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RESUMEN

El c®cer de mama es un problema de salud pi3blica a nivel mundial. No obstante, el tratamiento
actual de esta enfermedad, la administraciAh de quimioterapia, reporta diversos efectos
secundarios, siendo uno de los m® relevantes el deterioro cognitivo, presente entre el 16% al
75% de pacientes. Los s’ntomas m® comunes del desarrollo de deterioro cognitivo son
principalmente la p¥rdida de la memoria y de la concentraciA, as® como el dfficit de atenciAn.
Hasta la actualidad, no se ha descrito la presencia de deterioro cognitivo en pacientes peruanas
con c@®cer de mama, y tampoco se ha dilucidado su causa. Las investigaciones sugieren que
algunas variantes en los genes APOE y BDNF, involucradas en el metabolismo, supervivenciay
desarrollo neuronal, podr°an estar asociados a la predisposiciAf de desarrollar deterioro cognitivo.

El objetivo de lainvestigaciAn fue determinar la asociaciAn entre |as variantes en los genes APOE
y BDNF y el desarrollo del deterioro cognitivo en pacientes peruanas con c®cer de mama que
han sido tratadas con quimioterapia adyuvante. En la muestra de 88 pacientes analizadas, el 100%
ten‘a el genotipo €3/€3 del gen APOE, adem® se observ/ en el 17.05%, |a mutaciAh no sinAhima
196G>A en el gen BDNF, la cual provoca el cambio aminoac®dico V al66Met. Las pacientes que
presentaron genotipos con el alelo mutante A (GA y AA) enel gen BDNF, al ser agrupadas segf3n
la presencia o ausencia del deterioro cognitivo medida por el testIFS entres cortes (basal, medidas
1y 2), no mostraron asociaciAh (OR=0.61, IC: 0.13-2.75, p = 0.558), sin embargo, muestran
diferencia significativa cuando se comparan las medianas de los puntajes seglin genotipos
agrupados (GA+AA vs GG), encontr®dose que las pacientes con el alelo A presentan puntajes
m® bajos en |a prueba IFS. Respecto ala evaluaciAn con los tests ACE y FER, las comparaciones
no mostraron diferencias significativas. En conclusiAh, no se encontr/& asociaciAh entre el
polimorfismo Val66Met (G>A) en el gen BDNF y el desarrollo de deterioro cognitivo, sin
embargo, el alelo mutante A (Met) puede estar involucrado con la variaciAh de los puntajes
cognitivos en pacientes peruanas con c®cer de mama con quimioterapia adyuvante.

Palabras clave: APOE, BDNF, C®&cer de mama, deterioro cognitivo, polimorfismos genSicos.



ABSTRACT

Breast cancer is a global public health problem. However, the current treatment of this disease,

chemotherapy administration, reports many side effects, one of the most relevant being cognitive
impairment, developed by 16% to 75% of patients. The most common symptoms of the
development of cognitive impairment are mainly loss of memory and concentration, as well as
attention deficit. T o date, the presence of cognitive impairment has not been described in Peruvian
patients with breast cancer, nor has its cause been elucidated. Research suggests that some
variants in the APOE and BDNF genes, involved in metabolism, survival and neuronal

development, could be associated with the predisposition to develop cognitive impairment.

The objective of the research was to determine the association between variants in the APOE and
BDNF genes and the development of cognitive impairment in Peruvian patients with breast cancer
who have been treated with adjuvant chemotherapy. In the sample of 88 patients analyzed, 100%
had the €3/€3 genotype of the APOE gene; in addition, the non-synonymous mutation 196G>A
in the BDNF gene was observed in 17.05%, which causes the amino acid change V al66Met. T he
patients who presented genoty pes with the mutant allele A (GA and AA) inthe BDNF gene, when
grouped according to the presence or absence of cognitive impairment measured by the IFS test
in three sections (baseline, measurements 1 and 2), did not show association (OR=0.61, CI: 0.13-
2.75, p = 0.558), however, they show a significant difference when the median scores are
compared according to grouped genotypes (GA+AA vs GG), finding that patients with the A
allele have lower scores on the IFS test. Regarding the evaluation with the ACE and FER tests,
the comparisons did not show significant differences. In conclusion, no association was found
between the V al66Met (G>A) polymorphisminthe BDNF gene and the devel opment of cognitive
impairment, however, the mutant A (Met) allele may be involved with the variation of cognitive

scores in Peruvian patients. with breast cancer with adjuvant chemotherapy.

K eywords: APOE, BDNF, Breast cancer, Cognitive impairment, genetic polymorphisms.



1. INTRODUCCION

El c®cer de mama es la neoplasia m®& frecuente en las mujeres a nivel mundial.
Particularmente, en nuestra poblaciAf presenta una incidencia de 6,985 casos nuevos por
a; 0, y seglén estimaciones de GLOBOCAN (2018) esta cifra aumentar®a 9,416 casos para
el a¢o 2030 (Ferlay et al., 2018). La gran mayor°a de estas pacientes recibe quimioterapia
adyuvante como esquema de tratamiento, la cual, adem® de los efectos adversos conocidos
como n®useas, vAMitos, mucositis oral o gastrointestinal, neuropat®a central o perif€fica, etc
(Nurgali etal., 2018), tambi%h se ha reportado, entreel 16% y 75% de pacientes, |la presencia
de alteraciones de la funciAh cognitiva (Argyriou et al., 2011). En estas pacientes se
observaron problemas de memoria, concentraciAn, atenciAp, etc. (Jansenetal., 2011). A esta
disfunciAh en la funciAh cognitiva causada por el tratamiento, se le denomina deterioro

cognitivo asociado a quimioterapia o chemobrain.

El deterioro cognitivo se define como una alteraciAn en |a funciAn cognitiva del individuo,
el cual tiene un impacto significativo en la calidad de vida de las pacientes durante el
tratamiento y en aquellas que se consideran curadas de la enfermedad. Previamente, se ha
reportado que |a presencia de alteraciones a nivel de la barrera hematoencef®ica en pacientes
que recibieron quimioterapia permitir’a el ingreso de agentes citotAxicos, generando da; o

neuronal (cambios en la corteza frontal) (X. Wang et al., 2016).

El proceso biolAgico que causa el deterioro cognitivo asociado a quimioterapia al3h no est®
dilucidado. Hasta el momento, algunos estudios han demostrado que las desregulaciones en
la expresiAn g¥nica de citocinas pro- y anti- inflamatorias [e.g. Interleucina 1-B3, 6, 8, y 10
(IL1-B, IL-6, IL-8, IL-10), ligando de quimosina 2 (CCL2 o MCP-1), Factor de crecimiento
transformante 3(T GF-[3), Factor de necrosis tumoral a. (TNF-a)] (Brunoetal., 2012; Cheung
et al., 2015; Pomykala et al., 2015) en pacientes que recibieron quimioterapia podr°an estar
asociadas a neurotoxicidad, y en consecuencia promover el deterioro cognitivo. Estos
estudios tambi%h han reportado que |a disminuciAh considerable del volumen del hipocampo
(Bruno et al., 2012) y neuroinflamaciAp, ocasionan un deterioro cognitivo con efectos como
el rendimiento pobre de memoria, y dificultad de concentraciAh y atenciAnh (Bower et al.,
2013; Janelsins et al., 2012). Otros estudios tambi¥h relacionaron las desregul aciones g¥hicas
de las citocinas con dfficits cognitivos (Cheung et al., 2015; Shi et al., 2019), observados en
la enfermedad de Alzheimer, esclerosis mBltiple y Parkinson (Reichenberg et al., 2001;
Tonelli etal., 2005). Asimismo, se ha reportado que las variaciones puntuales en la secuencia
codificante o promotora de ciertos genes podr°an ser un factor de riesgo para el desarrollo
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del deterioro cognitivo, como las variantes polimAtficas en los genes que codifican el factor
neurotrApico derivado del cerebro (BDNF) y la apolipoproteina E (APOE) (Bower et al.,
2013; Koleck etal., 2014; Walker et al., 2012), cuyo rol en la reparaciAn y supervivencia de
neuronas ha sido previamente descrito (Pang & Lu, 2004; Savitz et al., 2006).

El gen APOE codifica para s°ntesis de la A polipoprote’na E (APOE), |a cual est®presente en
el sistema nervioso central (SNC) y en el sistema circulatorio. Se compone de 299
amino®:idos con dos sitios polimAficos principales, rs429358 y rs7412, que determinan la
presencia de 3 alelos: €2 (Cys112, Cys158), €3 (Cys112, Arg158) y €4 (Arg112, Arg158),
seglRn las sustituciones aminoac’dicas (Flowers & Rebeck, 2020). APOE es la
apolipoprote®na m®& abundante en el cerebro, producida principalmente por los astrocitos,
cuya funciAn principal es la del transporte de lipoprote’nas y regulaciAn los niveles lip°dicos
plasm®icos (Bennet et al., 2007). Los niveles de esta prote°na y su componente lip°dico son
mucho menores en individuos portadores del alelo €4, comparados con individuos que
presentan los alelos €3y €2 (Vitek et al., 2009), lo que resulta en una disminuciAh del
transporte de [°pidos en estos individuos (Minagawa et al., 2009). A simismo, se ha observado
que individuos portadores del alelo €4 (heterocigotos y homocigotos) obtienen un menor
puntaje cognitivo global a partir de los 65 a;os, incluso presentan un mayor riesgo de
desarrollar demencia (Gharbi-Meliani et al., 2021).

El gen BDNF codifica para la s°ntesis del factor neurotrAico derivado del cerebro, una
prote’na tipo neurotrofina que promueve la diferenciaciAh, maduraciAh y supervivencia
neuronal adem® de ser un factor neuroprotector ante condiciones de estrfs o da; o celular
como isquemia cerebral, hipoglicemiay neurotoxicidad (Binder & Scharfman, 2004; Huang
& Reichardt, 2001). Niveles bajos de la prote’na BDNF est® asociados a la pfrdida de
neuronas en enfermedades como Parkinson, Alzheimer, Esclerosis MRltiple y Huntington
(Bathina & Das, 2015), adem® se asocia a la fisiopatol og®a de la Esquizofreniay al deterioro
cognitivo causado por esta enfermedad, principalmente en la memoria a corto plazo (X. Y.
Zhang et al., 2012). L a administraciAnh exAgena de BDNF puede prevenir la muerte neuronal,
y disminuir [a susceptibilidad neuronal a neurotAicos como el glutamato, lo cual significar®a
que puede usarse como terapia potencial para la enfermedad de Huntington y Parkinson
(Volpeetal., 1998).

En la poblaciAh peruana, al3n no se han realizado estos estudios, por lo que la investigaciAp
tiene como objetivo determinar si existen variaciones al9Jicas en los genes BDNF y APOE
que puedan considerarse biomarcadores asociados al riesgo de desarrollar deterioro
cognitivo, lo cual permitir’a poder ofrecer un tratamiento personalizado y disminuir los
efectos secundarios a nivel cognitivo producidos por la quimioterapia en pacientes con
c@®cer de mama. De la misma manera, un mejor entendimiento de los factores relacionados
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con el desarrollo de deterioro cognitivo permitir®a los profesionales de salud desarrollar
estrategias de prevenciAn a nivel psicolAgico y acondicionar el tratamiento de acuerdo con
el riesgo que presenta la paciente, pudiendo mejorar considerablemente su calidad de vida.
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2. GENERALIDADES

2.1, ANTECEDENTES

En la actualidad, el deterioro cognitivo asociado a quimioterapia es un efecto

adverso poco entendido, estudios en el tema existen desde 1980 en los cuales se
ha reporta que pacientes sometidos a quimioterapia presentan cambios en la
funciAh cognitiva, a lo que se denomin& deterioro cognitivo asociado a
quimioterapia, el cual estaba asociado a una gran variedad de agentes
quimioterapYuticos, independientemente del tipo de c®cer o el grado del mismo
(Silberfarb et al., 1980).

Brown R. et al, estudia la relaciAn entre la quimioterapia y el da; o al sistema
nervioso central en ni¢ os con leucemia linfoctica aguda, teniendo en cuenta que
previamente se hab°a reportado que ni;os sometidos a quimioterapia m®
tratamiento profil®&etico con radioterapia cr@eo-espinal presentaban deterioro
cognitivo, el objetivo fue estudiar los efectos de la quimioterapia como Rnico
tratamiento, encontrando que los pacientes que hab®an terminado el tratamiento
hacia 3 a; os presentaban menor puntaje en la evaluaciAh cognitiva que los recifh
diagnosticados (Brown et al., 1992).

Estudios posteriores en pacientes con c®cer de mama reportan que el nivel de
deterioro cognitivo estaba relacionado positivamente con el tiempo de duraciAn
del tratamiento, y que no estaba asociado a factores como el estado de depresi/An
0 el tipo de quimioterapia administrada (Wieneke & Dienst, 1995). Asimismo, al
comparar el nivel de deterioro cognitivo en pacientes sometidas a una dosis
est@®dar de quimioterapia con pacientes sometidas a una dosis alta, se observa
que el tratamiento afecta cognitivamente m® a las pacientes que reciben una alta
dosis, por lo que el nivel de da; o tambi¥h es dependiente de |a dosis administrada
(Schagen et al., 1999).

L os estudios de deterioro cognitivo en pacientes sometidas a quimioterapia en los
2 3¢ 0s previos y un grupo control, indican diferencias significativas, adem® los
pacientes con tratamiento en curso ten’an un menor rendimiento en los tests
cognitivos, se; alando que el deterioro cognitivo empieza durante el tratamiento
y persiste aln dos a; os despuSk. El riesgo de desarrollar deterioro cognitivo es
considerablemente m® alto (OR=6.4) en el grupo con tratamiento en
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comparaciAh con pacientes sin quimioterapia (Brezden et al., 2000; Schagen et
al., 1999).

Estudios posteriores confirmaron estos hallazgos, los investigadores observaron
que aproximadamente la mitad de las pacientes evaluadas en un hospital de
Canad®obtuvieron un rendimiento cognitivo pobre (comparado con el grupo
control), e independientemente de la edad; siendo los aspectos m® afectados la
atenciAn, concentraciAh y lenguaje (Tchen et al., 2003). Del mismo modo,
investigaciones en pacientes que fueron tratadas con quimioterapia mostraron que
alrededor del 52% desarrollaron una disminuciAf en ®eas cognitivas del cerebro
post-tratamiento, siendo los dominios m®& afectados la habilidad motora, visuo-
espacial, y de memoria; adem® de obtener una baja puntuaciAh cognitiva total
(Jansen et al., 2011).

En una poblaciAh latinoamericana, estudios en pacientes tratadas con
quimioterapia presentaron una disminuciAh significativa del rendimiento de
memoria verbal, y memoria de trabajo con respecto al grupo control. Adem®, no
observaron diferencias significativas en las escalas de ansiedad y depresiAh entre

estos grupos (Bonilla Santos et al., 2016).

Durante los Rltimos a; os se ha acumulado mayor evidencia que respalda el da; o
producido por |a quimioterapia en pacientes con c®&cer de mama, entre los cuales
destacan estudios con resonancia magnftica por im®&enes (MRI, por sus siglas
en ingl¥k), los cuales permitieron evidenciar un cambio en la conectividad
neuronal (Miao et al., 2016), y una disminuciAh de la activaciAn de la corteza

frontal al realizar tareas cognitivas (McDonald & Saykin, 2014).

Laincidencia del deterioro cognitivo asociado a quimioterapia puede variar entre
poblaciones (por ejemplo estudios en poblaciones de Europa, Norteam€fFica,
Asia), con unafrecuencia entre el 16% al 75% (Casavilca-Zambrano et al., 2017);
sin embargo, no existen reportes acerca de esta condiciAh en la poblaciAh
peruana. Por otro lado, la etiolog®a del deterioro cognitivo asociada a
quimioterapia aldn no se ha dilucidado completamente.

Algunos estudios in vivo reportan la existencia de mecanismos moleculares y
genfticos involucrados en el desarrollo de esta enfermedad como el da;o en la
barrera hemato-encef®ica, estr¥s oxidativo, desregulaciAn de citocinas, da;o en
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la reparaci/h neuronal y en el material genStico (Banach & Juranek, 2017;
Ramalingayya et al., 2016; Ren et al., 2019).

El componente genftico tambifh tendr’a un rol en el desarrollo de esta
enfermedad, espec®ficamente con una mayor sensibilidad de ciertos pacientes a
desarrollar deterioro cognitivo asociado a quimioterapia. Por ejemplo, el gen
Brain derived neurotrophic factor (BDNF) es fundamental en la reparaciAn y
supervivencia neuronal (Savitz et al., 2006), por lo que podra ser una potencial
terapia contra la enfermedad de Alzheimer (Wu et al., 2016) y da;o cerebral
traum®ico (Wurzelmann et al., 2017). Diferentes variaciones en la secuencia
nucleotdica de este gen han sido reportadas, como la variante V al66Met, la cual
tendr®a influencia en la sensibilidad de los individuos portadores para desarrollar
deterioro cognitivo asociado a quimioterapia. Esta variante produce una
translocaciZnh subcelular deficiente por lo que tambi¥h se le ha asociado a
alteraciones en la funciAfh neurocognitiva en adultos sanos (Egan et al., 2003;
Notaras et al., 2015).

El gen de la apolipoproteina E (APOE) tambi¥h podra contribuir en la
predisposiciAh para desarrollar deterioro cognitivo asociado a quimioterapia
(Nelson et al., 2007), este presenta 3 alelos mas frecuentes (€2, €3 y €4), de los
cuales el alelo €4 ha sido asociado con |a enfermedad de Alzheimer (Ahles et al.,
2003; Richard & Amouyel, 2001) y otras enfermedades neurodegenerativas como
esclerosis miltiple y lateral (K rasemann et al., 2018).

A unque hasta el momento no se han reportado f®macos para prevenir el deterioro
cognitivo asociado a quimioterapia, estudios recientes en modelos
experimentales se; alan el potencial de la metforminay astaxantina para prevenir
esta condiciAn (EI-Agamy et al., 2018; Zhou et al., 2016).

Finalmente, estudios adicionales permitir’an desarrollar pruebas moleculares en
base a biomarcadores que identificar® a los pacientes con c®cer de mama con
mayor riesgo de presentar deterioro cognitivo, pudiendo aplicarles un tratamiento
preventivo mejorando significativamente su calidad de vida.
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2.2.BASE TE®RICA

2.2.1.

C@cer deMama

El c®cer de mama o neoplasia de mama es una enfermedad en la que c¥Julas
mamarias anormales crecen sin control formando tumores. La forma m®
temprana (in situ) no representa un riesgo para la vida, sin embargo, si no se
controla, las cYlulas cancerosas pueden diseminarse en el tejido mamaria y/o en
los ganglios linf®icos cercanos (invasiAh), adem®, puede extenderse tambifh a
otros tejidos mediante un proceso denominado met®tasis (CDC, 2023, SecciAh
C@®ncer de Mama).

Segl3n estad’sticas de GLOBOCAN, el c®cer de mama es el tipo de c@cer m®
frecuente en muijeres, representando el 11.7% de todos los tipos de c®cer a nivel
mundial y con una incidencia de 2 261 419 casos nuevos al a; o, representando
un 24.5% del total (Figura 1). En la poblaciAnh peruana afecta anualmente a 6 860
mujeres, un 18.5% de la poblaciAh peruana afectada por el c@cer.

Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Breast
W 2261 419 (11.7%)

Lung
2 208 771 (11.4%)

Other cancers
8 879 843 (46%)

Colorectum
1 931 590 (10%)

Prostate

1 414 259 (7.3%)
Stomach

- 1 089 103 (5.6%)
Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Figura 1. NBmero estimado de casos nuevos de c@cer de mama por a; o a

nivel mundial.

Fuente: Global Cancer Obserbatory (http//gco.iarc.fr/)

En la poblaciAnh femening, la mortalidad de este tipo de c®cer es la m® alta,
provocando el deceso de 684 996 pacientes cada a; o, representando el 15.5% de
muertes por c®cer a nivel mundial (Figura 2). En la poblaciAn peruana cada a; 0
fallecen 1 824 mujeres con c®cer de mama, representando el 9.8% del total de

decesos por c®cer en |a poblaciAh femenina (Ferlay et al., 2018).
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2.2.2.

Estimated number of deaths in 2020, worldwide, females, all ages

Breast
684 396 (15.5%)

Other cancers
1637 669 (37%)

Lung
607 465 (13.7%)

Colorectum
419 536 (9.5%)

Pancreas
219 163 (4.9%)

Liver Stomach
252 658 (5.7%) 266 005 (6%)

Cervix uteri
341 831 (7.7%)

Total : 4 429 323

Figura 2. NBmero estimado muertes por c®tcer de mama por a;o en la
poblaciAh femenina a nivel mundial.

Fuente: Global Cancer Obserbatory (http//gco.iarc.fr/)

ClasificaciAh molecular

El tumor puede ser clasificado segl3n el patrAh de expresiAn de ciertos genes, lo
cual es determinado a partir de una biopsia del tumor primario, la cual se fijaen
parafina y mediante tfcnicas de inmunohistoqu’mica se ti¢ en los marcadores
hormonales ER (Receptor de EstrAgenos), PR (Receptor de Progesterona), la
prote®na HER 2 (Receptor del Factor de Crecimiento E pidffmico Humano 2) y el
Ki67 (Prote°na indicadora de proliferaciAn celular).

Segln la combinaciAh de estos marcadores determina 4 subtipos, los cuales se
muestran en la Tabla 1 (Eliyatkin et al., 2015).
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Tabla 1. ClasificaciAh molecular del c®cer de mama haciendo uso de 6

biomarcadores.

Subtipo molecular Perfil de biomarcadores
Luminal A ER+y/o PR+, HER2-, y Ki67 <14%
Luminal B ER+ y/o PR+y HER2+ (Grupo

luminal HER?2)
ER+y/o PR+, HER2-, y Ki67 >14%
HER2 ER-, PR-, and HER2+
Tipo basal ER-, PR-, HER2-

Fuente: Adaptado de Eliyatkin, N., Yal¢in, E., Zengel, B., Aktas, S., & Vardar, E. (2015).
Molecular Classification of Breast Carcinoma: From T raditional, Old-Fashioned Way to
A New Age, and A New Way. The Journal of Breast Health, 11(2), 59.

Asimismo, cada subtipo de tumor presenta diferentes caracter®sticas segf3n el
patrAh de biomarcadores expresado, variando el patrAn de expresiAh g¥hica, las
caracter®sticas cl°nicas, siendo clave para predecir la respuesta al tratamiento y

prognosis de cada paciente (T abla 2)(Schnitt, 2010).
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Tabla 2. Caracter®sticas de los diferentes tipos de c@cer de mama.

Subtipo molecular

L uminal HER2 Tipo basal
Patr/An de AltaexpresiAh de AltaexpresiAhde  Alta expresiAnh
expresiAn receptores HER2y otros de genes
g¥%hica homonales y genes asociados. epiteliales
genes asociados  Baja expresiAn de basales. Baja
(Luminal A > recetores expresiAn de
Luminal B) hormonales y receptores
asociados. hormonales,
HER2y genes
asociados.
Caracter’sticas Alrededor del Alrededor del Alrededor del
cl°nicas 70% detumores  15% de tumores  15% de tumores
invasivos. invasivos. invasivos.
Luminal B sobre  ER/PR negativo. ER/PRHER2
expresa tambifh Mayor negativo (Triple
HER2 probabilidad de negativo).
ser de alto grado.
Respuesta al Respuestaala Respuesta a Sin respuesta
tratamientoy  terapia endocrina. trastuzumab. endocrinani a
prognosis Respuestaa la Respuesta a trastuzumab.
quimioterapia quimioterapia Realtivamente
variable. basada en sensible a
antraciclinas. quimioterapia

Mejor prognosis

para Luminal A Generalmente

mala prognosis.

con derivados de
platino e
inhibidores
PARP.
Generalmente
mala prognosis

Fuente: Adaptado de Schnitt, S. J. (2010). Classification and prognosis of invasive
breast cancer: From morphology to molecular taxonomy. Modern Pathology.
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2.2.3. Tratamiento quimioterap¥utico

2.2.3.1.

2.2.3.2.

Quimioterapia adyuvante

La quimioterapia adyuvante es el tratamiento administrado luego de la
resecciAh del tumor, con la finalidad de eliminar los rezagos de tejido
tumoral que puedan quedar en el organismo y micromet®tasis que pueda
haberse desarrollado a partir del tumor primario (Cardoso et al., 2019;
Senkus et al., 2015). La finalidad de este tratamiento es aumentar la
probabilidad de que el paciente pueda sobrevivir m®& tiempo sin
recurrencia de la enfermedad. E ste tratamiento puede estar acompa; ado
de terapia biol Agica con trastuzumab y/o pertruzumab (para tumores con
sobreexpresiAh de HER2)(Swain et al., 2015; von Minckwitz et al.,
2017), palbociclib (para tumores con sobreexpresiAh de CDK4 y/ 6)
(Bradley etal., 2015), radioterapia en lazona donde se desarrol| Ael tumor
primario (van Maaren et al., 2016) y adicionalmente puede estar seguido
por tratamiento con inhibidores de aromatasa como el anazatrazol (para

tumores positivos para receptores hormonales)(Turner et al., 2015).

Quimioterapia neocadyuvante

La quimioterapia neoadyuvante es el tratamiento que es administrado
previo a la cirug®a del tumor, en pacientes con c®cer localmente
avanzado y aquellos que requieran una reducciAh del tama;o tumoral
previo a la resecciAh del mismo (Masood, 2016). Si la combinaciAn de
agentes quimioterapfuticos no funciona y el tumor no se reduce en
volumen o continf3a desarroll@&dose se tienen dos opciones, cambiar de
esquema de quimioterapia o realizar la cirug®a (L ebert et al., 2018; Untch
etal., 2014).

2.2.4. Reacciones adversas de la quimioterapia

El tratamiento quimioterapfutico se enfoca en interferir con el ciclo celular

mediante su interacciAh con ADN/ARN y su metabolismo/reparaciAp, y puede

ser agrupado segRn el tipo de molftula que se usa en: agentes alquilantes,

alcaloides, antibiAticos y antimetabolitos.

Este tipo de tratamiento est®asociado a numerosos efectos adversos, los cuales

incluyen s°ntomas de toxicidad temprana (inmediata) y tard®a (crAnica), con una

intensidad variable desde grado 1 (bajo) hasta un grado potencialmente

mortal/incapacitante (Schirrmacher, 2019).
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Tabla 3. E fectos adversos tempranos y tard°os de la quimioterapia.

E fectos adversos tempranos (0 -6 E fectos adversos tard°os (6 meses

meses) en adelante)
Citopenias Cardiomiopata
Fatiga DisfunciAb neurocognitiva
Alopecia Impacto psicosom®ico
Dolor mRBsculo-esquel ftico Menopausia tard°a
Neuropat’a perif€fica PSrdida de |a fertilidad
DisfunciAf neurocognitiva Neuropat®a perif€fica

Fuente: Adaptado de Schirrmacher, V. (2019). From chemotherapy to biological therapy:
A review of novel concepts to reduce the side effects of systemic cancer treatment

(Review). International J ournal of Oncology.

Dependiendo del tipo de agente quimioterap§utico administrado tenemos efectos

adversos especficos:

La administraciAh de antraciclinas como epirrubicina y doxorrubicina causa
cardiotoxicidad, y particularmente a dosis elevadas causas p¥rdida de la funciAh
cardiaca, a menudo en grado subcl®nico, asimismo la terapia biolAgica con
trastuzumab, enfocado en el bloqueo de receptores HER2, es altamente
cardiotAkica particularmente cuando se administra con antraciclinas (Perez et al.,
2008).

La administraciAh de quimioteraputicos derivados del platino causa m® de 40
efectos adversos conocidos, los cuales pueden dividirse en 7 categor®as:
nefrotoxicidad, ototoxicidad, neurotoxicidad, cardiotoxicidad, toxicidad
hematol Agica, hepatotoxicidad y toxicidad gastrointestinal (Tabla 4) (Oun et al.,
2018).
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2.2.5.

Tabla 4. ClasificaciAn y principales efectos adversos del tratamiento con

agentes quimioterap¥uticos derivados del platino.

Categor’as E fectos adversos

Nefrotoxicidad Da; o renal agudo
Hipomagnesemia

S°ndrome de Falconi

Ototoxicidad Perdida permanente de audiciAn
Otalgia
Neurotoxicidad Neuropat’a perif¥fica
Parestesia
Cardiotoxicidad Arritmias

Isquemia cardiaca

Angina

T oxicidad hematol Agica L eucopenia
Neutropenia
Trombocitopenia

Anemia

Hepatotoxicidad DilataciAn sinusoidal y obstrucciAn

Hiperplasia nodular

Toxicidad Gastrointestinal N®seas y vAmitos
Dispepsia

Fuente: Adaptado de Oun, R., Moussa, Y. E., & Wheate, N. J. (2018). The side
effects of platinum-based chemotherapy drugs: A review for chemists. In Dalton

Transactions.

Deterioro cognitivo asociado a quimioterapia

El sistema nervioso es vulnerable alos efectos inespec®ficos de la quimioterapia
y posee una baja capacidad de recuperaciAf debido a su naturaleza de c§Julas no
proliferativas, en primer lugar estas carecen de algunos mecanismos de
reparaciAh de ADN, haci¥hdolas m® susceptibles al da;o y a la apoptosis, por
otro lado, estas clulas tienen un sistema desarrollado de microt3bulos a trav¥s
del cual llevan las se;ales para ejercer su funciAh comunicativa con otras

neuronas, lo que las hace particularmente susceptibles a agentes
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2.2.6.

quimioterapYuticos desestabilizadores de microtf3bulos como los taxanos (B. T.
Chen et al., 2020; Nguyen & Ehrlich, 2020).

El deterioro cognitivo asociado a quimioterapia es un efecto adverso del
tratamiento con estos f®macos los cuales causan una serie de problemas a nivel
cognitivo, siendo las m® frecuentes | as alteraciones en la memoria de corto plazo,
memoria de trabajo, y habilidad verbal, y con menor frecuencia la alteraciAn de
la memoria visuo-espacial, y atenciAp, los cuales pueden persistir hasta varios
a; 0s terminado el tratamiento antineopl®ico (Hedayati et al., 2012; K oppelmans
etal., 2012).

Reportes de diferentes autores detallan que las ®eas cognitivas m® afectadas son
generalmente |a atenci/Ah, memoria, funciAh ejecutivay procesamiento cognitivo,
al comparar poblaciones de pacientes sometidos a quimioterapia con una
poblaciAn control (Ahles etal., 2012; X. Chen et al., 2013; Ibrahim et al., 2021).

Herramientas de mediciAn de la funciZh cognitiva

L a aplicaciAn de tests cognitivos que abarquen la mediciAn funcional de las ®eas
afectadas es trascendental para una detecciAh precisa. En la poblaciAn de estudio,
se utilizaron los tests cognitivos: IFS (INECO Frontal Screening), ACE
(Addenbrooke’s Cognitive Examination) y FER (Test de reconocimiento de
enmociones).

El test cognitivo IFS evalfa la funciAn ejecutiva, la cual es llevada a cabo por la
corteza pre-frontal, ®ea involucrada en varios desAdenes neurolAgicos y
psiqui@®ricos (Gleichgerrcht et al., 2011; Teresa Torralva et al., 2009) y ha sido
validada previamente en nuestra poblaciAn (Custodio et al., 2015) en la cual se
determin/que presenta una alta sensibilidad y especificidad.

La prueba ACE es una herramienta de evaluaciAn cognitiva creada para detectar
deterioro cognitivo leve (MCI) (Y oshida et al., 2012) y ha sido validado
previamente en nuestra poblaciAf, comprobando su practicidad y utilidad para la

discriminaciAn de demencia incipiente y depresiAn (Herrera-P¥rez et al., 2013).

El test cognitivo FER evalRa el dominio de cogniciAn social, la integraci/nh de
procesos mentales que permiten la interacci/h entre personas, y abarca el
reconocimiento de expresiones faciales, teor’a de la mente y empat®a. La prueba
consiste en el reconocimiento de expresiones faciales que denotan 4 emociones:
felicidad, sorpresa, iray tristeza.
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2.2.7. Componente genftico asociado a deterioro cognitivo

Se han propuesto diferentes mecanismos que puedan causar el deterioro cognitivo
asociado a la quimioterapia en pacientes con c®:cer, entre los cuales est® la
neuroinflamaciAp, atrofia de hipocampo, reducciAh de la concentraciAh de
neurotransmisores, y reducciAh de materia gris cortical, adem® l|a presencia de
polimorfismos en genes que participan en el desarrollo y metabolismo neuronal,
como el polimorfismo rs6265 (V al66Met) en el gen BDNF, el cual produce una
alteraciAn en la traslocaciAn subcelular de la prote°na traducida causando una
reducciAh de los niveles de esta, estar’a asociado al desarrollo de deterioro
cognitivo (Jehn et al., 2015; Zimmer et al., 2015), esto se observ/Ade igual forma
en una muestra de pacientes con enfermedad de Parkinson, en la que encontraron
asociaciAn entre el polimorfismo rs6265 y el deterioro cognitivo (Altmann et al.,
2016). Asimismo, pacientes portadores de la variante alélica ‘A’ presentan un
riesgo mayor de progresiAn de declive cognitivo subjetivo a deterioro cognitivo
leve, y de deterioro cognitivo leve a enfermedad de Alzheimer, pero solo en la
poblaciAh femenina (Bessi et al., 2020). Adem®, en pacientes con deterioro
cognitivo leve, aquellos que presentan la variante al9lica ‘A’ presentaron un
riesgo mayor de progresiAnh de la enfermedad que los no portadores (“GG”)
(Forlenza et al., 2010).

Es probable que polimorfismos en genes asociados a enfermedades
neurodegenerativas, como APOE, puedan ser predictores del desarrollo de
deterioro cognitivo en pacientes que reciben tratamiento quimioterap§utico
(Ahles et al., 2003; Mandelblatt et al., 2018). Reportes previos se;alan que
individuos con el alelo €4 presentan un rendimiento cognitivo menor comparado
en poblaciones sanas, con deterioro cognitivo leve y con enfermedad de
Alzheimer (Fan etal., 2019). Se ha reportado tambi¥h que los portadores del alelo
€4 presentan el doble de riesgo de presentar deterioro cognitivo leve (Albert et
al., 2014), y en poblaciones con deterioro cognitivo leve, los portadores del alelo
€4 tienen menos capacidad para memorizar y realizar actividades funcionales, as°
como atrofia del hipocampo (Farlow et al., 2004). La regiAnh promotora de este
gen tambifh ha sido analizada, siendo el polimorfismo rs405509 el m®
estudiado, se; al®&dose que los individuos con ambos alelos (‘TT’) presentaron
una disminuciAh de la funciAh cognitiva en ®eas como memoria episAglica,
funciAn ejecutiva (Shu et al., 2015), asimismo individuos de edad avanzada con
este genotipo presentaron una disminuciAh m®& r®ida de la capacidad cognitiva
relacionada a la edad (Chang et al., 2017), los resultados de ambos estudios se

dieron independientemente del alelo de APOE de los individuos.
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3. HIP®TESIS

Ha: Las variantes al9Jicas en los genes APOE y BDNF est® asociadas al desarrollo de
deterioro cognitivo en pacientes peruanas con c®cer de mama que reciben
quimioterapia adyuvante.

Ho: Las variantes al9Jicas en los genes APOE y BDNF no est® asociadas al desarrollo
de deterioro cognitivo en pacientes peruanas con c®cer de mama que reciben

quimioterapia adyuvante.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

» Determinar la asociaciAn entre las variantes alflicas en los genes APOE y
BDNF y el desarrollo de deterioro cognitivo en pacientes peruanas con

c®cer de mama tratadas con quimioterapia adyuvante.

4.2. Objetivos espec°ficos

» Identificar las variantes en el gen APOE presentes en las pacientes con
c®cer de mama evaluadas.

> Identificar las variantes en el gen BDNF presentes en las pacientes con
c®cer de mama evaluadas.

» Evaluar la asociaciAn entre la presencia de variantes al9licas en los genes
APOE y BDNF para desarrollar deterioro cognitivo en las pacientes con
c®cer de mama tratadas con quimioterapia adyuvante.

» Determinar diferencias entre los puntajes obtenidos por los pacientes en cada

evaluaciAh cognitiva homocigoto silvestre y pacientes con alelo mutante.
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5. MATERIALESY M8TODOS

5.1. Lugar de ejecuciAn del estudio
El estudio cl°nico y molecular se realiz&en el Laboratorio de Biolog®a Molecular del
Banco de Tejidos Tumorales del Instituto Nacional de E nfermedades neopl ®icas.

5.2. Tipoy dise; o del estudio
Tipo de investigaciAn asociativa.

Dise¢ 0 no experimental, tipo casos con control interno (solo pacientes).

5.3. Universo
Pacientes mujeres diagnosticadas recientemente con c®cer de mama en el INEN entre

eneroy marzo del 2019.

5.4. PoblaciAn y muestra de estudio

L a identificaciAh de candidatas se llev/Aa cabo utilizando la base de datos del INEN, se
seleccionaron todas las pacientes con c®cer de mama cuyo esquema de tratamiento sea
Rnicamente quimioterapia, luego ¥tas fueron contactadas para invitarlas a participar en
el estudio.

De las pacientes participantes, se seleccion/una muestra de aquellas que cumpl®an con
los criterios de inclusiAh y que hayan firmado el consentimiento informado aprobado
por el comit9] de Stica institucional. Las pacientes que contaban con algRn criterio de

exclusiAn o eliminaciAn fueron retiradas del estudio.

i.  Criterios deinclusiAn:
Muijeres mayores de 18 a; os diagnosticadas con c®cer de mama.

b. Pacientes con diagnAstico confirmado de c®cer de mama por anatom‘a
patol Agica.

c. Presentar valores normales de hormona estimulante de la tiroides (TSH),
tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), vitamina B12 (Indicadores de funciAh
cognitiva normal)

d. Adecuada funciAh hep®ica, renal y cardiaca.

e. Contar con muestra de sangre antes de iniciar tratamiento y a los 9 meses de
haber iniciado el tratamiento.
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ii. Criterios de exclusiAn:;

Presencia de met®tasis.

o o

Alg3n tipo de desorden neurol Agico.

Presentar algfn tipo de enfermedad autoinmune.
Pacientes embarazadas.

Si reciben tratamiento adicional.

- oo n

Pacientes con estado depresivo, (Inventario de depresiAn de Beck)

iii.  Criterios de eliminaciAh
a. Material biolAgico insuficiente.
b. EvaluaciAn de funciAn cognitiva incompleta.

L a informaciAn cl°nico-patol Agica de cada paciente fue obtenida a trav¥s de la revisiAn
de las historias cl°nicas.

5.5. EvaluaciAn de la funciAp cognitiva

La funciAn cognitiva fue evaluada aplicando tres pruebas previamente validadas en la
ciudad de Lima: Addenbrooke’s Cognitive Examination (ACE), el INECO frontal
screening (IFS) y el Facial Emotion Recognition (FER) (Custodio et al., 2015, 2016)
entres cortes de tiempo, EO (A ntes de la quimitoerapia), E1 (A la mitad del tratamiento)
y E2 (terminada la quimioterapia). En cada corte se aplicaron los mismos tests a cargo
de dos psicAtogas capacitadas en el Instituto Peruano de Neurociencias. L as preguntas
incluidas en cada test son preguntas estandarizadas para medir y analizar el rendimiento
cognitivo de ®eas especficas.

5.5.1. Tests cognitivos

Las preguntas del test ACE evall3an seis ®eas cognitivas: OrientaciAn (10 pts.),
atenciAn (8 pts.), memoria (35 pts.), fluencia verbal (14 pts.), lenguaje (28 pts.) y
habilidades visuo-espaciales (5 pts.) con un puntaje total de 100.

El test IFS evall3a las funciones ejecutivas e incluye 8 subtests: ProgramaciAn
motora (3 pts.), control motor inhibitorio (3 pts.), instrucciones conflictivas (3
pts.), recuento de d°gitos en orden inverso (6 pts.), memoria de trabajo espacial
(4 pts.), memoria de trabajo verbal (2 pts.), capacidad de abstracci4n (3 pts.) y

control inhibitorio verbal (6 pts.) con un puntaje total de 30.

Finalmente, el test FER evalRa la habilidad de reconocer emociones mediante el
reconocimiento de expresiones faciales, |as preguntas son de opciAh mi3tiple en
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la cual al paciente se le muestran fotos de expresiones faciales y debe marcar la

opciAh que considere representa |a expresiAn facial mostrada.

5.6. An®isis Molecular

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

E xtracciAn y conservaciZn de la sangre

L a sangre fue colectada por flebotom®a por un profesional capacitado del Banco
de Sangre del INEN, las muestras se colectaron en tubos Vacutainer+ con
EDTAK: y se homogenizaron por inversiAh. A partir del tubo primario se
dispens/E500 1 L de sangre total en criotubos de 2.0 mL, los cuales fueron
almacenadas en una congeladora a -20 éC en el Banco de T ejidos Tumorales del
INEN (BTT) hasta el momento de ser procesados.

El dosaje de la hormona estimulante de la tiroides (TSH), tiroxina (T4),
triyodotironina (T3) y vitamina B12, se realiz& como un servicio por un
laboratorio certificado externo.

ExtracciAh de ADN

L a extracciAn de ®ido desoxirribonucleico (ADN) se realiz/a partir de la sangre
total congelada usando el kit comercial “High Pure PCR Template Preparation
Kit - Roche Life Science”. La calidad del ADN obtenido se evalué utilizando el
NanoDrop™ 2000c y se verificAHa integridad mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% en buffer TAE 1X. Las muestras de ADN fueron almacenadas a -
20 tC hasta su uso.

AmplificaciAnh de los genes BDNF y APOE.

L a regiAh que contiene el polimorfismo V al66Met (G>A), variante rs6265 en el
gen BDNF se amplificE haciendo uso de los cebadores forward: 5°-
GGACTCTGGAGAGCGTGAA-3 y reverse: 5'-
CGTGTACAAGTCTGCGTCCT-3 (Tabla5), descritos previamente (Ng et al.,
2017).
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Tabla 5. Secuencia de los cebadores usados para la amplificaciAn del gen
BDNF.

Gen Sentido Secuencia (5°- 3°)
BDNE Forward GGACTCTGGAGAGCGTGAA
Reverse CGTGTACAAGTCTGCGTCCT

El mix de PCR se compuso de 12.5 pL de “Q5 ® High-Fidelity 2X Master Mix -
New England Biolabs™, 1.25 pL de primer forward, 1.25 pL de primer reverse, 8
I L de agua ultrapuray 21 L de ADN (25 ng/ L) (Tabla 6), y el programa de
amplificaciAn fue el siguiente: DenaturaciAh inicial a 98éC por 30 segundos,
seguido de 30 ciclos a: 98éC por 10 segundos, 62 éC por 10 segundos, 72éC por
10 segundos, y finalmente una extensiAn final a 72éC por 2 minutos (Tabla 7).

L os productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en agarosa al
2% te;ido con 20 1 L de colorante de ®idos nucleicos Nancy-520 (Sigma), en
cada corridase usA5 | L de cada muestra combinadacon 11 L de L oading Buffer
6X (Thermo Scientific) las cuales fueron corridas a 90 V por 40 minutos. L os

geles fueron visualizados en un transiluminador de luz azul.

Tabla 6. Protocolo de amplificaciAn para el gen BDNF.
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Tabla 7. Programa de amplificaciAn para el gen BDNF

Temperatura Tiempo Ciclos

98 °C 30 seg 1

98 °C 10 seg

62 °C 10 seg 30
72°C 10 seg

72°C 2 min 1

12°C oo -

Para el gen APOE, se amplificZ la regiAh que contiene las variantes rs429358,
rs7412 y que determinan los alelos €2, €3 (silvestre) y €4 haciendo uso de los
cebadores forward: 5°- AGCCCTTCTCCCCGCCTCCCACTGT -3’ y reverse:
5'- TCCGCCACCTGCTCCTTCACCTCG -3 (Tabla 8), descritos previamente
(Zhong et al., 2016),

Tabla 8. Secuencia de los cebadores usados para la amplificaciAn del gen
APOE.

Gen Sentido Secuencia (5°- 3°)
APOE Forward AGCCCTTCTCCCCGCCTCCCACTGT
Reverse TCCGCCACCTGCTCCTTCACCTCG

El mix de PCR se prepar/&haciendo uso de 12.5 pL de “Q5 ® High-Fidelity 2X
Master Mix - New England Biolabs”, 1.25 pL de primer forward, 1.25 puL de
primer reverse, 81 L de agua ultrapuray 21 L de ADN (25 ng/i L) (Tabla9). El
programa de amplificaciAh usado fue el siguiente: DenaturaciAn inicial a 98éC
por 30 segundos, seguido de 30 ciclos a: 98éC por 10 segundos, 68 éC por 10
segundos, 72éC por 8 segundos, y finalmente una extensi/An final a 72éC por 2
minutos (T abla 10).

L os productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en agarosa al
2% tegido con 20 1 L de colorante de ®&idos nucleicos Nancy-520 (Sigma), en
cada corridase usA5 1 L de amplicAh combinado con 11 L de L oading Buffer 6X
(Thermo Scientific), y fueron corridas a 90 V por 40 minutos. L os geles fueron

visualizados en un transiluminador de luz azul.
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Tabla 9. Protocolo de amplificaciAn para el gen APOE
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Tabla 10. Programa de amplificaciAn para el gen APOE
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5.6.4. Secuenciamiento de los genes BDNF y APOE
Se enviaron en total 88 productos de PCR a una empresa extranjera para el
secuenciamiento capilar (Sanger autom®ico) en ambos sentidos. Los
electroferogramas y secuencias obtenidas se analizaron mediante el uso del
programa bioinform®ico BioEdit v.7.0.5 para visualizar, curar las secuencias y

determinar los genotipos y alelos de cada paciente.
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5.6.5. An®isis E stad®stico
La informaciAn obtenida de la encuesta cl®nica, test cognitivo y resultados de
laboratorio fueron ingresadas en el programa Excel (Microsoft office) y
analizados en el programa estad’stico R studio.

Con el fin de valorar la relaciAh de los esquemas de quimioterapia con los
puntajes de los test se definen tres grupos de pacientes, para cada evaluaciAp,
segln si recibieron Adriamicina y Ciclofosfamida (AC) + Paclitaxel, recibieron
solo AC o recibieron otros esquemas (que incluyen solo Paclitaxel, o esquemas
con Docetaxel, Ciclofosfamiday Capecitabina); y se comparan los puntajes entre
los grupos y los puntajes entre evaluaciones en cada grupo.

L os genotipos se determinaron en las 88 muestras secuenciadas para ambos genes
y los an®isis estadsticos siguientes consideraron solo a las pacientes que
concluyeron los tests cognitivos, dando un total de 73 pacientes incluidas paralos
an®isis comparativos y de asociaciAn.

El puntaje de cada test se calcul Acomo el nBmero total de preguntas correctas y
el fenotipo se dicotomiz/AsegRn si |a paciente aument/el puntaje o disminuyAsu
puntaje segl3n su test basal (E0) y si porta o no, al menos un alelo mutante rs6265
en el gen BDNF. Se consider/£a las pacientes con deterioro cognitivo post-
quimioterapia a las que disminuyeron su rendimiento en cada test en al menos 1
punto entre el puntaje obtenido en el corte E2 (Test Post-Quimitoterapia) y el
puntaje obtenido en el corte EO (Test Basal). A partir de estos datos categAticos
se calcul Ael “Odds Ratio” (OR) para determinar si |a presencia del alelo mutante
rs6265 del gen BDNF representa una probabilidad mayor de desarrollar deterioro

cognitivo.

Se realiz/&el an®isis de normalidad de los puntajes y de los datos genot®picos
haciendo uso de la prueba Shapiro-Wilk. Las diferencias entre evaluaciones EQ
(Test Basal), E1 (Test durante el tratamiento quimioterapeftico) y E2 (T est Post-
Quimioterapia) seglRn puntaje (Test IFS, ACE, FER y puntaje conjunto de los 3
tests) y segl3n genotipo (GG y GA+AA), se probaron con los test no param€tricos
de Wilcoxony Mann-W hitney, respectivamente, con correcciAh de Holm para la
determinaciAn del p-valor ajustado.

Se consider&£un p < 0.05 para determinar si existe una diferencia o relaciAn

significativa entre los datos analizados.
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6. RESULTADOS

6.1. Muestra de estudio
La muestra inicial fue de 124 pacientes mujeres con c®cer de mama evaluadas. El
esquema de quimioterapia m®& frecuente fue el Adriamicina Ciclofosfamida (AC) +
Paclitaxel, recibido por 71 (57.3%) pacientes; y el nBmero promedio de ciclos recibidos
fue 10.8 (Tabla 11).

Tabla 11. Esquemas y ciclos de quimioterapia de las pacientes evaluadas.

E squemas N (%)
AC + Paclitaxel 71 (57.3)
AC 11(8.9)
Docetaxel 7 (5.6)
AC + Docetaxel 5(4.0)
AC + Paclitaxel + Docetaxel 5(4.0)
Paclitaxel 4(3.2)
Ciclofosfamida + D ocetaxel 4(3.2)
Paclitaxel + Docetaxel 2(1.6)
Ciclofosfamida 2(1.6)
AC + Paclitaxel + Capecitabina 1(0.8)
Solo terapia hormonal 6 (4.8)
Noiniciaron QT 6 (4.8)
Ciclos (N=112) [promedio, (DE)] 10.8 (5.3)

QT: quimioterapia; DE: desviaciAn
est@dar.

6.2. EvaluaciAn cognitiva
En cada evaluaciAn realizada despu€s del inicio del tratamiento con quimioterapia se
definieron dos grupos segfRn el aumento (grupo de pacientes (+)) o disminuciAn (grupo
de pacientes (-)) del puntaje respecto ala eval uaciAh anterior; ambos grupos se comparan
en relaciAn con los ciclos de quimioterapia que fueron recibiendo hasta la evaluaciAn
correspondiente.
Posibles diferencias entre evaluaciones sucesivas fueron evaluadas estad’sticamentey se

consider/un valor p<0.05 para una diferencia o relaciAn significativa.
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La primera comparaciAn se realizAentre cortes de tiempo EO (Corte basal, antes de
iniciar el tratamiento con quimioterapia, E1 (Primer corte: durante el tratamiento y
E2(Segundo corte: Finalizado el tratamiento), seglRn el test aplicado, y se observa que
para cada uno de los test hay un aumento significativo de los puntajes promedio de cada
evaluaciAh tomada con respecto al punto anterior, en todos los casos se obtuvieron
diferencias significativas para las comparaciones entre los cortes EO-E1y EO-E2, para
el test ACE se obtuvo diferencia significativa tambi¥n para la comparaciAnh E1-E2
(Figuras 3, 4y 5).

Distribucién de puntajes del test IFS por corte
(2)=27.86.p=8.91e-07. &> =0.08. Closs, [0.03. 1.00], n s = 333

7
Liruskal-walis ordinal
Piici-ag, = 4-376-08

Obm-as = 1.948-04

na
o

o)

PUNTAJE IFS
=

IFS_0 IFS_1 IFS_2
(n = 741) {n=T115) (=77
CORTE

Figura 3. DistribuciAn de los puntajes obtenidos por las pacientes para el test IFS
segRn corte. Se muestran solo las comparaciones significativas entre cortes (p <
0.05). Leyenda: Punto rojo (Mediana), Amplitud (Densidad de muestras)
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Figura 4. DistribuciAn de los puntajes obtenidos por las pacientes para el test ACE

segln corte. Se muestran solo las comparaciones significativas entre cortes (p <

0.05). Leyenda: Punto rojo (Mediana), Amplitud (Densidad de muestras)

Distribucion de puntajes del test FER por corte
(2)=38.14,p=5.23e-09. 8> =0.11, Clggy, [0.07. 1.00], nops = 333

2
Licruskal-walls ordinal
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Picimeag = 1.10-05
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Figura 5. DistribuciAn de los puntajes obtenidos por las pacientes para el test FER
segl3n corte. Se muestran solo las comparaciones significativas entre cortes (p <
0.05). Leyenda: Punto rojo (Mediana), Amplitud (Densidad de muestras)



Con el fin de valorar la relaciAn de los esquemas de quimioterapia con los puntajes de los
test se definieron tres grupos de pacientes para cada evaluaciAn, seglin si recibieron
Adriamicina y Ciclofosfamida (AC) + Paclitaxel, recibieron solo AC o recibieron otros
esquemas (que incluyen solo Paclitaxel, o esquemas con Docetaxel, Ciclofosfamida y
Capecitabina); y se compararon los puntajes entre los grupos y los puntajes entre
evaluaciones en cada grupo, observando un aumento leve de puntajes promedio con
respecto a la evaluaciAn anterior (Tabla 12).

Para el test IFS, la comparaci/h de puntajes promedio entre cortes EO y E1 mostr&
diferencia significativa entre las pacientes que recibieron los esquemas AC y Otros. Con
respecto al test FER, se observ/diferencia significativa entre cortes EQ y E1 solo para el
esquema AC, mientras que para el esquema Otros, la diferencia fue significativa para la

comparaciAn con los esquemas AC + Paclitaxel y AC.

Tabla 12. ComparaciAn de los puntajes del IFS, FER y ACE segl3n esquema.

IFS FER ACE
AC + AC Otros AC + AC Otros AC + AC Otros
Paclitaxel Paclitaxel Paclitaxel
EO, 20.2(3.9) 18.7(2.8) 20.1 (3.0 25.9(3.6) 23.1(5.9) 25.5(44) 84.5(7.5) 80.2(10.2) 84.3(7.6)
N=112
E1, 21.0(3.2) 22.0(2.8) 21.6(2.1) 27.1(3.8) 28.8(24) 26.9(3.3) 86.7 (7.0) 87.1(7.4) 88.3(5.8)
N=97 + T T * # T

V alores: Promedio (DesviaciAh est&dar). AC= Adriamicina-Ciclofosfamida. * Diferencia significativa entre grupos,
p<0.05.
t Diferencia significativa con la evaluaciAh anterior, p<0.05

Con respecto a la diferencia de puntajes individuales entre cortes, para la comparaci/Anh de
cortes E 1-EO, se observa que para todos los tests cognitivos, la proporciAnh de pacientes
que obtuvieron un puntaje mayor es mayor que la de las pacientes que presentaron una
disminuciAh de puntaje. En cuanto a la comparaciAn entre cortes E2-EQ, se observa un
aumento de la proporciAh de pacientes que presentan una disminuciAh de puntaje,
mientras que la proporciAh de pacientes que presentan un aumento de puntaje fue menor

en comparaciAn con la diferencia de puntajes E1-E2 (Tabla 13).
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Tabla 13. ComparaciAn de los grupos de pacientes con aumento o disminuciAn de

puntajes segl3n evaluaciones cognitivas.

T est cognitivo Diferencia entre Diferencia entre evaluaciones
evaluacionesE1y EOQ E2yEO
(n=124) (n=73)

DisminuciAnh Aumento DisminuciAnh Aumento (+)

(-) (+) ()

IFS 34 (27.8%) 90 (72.2%)  28(38.35%) 45 (61.65%)
FER 28 (22.7%) 96 (77.3%)  31(42.47%) 42 (57.53%)
ACE 34 (27.8%) 90(72.2%)  32(43.84%) 41 (56.16%)

6.3. Extracci/h de ADN
Se extrajeron |a totalidad de muestras de ADN de las pacientes con el kit High Pure PCR
Template kit de Roche. La concentraciAh y pureza del ADN obtenido a partir de las
muestras de sangre total congelada de las pacientes fue medida en Nanodrop™ 2000c,
siendo las concentraciones promedio de 91.4 ng/ L, una concentraciAnh alta para las
subsiguientes reacciones de PCR por lo que cuales se tuvieron que realizar diluciones

para una concentraci/An final de 25 ng/i L.

L os ratios de absorbancia a 260/280 fueron los esperados, la mayor°a de muestras ten’a
una excelente calidad con valores entre 1.8 y 2.0, lo cual indica que no existe
contaminaciAh con prote’nas. Asimismo los ratios de absorbancia a 260/230 fueron
mayormente aceptables, con valores por encima de 1.8, sin embargo se obtuvieronvarios
valores por debajo del umbral, 1o que indica generalmente que hay contaminaciAn por
compuestos org®icos, sin embargo al no usarse estos reactivos se concluy&que existen
restos de s°lice provenientes de las columna del kit, al centrifugar las muestras por 30
segundos a 8 000 RPM para que precipiten y volver a cuantificar, los valores obtenidos
se encontraban por encima de 1.8, por lo que para las reacciones de PCR se realiz/este
procedimiento previo con la finalidad de evitar contaminaciAh y una posible inhibiciAh
de la reacciAn.

Para evaluar la integridad de las muestras de ADN se corri&5I L de cada muestra en
agarosa al 1%. Los resultados se muestran en la figura 6, en la cual se puede observar
una banda muy intensa correspondiente al ADN gen/mico °ntegro, debajo de la misma

se observa ADN degradado en poca cantidad, esto debido a que se usaron muestras de
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sangre total congeladas a -20 éC por un tiempo, por lo que al ser descongeladas para su

procesamiento se perdi/algo de ADN sin embargo es m°nimo.

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de 6 muestras de ADN

obtenidas a partir de sangre total congelada (carriles 1 al 6).

6.4. AmplificaciAnh de los genes BDNF y APOE.
El gen BDNF se amplificZhaciendo uso del kit Q5 + High-Fidelity 2X Master Mix -
New England Biolabs con el protocolo descrito en la tabla 9. Los par®netros del
termociclador se muestran en la tabla 10.
Los productos de PCR obtenidos para el gen BDNF tienen un peso de 159 pares de
bases, la Figura 7 muestra una corrida electrofor€tica en gel de agarosa al 2% en buffer
TAE 1X de 6 amplicones en la cual se observan bandas con una buena intensidad

cercanas a la banda de 200 pb del marcador de peso molecular.

. -600 pb

-200 pb
-100 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X.
AmplificaciAnh del gen BDNF de las pacientes mujeres con c@®tcer de mama.
Producto de PCR = 159 pb. 1-3: Muestras de PCR, 4: Control Negativo, 5: ADN
genAiico, M: Marcador 100 pb.
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L os productos de PCR obtenidos para el gen APOE tienen un peso de 588 pares de bases,
la figura 8 muestra una corrida electroforftica en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X
de 6 amplicones en la cual se observan bandas con una buena intensidad cercanas a la

banda central de 600 pb del marcador de peso molecular.

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1X de la

amplificaciAh del gen APOE de las pacientes mujeres con c®icer de mama.

Producto de PCR = 588 pb. 1-3: Muestras, 4: Control Negativo, 5: ADN
genAiico, M: Marcador 100 pb.

6.5. Secuenciamiento de los genes BDNF y APOE
Se secuenciaron los productos de PCR (20 uL) en ambos sentidos mediante la empresa
Macrogen (EE. UU.), los cebadores se usaron a una concentraciAh de 5 pmol/ L.

La figura 9 muestra dos secuencias nucleot°dicas obtenidas del gen BDNF, en la figura
9.A se puede observar un individuo heterocigoto para el polimorfismo rs6265, y en la
figura 9.B un individuo homocigoto normal. La frecuencia de la variante al9lica rs6265
(alelo ‘A”) fue de 0.1705 en la poblaciAh de estudio, con una frecuencia genotpica de
homocigotos silvestres de 0.8295, heterocigotos de 0.1519 y de homocigotos mutantes
de 0.0114% (T abla 14).
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Figura 9. Electroferograma de dos secuencias del gen BDNF. A. Genotipo
heterocigoto (A/G) para el polimorfismo ValééMet (rs6265). B. Genotipo

homocigoto silvestre (G/G).

Tabla 14. Frecuencias genot°picas del polimorfismo rs6265 en la muestra estudiada

Frecuencia genot°pica
N G/G G/A A/A

PoblaciAn analizada 88 0.8295(73) 0.1591(14)  0.0114(1)

La figura 10 muestra una secuencia nucleotdica obtenidas del gen APOE, en la que se
observan dos ®eas sombreadas correspondientes a los sitios polim/Aficos rs429358 y
rs7412, respectivamente, se observan las bases de referencia, de un individuo
homocigoto para el alelo silvestre €3. La frecuencia del alelo €3 fue de 100% en la
poblaciAn de estudio (Tabla 15).

A G 6 A€ G T G EoEN G € I & A € € T G €© A G A FEASG C
MMMWM

Figura 10. E lectroferograma de una secuencia del gen APOE, se muestran resaltadas
las posiciones de los sitios polimAficos rs429358 (izquierda) y rs7412 (derecha). E|
genotipo es homocigoto para el alelo silvestre €3 (homocigoto silvestre para ambos

sitios polimAficos).
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Tabla 15. Frecuencias al9Jicas del gen APOE

Frecuencia genot°pica
N e2/e3 e3/e3 e3/c4 ed/cd

PoblaciZn

; 88 0.00 1.00 0.00 0.00
analizada

6.6. An®isis estad’stico

6.6.1.

6.6.2.

Test de Hardy-Weinberg

Se calcul Ael test de Hardy-W einberg para determinar si |a poblaciAn se encuentra
en equilibrio para el polimorfismo rs6265 del gen BDNF, ya que fue el Bnico
polimorfismo detectado en las regiones de los genes BDNF y APOE analizadas
por secuenciamiento capilar. El an®isis report£un p =0.334 (p > 0.05), por lo

que se concluye que la poblaciAh se encuentra en equilibrio.

Odds Ratio segfn test

Los datos obtenidos fueron organizados en tablas de contingencia agrupados
seglRn si hubo presencia de deterioro cognitivo (definiendo presencia de deterioro
cognitivo a las pacientes que presentaron una disminuci/Ah de al menos 1 punto
con respecto a la evaluaciAn basal: E2 - EQ), o sin deterioro cognitivo (Control)
y segln genotipo (GG: homocigoto silvestre y GA + AA: heterocigotos y
homocigotos mutantes).

A partir de los datos de las tablas de contingencia se calcul £el Odds Ratio (OR),
con una significancia de 0.05, los resultados segRn test se muestran a

continuaci A

TEST IFS

L a tabla de contingencia muestra que hay una mayor cantidad de pacientes con
el alelo mutante A en el grupo control (9.59%) comparado al grupo que presento
deterioro cognitivo (4.11%) (Tabla 16). El an®isis de Odds Ratio (OR) report/&
el valor de 0.67 (< 1) con intervalo de confianza entre 0.13 y 2.75, y el p=0.558
(p> 0.05, no significativo) (Tabla 16).
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Tabla 16. Odds Ratio entre la presencia del polimorfismo rs6265 del gen

BDNF y deterioro cognitivo para el test IFS

Genotipo TEST IFS
OR (95% CI
BDNF Control DC P (55% €D
38 25
GG (52.05%)  (34.25%) ) 1.00
7 0
GA+AA (9.59%) 3(4.11%) 0.558  0.67(0.13-2.75)
Total 4 28

(61.64%)  (38.36%)

Leyenda: Control=A usencia de deterioro cognitivo, DC= Presencia de deterioro cognitivo.

TEST ACE

L a tabla de contingencia muestra que hay una cantidad menor de pacientes con
el alelo mutante A que presentaron deterioro cognitivo (5.48%) comparado con
el grupo control (8.22%), as® mismo la cantidad de pacientes con el alelo silvestre
en el grupo control (52.05%) es mayor a la de deterioro cognitivo (34.25%)
(Tabla 17). El an®isis de Odds Ratio (OR) mostr&el valor de 2.22 (> 1), sin
embargo, el intervalo de confianza se encuentra entre 0.56 y 9.89, y con un
p=0.227 (p > 0.05, no significativo) (Tabla 17).

Tabla 17. Odds Ratio entre la presencia del polimorfismo rs6265 del gen
BDNF y deterioro cognitivo para el Test ACE

Genotipo TEST ACE .
BDNF Control DC P OR (95% CI)
25
0, -
GG 38 (52.05%) (34.25%) 1.00
GA+AA 4 (8.22%) 6 (5.48%) 0.227 2.22 (0.56 - 9.89)
31
0
Total 42 (60.27%) (39.73%)

Leyenda: Control=A usencia de deterioro cognitivo, DC= Presencia de deterioro cognitivo.

TEST FER

La tabla de contingencia muestra que hay una cantidad mayor de pacientes con
el alelo mutante A en el grupo control (9.59%) comparado con los que
presentaron deterioro cognitivo (4.11%) (Tabla 18). El an®isis de Odds Ratio

(OR) muestra el valor de 0.51 (< 1) con intervalo de confianzaentre 0.10y 2.12,
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6.6.3.

valores que pasan por el valor 1, asimismo el p=0.342 (p > 0.05, no significativo)
(Tabla 20).

Tabla 18. Odds Ratio entre la presencia del polimorfismo rs6265 del gen

BDNF vy deterioro cognitivo para el test FER

Genotipo TEST FER .
BDNF Control DC P OR (95% CI)
29
0, -

GG 34 (46.58%) (39.72%) 1.00
GA+AA 7 (9.59%) 3(4,11%) 0342 0.51(0.10-2.12)
Total 41 32

Leyenda: Control=A usencia de deterioro cognitivo, DC= Presencia de deterioro cognitivo.

An®isis de puntajes por genotipoy corte
L os resultados de las comparaciones de los datos de puntajes segl3n genotipo y
corte se muestran en gr®icas a continuaci Ap:

TEST IFS

La comparaciAn de los datos de puntajes entre genotipos segf3n corte de estudio
se muestra en la figura 11, en las cuales se observa que no hay diferencia
significativa entre los puntajes del test IFS del corte basal (EQ), E1 (Durante la
quimioterapia) y E2 (Post-Quimioterapia) entre pacientes con el alelo mutantey
homocigoto silvestre (p > 0.05). Tambi¥h se puede observar que hay diferencia
significativa en cuanto a los puntajes obtenidos entre los cortes Basal-E 1 y Basal-
E2.
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Figura 11. Puntajes del test IFS obtenidos por las pacientes agrupadas por
corte entre los genotipos analizados GA/AA y GG. Se muestran las
comparaciones dentro de cada corte (entre genotipos) y entre cortes de estudio
(Basal, E1y E2). Se observan diferencias significativas entre cortes Basal-E1y
Basal-E2.

Leyenda: Prueba estad®tica Mann-Whitney. ns: no significativo. ***: p < 0.001

Se compar/&los puntajes del test IFS entre cortes de estudio y genotipo por
genotipo. Se observa en la figura 12, que existe diferencia significativa entre los
puntajes obtenidos entre los tests Basal-E1 y Basal-E2, en ambos grupos de
genotipos, asimismo no existe diferencia significativa entre los puntajes de los
tests E1-E2.
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Figura 12. Diagrama de los puntajes del test IFS obtenidos por las pacientes
agrupadas por genotipo entre cortes analizados. Las barras mostradas
indican diferencia significativa. Se observa la dispersiAh de |os puntajes en cada
grupo genotpico seglRn cortes de estudio. Se observan diferencias significativas
entre cortes de estudio E2-Basal y E 1-Basal, independientemente del genotipo.

Leyenda: Punto rojo: Mediana. Amplitud: Densidad de muestras.

Las gr®icas correspondientes al genotipo polimA&fico (GA + AA) presentan
puntajes con una dispersiAh menor de datos, y comparado con los datos de las
pacientes con genotipo normal (GG) son menores, siendo esta diferencia
significativa (Figura 13) (p < 0.05).

WEDIUBIS MOUS SIEQ UUNQ 158) SSWUES



PUNTAJE_IFS

Lh

(]
(=1
1

~rank

W pizon-tiitney = 2095.00, p = 0.02, 7% _ = 0.26, Clags, [-0.45. -0.04], n e =219

biserial

/ 1N

= =18.50

GA+AL
{n =30) in

BDNF_rs6265

ey
el e

(=]
=]

Figura 13. Diagrama de los puntajes del test IFS obtenidos por las pacientes
agrupadas por genotipo. Se observa la dispersiAn de los puntajes en cada grupo
genot°pico para el puntaje del test IFS. La diferencia entre ambos grupos es

significativa con un valor de p=0.02 (p < 0.05).
Leyenda: Punto rojo: Mediana; Anplitud: Densidad de muestras

TEST ACE

L a comparaciAn de los puntajes obtenidos en el test ACE entre genotipos y segRRn
cortes de estudio se muestra en la figura 14, y muestran que no existe diferencia
significativa entre los puntajes obtenidos por ambos genotipos (p = 0.792) en
ninguno de los cortes de estudio. Asimismo, volvemos a observar que existe una
diferencia significativa en cuanto a la comparaciAn entre los cortes Basal-E1, y
Basal-E2.
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Figura 14. Puntajes del test ACE obtenidos por las pacientes agrupadas por
corte entre los genotipos analizados GA/AA y GG. Se muestran las
comparaciones dentro de cada corte (entre genotipos) y entre cortes de estudio
(Basal, E1y E2). Se observan diferencias significativas entre cortes Basal-E1y
Basal-E2 (p < 0.05).

Leyenda: Prueba estad’stica Mann-Whitney. ns: No significativo. **: p < 0.01,
**% p< 0.001

L a comparaciAh de puntajes del test ACE segl3n corte'y genotipo (Figura 15), se
observa que en el grupo del genotipo GG, existe diferencia significativa entre el
corte Basal-E 1y Basal-E2, en cambio en el grupo del genotipo GA+AA no existe

diferencia significativa entre ninguno de los pares de cortes.
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Figura 15. Diagrama delos puntajes del test ACE obtenidos por las pacientes
agrupadas por genotipo entre cortes analizados. Las barras mostradas
indican diferencia significativa. Se observa la dispersiAh de |os puntajes en cada
grupo genotpico segfn cortes de estudio. Se observan diferencias significativas

entre cortes de estudio E2-Basal y E 1-Basal para el genotipo GG.
Leyenda: Punto rojo: Mediana; Anplitud: Densidad de muestras
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Asimismo, al comparar ambos grupos de genotipos en conjunto no se observa
diferencia significativa entre los puntajes obtenidos para el test ACE (Figura 16)
(p> 0.05)
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Figura 16. Diagrama delos puntajes del test ACE obtenidos por las pacientes
agrupadas por genotipo (p > 0.05). Se observa la dispersiAh de los puntajes en
cada grupo genot°pico para el puntaje del test IACEFS. La diferencia entre ambos
grupos no es significativa (p = 0.45)

Leyenda: Punto rojo: Mediana; Anplitud: Densidad de muestras

TEST FER

L a comparaciAn de los puntajes obtenidos en el test FER entre genotipos y segln
cortes de estudio muestra que no existe diferencia significativa (p > 0.05) entre
los puntajes obtenidos por pacientes con el genotipo GG y GA+AA, en ninguno
de los cortes analizados. Asimismo, en la comparaciAh por cortes muestra que
hay diferencia significativa entre los puntajes obtenidos entre los cortes Basal-E 1
y Basal-E2 (Figuras 17).
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Figura 17. Puntajes del test FER obtenidos por las pacientes agrupadas por
corte entre los genotipos analizados GA/AA y GG. Se muestran las
comparaciones dentro de cada corte (entre genotipos) y entre cortes de estudio
(Basal, E1y E2). Se observan diferencias significativas entre cortes Basal-E1y
Basal-E2 (p < 0.0001).

Leyenda: Prueba estad’stica Mann-Whitney. ns: No significativo. ****: p <
0.0001

L a comparaciAn de puntajes del test FER segl3n corte y genotipo contempla que
dentro del grupo del genotipo GG se observa diferencia significativa en la
comparaci/Ah de cortes Basal-E 1 y Basal-E 2, a diferencia de |o observado dentro
del grupo del genotipo GA+AA, en donde se observa un leve aumento de puntaje
comparado con el Basal aunque esta diferencia no es significativa para ninguna
comparaciAn de cortes (Figura 18).
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Figura 18. Diagrama delos puntajes del test FER obtenidos por las pacientes
agrupadas por genotipo entre cortes analizados. Las barras mostradas
indican diferencia significativa. Se observa la dispersiAh de los puntajes en cada
grupo genot°pico seglRn cortes de estudio. Se observan diferencias significativas
entre cortes de estudio E2-Basal y E 1-Basal para el genotipo GG.

Leyenda: Punto rojo: Mediana; Anplitud: Densidad de muestras
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Adem®, la comparaci/h de los puntajes obtenidos entre ambos grupos de

genotipos no fue significativa (Figura 19) (p > 0.05).
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Figura 19. Diagrama delos puntajes del test FER obtenidos por las pacientes
agrupadas por genotipo (p > 0.05). Se observa |a dispersiAn de los puntajes en
cada grupo genot°pico para el puntaje del test FER. La diferencia entre ambos
grupos no es significativa (p = 0.31).
Leyenda: Punto rojo: Mediana; Anplitud: Densidad de muestras

PUNTAJE TOTAL

Se realizAambi¥n la comparaciAnh del puntaje total obtenido al sumar los puntajes
individuales de cada test cognitivo. El an®isis de los puntajes totales obtenidos
entre ambos genotipos agrupados por corte de estudio observado en la figura 20
indica que no existe diferencia significativa entre los puntajes obtenidos por las
pacientes con genotipo GG y GA+AA dentro de cada corte analizados.
Asimismo, la comparaciAn de los puntajes dentro de los cortes mostr/diferencia

significativa (p < 0.05) entre los cortes Basal-E 1y Basal-E 2.
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Figura 20. Puntajetotal obtenido por las pacientes agrupadas por corteentre
los genotipos analizados GA/AA y GG. Se muestran las comparaciones dentro
de cada corte (entre genotipos) y entre cortes de estudio (Basal, E1y E2) para el
puntaje total obtenido al sumar los puntajes de cada test. Se observan diferencias
significativas entre cortes Basal-E 1 y Basal-E2 (p < 0.0001).

Prueba estad°stica Mann-Whitney. ns: No significativo. ****: p < 0.0001

El an®isis comparativo de los puntajes totales seglin corte y agrupados por
genotipo observado en la figura 25 muestra que existe diferencia significativa
entre los puntajes obtenidos en los cortes Basal-E 1y Basal-E2 para el grupo con
genotipo GG, a diferencia del grupo GA+AA que solo presento diferencia
significativa entre los cortes Basal-E2. Asimismo, la comparaciAh entre ambos
grupos genot’picos indica que no existe diferencia significativa entre ambas
(Figura 21) (p> 0.05).
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Figura 21. Diagrama del puntaje total obtenido por las pacientes agrupadas

por genotipo entre cortes analizados. Las barras mostradas indican

diferencia significativa. Se observa la dispersiAh de los puntajes en cada grupo

genot’pico segln cortes de estudio para los puntajes totales de los 3 tests. Se

observan diferencias significativas entre cortes de estudio E2-Basal, para ambos

grupos genot°picos y E 1-Basal para el genotipo GG.

Leyenda: Punto rojo: Mediana; Anplitud: Densidad de muestras
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7. DISCUSI®ON

El tratamiento convencional con quimioterapia contra el c®cer de mama causa una gran
variedad de efectos adversos, la mayor°a temporales, y por tanto es relevante diagnosticarlos
oportunamente para tratarlos y permitir que el paciente afronte el tratamiento de manera
apropiada y tener calidad de vida. Sin embargo, algunas afecciones pueden persistir luego de
terminado el tratamiento, como el deterioro cognitivo, el cual puede dificultar el regreso del
paciente a sus tareas diarias y a su vida laboral, persistiendo, segl3n reportes de otros autores,
desde algunos meses hasta incluso 3 a; os despu€k de terminada la quimioterapia (Falleti et
al., 2005; Fontes et al., 2016; Stewart et al., 2007).

El deterioro cognitivo post-quimioterapia es un efecto adverso al tratamiento antineopl ®ico
aun no cuantificado en nuestra poblaciAn, el cual, segln se reporta, se manifiesta a trav¥s de
cambios cognitivos sutiles, que no terminan constituyendo algRn grado de demencia en el
paciente, y que incluyen, por ejemplo, problemas en la memoria a corto plazo, atenciAh y
funciAn ejecutiva (Floyd et al., 2021). L a detecciAn de esta afecciAn conlleva un desaf°c en la
actualidad, siendo importante la aplicaciAh oportuna de tests que evalRen diferentes ®eas
cognitivas previo al tratamiento, teniendo en cuenta que en otras poblaciones reportan que al
menos un tercio de pacientes presenta alg3n tipo de disfunciAn cognitiva, no relacionada con
trastornos psicolAgicos como ansiedad o depresiAh, antes de iniciar el tratamiento
quimioterapfutico (Ahles et al., 2007; Hermelink et al., 2007; Hurria et al., 2006; Wefel et
al., 2004).

La comparaciAh de los puntajes obtenidos en cada test segl3n esquemas teraputicos del
presente estudio mostr/ diferencia significativa para el puntaje obtenido en el corte E1
comparado con el test basal (EQ) en los grupos de pacientes que recibi/Zlos esquemas AC y
Otros, mostrando un aumento leve del puntaje promedio. Por otro lado, para el esquema AC
+ Paclitaxel, la comparaciAh no mostr/diferencia significativa, este tratamiento en particular
es una combinaciAn de 3 f®macos el cual consiste en la administraciAh de 4 ciclos de AC con
un intervalo de 21 d°as entre dosis y 12 de Paclitaxel, con un intervalo de 7 d°as en promedio
de descanso, al ser una terapia m® larga esta deber’a un impacto mayor sobre la paciente
(Schagen et al., 1999), sin embargo no se observAreducciAn del promedio de puntajes entre
ambos cortes, lo cual podr°a estar relacionado con el tiempo de descanso de la paciente entre
dosis administradas (21 d°as) ya que para el corte E1 el test se realiza luego de culminada la
terapia con AC, por lo que durante el tiempo transcurrido luego de culminada |a primera parte
del tratamiento es posible que haya habido una leve recuperaciAh de algunos pacientes del
tratamiento inicial a pesar de estar recibiendo al3n otro tipo de quimioterapia cuyo mecanismo

de acciAn es diferente y conun da; o indirecto hacia el tejido neuronal, ya que reportes previos
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se¢ alan que hay una mejor°a de un porcentaje de pacientes luego de terminado el tratamiento
(Cerulla et al., 2018; Schagen & Wefel, 2013), lo cual explicar’a en parte los resultados
obtenidos en este grupo de pacientes.

En |a poblaciAn de estudio, el test IFS detect/deterioro cognitivo en el 27.8% de pacientes
que se encontraban en tratamiento (E 1 — EQ), cifra que aumento al 38.36% luego de concluida
la quimioterapia (E2 — EQ), por lo que se infiere que la funciAh ejecutiva de las pacientes
sufriZuna alteraciAn producto del tratamiento aplicado. Se ha demostrado que esta prueba
tiene una capacidad discriminatoria mayor a otras pruebas para el diagn/stico de trastornos
cognitivos que involucran la funciAh ejecutiva como desorden bipolar y desorden de
hiperactividad por dfficit de atenciAh (Baez et al., 2014). Adem®, tiene una alta sensibilidad
y especificidad para la detecciAn de deterioro cognitivo leve (MCI) en adultos mayores y en
pacientes con enfermedad de Parkinson, constituyendo una herramienta r®iday pr&tica para
su detecciAn temprana y tratamiento oportuno (Broche-PSrez et al., 2019; Fern®dez-Fleites
etal., 2021).

La aplicaciAn de la prueba ACE en las pacientes analizadas mostrAque el 27.8% (E1 — EO)
de pacientes durante el tratamiento presentaron deterioro cognitivo, mientras que al terminar
la terapia esta cifra aument&a 42.47% (E2 — EQ), lo cual evidencia el efecto negativo de la
quimioterapia sobre el rendimiento cognitivo de las pacientes. Se detectEun porcentaje
leverente mayor de pacientes comparado con el test IFS, probablemente debido a que este
test da un mayor puntaje a las ®eas memoria, lenguaje y orientaciAp, las cuales sufren
alteraciAn por el tratamiento aplicado segfn otros reportes (Ahles et al., 2002; Jean-Pierre,
2010; McDonald & Saykin, 2014). Adem®, esta prueba es m® especfica para la detecciAn
de MCI en otras poblaciones, mostrando una alta sensibilidad para la detecciAn de disfunciAn

cognitiva en varias enfermedades (T akenoshita et al., 2019; T. Torralva et al., 2011).

L a poblaciAn analizada mostrAuna reducciAn del puntaje del test FER enun22.7% (E1—EOQ)
durante la quimioterapiay en un 43.84% (E2 — EQ) al finalizar el tratamiento. Se reporta que
lafunciAn cognitiva social, evaluada por el test FER, est®relacionada conlafunciAn ejecutiva
(Hayashi et al., 2021) y estudios previos han reportado una alteraciAn del dominio cognitivo
social en enfermedades neurolAgicas como deterioro cognitivo leve (MCI), demencia y
enfermedad de Alzheimer (Bora et al., 2016; Torres Mendon’a De Melo F®lel et al., 2019).
A dem® se ha reportado que esta prueba tiene una alta sensibilidad y es capaz de discriminar
entre enfermedades como depresiAn y demencia frontotemporal (Bertoux et al., 2012; Zwick
& Wolkenstein, 2017).
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En cada test evaluado se observAE un porcentaje considerable de pacientes con deterioro
cognitivo durante el tratamiento, lo cual es indicativo del da;o ocasionado por la
quimioterapia sobre el sistema nervioso central del paciente, tal como lo han reportado otros
autores (Banach & Juranek, 2017, Henderson et al., 2019; McDonald & Saykin, 2014),
asimismo, este porcentaje aument/al finalizar el tratamiento, lo cual se¢ alar’a que el tiempo
de exposiciAn es tambih un factor importante. E| tratamiento convencional para el c®cer de
mama suele ser la administraciAh intravenosa de quimioteraputicos como: Taxanos
(Paclitaxel y/o docetaxel), Antraciclinas (Adriamicina) y/o cilcofosfamida, las cuales se
administran v°a intravenosa de forma individual o combinada por 3 a 6 meses, dependiendo
del esquema dise; ado por el m¥ico tratante (Hassan et al., 2010).

El tratamiento m® frecuente en la poblaciAh de estudio fue el esquema Adriamicina-
Ciclofosfamida (AC) + Paclitaxel, administrado en el 57.3% de pacientes, seguido por el
esquema AC (8.9%) y otras combinaciones terapfuticas (28.2%). L os resultados obtenidos
de las comparaciones de puntajes cognitivos entre grupos de tratamiento mostraron diferencia
significativa para el grupo que recibi/el esquema Otros para el test FER. Diferentes autores
reportan que diferentes f®macos quimioteraputicos pueden tener efectos variables en el
estado cognitivo de los pacientes (Floyd et al., 2021). La adriamicina, por ejemplo, es un
agente antineopl ®ico cuyo mecanismo implica su intercalaciAh en la doble hfJice del ADN
y lainhibiciAn de |la s°ntesis de topoisomerasa II (Nicoletto & Ofner, 2022). L a administraciAn
en monoterapia de este f®maco causa un da;o significativo a la funciAh cognitiva
dependiente del hipocampo y la corteza frontal, lo cual se ha relacionado con la disminuciAn
de la neurogfhesis, da;o a la estructura neuronal e inflamaciAh crAhica (Merzoug et al.,
2011). Aunque es incapaz de atravesar la barrera hemato-encef®ica, induce la disminuciAn
de la prote®na antioxidante manganeso superAxido dismutasa (MnSOD) y potencia la
expresiAn de la Axido n°trico sintasa inducible (iNOS), lo que activa la producciAh de TNF-
a, causando un estado de inflamaciAn crAnicay estr¥k oxidativo cerebral, en donde se reporta
que induce la liberaciAh de citocromo c de la mitocondria de las clulas neuronales y el
aumento de prote®nas pro-apoptAticas como p53y BAX, lo cual terminainduciendo la muerte
celular (Tangpong et al., 2006, 2007).

Por otro lado, la ciclofosfamida, es un agente alquilante que se une al ADN y ARN,
independientemente de la fase de ciclo celular, inhibiendo la s°ntesis proteica (Stork &
Schreffler, 2022). Al ser administrado es metabolizado en mostaza fosforamida (PM) y
acrole’na, este Rltimo es un agente neurotAkico capaz de cruzar |a barrera hemato-encef®ica,
causando estrfs oxidativo, lo cual provoca una reducciAh en la expresiAh de Nrf2 (factor
transcripcional de genes antioxidantes y detoxificantes) y aumenta la expresiAh de NF-xB
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(regulador transcripcional pro-inflamatorio) en el cerebro (hipocampo y corteza frontal) lo
que conduce a la neuroinflamaciAh y predispone el desarrollo de disfunciAh cognitiva y
depresiAp, ya que est®demostrado que estas regiones del cerebro son los puntos focales para
el aprendizaje, la memoriay aptitud cognitiva (Iqubal et al., 2019; K horamjouy et al., 2020;
Salas-Ramirez et al., 2015).

Otro agente quimioterapfutico ampliamente utilizado es el paclitaxel, un f®maco
perteneciente a la familia de los taxanos, cuyo mecanismo de acciAf impide la continuaciAn
del crecimiento celular en los estad®0s G2/M mediante la estabilizaciAf de los microtRbulos,
induciendo finalmente la apoptosis (Barbuti & Chen, 2015; Smith et al., 2017). En cuanto a
los efectos adversos neurol Agicos reportados tenemos a la encefalopat®a aguda y neuropata
perif€frica, as® como s°ntomas cognitivos de tipo confusiAh, cambios de comportamiento,
problemas de memoriay aprendizaje desde 5 horas despu€k de la administraciAh hasta varios
meses de terminado el tratamiento (Cascella et al., 2018; Li et al., 2018; Mielke et al., 2006).
E ste f®maco cruza parcialmente la barrera hemato-encef®ica (BBB por sus siglas en ingl 5)
(Kesner et al., 2007) y es posible que induzca apoptosis en c¥Julas del hipocampo, adem®
induce la producciAn de TNF-o en macrA&agos y c¥lulas endoteliales, induciendo un estado
de inflamaciAn crAnica y promoviendo la apoptosis en c§Julas neuronales y oligodendrocitos
(Akassoglou et al., 1998; Bogdan & Ding, 1992; D’Souza et al., 1995).

La quimioterapia, como se ha se; alado, es el factor desencadenante del deterioro cognitivo
en pacientes sometidos a este tratamiento, sin embargo, existen tambi¥h factores gen€ficos
que pueden predisponer a las pacientes a tener un mayor riesgo de desarrollarla, en especial
los genes involucrados en procesos neuronales, y que han sido asociados a algunos trastornos

cognitivos y/o neurodegenerativos, como los genes BDNF y APOE.

El presente estudio buscAvariantes en ambos genes mediante secuenciamiento capilar. Para
el gen ApoE se han encontrado, en todas las pacientes, los genotipos homocigotos con el alelo
€3, el alelo silvestre. Se ha reportado en un estudio gentico poblacional peruano que los
alelos polimAficos €2 y €4 est® presentes en una frecuencia muy baja, siendode 5% y 1.1%,
respectivamente (Marca et al., 2011), y el alelo €4 particularmente se encuentra asociado al
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, siendo el riesgo mayor en nuestra poblaciAh
respecto a grupos no hisp@icos (Marca-Y sabel et al., 2021).

Para el caso del gen BDNF, se detect/la presencia del polimorfismo V al66Met (rs6265). La
frecuencia genot’pica calculada fue de 0.1591, 0.0114 y 0.8295 para los genotipos
heterocigoto (G/A), homocigoto polimA&fico (A/A) y homocigoto normal (G/G),
respectivamente. Este gen se expresa principalmente en la regiAn de la corteza pre-frontal y
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el hipocampo (Poo, 2001) y la neurotrofina que codifica es un factor regulatorio importante
para la supervivencia y migraciAh neuronal, para la inducciAh del crecimiento axonal y
dendrtico (Pang et al., 2004), y adem® ejerce un efecto neuroprotector (Kimura et al., 2016).
El polimorfismo rs6265 en este gen conlleva a una sustituciAh aminoac®dica en el cod4nh 66
(Val66Met) la cual afecta significativamente la traslocaciAn y secreciAh de BDNF ya que se
encuentra en la pro-regiAn de la prote°na que regula la interacciAh con molfculas de control
de tr®@ico intracelular, lo que reduce la secreci/h de BDNF en alrededor de 18 y 29% en
portadores de uno o dos alelos polimAficos, respectivamente (Z.Y . Chen et al., 2005, 2006).

El an@®isis de asociaciAn entre el polimorfismo rs6265 y el desarrollo de deterioro cognitivo
para la poblaciAn de estudio se calcul Aa través del “Odds Ratio” (OR), el cual obtuvo rangos
variables seg3n el test analizado, sin embargo, todos inclu’an el valor 1, adem® ninguno fue
significativo (p > 0.05), por tanto, para la poblaciAn de estudio la presencia del polimorfismo

rs6265 no conlleva una mayor probabilidad de desarrollar deterioro cognitivo.

Por otro lado, el an®isis comparativo de |os puntajes entre cortes mostrAque existe diferencia
significativa entre los puntajes obtenidos por las pacientes entre los cortes EO-E1y EO-E2. La
comparaciAn entre |os entre |os cortes E 1-E 2 no mostr/Adiferencias para ningfn test evaluado.
Adem®, la comparaciAn de los puntajes obtenidos entre los genotipos GG y GA+AA dentro

de cada corte tampoco evidenciAdiferencia significativa (p > 0.05).

Respecto al an®isis de puntajes segf3n corte y agrupado por genotipos, se observAque para el
test IFS existe un aumento significativo entre los cortes EO-E1 y EO-E2, para ambos grupos
genot®picos, adem® al comparar los puntajes de todos los cortes en conjunto, de ambos
grupos genotpicos, se observ/Aque el grupo con el genotipo GA+AA obtuvo un puntaje
significativamente menor comparado con el grupo homocigoto normal GG. Para los dem®
tests y puntaje total se observ/Zque existe diferencia significativa entre EO-E1y EO-E2 en
genotipo GG, a diferencia del grupo GA+AA en el cual solo existiZdiferencia significativa
en el puntaje total analizado para la comparaciAn entre el corte EO-E2, adicional a esto, no se
evidenci/Adiferencia significativa entre los puntajes obtenidos en todos |os cortes entre ambos

genotipos (p > 0.05).

Estos resultados muestran una gran variabilidad en las comparaciones realizadas, con una
tendencia a un aumento de puntaje en todos los tests, especialmente para el genotipo
homocigoto normal GG, lo cual puede ser explicado en parte por |a repetibilidad del test, en
la cual sugerir’a que la paciente al ya haberlo tomado antes tiende a obtener un mayor puntaje
por aprendizajey memoria, sin embargo esto no se mantuvo en el genotipo GA+AA m® que
para el test IFS, lo cual se; alar®a que estas pacientes tienen una mayor dificultad para retener
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la informaciAnh de las evaluaciones tomadas, obteniendo un puntaje similar o menor al
anterior, lo cual podra significar que la presencia del polimorfismo puede estar afectando
este proceso.

Estudios en otros grupos poblacionales (Europa, NorteamSfica, Asia) muestran resultados
diversos, por ejemplo se reporta que este polimorfismo est®asociado a desarrollar deterioro
cognitivo en enfermedad de Parkinson (Q. Wang et al., 2019) y a una mayor severidad de la
enfermedad para los pacientes que presentan ambos alelos polimAficos (Guerini et al., 2009).
Adem®, se ha reportado que una alta expresiAn del gen BDNF actfa como protector contra
el declive cognitivo en adultos mayores (Buchman et al., 2016), el cual se evidencia a nivel
sfrico en las concentraciones de la prote®’na BDNF, tambi¥h se ha demostrado que niveles
m® altos de prote°®na BDNF actf3an como factor protector contra el desarrollo de deterioro
cognitivo asociado a quimioterapia a largo plazo (Y ap et al., 2020) y que los efectos de la
quimioterapia tambi9h afectar®an la expresiAh de este gen disminuy¥hdola, incluso mucho
despufk de culminada la quimioterapia o |a exposiciAn a alguna neurotoxina (Alhowail et al.,
2019; Onishchenko et al., 2008).

El alelo mutante “A” del gen BDNF, sin embargo, tambi%h se ha asociado a conferir un efecto

protector contra el deterioro cognitivo asociado a quimioterapia (Y ap et al., 2020), lo cual

ser®a incongruente por el efecto de esta variante sobre la expresiAp, lo cual podr°a explicarse
en parte a trav¥k del origen tnico de |a poblaciAn de estudio, ya que por ejemplo se encontr/&
asociaciAh entre esta variante alflica y el desarrollo de enfermedad de Alzheimer para

poblaciAh cauc®ica, sin embargo no para poblaciAh asi®ica (Ng et al., 2016; Tan et al.,

2019), adicional a esto, podr°a explicarse a trav¥s de la prote®na sortilina, la cual es capaz de

inducir apoptosis neuronal mediante la uniAh a la neurotrofina p75 la cual interactRa con

proBDNF, esta interacciAnh se interrumpir°a en presencia del alelo A, atenuando la apoptosis

inducida a trav¥k de este mecanismo (Z. Y . Chen et al., 2005, 2006)

Por otro lado, este polimorfismo se ha asociado tambi9h al desarrollo del c®cer de mama en
una poblaciAn pakistan® (Igbal et al., 2019), para otros tipos de c®cer se tienen resultados
relacionados, como c®ucer de pulmAn de clulas peque; as, en el cual se ha demostrado que
su inhibiciAh mediante mi-RNA suprimira el crecimiento tumoral (Maetal., 2019), en c®cer
cervical su regulaci/n a trav€s de BDNF-AS muestra un rol importante sobre la proliferaciAn
y migraciAn de c§Julas tumorales ya que una sobreexpresiAh de gen BDNF se asocia a un peor
pronAstico (H. Zhang et al., 2018).

Por BItimo, se reporta que el polimorfismo rs6265 al estar presente en combinaciAf con otros
polimorfismos en el mismo gen presentar®a un efecto aditivo para el desarrollo de disfunciAn
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cognitiva en pacientes con epilepsia (Warburton et al., 2016), adem®, otro gen determinante
tambi9h estar’a relacionado, el gen TNFA, cuyo polimorfismo: rs1799964, en combinaciAn
con rs6265 del gen BDNF aumentan el riesgo de desarrollar disfunci/h cognitiva y
esquizofrenia (Y. Zhang et al., 2018). Por tanto ser’a de relevancia realizar un estudio
incluyendo la regiAnh codificante °ntegra del gen BDNF y otros genes relacionados para
determinar si existen otras variantes o combinaciones de las mismas que tengan un efecto m®
significativo sobre el estado cognitivo de los pacientes, y as® poder dar un tratamiento
oportuno ya que despufs de completar el tratamiento, las pacientes que sobreviven suelen
regresar a sus actividades habituales, como actividades acad¥micas y sociales, sin embargo,
regresar a tareas que requieren un alto nivel de esfuerzo cognitivo presenta una mayor
dificultad para las personas que presentan deterioro cognitivo asociado a la quimioterapia, la

cual en la actualidad no es evaluada.
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8. CONCLUSIONES

L a evaluaciAn de las variantes al9licas en el gen APOE mostrAsAo |a presencia del alelo
€3 y del genotipo €3/ €3 en la muestra de pacientes.

El an®isis del polimorfismo Val66Met (G>A) en el gen BDNF, indic/la presencia del
alelo mutante A (Met) en el 17.05% de las pacientes analizadas.

L os genotipos con el alelo mutante A (GA y AA) del polimorfismo rs6265 (V al66Met)
en el gen BDNF, comparados segf3n las categor®as presencia y ausencia de deterioro
cognitivo enlos tres cortes (basal, medidas 1y 2), no muestran asociaciAh con el deterioro
cognitivo en las pacientes evaluadas con los tests IFS (OR=0.61, IC: 0.13 - 2.75, p =
0.558), ACE (OR=2.22, IC: 0.56 — 9.89, p= 0.227) y FER (OR=0.51, IC: 0.10-2.12, p
=0.342).

La comparaciAh de puntajes segRn genotipo (GG y GA+AA) mostr& diferencia
significativa para el test IFS, sugiriendo que el alelo mutante A (Met) en el gen BNDF
puede estar involucrado en la variaciAh de los puntajes cognitivos en pacientes peruanas

con c@®cer de mama con quimioterapia adyuvante.

9. RECOMENDACIONES

Realizar un an@®isis de variantes de toda la regi/h del gen BDNF y otros genes
relacionados con funciAh cognitiva para poder determinar asociaciones o efectos
gendicos significativos.

Realizar un tamizaje cognitivo a las pacientes oncolAgicas y monitoreo constante para
poder detectar deterioro cognitivo e indicar un tratamiento oportuno para mejorar la
calidad de vida.

Aumentar la poblaciAn de estudio para obtener un an®isis m® robusto, e incluir un grupo

control poblacional sin la enfermedad.
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11.ANEXQOS

ANEXO 1:
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARALATOMAY ALMACENAMIENTO
DE MUESTRAS BIOL®GICAS EN PACIENTES ONCOL®GICOS DEL
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPL=SICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Banco de Tejidos tumorales del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas “Dr. Eduardo Céceres
Graziani”

El Banco de Tejidos Tumorales (BTT) tiene la finalidad de recoger y conservar muestras bioldgicas humanas en
condiciones adecuadas de seguridad y trazabilidad, que seran utilizadas para proyectos de investigacion que hayan
sido aprobados por el Comité Institucional de Etica en Investigacion del INEN.

Los datos personales serdn disociados de las muestras mediante un sistema de codificacién propio, manteniendo
la confidencialidad de su identidad. Asimismo, es posible la revocacion del consentimiento, para ello debera
ponerse en contacto con el personal responsable de |a Base de Datos del BTT.

La decision de permitir utilizar las muestras para fines de investigacidn es totalmente voluntaria por su parte. Su
decision, sea cual fuere, no conllevara penalizacion alguna, ni afectara en ningin modo a los cuidados médicos,
tratamiento o la asistencia que pueda necesitar en un futuro.

No percibird ninguna compensacién econdmica o de otro tipo por las muestras donadas. Las muestras no seran
vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.

Declaracién del donante:

Declaro que he sido informado sobre las ventajas e inconvenientes de este procedimiento, el proceso que sufriran
los datos personales y las muestras, que mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma
codificada a los investigadores. Ademds, declaro que en cualquier momento puedo revocar el consentimiento y
solicitar la eliminacion de todos mis datos personales y las muestras que permanezcan almacenadas en el
Biobanco. Esta eliminacion no se extenderd a los datos resultantes de las investigaciones que ya se hubieran
llevado a cabo. Finalmente, declaro que he comprendido la informacidn recibida y he podido formular todas las
preguntas que he creido oportunas.

Consiento en donar VOIUNLAMAMENTE ... issiessessesssssssneee:. Y QUE €l BTT U otros
centros de investigacion, publicos o privados, utilicen mis datos, las muestras y los resultados de las mismas frente
a diversas metodologias cientificas como: el analisis de expresion de genes, deteccién de mutaciones,
secuenciamiento parcial o total del genoma, andlisis de proteinas, entre otros procesos empleados en la
investigacion, para realizar publicaciones cientificas; manteniendo siempre la confidencialidad de mis datos.

Yo, mi Representante Legal o Tutor, accedo (marcar Si o No) a que el personal del BTT contacte en el futuro con los
familiares del donante, en caso de que se considere oportuno afadir nuevos datos a los recogidos.

—Si

“No
Yo, mi representante Legal o Tutor, deseo (marcar Si o No) que los familiares del donante sean informados de los
posibles hallazgos genéticos de relevancia clinica para ellos.

Si
No
D./Dfa IDENTIFICACION DEL REPRESENTANTE (en caso de
Edad... DNI minoria legal o discapacidad)
Domicilio: D./Dha
Distrito: [ £ C7 S ————" DNI
HC: Domicilio:,
DIEETIOE crssrnssmmsnsussasssnisassasnsiy PrTST -
e_-—-ll.
Firma
Firma
Declaracion del profesional de salud:
He informado debidamente al donante,
FAO.  DIfancervrrnsmsssiressesnenss . COIRIBAO/A N FECRE iy

D 2wt 10N
ity

Zamide =t iyl e EEC e imveetastnn

TASE1I10 NaLenal de Enlermaodoes Neug aveas
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ANEXO 2
SECUENCIA PARCIAL DEL GEN BDNF

Secuencia de referencia NG_011794.1:

GTTCCACCAGGT GAGAAGAGT GATGACCATCCTTTTCCTTACTATGGT TATTTCATACTTT GGT
TGCAT GAAGGCT GCCCCCAT GAAAGAAGCAAACAT CCGAGGACAAGGT GGCTTGGCCTACCCAG
GT GT GCGGACCCAT GGGACT CT GGAGAGCGT GAAT GGGCCCAAGGCAGGT TCAAGAGGCTTGAC
ATCATTGGCT GACACTTTCGAACACIET GATAGAAGAGCT GT T GGAT GAGGACCAGAAAGT TCGG
CCCAAT GAAGAAAACAAT AAGGACGCAGACT T GTACACGT CCAGGGT GAT GCT CAGTAGT CAAG
TGCCTTTGGAGCCTCCTCTTCTCTTTCT GCT GGAGGAATACAAAAATTACCT AGAT GCT GCAAA
CAT GT CCAT GAGGGT CCGGCGCCACT CT GACCCT GCCCGCCGAGGGGAGCT GAG

Cebadores usados resaltados en verde.
Sitio polimAfico sd6265 del gen BDNF
Producto de PCR: 159 pares de bases.
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ANEXO 3
SECUENCIA PARCIAL DEL GEN APOE

Secuencia de referencia NG_007084.2:

ATCTGTCTCTGTCTCCTTCTCTCGGCCTCTGCCCCGTTCCTTCTCTCCCTCTTGGGTCTCTCTG
GCTCATCCCCATCTCGCCCGCCCCATCCCAGCCCTTCTCCCCGCCTCCCACTGI GCGACACCCT
CCCGCCCTCTCGGCCGCAGGGCGCT GAT GGACGAGACCAT GAAGGAGT TGAAGGCCTACAAATC
GGAACT GGAGGAACAACT GACCCCGGT GGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTG
CAGGCGGCGCAGGCCCGGCT GGGCGCGGACAT GGAGGACGT GIGCGGCCGCCT GGT GCAGTACC
GCGGCGAGGT GCAGGCCAT GCT CGGCCAGAGCACCGAGGAGCT GCGGGT GCGCCTCGCCTCCCA
CCTGCGCAAGCT GCGTAAGCGGCT CCT CCGCGAGEGCCT GGCAGT GTACCAGGCCGGGGCCCGC
GAGGGCGCCGAGCGCGGCCT CAGCGCCAT CCGCGAGCGCCT GGGGCCCCT GGT GGAACAGGGCC
GCGT GCGGGCCGCCACT GT GGGCT CCCT GGCCGGCCAGCCGCTACAGGAGCGGGCCCAGGLCTG
GGGCGAGCGGCT GCGCGCGCGGAT GGAGGAGAT GGGCAGCCGGACCCGCGACCGCCT GGACGAG
GI GAAGGAGCAGGT GGCGGAGGT GCGCGCCAAGCT GGAGGAGCAGGCCCAGCAGATACGCCTGC
AGGCCGAGGCCTTCCAGGCCCGCCT CAAGAGCT GGT TCGAGCCCCT

Cebadores usados resaltados en verde.
Sitios polimAficos rs429358 y rs7412 del gen APOE, en orden de apariciAp.
Producto de PCR: 588 pares de bases
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ANEXO 4
DATOS DE LAS CUANTIFICACIONES DE LAS MUESTRAS DE ADN
EN NANODROP™ 2000C EXTRAIDAS A PARTIR DE SANGRE TOTAL
DE LAS MUESTRAS DE ADN OBTENIDAS.
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ANEXO 5
GR=FICA DE DENSIDAD DEL PUNTAJE IFS (PRUEBA DE NORMALIDAD)

Grafica de densidad del Puntaje IFS
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shapiro-wilk normality test

data: dataZz3PUNTAIE_IFS
W = 0.97684, p-value = 0.001149

89



ANEXO 6
GR=FICA DE DENSIDAD DEL PUNTAJE ACE (PRUEBA DE NORMALIDAD)

Grafica de densidad del Puntaje ACE
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ANEXO 7
GR=FICA DE DENSIDAD DEL PUNTAJE FER (PRUEBA DE NORMALIDAD)

Grafica de densidad del Puntaje FER
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ANEXO 8
INVENTARIO DE DEPRESI®N DE BECK
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Nombre: Estado Civil: Edad: Sexo:

Ocupacion Educacién: Fecha:

Instrucciones: Este cuestionario consta de 21 grupos de enunciados. Por favor, lea cada uno de ellos cuidadosamen-
te. Luego elija uno de cada grupo, el que mejor describa el modo como se ha sentido las ultimas dos semanas, in-
cluyendo el dia de hoy. Marque con un circulo el nimero correspondiente al enunciado elegido. Si varios enuncia-
dos de un mismo grupo le parecen igualmente apropiados, marque el niimero mds alto. Verifique que no haya elegido
mads de uno por grupo, incluyendo el item 16 (Cambio en los Habitos de Suefio) y el item 18 (Cambios en el Apetito).

1. Tristeza 6. Sentimientos de Castigo
0 No me siento triste. 0 No siento que estoy siendo castigado.
1 Me siento triste gran parte del tiempo. 1 Siento que tal vez pueda ser castigado.
2 Estoy triste todo el tiempo. 2 Espero ser castigado.
3  Estoy tan triste o soy tan infeliz que no pue- 3 Siento que estoy siendo castigado.

do soportarlo.
7. Disconformidad con Uno Mismo

2. Pesimismo 0  Siento acerca de mi lo mismo que siempre.
0  No estoy desalentado respecto de mi futuro. 1 He perdido la confianza en mi mismo.
1 Me siento mas desalentado respecto de mi fu- 2 Estoy decepcionado conmigo mismo.
ture que lo que solia estarlo. b 3 No me gusto a mi mismo.
2 No espero que las cosas funcionen para mi.
3 Siento que no hay esperanza para mi futuro 8. Autocritica
y que solo puede empeorar. | 0 No me critico ni me culpo més de lo habitual.
! 1 Estoy mas critico conmigo mismo de lo que
3. Fracaso solia estarlo.
0 No me siento como un fracasado. 2 Me critico a mi mismo por todos mis errores,
1 He fracasado mas de lo que hubiera debido. 3 Me culpo a mi mismo por todo lo male que
2 Cuando miro hacia atrds veo muchos fracasos. sucede.
3 Siento que como persona soy un fracaso total.
9. Pensamientos o Deseos Suicidas
4, Pérdida de Placer 0  No tengo ningtin pensamiento de matarme,
0 Obtengo tanto placer como siempre por las 1 He tenido pensamientos de matarme, pero
cosas de las que disfruto. no lo haria,
1 No disfruto tanto de las cosas como solia ha- 2 Querria matarme.
cerlo. 3 Me mataria si tuviera la oportunidad de ha-
2 Obtengo muy poco placer de las cosas de las cerlo.
que solia disfrutar.
3 No puedo obtener ningtin placer de las cosas 10. Llanto
de las que solia disfrutar, 0 No lloro mas de lo que solia hacerlo.
1 Lloro mas de lo que solia hacerlo.
5. Sentimientos de Culpa 2 Lloro por cualquier pequefez.

0 No me siento particularmente culpable. 3 Siento ganas de llorar pero no puedo.
1 Me siento culpable respecto de varias cosas
que he hecho o que deberia haber hecho.
2 Me siento bastante culpable la mayor parte
del tiempo.
3 Me siento culpable tode el tiempo.
Titulo original: Beck Depression Inventory (Second edition) Subtoetal Pagina 1 Continua atr

Traducido y adaptado con permiso.

© 1996, 1987 by Aaron T. Beck, by the Psycholegical Corporation,
USA.

@ de la traduccion al castellano 2006 by The Psychological
Corporation, USA.

Todos los derechos reservados.

L. Adaptacién: Lic. Maria Elena Brenlla
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11. Agitacion

0
1

No estoy mas inquieto o tenso que lo habitual.
Me siento mds inquieto o tenso que lo habi-
tual.

Estoy tan inquieto o agitado que me es dificil
quedarme quieto.

Estoy tan inquieto o agitado que tengo que
estar siempre en movimiento o haciendo algo.

12. Pérdida de Interés

0

3

No he perdido el interés en otras actividades
0 personas.

Estoy menos interesado que antes en otras
personas o cosas.

He perdido casi todo el interés en otras per-
sonas 0 cosas.

Me es dificil interesarme por algo.

13. Indecision

0
1

Tomo mis decisiones tan bien como siempre.
Me resulta mas dificil que de costumbre to-
mar decisiones.

Encuentro mucha mas dificultad que antes
para tomar decisiones.

Tengo problemas para tomar cualquier deci-
sion.

14. Desvalorizacién

0
1

2

3

No siento que yo no sea valioso.

No me considero a mi mismo tan valioso y
util como solia considerarme.

Me siento menos valioso cuando me comparo
con otros.

Siento que no valgo nada.

15. Pérdida de Energia

0
1
2

3

Tengo tanta energia como siempre.

Tengo menos energia que la que solia tener.
No tengo suficiente energia para hacer dema-
siado.

No tengo energia suficiente para hacer nada.

16. Cambios en los Habitos de Suefio

0

No he experimentado ningin cambio en mis
habitos de suefio.

la
1b

Duermo un poco mas que lo habitual.
Duermo un poco menos que lo habitual.

2a
2b

Duermo mucho mas que lo habitual.
Duermo mucho menos que lo habitual.

3a
3b

Duermo la mayor parte del dia.
Me despierto 1-2 horas mas temprano y no
puedo volver a dormirme.

17. Irritabilidad

0

W N -

18. Ca
0

No estoy mas irritable que lo habitual.
Estoy mas irritable que lo habitual.

Estoy mucho mas irritable que lo habitual.
Estoy irritable todo el tiempo.

mbios en el Apetito

No he experimentado ningtin cambio en mi
apetito.

la
1b

Mi apetito es un poco menor que lo habitual.
Mi apetito es un poco mayor que lo habitual.

2a
2b

Mi apetito es mucho menor que antes.
Mi apetito es mucho mayor que lo habitual.

3a
3b

No tengo en apetito en absoluto.
Quiero comer todo el tiempo.

19. Dificultad de Concentracion

0
1

Puedo concentrarme tan bien como siempre.
No puedo concentrarme tan bien como habi-
tualmente.

Me es dificil mantener la mente en algo por
mucho tiempo.

Encuentro que no puedo concentrarme en
nada.

20. Cansancio o Fatiga

0

No estoy mas cansado o fatigado que lo habi-
tual.

Me fatigo 0 me canso més facilmente que lo
habitual.

Estoy demasiado fatigado o cansado para
hacer muchas de las cosas que solia hacer.
Estoy demasiado fatigado o cansado para
hacer la mayoria de las cosas que solia hacer.

21. Pérdida de Interés en el Sexo

0

No he notado ningtin cambio reciente en mi
interés por el sexo.

Estoy menos interesado en el sexo de lo que
solia estarlo.

Ahora estoy mucho menos interesado en el
Sexo.

He perdido completamente el interés en el
Sexo.

Subtotal Pagina 2
Subtotal Pagina 1

Puntaje total




ANEXO 9
TEST INECO FRONTAL SCREENING (IFS)

IMECO-FRONTAL SCREENIG (IFS)
SERIE MOTORA {(PROGRAMACION):
“Mire cuidodosamente o que yo estoy hociendo™

El evaluador realiza a serie de Luria: "Pufia, canto, paima”, tres veces. “Ahora Ud. tiene que hacer
lo mismo con su mano derecha; primero conmige, ¥ luego Ud., soie”. El evaluador repite la serie
3 veces con el paciente y entonces dice: “Ahora, hagalo Ud. solo®.

Puntuacicn:
3: Las seis series consecutivas.
2: Al menos tres series consecutivas realizadas por si mismo.
1: Por lo menos realiza las tres series consecutivas con el evaluador.

0: Mo alcanza tres series con el evaluador.

INSTRUCCIONES DE CONFLICTO (SENSIBILIDAD DE INTERFEREMCIAS)
“Golpee el escritorio dos veces cuande yo fo golpee una vez”

Para estar seguros que el paciente ha entendido claramente la tarea, golpee el escritorio una vez,
y espere la respuesta del padiente, repita la tarea de tal manera que tenga 3 series continuas: 1

=1-1._ Luego diga:
“Golpee el escritorio una ver cuando yo lo golpee dos veces”

Para estar seguros que el paciente ha entendido claramente la tarea, golpee el escritoric dos
veces, ¥ espere la respuesta del padente, repita la tarea de tal manera que tenga 3 series
continuas: 2 — 2 — 2. Lluego, el evaluador completara esta serie:

1-1-2-1-2-2-=2—-1-1-3

95



Puntuacicn:
3: Ningun error.
2: Uno o dos errores.
1: Mas de dos errores.

O Paciente golpea como el evaluador cuatro veces consecutivas.

GO-MN0-G0 [CONTROL INHIEITORID)
“Golpee el escritorio dos veces cuando yo golpee una vez™

Para estar seguros gue & paciente ha entendido claramente (2 tarea, golpes &l escritorio una ves,
v espere [a respuesta del paciente, repita la tarea de tal manera gue tenga 3 series continuas: 1
—1-1. Lluego diga:

“No golpee el escritorio cugndo yo lo golpee dos veces”™

Parz estar segurcs que el paciente ha entendido claramente la tarea, gofpee el escritorio dos
veces, ¥ espere la respuesta del paciente, repita Iz tarea de tal manera que tensa 3 series

continuas: 2 — 2 — 2. Luego, ef evaluador compietars esta serie;
1—3—2—1—2—2—2—1—1—12
Puntuacicn:
3: Ningun error.
2: Uno o dos errores.
1: Mas de dos errores.

0: Paciente golpea como &l evaluador cuatro veces consecutivas.
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DIGITOS EN ORDEN INVERSO

Lea cada serie de numeros a una veloddad de un nimero por segundo. El pacients, luego de
escuchar la serie, debe repetir Iz seriz en orden inverso. Vaya a3 fa siguiente tarea, cuando el
paciente comets algun emor en dos series continuas.

(5], {1} Respuesta correcta: (1) , (5)
(4), (9, (3) Respuesta correcta: (3], (3] , [4)

(3}, {3}, (1), {%) Respuesta correcta: (4], (1), (8), [3)
(1), (7). (3. {5) Respuesta correcta: {5), (3], (7). (1)
{8}, (2}, (9), (7). (2) Respuesta correcta: {2), (7}, {3}, (2}, {6}

(8),(3), (1,13}, (&), (#)  Respuestacorrecta: (8], (8}, (3}, (1}, (3}, (8)
Puntuacion:

La serie es considerada correcta, cuando el paoente genera la serie en orden INVerso.

“Diga los meses del oo de atrds para adelante, empezando por el ultimo mes™

El puntaje es la ultima serie alcanzada correctaments.

MEMORIA DE TRABAJO VERBAL

Diciembre { ), Moviembre { ), Octubre { |, Setiembre [ ), &gosto | ), Julic{ ), Junioi |,
Mayo [ ], Abril [ |, Marzo | ), Febrero [ ], Enero| ).

Puntuacion:
2: Cero errores.
1: Un error.
0: Mas de 2 ermores.

e considera error: orden equivocado, omisiones, tares inconclusa.
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MEMORIA DE TRABAIOD ESPACIAL
“Voy a sefialar los cuadrados en un orden. Yo quiero que Ud., los sefiales en el orden inverso™

El paciente debe copiar la secuencia en orden inverso. Hagalo lentamente; paciente elige el dedo

de |la mano de su preferencia.

2. 1—-2

b. 2-4-3

c 3—-4-2-1
d 1-4-2-3-4

PROVERBIOS
Empezaremos con un ejemplo para interpretacion de refranes:
“Qué quiere decir ‘perro que ladra no muerde’*"

1. “"Una golondrina no hace el verano”
2. "A mal tiempo, buena cara”
3. "En casa de herrero, ouchillo de palo™

Explicacion correcta: 1 punto
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CONTROL INHIBITORID VERBAL: HAYLING TEST ABREVIADOD
FASE 1z INICID
“Ezcuche atentomente estas frases, y tan pronto como yo los este leyendo,
Usted diga, lo mds rapido posible, o polobro gue completa lo sentencia™
“Me colzo los zopatos, ¥ Gto MS oo i [pasadores)
"Estaban peleando gatos y T [perros)
*Esta fase no se tiene en cuenta para @ puntuacion.
FASE 2: INHIBICION
“Ahora, yo guisro gue escuche o sentencio y me diga una polobra que no tenga
sentido alguno en el contexto de lo sentencia, y que no tenga relacion com

la polabro gue si compieta la sentencia™

Por ejemplo:
“Daniel golpea el davo con un e | Huwvia)
1. “thon compro caramelos en @l c....... = |- e mmic]
2. "0jo por ojo, diente Por ... LY |
3. "Love mimmpo coR OQUE ¥ oo™ fomiciciminiind)
Puntuacion:

2: Palabra no relacionada.
1: Palabra con relacion semantica.

0: Palabra exacta.
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