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oacostac@unmsm.edu.pe Introduccion. La disfuncion ejecutiva asociada a quimioterapia es un efecto adverso del tratamiento
antineoplasico convencional y afecta a un porcentaje considerable de personas. Se ha reportado que la

Recibido: 31 de enero 2023 presencia de ciertos polimorfismos en genes relevantes puede causar mayor susceptibilidad a padecerlo.

Aprobado: 14 de abril 2023 Objetivo. Determinar la relacion entre el polimorfismo Val66Met (196 G>A) del gen BDNF y el desarrollo de

Publicacién en linea: 5 de mayo 2023 disfuncion ejecutiva en mujeres con cancer de mama tratadas con quimioterapia. Métodos. Se evaluaron
a 73 pacientes mujeres con cancer de mama para determinar disfuncion ejecutiva antes y después de la

Confiicto de interés: Ninguno. quimioterapia. La evaluacion fue realizada con la prueba INECO Frontal Screening (IFS). Se determing el

genotipo (GG=Val/Val, GA=Val/Met y AA=Met/Met) por PCR y secuenciamiento del gen BDNF. El analisis de
asociacion se realizd mediante el célculo del odds ratio (OR). Resultados. El 13,7% (n = 10) de pacientes
presento el alelo A (GA y AA), ademas obtuvieron puntajes significativamente menores de la prueba IFS
comparado con las homocigotas GG (p < 0,05). Las pacientes agrupadas segun la presencia del alelo A (GA/
AA vs GG) y comparadas segun presencia o ausencia de la disfuncion ejecutiva, no mostraron diferencias
significativas (OR = 1,86; IC 95%: 0,49 a 7,14; p = 0,483). Conclusiones. No se encontré asociacion
significativa entre el polimorfismo Val66Met (196G>A) del gen BDNF y el desarrollo de disfuncion ejecutiva
en pacientes con cancer de mama tratadas con quimioterapia; sin embargo, las portadoras del alelo A (Met)
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Introduction. Chemotherapy-associated executive dysfunctionis anadverse effect of conventional antineoplastic
Citar como: Cortez-Pacheco R, Acosta O, treatment that affects many patients. It has been reported that the presence of specific polymorphisms in key
Casavilca-Zambrano S. Asociacion entre genes can cause a greater susceptibility to develop this condition. Objective. To determine the relationship
el polimorfismo Val66Met del gen BDNF between the Val66Met polymorphism (196 G>A) of the BDNF gene and the development of executive

dysfunction in female patients with breast cancer treated with chemotherapy. Methods. 73 female breast
cancer patients were evaluated for executive dysfunction before and after chemotherapy. The evaluation
was carried out with the INECO Frontal Screening test (IFS). The genotype (GG=Val/Val, GA=Val/Met and
AA=Met/Met) was determined by PCR and sequencing of BDNF gene. Association analysis was performed
by calculating the Odds Ratio (OR) and by quantitative comparison. Results. 13.7% (n = 10) of the sample
presented the allele A (GA and AA), which obtained significantly lower scores in the IFS test compared to
the homozygous GG (p < 0.05). Patients grouped according to the presence of the A allele (GA/AA vs GG)
and compared with the presence or absence of executive dysfunction, did not show significant differences
(OR = 1.86; IC 95%: 0.49 to 7.14; p = 0.483). Conclusions. No significant association was found between
the Val66Met (196G>A) polymorphism of the BDNF gene and the development of executive dysfunction in
patients with breast cancer treated with chemotherapy. However, patients with the allele A (Met) presented
significant lower scores in the cognitive assessment.
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INTRODUCCION

El deterioro cognitivo asociado a quimio-
terapia se define como una alteracion en la
funcién cognitiva del individuo y constituye
un efecto adverso del tratamiento anti-
neoplasico que, segun reportes, se manifies-
ta por medio de cambios cognitivos agudos
gue no llegan a constituir algin grado de
demencia para el paciente ®. El deterioro
cognitivo asociado a quimioterapia presenta
una incidencia variable entre poblaciones,
con una frecuencia entre el 16% al 75% @. La
sintomatologia se manifiesta principalmente
a través de cambios en las funciones ejecu-
tivas (disfuncion ejecutiva) como problemas
de atencidn, concentracion, funcion motora,
entre otros ® 4. Esta condicién se desarrolla
durante el tratamiento de quimioterapia y
persiste desde algunos meses hasta 3 afios
después de finalizarla 9, lo cual genera un
impacto significativo en la calidad de vida de
los pacientes tratados y los que ya se consi-
deran curados.

El proceso bioldgico que subyace a
esta condicidn aun no esta dilucidado, sin
embargo, se ha descrito la presencia de
alteraciones en la barrera hematoence-
falica en aquellos pacientes que reciben
guimioterapia, la cual permitiria el ingre-
so de agentes citotdxicos, que generan
dafio neuronal y cambios en la corteza
frontal, y que afectan principalmente las
funciones ejecutivas como la toma de
decisiones, iniciativa, planificacion, pre-
vision y reflexion 719, Ademas de esto,
el componente genético puede predis-
poner a las pacientes a desarrollar dete-
rioro cognitivo, ya que se han reportado
variaciones puntuales en la secuencia
codificante o promotora de ciertos genes
que podrian estar asociados a la predis-
posicion para el desarrollo del deterioro
cognitivo, como el gen “Brain derived
neurotrophic factor” (BDNF).

El gen BDNF codifica una proteina
neurotrofina, la cual es fundamental en
la reparacién y supervivencia neuronal **
12 |o sefialado podria ser potencialmente
usado como base para una terapia para
la enfermedad de Alzheimer 31 y dafio
cerebral traumatico . Uno de los po-

limorfismos mas estudiados, Val66Met
(196G>A), rs6265, provoca una alteracion
en la proteina expresada causando una
translocacion subcelular deficiente, por
lo que se le ha asociado a la alteracion en
la funcion neurocognitiva en adultos sa-
nos, y a problemas neurodegenerativos
como enfermedad de Alzheimer y Par-
kinson %, También se ha propuesto que
pudiera tener un rol en la predisposicién
de pacientes con cancer para desarrollar
deterioro cognitivo asociado a la quimio-
terapia (7).

El presente estudio tuvo como ob-
jetivo determinar la asociacién entre el
polimorfismo Val66Met en el gen BDNF
y el desarrollo de disfuncidon ejecutiva en
pacientes mujeres diagnosticadas con
cancer de mama bajo tratamiento con
guimioterapia adyuvante en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neopldsicas
(INEN).

METODOS

Disefio y poblacién de estudio

El disefio del estudio fue prospectivo
analitico, longitudinal. La cohorte de pa-
cientes reclutadas pertenecio a la pobla-
cion de mujeres con cancer de mamas
diagnosticadas y tratadas en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neopldsicas
en Lima, Peru. Todas las mujeres con
diagndstico de cancer de mama confir-
mado por la institucion fueron contacta-
das para solicitar su participacién entre
enero a diciembre de 2019.

Criterios de inclusion y exclusién

Los criterios de inclusién fueron: mu-
jeres mayores de 18 afios con diagndstico
confirmado de cédncer de mama por ana-
tomia patoldgica; tener valores normales
de hormona estimulante de la tiroides
(TSH), tiroxina (T4), triyodotironina (T3) y
vitamina B12; y tener adecuada funcién
hepatica, renal y cardiaca.

Los criterios de exclusién fueron la pre-
sencia de metastasis; la presencia de algun
desorden neuroldgico o de alguna enfer-
medad autoinmune; y estar gestando.

Variables

Evaluacion de la disfuncion ejecutiva

La prueba cognitiva breve INECO Frontal
Screening (IFS) evalua funciones ejecutivas
e incluye 8 subpruebas: programacién mo-
tora (3 puntos), control motor inhibitorio (3
puntos), instrucciones conflictivas (3 pun-
tos), recuento de digitos en orden inverso
(6 puntos), memoria de trabajo espacial (4
puntos), memoria de trabajo verbal (2 pun-
tos), capacidad de abstraccion (3 puntos) y
control inhibitorio verbal (6 puntos). La IFS
tiene un puntaje total de 30 puntos y pue-
de tomar 10 minutos para ser administrado
y puntuado.

Se considera alteraciones ejecutivas y
de cognicion social a un puntaje de 23 o
menor. La versién peruana de la IFS tuvo
una sensibilidad de 94,1 % vy especifici-
dad de 94,2 %, demostrando una capa-
cidad discriminatoria significativamente
superior al Frontal Assessment Batery
(FAB) 8. La prueba IFS fue aplicada por
una psicéloga capacitada en el Instituto
Peruano de Neurociencias (IPN), antes y
al finalizar la quimioterapia. La disfuncion
ejecutiva se definié como la disminucion
del puntaje IFS en la evaluaciéon tomada
al finalizar el tratamiento quimioterapéu-
tico comparado con la evaluacion previa.

Genotipificacion del polimorfismo
Val66Met

La extraccion de ADN se realizd a
partir de 200 pL de sangre total de cada
paciente haciendo uso del kit comercial
High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche Molecular Systems) siguiendo las
indicaciones del proveedor.

Para las reacciones de PCR se utilizé el
primer forward: 5-ACTCTGGAGAGCGT-
GAATGG-3' y el primer reverse: 5’-ACTACT-
GAGCATCACCCTGGA-3'. El mix de reaccion
de PCR se preparé usando 12,5 uL de Q5®
High-Fidelity 2X Master Mix (New England
Biolabs), 1,25 uL de Primer Forward, 1,25
uL de Primer Reverse, 8 L de agua libre
de nucleasas y 2 uL de ADN gendmico
(50 ng/uL) para un volumen total de 25
uL. La amplificacion se realizd en un ter-
mociclador automatizado Mastercycler
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Nexus Gradient, Eppendorf™ bajo las si-
guientes condiciones: denaturacién inicial
a 98°C por 30 segundos, 30 ciclos a 98 °C
(10 segundos), 62 °C (10 segundos), 72 °C
(10 segundos), seguido de una extension
final de 2 minutos a 72 °C. Los produc-
tos de PCR fueron visualizados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2%,
con un voltaje de 90 V por 40 minutos
en buffer TAE 1X. Se cargd 8 uL de cada
muestra combinada con 1 ulL de buffer de
carga (Blueluice Gel Loading Buffer 10X,
Invitrogen™) y 1 plL de SafeGreen (Abm).
Los productos fueron visualizados en un
transluminador de luz azul.

Los productos de PCR obtenidos fue-
ron procesados mediante secuencia-
miento automatico tipo Sanger en ambos
sentidos. Las secuencias resultantes fue-
ron editadas haciendo uso del programa
BioEdit v.7.1 y alineadas con la secuencia
de referencia del gen BDNF (nimero de
accesion NG_011794.1) de la base de da-
tos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

Andlisis estadistico

Se realizd el analisis descriptivo de
la muestra y la prueba de equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) haciendo uso del
programa R v.4.0.2. Se agrupé a las pa-
cientes segln: a) disminucion del puntaje
de la prueba IFS comparado con la prime-
ra evaluacién (disfuncidon ejecutiva) y b)
puntaje de la prueba IFS sin variacién. Se
realiz6 un andlisis de regresion logistica
binaria para controlar variables asociadas
al rendimiento cognitivo. Las variables
de ajuste fueron la edad de las pacientes
(categoria de referencia: menos de 60
afios) y el nivel de instruccién (categoria
de referencia: menos de 11 afios).

La intencion de este estudio no fue
evaluar el rendimiento cognitivo asocia-
do a tratamiento, por lo que se decidid
no incluir los esquemas de quimioterapia
en el modelo. Sin embargo, debido a que
se asume que todas las pacientes reci-
bieron diferentes ciclos de quimioterapia
durante el estudio, determinamos el fe-
notipo con el método de «Diferencia Mi-
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nima Clinicamente Importante» (MCID),
el cual es usado para determinar cambios
en el rendimiento cognitivo en pacientes
que reciben terapia contra el cancer @9,

Se categorizd como disfuncién ejecuti-
va si la paciente presentaba una reduccién
de 2 puntos 0 mas con respecto al puntaje
obtenido antes de la quimioterapia y utili-
zando como referencia el score igual a 23,
el cual es el punto sugerido de corte para
la prueba IFS.

Se calculé el odds ratio (OR) para de-
terminar la asociacion entre el genotipo
silvestre (GG) y genotipos con al menos
un alelo A (GA, AA) del polimorfismo Val-
66Met, y la presencia de disfuncién eje-
cutiva de las pacientes. El nivel de signifi-
cancia fue establecido en 0,05.

Aspectos éticos

El presente estudio fue aprobado por
el Comité de Etica y Consejo Cientifico
del INEN (ndmero de protocolo: INEN 17-
79), dentro del proyecto FONDECYT 102-
2018. El proyecto siguio los principios de
confidencialidad y anonimato, segun la
Declaracion de Helsinki y sus posteriores
revisiones. Todas las participantes firma-
ron el consentimiento informado.

RESULTADOS

De las pacientes reclutadas, 73 com-
pletaron ambas evaluaciones e ingresa-
ron al estudio, las caracteristicas clinicas
se muestran a la tabla 1. El rango de edad
de las pacientes fue entre 26 a 65 afios,
con un promedio de 48,03 y desviacion
estandar (DE) de 9,29 afos. El tama-
fio promedio del tumor fue 41,7 (DE =
28,89) milimetros. La edad promedio de

la menarquia, primer parto y menopausia
fue 12,94 (DE = 1,8), 23,28 (DE = 5,97) y
46,65 (DE = 4,65) aflos, respectivamente.

La figura 1 muestra amplificados por
PCR en gel de agarosa al 2% tefiido con
colorante para 4cidos nucleicos Nan-
cy-520. El tamafio del amplificado es de
159 pb. La figura 2 muestra secuencias
con genotipo heterocigoto GA (A) y ho-
mocigoto normal GG (B).

Se calcularon las frecuencias genoti-
picas del polimorfismo Val66Met, se en-
contrd que la frecuencia de homocigotos
normales GG (Val/Val) fue del 86,3%, la
de heterocigotos GA (Val/Met) de 12,3%
y la de homocigotos AA (Met/Met) de
1,4%. Asimismo, se reporta que la fre-
cuencia de los alelos G (Val) y A (Met) fue-
ron 92,5% y 7,5%, respectivamente. Se
calculd el equilibrio de Hardy-Weinberg
a partir de las frecuencias genotipicas
obtenidas para la poblacién estudiada y
se obtuvo como resultado que la distri-
bucion de genotipos del polimorfismo es
consistente con la hipdtesis de equilibrio
(p=0,334).

Se realizd una grafica de distribucion
de puntajes para observar si existe dife-
rencia entre los puntajes obtenidos por
las pacientes con genotipo normal GG
y con al menos un alelo A (GA/AA). Las
pacientes portadoras del alelo A obtuvie-
ron un puntaje significativamente menor
al grupo homocigoto normal (p < 0,05)
(Figura 3).

Se estimo el OR para determinar si
la presencia del alelo A (Met) en el gen
BDNF se relaciona con la probabili-
dad de que una paciente con cancer

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las pacientes mujeres con cancer de mama.

Caracteristicas clinicas Mediana Media (DE) Rango
Tamafio del tumor (mm) 33,5 41,7 (28,89) 2- 160
Edad (afios) 48 48,03 (9,29) 26- 65
Edad a la que ocurrié la menarquia (afios) 13 12,94 (1,8) 9-18
Edad de primer parto (afios) 22 23,28 (5,97) 14- 40
Edad a la que ocurrié la menopausia (afios) 48 46,65 (4,65) 35-56
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Figura 1. Amplificados para el polimorfismo Val66Met en el gen BDNF de las pacientes mujeres con

cancer de mama. Marcador PM 100 pb.

de mama presente disfuncion ejecutiva
posquimioterapia (Tabla 2). No encontra-
mos asociacidn significativa, el OR fue de
1,86 (IC95%: 0,49 a 7,14, p = 0,483). El
modelo de regresion logistica no mostré
asociacion, sin embargo, se encontrd que
el nivel de educacién si estuvo asociada
a rendimiento cognitivo (p = 0,012), las
pacientes con mayor nivel respondieron
mejor a las evaluaciones (Tabla 3).

DISCUSION

Se encontré el alelo A (Met) del polimor-
fismo rs6265 (Val66Met) del gen BDNF en
el 13,7% de las pacientes, asimismo se en-
contré la presencia de disfuncion ejecutiva

T\/T\/TM \/
\A

T T T c G A A C

\8

en 28 de las 73 pacientes (38,4%). Este gen
codifica un factor regulatorio importante
para la supervivencia, migracion neuronal, e
induccion del crecimiento axonal y dendriti-
co. Ademas, ejerce un efecto neuro-protec-
tor 2921 expresandose principalmente en la
region de la corteza prefrontal y el hipocam-
po @, El polimorfismo Val66Met conlleva
a una sustitucion aminoacidica en el coddn
66 (Val66Met) del gen BDNF alterando la
pro regién de la proteina que regula su inte-
raccién con moléculas de control de trafico
intracelular, lo que reduce su secrecién en
alrededor de 18y 29% en portadores de uno
o dos alelos A (Met), respectivamente (324,

El andlisis comparativo de puntajes en
la prueba IFS entre ambos grupos genoti-

Figura 2. Electroferograma de dos secuencias del polimorfismo Val66Met en el gen BONF. A. Genotipo
heterocigoto (A/G). B. Genotipo homocigoto normal (G/G).

picos mostré que las pacientes con algun
alelo A (Met) obtuvieron puntajes signi-
ficativamente menores comparados con
el grupo homocigoto normal GG (Val/
Val). Para el andlisis de la funcion cogni-
tiva no se consideraron puntos de corte.
También se debe considerar que la prue-
ba cognitiva fue validada en el Peru en
pacientes con escolaridad minima de se-
cundaria completa ), mientras que este
estudio la escolaridad fue heterogénea.

Se ha reportado que los individuos
portadores del alelo A (Met) poseen di-
ferencias en la morfologia cortical e hipo-
campal, y muestran una disminucion en
el volumen hipocampal comparado con
los controles homocigotos Val/Val 2627,
Ademds, estos portadores presentan un
menor desempefio en tareas que invo-
lucran la memoria, ya que esta depende
del hipocampo ?®. Con la aplicacién de
baterfas neuropsicoldgicas, los individuos
portadores del alelo A (Met) tienen un
rendimiento significativamente menor
en la realizaciéon de tareas que involucran
recuerdos de lugares y eventos compa-
rado con los controles, a diferencia de
tareas que involucran menos la actividad
hipocampal como aprendizaje de pala-
bras o planeacion . Estos resultados
estarian en concordancia a lo encontrado
en el presente estudio, ya que individuos
portadores del alelo polimoérfico tiene
un menor desempefio en la prueba IFS,
la cual evalia memoria de trabajo verbal
y espacial, areas que dependen del hipo-
campo para su ejecucion.

El analisis de asociacion mostré que
el polimorfismo no se encontré signifi-
cativamente asociado al desarrollo de
disfuncién ejecutiva. Estudios previos
reportan que la presencia de este poli-
morfismo se asocia con el deterioro cog-
nitivo en la enfermedad de Parkinson 9,
con incremento de su severidad cuando
estan presentes ambos alelos A @Y. Estos
hallazgos sugieren que una alta expresion
de este gen actla como factor protector
de la disminucion del rendimiento cog-
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Distribucién de puntajes segin genotipo el desarrollo de disfuncion cognitiva en

i ilepsig 34
p— pacientes con epilepsia ®%. El gen TNFA

T 1 también tendrian un efecto similar, ya

que el polimorfismo rs1799964, en com-
binacion con rs6265 del gen BDNF au-
mentan el riesgo de disfuncion cognitiva
y esquizofrenia ©%, por lo que evaluar la
presencia de otros polimorfismos seria
relevante.

=]
=

Entre las limitaciones se encuentra la

complejidad para determinar el déficit de

PUNTAJE IFS

rendimiento cognitivo en pacientes que

reciben quimioterapia, multiples factores
pueden influenciar esta situacion como
la edad, los polimorfismos genéticos y
10 los componentes psicosociales, lo cual se
traté de minimizar al usar la metodologia

MCID. Ademas, la aplicacién de pruebas

R adicionales para evaluar otras areas fun-
(n =20} (n ¥ . . .1

Genotipo rs6265 (Val66Met) cionales seria de utilidad para obtener

un panorama mas amplio del estado

()
[}

n
1
h

*Prueba estadistica Mann-Whitney. p<0,05 cognitivo de las pacientes. Finalmente,

Figura 3. Distribucion de puntajes obtenidos por las pacientes para la prueba INECO Frontal Screening seria relevante realizar un seguimiento
segun genotipo a las pacientes para determinar si meses
después de terminada la quimioterapia

. i ) ) ) la disfuncion ejecutiva se mantiene como
nitivo en adultos mayores 2. Ademds, vy que la presencia del polimorfismo en

se reporta que esta asociaciéon puede combinacion con otros dentro del mismo

ser influenciada por el origen étnico ®, gen, presentaria un efecto aditivo para En conclusion, en el presente estudio
no se encontrd asociacion entre el poli-
morfismo Val66Met (196G>A) en el gen
BDNF vy la ocurrencia de disfuncién eje-
Disfuncion ejecutiva cutiva en pacientes con cancer de mama

los sefialado por algunos autores.

Tabla 2. Relacion entre el genotipo del gen BDNF y la disminucion de puntaje cognitivo.

1 —_—e a ()
(S0 si No falonEE el con quimioterapia adyuvante, sin embar-

go, las portadoras de al menos un alelo A

GA/AA 5 5 0,483 1,86 (0,49- 7,14) .

(Met) presentaron puntajes menores en
GG 22 4 la evaluacién cognitiva.
Total 27 46

Tabla 3. Andlisis de regresion logistica para analizar los factores asociados a la disfuncion cognitiva en pacientes con cancer de mama en quimioterapia

Predictores

Valor de p

GA/AA 0,7 -0,719 2,135 2,03 0,49 8,46 0,331
Edad (ref: > 60 afios)

< 60 afios -0,18 -1,779 1,415 0,83 0,17 4,12 0,822

Educacion (ref: completa)

Incompleta 1,37 0,304 2,429 3,92 1,36 11,35 0,012

Prueba chi-cuadrado (x?) p = 0,059; R? = 0,08. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%; OR: Odds Ratio, Ref: referencia, LI: limite inferior, LS: limite superior. Diagndstico de
colinealidad en base al factor de inflacion de varianza: BDNF (VIF = 1,01), edad (VIF = 1,02), educacion (VIF = 1,00).
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