollo de mielo-leucemia
(Linassier, et al, 2002).
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Figura 9. AC identificadas en cultivos in vitro de linfocitos humanos de pacientes con
cancer de mama.
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7. CONCLUSIONES

Este estudio es importante para establecer un precedente para las futuras investigaciones,
porque se explor6 como era el comportamiento del cancer de mama en relacion con el
tratamiento quimioterapéutico.

El primer ciclo de tratamiento quimioterapéutico posee efectos genotéxicos, el cual se
manifiesta en el incremento del nimero de AC encontradas después de aplicado dicho
tratamiento, respecto a las encontradas antes.

La induccion de AC inducidas por el primer ciclo de quimioterapia, se evidencia
principalmente en un incremento de rupturas cromatidicas.

El incremento de las AC luego del primer ciclo de quimioterapia, no mostro ser
dependiente del tipo de combinacion de medicamentos suministrados a las pacientes con
cancer de mama.

Este trabajo corrobora que la quimioterapia es muy eficaz para matar células cancerosas,
pero de igual manera afecta a las células normales.
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8. IMPACTO

La socializacion de los resultados de este estudio, permitird que la poblacion en general,
pero prioritariamente quien padece de cancer de mama y a quien se le va administrar
quimioterapia, conozcan las implicaciones que trae consigo el tratamiento
quimioterapéutico.

El desarrollo de esta investigacion aporta datos que sustentan la genotoxicidad de las
mezclas de medicamentos usados en la quimioterapia de mujeres con cancer de mama,
pertenecientes al departamento del Cauca. Resultados que pueden ser extrapolables a otras
poblaciones, en el momento en que el tamafio de la muestra sea mas representativo.

Este estudio da pautas importantes para la realizacion de futuras investigaciones en este
campo. Otros proyectos investigativos podrian buscar soportar los datos del presente
ampliando el numero de muestra; se podria pensar también en evaluar los efectos
genotoxicos de la quimioterapia después de varios ciclos de aplicacion e incluso meses
después de terminado todo el tratamiento quimioterapéutico.
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9. RECOMENDACIONES

Los analisis que se realicen en los proximos estudios deberan evaluar aspectos terapéuticos
nuevos que se estan introduciendo en la actualidad, como la incorporacion de nuevos
agentes quimioterapéuticos o antihormonales, las mejoras en la deteccion precoz del tumor
o el analisis genético del tejido que esta permitiendo tratamientos a medida para cada mujer
y su tipo de tumor.

Ademas, en la encuesta para obtener datos clinicos de las pacientes con cancer de mama, se
sugiere incluir un interrogante que precise si éstas han sido intervenidas quirargicamente o
no.

Seria muy interesante que se realizaran estudios que evallen la genotoxicidad de los
medicamentos anticAncer usados en quimioterapia de personas con cancer de mama, no
solo después de un ciclo, sino después de varios ciclos y en tiempos secuénciales
posteriores a estos, e inclusive algin tiempo después de terminado el tratamiento.
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ANEXQOS
A. CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA.
B. ENCUESTA PARA PACIENTES CON CANCER DE MAMA.
C. FORMATO PARA REGISTRO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS.
D. COMUNICADO PARA OLGA LUCIA ANGEL EN RELACION CON EL
CUMPLIMIENTO DE LOS REQUISITOS ETICOS LEGALES EXIGIDOS PARA EL
DESARROLLO DEL PRESENTE ESTUDIO.

E. OFICIO DGO-051 DEL 22 DE ABRIL DE 2005. AVAL COMITE DE BIOETICA.
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