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Quito, 23 de noviembre de 2019

Secretaria General del Concejo Metropolitano de Quito

En su despacho.-

Reciba mi cordial saludo, en alcance al oficio S/N suscrito por mi persona con fecha 18 de noviembre

de 2019, solicito a Usted se tome en consideracién mi deseo de postular al Premio “Eugenio

Espejo”, otorgado por el Concejo Metropolitano de Quito a personalidades destacadas en el ambito

de la Salud Publica.

Por la atencién dada al presente, agradezco y suscribo

Atentamente,

CC: 1717837742
Correo: focisnero@gmail.com
Contacto: 0960997475

SECRETARIA GENERAL DEL CONCEJO
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Quito, 18 de noviembre de 2019

TESTIMONIO DE LABOR

Mi nombre es Fabian, tengo 32 afios de edad, y soy un joven docente e investigador ecuatoriano. Orgullosamente
soy el primer hijo del seno de mi familia en contar con dos titulos de posgrado, uno de ellos gracias a una beca
de excelencia del estado ecuatoriano. He publicado dos libros en campo de la genética y uno mas en edicién en
el campo de las enfermedades parasitaras, cuento con siete articulos cientificos y mas de veinte ponencias en
congresos nacionales e internacionales. He ganado cuatro premios de investigacién, uno de ellos entregado por
la Vicepresidencia de la Republica del Ecuador, dirigir seis proyectos de investigacion cientifica, tutorar 15 tesis
de posgrado en farmacologia clinica y, sobre todo, he sido formador de juventudes y he impulsado a jovenes
investigadores. El verdadero premio de mi vida es ser reconocido por ellos, el premio de mi vida es trabajar por
mi pueblo, por mi raiz, por mi pais tricolor y hacer el cambio a través del trabajo de excelencia

‘esde nino senti curiosidad por el mundo que me rodea, por el universo y por cémo funciona la vida. Mi

uriosidad me condujo a varias horas de lectura y a noches llenas de suefios. Mi vida ha sido plena y, hoy en
dia, soy lo que he decidido ser y no tan solo el resultado de cuanto he vivido, pues he vivido dias hermosamente
alegres y otros tristemente necesarios. A los cinco afios estuve a punto de perder la movilidad de mis dos piernas
debi6 a un accidente de transito. Tengo varios recuerdos de aquella época, pero sé con certeza el gran dolor que
eso causo a mi madre y lo mucho que estaba en juego para mi vida. Sin embargo, no me di por vencido y gracias
al amor de mi familia y la paciencia pude superar esa dificil prueba. De aquella experiencia aprendi lo invaluable
de caminar, correr y jugar. Producto de esta experiencia germiné en mi el deseo profundo de la libertad de una
manera que solo pude comprender muchos afios después.

En mi adolescencia y con un germen de libertad creciendo en mi alma inicié la expresiéon de mi rebeldia que
mas tarde la entenderia como trabajo arduo y finalmente la definiria como excelencia. En el Colegio Sebastian
de Benalcazar fui parte del concejo estudiantil en el que mostré que la rebeldia juvenil podia ser expresada a
través de la excelencia y que las notas escolares, si bien son fruto de un esfuerzo, no necesariamente definen a
los mejores. Concordante con mi pensamiento y filosofia, gané el concurso de la casa abierta de mi colegio, a
partir de un proyecto de tipificacién sanguinea y determinacion del factor RH en parejas, como prevenciéon de
enfermedades asociadas a este factor. Sin saberlo, estaba incursionando en la consejeria genética, una pasiéon
que anos mas tarde me llevaria a conseguir grandes logros en las ciencias médicas. En mi etapa universitaria
sufri la decepcion de la corrupcion en el ambiente universitario y vivi de cerca la discriminacion de género. Tuve
q:ve ser valiente para encarar a ciertos docentes, aunque eso me costé mas de una leccién con dedicatoria, la
érdida de mi trabajo de tesis y un aplazamiento injustificado de mi grado.

En mi labor académica como Docente universitario de pregrado y posgrado pude impartir el conocimiento
logrado a lo largo de varios proyectos de investigacion. A través de mi trabajo pude fomentar el amor y pasion
por la ciencia que dio como resultado la conformaciéon de varios clubes de ciencia. En este ultimo afo he
promovido la generacion de un Colectivo enfocado en la ciencia e investigacion de mi pais que congrega a varios
jovenes e investigadores de distintas universidades con los cuales tenernos como objetivo principal que la
ciencia, mas alla de ser una posibilidad, sea un pilar del estado ecuatoriano.

Por: Fabian Ona Cisneros
Documento de Postulacion a Premio “Federico Gonzalez Suarez”
Otorgado por Concejo Metropolitano de Quito
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Curriculum Vitae

FABIAN DAVID ONA CISNEROS

DATOS PERSONALES

Fecha de Nacimiento : 14 de enero de 1987

e-mail : focisnero@gmail.com

ResearchGate : Fabian Ofa Cisneros

Google Schoolar : Fabian Ona Cisneros

Contacto : 0960997475 — 022403221 - 022590802
EDUCACION

Master Universitario en Medicina Traslacional
Facultad de Medicina

Universidad de Barcelona, Espafia

Registro: 7241106808

Master en Administracion, Especialista en Direccién de Proyectos Ambientales
Universidad Internacional de la Rioja, Espana
Registro: Titulo Propio

Ingeniero en Biotecnologia
Facultad de Ciencias Aplicadas
Universidad de las Américas, Ecuador
Registro: 1040-14-1321430

ACREDITACION

Investigador Agregado 2

Registro Nacional de Investigadores: Secretaria de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion
Cédigo: REG-INV-15-00757

Personal Investigador usuario de animales de experimentacion
Generalitat de Catalunya y Universidad de Barcelona

GALARDONES, RECONOCIMIENTOS Y PREMIOS

2016 Premio Nacional en Ciencia “Matilde Hidalgo”: Joven Investigador del Afio. Secretaria Nacional de
Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion SENESCYT - Ecuador.

2015 Beca Completa de Posgrado Programa “Universidades de Excelencia”. Secretaria Nacional de Educacién
Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacidn SENESCYT - Ecuador.

2014 Ganador Galardones Nacionales SENESCYT 2014 — Salud y Bienestar. Reconocimiento a la Investigacion
Universitaria. Secretaria Nacional de Educacidén Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacion SENESCYT -
Ecuador.

2013 Ganador del Concurso Nacional de Investigacion Clinica en Oncologia — American Society of Clinical

Oncology, Sociedad Ecuatoriana de Oncologia y ROCHE Pharmaceuticals-Ecuador (Best of ASCO
2013/Ecuador). Categoria: Patologia Molecular
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EXPERIENCIA LABORAL Y ACADEMICA

Octubre 2019 - Actual

Docente de la Maestria en Gestion Ambiental
Universidad Internacional SEK

* Docente de la catedra de Control y Prevencién de la Contaminacién
*  Docente de la catedra de Medicién del Impacto Ambiental
* Docente de la catedra de Bioindicadores y Salud Ambiental

Octubre 2019 — Actual
Docente de la Maestria en Biomedicina
Universidad Internacional SEK

*  Docente de |a catedra de Disefio de Trabajo de Titulacién
*  Docente de la catedra de Inmunologia

Agosto 2019 — Actual
Asesor de Despacho
Municipio del Distrito Metropolitano de Quito

=  Asesor Cientifico de Salud, Educacién y Ambiente

Octubre 2017 — Abril 2019

Director del Programa en Genética Clinica y Molecular
Universidad Regional Auténoma de los Andes UNIANDES

Lineas de Investigacién Desarrolladas:

*  Asociacion de factores ambientales en el desarrollo de enfermedades oncolégicas

=  Genetica clinica y molecular: Diagnéstico de enfermedades genéticas y diagndstico perinatal

*  Epidemiologia de céncer en la region austral del Ecuador: Factores sociodemograficos y socioecondmicos asociados a la
aparicion de enfermedades oncoldgicas

®  Salud Publica: Medicina basada en evidencias para el disefio e implementacion de politicas publicas.

Octubre 2017 — Abril 2019

Docente Titular Agregado de Pregrado y Posgrado de la Carrera de Medicina
Universidad Regional Auténoma de los Andes UNIANDES

* Docente de la catedra de Bioguimica
* Docente de la catedra de Epidemiologia
* Docente de la catedra de Metodologia de la Investigacion

Octubre 2017 — Octubre 2018

Docente de la Maestria en Farmacologia Clinica
Universidad Regional Auténoma de los Andes UNIANDES

* Daocente de la catedra de Bioguimica Farmacéutica
¢  Director de 15 tesis de maestria previos a la obtencién del grado de Magister
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Octubre 2018 — Marzo 2019
Capacitador — Formacion Médica Continua
Centro de Transferencia de la Tecnologia de los Andes - CTT

=  Capacitador del Curso de Formacién Médica Continua “Fundamentos Tedrico Précticos de Biologia Molecular y Genética
para la Investigacion en Ciencias de la Salud”

Resultados

= 256 servidores de la salud (médicos, especialistas, enfermeros, laboratoristas y estudiantes de pregrado de ciencias de la
salud) capacitados

Octubre 2017 — Marzo 2019

Director del Laboratorio de Genética y Biologia Molecular
Universidad Regional Auténoma de los Andes UNIANDES

=  Aprobacidn de especificaciones técnicas y términos de referencia para contratos de servicios y adquisicién de materiales,
reactivos e insumos.

=  Administracion de contratos de servicios y prestaciones

= Gestiony planificacion estratégica del del laboratorio

= Administracién de recursos y presupuesto asignado por la Facultad de Ciencias Médicas

= Implementacidn de pruebas de diagndstico

=  Elaboracion del Plan operativo anual y plan anual de adquisiciones

= Escritura de articulos cientificos.

Agosto 2017 - Septiembre 2017
Experto Distrital de Provision de los Servicios de Salud
Ministerio de Salud Publica, Coordinacién Zonal 1, Distrito 10D02 Antonio Ante SALUD

Octubre 2016 - Julio 2017
Posgrado - Investigacién en Salud
Departamento de Biomedicina, Facultad de Medicina, Universidad de Barcelona, Cell Proliferation and Signaling — IDIBAPS

Proyecto:

“Phosphorylation quantification of tyrosines Y74 and Y88 of p27 as a prognostic and diagnostic biomarker on ten colorectal
cancer cell lines and its relationship with cell growth and response to p27-related drugs”

Supervisor: Prof. Oriol Bachs, PhD

Areas de programa de posgrado:

=  Salud Publica y Epidemiologia

=  Bases moleculares de inflamacién, inmunidad y angiogénesis
=  Bases Ambientales de las enfermedades cronicas

=  Genética, Gendmica y Epigendémica

= Ensayos clinicos y biomarcadores

Octubre 2014 - Septiembre 2016
Director Nacional de Programa
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Piiblica INSPI, Ministerio de Salud Publica

Funciones y Atribuciones:

*  Direccion técnica y administrativa de los cinco proyectos de investigacion que conformaron el programa de investigacian

=  Coordinar actividades con autoridades del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica y autoridades del Ministerio
de Salud

*  Asignacion de actividades del personal del programa de investigacion administracién de contratos

*  Aprobacion de especificaciones técnicas y términos de referencia para contratos de servicios y adquisicion de materiales,
reactivos e insumos.

*  Administracion de contratos de servicios y prestaciones

=  Gestiony planificacién estratégica del programa de investigacion
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Administracién de recursos y presupuesto asignado para las actividades del programa de investigacion por parte de la
SENESCYT e INSPI

Reformas presupuestarias del programa de investigacion

Contratacion de personal para el programa de investigacion

Encargado del ingreso y actualizacion de informacién en el sistema de gobierno por resultados GPR

Articulacién de las actividades de investigacion con el sistema nacional de salud y con el modelo de atencién integral de
salud

Implementacion de laboratorios de investigacién y diagndstico

Elaboracion del plan para crear el centro nacional de investigacidn y de referencia de parasitosis

Presentacion de avance de resultados del programa en eventos cientificos o del ministerio de salud

Dictar charlas de promocion de salud y prevencion de enfermedades parasitarias en unidades de educacién basica a nifios
y padres de familia, y en direcciones distritales del ministerio de salud del ecuador y ministerio de educacién del ecuador
Edicion y publicacion de boletines semestrales con informacién del programa de investigacién para su distribucidn en
centros de salud, hospitales, direcciones distritales, unidades de educacidn bésica, eventos cientificos y poblacién general
Apego y Aplicacién de normativa legal vigente: LOSEP, LOTAIP, Ley Organica del Sistema Nacional de Contratacién Pablica,
Reglamento a la Ley de Propiedad Intelectual, Norma Técnica de Calificacion de Servicios y Evaluacién de Deempefio,
Elaboracion del Plan operativo anual y plan anual de adquisiciones de Programa de Investigacion

responsable del programa de investigacion frente a la direccion técnica de investigacion del instituto nacional de
investigacién en salud publica inspi, Ministerio de Salud Publica, Ministerio de Educacién y Secretaria Nacional de
Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacién.

Escritura de articulos cientificos

Abril 2015 - Diciembre 2015

Investigador Principal (Contrato por Proyecto)
Universidad Central del Ecuador - Direccién General de Investigacion y Posgrado

Funciones:
Estudio epidemiologico y clinico de enfermedades infecciosas en poblacion inmunosuprimida en Ecuador.

Desarrollo e implementacion de métodos de diagndstico molecular de enfermedades parasitarias
Elaboracion de informes técnicos de avances de resultados

Publicacidn de resultados

Publicacién de articulos cientificos

Elaboracion de TDR para adquisicion de equipamiento, reactivos e insumos para el proyecto

Octubre 2014 — septiembre 2016
Director de Proyecto

Proyecto Estandarizacion e Implementacion de Pruebas Moleculares para el Diagndstico y Profilaxis Temprana de las
Parasitosis en el ecuador - Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica INSPI

Funciones y Atribuciones:

Direccion Técnica del proyecto de Investigacion

Desarrollo e implementacion de métodos de diagnostico molecular de enfermedades infecciosas
Seleccion de personal para el proyecto de Investigacién

Elaboracién de TDR para adquisicion de equipamiento, reactivos e insumos para el proyecto
Presentacion de resultados del grupo de investigacion en congresos cientificos

Publicacion de articulos cientificos

Enero 2014 — Agosto. 2014
Asistente de Investigacion
Instituto de Investigaciones Biomédicas. Facultad de Medicina, Universidad de las Américas

Funciones:

Extraccion de ADN, ARN, Proteinas de muestras bioldgicas provenientes de pacientes oncolégicos, poblacién general y
pacientes referidos para consulta de asesoria genética y diagndstico.

Diagndstico molecular de enfermedades genéticas

Control de calidad de muestras

Almacenamiento, registro y conservacion de muestras bioldgicas

Participacion en congresos y eventos organizados por la institucion
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*  Colaboracion en elaboracién de articulos cientificos
=  Participacion en congresos cientificos como ponente o presentacion de posters

Jul. 2013 —Ene. 2014
Analista
Empresa Municipal de Agua Potable y Saneamiento de Quito EPMAPS. Quito-Ecuador

Funciones:

. Mediciones ambientales en acuiferos

. Extraccion y estimacion de HAP por HPLC.

. VOCs estimados por cromatografia de gases

. Deteccion de plaguicidas por cromatografia idnica.

PUBLICACIONES

1. Ofa-Cisneros F, Garcia D, Costta M, Marcillo V, Chavez K, Ruano AL. Prevalencia de pardsitos intestinales diagnosticados por microscopia
optica y Kato-Katz en nifios escolares de tres parroquias del Distrito Metropolitano de Quito, Provincha de Pichincha Ecuador. Revista
Eugenio Espejo. 2016 XXV (1).

2. Ona-Cisneros F, Lopez-Cortes A, Echeverria C, Rosales F, Ortiz M, Paz-y-Mifio C. Genetic polymorphisms Phe31lle of Aurora-A gene and
risk of breast carcinoma in female Ecuaderian population. Oncologia. 2015; 24 (2).

3. Lopez-Cortés A, Ofia-Cisneros F, Cabrera-Andrade A, Rosales F, Ortiz M, Paz-y-Mifio C. Breast cancer risk associated with genotype
polymorphisms of the Aurora kinase A gene (AURKA): a case-control study in a high-altitude Ecuadorian mestizo population. Pathology &
Oncology Research. 2017. doi: 10.1007/512253-017-0267-6.

4.  Lopez-Cortés A, Echeverria C, Ofia-Cisneros F, Sdnchez ME, Herrera C, Cabrera-Andrade A, Rosales F, Ortiz M, Paz-y-Mifio C. Breast cancer
risk associated with gene expression and genotype polymorphisms of the folate-metabolizing MTHFR gene: a case-control study in a high-
altitude Ecuadorian mestizo population. Tumor Biology. 2015. DOI: 10.1007/513277-015-3335-0.

5. Echeverria C, Lopez-Cortes A, Ofia-Cisneros F, Jaramillo-Koupermann G, Ortiz F, Paz-y-Mifio C. Cdncer de mama: Polimorfismos genéticos
C677T y A1298C del gen MTHFR asociados con caracteristicas patolégicas en individuos afectos en poblacién ecuatoriana. Oncologia.
2014; 22 (2).

6.  Francisco Benitez-Capistros, Ricardo Benitez-Capistros, Fabidn ORa-Cisneros, César Paz-y-Mifio, Andrés Lapez-Cortés. Interaccion de
factores ambientales y genéticos asociados con el desarrollo del cancer de ovario. Revista Ecuatoriana de Medicina y Ciencias Bioldgicas.
2014; XXXV (1,2).

7. Ronelsys Martinez Martinez, Eduardo Lino Bascé Fuentes, Becker Neto Mullo, Fabian Ofia Cisneros, Juan Viteri Rodriguez, Mayra
Jacqueline Llerena Jinez. The value of responsibility ond its rescue in biomedical careers. Revista Dilemas Contemporaneos: Educacién,
Politica y Valares, 2019; VI (68-72).

TEXTOS ACADEMICOS

e \Viteri JA, Viteri ], Ofia-Cisneros F, Carranza L. (2019). Cardiologia. ISBN: 978-9942-974-92-1.

CONFERENCE PROCEEDINGS

. Fabidn Ofa-Cisneros, Andrés Ldpez-Cortes, Malena Ortiz, Felipe Rosales, César Paz-y-Mifio. Female Breast Cancer: Biomarker
Identification with Molecular Techniques and Their Association with Pathologic Features in the Ecuadorian Mestizo Women. Publicacion
del Primer Congreso Interacional de Ingenieria Biomédica y Modelizacion Matematica en Biaciencias - Yachay publicaciones. 2014; 1 (1).
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IDIOMAS

Inglés Nivel B2.2 — CEFR
EIM Universidad de Barcelona

CAPACITACIONES

2018 Curso “Actualizacion en docencia e investigacion universitaria en bisqueda especializada de informacién
cientifica”

2016 Curso “Disefio de Proyectos de Investigacion” - SENESCYT

2014 Etica y Bioética en Investigacién Biomédica

2014 Real Time PCR: Cuantificacion absoluta y Relativa

2012 Real time PCR and Secuenciacién: Disefio de experimentos y analisis de datos.

PRESENTACIONES EN CONGRESOS Y POSTERS

Ponencias

2018  Genética y Cancer: La medicina de precision en la era gendmica. Recopilacion de estudios genéticos en poblacion
mestiza ecuatoriana. V Congreso Cientifico Internacional. Ambato — Ecuador.

2017 Clinical significance of phosphorylation status of Y74 and Y88 in p27: From genetic variants to disruption of protein
function. IDIBAPS PHD Day, Faculty of Medicine, University of Barcelona. Barcelona — Espafia.

2016 Biomarcadores y firmas gendmicas en cdncer de mama femenino. Semana cientifica INSPI 2016. Quito — Ecuador,

2015 Strongyloides stercoralis infection in Ecuadorian population: Life-cycle understanding at molecular biology level and
a comprehensive diagnosis tool by qPCR. API 2015. Quito - Ecuador

2015 Diagndstico Molecular y Biomarcadores en cancer de mama femenino en Ecuador. Grupo de Alto Rendimiento 4to
nivel Senescyt. Primera feria de ciencia, tecnologia e innovacién Innopolis — Yachay Tech.

2014 Female Breast Cancer: Biomarker Identification with Molecular Techniques and Their Association with Pathologic
Features in the Ecuadorian Mestizo Women. Primer congreso internacional de ingenieria biomédica y modelizacién
matematica en biociencias — Yachay/ |AEN.

2014 Auroras in female breast cancer. Primer Symposium Internacional en Investigacion, Desarrollo e Innovacién
Biomédica — Universidad Técnica de Ambato,

2014 MTHFR, AURKA y AURKB gene expression in cancer. Congreso Nacional de Oncologia — Sociedad Ecuatoriana de
Oncologia

2013 Estudio del Polimorfismo Phe31lle del Gen AURKA en Individuos Ecuatorianos con Cancer de Mama Femenino. V
Congreso Nacional de Oncologia.

Posters

2015 Primero Congreso Nacional de Inmunologia en Enfermedades Infecciosas.

2015 Primera feria de ciencia, tecnologia e innovacidn - Innopolis. Yachay Tech.

2014 | Congreso Internacional de Ingenieria Biomédica y Modelizacién Matematica en Biociencias. Yachay EP
2013 VIl Congreso Ecuatoriano de Patologia Clinica. Sociedad Ecuatoriana de Patologia

2013 Primer Concurso de Investigacién Cientifica SEO — ROCHE
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HABILIDADES y CAPACIDADES ADMINISTRATIVAS

Uso y manejo del correo electrénico Institucional

publica

Manejo de personal

Planificacién y gestion estratégica

Comunicacion efectiva

Elaboracion de informes técnicos y administrativo
Apoyo a nivel estratégico

" @ @ @ =8 @

HABILIDADES y CAPACIDADES TECNICAS

Dominio Total

Uso de Programas estadisticos estadistico (SPSS, GraphPad Prism,
RStudio)

Direccion de Proyectos

Salud Publica

Calidad en Servicios

Plan de Manejo Ambiental

Evaluacién del Impacto Ambiental

Normativa Legal Ambiental

Diagndstico Molecular

Genética y Gendmica

MEMBRESIAS

2014 — Actualidad

Uso y manejo del Sistema de Gestion Documental QUIPUX
Uso y manejo de la Plataforma de Administracion Publica Gobierno por Resultados GPR

Destreza en el manejo del Sistema Oficial de Contratacién Ptblica
Destreza en la formulacién de Especificaciones Técnicas y Términos de Referencia en un procedimiento de contratacion

Dominio a nivel tictico y operativo basado en habilidades humanas, técnicas y conceptuales

Dominio Medio

Edicion Genstica (CRISPR/Cas9 kit)
HPLC

Espectrometria de Masas
Espectrometria I6nica

Analisis de Protedmica (Cytoscape)

Miembro, Bioscientis—Revista Electrénica de Divulgacién Cientifica

(https://issuu.com/search?g=bioscientis)

2013 - Actualidad

REFERENCIAS PROFESIONALES

Prof. Oriol Bachs, PhD
Catedratico

Facultad de Medicina
Universidad of Barcelona
e-mail: obachs@ub.edu
Contacto: (+34) 635574156

Dra. Ronelsys Martinez, Esp.
Directora Medicina

Universidad UNIANDES

e-mail: ua.ronelsysmartinez@uniandes.edu.ec
Contacto: (+593) 983162595

Santiago Apunte Castillo, MBA
Director Ejecutivo

Instituto Nacional de Investigacién en
Salud Pdblica INSPI

Ministerio de Salud Piblica del Ecuador
Contacto: (+593) 984671171

Miembro, Sociedad Ecuatoriana de Genética Humana (SEGH)

Prof. César Paz-y-Mifio, MD, DB
Director

Instituto de Genética y Genémica
Universidad Tecnologica Equinoccial
e-mail: cesar.pazymino@ute.edu.ec
Contacto: (+593) 995 026 485
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MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES
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(Convention de la Haye du 5 de octobre 1961)
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Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud
CERTIFICACION SUSTITUTORIA DEL TiTULO

Francesc Cardellach Lépez, Decano de la Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud, por
delegacion del Rector de fecha 28 de mayo de 2014,

CERTIFIC O :QueFabian David Ofia Cisneros, nacido el dia 14 de enero de 1987 en
Quito (Ecuador), de nacionalidad ecuatoriana, con documento identificativo n® 1717837742,
ha superado en esta Universidad, con fecha 23 de junio de 2017, los estudios conducentes
al titulo universitario oficial de

MASTER UNIVERSITARIO en Medicina Traslacional

y ha pagado, en fecha 26/06/2017, los derechos de expedicién del titulo (nimero de registro
nacional 2017152186).

Y, para que surta los mismos efectos del titulo, expido esta certificacion a peticion de la persona

interesada y con caracter provisional hasta que este titulo se edite.

Barcelona, 5 de julio de 2017

M5

* Este certificado tiene una validez de un afio desde la fecha de su emision.
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais:
Country/Pays:

El presente documento publico
This public document/Le présent acte public

Espana

2. ha sido firmado por RAMOS SANCHEZ, RICARDO
has been signed by

a été signé par
3. quien actua en calidad de JEFE DE SERVICIO

acting in the capacity of
agissant en qualité de

4.y esta revestido del sello / timbre | pe| EGACION DE GOBIERNO EN CATALUNA. AREA DE
bears the seal / stamp of ALTA INSPECCION DE EDUCACION

est revétu du sceau / timbre de

Certificado
Certified/Attesté
5.en BARCELONA 6. el dia 07/07/2017
atfa thefle
7. por SEPULVEDA PALACI , MONTSERRAT
by/par FUNCIONARIO GERENCIA TERRITORIAL MINISTERIO DE JUSTICIA

8. bajo el nimero GTJ08/2017/016605
Ne/sous n?

9, Sello / timbre:
Seal / stamp:
Sceau / timbre:

0. Firma: ' T
Signature: Fl rma v da
Signature: SEPULVEDA P,

MON T

Esta Apostilla certifica Gnicamente [a autenticidad de Ia firma, la calidad en que el signatario del documento
haya actuado y, en su caso,la identidad del sello o timbre del que el documento piiblico esté revestido.

Esta Apostilla no certifica el contenido del documento para el cual se expidid.
Esta Apostilla se puede verificar en la direccién sigulente: https://sede.mjusticla.gob.es/eregister
Cédigo de verificacién de la Apostilla (*}: AP: swdr-C5KM-MkUc-9qdc

Este documento ha sido firmado electrénicamente en base a la Ley 59/2003 de 19 de diciembre, de firma
electrdnica y a |a Ley 11/2007, de 22 de Junio, de acceso electrénico de los ciludadanos a los servicios ptblicos.

This Apostille only certifies the authenticity of the signature and the capacity of the person who has signed the public document,
and, where appropriate, the identity of the seal or stamp which the public document bears.
This Apostille does not certify the content of the d t for which it was issued.
To verify the issuance of this Apostille, see https://sede.mjusticla.gob. glist
Verification code of the Apostille (*}: AP:swdr-CSKM-MkUc-9qdc

This document has been electronically signed according to Law 59/2003 of December 19th, about electronic signature, and
according to Law 11/2007 of June 22nd, about electronic access of citizens to Public Services

Cette Apostille atteste uniquemaent la véracité de la signature, la qualité en laquelle le signataire de |'acte a agi et, le cas échéant,
l'identité du sceau ou timbre dont cet acte public est revétu.

Cette Apostille ne certifie pas le contenu de I'acte pour lequel elle a été émise.
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Code de vérification de I'Apostille (*): AP: swdr-C5KM-MkUc-9qdc
Ce documaent a été signé électroniquement d'accord & la Lai 59/2003 du 19 dé bre, de sig e &l q et a la Lol 1172007
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i dad de Barcelona

J' Académica-Asuntos Generales y Acceso

GENCIA: Se hace constar que en el anverso y en
=verso del presente documento figura la firma de Don
Francesc Cardellach Lopez, la cual es g parecer
auténtica y es Ia propia del decano de Ig Facultad de
Medicina y Ciencias de |a Salud (Campus Clinic) de esta
Universidad en la fecha del documento,

Barcelona, 07 de julio de 2017

ek enl  UNIVERS! I DE BARCELONA
B

S
Gesuo Aca e
Vicerrectora, La Jefa de GastiGH o
Académica
Fdo.: Lola Sanchez Fdo.: Délia Monfort
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o Secretaria de

2.? Educacién Superior,

Ciencia. Tecnoloaia e | -

Quito, 06/05/2018

LN D RS

La Secretaria de Educacién Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacién, SENESCYT, informa que ONA
CISNEROS FABIAN DAVID, con documento de identificacion namero 1717837742, registra en el
Sistema Nacional de Informacion de la Educacién Superior del Ecuador (SNIESE), la siguiente

informacion:

Nombre;

Numero de Documento de Identificacion:

Nacionalidad:

Género;

ONA CISNEROS FABIAN DAVID
1717837742
Ecuador

MASCULINO

Titulo de Tercer Nivel o Pregrado

| Numero de Registro

1040-14-1321430

Instituciéon de Origen

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS

Institucion que Reconoce

Titulo INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
Tipo Nacional
Fecha de Registro 2014-11-28

Observaciones

Titulo de Cuarto Nivel o Posgrado

|
Numero de Registro

7241106808

Institucion de Origen

UNIVERSITAT DE BARCELONA

Institucion que Reconoce

Fecha de Registro

Titulo MASTER UNIVERSITARIO EN MEDICINA TRASLACIONAL
Tipo Extranjero
_ —
2017-07-27

Observaciones




IMPORTANTELa informacion proporcionada en este documento es la que consta en el SNIESE, que se alimenta
de la informaciénproporcionada por las instituciones del sistema de educacion superior, conforme lo disponen los
articulos 129 de la LeyOrganica Superior y 19 de su Reglamento.El reconocimiento/registro del titulo no habilita
al ejercicio de las profesiones reguladas por leyes especificas, y demanera especial al ejercicio de las
profesiones que pongan en riesgo de modo directo la vida, salud y sequridadciudadana conforme el articulo 104
de la Ley Organica de Educacion Superior. Segtin la ResolucionRPC-SO-16-N0.256-2016

En el caso de detectar inconsistencias en la informacién proporcionada, se recomienda solicitar a la institucion de
educacién superior que emiti6 el titulo, la rectificacion correspondiente.Para comprobar la veracidad de la
informacion proporcionada, usted debe acceder a la siguiente direccion:

GENERADO: 06/05/2018 10.19 PM

www.senescyt.gob.ec

Documento firmado electronicamente
SECRETARIA DE EDUCACION SUPERIOR, CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION
g

=]

I

1717837742
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UNIVERSIDAD REGIONAL AUTONOMA DE LOS ANDES

“La Universidad de las alturas”

AMBATO - ECUADOR
e e

CERTIFICACION DE TRABAJO

El suscrito Director de' Recursos Humanos de la Universidad Regional Auténoma de Los
Andes -UNIANDES- de esta ciudad, CERTIFICA: que el Ing. Ofia Cisneros Fabidn David
MSc., portador de la cédula de ciudadania No.- 171783774-2 presté sus servicios
profesionales en esta Instituci6n, desde el 01 de Octubre de 2017 hasta el 08 de marzo de
2019, desempefidndose en las siguientes rcqu:;sabilidg:ies.

B AN (e
- Docente de Bioquimica y Epidemiologia con dcdicai:ién a Tiempo Completo de la
Carrera de Medicina. v /
- Coordinador del Programa de investigacién en genética clinica y molecular.
- Responsable del laboratorio de biologia molecular y genética.
N\ '

\, s

- '

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la ve?dad, éum;imdo al peticionario dar uso de

este documento como a bien tenga, o - -

-

Firmado y sellado en Ambato a los doce dias del mes de marzo del dos mil diecinueve.

Campus Universitario, Via a Bafios, Km. 5 172 * Telfs.: 2 999 000 / 2 488 028 / 2 488 029 » Ambato - Ecuador
MY/fdl www.uniandesonline.edu.ec

for

Scanned with CamScanner



UNIVERSIDAD REGIONAL AUTONOMA DE LOS ANDES

“La Universidad de las alturas”

AMBATO - ECUADOR

——

CERTIFICACION

En mi calidad de Director de Posgrado, tengo a bien cerfificar que una vez revisados
los archivos a cargo de la Coordinacién Académica del Posgrado y de Titulacion y
grados, se encontrd que fueron asignados quince estudiantes de la maestria en
Farmacia Clinica y Hospitalaria para ser asesorados por €l Ing. Fabian Ofia Cisneros
MSc. PhD (c) que constan en el listado adjunto. .

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad, facultando al interesado hacer uso
! legal de! presente como mejor convenga a sus infereses. ' 4

Ambato, 27 de agosto del 2018

Campus Universitario, Via a Baiios, K. 5 1/2 * Telfs.: 2 999 000/ 2 488 028 / 2 488 029 - Ambato - Ecuador
www.uniandesonline.edu.ec f‘

a
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Instituto de Investigaciones Biomédicas

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS

Laurcate Imternational Universitics

Quito, Septiembre 10, 2014

CERTIFICACION

Por la presente certifico que conozco al Ing. Fabian Ofia con CI: 1717837742,
quien fue becario y ayudante de investigacion durante los tltimos 3 afios. En
este periodo mostro responsabilidad en sus actividades tanto estudiantiles
como en el trabajo de laboratorio, en el que se centrd en técnicas de biologia

molecular y genética.

Recomiendo de la mejor manera a Fabian para actividades similares porque sé

que lo hara de forma eficiente.

Atentamente;

Decano del Instituto de investigaciones Biomédicas
Universidad de las Américas

Calle José Queri. Bloque 5, piso 3. Telef. 3970073. Mail: iib-udla@udla.edu.ec
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(\?IInsﬁh.rto Nacional 1%}
C\) de Investigacion !

en Salud Publica INSPI & A%
Quito, 23 de septiembre de 2015

CERTIFICADO

A quien corresponda:

Por medio de |la presente y a peticion verbal del interesado, certifico que el Ingeniero
Fabian David Ofa Cisneros portador de la C.|. 1717837742, labora en el Instituto Nacional
de Investigacion en Salud Publica Regional Norte — INSPI RN, desempefiandose como
Director Subrogante — Proyecto 3 del Programa PROPAD, a partir del 1 de octubre de 2014
hasta la actualidad .

El interesado puede hacer uso de este documento segun |o considere conveniente.

Atentamente

Ministerio
deSalud Publica

Insttulo m% imosigactn
RESPONSABLE DE TALENTO HUMANO
INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION REGIONAL NORTE

IQUIQUE N14-285 Y YAGUACH! (SECTOR EL DORADO) * Pubie Heaith btitutrs of e Werld
CASILLA 17-12:335 FAX.: (593-2) 552715 TELF.COM: 2503-211 / 2502-068 / 2502-068 | 2565-858 ' A hl D'—'l

MEMBEIR



(\? Instituto Nacional
de Investigacion

en Salud Puablica INSP1

Quito, 29 de febrero de 2016

CERTIFICADO

A quien corresponda:

Por medio del presente y a peticion verbal del interesado, certifico que el Ingeniero
Fabidn David Ofia Cisneros portador de la C.l. 1717837742, labora en el Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Pdblica Coordinacion Zonal 9 - INSPI,
desempefidandose como Director del Programa PROPAD, con una remuneracion de
Servidor Publico 4 por el valor de $1086,00 desde el 15 de febrero de 2016,
anteriormente el servidor se desempefiaba como Analista Técnico del Programa
PROPAD.

El profesional se encuentra vinculado a la institucion, desde el 1 de octubre de 2014,
hasta la actualidad.

El interesado puede hacer uso de este documento segtn lo considere conveniente.

& | Ministerno 2
£ | de Salud Publica
INSPI

S | pstitato Necioral de favestigesiin
en salud plblice

Atentamente

< arifews
Lic. Patil Fernando Mencias Navas
RESPONSABLE DE TALENTO HUMANO
INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PABLICA

COORDINACION ZONAL 9 - INSPI

/ol

| lquique N” 14-285 y Yaguachi
| Ministerio Teléfono: 022568041 - 022552715 - 022565858
de Salud Publica www.investigacionsalud.gob.ec




UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CONTRATO CIVIL DE PRESTACION DE SERVICIOS PROFESIONALES

Comparecen por una parte la Universidad Central del Ecuador, legalmente representada por
su Rector el sefior Doctor Fernando Sempértegui Ontaneda MSc., y, por ofra parte comparece
Fabian David Ofia Cisneros de nacionalidad ecuatoriana, con cédula de ciudadania
171783774-2 por sus propios y personales derechos, a quienes en adelante se les denominara
“La Universidad” y “el/la Profesional”, respectivamente.

Las partes son capaces para contratar y obligarse, las mismas que en forma libre y voluntaria
convienen celebrar el presente contrato civil de prestacion de servicios profesionales al tenor
de las siguientes clausulas:

PRIMERA: NORMATIVA LEGAL APLICABLE

Este contrato, dado su naturaleza, esta primordialmente regido por las disposiciones del
paragrafo 8vo, Titulo XXV, libro IV del Cédigo Civil, cuya ultima codificacién aparece publicada
en el Suplemento del Registro Oficial nimero 46 de 24 de junio de 2005. Por ende, priman
para su interpretacion y aplicacién las reglas del derecho civil y, solo normas imperativas,
prohibitivas o restrictivas que fueren expresamente aplicadas para relaciones contractuales de
orden civil.

SEGUNDA: ANTECEDENTES.-

1.1.- Mediante oficio No. MINFIN-DNCP-2015-0064-O de fecha 11 de febrero del 2015, la
Economista Ménica Alexandra Herrera Directora Nacional de Consistencia Presupuestaria
realizo la modificacion al Catélogo de Instituciones y de Entidades Operativas Desconcentradas
(EOD) del sector publico, activando el codigo institucional a la Direccion General de
Investigacién y Posgrado.

1.2.- El Ministerio de Finanzas el 26 de marzo del 2015 realizd la Reforma Presupuestaria de
Ampliacion Presupuestaria en base a los saldos certificados en el APEC 2015, fuente 002, para
financiar gastos no permanentes correspondientes a los programas académicos de las
Facultades de la Universidad Central del Ecuador, segun art. 20 literal J de la Ley Orgénica de
Educacion Superior LOES, oficio No. SENPLADES-SGPBV-2015-0062-OF., con fecha 28 de
enero 2015,

1.3.- Mediante oficio No.- Helminpa-148 de fecha 11 de septiembre del 2015, suscrito la PhD.
Ana Lucia Ruano Nieto Directora del Proyecto de Investigacion “ESTUDIO CLINICO
EPIDEMIOLOGICO LABORATORIAL DE LAS HELMINTIOSIS (ESTRONGILOIDISIS) EN LA
POBLACION INMUNOSUPRIMIDA EN ECUADOR?”, solicito la contratacion de Fabian David
Ona Cisneros para desempefiarse en calidad de Investigador del Proyecto antes mencionado.

1.4.- La Ingeniera Elizabeth Freire, Asistente Financiera de la Direccion General de
Investigacion y Posgrado, ceriifica que existe disponibilidad presupuestaria para atender el
pago que antecede, con cargo a la certificacion presupuestaria 484 de fecha 01 de octubre de
2015 con cargo a la partida No. 83 00 017 001 000 1701 730606 1701 002 0000 0000
correspondiente a Honorarios por contratos civiles de servicios; por un valor de USD $ 2,688.00
(DOS MIL SEISCIENTOS OCHENTA Y OCHO DOLARES DE LOS ESTADOS UNIDOS DE
AMERICA 00/100) incluido IVA.

TERCERA: OBJETO.-

Con estos antecedentes, la Universidad Central del Ecuador, contrata los servicios
profesionales de Fabian David Ofia Cisneros sin relacion de dependencia; quien a su vez se
obliga a prestar tales servicios en el Proyecto para la Investigacion “ESTUDIO cLiNIcCO
EPIDEMIOLOGICO LABORATORIAL DE LAS HELMINTIOSIS (ESTRONGILOIDISIS) EN LA



N
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION Y POSGRADO

®

fuerza mayor, que impidan continuar la ejecucién del Contrato. Esta forma de terminacion no
dara lugar para el reclamo de indemnizaciones o multas de ningtn tipo.
¢) Por sentencia ejecutoriada que declare la nulidad del contrato.

SEPTIMA: INFORMES.-
El contratado presentar4, junto con su factura un informe de cumplimiento de actividades en el
que se hara constar el resumen de los servicios profesionales prestados durante el respectivo

periodo de labores, asi como la aprobacién del Director del Proyecto en el que se acreditara la
efectiva prestacion de tales servicios.

De igual manera, el contratado presentard, al vencimiento del plazo contractual aqui
esfipulado, un informe final que condense todas las actividades realizadas durante el periodo
de prestacion de los servicios profesionales contratados, el cual deberé ser aprobado por el

Director del Proyecto de Investigacion y contar con el visto bueno del Director General de
Investigacion y Posgrado.

No se autorizaré pago alguno por conceptos de honorarios si faltaren los informes sefialados.

OCTAVA: NATURALEZA JURIDICA DE LA RELACION LABORAL.-

Las partes se obligan, de manera voluntaria especifica, incondicional e irrevocable y dejan
expresa constancia que, por virtud del presente Contrato Civil de Prestaciéon de Servicios
Profesionales, no se generard entre ellas, ni directa ni indirectamente, por ningdn motivo,
vinculo alguno, de tipo personal, laboral o de trabajo, puesto que no se trata de un contrato
laboral, sino de uno de naturaleza esencialmente profesional o civil.

Consecuentemente, tampoco surge relacién de dependencia alguna, por lo tanto el contratado
gozara de flexibilidad en sus horarios, y no sera ni podra ser considerada como trabajador de la
Universidad Central del Ecuador por ningin motivo. Asi mismo, las partes aclaran
expresamente que los honorarios pactados no son ni podran ser considerado sueldo, salario o
remuneracion laboral de ningun tipo. Por consiguiente, el contratado no tendra derecho a exigir
ninguna de las prestaciones que la legislacion laboral contempla a favor de los trabajadores.

NOVENA: CESION.-

De conformidad con la Ley, se prohibe ceder las obligaciones y derechos surgidos de este
contrato, a terceras personas; a menos que, medie el consentimiento escrito de la otra.

DECIMA: JURISDICCION Y COMPETENCIA.-

Si se suscitaren controversias en la interpretacion o ejecucion del presente contrato, las partes
trataran de llegar a un acuerdo que solucione el problema. De no obtenerse el acuerdo del
caso, las controversias seran tramitadas de conformidad con el procedimiento previsto en el
articulo 38 de la Ley de Modernizacién, para lo cual se sujetaran al Tribunal Distrital de lo
Contencioso-Administrativo Metropolitano de Quito.

Para constancia de todo lo cual, firman las partes contratantes este instrumento en ftres
ejemplares de igual valor y tenor, en el Distrito Metropolitano de Quito, a

Dr. Fernando Sempértegui Ontaneda, MSc. "~ Fabian|David Ofia Cisneros

RECTOR CONTRATADO
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR CC. tliar .

£y
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UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CONTRATO CIVIL DE PRESTACION DE SERVICIOS PROFESIONALES

Comparecen por una parte la Universidad Central del Ecuador, legalmente representada por su Rector
el sefior Doctor Fernando Sempértegui Ontaneda MSc., y, por otra parte comparece Fabian David Ofa
Cisneros de nacionalidad ecuatoriana, con cédula de ciudadania 1717837742 por sus propios y
personales derechos, a quienes en adelante se les denominara “La Universidad” y “ellla Profesional”,
respectivamente.

Las partes son capaces para contratar y obligarse, las mismas que en forma libre y voluntaria convienen
celebrar el presente contrato civil de prestacion de servicios profesionales al tenor de las siguientes
clausulas:

PRIMERA: NORMATIVA LEGAL APLICABLE

Este contrato, dado su naturaleza, esta primordialmente regido por las disposiciones del paragrafo 8vo,
Titulo XXV, libro IV del Cédigo Civil, cuya Gltima codificacion aparece publicada en el Suplemento del
Registro Oficial numero 46 de 24 de junio de 2005. Por ende, priman para su interpretacion y aplicacion
las reglas del derecho civil y, solo normas imperativas, prohibitivas o restrictivas que fueren expresamente
aplicadas para relaciones contractuales de orden civil.

SEGUNDA: ANTECEDENTES.-

1.1~ Mediante oficio No. MINFIN-DNCP-2015-0064-O de fecha 11 de febrero del 2015, la Economista
Ménica Alexandra Herrera Directora Nacional de Consistencia Presupuestaria realizo la modificacion al
Catslogo de Instituciones y de Entidades Operativas Desconcentradas (EOD) del sector publico,
activando el codigo institucional a la Direccion General de Investigacion y Posgrado.

1.2 - El Ministerio de Finanzas el 26 de marzo del 2015 realizo Ia Reforma Presupuestaria de Ampliacion
Presupuestaria en base a los saldos certificados en el APEC 2015, fuente 002, para financiar gastos no
permanentes correspondientes a los programas académicos de las Facultades de la Universidad Central
del Ecuador, segin art. 20 literal J de la Ley Organica de Educacién Superior LOES, oficio No.
SENPLADES-SGPBV-2015-0062-OF ., con fecha 28 de enero 2015.

1.3- Mediante oficio No. Helminpa-131 de fecha 2 de mayo del 2015, suscrito por Md. Ana Lucia Ruano
Nieto Directora del Proyecto de Investigacion “ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO LABORATORIAL DE LAS
HELMINTOSIS (ESTRONGILOIDOSIS) EN POBLACION GENERAL E INMUNOSUPRIMIDOS EN
ECUADOR", salicitd la contratacién de Fabian David Ofia Cisneros para desempefarse en calidad de
Investigador en el Proyecto antes indicado.

1.4.- La Ingeniera Elizabeth Freire, Asistente Financiera de la Direccion General de Investigacion y
Posgrado, certifica que existe disponibilidad presupuestaria para atender el pago que antecede, con cargo
a la partida afio 2015 No. 175 83 00 017 001 730806 1701 002 0000 0000 correspondiente @ Honorarios
por contratos civiles de servicios; por un valor de USD $ 5.376.00 (CINCO MIL TRESCIENTOS
SETENTA Y SEIS DOLARES 00/100).

TERCERA: OBJETO.-

Con estos antecedentes, la Universidad Central del Ecuador, contrata los servicios profesionales de
Fabian David Ofia Cisneros sin relacion de dependencia; quien a su vez se obliga a prestar tales
servicios en el Proyecto para la Investigacion “ESTUDIO _EP[DEM!OLGGICO LABORATORIAL DE LAS
HELMINTOSIS (ESTRONGILOIDOSIS) EN POBLACION GENERAL E INMUNOSUPRIMIDOS EN
ECUADOR"” en el periodo desde el 01 de abril hasta el 30 de septiembre del 2015, para que realice las
siguientes actividades:

Primer periodo:
1.- Extraccion de ADN de larvas L3 tomadas del ciclo biologico parasitario a nivel animal
2 -Estandarizacion de la extraccion de ADN de S. stercolaris

Jerénimo Leiton s/ n {atras del Hospital del Dia) Telfs.: (593-2) 2904-796 - 2226-74]1 — 3215-543
Comunicacién interna con la Universidad Central del Ecuador ext. 309
E-mail: direccion.investigacion@uce.edu.ec / dgiplauce.edu.ec
Quito - Ecuador



UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
DIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION Y POSGRADO

SEPTIMA: INFORMES.-

El contratado presentara, junto con su factura un informe de cumplimiento de actividades en el que se
hara constar el resumen de los servicios profesionales prestados durante el respectivo periodo de
labores, asi como la aprobacion del Director del Proyecto en el que se acreditara la efectiva prestacion de
tales servicios.

De igual manera, el contratado presentard, al vencimiento del plazo contractual aqui estipulado, un
informe final que condense todas las actividades realizadas durante el periodo de prestacién de los
servicios profesionales contratados, el cual debera ser aprobado por el Director del Proyecto de
Investigacion y contar con el visto bueno del Director General de Investigacion y Posgrado.

No se autorizara pago alguno por conceptos de honorarios si faltaren los informes sefalados.

OCTAVA: NATURALEZA JURIDICA DE LA RELACION LABORAL.-

Las partes se obligan, de manera voluntaria especifica, incondicional e irrevocable y dejan expresa
constancia que, por virtud del presente Contrato Civil de Prestacion de Servicios Profesionales, no se
generara entre ellas, ni directa ni indirectamente, por ningin motivo, vinculo alguno, de tipo personal,
laboral o de trabajo, puesto que no se trata de un contrato laboral, sino de uno de naturaleza
esencialmente profesional o civil.

Consecuentemente, tampoco surge relacion de dependencia alguna, por lo tanto la contratada gozara de
flexibilidad en sus horarios, y no sera ni podra ser considerada como trabajador de la Universidad Central
del Ecuador por ningun motivo. Asi mismo, las partes aclaran expresamente que los honorarios pactados
no son ni podran ser considerado sueldo, salario o remuneracion laboral de ningun tipo. Por consiguiente,
el contratado no tendra derecho a exigir ninguna de las prestaciones que la legislacion laboral contempla
a favor de los trabajadores.

NOVENA: CESION.-
De conformidad con la Ley, se prohibe ceder las obligaciones y derechos surgidos de este contrato, a
terceras personas; a menos que, medie el consentimiento escrito de |a otra.

DECIMA: JURISDICCION Y COMPETENCIA.-

Si se suscitaren controversias en la interpretacion o ejecucién del presente contrato, las partes trataran de
llegar a un acuerdo que solucione el problema. De no obtenerse el acuerdo del caso, las controversias
seran tramitadas de conformidad con el procedimiento previsto en el articulo 38 de la Ley de
Modernizacién, para lo cual se sujetaran al Tribunal Distrital de lo Contencioso-Administrativo
Metropolitano de Quito.

Para constancia de todo lo cual, firman las partes contratantes este instrumento en ftres ejemplares de
igual valor y tenjor, en el Distrito Metrapolitano de Quito, a i

A

Sempértegui Ontaneda, MSc,, Fabian 'David Ona Cisneros
RECTOR CONTRATADO
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR C.C. (F118311az

Jerdnimo Letton s/ n (atras del Hospital del Dia) Telfs.: (593-2) 2904-796 - 2226-741 — 3215-543
Comunicacién interna con la Universidad Central del Ecuador ext. 309
E-mail: direccion.investigacion(auce.edu.ec / dgip@uce.edu.ec
Quito - Ecuador
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Estimados Sefiores

Dept. Biomedicina
Facuitat de Medicina

¢/ Casanova, 143
08036 Barcelona

Tel +34 934 037 252
Tel. +34 934 035 268
Tef. +34 934 035278

Secretaria de Educacién Superior, Ciencia, Tecnologia e Innovacién SENESCYT

Presente.-

Estimados Sefiores

Instituto Nacional de Fomento al Talento Humano IFHT

Presente.-

Reciban un cordial saludo. Por medio del presente notifico a ustedes que el Sr. Fabién David Ofia
Cisneros con Pasaporte No. 1717837742, nacionalidad Ecuatoriana y Becario SENESCYT Convocatoria
Universidades de Excelencia 2015, realiz6 sus practicas y trabajo final de master bajo mi supervisién y
tutoria. Para cumplir con los objetivos planteados en el citado trabajo y dar un impacto de excelencia a la
investigacion de laboratorio, hemos hecho uso de Ia totalidad del recurso econémico correspondiente al
rubro: “Costos de investigacion, material bibliografico, tesis y eventos cientificos”. Este recurso que esta
incluido en el monto total de la beca que ha sido obtenida, en base a méritos académicos, por el Sr. Fabian
David Ofia Cisneros, ha sido usada para la adquisicion de reactivos de laboratorio, impresion de tesis y
asistencia a una conferencia sobre Heterogeneidad Tumoral (se adjunta certificado de asistencia) detallado

a continuacién:
Reactivo Uso Cantidad Monto (Euros)

WST-1 Ensayos de Citotoxicidad | 2 559.00
Enzima GLU-c Analisis de Protedmica 1 213.00
Enzimas digestion o ]
proteina p27 Analisis de Prote6mica 1
Andlisis protedmica Andlisis de Protedmica 1 404.48

cl : Presentacién Trabajo 20.00
Edicién Tesis Fingl de Master 1

TOTAL 1755.48

En lo que me corresponde como catedratico de la Universidad de Barcelona y tutor del Trabajo de Final de

Master del Sr. Fabian Ofia Cisneros, doy fe de veracidad de lo antes exptl‘%sto.

A
gl 1€

Prof. Oriol Bachs, PhD

Catedratico de Biologia Celular
Departamento de Biomedicina

Facultad de Medicina
Universidad de Barcelona
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Cell Proliferation and Signaling, IDIBAPS

Phosphorylation status of tyrosine 74
and 88 of p27 and a strategy to recover
its nuclear activity in Colorectal Cancer:

An in-vitro and Mass Spectrometry

Master Student:
Fabian Ofia Cisneros
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UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS

Quito, 19 de Septiembre del 2013

A guien puede interesar:

Por medio de la presente CERTIFICO, que el estudiante Fabidn Ofia, se desempefié como
ayudante de cidtedra de la materia “Procedimientos de Biologia Molecular”, carrera de
Ingenieria en Biotecnologia en la Universidad de la Américas (UDLA). Las funciones realizadas
como parte de esta ayudantia fueron la asistencia al profesor en la realizacion de las practicas
de laboratorio de la asignatura y la colaboracion en la ejecucién de variadas técnicas de
manipulacién y analisis de acidos nucleicos. El tiempo total de la ayudantia fue de 30 horas
durante el transcurso del semestre 2013-2.

Atentamente,

MSc. Ya erra Borrego

Profesor de Procedimientos en Biologia Molecular
Ingenieria en Biotecnologia, Universidad de las Américas
yguerra@udla.edu.ec

Universidad de Las Américas
Av. Granados E12-41 y Colimes
Quito - Ecuador
AL Tel: 3970 - 000 + Fax: 3981 - 000 + PO BOX 17-07-9788
www.udla.edu.ec
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DIRECCION DE TECNOLOGIAS DE INFORMACION Y TELECOMUNICACIONES

CONTRATO DE SERVICIOS DE CAPACITACION

La Universidad Central del Ecuador, representada legalmente por su Rector, Doctor Edgar
Samaniego Rojas, por una parte, y, por otra, el sefior ONA CISNEROS FABIAN DAVID con
cédula de identidad No. 1717837742 a quienes en adelante se les denominara en su orden
“LA UNIVERSIDAD” y “EL INSTRUCTOR CONTRATADO", en forma libre y veluntaria
convienen en celebrar el presente contrato, al tenor de las siguientes clausulas:

PRIMERA: ANTECEDENTES.-

e« FEl 21 de septiembre de 2010 la Universidad Central del Ecuador suscribid con el
Ministerio de Telecomunicaciones y de la Sociedad de la Informacion el CONVENIO
DE FINANCIAMIENTO INTERINSTITUCIONAL PARA LA IMPLEMENTACION
DEL PROYECTO DE CAPACITACIOI}I PARA ESCUELAS EN TECNOLOGIAS DE
INFORMACION Y COMUNICACION, cuyo objetivo es que se capacite,
utilizando la infraestructura instalada en las Escuelas y Colegios de los cantones
de Gualaceo, Nabdn, Pelileo, Pillaro, Montecristi y Daule, a la comunidad en
general en el uso de las TIC bajo herramientas de software libre.

« El presente convenio tendrad una duracion de doce (12) meses contados a partir
de la fecha de suscripcién por parte de las dos instituciones

e« Con fecha 12-11-2010 el Ministerio de Telecomunicaciones y de la Sociedad de la
Informacion efectta la transferencia a la Universidad por el monto de $279.545,00
para la ejecuciéon del mencionado proyecto.

» El Jefe de Presupuesto, certifica que existe disponibilidad presupuestaria con cargo a
la Partida No.730603.002, correspondiente a Servicios de Capacitacion del
Presupuesto para el Proyecto de Capacitacién para las Escuelas en Tecnologias de
Informacién y Comunicacion.

« La Comisidn Econémica en sesion ordinaria del 13 de enero del 2011 aprobd el valor
de $15,00 (QUINCE DOLARES 00/100) por hora dictada.

e« Con oficio No.230-DTIC de fecha 7 de Abril del 2011, la Ing. Lorena Balseca C., Jefe
de la Direccién de Tecnologias de Informacion y Telecomunicaciones, bajo su estricta
responsabilidad, solicita a la Autoridad nominadora del plantel autorice la
contratacién del sefior ONA CISNEROS FABIAN DAVID

SEGUNDA: OBJETO DEL CONTRATO.-

« Con estos antecedentes, la Universidad Central del Ecuador contrata los servicios
personales y licitos del sefior ONA CISNEROS FABIAN DAVID en calidad de
Instructor para que dicte 2 cursos de FUNDAMENTOS DE OPERACION Y MANEJO
BASICO DEL COMPUTADOR a la comunidad en general del Cantén Montecristi
conforme al horario establecido, de acuerdo al siguiente detalle:

V. DURA- VALOR
CURSO ESCUELA INICIO FIN HORA Pt HORARIO | Lo
FUNDAMENTOS DE
OPERACION Y JUAN LEON 14 18 o5H 07:3012:30 | 4059
MANEJO BASICO MERA MARZO | MARZO 15,00 L-v '
DEL COMPUTADOR
FUNDAMENTOS DE
OPERACION Y JUAN LEON 14 18 o5H 13:00 18:00 | ¢ o9
MANEJO BASICO MERA MARZO | MARZO 15,00 L-V *
DEL COMPUTADOR
(}“W“&l

Ameérica y Av. Universitaria Tel. 2521744 2524806 Fax: 2236430 emaii: capacitacion@ac.uce.edu.ec
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DIRECCION DE TECNOLOGIAS DE INFORMACION Y TELECOMUNICACIONES

e« El sefior ONA CISNEROS FABIAN DAVID deberd presentar el informe sobre el
desarrollo de curso de acuerdo al formato establecido por la Universidad Central del
Ecuador, previo a la cancelacién de sus honorarios.

TERCERA: PLAZO.-
El Instructor Contratado se compromete a dictar el Curso durante el periodo sefialado en la
Clausula Segunda del Presente Contrato.

A la finalizacién del plazo previsto, la Universidad concluye toda relacion de trabajo con el
Instructor Contratado, auln si no se hubiere notificado.

CUARTA: PAGO.-

La Universidad Central del Ecuador, pagara al Instructor la suma de $ 750 (Setecientos
cincuenta dolares americanos), que corresponden a 50 horas efectivamente dictadas, a
razén de $15,00 (délares) hora clase, pago que se realizard previo el informe de actividades
al Jefe de la Direccién de Tecnologias de Informacion y telecomunicaciones. El presente
egreso se lo realiza con cargo a la partida presupuestaria No.730603.002, Servicio de
Capacitacién, del presupuesto del Proyecto de Capacitacion para las Escuelas en Tecnologias
de Informacién y Comunicacion.

QUINTA: DE LAS MULTAS Y ATRASOS.-
Por el atraso en la entrega de informes y calificaciones, serd descontado el 1% diario sobre
el valor del contrato.

SEXTA: TERMINACION DEL CONTRATO
Se dara por terminado el presente contrato por las siguientes causas:
1. Incumplimiento de las obligaciones estipuladas en el presente contrato por parte del
Instructor Contratado y contratante
Negligencia en la actividad académica del instructor contratado
Por mutuc acuerdo de las partes y
Por las demas formas reconocidas por la ley

swN

SEPTIMA : NATURALEZA DE LA RELACION.-
Entre la Universidad y el Instructor Contratado se establecen exclusivamente los derechos y
obligaciones reciprocas de modo expreso en este Contrato.

OCTAVA : JURISDICCION Y COMPETENCIA.-
Las partes se someten a los jueces competentes del cantén Quito, provincia de Pichincha y al
tramite verbal sumario en caso de controversias no resueltas de comun acuerdo.

Para constancia de lo expuesto firman los comparecientes en tres ejemplares del mismo
tenor, en Quito, a

ﬂ y ekl nens

~EDGAR SAMANIEGO ROJAS ONA IS_NEROS FABIAN
RECTOR EL CONTRATADO
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR fd cisneros@hotmail.com

L it

0\0 América y Av. Universitaria Tel. 2521744 2524806 Fax: 2236430 email: capacilacion ®@ac.uce.edu.ec A
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DIRECCION DE TECNOLOGIAS DE INFORMACION Y TELECOMUNICACIONES

CONTRATO DE SERVICIOS DE CAPACITACION

La Universidad Central del Ecuador, representada legalmente por su Rector, Doctor Edgar Samaniego
Rojas, por una parte, y, por otra, el sefior ONA CISNEROS FABIAN DAVID con cédula de identidad No.
1717837742 a quienes en adelante se les denominara en su orden “LA UNIVERSIDAD” y “EL
INSTRUCTOR CONTRATADO", en forma libre y voluntaria convienen en celebrar el presente contrato, al
tenor de las siguientes cldusulas:

PRIMERA: ANTECEDENTES.-

e El 21 de septiembre de 2010 la Universidad Central del Ecuador suscribié con el Ministerio de
Telecomunicaciones y de la Sociedad de la Informacion el CONVENIO DE
FINANCIAMIENTO INTERINSTITUCIONAL PARA LA IMPLEMENTACION DEL
PROYECTO DE CAPACITACION PARA ESCUELAS EN TECNOLOGIAS DE
INFORMACION Y COMUNICACION, cuyo objetivo es que se capacite, utilizando la
infraestructura instalada en las Escuelas y Colegios de los cantones de Gualaceo, Nabodn,
Pelileo, Pillaro, Montecristi y Daule, a la comunidad en general en el uso de las TIC bajo
herramientas de software libre.

« El presente convenio tendrd una duracién de doce (12) meses contados a partir de la
fecha de suscripcion por parte de las dos instituclones

« Con fecha 12-11-2010 el Ministerio de Telecomunicaciones y de |2 Sociedad de la Informacién
efectia la transferencia a la Universidad por el monto de $279.545,00 para la ejecucion del
mencionado proyecto.

* El Jefe de Presupuesto, certifica que existe disponibilidad presupuestaria con cargo a |a Partida
No.730603.002, correspondiente a Servicios de Capacitac/én del Presupuesto para el Proyecto
de Capacitacidn para las Escuelas en Tecnologias de Informacién y Comunicacién.

« La Comision Econdmica en sesion ordinaria del 13 de enero del 2011 aprobd el valor de $15,00
(QUINCE DOLARES 00/100) por hora dictada.

+ Con oficio No.156-2011-DTIC de la fecha 21 de Marzo del 2011, |la Ing. Lorena Balseca C., Jefe
de la Direccion de Tecnologias de Informacion y Telecomunicaciones, bajo su estricta
responsablilidad, solicita a la Autoridad nominadora del plantel autorice la contratacién del sefior
OfA CISNERQS FABIAN DAVID

SEGUNDA: OBJETO DEL CONTRATO.-

» Con estos antecedentes, la Universidad Central del Ecuador contrata los servicios personales y
licitos del sefior ONA CISNEROS FABIAN DAVID en calidad de Instructor para que dicte 4 cursos
de FUNDAMENTOS DE OPERACION Y MANEJO BASICO DEL COMPUTADOR a la comunidad en
general del Canton MONTECRISTI conforme al horario establecido, de acuerdo al siguiente

detalle:
V. | DURA- VALOR
CURSO ESCUELA INICIO FIN HORA | CION HORARIO | ../
FUNDAMENTOS DE MANUEL i
OPERACION Y OCTAVIO 14 FEB. 18 FEB. | 25 07:30 12:30 275.00
MANE.JO BASICO RIVEFA 2011 2011 1500 | L-V '
DEL COMPUTADOR -
FUNDAMENTOS DE |
A MANUEL
OPERAGION Y OCTAVIO W FEB. | 1BFEB. 25H 13:00 18:00 | 275.00
MANEJO BASICO AIVERA | 20m 2011 — L
| DEL COMPUTADOR J |
FUNDAMENTOS DE MANUEL '
OPERACION Y OCTAVIG 21 FEB. 25 FEB. 25H 07:30 12:30 i 375.00
MANEJO BASICO AIVERA 2011 2011 o LV :
DEL COMPUTADOR -
FUNDAMENTOS DE
MANUEL
M?\fug‘gcmgo OCTAVIO 2125:2 ,B' 252553' 25H 13:0018:00 | 375.00
RIVERA J 15,00 LV
DEL COMPUTADOR ¥
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DIRECCION DE TECNOLOGIAS DE INFORMACION Y TELECOMUNICACIONES

* FEl sefior ONA CISNEROS FABIAN DAVID debera presentar el informe sobre el desarrollo de
curso de acuerdo al formato establecido por |a Universidad Central del Ecuador, previo a la
cancelacion de sus honorarios.

TERCERA: PLAZO.-
El Instructor Contratado se compromete a dictar el Curso durante el perfodo sefialado en la Clausula
Segunda del Presente Contrato.

A la finalizacién del plazo previsto, la Universidad concluye toda relacion de trabajo con el Instructor
Contratado, aln si no se hubiere notificado.

CUARTA: PAGO.-

La Universidad Central del Ecuador, pagara al Instructor |a suma de $ 1500,00 (Un mil guinientos
délares americanos), que corresponden a 100 horas efectivamente dictadas, a razén de $15,00 (ddlares)
hora clase, pago que se realizara previo el informe de actividades al Jefe de la Direccion de Tecnologias
de Informacién y telecomunicaciones. El presente egreso se lo realiza con cargo a la partida
presupuestaria No.730603.002, Servicio de Capacitacién, del presupuesto del Proyecto de Capacitacion
para las Escuelas en Temmologias de Informacion y Comunicacion.

QUINTA: DE LAS MULTAS Y ATRASOS.-
Por el atraso en la entrega de informes y calificaciones, sera descontado el 1% diario sobre el valor del
contrato.

SEXTA: TERMINACION DEL CONTRATO
Se dara por terminado el presente contrato por las siguientes causas:
1. Incumplimiento de las obligaciones estipuladas en el presente contrato por parte del Instructor
Contratado y contratante
2. Negligencia en la actividad académica del instructor contratado
3. Por mutuo acuerdo de las partes y
4. Por las demas formas reconocidas por |2 ley

SEPTIMA : NATURALEZA DE LA RELACION.-
Entre la Universidad y el Instructor Contratado se establecen exclusivamente los derechos y
obligaciones reciprocas de modo expreso en este Contrato.

OCTAVA : JURISDICCION Y COMPETENCIA.-
Las partes se someten a los jueces competentes del cantdon Quito y al tramite verbal sumario en caso de
controversias no resueltas de comin acuerdo.

Para constancia de lo expuesto firman los comparecientes en tres ejemplares del mismo tenor, en Quito,
a
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QUITO

EMPREES PURLICA METROPEEITAMA U
AGUA POTABLE ¥ SANEAMIENTS

D. M. Quito, 09 de octubre de 2014

CERTIFICADO

A peticion verbal del interesado, Ingenieria en Biotecnologia FABIAN DAVID ONA
CISNEROS, portadora de la C.I. No. 171783774-2, certifico que ha prestado sus servicios
profesionales, en el Departamento Control de la Calidad del Agua, de la Gerencia de
Operaciones de la Empresa Piblica Metropolitana de Agua Potable y Saneamiento (EPMAPS),
con una duracién de seis meses, es decir, desde el 01 de octubre de 2013 al 07 de marzo de
2014, cumpliendo entre las actividades principales las siguientes:

e Colaboro en el monitored la calidad del agua tanto en ciudad como en las parroquias rurales
del Distrito Metropolitano de Quito, de acuerdo al plan de muestreo mensual, en cada salida
realiz6 los respectivos analisis en campo y preservacion de las muestras en caso de ensayos
para las areas de absorcién atémica, microbiologia y cromatografia.

e (Colaboracion en la verificd las condiciones en las que llegan las muestras al Laboratorio
para su aceptacion o rechazo y registrando cualquier anomalia.

e Prepar0 reactivos y soluciones con su respectiva valoracion.

e (Colaborar en la realizacion de los ensayos de acuerdo a los métodos y procedimientos
establecidos en el laboratorio dentro de las areas de Fisico-Quimico, Cromatografia,
Absorcién Atémica para muestras de agua cruda y tratada, como pH, color, turbiedad,
conductividad, cloro residual, nitrégeno de nitratos, carbdon orgéanico total, clorofila,
feofitina, silice, fosfatos, nitrogeno organico, determinacion de aniones, plaguicidas
organoclorados, organofosforados, metales pesados entre otros.

e Cumpli6 con las politicas y procedimientos que se requiere para mantener el Sistema de
Gestién de Calidad implantado en el Laboratorio Central de Control de Calidad bajo la
Norma Internacional ISO/IEC 17025:2005, participando activa y profesionalmente en la
actualizacion y mejora del sistema antes mencionado.

Es todo cuanto puedo afirmar en honor a la verdad, pudiendo el Ingeniero Fabian Oiia, hacer
uso de este certificado en lo que creyera conveniente.

Atentamente;

-

JEdgar Pazmifio Salazar
Jefe de Control de la Calidad del Agua

Telefax: 2994400 Ext, 4280 a 4283
E-mail: edgar.pazmino@aguaquito.gob.ec

Av. Mariana de Jesus entre ltalia y Alemania 2994 400 / 2994 500 / 2998 500 www.aguaquito.gob.ec
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Se ha preservado informacion clara y precisa acerca de la caries dental y de todos los
factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad, sus causas, su diagndstico, y su
tratamiento. Cada seccién del libro incorpora una serie de conceptos basicos para .
contribuir de esta forma a una mejor asimilacion al lector.

El objetivo principal de este libro seré abarcar la paulatina progresién de la caries, la cual
se ve influenciada por la presencia de los agentes etioldgicos primarios que junto a otros
factores apoyan la incidencia a la aparicion de la enfermedad.
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Abstract Breast cancer (BC) is the leading cause of cancer
related death among women in 2014. The AURKA gene that
encodes the protein called Aurora kinase A plays an important
role in the progression of the cell cycle, by controlling and
promoting the entry into the phase of mitosis. The single nu-
cleotide polymorphism AURKA T91A (rs2273535)
(Phe211Ile) has been identified as functional alternator of this
kinase. the Ile allele is associated with the occurrence of chro-
mosome segregation errors and tumor progression. Therefore,
it is essential to know how BC risk is associated with histo-
pathological characteristics, immunohistochemical character-
istics, and genotype polymorphism in a high altitude
Ecuadoerian mestizo population. In this retrospective case-
control study 200 individuals were analyzed. DNA was ex-
tracted from 100 healthy and 100 affected women. Genotypes
were determined by genomic sequencing. We found signifi-
cant association between the AURKA T91A (rs2273535)
(Phe211le) genotype and an increased risk of BC develop-
ment: Phe/Ile (odds ratio [OR] = 2.6: 95% confidence interval
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[CI] = 1.44.9: P = 0.004), [le/Ile (OR = 3.8; 95% CI = 1.6-
9.0; P=0.002), and Phe/le + Ile/Tle (OR =2.9; 95% CI=1.6—
5.2; P =0.001). Additionally, the rs2273535 variant was as-
sociated with the tumor grade SBR III (OR = 9.6; 95%
CI = 1.0-91.9; P = 0.048) and the Ki-67 > 20 (OR = 16.5;
95% Cl =2.7-101.3; P = 0.002). In brief. this study provides
the first evidence where the lle allele of the AURKA gene
could act as potentially predictive biomarker of BC in the high
altitude Ecuadorian mestizo population that lives at 2800 m
above sea level (masl).

Keywords Breastcancer - AURKA - Ecuadorian population -
Genotyping - High altitude - Mestizo

Introduction

Breast cancer (BC) is the most commonly diagnosed cancer
(1,676,633 cases) and the leading cause of cancer-related
death among women (521,817 cases) in 2012 [1].
Worldwide, the areas with a higher incidence of BC per each
100,000 inhabitants are Western Europe (89.9), Oceania
(85.5), and Northern Europe (76.7) while South America has
a lower incidence (44.3) [2]. In Ecuador, the incidence rate of
BC was 32.7 and the mortality rate was 10.3 in 2012 [3].

The histopathologic classification of BC (noninvasive or in
situ carcinoma, and invasive or infiltrating ductal carcinoma)
together with the molecular subtypification of the estrogen
receptor (ER) status, progesterone receptor (PR) status, and
HER2/neu status provides valuable information on tumoral
behavior for an efficient treatment of BC [4-7].

BC is driven by genetic alterations, including single nucle-
otide variants (SN'Vs), small insertions or deletions (indels),
gene fusion, copy-number variations (CNVs) and large chro-
mosome rearrangements. The next-generation sequencing
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(NGS) technologies have generated massive amounts of can-
cer genome data, providing somatic mutation landscapes to
better understand breast cancer biology [8-16]. The driver
mutations have selective growth advantage in tumor cells.
These mutations have been considered prognostic markers
and as therapeutic targets in the control of cell division and
tumor growth inhibition [17]. AURKA (20q13.2) gene en-
codes the Aurora kinase A protein that has straight relation
to the cell cycle since it performs both in the centrosome
maturation and in the correct assembly of the spindle appara-
tus in mitosis (Fig. 1a) [18, 19].

The Aurora kinase A has a high level of expression detect-
ed in human malignant neoplasm and it performs as a key
regulatory component in critical control points of response
for cell oncogenic transformation through the phosphorylation
of p53/TP53. It phosphorylates the isoforms of the protein
phosphatase 1 (PP1) in order to inhibit its activity. The
Aurora kinase A is overexpressed in the late G2 phase to
trigger the mitotic process, which tums it into a promoting
factor of tumorigenesis [20]. The polymorphism T91A
(rs2273535) (Phe211le) of the AURKA gene has been identi-
fied as functional alternator of this kinase, the Ile allele is
associated with the occurrence of chromosome segregation
errors and tumor progression (Fig. 1b, ¢) [21]. Recent studies
by Xu et al., and Mendiola et al., have proposed the
Aurora kinase A as a prognostic factor in cancer treatment
[22, 23]. The results obtained so far do not report data on
in the incidence and the behavior of the AURKA gene in
mestizo populations in Latin America that live at 2800 m
above sea level (masl).

The objective was to determine the risk of breast cancer
associated with histopathological characteristics, immunohis-
tochemical characteristics, and the genetic polymorphism
AURKA T91A (rs2273535) (Phe21lle) in a high altitude
Ecuadorian mestizo population.

Materials and Methods
Study Subjects

The Bioethics Commiittee of the Universidad de las Americas
approved this retrospective case-control study following the
Declaration of Helsinki. A total of 200 Ecuadorian mestizo
women who lived at 2800 masl were included into the analy-
sis. Conceming the 100 individuals with BC, all samples were
obtained from the Pathology Department at Solon Espinosa
Ayala Oncologic Hospital. Affected individuals were diag-
nosed with BC between 2008 and 2011. Each case history
conferred relevant information such as pTNM (tumor, nodule,
metastasis) classification, tumor stage (T1-T4), Scharf Bloom-
Richardson staging system (SRBIII: slightly-differentiated tu-
mor, SRBII: mildly-differentiated tumor, SRBI: well-

@ Springer

differentiated tumor), age, affected breast. histopathological
classification, ER status, PR status, HER2/neu status, metas-
tasis status, and Ki-67 levels (cut-off 20%) like prognostic
factor. With regards to the control group, 100 peripheral blood
samples from individuals of the mestizo population with no
smoking history were selected at random from the sample
bank at Centro de Investigacion Genética y Gendmica at
Universidad Tecnologica Equinoccial. Thus, the matching
of cases and controls presented similar age at menarche
(14.2 vs. 14.6 years), age at menopause (47.4 vs,
46.7 years), age (54.0 vs. 52.3 years), age at first live
birth (26.8 vs. 26.2 years), breast cancer in first-degree
relative (3.1 vs. 2.1%), and the mean number of live
births (2.5 vs. 2.5), respectively. Furthermore, informed
consent was obtained from all individual participants in-
cluded in the study.

DNA Extraction and Purification

The extraction and purification of the genomic DNA of the
case and control individuals were obtained by means of the
PureLink Genomic DNA Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). The
tumor tissues were previously dissolved with proteinase K
(Qiagen, Hilden, Germany). The DNA of the affected individ-
uals, that presented an average concentration of 84 ng/ul, was
extracted from ten sections (5 pm) of formalin-fixed paraffin-
embedded breast tumor tissue previously cut with a micro-
tome CUT 6062 (SLEE, Mainz, Germany). Meanwhile, the
DNA of'the healthy individuals was extracted from peripheral
blood samples and presented an average concentration of
135 ng/ul. Both calculations were obtained, using a
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA).

Genotyping

Genotyping was performed using the polymerase chain reac-
tion (PCR) and DNA sequencing analysis. A final volume of
25 ul was used for each PCR reaction for AURKA. Each
reaction consisted of 4 pl of DNA template (20 ng/ul),

Fig. 1 Genetic analyses of T91A (rs2273535) (Phe211le) polymorphism P

in the AURKA gene. a Location of 152273535 polymorphism in
chromosome 20. b Genotyping of rs2273535 polymorphism by DNA
sequencing. ¢ AURKA pathway: The AURKA acts as a regulatory
component for cell oncogenic transformation through the
phosphorylation and stabilization of p33/TP53. It phosphorylates the
protein phosphatase-1 (PP1) to inhibit its activity. AURKA is
overexpressed in the late G2 phase to trigger mitosis. AURKA acts
upon CDC25B, a direct regulator of the complex cyclin B1-CDKI.
essential for mitosis. The 152273535 polymorphism is associated with
the overexpression of Aurora A and the loss of the anchorage site of
ubiquitin 2E (UBE2N), related to tumor progression. P53: Inhibition of
tumor suppression, CDK: Mitosis activation, BUBRI: Microtubules
bonded to kinetochore, NPL: Assembly of mitotic use, PLK:
Chromosome segregation, AURKA: Centrosome duplication



Breast cancer nisk associated with AURKA gene

a) Chromosome 20
o (] — — ~ o o~ o — ] o
o o - L T — o o o — — (2] oo o
o (] o4 o — — —_— — _— —_— — — (2] ™ o [aa TN o] o™
“ o 2 o = i -~ - e i o T T T
[ =% (=9 o, [ =9 | = S = (=M {=9 o o = L= (s o o (> oo =

- . o—cf el |

- e

20q13.2 56,369,389 bp 56,392,337 b
2273535 (T91A) (Phe3 11l
cDNA 56,370,530 bp - (EA1A) (PreS1TIE) 56,370,617 bp
> EXONS
Protein 383 402 aa
Kinase domain
| I -COOH
D-box activating motif D-box
KEN mouf
RTK
b) ¢)
GCAAATTCC | Homozygous
wild-type
Y AURKA A/A

f\}'n
_i( _ AL,,

GCAAATTTCC| Heterozygote
AURKAA/T

Homozygous
wild-type
AURKAT/T

EGF @

Inactive receptor

@ Springer



%0

Lopez-Cortés A. et al.

0.5 uM of forward (FW) 5'- CTGCTTGCTCTTTTGGGTGT
-3" and reverse (RV) 5'- CTCTTCCATTCTAGGCTACA
GCTC -3’ primers, 0.4 pM of each deoxynucleotide triphos-
phate (ANTPs), 3 mM of MgCl,, 1.5 U of Platinum Taq DNA
polymerase with 1X reaction buffer (500 mM of KCI,
200 mM of Tris-HCI, pH = 8.4) (Invitrogen, Madison, WI).

The polymorphism studied was AURKA T91A
(rs2273535) (Phe21lle). This polymorphism is located within
two conserved motifs in the N-terminal region of AURKA
gene [24]. For the analysis of the rs2273535 polymorphism,
a fragment consisting of 272 base pairs (pb) carrying exon 3
was amplified. The PCR program started with an initial dena-
turation stage lasting 4 min at 94 °C, followed by 32 cycles of
30 s at 95 °C, 30 s at 54 °C, 45 s at 72 °C, and a final
elongation for 3 min at 72 °C. Each run was completed using
a Sure Cycler 8800 thermocycler (Agilent, Santa Clara, CA).
The amplified fragment (272 pb) was analyzed by electropho-
resis in 2% agarose gels stained with ethidium bromide and
was observed in an ImageQuant 300 transilluminator (General
Electric, Fairfield, SC).

Subsequently, the PCR amplicons were analyzed through
sequence analysis, using the Genetic Analyzer 3130 (Applied
Biosystems, Austin, TX). The final volume of the reaction
was 12 ul and contained 2.8 of Milh-Q water, 2 ul of 5X
buffer, 1 pl of primer FW (3.2 pmol), 1 pl of BigDye
Terminator v3.1 sequencing standard (Applied Biosystems,
Austin, TX), and 3 pl of PCR product (3 to 10 ng). Once
the product was amplified, it was purified, using
Agentcourt Cleanseq (Beckman Coulter, Miami, FL).
The amplification program consisted of 3 min at 96 °C.
followed by 30 cycles of 10 s at 96 °C, 5 s at 50 °C, and
4 min at 60 °C [25]. Finally, sequence analysis was per-
formed using Sequencing Analysis Software 5.3.1
(Applied Biosystems, Austin, TX) and the alignment with
sequence from GeneBank (AURKA NG_012133.1) was
performed using Seqg-Scape Software v2.6 (Applied
Biosystems, Austin, TX).

Statistical Analysis

The information from the clinical records of the patients was
collected in a database. Genotypic and allelic frequencies of
the AURKA gene were calculated; also, Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) was determined by using a web-tool
(http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml) [26].
With the use of IBM SPSS Statistics 22 software (SPSS Inc.,
Chicago, IL), chi-square (x%) and odds ratio (OR) (with a 95%
confidence interval [CI] and 2 * 2 contingency table) test were
applied to determine the association between the risk of de-
veloping BC, the SNP rs2273535, and histopathological and
immunohistochemical features. A value of P < 0.05 was con-
sidered statistically significant.
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Results

The genotype distribution and allele frequency of the
AURKA T91A (rs2273535) (Phe21lle) polymorphism are
shown in Table 1. The genotypic frequency of the Phe/Phe
normal homozygous genotype was 0.3, of the Phe/Ile normal
heterozygous was 0.5, and the Ile/lle rare homozygous geno-
type was 0.2, The allele frequency of the Phe allele was 0.6
and the lle allele was 0.4. The P value >0.05 demonstrated that
there was no significant difference in the frequencies; conse-
quently, there was HWE in all study population.

The distribution of baseline characteristics in all patients
with BC is shown in Table 2. Regarding the studied popula-
tion, the 46% of the healthy group had the Phe/Phe normal
genotype, the 54% of the affected group had the Ile/Ile geno-
type (P =0.002). The 57% of the studied populartion had right
breast affected and the 43% left breast affected (P = 0.931).
The 79.5% of the affected individuals had invasive ductal
carcinoma, the 9% had lobular carcinoma in situ, the 7% mu-
cinous carcinoma, and the 4.5% papillary carcinoma subtype
(P = 0.398). In relation to Scarff-Bloom-Richardson tumor
grade, the 29% of the individuals had SBR III (reference),
the 45% had SBR II (P = 0.017), and the 26% SBR 1
(P = 0.007). As for membrane receptors, the 68% of individ-
uals had ER+ status and the 32% had ER- status (P = 0.561).
The 58.5% had PR+ status and the 41.5% PR- status
(P = 0.972). The 22% had HER2+ status and the 78%
HER2- status (P = 0.875). The 66% of individuals had Ki-
67 < 20 and the 34% Ki-67 = 20 (P = 0.000). Concerning
immunohistotype, the combinations from most frequent to
least frequent were: 47.4% with ER+ RP+ HER2-
(P = 0.875), 20% with ER- RP- HER2- (P = 0.771), 8.4%
with ER+ RP- HER2- (P = 0.922), 7.4% with ER- RP-
HER2+ (P =0.692), 6.3% with ER+ RP+ HER2+ (reference),
5.3% with ER+ RP- HER2+ (P = 0.632), 3.2% with ER- RP+
HER2- (P = 0.153), and 2.1% with ER- RP+ HER2+
(P=0.587).

The association between the studied AURKA Phe31lle
polymorphism and the risk of developing BC is detailed in
Table 3. Regarding variant rs2273535, the AURKA Phe/lle
genotype presented an OR of 2.6 (95% CI = 1.4-4.9;
P = 0.004); the AURKA Ile/Ile genotype presented an OR
of 3.8 (95% C1 = 1.6-9.0; P = 0.002). Whereas the combina-
tion of AURKA Phe/Tle + Ile/Tle genotypes presented an OR
0of 2.9 (95% CI=1.6-5.2; P=0.001).

The association among the AURKA Phe311le polymor-
phism, breast cancer risk, and baseline characteristics is de-
tailed in Table 4. Regarding the SBR tumor grade, the analysis
of logistic regression between SBR 1L vs. SBR I resulted in an
OR of 048 (95% CI = 0.1-2.5; P = 0.040) in individuals
affected with the Phe/lle genotype, and an OR of 12.0 (95%
CI = 1.0-92.0; P = 0.048) with the Tle/Tle genotype. As for
membrane receptors, the comparison between ER- vs. ER+
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Table1  Genotype distribution and allele frequency of the AURKA T91A (rs2273535) (Phe2 11le) polymorphism
Gene Genotype Genotypic frequency Allele frequency P value HWE
Cases Controls All Cases Controls All
T91A rs2273535Phe3 e Phe/Phe (AA) 0.2 0.5 0.3 0.5 0.7 0.6 >0.05
Phe/lle (AT) 0.5 04 0.5
lle/Tle (TT) 0.2 0.1 02 0.5 0.3 04

HWE Hardy-Weinberg equilibrium of all study population

resulted in an OR of 0.7 (95% CI = 0.2-2.0; P = 0.523) with
the Phe/lle genotype and an OR of 1.2 (95% CI = 0.4-4.3;
P=10.724) with the lle/Ile genotype. The comparison between
PR- vs. PR+ resulted in an OR of 0.9 (95% CI = 0.3-2.5;
P = 0.852) with the Phe/lle genotype and an OR of 0.8
(95% CI = 0.3-2.9; P = 0.817) with the lle/lle genotype.
The comparison between HER2+ vs. HER2- resulted in an
OR of 0.9 (95% CI = 0.3-3.3; P = 0.884) with the Phe/Tle
genotype and an OR of 0.7 (95% CI = 0.2-2.8; P = 0.679)
with the Ile/lle genotype. Lastly, the comparison of the cell
proliferation marker Ki-67 between >20 vs. < 20 resulted in an
OR of 0.8 (95% CI = 0.3-3.1; P = 0.829) with the Phe/lle
genotype and an OR of 16.5 (95% Cl =2.7-101.3; P = 0.002)
with the Ile/Tle genotype.

Discussion

Identifying genetic alterations involved in the development of
cancer is crucial to fully understand BC biology, as well as for
the development of new therapeutics [27]. During the last
decade, BC genome-wide association studies (GWAS) have
identified ~80 loci with small to moderate effects on OR rang-
ing from 1.05 to 1.53, the most studied populations being
European, North American, and Asian. However, Latin
American populations have been poorly studied and the
NGS analyses consider very few samples of mestizo indi-
viduals. Therefore, the genetic characterization of these
populations is essential to better understand the develop-
ment of BC [28].

Many studies have indicated that the AURKA T91A
(rs2273535) (Phe21lle) polymorphism is a general low-
penetrance susceptibility gene in breast [29], colorectal [30],
and esophageal cancer [31]. However, results from these stud-
ies remain inconsistent. Consequently, Tang et al. made an
association between the rs2273535 polymorphism and cancer
susceptibility in a meta-analysis study of 27 published studies
involving 19,267 multiple cancer cases and 29,359 controls
from Caucasians and Asians [32]. The results of this study
demonstrate that rs2273535 is associated with an increased
risk of BC and esophageal cancer. Additionally, the stratified
analysis performed regarding ethnicity demonstrates that
132273535 is associated with cancer risk in Asians [32]. The

studies of the AURKA T91A (rs2273535) (Phe21lle) poly-
morphism in an affected Asian population with BC were con-
ducted in China [33, 34] and Taiwan [35], whereas the studies
in Caucasians were carried out in Germany [36, 37], Iceland
[38]. the UK [39]. and the USA [40, 41]. [n consequence, this
is the first study conducted in a female Latin American mes-
tizo population from a high altitude (2800 masl). It is note-
worthy that this retrospective research presented a limited
number of cases. However, it gives us relevant information
about BC risk, histopathological characteristics, and its asso-
ciation with the AURKA T91A (rs2273535) (Phe2llle)
polymorphism.

In our study, we found that the AURKA Phe/lle and Ile/Tle
genotypes present a significantly higher risk factor in affected
females with ORs of 2.6 (P = 0.004) and 3.8 (P = 0.002),
respectively. While the combination of the Phe/lle + Ile/Ile
genotypes generated an OR of 2.9 (P = 0.001). Hence, there
is an association between 152273535 and BC in the mestizo
population living at high altitude.

Conceming the SBR tumor grade, the highest percentage
of the population presented SBRII (45%); however, SBRIIL
was presented in the 52.6% of the rare Ile/Ile homozygous
individuals (P = 0.017), suggesting that there is a selective
growth of cells with Ile/Ile genotype in tumorgenesis. This
would determine a bad diagnosis for the carriers of this geno-
type in advanced stages.

It has been established that the Ile rare allele is more fre-
quently found than Phe in patients with BC. Additionally,
heterozygous patients for the Phe/Ile genotype have more an-
euploidy cells than the normal Phe/Phe heterozygous patients
[42], suggesting that the rare Ile allele is related to events that
lead to tumor progression. On the other hand, cells with the
Ile/Tle genotype have a deficient bond to the ubiquitin-
conjugating enzyme E2 (UBE2N), suggesting that the substi-
tution Phe31 > Ile inhibits the protein degradation of the
Aurora A (Ile31), in late mitosis; and consequently, its onco-
genic effect is provided [42].

The hormone receptor status indicates that the 26.7% of
ER-, the 21.8% of PR+, and the 21.9% of the HER2- individ-
uals have Ile/Ile genotype. Despite the fact that these receptors
are the most important prognosis factors for BC, the P value of
0.561, 0.972, and 0.875, respectively, shows there is no sta-
tistically significant differences among the hormone receptors
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Table 2 Distribution (n. %) of

baseline characteristics (at

diagnosis) through genotypes in

all patients with breast cancer

€) Springer

Phe/Phe (AA)  Phe/lle (AT) lleTle (TT)  Total P value
n 90 n %0 n % n S0

Samples
Healthy 46 46.0 42 42.0 12 120 100 50 0.002
Affected 23 23.0 54 54.0 23 230 100 50

Breast affected
Right 14 24.6 29 50.9 14 246 57 57 0.931
Left 10 233 21 48.8 12 279 43 43

Pathology
Invasive ductal carcinoma 14 20.0 36 514 20 286 70 795 0398
Lobular carcinoma m sitt =~ 3 375 50.0 1 125 8 9
Papillary carcinoma 2 50.0 50.0 0 0.0 4 4.5
Mucinous carcinoma 0 0.0 66.7 2 333 6 7

Tumor grade (SBR) *
SBR 1N 5 26.3 4 21.1 W, 526 19 29 Reference
SBR II 5 17.2 18 62.1 6 207 29 45 0.017
SBR 1 6 353 10 58.8 1 5.9 17 26 0.007

ER Status "
+ 15 234 37 57.8 12 18.8 64 68 0.561
- g 26.7 14 46.7 8 26.7 30 32

PR Status
+ 13 236 30 54.5 12 218 35 5835 0972
- 10 256 21 53.8 8 205 39 41.5

HER2 Siatus
+ 6 28.6 11 524 4 190 21 22 0.875
- 17 233 40 54.8 16 219 73 7

Metastasis
+ 5 16.1 19 61.3 7 226 31 31 0.499
- 17 24.6 3 493 18 261 69 69

Ki-67 ©
<20 15 31.2 31 64.6 2 42 48 66 0.000
>20 5 20.0 9 36.0 11 40 25 34

Immunohistotype
ER+ PR+ HER2+ 1 16.7 B 66.7 1 167 6 6.3 Reference
ER+ PR+ HER2- 10 222 25 55.6 111 . e 474 0875
ER+ PR- HER2+ Z 40.0 2 40.0 1 200 5 53 0.632
ER+ PR- HER2- 2 25.0 5 62.5 1 125 8§ 84 0.922
ER- PR+ HER2+ 1 50.0 1 50.0 0 0.0 2 2.1 0.587
ER- PR+ HER2- 1 333 0 0.0 2 66.7 3 32 0.153
ER- PR- HER2+ 2 28.6 3 429 2 o1 74 0.692
ER- PR- HER2- 4 222 9 50.0 5 278 19 20 0.771

SBR Scarff-Bloom-Richardson grade

ER estrogen receptor
PR progesterone receptor

*35% of patients without diagnosis of SBR excluded

® 6% of patients without diagnosis of ER, PR, and HER2 excluded

£27% of patients without diagnosis of Ki-67 excluded
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Table 3 Association between the

AURKA T91A (rs2273535) Model Genotype Cases. n (%) Controls, n (%) OR 95% CI P value
(Phe21lle) polymorphism and
breast cancer risk among cases Codominant Phe/Phe * 23 (23.00 46 (46.0) 1.0
and controls Phe/lle 54 (54.0) 42 (42.0) 2.6 1449 0.004
Tle/dle 23 (23.0) 12 (12.0) 38 1.6-9.0 0.002
Dominant Phe/Phe * 23 (23.0) 46 (46.0) 1.0
Phe/lle + Ile/Tle 77 (77.0) 54 (54.0) 29 1.6-52 0.001
OR odds ratio

CT coefficient interval
*References

with the genotypes of the 152273535 variant [43], obtaining
results similar to the North American population [44]. On the
other hand, there are other risk factors for the development of
BC., such as early menarche, late menopause, and replacement
hormone therapy [45]. The histopathological classification de-
termined that the 79.5% of the affected individuals had inva-
sive ductal carcinoma, and in connection with this subtype,
the 28.6% presented lle/lle genotype (P = 0.398). The com-
bined immunohistotype classification determined that the
47 4% of the individuals were ER+ RP+ HER2- (P = 0.875)
and in connection with this subtype, the 22.2% presented Ile/
Ile genotype; whereas the 3.2% of the individuals were ER-
PR+ HER2- (P = 0.153), and in connection with this subtype,
the 66.7% presented Ile/Tle genotype.

The logistic regression analysis showed that the Ile/Ile ge-
notype was associated with SBRIII tumor grade with an OR of
12.0 (95% CI = 1.1-28.8; P = 0.040), and with the cell growth
factor Ki-67 when 220 with an OR of 16.5 (95% CI = 2.7—
101.3; P = 0.002), in comparison with the normal Phe/Phe
homozygous genotype. On the other hand. there was no evi-
dence of significant associations when the ER and PR status
were analyzed separately as a whole (P > 0.05), no relation
was found among the polymorphism and the overexpression
of the HER2/neu receptor (P = 0.638), and the presence of
ganglio metastasis (P = 0.679).

Our present study clarifies that the AURKA gene and its
protein could act as potential predictive biomarker in BC. In
conclusion, this study as well as our previous genetic studies

Table 4  Association among the AURKA T91A (rs2273535) (Phe211le) polymorphism, breast cancer risk, and baseline characteristics

Variable Phe/Phe Phe/Tle P Value Ile/lle P Value
Reference OR (95% CI) OR (95% CI)

Tumor grade (SBR)

SBRIII vs. SBRI 1.0 048 (0.1-2.5) 0.385 12.0 (1.1-28.8) 0.040

SBRIII / SBRII vs. SBRI 1.0 1.32 (0.44.6) 0.665 9.6 (1.0-92.0) 0.048
ER Status

ER- vs. ER+ 1.0 0.7 (0.2-2.0) 0.523 1.2 (0.44.3) 0.724
PR Status

PR- vs. PR+ 1.0 0.9(0.3-2.5) 0.852 0.8 (0.3-2.9) 0.817
ER + PR Status

ER+/PR- vs. ER+/PR+ 1.0 0.9 (0.5-1.9) 0.913 0.9 (0.4-2.1) 0.866

ER—/PR- vs. ER+/PR+ 1.0 1.2 (0.6-2.7) 0.525 1.0 (0.4-2.5) 0.934
Metastasis

M+ vs. M- 1.0 0.5 (0.2-1.7) 0.293 0.7 (0.2-2.8) 0.679
HER2 Status

HER2+ vs. HER2- 1.0 0.9(0.3-33) 0.884 0.7 (0.2-2.9) 0.638
Ki-67

=20 vs. <20 1.0 0.8 (03-3.1) 0.829 16.5 (2.7-101.3) 0.002
OR odds ratio
SBR Scarff-Bloom-Richardson grade
ER estrogen receptor
PR progesterone receptor
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on MTHFR in breast cancer [25], AR and MTHFR in prostate
cancer [46, 47], EGFR in lung cancer [48]. GPX-1 in bladder
cancer [49], and hRADS3 in chronic myelegenous leukemia
are important contributions in order to integrate pharmacoge-
netics and pharmacogenomics in clinical practice in Latin
America [50-52].
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RESUMEN

Introduccién.- El gen STK15 que codifica para la
proteina Aurora Quinasa A, ha llamado la atencién
debido a su relaciéon directa con la progresion del
ciclo celular al controlar y promover la entrada en la
fase de mitosis. El polimorfismo Phe31lle (1712T>A)
se ha identificado como alterador funcional de
esta guinasa, la variante le31 se asocia con la
ocurrencia de segregaciones cromosémicas erradas
y progresion tumoral. El objetivo de esta investigacion
fue asociar el pelimorfismo Phe31lle con el riesge en
desarrollar cancer de mama y establecer relaciones
con receptores hormonales y estadios tumorales en
poblacion femenina ecuatoriana.

Material y Métodos.- Estudio retrospectivo, caso-
control que examind la contribucion del polimorfismo
Phe31lle a la susceptibilidad de desarrollo y progresion
del cancer de mama. Los genotipos fueron obtenidos
de 200 individuos, 100 afectos y 100 sanos, mediante

ADSTIRACT

Introduction.- The STK15 gene encoding the protein
Aurora Kinase A has drawn attention because of
its direct relationship with cell cycle progression to
monitor and promote the entry into the mitosis phase.
The Phe3ille (1712T> A) polymorphism has been
identified as the altering functional kinase, the lle31
variant is associated with the occurrence of erroneous
chromosome segregations and tumor progression.
The objective of this research was to associate the
Phe31lle polymorphism with the risk of developing
breast cancer and build relationships with hormone
receptors and tumor stage in Ecuadorian female
population.

Material and Methods.- Retrospective and case-
control study that examined the contribution of
polymorphism Phe31lle in the susceptibility of
development and progression of breast cancer. The
genctypes were obtained from 200 individuals, 100
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secuenciacion capilar. Los resultados se asociaron
con caracteristicas tumorales mediante pruebas
estadisticas chi-cuadrado y odds ratio.

Resultados.- El genotipo lle/lle se asocido con un
incrementado riesgo de ocurrencia de cancer de
mama (Odds ratio [OR]=3.8; 95% IC=1.623-9.048,
P=0.002) y mas pronunciado en mujeres <50
afos (OR=6.0; 95% 1C=1.141-31.532; P=0.034).
Ademas, se asocid a tumores SBRIIl (OR=9.6; 95%
I1C=1.002-91.967, P=0.048) y Ki-67 220 (OR=16.5;
95%IC=2.686-101.33; P=0.002). No hubo asociacion
con metastasis.

Conclusiones.- Este estudio proporciona la primera
evidencia de que el genotipo lle/lle del gen STK15
estd asociado con mayor riesgo de desarrollo de
carcinoma mamario en poblacién mestiza ecuatoriana.
Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que STK15
es un gen candidato de susceptibilidad de desarrollo
tumoral.

Palabras clave.- Cancer de mama, Aurora QuinasaA,
odds ratio, chi-cuadrado.

La neoplasia maligna de mama es el crecimiento
descontrolado de células del tejido mamario’. Una
caracteristica del cancer de mama es que en etapas
iniciales se presenta de manera subclinica en la
mayoria de los casos, lo que lo hace detectable
mediante estudios de imagen como mastografia,
ultrasonido y resonancia magnéticaZ.

Como consecuencia, la probabilidad de asertividad
de los tratamientos decrece y la tasa de mortalidad
continlla en ascenso. Los factores de riesgo que
se asocian con este cancer son: edad avanzada,
antecedentes familiares, uso de hormonas
exogenas, tiempo de lactancia, nimero de periodos
de gestacién a término, diferencias en la masa
corporal, la dieta y el consumo de alcohol*%,

En Ecuador, se presentan alrededor de 10.200
nuevos casos de cancer por afio, ésta pas6 a
ser la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares’.

En Quito, en el afio 2013, 8 de cada 100 mujeres

affected and 100 healthy by capillary sequencing. The
results were associated with tumor characteristics by
statistical tests chi-square and odds ratio.

Results.- lle / lle genotype was associated with an
increased risk of occurrence of breast cancer (odds
ratio [OR] = 3.8; 95% CI = 1.623-9.048, P = 0.002)
and with more occurrence in women <50 years (OR
=6.0; 95% Cl = 1.141-31.532; P = 0.034). It was also
associated with SBRIIl tumors (OR = 9.6; 95% Cl =
1.002-91.967; P = 0.048) and Ki-67 220 (OR = 16.5;
95% CI = 2.686-101.33; P = 0.002). There was no
association with metastases.

Conclusions.- This study provides the first evidence
that the genotype lle / lle of STK15 gene is associated
with increased risk of developing breast carcinoma
in Ecuadorian mestizo population. These findings
support the hypothesis that STK15 is a candidate
tumor development susceptibility gene.

Keywords.- Breast cancer, Aurora Kinase A, odds
ratio, chi-square.

entre 25 y 64 afos fallecieron por cancer de mama,
que presenta la mayor tasa de incidencia en esta
localidad®.

Actualmente, existe particular interés por investigar
los cambios en la secuencia de nucledtidos
(polimorfismos), los niveles de expresion del
mensajero y la alteracion proteica de los oncogenes
relacionados con el ciclo celular.

Los oncogenes reguladores del ciclo celular han
sido considerados como marcadores de pronostico
en etapas tempranas y como futuras dianas
terapéuticas en el control de la divisién celular e
inhibicién del crecimiento tumoral.

El gen STK15, que codifica para la proteina Aurora
A, hallamado la atencién debido a su relacion directa
con el ciclo celular por actuar tanto en la maduracion
del centrosoma como en el correcto ensamblaje del
huso en la mitosis celular®'® (Figura 1).

La Aurora A presenta una elevada expresion
detectada en neoplasias malignas humanas, su
activacion en la fase G2 tardia es esencial para la
entrada en mitosis, lo que la convierte en un factor
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Figura 1.- La Aurora-A actia como un componente regulador clave en puntos de control criticos de respuesta para la
transformacion oncogénica de las células mediante la fosforilacion y estabilizacién de p53/TP53. Fosforila sus propios
inhibidores, las isoformas de la proteina fosfatasa 1 (PP1), para inhibir su actividad. La Aurora A eleva su nivel en la fase G2
tardia para disparar el proceso mitético. Uno de los objetivos de la aurora A es CDC25B, un regulador directo del complejo
ciclina B1- Cdk1, que proporciona la base para el papel que esta enzima juega en la regulacion de fa entrada en mitosis.
Ei polimorfismo Phe31ile se ha asociado a un sobreexpresion de Aurora A y pérdida de sitio de anclaje de la Ubiquitina 2E
(UBEZ2N), observada en muchos tipos de cancer y relacionada con la progresion tumoral.

promotor de la tumorogénesis'. El polimorfismo
Phe31lle (1712T>A)delgen STK15 se haidentificado
como alterador funcional de esta quinasa, la variante
lle31 se asocia con la ocurrencia de segregaciones
cromosomicas erradas y progresion tumoral'?,

Estudios recientes han propuesto a la Aurora A
como una promesa en el tratamiento de varios tipos
de cancer, y podria ser utilizada como un factor
de prognosis en pacientes con cancer®'®. Los
resultados obtenidos hasta el momento no reportan
datos sobre la relacién, incidencia y comportamiento
del gen STK15 en poblacién sudamericana, ademas
se ha establecido que este gen se comporta de
manera distinta segun la etnia.

Hasta el momento se ha estudiado a grupos
étnicos caucasicos del centro y norte de
Europa, norafricanos, poblacion Han asiatica
y norteamericana, con reportes de resultados
distintos segln la zona del estudio'; esto crea la
necesidad de generar informacion y reportes sobre
el comportamiento del gen STK15 y su proteina
codificada, la Aurora A, en poblacién sudamericana.

El objetivo de esta investigacién radico en asociar el
polimorfismo Phe31lle con el riesgo en desarrollar
cancer de mama y establecer relaciones con
factores hormonales y estadios tumorales en
poblacién femenina ecuatoriana.

O |
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Poblacion y criterios de estudio

Esta investigacion fue aprobada por el comité de
bioética de la Universidad de las Américas. Todos
los individuos incluidos firmaron el respectivo
consentimiento informado.

Se realizd un estudio retrospectivo caso-control
donde se analizaron un total de 200 muestras de
mujeres mestizas ecuatorianas. 100 muestras
tumorales de pacientes, fijadas y embebidas en
parafina, fueron obtenidas del Hospital Oncolégico
Soldn Espinosa Ayala Quito (SOLCA) con fecha de
diagnéstico entre marzo del 2008 y diciembre del
2011.

El grupo control se conformé de 100 mujeres
saludables sin diagnéstico personal ni familiar de
cancer de mama. Las muestras de sangre periférica
de las mujeres sanas fueron obtenidas del banco
de muestras del Instituto de Investigaciones
Biomédicas. Todas las muestras tumorales incluidas
fueron sometidas a un ensayo inmunohistoquimico
para la evaluacion de Receptores de Estrdgenos
(RE), Progesterona (RP) y Her2/neu (HER).

El diagnostico de grado histologico fue incluido en el
estudio, siempre que fuese posible, de acuerdo a los
criterios de Bloom y Richardson (SBR) para tumores
poco diferenciados (SBRIII), moderadamente
diferenciados (SBRII) y bien diferenciados (SBRI);
a mas del diagnostico de metastasis ganglionar (M)
y determinacion de expresion de la proteina Ki-67
(cut-off 20%) como factor prondstico.

Genotipaje de STK15

El ADN genémico de los casos y controles se
obtuvo utilizando el kit PureLink® Genomic DNA
(Invitrogen, Madison, WI), los tejidos tumorales
fueron previamente digestados con Proteinasa
K (Quiagen, Hilden, Germany). La pureza y
concentracién del ADN genémico obtenido se
estimé mediante el equipo NanoDrop2000 (Thermo
Scientific, Waltham, MA).

Los genotipos de la Aurora A en el sitio T1712A
(Phe31lle) fueron amplificados por PCR

|WiE
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convencional y analizados por secuenciacion
capilar. Los primers usados para la PCR fueron
FW S-CTGCTTGCTCTTTTGGGTGT-3 y RV
5-CTCTTCCATTCTAGGCTACAGCTC-3'.

Elvolumen de reaccion se ajust6 a 25uL conteniendo
0.5uM de cada primer, 0.4mM de cada dNTP, 3mM
MgClI2 y 1.5 U Platinum®TagDNA Polimerasa con
1X de buffer de reaccién (Invitrogen, Madison, WI).

La reaccion fue llevada a cabo bajo las siguientes
condiciones: Paso de denaturacion inicial de 4
minutos a 94°C; 32 ciclos de: 30 segundos a
95°C, 30 segundos a 54°C y 45 segundos a 72°C;
y una elongacion final de 10 minutos a 72°C, en
un termociclador SureCycler8800 (Agilent, Santa
Clara, CA).

El fragmento de 272pb fue corrido en un gel de
agarosa al 2% con bromuro de etidio y revelados
en el transiluminador ImageQuant300 (General
Electric, Fairfield, USA).

Los fragmentos fueron analizados por secuenciacion
capilar en el equipo GeneticAnalyzer3130 (Applied
Biosystems, Austin, TX) para determinar los
genotipos. Los resultados no concluyentes fueron
analizados por duplicado para confirmar la presencia
del polimorfismo.

Anilisis estadistico
Las frecuencias alélicas y genotipicas se calcularon
en base a la informacién obtenida de los genotipos.

La prueba estadistica chi-cuadrado (x2) fue usada
para examinar las diferencias en la distribucion de
genotipos entre casos y controles.

Las asociaciones entre el polimorfismo Phe31lle
del gen STK15 y el riesgo de desarrollar cancer
de mama fue estimado por la prueba Odds Ratio
(OR) con un Intervalo de Confianza al 95% (IC). Las
pruebas estadisticas se realizaron en el software
SPSS (IBM, USA).

) T
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La distribucion de edad y las caracteristicas clinicas
e histoquimicas de los individuos de estudio se
resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1: Distribucion de edad y caracteristicas clinicas

seleccionadas entre los sujetos de estudio.

Casos | Controles
! % %

Edad (anos)®

<40 17.0 28.0

41-50 28.0 26.0

51-60 23.0 20.0

> 60 32.0 26.0
Tipo patoldgico

Carcinoma Ductal Infiltrante | 70.0

Carcinoma Lobulillar 8.0

Carcinoma Papilar 4.0

Carcinoma Mucinoso 6.0

Otros Histotipos 12.0
Lateralidad

Derecho 57.0

Izquierdo 43.0
Grado tumoral (SBR)

SBR | 17.0

SBR I 29.0

SBR I 19.0

No determinado 35.0

Estado receptor de estrégeno

Positivo 64.0
Negativo 30.0
Estado desconocido 6.0

Estado receptor de progesterona

Positivo 55.0

Negativo 38.0

Estado desconocido 6.0
Metastasis

M - 69.0

M + 31.0
Her2/neu®

2+ 7.0

3+ 14.0

Negativo 73.0

Estado desconocido 6.0
Ki-67

>20 25.0

<20 48.0

No determinado 27.0

4 x2=6.310, gl = 3, P=0.097 para la comparacion de
grupos de edad entre casos y controles.
b Her2/neu positivo: 2+, 3+. Her2/neu negativo: 1+, -
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No se observa diferencia significativa entre pacientes
con cancer de mama y controles en términos de
distribucién de edad (P=0.097), esto establece que
el emparejamiento de frecuencias fue adecuado.

En la Tabla 2, se muestran las frecuencias
genotipicas observadas en casos y controles, estas
no se desviaron significativamente de las esperadas
de acuerdo al equilibrio Hardy-Weinberg (P>0.05),
lo que confiere robustez a la investigacion.

Se observé una diferencia significativa (Tabla 3) de
la distribucion genotipica entre casos y controles (P
<0.001), Ki-67 2 20 versus < 20 (P < 0.001) y SBR
Il vs. SBR | (P < 0.001); la frecuencia del alelo lle
fue representativa en los casos (0.500), carcinoma
mucinoso (0.667), SBR Il (0.632) e inmunohistotipo
RE- RP+ H- (0.667).

El 52.6 % de tumores SBR Il fueron homocigotos
lie/lle versus el 5.9% de tipo SBR |, lo que sugiere
que el genotipo lle/lle estd asociado a la pobre
diferenciacion de las células tumorales, al igual que
con un Ki-67 elevado (44.0% = 20 vs. 4.2% <20),
factores que se relacionan con un mal pronostico.

Con respecto a los receptores hormonales, los
resultados muestran que los RE negativo (RE-) y RP
positivo (RP+) se encuentran en mayor porcentaje
en pacientes con genotipo lleflle, 26.7% y 21.8%
respectivamente. Ademas, el genotipo lle/lle fue
mas frecuente en ausencia de expresion de Her2/
neu.

La asociacion del polimorfismo con el desarrollo
de cancer (Tabla 4), mostré que los individuos
homocigotos lle/lle tienen 3.8 veces mayor riesgo
de ocurrencia cancer de mama comparado con los
individuos homocigotos Phe/Phe (OR=3.8; 95%
IC=1.623-9.048, P=0.002).

Los individuos heterocigotos Phe/lle mostraron 2.6
veces mayor riesgo de desarrollar cancer de mama
en comparacion con los individuos homocigotos Phe/
Phe (OR=2.6; 95% 1C=1.3522-4.8902, P=0.004), lo
que sugiere que el alelo Phe actuaria como un alelo
protector en el desarrollo de la enfermedad.

Adicionalmente, el riesgo de desarrollo de cancer
de mama asociado con los genotipos de STK15

&
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Tabla 2: Distribucién genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo Phe31lle (1712T>A).

Frecuencia Genotipica Frecuencia Alélica
4 HWE
Polimorfismo Genotipo ;
Casos | Controles | Total | €30S | Controles | .., P
TT 0.2 0.5 0.3 0.5 0.7 0.6
Phe31lle %
1712 T=A AT 0.5 0.4 0.5 0.05
22 ’
32273535 AA 0.2 0.1 02 | o5 0.3 0.4

* Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) para la poblacion total de estudio.

» Valor P HWE Casos = (.37, Valor P HWE Controles=1

fue examinado en base a una estratificacion por
edad. El riesgo de presentar la enfermedad fue méas
pronunciado en el grupo de <50 afios (OR=6.0; 95%
IC=1.141-31.532; P=0.034) que en el grupo de 250
afos al momento del diagnostico.

El analisis por regresion logistica (Tabla 5) mostré
que el genotipo lle/lle se asocié al grado tumoral SBR
Il (OR=12.0; 95% IC=1.117-28.844; P=0.040), y al
factor pronéstico Ki-67 cuando fue = 20 (OR=16.5;
95%I1C=2.686-101.33; P=0.002), respecto del
genotipo Phe/Phe tomado como referencia para el
analisis.

No se evidenciaron asociaciones significativas
cuando se analizaron tanto los estados RE y RP por
separado como en conjunto. Se analizé el efecto
potencial del polimorfismo Phe31lle en relacién a la
metéastasis ganglionar y la sobreexpresion de Her2/
neu, no se observaron asociaciones significativas
en estas estratificaciones.

Este estudio epidemiolégico molecular examiné si
el polimorfismo Phe31lle del gen STK15 tendria
un impacto en la progresion y riesgo de desarrollar
cancer de mama. En base a informacion obtenida
de bases de datos de rutas celulares, se propone
una via de activacion de la proteina codificada por
el gen STK15 para su abordaje y asociacién de
resultados (Figura 1).

Sobre el analisis de la poblacién de estudio, se
encontré que el genotipo lle/lle determina un mayor
riesgo en desarrollar cancer de mama. Sin embargo,
las individuos heterocigotos Phe/lle mostraron

menor riesgo respecto de individuos con genotipo
lle/lle, lo que sugiere que el alelo Phe actia como
protector o reductor del riesgo de desarrollar esta
enfermedad.

Se encontré que el riesgo de desarrollar cancer
de mama asociado con el genotipo lle/lle fue mas
pronunciado en mujeres menores de 50 afios. Esta
observacién concuerda con el concepto de que la
susceptibilidad genética a menudo se asocia con
edades tempranas de inicio de la enfermedad’s¢,

En relacion al grado tumoral, se observd que
el genotipo lle/lle es mas frecuente en tipos de
tumor SBRIIl que en SBRII con una reducida
presencia en tipos SBRI, sugiriendo que existe un
crecimiento selectivo de células con genotipo lle/
lle en la tumorogénesis, lo que determinaria un mal
pronostico para portadoras de este genotipo en
estadios avanzados.

Esta deduccién se sustenta en que se ha establecido
que el alelo lle se presenta con mas frecuencia
que Phe en pacientes con cancer de colon y de
mama; pacientes heterocigotos para el genotipo
Pheflle presentaban mas células aneuploides
que los pacientes homocigotos para el genotipo
Phe/Phe'™'®, lo que establece que el alelo lle se
relaciona incidentemente con eventos que llevan a
la progresién tumoral.

Por otra parte, en comparacion con el STK15 (Phe/
Phe), el STK15 (lle/lle) muestra una unién deficiente
a la enzima ubiquitina de conjugacion E2 (UBE2N),
sugiriendo que la sustitucion Phe31>lle inhibe la
degradacion a nivel proteico de la Aurora A (lle31),
en la mitosis tardia, y por tanto facilita su efecto
oncogéenico’®,
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Tabla 3: Distribucién de edad y caracteristicas clinicas seleccionadas entre los sujetos de estudio.

_Genotipos
Estratificacion Phe/Phe Phellle llelle | Frecuencia
n] % |n] % |n [ % |Alfcale
Grupo de estudio?
Controles 46 46.0 42 420 |12 12.0 0.330
Pacientes con Cancer 23 23.0 54 540 |23 23.0 0.500
Tipo Patolégico
Carcinoma Ductal Infiltrante 14 20.0 36 514 |20 28.6 0.543
Carcinoma Lobulillar 3 375 4 50.0 1 12.5 0.375
Carcinoma Papilar 2 50.0 2 50.0 0 0.0 0.250
Carcinoma Mucinoso 0 0.0 4 66.7 2 33.3 0.667
Lateralidad
Derecho 14 24.6 29 509 |14 24.6 0.500
Izquierdo 10 23.3 21 488 (12 27.9 0.523
Grado tumoral (SBR)®f
SBR I 5 26.3 4 211 Mo 52.6 0.632
SBRII 5 17.2 18 62.1 6 20.7 0.517
SBR | 6 35.3 10 58.8 1 5.9 0.353
Estado de receptor de estrogenos ©
Positivo 15 23.4 37 578 |12 18.8 0.477
Negativo 8 26.7 14 46.7 8 26.7 0.500
Estado de receptor de progesterona ©
Positivo 13 236 30 545 |12 21.8 0.491
Negativo 10 256 21 53.8 8 20.5 0.474
Metastasis
M+ 5 16.1 19 61.3 7 22.6 0.532
M - 17 246 34 493 |18 26.1 0.507
Her2/neu®
Positivo 6 28.6 11 52.4 4 19.0 0.452
Negativo 17 23.3 | 40 548 |16 21.9 0.493
Ki-67 d-
<20 15 31.2 31 64.6 2 4.2 0.365
=20 5 20.0 9 360 |[11 44.0 0.620
Inmunohistotipof
RE+ RP+ H+ 1 16.7 4 66.7 1 16.7 0.500
RE+ RP+ H- 10 222 25 55.6 |10 22.2 0.500
RE+ RP- H+ 2 40.0 2 40.0 1 20.0 0.400
RE+ RP- H- 2 25.0 5 62.5 1 12.5 0.438
RE- RP+ H+ 1 50.0 1 50.0 0 0.0 0.250
RE- RP+ H- 1 33.3 0 0.0 2 66.7 0.667
RE- RP- H+ 2 28.6 3 429 2 28.6 0.500
RE- RP- H- 4 22.2 9 50.0 5 27.8 0.528

* Frecuencias genotipicas en pacientes versus controles, P= < 0.001 (x2 = 25.012, gi = 2).
b Treinta y cinco pacientes (35%) sin diagnéstico para grado tumoral fueron excluidos del analisis.
© Seis pacientes (6%) con estados desconocido del RE, RP y Her2/Neu fueron excluidos del analisis.

! Veinte y siete pacientes (27%) sin estimacion de Ki-67 fueron excluidos del anélisis.

¢ Frecuencias genotipicas en pacientes con Ki-67 220 versus < 20, P = < 0.007 (x2 =64.99, g/ = 2).
" Frecuencia genotipica en pacientes con grado tumoral SBRII versus SBRI, P = < 0.001 (x2 = 396.10, gl = 2).

¢ RE: Receptor de estrégeno, RP: Receptor progesterona, H: Her2/neu.
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Tabla 4: Asociacion del polimorfismo Phe31lle (1712T>A) con el riesgo de desarrollar cancer de mama.

Modelo Genotipos | Casos (%) Controles (%) | OR 95% IC P AlC
Phe/Phe 23 (23.0) 46 (46.0) 1.0°
Codominante Phellle 54 (54.0) 42 (42.0) 26 1.352-4.890 | 0.004 347 6
lle/lle 23 (23.0) 12 (12.0) 3.8 1,623 -9,048 | 0.002
Phe/Phe 23 (23.0) 46 (46.0) 1.0
Dominante Phellle +
alle 77 (77.0) 54 (54.0) 2.9 | 1,550-5246 | 0.001 | 3462
lle/lle
* Ajustado por edad. ¢ Criterio de informacién de Akaike para el modelo probado.
® Genotipo de referencia. 9 Resultado significativo.
. Tabla 5: Asociacion de genotipos del STK15 con el riesgo de desarrollo de cancer de mama y estado de la enfermedad.
OR (95% IC)*
Estratificacion T TA P AA P

Grado tumoral (SBR)?

SBR Il versus SBR | 1.0 | 0.48 (0.091-2.522) 0.385 12.0 (1.117-28.844) | 0.040¢

SBR |II-SBR |l versus SBR | 1.0 | 1.32 (0.375-4.645) 0.665 9.6 (1.002-91.967) | 0.048¢

Estado de receptor de estrégeno ©

RE- vs. RE+ 1.0 0.7 (0.246-2.039) 0.523 1.2 (0.361-4.3178) | 0.724
Estado de receptor de progesterona®
RP- vs. RP+ 1.0 0.9 (0.336-2.462) 0.852 0.8 (0.256-2.925) 0.817
Estado de receptores hormonales combinados©

. RE+/RP- vs. RE+/RP+ 1.0 0.9 (0.483-1.918) 0.913 0.9 (0.418-2.081) 0.866
RE-/RP- vs. RE+/RP+ 1.0 1.2 (0.600-2.710) 0.525 1.0 (0.436-2.460) 0.934
Metastasis ganglionar
M+ vs, M- 1.0 0.5 (0.172-1.699) 0.293 0.7 (0.201-2.840) 0.679
Estado Her2/Neu ©
Her2+ vs. Her2- 1.0 0.9 (0.258-3.279) 0.884 0.7 (0.168-2.982) 0.638
Ki-67
>20vs. <20 1.0 0.8 (0.248-3.055) 0.829 16.5 (2.686-101.33) | 0.002¢

* Ajustado por edad.

® Treinta y cinco pacientes (35%) sin diagnéstico para grado tumoral fueron excluidos del anélisis.
¢ Seis pacientes (6%) con estados desconocido del RE, RP y Her2/Neu fueron excluidos del anélisis.

¢ Resultado significativo.
L‘:‘“—‘ I_'r!
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También se observé que las mujeres con falta de
expresion de RE- de forma global presentaron
una mayor frecuencia del alelo lle, sin embargo la
diferencia de frecuencias de los alelos lle y Phe no
son significativas con la expresion de RE.

El estado de los receptores hormonales son los
factores pronodsticos mas importantes para el
cancer de mama'?'. Un aumento en la expresion
del receptor de la hormona esta asociada con la
inhibicién de la proliferacion celular?.

Las hormonas esteroideas, especialmente el
estrogeno, juegan un rol importante en el desarrollo
del cancer de mama. Factores como la menarquia
temprana, menopausia tardia y la terapia hormonal
de reemplazo se han asociado con un mayor riesgo
de esta enfermedad®?, Pacientes RE+ sometidos
a mastectomia muestran una menor incidencia de
recidivas y un intervalo libre de enfermedad mas
largo, sin importar el tamafo tumoral o la invasion
de ganglios linfaticos.

El papel de la progesterona en el desarrollo del
cancer de mama sigue siendo discutible; el valor
prondstico de la condicion de RP es discutible
pues se ha sugerido que el estado de RP deberia
ser ligado con la condicién de RE dado que los
pacientes RE+ y RP+ tienen un mejor pronéstico
que los pacientes RE+ y RP-; cabe anotar que los
tumores RE- pueden tener un peor pronostico si son
RP+25.26_

Sin embargo, un embarazo a término donde los
niveles de progesterona son altos, llegando a 100
- 200 ng/ml en su fase final, es considerado como
un factor de resistencia al desarrollo de cancer
de mama®*. En el presente estudio, el riesgo de
desarrollar cancer de mama asociado con el
polimorfismo STK15 fue mas pronunciade en
mujeres menores de 50 afios.

Este resultado sugiere una interaccion entre la
Aurora A y el nivel de estrégenos, ya que 50 arfios
es la edad promedio de ingreso en el periodo
menopausico para mujeres ecuatorianas a pesar
de no evidenciar una asociacion significativa de
los receptores hormonales con el polimorfismo
Phe31lle. En resumen, no se encontré asociacién
significativa entre el polimorfismo y el estado de
los receptores hormonales, la invasion a ganglios
linfaticos y el receptor Her2/neu con el riesgo
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de desarrollar cancer de mama femenino, lo
que concuerda con hallazgos encontrados en
poblacion norteamericana?’. Se ha visto que la
sobreexpresion del gen STK15 esta correlacionado
con la invasion y metastasis en cancer de vejiga®,
colon®, esofago®* y ovario®'.

En el presente estudio, el polimorfismo no se asocié
a estos rasgos lo que plantea el hecho de que el gen
STK15 se comporta de distinta manera segan el tipo
de cancer y la poblacién de estudio.

Parael cancerde mama, sinembargo, varios estudios
han mostrado que la sobreexpresion de la STK15
es mas relevante en la iniciacién de la tumoracién
que en eventos metastasicos, estos hallazgos
estan en concordancia con nuestros resultados que
muestran una asociacion del polimorfismo Phe31lle
de STK15 y el riesgo de ocurrencia de cancer de
mama, mas no en la invasién a ganglios linfaticos.

Los presentes resultados, que muestran una
asociacion entre el riesgo de ocurrencia de
cancer de mama y el polimorfismo Phe31lle, son
biolégicamente confiables pues el gen STK15 es
un oncogen y su sobreexpresion esta en relacion
con la amplificacion del centrosoma, inestabilidad
cromosomica, transformacion de células normales
a malignas y tumorogénesis?**',

Ademas, una sobreexpresion del transcrito del
gen STK15 se ha identificado en cancer de mama
in situ e infiltrante, indicando que STK15 juega un
rol importante en la tumorogénesis del cancer de
mama'’?®, Los datos obtenidos en este estudio,
en referencia con investigaciones previas, apoyan
la inferencia de que el polimorfismo Phe31lle del
gen STK15 es un factor de susceptibilidad genética
predisponente al desarrollo de cancer de mama, asi
como otros genes estudiados por nuestro grupo®.

Conclusiones

Este estudio proporciona la primera evidencia de
que el genotipo lle/lle del gen STK15 esta asociado
con un mayor riesgo de ocurrencia de carcinoma
mamario en poblacién ecuatoriana. Estos hallazgos
apoyan la hipotesis de que STK15 es un gen
candidato de susceptibilidad de desarrollo tumoral
en humanos.
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Abstract Breast cancer (BC) is the leading cause of cancer-
related death among women in 2014. Methylenetetrahydrofo-
late reductase (MTHFR), methionine synthase (MTR), and
MTR reductase (MTRR) are enzymes that play an important
role in folate metabolism. The single nucleotide polymor-
phisms, MTHFR C677T, A1298C, MTR A2756G, and
MTRR A66G, alter plasmatic folate and homocysteine con-
centrations, causing problems during the repairment, synthe-
sis, and methylation of the genetic material. Therefore, it is
essential to know how BC risk is associated with histopatho-
logical and immunohistochemical characteristics, genotype
polymorphisms, and gene expression in a high altitude Ecua-
dorian mestizo population. DNA was extracted from 195
healthy and 114 affected women. Genotypes were determined
by restriction enzymes and genomic sequencing. mRNA was
extracted from 26 glandular breast tissue samples, both from
cancerous tissue and healthy tissue adjacent to the tumor. Rel-
ative gene expression was determined with the comparative
Livak method (2724€T). We found significant association be-
tween the rs1801133 (A222V) genotypes and an increased
risk of BC development: C/T (odds ratio [OR]=1.8; 95 %
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confidence interval [CI]=1.1-3.2; P=0.039), T/T (OR=2.9;
95 % CI=1.2-7.2; P=0.025), and C/T+T/T (OR=1.9; 95 %
Cl=1.1-3.3; P=0.019). Regarding relative gene expression,
we found significant mRNA subexpression between the com-
bined genotypes C/T+T/T (rs1801133) and triple negative
breast cancer (TNBC) (P=0.034). In brief, the MTHFR gene
and its protein could act as potential predictive biomarkers of
BC, especially TNBC among the high altitude Ecuadorian
mestizo population.

Keywords Breast cancer - MTHFR - Triple negative breast
cancer - Livak method - Relative gene expression - Odds Ratio

Introduction

Breast cancer (BC) in women represents a significant health
problem that involves the progressive accumulation of envi-
ronmental, hormonal, genetic, and hereditary factors [1]. BC
is the most commonly diagnosed cancer (1,679,076 cases) and
the leading cause of cancer-related death among women (521,
541 cases) in 2014 [2]. Worldwide, the areas with a higher
incidence of BC per each 100,000 inhabitants are Western
Europe (89.9), Oceania (85.5), and Northern Europe (76.7)
while South America has a lower incidence (44.3) [3]. In
Ecuador, the incidence rate of BC has been increasing over
the last years, reaching up to 32.7 in 2012 [4].

More than 95 % of mammary tumors are adenocarcinomas,
divided in noninvasive and invasive carcinomas. The nonin-
vasive or “In situ” carcinoma is classified into ductal carcino-
ma in situ and lobular carcinoma in situ [5]. On the other hand,
the malignant cells of the invasive or infiltrating ductal carci-
noma are classified as lobular, tubular, medullary, papillary,
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and metaplastic [6]. However, this histopathologic classifica-
tion coupled with the molecular subtypification of the estro-
gen receptor (ER), progesterone receptor (PR), and HER2
status generate four different subtypes: luminal A (ER+ and/
or PR+, HER2-, low Ki67), luminal B (ER+ and/or PR+,
HER2+, or HER2— with high Ki67), triple negative or basal-
like (ER—, PR— HER2—, cytokeratin 5/6--, and/or HER1+),
and HER2+ (ER—, PR—, HER2+) [7, 8].

Approximately 10 % of BC cases correspond to hereditary
factors while the presence of mutations in high-penetrance
genes such as AKTI1, AR, ATM, BARDI, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDH1, CDKNI1B, CHEK2, DIRAS3, ERBB2,
GATA3 LKB1, MAP3K1, MLL3, NBN, NBS1, NF1, RBI,
TP53, PALB2, PIK3CA, PTEN, RADS50, and RADS1 are the
cause of the other 90 % [7, 9-11]. Regarding the genetic
pathway studied, the methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) (1p36.3), thymidylate synthetase (TS) (18p11.32),
methionine synthase (MTR) (1g43), and methionine synthase
reductase (MTRR) (5p15.31) genes encode enzymes relevant
to the metabolism of folates, which are fundamental during the
repair process, synthesis, and methylation of DNA, RNA, and
protein [12, 13]. The MTHFR enzyme controls an irreversible
reaction, 5,10-methylenetetrahydrofolate to 5-
methylenetetrahydrofolate that produces a methyl donor for
the conversion of homocysteine to methionine [14-17]. Me-
thionine allows the formation of S-adenosylmethionine
(SAM), which is indispensable during DNA methylation
[12, 18, 19]. The MTR gene is activated by vitamin B,,
promoting the remethylation of homocysteine to methionine
[20]; however, this enzyme can in turn be inactivated by the
MTRR gene, which catalyzes the regeneration of
methylcobalamin [17, 21]. Additionally, in this genetic path-
way exists an interaction between thymidylate synthetase and
methylenetetrahydrofolate reductase for the production of thy-
midine, which is required for DNA synthesis and DNA repair
[18].

The MTHFR C677T (A222V), MTHFR A1298C
(E429A), MTR A2756G (D919G), and MTRR A66G
(I22M) single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been
identified in the folate-metabolizing genetic pathway.
Aminoacidic variants cause the reduction of enzymatic activ-
ity altering plasmatic folate and homocysteine concentrations
[18, 22, 23]. Consequently, low folate concentrations and high
homocysteine concentrations in the plasma alter the
repairment, synthesis, and methylation of the genetic material
[18, 23]. Of the four SNPs, the genetic variant MTHFR
C677T (A222V) has been associated with a milder enzymatic
deficiency, and with vascular diseases [24, 25], psoriasis [26],
pregnancy and infertility [27], neurological and psychiatric
diseases [28], diabetes [29], cervical cancer [30], ovarian can-
cer [31], esophageal cancer [32], prostate cancer [17], bladder
cancer [33], lung cancer [34], stomach cancer [35], and colo-
rectal cancer [36].
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The objective was to determine the risk of breast cancer
associated with histopathological and immunohistochemical
characteristics; genetic polymorphisms of MTHFR, MTR,
and MTRR; and relative gene expression of MTHFR in a high
altitude Ecuadorian mestizo population.

Materials and methods
Study subjects

The Bioethics Committee of the Universidad de las Americas
approved this retrospective case-control study (No. 2013-
1101) following the Declaration of Helsinki. A total of 309
Ecuadorian mestizo women who live 2,800 m above sea level
(masl) were included into the analysis. Concerning the 114
individuals with BC, 127 samples from healthy tissue and
tumor tissue embedded in paraffin samples were obtained
from the Pathology Departments at Solon Espinosa Ayala On-
cologic Hospital and Eugenio Espejo Hospital. Affected indi-
viduals were diagnosed with BC between 2008 and 2011.
Each case history conferred relevant information such as
age, affected breast, pTNM (tumor, nodule, metastasis) clas-
sification, tumor stage (T1-T4), surgical margins, histopatho-
logical and molecular classification, ER status, PR status, and
HER2 status. With regards to the control group, 195 periph-
eral blood samples from individuals of the mestizo population
with no smoking history were selected at random from the
sample bank at Biomedical Research Institute and Machachi’s
Hospital. Thus, the matching of cases to controls presented
similar age (54.0 vs. 52.3 years), age at menarche (14.2 vs.
14.6 years), age at menopause (47.4 vs. 46.7 years), breast
cancer in first-degree relative (3.1 vs. 2.1 %), mean number
of live births (2.5 vs. 2.5), age at first live birth (26.8 vs.
26.2 years), and the range of folate intake (between 400 to 1,
000 mg/day), respectively. Furthermore, all participants in-
cluded in the study signed their respective informed consent.

DNA extraction and purification

DNA extraction and purification of case and control individ-
vals was performed using the PureLink Genomic DNA Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and the Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI), respectively. The
DNA of the affected individuals, which presented an average
concentration of 84 ng/ul, was extracted from ten sections
(5 um) of formalin-fixed paraffin-embedded breast umor tis-
sue previously cut with a microtome CUT 6062 (SLEE,
Mainz, Germany). Meanwhile, the DNA of the healthy indi-
viduals was extracted from peripheral blood samples and pre-
sented an average concentration of 135 ng/ul. Both calcula-
tions were obtained using a NanoDrop 2000 (Thermo Scien-
tific, Waltham, MA).
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Genotyping

Genotyping was performed using the polymerase chain reac-
tion (PCR }-restriction fragment length polymorphism (RFLP)
technique and confirmed using DNA sequencing analysis. A
final volume of 50 ul was used for each PCR reaction for
MTHFR, MTR, and MTRR. Each reaction consisted of
34 pl of Milli-Q water, 4 ul of DNA template (20 ng/pl),
0.2 uM of each deoxynucleotide triphosphate (dNTPs),
1.5 mM of MgCl,, 2.5 U of Taq DNA polymerase, 5 ul of
10x buffer (500 mM of KCI, 200 mM of Tris-HCl, pH=8.4),
and 0.4 uM of forward (FW) and reverse (RV) primers de-
tailed in Table 1 [17].

The polymorphisms studied were MTHFR C677T
(rs1801133) (A222V), MTHFR A1298C (rs1801131)
(E429A), MTR A2756G (rs1805087) (D919G), and MTRR
A66G (rs1801394) (122M). For the analysis of the rs1801133
(A222V) polymorphism, a fragment consisting of 86 base
pairs (bp) carrying exon 4 was amplified (Fig. la); for the
rs1801131 (E429A) polymorphism, a 84-bp fragment con-
taining exon 7 was amplified; for the rs1805087 (D919G)
polymorphism, a 2]19-bp fragment containing exon 26 was
amplified; and for the rs1801394 (122M) polymorphism, a
66-bp fragment containing exon 2 was amplified. The PCR
program for all genetic variants started with an initial denatur-
ation stage lasting 5 min at 95 °C, followed by 35 cycles of
30 s at 94 °C, 45 s at different annealing temperatures
(Table 1), 45 s at 70 °C, and a final clongation for 3 min at
72 °C. Each run was completed using a Sure Cycler 8800
thermocycler (Agilent, Santa Clara, CA) [17].

The amplified fragments for variants rs1801133,
1s1801131, rs1805087, and rs1801394 were then digested
with 5 U of each of the following restriction enzymes at
37 °C for 4 h: Hinfl, Mboll, Haelll, and Ndel, respectively.
The digested fragments were then separated by electrophore-
sis in 4 % agarose gels stained with ethidium bromide and

were observed in an ImageQuant 300 transilluminator (Gen-
eral Electric, Fairfield, SC). The weights of the fragments of
the different genotypes are detailed in Table 1.

Having analyzed the genotypes of cases and controls by
PCR-RFLP, the results were confirmed through sequence
analysis using the Genetic Analyzer 3130 (Applied
Biosystems, Austin, TX). The final volume of the reaction
was 12 ul and contained 2.8 pl of Milli-Q water, 2 pul of 5x
buffer, 1 pl of primer FW (3.2 pmol), 1 ul of BigDye Termi-
nator v3.1 sequencing standard (Applied Biosystems, Austin,
TX), and 3 ul of PCR product (3 to 10 ng). Once the product
was amplified, it was then purified using Agencourt Cleanseq
(Beckman Coulter, Miami, FL). The amplification program
consisted of 3 min at 96 °C, followed by 30 cycles of 10 s at
96 °C, 5 s at 50 °C, and 4 min at 60 °C [17]. Finally, sequence
analysis was performed using Sequencing Analysis Software
5.3.1 (Applied Biosystems, Austin, TX), and the alignment
with sequences from GeneBank (MTHFR NG _013351,
MTRR NG_008856, MTR NG_008959) was performed
using Seq-Scape Software v2.6 (Applied Biosystems, Austin,
TX) (Fig. 1b).

RNA extraction and reverse transcriptase PCR

RNA was extracted from a total of 26 mammary gland tissue
samples embedded in paraffin (ten sections, 5 um wide) with
the use of the PureLink FFPE Total RNA Isolation Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA). RNA samples came both from
cancerous tissue and healthy tissue adjacent to the tumor of
13 individuals affected with triple negative breast cancer
(TNBC) and luminal A subtypes. Once RNA was extracted,
a treatment using 1 pl de DNase [ (Life Technologies, Carls-
bad, CA) for 30 min at 37 ® C was performed. The mean
concentration of total RNA was 809 ng/ul. Subsequently,
complementary DNA (cDNA) was synthesized from the
mammary gland tissue samples through the Transcriptor First

Table 1  Primer sequences. annealing temperatures, and weight fragments of the restriction enzyme digestions
Polymorphisms ~ Primer sequences Annealing  Restriction Fragments of restriction enzyme digestion
temperatures  enzymes
Normal Heterozygous Homozygous
homozygous mutant
MTHEFR C677T  FW 5-TGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAA-3' 60 °C Hinfl C/IC CT TT
31801133 RV 5-GGAAGAATGTGTCAGCCTCAAAGA-3' 86 (bp) 86, 50, 36 50, 36
MTHFR A1298C FW 5-GGAGGAGCTGCTGAAGATGTG-3' 59 °C Mboll A/A AlC c/C
rs1801131 RV 5-TCTCCCGAGAGGTAAAGAACGAA-3' 25,28, 31 59,31,28,25 59,25
MTR A2756G FW 5-AGGAAATCATGGAAGAATATGA-3' 50 °C Haelll A/A A/G G/G
151805087 RV 5"-TACCACTTACCTTGAGAGAC-3' 66 66, 37, 29 37,29
MTRR A66G FW 5-GCAAAGGCCATCGCAGAAGACAT-3"" 56 °C Nddel A/A AG G/G
rs1801394 RV 3-GTGAAGATCTGCAGAAAATCCATGTA-3 44,22 66, 44, 22 66
bp basc pairs

*The FW primer contains a wrong base pairing (nucleotide C) to create the cut-side of the restriction enzyme Ndel
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Fig. 1 Genetic analysis of
MTHER C677T in TNBC and
luminal A subtypes. a Location of
51801133 (A222V)
polymorphism in chromosome 1.
b Genotyping of rs1801133
(A222V) polymorphism by DNA
sequencing and PCR-RFLP. ¢
Histopathological tissues and
molecular characteristics of
TNBC and luminal A subtypes. d
Box plot: correlation between
relative gene expression 27247
Livak method and MTHFR
genotypes (C/C vs C/T+T/T) in
TNBC and luminal A subtypes.
The boxes represent the median
(black middle line) limited by the
25th (Q1) and 75th (Q3)
percentiles. The whiskers are the
upper and lower adjacent values,
which are the most extreme
values. Green color represents
mRNA subexpression and red
color represents mRNA
overexpression
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Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Indianapolis,  template-primer mixture. The second RT-PCR reaction com-
IN). The first reverse transcriptase PCR (RT-PCR) reaction  pleted a final volume of 20 ul that contained 4 pul of buffer 5x
had a total volume of 13 pl which contained 1.5 pl of total (8 mM MgCl,), 0.5 pl of RNase inhibitor (20 U), 2 pul of
RNA (1 pug), 1 ul of anchored-oligo (dT) primer (2.5 uM),  dNTP’s (1 mM each), and 0.5 pl of reverse transcriptase
2 pl of random hexamer primer (60 uM), and 8.5 pl of Milli- (10 U). cDNA was synthesized by running a program of
Q water. Heating the tube for 10 min at 65 °C denatured the 10 min at 25 °C, 60 min at 50 °C, and 5 min at 85 °C.
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Relative gene expression and the comparative Livak
method (2744€T)

Once the cDNA samples were synthesized, we proceeded to
quantify the MTHFR target gene and the GAPDH housekeep-
ing gene through relative gene expression analysis [37], using
the LightCycler 480 Sybr Green I Master Kit and a
LightCycler 480 Il Real-Time Quantitative PCR (qPCR)
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). With regards to the
qPCR analysis, we generated a final volume of 20 pl contain-
ing 1 ul of MTHFR FW and RV primers (1 uM), 1 ul of
GAPDH FW and RV primers (1 uM), 5 pl of cDNA (21 ng/
ul), 4 ul of Milli-Q water, and 7 pl of master mix (FastStart
Taq DNA Polymerase, reaction buffer, dINTPs, SYBR Green [
dye, and MgCl;). LightCycler 480 Software 1.5.0 SP3 ran the
real-time qPCR program counting 10 min at 95 °C, followed
by 55 cycles of quantification of 10 s at 95 °C, 20 s at 62 °C,
and 9 s at 72 °C. Analysis of DNA melting curves was
conformed of 5 s at 95 °C and 1 min from 65 to 97 °C. After-
wards, all threshold cycle (Ct) data were analyzed employing
the comparative Livak method 27247 38, 39].

Statistical analysis

The information from the clinical records of the patients was
collected and stored in a database. Allelic and genotypic fre-
quencies of the MTHFR, MTRR, and MTR genes were cal-
culated; also, Hardy-Weinberg equilibrium was determined by
using a tool available on the internet (http://www.oege.org/
software/hwe-mr-calc.shtml). With the use of IBM SPSS
Statistics 22 software (SPSS Inc, Chicago, IL), chi-square
(x*) and odds ratio (OR) (with a 95 % confidence interval
[CI] and 2x2 contingency table) tests were applied to deter-
mine the association between the risk of developing BC, the
SNPs, and histopathological and immunohistochemical fea-
tures. Concerning gene expression, Cy values were analyzed
using the Livak method 27227, normalized MTHFR (2~
AACT) values were analyzed with the Mann—Whitney U test,
and the symmetry of the distribution of the data was
diagrammed into box plots. A value of P<0.05 was consid-
ered statistically significant.

Results

The distribution of baseline characteristics in all patients with
BC is shown in Table 2. A total of 55.3 % of the patients were
older than 50 years old (P=0.120); 61.8 % presented luminal
A, 53.85 % luminal B, and 52.63 % TNBC. The right breast
was affected in 57,9 % of the cases (P=0.350); 54.5 % pre-
sented luminal A, 73.1 % luminal B, 50 % HER, and 52.6 %
TNBC. Overall, 72.8 % presented the T stage between T1 and
T2, of which 80 % presented luminal A, 53.8 % luminal B,

71.43 % HER, and 78.9 % TNBC, although 15.8 % of the
individuals presented the T stage between T3 and T4 (P=
0.045). There was a positive lymph node status in 49.1 % of
the cases (P=0.625). But there was an overall 36.8 % who
presented a negative ER status; of which 12.7 % presented
luminal A, 7.7 % luminal B, 100 % HER and TNBC (P=
0.000). A total of 41.2 % presented the negative PR status;
of which 0 % were luminal A, 57.7 % luminal B, 92.9 % HER,
and 100 % TNBC (P=0.000). Overall, 71.1 % presented the
negative HER2 status; 92.7 % of these were luminal A,
42.3 % luminal B, 0 % HER, and 100 % TNBC (P=0.000).
Regarding breast cancer subtypes, 67.3 % of those with lumi-
nal A, 57.7 % with luminal B, 71.43 % with HER, and 68.4 %
with TNBC presented the heterozygote MTHFR C/T
genotype.

Genotype distribution and allele frequencies of the
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, and
MTR A2756G polymorphisms are detailed in Table 3. Re-
garding the homozygous mutant MTHFR T/T, the allele fre-
quency among cases was 0.45 and 0.36 among controls. As
for the MTHFR C/C genotype, the allele frequency among
cases was 0.02 and 0.01 for controls. Concerning the MTR
G/G genotype, the case group presented an allele frequency of
0.10 while the control group presented a frequency of 0.21.
The case group for the MTRR G/G genotype had an allele
frequency of 0.515 while the control group had a frequency of
0.525, Genotypic frequencies made it possible to determine
that the study population was in Hardy-Weinberg equilibrium
(P=>0.05).

The association between the polymorphisms studied and
the risk of developing BC is detailed in Table 4. Regarding
variant rs1801133, the MTHFR C/T genotype presented an
OR of 1.8 (95 % CI=1.1-3.2; P=0.039); the MTHFR T/T
genotype presented an OR of 2.9 (95 % CI=1.2-7.2; P=
0.025); and the combination of MTHFR C/T+T/T presented
an OR of 1.9 (95 % CI=1.1-3.3; P=0.019). The rs1801131
variant presented and OR of 1.7 among its MTHFR A/C
(95 % Cl1=0.3-8.8; P=0.803) and C/C (95 % CI=0.1-28.0;
P=1}) genotypes. The rs1805087 variant presented an OR of
0.4 (95 % CI1=0.2-0.7; P=0.002) for its MTR A/G genotype,
and an OR of 0.3 (95 % CI=0.1-1.4; P=0.186) for its MTR
G/G genotype. Whereas the rs1801394 variant presented an
OR of 1.2 (95 % CI=0.34.9; P=1) for its MTRR A/G geno-
type and an OR of 0.9 (95 % CI=0.2-4.9; P=1) for its MTRR
G/G genotype.

The association between the rs1801133, rs1801131,
rs1805087, and rs1801394 polymorphisms and the his-
topathological and immunohistochemical characteristics
is detailed in Table 5. Regarding the affected breast,
tumor stage, LN status, ER status, PR status, HER2
status, and surgical margins, no statistically significant
differences (P>0.05) were found in relation to the ge-
netic polymorphisms.
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Table 2 Distribution (n. %) of

baseline characteristics (at Luminal A Luminal B HER TNBC Total P value
diagnosis) in all patients with
breast cancer n % n Y n Yo n % n %
Age at diagnosis
<35 0 0.0 1 3.85 1 7.143 2 1053 4 35 Reference
3549 21 382 11 423 8 57.143 7 36.84 47 412 0212
=50 34 618 14 5385 5 35714 10 5263 63 553 0.120
Breast affected
Right 30 545 19 731 7 50.0 10 526 66 57.9 0.350
Left 25 455 1 26.9 7 50.0 9 474 48 421
T stage

T1-T2 44 80,0 14 538 10 7143 13- 789 83 72.8 Reference
T3-T4 6 10,9 8 30.8 3 2143 1 53 18 158 0.045

T0, X 5 9.1 4 154 1 7.14 3 15.8 13 114 0.581
LN Status
+ 27 49.1 12 462 9 643 8 42,1 56 49.1 0.625
= 28 509 14 538 5 357 11 579 58 50.9
ER Status
+ 48 873 24 923 0 0.0 0 0.0 72 63.2 0.000
- 7 L2y 2 7.7 14 100 19 100 42 36.8
PR status
+ 55 100 11 423 1 T 0 0.0 67 58.8 0.000
= 0 0.0 153 857 13 929 19 100 47 412
HER2 status
+ 4 3 15 57.7 14 100 0 0.0 33 289 0.000
= 51 92.7 11 423 0] 0.0 19 100 81 71.1
Surgical margins
E 38 69.1 18 692 10 714 [4 573:7 80 702 0.983
- 17 309 8 30.8 4 28.6 5 26.3 34 208
MTHFR C677T
c/iCc 11 200 8 308 i 7.14 5 263 25 219 Reference
C/T 37 67.3 15 57.7 10 T1.43 13 68.4 75 65.8 0.416
T 7 127 3 11.5 3 21.43 1 5.3 14 123 0.256
MTHFR A1298C
AA 533 964 25 962 13 929 19 100 110 965 Reference
A/C 2 3.6 0 0.0 1 7.1 0 0.0 3 26 0.476
cic 0 0.0 i 38 0 0.0 0 0.0 1 0.9 0.348
MTR A2756G
AJA 4] 746 23 885 12 857 18 947 94 824 Reference
AG 12 218 3 11.5 2 14.3 1 53 18 15.8 0.287
GG 2 3.6 0 0.0 0 0.0 0 0.0 2 1.8 0472
MTRR A66G
AJA 2 36 1 38 0 0.0 0 0.0 3 2.63 Reference
AIG 500 999" - 25" 962 13 929 16 842 104 9123 0766
G/'G 3 5.5 0 0.0 l 7.1 3 15.8 7 6.14 0232

LN lymph node, ER estrogen receptor, PR progesterone receptor, TNBC triple negative breast cancer, HER
human epidermal growth factor receptor

The analysis of relative gene expression data using the  From the results of the OR test, the significant MTHFR
27448CT [ivak method in BC subtypes is detailed in Table 6.  C677T polymorphism was analyzed in the lethal subtype
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Table 3 Genotype distribution

and allele frequency of Genes Genotype  Genotypic frequency Allele frequency P value HWE
rs1801133, rs1801131.
rs1805087, and rs1801394 Cases Controls All Cases Controls All
polymorphisms
MTHFR C/IC 0.22 0.35 0.30 0.55 0.64 0605 078
C677T CIT 0.66 0.58 0.61
1801133 TIT 0.12 0.07 0.09 0.45 0.36 0.395
MTHFR A/A 0965  0.980 0974 098 0.99 0.98 0.68
A1208C A/C 0026  0.015 0.019
rs1R01131 c/IC 0.009 0005 0.007  0.02 0.01 0.02
MTR A/A 0.82 0.63 0.70 0.90 0.79 0.83 0.94
A2756G AIG 0.16 0.32 0.26
slsosog7 GG 0.02 0.05 0.04 0.10 0.21 0.17
MTRR ASA 0.03 0.03 0.03 0.485 0.475 0.48 0.42
A66G AG 091 0.89 0.90
s1801394 G/G 0.06 0.08 0.07 0515  0.525 0.52

HWE Hardy-Weinberg equilibrium of all study population

(TNBC) and in the most frequent subtype (luminal A)
(Fig. lc). In regard to TNBC, the MTHFR C/C genotype
normalized with the GAPDH housekeeping gene and com-
pared with its control sample generated the following 27 22¢T
values: 2.49, 3.97, 7.40, and 2.01. The combined MTHFR
C/T+T/T genotypes generated the following values: —2.22,
—3.03, and —4.00. Accordingly, the Mann—Whitney U test
determined that there exists a significant difference in the rel-
ative gene expression between both groups (P=0.034). Re-
garding luminal A, the MTHFR C/C genotype generated the
following values: —1.75, =7.14, and —7.70, while the

combined MTHFR C/T+T/T genotypes generated the follow-
ing values: 1.28, —2.00, and —16.95. In this case, there was no
statistical difference (P=0.827). The symmetry of the distri-

bution of the data was diagramed through box plots (Fig. 1d).

Discussion

Identifying polymorphisms involved in the development of
cancer is crucial to fully understand breast cancer biology, as
well as for the development of novel therapeutics for cancer

Table 4 Association between

MTHFR C677T. MTHFR Genes Genotype Cases (n=114), Controls OR 95 % Cl P value
A1298C, MTRR A66G, MTR n (%) (n=195), n (%)
A2756G polymorphisms and
breast cancer risk among cases MTHFR ciet 25(21.93) 69 (35.38) 1.0
and controls C677T cT 75 (65.79) 113 (57.95) 1.8 1.1-3.2 0.039
rs1801133 TT 14(12.28) 13 (6.67) 29 12-72 0.025
CT+TT 89 (78.07) 126 (64.62) 1.9 1.133 0.019
MTHFR A/A" 110 (96.49) 191 (97.95) 1.0
A1298C AIC 3(2.63) 3(154) 1.7 03-8.8 0.803
rs1801131 c/iC 1 (0.88) 1(0.51) 1.7 0.1-28.0 1.000
A/C+C/C 4 (351 4 (2.05) 23 0.5-10.5 0472
MTR A/A" 94 (82.46) 124 (63.59) 1.0
A2756G A/G 18 (15.79) 62 (31.79) 04 02-07 0.002
rs1 805087 G/G 2 (1.75) 9 (4.62) 03 0.1-14 0.186
AIG+G/G 20 (17.54) 71 (36.41) 04 0207 0.001
MTRR A/AY 3(2.63) 6 (3.08) 1.0
A66G A/G 104 (91.23) 174 (89.23) 12 0349 1.000
rs1801394 G/G 7 (6.14) 15 (7.69) 0.9 0249 1.000
AG+G/G 111 (97.37) 189 (96.92) 1.2 03438 1.000
OR odds ratio, C/ coefficient interval
* References
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Table 5  Association of genotypes with histopathological and immunohistochemical characteristics

MTHFR C677T rs1801133 MTHFR A1298C rs1801131 MTRR A66G rs1805087 MTR A2756G rs1801394
Variable Cc/iC CT+TIT AlA A/C+CIC A/A A/G-G/G AJA AG+GIG
Breast affected
Right 15 (13 %) 51 (45 %) 64 (56 %) 2(2 %) 2(2 %) 64 (56 %) 38 (33 %) 10 (9 %)
Left 10 (9 %) 38 (33 %) 46 (40 %) 2 (2 %) 1(1 %) 47 (41 %) 56 (49 %) 10 (9 %)
OR (95 % CI) 1.1 (0.5-2.8) 1.4 (0.2-10.2) 1.5 (0.1-16.7) 0.7 (0.3—-1.8)
P value 0.990 1 1 0.590
Tumor stage®
TI-T2 17 (15 %) 66 (58 %) 80 (70 %) 3(3 %) 2(2%) 81 (71 %) 67 (59 %) 16 (14 %)
T3-T4 4(4 %) 14.(12 %) 17 (15 %) 1(1 %) 1(1 %) 17 (15 %) 15(13 %) 3(3 %)
OR (95 %CI} 09 (0.3-3.1) 1.6 (0.2-16) 0.4 (0.044.9) 0.8(02-32)
P value 1 1 1 1
LN status
+ 14 (12 %) 42 (37 %) 54 (47 %) 2(2 %) 2(2 %) 54 (47 %) 47 (41 %) 9 (8 %)
= 11 (10 %) 47 (41 %) 56 (49 %) 2(2 %) 1(1 %) 57 (50 %) 47 (41 %) 11 (10 %)
OR(95%CI) 0.7(03-1.7) 1(0.1-7.6) 0.5 (0454) 08(03-22)
P value 0.581 1 0.975 0.873
ER status
+ 19 (17 %) 53 (46 %) 69 (60 %) 3(3 %) 2(2 %) 70 (61 %) 59 (52 %) 13 (11 %)
= 6.(3 %) 36 (32 %) 41 (36 %) 1(1 %) 1(1 %) 41 (36 %) 35 (31 %) 7(6 %)
OR (95 %CI) 22(0.8-5.9) 0.6 (0.6-5.6) 1.2 (0.1-13.3) 09 (03-2.5)
P value 0.203 1 1 1
PR status
i+ 16 (14 %) 51 (45 %) 64 (56 %) 3(3 %) 2(2 %) 63 (57 %) 50 (44 %) 17 (15 %)
= 9 (8 %) 38 (33 %) 46 (40 %) 1(1 %) 1 (1 %) 46 (40 %) 44 (38 %) 303 %)
OR (95 % CI) 1.3 (0.5-3.3) 0.5 (0.05-4.6) 1.4 (0.1-16.1) 0.2 (0.06-0.7)
P value 0.711 0.877 1 0.018
HER2 status
+ 7 (6 %) 26 (23 %) 31(27 %) 2(2%) 1 (1 %) 32 (28 %) 28 (25 %) 5(4 %)
= 18 (16 %) 63 (55 %) 79 (69 %) 2{2 %) 2(2%) 79 (69 %) 66 (58 %) 15(13 %)
OR (95 % CI} 09 (0.4-2.5) 0.4 (0.05-2.9) 1.2 (0.1-14.1) 1.3 (0.4-3.8)
P value 1 0.701 \ (0.875
Surgical margins
- 17 (15 %) 63 (55 %) 77 (67 %) 3(3 %) 1(1 %) 79 (69 %) 65 (57 %) 15(13.2 %)
= 8(7 %) 26 (23 %) 33 (29 %) 1(1 %) 2(2 %) 32 (28 %) 29(254%) 5(44%)
OR(95%CDH 1.1(04-29) 1.3 (0.1-12.8) 49 (0.4-564) 1.3 (044.0)
P value 0.983 1 0.439 0.802

LN lymph node, PR progesierone receptor, ER estrogen receptor, HER human epidermal growth factor receptor

* Analyses of 101 individuals

treatment and for providing methods for prevention and early
diagnosis [40]. During the last decade, breast cancer
genome-wide association studies (GWAS) have identi-
fied ~80 loci with small to moderate effects on OR
ranging from 1.05 to 1.53, the most studied populations
being European, Asian, and African. However, Latin
American populations have been poorly studied, making
genetic characterization essential to better understand the
development of BC in this region [41].

@ Springer

There are several research studies that relate the rs1801133,
rs1801131, rs1805087, and rs1801394 polymorphisms to hy-
perhomocysteinemia, folate deficiency, and cancer [17, 42].
Concemning BC, studies presenting controversial results about
its association with folate-metabolizing enzymes have been
conducted; the first being a study conducted in a female Latin
American mestizo population from a high altitude (2,
800 masl). It is noteworthy that this retrospective research
presented a limited number of cases and a lack of data in
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Table 6  Analysis of relative gene expression data using the 2" Livak method in TNBC and luminal A subtypes
Breast cancer Genotypes  Average Average ACy AACy Normalized MTHFR ~ Mann-Whitney U
subtypes MTHFR C; GAPDH Cr (average (average A amount relative to P value
MTHFR Cr—average Cy—average breast  control 2 =2 €
GAPDH Cy) tissue control A Cy)
TNBC MTHFR 21.42 21.57 —0.15 0.00 1.00° 0.034
c/ic 23.02 24.49 —1.47 -1.32 2.49°
22.38 22.20 0.18 0.00 1.00
22.06 23.87 -1.81 -1.99 397
23.65 26.77 =3.12 0.00 1.00
33.86 26.58 7.28 10.4 7.40
2252 26,38 -3.86 0.00 1.00
22,63 27.50 —4.87 -1.01 2.01
MTHFR 22.60 27113 —4.53 0.00 1.00
CT+TIT  7)68 25.07 -3.39 1.14 —222°
21.75 29.21 =746 0.00 1.00
21.29 27.14 —5.85 0.33 —3.03
2212 27.10 —4.98 0.00 1.00
2255 25.55 =3.00 1.98 -4.00
Luminal A MTHFR 21.64 22.56 -0.92 0.00 1.00 0.827
c/ic 20.67 22.39 =172 0.80 -1.75
25.67 26.39 —0.72 0.00 1.00
25.64 23.54 2.10 2.832 -7.14
21.75 22.65 —0.90 0.00 1.00
2420 22.20 2.00 290 =7.70
MTHFR 21.20 2145 —0.25 0.00 1.00
CT+TT 2093 21.51 -0.58 -0.33 128
22.58 2321 —0.63 0.00 1.00
2471 24.38 0.33 0.96 -2.00
23.57 24.67 -1.10 0.00 1.00
26.16 23.18 298 4.08 -16.95

TNBC tnple negative breast cancer
* 1.00: control reference

® Positive: mRNA overexpression
© Negative: mRNA subexpression

hospital medical records such as specific doses of folate intake
and serum folate levels. However, it gives us relevant infor-
mation about BC risk and its association with relative gene
expression and genotype polymorphisms of the MTHFR,
MTR, and MTRR genes.

The MTHFR C677T (A222V) polymorphism was reported
as a genetic risk factor for breast cancer in Thai, Chinese,
Italian, and Jewish populations [42]. On the contrary, no as-
sociation was reported in either the Syrian population or the
West Siberian region of Russia [43, 44]. The conflicting re-
sults found in different studies may be due to several factors
such as ethnicity, folic acid supplementation, dietary folate
intake, age at first live birth, and hormone charge. In our study,
we found that the MTHFR C/T, T/T, and C/T+T/T genotypes
present a significantly higher risk factor in affected females

with ORs of 1.8 (£=0.039), 2.9 (£=0.025), and 1.9 (P=
0.019), respectively. Hence, there is an association between
the rs1801133 polymorphism and BC in the female mestizo
population living at a high altitude. In our previous study, we
found significant association between the MTHFR C/T geno-
type and an elevated risk of prostate cancer development in
male mestizo population (OR=2.2; 95 % CI=1.3-3.9; P=
0.009) [17]. In brief, the A222V aminoacidic variant is a po-
tential genetic risk factor for cancer development in the Ecua-
dorian mestizo population living at high altitudes.
Regarding MTHFR A1298C (E429A), MTR A2756G
(D919G), and MTRR A66G (I22M), there was no risk or
statistically significant association between the different geno-
types and BC (P>0.05). Additionally, there was no statistical-
ly significant association between these genetic variants and
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the histopathological characteristics: affected breast, tumor
stage, LN status, surgical margins; or with the immunohisto-
chemical characteristics: ER status, PR status, and HER2 sta-
tus (P>0.05).

After obtaining a statistically significant risk factor for the
MTHFR C677T (rs1801133) (A222V) polymorphism, an
analysis of the relative gene expression using the ey
Livak method on TNBC and luminal A subtypes was per-
formed. A total of 17 % of the cases analyzed presented
TNBC subtype. This particular subtype was chosen for being
among the most aggressive and deadly of all BC subtypes. It
presents a high rate of tumor recurrence and an overall poor
survival rate, as well as a possible association with basal
endoplasmatic stress (ERS) activated by hypoxia signaling
in high altitude populations [45]. Once the TNBC samples
and healthy tissue samples surrounding the tumor were nor-
malized with the GAPDH housekeeping gene, statistically
significant differences between the MTHFR C/C genotype
with the MTHFR C/T+T/T genotypes (0.034) were observed.
Hence, there is a potential association between the heterozy-
gote C/T and homozygous mutant T/T genotypes, mRNA
subexpression, and reduction of the MTHFR enzyme activity
in individuals with the TNBC subtype. Furthermore, the lu-
minal A subtype was analyzed for being the most frequent in
the female Ecuadorian mestizo population (48 %). Nonethe-
less, no statistically significant differences between the
MTHFR C/C genotype and the MTHFR C/T+T/T genotypes
(0.827) were observed. The distributional symmetry of the
relative gene expression analysis can be seen in the box plots
in Fig. 1d. It is also important to mention that the number of
individuals studied was low because the sampling of control
patients with BC was limited.

Our present study clarifies that the MTHFR gene and its
protein could act as potential predictive biomarkers of BC,
especially TNBC. In conclusion, this study as well as our
previous genetic studies on MTHFR in prostate cancer [17],
EGFR in lung cancer [46], GPX-1 in bladder cancer [47], and
hRADS in chronic myelogenous leukemia are important con-
tributions in order to integrate pharmacogenectics and
pharmacogenomics in clinical practice in Ecuador and Latin
America [48, 49].
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RESUMEN

Introduccién.- El cancer de mama es una de las
enfermedades mas frecuentes en mujeres seguido
del cancer de ovario. El Ecuador presenta una
incidencia de 35,8 por cada 100.000 individuos
y mas del 95% de las neoplasias en mama son
adenocarcinomas. Los polimorfismos A1298C y
Ce77T del gen MTHFR se han visto envueltos en la
reduccién enzimatica, el cual afecta al metabolismo
de los folatos, estas mutaciones también pueden
causar enfermedades cardiovasculares vinculadas
con la homocisteina. Como objetivo, se asociaron
los polimorfismos previamente mencionados con
las caracteristicas histopatolégicas de las mujeres
ecuatorianas diagnosticadas con cancer de mama.

Material y Métodos.- Estudio retrospectivo, caso-
control. Para la genctificacidn se realizé PCR-RFLP
para los 200 individuos: 100 individuos sanos y 100
afectados, posteriormente se confirmd los resultados
con secuenciacion genética. Se clasificd en una
base de datos los diferentes niveles de receptores

AbSTRACT

Introduction.- Breast cancer is one of the most
common diseases in women followed by ovarian
cancer. Ecuador has an incidence of 35.8 every
100,000 individuals and more than 95% of breast
neoplasms are adenocarcinomas. The C677T
and A1298C polymorphisms of the MTHFR
gene have been involved in the enzymatic
reduction, which affects folate metabolism; these
mutations can also cause cardiovascular diseases
associated with homocysteine. As an objective, the
aforementioned polymorphisms were associated to
the histopathologic features of Ecuadorian women
diagnosed with breast cancer.

Material and Methods.- Retrospective, case-
control study. For genotipification PCR-RFLP
was performed on 200 individuals: 100 healthy
individuals and 100 affected, then the results were
confirmed with genetic sequencing. Different levels
of membrane receptors together with the type of
cancer were classified in a database and associated
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de membrana conjuntamente con el tipo de cancer y
se lo asoci6 con los polimorfismos C677T y A1298C
mediante pruebas estadisticas chi-cuadrado y odds
ratio.

Resultados.- La combinacién entre los genotipos
MTHFR C/T y T/T generaron un OR de 7,5 (95%
IC = 4,0-14,2; P = 0,000). El polimorfismo A1298C
no presento riesgo estadisticamente significativo (P
=1).

Conclusiones.- Existe riesgo significativo del
polimorfismo MTHFR C677T con el desarrollo del
cancer de mama, al igual que otras asociaciones
encontradas en estudios anteriores como; EGFR
en cancer de pulmén, NF2 en neurofibromatosis,
entre otros las cuales son importantes para poder
entender nuestro genoma en un pais multiétnico.

Palabras Claves.- Neoplasias de mama, proteina
MTHFR, estrogenos, progesterona, Her2/neu.

El cancer de mama se desarrolla por la acumulacién
progresiva de factores ambientales, genéticos y
hereditarios en células del tejido mamario®. Las
incidencias mas altas estan presentes en el Oeste
de Europa (89,9), Oceania (85,5) y Norte de Europa
(76,7), mientras que Sudamérica presenta una
menor incidencia (44,3)2. Estados Unidos presenta
una frecuencia de 232.340 nuevos casos por afio y
es la segunda causa de mortalidad con un estimado
de 40.030 fallecidos para el afio 20132,

Con respecto a Ecuador, la dltima tasa de
incidencia reportada en Quito es 35,8 por cada
100.000 habitantes entre el 2003-2005. En las
mujeres ecuatorianas existe mayor riesgo de
desarrollar cancer de mama a partir de los 35
anos, incrementando progresivamente el riesgo en
edades avanzadas®.

Mas del 95% de las neoplasias mamarias son
adenocarcinomas, divididos en carcinomas in situ
e invasivo. El carcinoma in situ es la proliferacion
neoplasica limitada entre los conductos y los
lobulillos por la membrana basal; y se clasifica en
ductal in situ y lobulillar in situ®.

El carcinoma invasivo, también llamado infiltrante, se

with the C677T and A1298C polymorphisms using
chi-squared test statistics and odds ratio.

Results.- The combination of MTHFR genotypes C
{ Tand T /T generated an OR of 7.5 (95% CI =
4.0 to 14.2, P = 0.000). The A1298C polymorphism
showed no statistically significant risk (P = 1).

Conclusions.- There is a significant risk of MTHFR
C677T polymorphism with the development
of breast cancer as well as other associations
found in previous studies: EGFR in lung cancer,
in NF2 neurofibromatosis, among others which
are important for understanding our genome in a
multiethnic country.

Keywords.- Breast neoplasms, MTHFR protein,
estrogen, progesterone, Her2/neu.

lo reconoce una vez que las células malignas hayan
penetrado el estroma a través de la membrana
basal; y se clasifica en ductal, lobulillar, tubular,
medular, papilar y metaplasico. Actualmente,
existen diferentes métodos de identificacion,
entre los cuales estan las pruebas genéticas
de BRCA1, BRCA2, CHEK2, p53; las pruebas
Inmunohistoquimicas (IHQ) para la identificacion
de los receptores hormonales y del oncogén HER2/
neu’.

El receptor de estrogenos regula la expresion génica
involucrada en la proliferacion y diferenciacion
celular; el receptor de progesterona ha sido
considerado como un excelente factor predictivo en
tumores mamarios®. El gen HER2/neu (c-ErbB-2),
codifica la glicoproteina receptora del factor de
crecimiento epidermal humano tipo 2. Se estima que
esta proteina membranal se sobreexpresa el 30%
en casos de carcinoma mamario, es decir, mientras
que las células epiteliales normales presentan
entre 20.000 y 50.000 receptores de membrana,
las células tumorales pueden llegar a tener hasta 2
millones?®®.

Se ha encontrado que en el carcinoma ductal in situ
existe sobreexpresion de HER2/neu en el 60% de
los casos™. Ademas, se ha visto que un resultado
IHQ basal-like (estrogeno, progesterona y HER2/
neu negativos) es mas agresivo, expandiéndose a
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otras zonas del cuerpo. Alrededor del 20% de casos
son triple negativo y ocurre con mayor frecuencia
en mujeres jévenes, afroamericanas, latinas y en
mujeres que presentan mutaciones en BRCA15.

El gen MTHFR se localiza en el cromosoma 1p36.3,
compuesto por once exones los cuales codifican
una proteina de 656 aminoacidos denominada
metilentetrahidrofolato reductasa.

Esta proteina cataliza la reaccién irreversible de
5-10-metilentetrahidrofolatoa5-metiltetrahidrofolato,
donador para la remetilacién de homocisteina a
metionina’’.

Los folatos metabolizados por la cascada genética
de MTHFR, son utilizados para la sintesis de purinas,
reparacion y metilacion del ADN'2, Dos variaciones
alélicas del gen MTHFR han sido descritas, C677T
(ala/ val) y A1298C (glu/ala), reduciendo asi la
actividad de la metilentetrahidrofolato reductasa en
un 40%.

Por otro lado, se ha demostrado que la mutacién
C677T incrementa la concentracion de homocisteina
en el plasma, produciendo el desarrollc de
enfermedades cardiovasculares y reduccién de la
metilacion del ADN en pacientes con cancer'',

Con respecto a la mutacion A1298C, se ha
demostrado que presenta la misma actividad
enzimatica, pero se encuentra asociado a varias
enfermedades genéticas"*.

Al ser importantes los folatos en la fisiclogia
humana, esta investigacién tiene como objetivo el
evaluar los pelimorfismos MTHFR C677T y A1298C,
y asociarlos con caracteristicas histopatologicas de
mujeres afectas con cancer de mama.

Marerial v MErodos

Muestras biolégicas

Se realizo un estudio retrospectivo caso-control. Se
analizaron 200 mujeres ecuatorianas. Gracias al
Departamento de Patologia del Hospital Oncoldgico
Solon Espinosa Ayala (SOLCA), se obtuvo 100
muestras de tejido tumoral embebido en parafina que
fueron diagnosticados con cancer de mama entre
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los afios 2008-2011. Las muestras tumorales fueron
clasificadas en base a los andlisis histopatolégicos
e IHQ (estrogeno, progesterona y HER2/neu).

Gracias al Area de Andlisis Clinico del Hospital de
Machachi se obtuvieron 100 muestras de sangre
periférica de individuos sanos sin antecedentes
familiares o personales de cancer de mama ni
ovario; estas personas aceptaron voluntariamente
participar en la investigacion y firmaron su respectivo
consentimiento informado.

Analisis genético

Para la extraccion de ADN de los casos se utilizo xilol
para la eliminacion de parafina, posteriormente se
realizd la digestion por 1 dia a 50°C con proteinasa
K. Para los individuos sanos se extrajo el ADN a
partir de sangre periférica utilizando el kit PureLink
Genomic DNA (Invitrogen, Madison, W), obteniendo
asi una concentracién promedio de ADN tumoral
de 84,35ng/UL y una concentracion promedio de
35,15ng/pL para ADN de sangre periférica medido
mediante NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA).

Para la reaccion de PCR-RFLP se utilizé un volumen
final de 50uL, conteniendo 34puL de agua Mili-Q,
0,4uM de primers FW y RV, 4uL de ADN, 1,5mM
de MgCI2, 5uL de 10x buffer (200mM Tris-HC| pH
8.4 y 500mM KCI), 0,2mM de dNTP’s y 2U de Taq
Polimerasa Platinum (Invitrogen, Madison, WI}.

Enelanalisis delgen MTHFR C677T (ala/val) selogrd
amplificar un fragmento de 86 pb con los primers
FW 5-TGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAA-3" ¥y
RV 5°-GGAAGAATGTGTCAGCCTCAAAGA-3".

Para la PCR se utilizé el termociclador Sure Cycler
8800 (Agilent, Santa Clara, CA), el programa de
PCR fue: denaturacidn inicial a 95°C por 5 minutos;
seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C
por 45 segundos, 70°C por 45 segundos, y una
elongacion final de 72°C por 3 minutos. Para la
digestion del fragmento amplificado se utilizé 5U de
la enzima de restriccién Hinfl (Invitrogen, Carlsbad,
CA) por 4 horas a 37°C. Los productos digeridos
por la enzima se los separ6 por electroforesis en
gel de agarosa al 5% con bromuro de etidio y se
observaron los resultados en el transiluminador
ImageQuant 300 (General Electric, Fairfield, USA).

-
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En los homocigotos (C/C) se observé una banda
de 86pb, los heterocigotos (C/T) de 86, 50 y 36pb
y los homocigotos mutantes (T/T) de 50 y 36pb.
En el analisis de MTHFR A1298C (glu/ala), se
amplificd un fragmento de 84pb con los primers:
FW 5-GGAGGAGCTGCTGAAGATGTG-3" y RV
5-TCTCCCGAGAGGTAAAGAACGAA-3".

La denaturacion inicial fue 95°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 59°C
por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, 72°C
por 3 minutos para la elongacién final. El producto
amplificado se lo digiri6 a 37°C por 4 horas con 5U
de la enzima Mboll (Promega, Madison, WI). Los
homocigotos (A/A) presentaron fragmentos de 25,
28 y 31pb, los heterocigotos (A/C) de 59, 31, 28
y 25pb y los homocigotos mutantes (C/C) de 59 y
25pb.

Los resultados de la PCR-RFLP fueron confirmados
mediante analisis de secuencias en el equipo
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems, Austin,
TX). El volumen de reaccion final fue 12uL, 2,8uL de
agua Mili-Q, 3 a 10ng de producto de PCR, 2uL de 5X
buffer, 3,2uL (1uM) de primer FW, 1L del estandar
de secuencia BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, Austin, TX). El siguiente programa
fue utilizado: 3 minutos a 96°C, 30 ciclos de 10
segundos a 96°C, 5 segundos a 50°C y 4 minutos
a 60°C. Los analisis obtenidos de las secuencias se
almacenaron en el Sequencing Analysis Software
5.3.1 (Applied Biosystems, Austin, TX), y se realizé
una comparacion de las secuencias obtenidas en el
GeneBank (MTHFR NG_013351).

Anilisis estadistico

Tanto las frecuencias alélicas como las frecuencias
genotipicas se calcularon con la informacion
obtenida de los genotipos. Se utilizé la ecuacion de
Hardy-Weinberg para determinar el equilibrio entre
los genotipos, con una pagina que se encuentra
disponible en el internet (http://www.oege.org/
software/hwe-mr-calc.shtml). Se aplicaron las
pruebas estadisticas de chi-cuadrado (X2) y odds
radio (OR) (intervalo de confianza al 95%; tabla
de contingencia 2x2) con el programa PASW 18
(SPSS, Chicago, IL), para determinar el riesgo entre
el gen MTHFR y el cancer de mama. Los valores de
p < 0,05 se consideraron significativos.

RESUUAAOS

En la Tabla 1 se observa las caracteristicas
clinico-patolégicas de los individuos afectos.
Con respecto a la edad, el 56% de las mujeres
afectas presentaron igual o mas de 50 afios.
Se observo que el seno derecho es el mas
afectado con un 58%. En cuanto al estadio
tumoral (pTNM), el 57% de los casos fueron
diagnosticados con cancer en estadio Il y el
20% en estadio lll. Por otro lado, las pruebas
IHQ determinaron que el 64% de mujeres
presentaron estrégenos positivos, 62%
progesterona positivo y 73% receptor Her2/neu
negativo.

Tabla 1: Informacion clinico-patolégica de los pacientes
con cancer de mama.

Variables Porcentaje (%)
Edad (anos)
<50 44
250 5
Seno afectado
Derecho 58
lzquierdo 42
Estadio tumoral (pTNM)
< Estadio | 23
Estadio Il 57
2 Estadio Il 20
Estrégeno
Positivo 64
Negativo 36
Progesterona
Positivo 62
Negativo 38
Receptor Her2/neu
+1 11
+2 5
+3 11
Negativo 73

La Tabla 2 presenta la distribucion genotipica y
frecuencia alélica de los polimorfismos de nucleétido
simple C677T y A1298C (Figuras 1Ay B).
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Figura 1A.- Genotipos C/C, C/T y T/T del polimorfismo
MTHFR C677T mediante analisis de secuencias.
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Figura 1B.- Genotipos A/A, A/C y C/C del polimorfismo
MTHFR A1298C mediante analisis de secuencias.

Con respecto al polimorfismo C677T, el homocigoto
mutante (T/T) presenté una frecuencia alélica de
0,14 en casos y 0,01 en controles, la variante (C/C)
presento una frecuencia alélica de 0,22 en casos vy
0,68 en controles, y el heterocigoto (C/T) presentd
una frecuencia de 0,64 en casos y 0,31 en controles.
La prueba de Hardy-Weinberg determiné que la
poblacion de estudio se encuentra en equilibrio (P
> 0,05).

Tabla 2: Distribucion genotipica y frecuencia alélica de los
polimorfismos MTHFR C677T y A1298C.

Frecuencias Frecuencia _
Genotipos | : a,P
{ Todos | Casos [Cortols| Todos |
C677T | C/C| 0,22[0,68 0,45 |0,54] 0.84 | 0,69
C/IT| 0,640,31/ 0,48 >
0,05

T/T|0,14]0,01| 0,07 | 0,46 0.16 | 0,31

A1298C| A/A| 0,96 |10,97| 0,97 [0,98] 0,98 0,98
A/C| 0,03(0,02] 0,02 >

0,05
C/C| 0,01(0,01] 0,01 [0,02( 0,02| 0,02

* Equilibrio Hardy-Weinberg de toda fa poblacion de estudio.
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La Tabla 3 presenta la clasificacion histopatolégica
del cancer de mama asociada con las frecuencias
genotipicas estudiadas. En la poblacion afecta se
observé que el 78% presentd carcinoma ductal
infiltrante y el 9% presentd lobulillar infiltrante. Con
relacién alos polimorfismos estudiados, el carcinoma
ductal infiltrante fue el perfil histopatologico con
mayor porcentaje en C6877T (CC, CTy TT) y en
A1298C (AAy AC).
Tabla 3: Clasificacion histopatoldgica del cancer de mama

asociada con la frecuencia de individuos con cada uno de
los genotipos de MTHFR C677T y A1298C.

Porcente | jnsty | infil | insitu | nfil- |invasoriMucincso Medular( Total
trante| e

C677T

cc|3l12|o| 4| 1| 2] 0|22
ct|ofs6| o] 4| 2| 1] 1|64
nnn 01301 1 1 1 1 0|14
Total| 3|78 1| 9| 4| 4| 1 |100
A1298C

AA | 3|74 1| 9| 4| 4| 1|96
aclbalsllolalol o o3
ce o1 o] a]e| of 01
Total | 3 [78| 1| 9| 4| 4| 1 |100

En la Tabla 4 se asocia los polimorfismos C677T y
A1298C con el perfil IHQ. Existe un mayor nimero
de casos para los receptores de membrana con el
siguiente patrén: estrégeno positivo, progesterona
positivo y HER2/neu negativo, con los siguientes
porcentajes CC: 10, CT: 29 y TT: 3; AA: 41, AC: 1
y CC: 0.

Tabla 4: Asociacion de los polimorfismos MTHFR C677T y
A1298C con el perfil inmunohistoguimico.

Receptores WTHERCETTT(%) | MTHFR A1298C (%)
e*|p®| el cc|ct | W [Aa Ac cC
- - - 5 12 1 17 1 0
- - 0 7 3 9 1 0
=S| E 0 3 0 2 0 1
|15 = 0 3 2 5 0 0
i g = 10 29 3 41 1 0
#o | = + 0 2 2 4 0 0
L | % B 4 2 1 010
+ | - - 2 4 1 7 0 0
# Esirégeno, b Progesterona, ¢ HERZ/neu
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En la Tabla 5 se detalla la asociacién que existe
entre la presencia de los polimorfismos y el riesgo a
desarrollar cancer de mama. Relacionado a C677T,
los individuos heterocigotos (C/T) presentaron un
OR de 6,4 (95% IC = 3,4-12,2; P = 0,000), mientras
que la combinacién de los genotipos C/T y T/T
generaron un OR de 7,5 (95% IC = 4,0-14,2; P =
0,000). En cambio para A1298C, los genotipos A/C,
C/C y A/A + C/C no presentaron riesgo significativo
(P=1).

Tabla 5: Asociacién de los polimorfismos MTHFR C677T y
A12898C con el riesgo a desarrollar cancer de mama.

Casos | Controles | | 95%
et el ey | e
cic? [22(22) | 68(68) | 1,0
CIT [64(64) [ 31(31) |64 | 3.4- ]0000

Polimorfismos | Genotipos

12,2

Ce7rT | T |14(14)| 1(1) 433 | 54- |0000
348

cr+Tm|78(78) | 32(32) | 7.5 | 4.0- |0,000
142

ANA® |96(96) | 97(97) [ 1,0
NC | 33) | 22 |15 [03-93] 1
A1298C | c/c [ 1(1) | 1(1) [10]06-] 1
16,4
ANA+CIC| 4(4) | 33) |14 [03-62] 1
? Referencia

A nivel mundial, existen varios estudios que
relacionan la presencia de los polimorfismos MTHFR
C677T, A1298C con la hiperhomocisteinemia y la
deficiencia de folatos en el organismo, los cuales son
factores importantes para el desarrollo de diferentes
enfermedades como cardiovasculares, defectos del
tubo neural, malformaciones congénitas, glaucoma
y varios tipos de cancer: colorectal, gastrico,
esofago, ovario y leucemia™-22,

Con respecto al cancer de mama, se ha observado
que existen resultados controversiales sobre la
asociacion de MTHFR C677T y A1298C con esta
enfermedad. Siendo este el primer estudio en
poblacién femenina del Ecuador y de Latinoamérica,
debido a que el primer estudio en poblacion
masculina ecuatoriana se lo realizé en individuos
afectos con carcinoma prostatico?.

La informacion clinico-patolégica de la poblacién
en estudio genero datos de interés: el 44% de los
casos presentd menos de 50 arios, el 20% de los
pacientes presentd un estadio tumoral 3 y el 57%
un estadio tumoral 2, sugiriendo la importancia
de realizarse revisiones médicas desde una edad
temprana.

La clasificacién histopatolégica demostré que los
tipos de cancer mamario con mayor frecuencia en
el Ecuador son: ductal infiltrante (78%) y lobulillar
infiltrante (9%). Ademas, es importante resaltar que
los genotipos presentes con mayor frecuencia en el
carcinoma ductal infiltrante son MTHFR C/T (56%)
y MTHFR A/A (74%), y en el carcinoma lobulillar
infiltrante son MTHFR C/T y C/C (4%), y MTHFR
AJA (9%).

Las pruebas IHQ determinaron que el 64% de
individuos presentaron estrégeno positivo, el 62%
progesterona positivo y el 73% receptor Her2/
neu negativo. Con respecto a la asociacion de los
receptores con las variantes genéticas MTHFR
C677T y A1298C, se observd que los genotipo
MTHFR C/T (29%) y MTHFR A/A (41%) estuvieron
en mayor porcentaje en el patron IHQ (+, +, -),
demostrando la importancia en la realizacién de
estudios cada vez mas especificos y moleculares
para el diagnéstico temprano de la enfermedad.

Referente al patrén IHQ (-, -, =), el 18% de la
poblacion afecta lo presentd, observando una
predominancia del genotipo MTHFR C/T (12%) y de
MTHFR A/A (17%).

El gen MTHFR ha sido ampliamente estudiado
en procesos de metilacion, reparacién y sintesis
del ADN. La importancia de este estudio radica
en determinar el comportamiento genético de
los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C en
ecuatorianos, y asi comparar sus datos con las
diferentes etnias mundiales.

En afectos, se observé una mayor frecuencia
genotipica de C/T (0,64) y A/A (0,96), mientras
que en sanos, se observdé una mayor frecuencia
genotipica en C/C (0,68) y A/A (0,97).

Con respecto a la frecuencia alélica, se observo que
el alelo C se encuentra presente en la poblacion con
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mayor frecuencia (0,69) que el alelo T (0,31). De
igual forma lo hace el alelo A en la variante A1298C.
Es por ello que el anélisis de Hardy-Weinberg refleja
una poblacion en equilibrio genético.

La prueba OR expresa el riesgo que presenta una
poblacion para el desarrollo de una enfermedad,
bajo la presencia de mutaciones o cambics en
el material genético. En este estudio se observo
que la presencia del polimorfismo MTHFR C677T
se relaciona con el riesgo a desarrollar cancer de
mama.

La presencia de MTHFR C/T generé un OR de
6,4, el genotipo T/T generé un OR de 43,3, y la
asociacion de los genotipos C/T + T/T generaron
un riesgo de 7,5 (P = 0,000). La asociacién positiva
entre la variante MTHFR C877T y el desarrollo del
cancer de mama se observé en cuatro estudios de
diferentes poblaciones: Italia (OR = 2,5)*, Australia
(OR = 1,43)*, Turquia (OR = 2,54) (OR = 1,25)%:27,
y Estados Unidos (OR = 1,11)%. Por el contrario,
la mayoria de estudios reflejan una asociacién no
significativa entre MTHFR C677T con el cancer de
mama?*-34,

Estos resultados pueden deberse a factores
alimenticios; carga genética propia de cada etnia
mundial, como las variaciones en las mutaciones de
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BRCA1/2; el rol de las enzimas metabolizadoras de
folatos, tanto en la metilaciéon del ADN como en la
sintesis de las purinas; ambiente hormonal y estatus
de menopausia®.

En poblacién ecuatoriana se ha observado riesgo
significativo entre los genotipos MTHFR C/T + T/T
con el desarrollo del cancer prostatico en hombres
(OR = 2,2)®, y mamario en mujeres (OR = 7,5).
Confirmando ademas que el género también se
relaciona con la predisposicion a presentar la
variante MTHFR C677T, tal como lo confirmé De Re
et al*®*. Con respecto a la variante MTHFR A1298C,
no existié asociacion significativa con el desarrollo
del cancer de mama en la poblacién ecuatoriana.

Conclusiones

La asociacidn encontrada entre MTHFR C677T vy
el cancer de mama, al igual que las asociaciones
encontradas en nuestros estudios previos: MTHFR
y SRD5A2 en cancer prostatico, EGFR en cancer
pulmonar, hMSH2 en linfoma no-Hodgkin, NF2
en neurofibromatosis, hRAD54 en leucemia
mieloblastica aguda y meningioma, y RB1 en
retinoblastoma, son de importancia para entender
el comportamiento epigenético entre el genoma y
las variantes ambientales del Ecuador.
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RESUMEN

El cancer de ovario es la neoplasia maligna ginecolégica mas letal debido a su asintomatologia y
etapa avanzada de diagnéstico. La tasa de incidencia a nivel mundial es de 6,3 por cada 100.000
mujeres, presentando las tasas mds altas en zonas geogréficas industrializadas como Europa (10,1),
América del Norte (8,7) y Oceania (7,6). Entre los factores de riesgo asociados con el desarrollo
de este cancer se encuentran: edad avanzada, niveles descontrolados de carga hormonal, obesidad,
antecedentes familiares de cancer, exposicién a agentes carcinogénicos, presencia de agentes
patégenos y mutaciones genéticas. Con respecto al perfil genético, la presencia de mutaciones
en los diferentes biomarcadores moleculares (supresores de tumores, oncogenes, genes de apoptosis
y reparadores del ADN) aumenta el riesgo de desarrollar cancer de ovario. Entre los genes mas
representativos estdan: BRCA1, BRCA2, TP53, RAD51 y VDR. Ademas, el correcto tratamiento de
esta enfermedad dependerd del estadio tumoral, edad, capacidad de absorcién de fiarmacos,
histopatologfa, carga hormonal y perfil genético. Entre los tratamientos mas aplicados se encuentra
la cirugia, los medicamentos homeopaticos; la aplicaciéon de farmacos, la aplicacién de micro
ARNSs y de inhibidores multicinasas. En conclusién, el desarrollo del céncer (ovario) dependera
de la interaccién de cuatro variables relevantes: (1) el tiempo y (2) la dosis de exposicién a los
carcin6genos, (3) laedad avanzada, y (4) la predisposicién genética. Es decir, los factores ambientales
asociados con los factores genéticos predisponen al desarrollo de cdncer.

PALABRAS CLAVE: Ambiente, cancer de ovario, factores de riesgo, genes, tratamiento

ABSTRACT

Ovarian cancer is the deadlist gynecological neoplasia due to its asymptomatology and its
advanced stage of diagnosis. The incidence rate worldwide is od 6.3 for each 100,000 women,
where the highest rates are found in the industrialized geographic areas, such as Europe (10.1),
North America (8.7) and Oceania (7.6). Some of the risk factors that are mostly associated with
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the development of this type of cancer are: advanced age, uncontrolled levels of hormone loading,
obesity, family history of cancer, exposure to carcinogenic agents, presence of pathogenic agents
and genetic mutations. Regarding genetic profiling, the presence of mutations in different
molecular biomarkers (tumor supressors, oncogenes, apoptotic genes and DNA repairs) increases
the risk to develop ovarian cancer. Among the most representative genes are: BRCAI, BRCA2, TP53,
RADS51 and VDR. On the other hand, the correct treatment carried out for this disease will depend
on the tumor stage age, capacity to absorb medicine, histopathology, hormonal loading and genetic
profiling. The most common treatments are: surgery, homeopathic medicaments, drugs, micro
RNA'’s and multikinase inhibitors application. In conclusion, the development of cancer (ovarian)
will depend on four relevant variables: (1) time and (2) exposure dose to carcinogens, (3) advanced
age, and (4) genetic predisposition. In other words, the association between the environmental

factors and the genetic factors triggers the development of cancer.

KEYWORDS: Environment, ovarian cancer, risk factors, genes, treatment

INTRODUCCION

La humanidad ha tratado de dominar la “vida”,
metaféricamente, en una lucha para vencer a
la muerte. Los seres humanos estdn sufriendo
las consecuencias de sus propias acciones, las
mismas que no solo reflejan la degradacién am-
biental que ha sufrido la Tierra, sino también
la propia decadencia de la salud humana. La in-
cidencia de muchas enfermedades relacionadas
con el ambiente, como el cancer, ha crecido y ha
sido bien documentada en las tltimas décadas
(Nicolopoulou-Stamati et al., 2004; Clavel, 2007).

La proliferacién y diferenciacién celular cons-
tituyen proceso normal del organismo tanto en
el proceso de embriogénesis como en la regene-
racién tisular. El ADN celular estd conformado
por genes supresores de tumores, proto-oncoge-
nes, genes reparadores y genes de apoptosis, los
cuales controlan el correcto crecimiento, divisién
y muerte celular (Chen et al., 2011). Cuando el
individuo se encuentra expuesto a diversos fac-
tores epigenéticos no solo existen mutaciones
en la doble cadena de ADN sino también exis-
ten cambios en los patrones de expresién génica
como por ejemplo: la alteracién de la cromatina
generada por la metilacién de los residuos de
citosina en los dinucleétidos CpG, la disfuncion
de proteinas histonas a través de procesos anor-
males de metilacién y acetilacion y la generacion
del silenciamiento epigenético mediante proce-
sos de metilacién en regiones encargadas de la
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transcripcion génica de proteinas protectoras del
ADN. Estos cambios en los patrones de expre-
sién génica conducen a una disfuncién fisiol6-
gica, displasia histolégica, formacién de tumo-
res y desarrollo del cdncer (American Cancer
Society, 2013; Wrzeszczynski ef al., 2011; Lagos
y Soto, 2007; Hernandez, 1999).

El ovario anatémicamente estd formado por el
mesosdlpinx que se proyecta desde el mesoovario
hacia la parte del infundibulo en las trompas
uterinas, el mesoovario que es el mesenterio
magno del dtero y un pliegue del peritoneo,
y el mesometrio que se encuentra inferior al
mesosalpinx y al mesoovaario (Moore, 2010).
Estas estructuras conforman el ligamento ancho,
el cual es la porcién de mesenterio que se dirige
hacia los ovarios a través del mesoovario.
Ademds, posee el ligamento propio, el cual los
fija al ttero y transcurre hacia la parte media
del mesoovario, el ligamento suspensorio que
los mantiene unidos a la cavidad pelviana y
el hilio, donde entran y salen los nervios, vasos
sanguineos y linfaticos (Moore, 2010). El ovario,
cuya longitud va de 2,5 a 45 cm y didmetro va
de 0,5 a 1 em (Karst y Drapkin, 2010), cumple con
funciones de desarrollo de células germinales
y produccién de hormonas necesarias para la
reproduccién como el estrégeno y la progesterona
(Herndndez, 1999).

El cédncer de ovario, también conocido como
asesino silencioso, es la neoplasia maligna



ginecolégica mds letal debido a que es
asintomdtica y generalmente se la diagnostica
en una etapa avanzada (Kwon y Kee-Shin, 2011;
Bankhead et al, 2008; Chobanian y Dietrich,
2008). La ubicacién tumoral tiene relacién con el
tipo de célula afectada, los tumores epiteliales se
producen en las células que cubren la superficie
del ovario, los germinales se producen en las
células que originan los 6vulos y los estromales
se producen en las células que dan soporte y
originan las hormonas femeninas (Chobanian
y Dietrich, 2008; Hernandez, 1999). Las células
cancerigenas, al proliferarse sin  control,
pueden invadir los nédulos del hilio renal, el
parénquima del higado o los pulmones mediante
la circulacién sanguinea y linfatica, proceso al
cual se lo denomina metdstasis (National Cancer
Institute, 2013; Bast et al., 2009).

El pronéstico de esta enfermedad es muy pobre
debido a que al ser asintomadtico, la mayoria de
pacientes acuden al médico en un estadio avan-
zado del cancer. A pesar de que la carga genética
hereditaria solo representa el 15% de los pacien-
tes, el diagndstico temprano es titil si se lo realiza
a mujeres que tengan antecedentes familiares de
esta enfermedad (Sanchez, 2005). Ademas, es im-
portante tomar en cuenta que el cancer de ovario
puede desencadenar una sintomatologia similar
a una enfermedad gastrointestinal como dolor y
distensién abdominal, mayor frecuencia urinaria
y pérdida de apetito (Patel, 2012).

Histopatologia.-

Los tumores ovdricos comprenden una variedad
de caracteristicas histopatolégicas y se subdivi-
den en: mucinoso, seroso, endometrioide, de cé-
lulas claras y de células de transicion. Entre estos
grupos de tumores, se distinguen tres categorias
de acuerdo con el comportamiento biolégico:
benigno, limitrofe y maligno (Kurman and Shih,
2008; Smolle et al., 2013).

El carcinoma mucinoso primario se caracteriza
por una gran masa ovarica unilateral con una su-
perficie externa lisa, con un patrén de crecimien-
to expansivo, con un patrén papilar complejo y
con restos necrdticos e histolégicos semejantes a
tumores limitrofes (Lee ef al., 2003). El carcinoma

mucinoso metastdsico es bilateral y muestra una
superficie externa multinodular, la superficie de
corte de la lesi6n metastdsica varia de sélido a
multiquistica, imitando la masa de ovario prima-
rio (Lee ef al., 2003).

En la categoria de tumor limitrofe, el tipo seroso
y la variante endocervical del tipo mucinoso se
puede presentar en las etapas avanzadas 1y Il y
estdn asociados con la recurrencia en aproxima-
damente el 10 % de los casos (Smolle et al., 2013).

Si se consideran que los otros tipos histolégicos
se presentan en el estadio I y muestran una
evolucién benigna, las neoplasias serosas son
la categoria mds frecuente que abarca mds del
50% de los tumores de ovario. Actualmente, los
carcinomas serosos se distancian histolégica y
biolégicamente en dos subtipos, los de bajo y
alto grado, seglin en el grado de atipia nuclear
y la cantidad de mitosis (Harrison et al., 2008).
Los carcinomas serosos de bajo grado son poco
frecuentes y generalmente asociados con los
tumores limitrofes. Recientes investigaciones
indican que el tubo ovdrico es el lugar donde
los carcinomas ovaricos serosos se originan,
especialmente en la fimbria tubdrica que juega un
papel importante en la carcinogénesis (Harrison
et al., 2008).

Los carcinomas mucinosos se asocian a menudo
con un cistoadenoma mucinoso y son con mas
frecuencia unilaterales, se los diagnostica en la
etapa I. Los carcinomas endometrioides y de
células claras se asocian con frecuencia con la
endometriosis, que se considera generalmente
un factor de riesgo de carcinoma de ovario. E1 2%
de los pacientes presentan carcinoma de células
claras, el 9% carcinoma endometrioide y el 2%
carcinoma seroso de bajo grado (Pearce ef al,, 2012).

Estatificacion del cincer de ovario.-

Para la estatificacion del cdncer de ovario se
utiliza el sistema TNM, que estd basado en la
extensién del tumor (T), el grado de disemina-
cién a los ganglios linfaticos (N) y la presencia
de metdéstasis distante (M). Un ntiimero se afiade
a cada letra para indicar el tamafio o extensién
del tumor y el grado de diseminacion del cancer
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(Singletary et al., 2002). Con respecto al tumor
primario (T), se subdivide en: TX, el tumor pri-
mario no puede ser evaluado; T0, no hay eviden-
cia de tumor primario; Tis, carcinoma in situ;
T1, T2, T3, T4, tamafo y extensién del tumor
primario. En cuanto a los ganglios linfdticos re-
gionales (N), se subdivide en: NX, no es posible
evaluar los ganglios linfdticos regionales; NO, no
existe complicacion de ganglios linfaticos; N1,
N2, N3, complicacién de ganglios linfaticos re-
gionales. Nuimero de ganglios linféticos y grado
de diseminaciéon. Con relacién a la metdstasis
distante (M), se subdivide en: MX, no es posible
evaluar metdstasis distante; M0, no existe me-
tastasis distante; y M1, presencia de metdastasis
distante. Ademds, los estadios se subclasifican
en: 0: carcinoma in situ; I, I y 111, la enfermedad
se torna mds extensa y existe mayor tamaifio tu-
moral; y IV, el cdncer se ha diseminado a otros
érganos (National Cancer Institute, 2013; Wood-
ward et al., 2003).

Epidemiologia.-

La tasa de incidencia a nivel mundial es de 6,3
por cada 100.000 mujeres; la mds alta en regiones
mds desarrolladas es de (9,3) que en regiones
menos desarrolladas (5,0). El continente con la
tasa mds alta de incidencia es Europa (10,1), se-
guido de América del Norte (8,7), Oceania (7,6),
América del Sur (6,2), América Central (5,2), Asia
(5,1) y Africa (4,2) (Ferlay et al., 2010).

Con respecto a la mortalidad, la tasa mundial
fue de 3,8 por cada 100.000 habitantes hasta el
2008. Los continentes con las tasas de mortalidad
mds altas son Europa y América del Norte (5,4),
Oceania (4,7), América del Sur, América Central
y Africa (3,4), y Asia (3,0) (Ferlay et al., 2010).

El céncer de ovario es la sexta neoplasia més
frecuente en mujeres en el Ecuador. La tasa de
incidencia de cdncer de ovario ha ido en aumen-
to con el pasar de los afios; en el perfodo 1986-
1990 la incidencia era de 5,0 mientras que en el
periodo 2001-2005 se incrementé a 7,4. En rela-
ci6én con la edad, la tasa de incidencia es 28,9 en
mujeres mayores a 70 afios, 7,5 en mujeres de 50
anos y 1,6 en mujeres menores a 50 afios (Cueva
y Yépez, 2009). En el Ecuador, la tasa de mortali-
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dad del total de los casos de cancer de ovario es
2,9. Es decir, es menos frecuente pero mads darii-
no debido a su diagnéstico tardio (Chobanian
y Dietrich, 2008).

Etiologia.-

Segtin la Organizacién Mundial de la Salud, un
factor de riesgo es cualquier rasgo, caracteristi-
ca 0 exposicion de un individuo que aumente su
probabilidad de sufrir una enfermedad o lesién
(Organizacién Mundial de la Salud, 2009). De-
bido a la interaccién entre los factores ambien-
tales y la informacién genética, se sugiere que
el cancer es inducido por procesos que ocurren
durante la transformacién celular del tumor
(Baba and Citoi, 2007). Existen diversos factores
asociados al desarrollo del céncer de ovario:

Edad.-

El diagnoéstico de este carcinoma se encuentra re-
lacionado con mayor frecuencia en mujeres pos-
menopausicas, a pesar de que la exposicién a los
factores de riesgo estd presente con mds fuerza en
mujeres premenopdausicas (Herndndez, 1999).

Carga hormonal.-

En el ovario las hormonas luteinizante (LH) y
foliculoestimulante (FSH) actiian sobre las célu-
las de la granulosa y de la teca del ovario. Estas
hormonas regulan la proliferacién celular, apop-
tosis, adhesion celular y angiogénesis. Excesiva
exposicion de gonadotropinas aumenta la posi-
bilidad de céncer de ovario. En la menopausia
se incrementa el riesgo de desarrollar este carci-
noma debido al aumento de los niveles de go-
nadotropinas como consecuencia del cese de la
funcién ovulatoria. Ademds, el uso de terapias
con estrogenos, de productos hormonales far-
macéuticos (anticonceptivos orales), y de la tera-
pia remplazadora de hormonas (HRT), han sido
asociados con el incremento en el desarrollo del
cancer de ovario y de mama (Pasalich et al., 2013;
Moorman ef al., 2008; Berstein, 2006),

Obesidad.-

Con relacién a los efectos hormonales, el exceso
de grasa incrementa la produccién de estrégenos,
propiciando el desarrollo del cdncer de ovario.
Los lipocitos producen hormonas llamadas adi-



poquinas, que pueden estimular o inhibir el cred-
miento celular (National Cancer Institute, 2013).

Antecedentes familiares.-

El patrén de herencia de este carcinoma es au-
tosémico dominante. El presentar antecedentes
familiares de cancer de ovario aumenta el riesgo
de padecer esta enfermedad del 1,5 al 4 %, mien-
tras que el tener la presencia de esta enfermedad
en dos familiares, aumenta su riesgo al 7 %
(Shulman y Dungan, 2010).

Agentes carcinogénicos.-

Los carcinégenos son compuestos o sustancias
que producen diferentes tipos de alteraciones
en el organismo y generan el desarrollo del can-
cer bajo una alta dosis y tiempo de exposicién
(Frank, 2007). En el ambiente laboral existen
compuestos perjudiciales como son las fibras
de asbesto, talco, metales pesados, pesticidas,
arsénico, benceno, xileno, tolueno, aminas aro-
maticas, monoclorhidrato de vinilo, hidrocarbu-
ros, radiacién ionizante y radiacién ultravioleta.
Igualmente, existen agentes patégenos asociados
al desarrollo del cdncer como son los virus (EBV,
VPH, VHB, VHC, VTLH-1 o HHVS), o bacterias
como el Helicobacter pylori (Cabrera-Andrade et
al., 2014; Paz-y-Mifo ef al., 2008). El humo del
tabaco es uno de los carcinégenos més potentes
debido a sus componentes mutdgenos como el
hidrocarburo aromético policiclico (PAH) y la ni-
trosamina (Paz-y-Mifo et al., 2010; Frank, 2007;
Irigaray et al., 2007). Otro ejemplo claro de agen-
te carcinogénico son los rayos X aplicados en los
procedimientos médicos o terapéuticos, donde
el riesgo de adquirir cdncer incrementa conjun-
tamente con el iempo de exposicién de la radia-
ci6n (Mufioz et al., 2008; Irigaray et al., 2007). Los
agentes carcinogénicos mencionados anterior-
mente alteran el ADN y causan alteraci6n en las
funciones celulares; sin embargo, una predispo-
sicién hereditaria o genética ligada o no a estos
agentes puede acelerar el proceso de desarrollo
de cancer (Frank, 2007).

Perfil genético.-

Dentro de la poblacién femenina, hay ciertos
grupos que pueden tener predisposicién heredi-
taria y susceptibilidad a desarrollar cancer. Exis-

ten factores de riesgo en los cuales se encuentran
asociados diversos genes, y variaciones del ADN
de estos genes predisponen a la mujer a desarro-
llar varios tipos de cdncer, entre ellos el de ova-
rio. Algunos de estos son los siguientes:

BRCA1

Este gen se localiza en el cromosoma 17, en la
banda 17q21. Las mutaciones se pueden generar
en cualquiera de los 5500 pares de bases que
conforma este gen, y su penetrancia es variable
(Abe et al, 2014). El gen BRCA1 codifica una
fosfoproteina nuclear que juega un papel impor-
tante en el mantenimiento de la estabilidad ge-
ndémica, y también actia como un gen supresor
de tumores. Se expresa en distintos epitelios del
organismo durante el desarrollo. Se ha observa-
do que la activacién del gen BRCAT1 es inducida
por estrégenos, y su inhibicién causa un aumen-
to de la proliferacién celular del tejido mamario
(Abe ef al., 2014).

BRCA2

Este gen se localiza en el cromosoma 13, en la
banda 13q12. Es considerado un gen supresor
tumoral. Mutaciones en este gen estdn estrecha-
mente relacionadas con el desarrollo del cdncer
de mama y de ovario (Abe ef al., 2014).

Los genes BRCA1 y BRCA2 constituyen casi el
90% de los trastornos genéticos hereditarios
responsables del cdncer de ovario. Las muta-
ciones germinales son responsables de cerca del
10% de los tumores malignos de este carcinoma.
Se han descrito cerca de 460 diferentes mutacio-
nes en el gen BRCA1 y cerca de 200 en el gen
BRCAZ2, la mayoria de estas mutaciones (80%)
originan un codén de parada que lleva a la sin-
tesis de una proteina truncada (Lengyel, 2010;
Duarte et al., 2002).

TP53

Este gen se localiza en el cromosoma 17, en la
banda 17p13. La transicién al cdncer se caracteriza
por el dano de los alelos y consecuente pérdida
del gen funcional TP53. Mutaciones en este gen
dan lugar al desarrollo de la mayoria de casos
de cancer de ovario, influyen en el ciclo celular
de las células del ovario, en la induccién a la
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apoptosis y en la respuesta al estrés oxidativo,
por lo cual la falla en la expresién de este gen
tiene gran repercusién en el desarrollo del
carcinoma de ovario (Chuaire-Noack, 2008).

Debido a que las mutaciones de TP53 son
las mds comunes en el ADN de los tumores
de tipo II, es posible que el ADN tumoral se
pueda detectar en los fluidos corporales. Los
carcinomas de bajo y alto grado, presentan
perfiles genémicos diferentes.

RAD51

Este gen se localiza en el cromosoma 15, en la
banda 15q15. Participa en la sintesis de protei-
nas encargadas de reparar el ADN dafiado a
través del proceso de recombinacién homéloga
y dela interaccién con otras protefnas reparado-
ras codificadas por los genes BRCA1 y BRCA2.
Mutaciones en el gen RAD5] alterardn la sinte-
sis de protefnas reparadoras y desencadenaran
la acumulacién de ADN danado el cual podria
desencadenarse en cancer (National Cancer
Institute, 2013).

VDR

Este gen se localiza en el cromosoma 12, en
la banda 12q13. La vitamina D estd implicada
en una variedad de procesos biolégicos como
el metabolismo 6seo, regulacién de la respuesta
inmune, proliferacién y diferenciacion celular.
Existe una relacién inversa entre los niveles de
vitamina D en sangre y la incidencia de diver-
sos tipos de cancer (Grant, 2006). Se ha sugerido
que una deficiencia de vitamina D puede ser un
factor de riesgo para el desarrollo de cancer de
ovario, especialmente en mujeres con sobrepeso
y obesidad (Mohapatra et al., 2013; Tworoger et
al., 2007).
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Avances en el tratamiento.-

El correcto tratamiento del cancer de ovario de-
penderéd del estadio tumoral, edad, capacidad
de absorcién de formacos, histopatologia, carga
hormonal y perfil genético, mediante un trata-
miento personalizado. A pesar de ello, existen
diferentes métodos de tratamiento los cuales van
desde medicina homeopatica hasta inhibicién de
ARN mensajero mediante ribointerferencia,

Medicina homeopatica.-

Bufalin es un componente inmunoreactivo obte-
nido de la piel y glandulas parétidas venenosas
del sapo. Se ha demostrado que esta medicina
tradicional oriental induce apoptosis en células
cancerosas humanas y también inhibe el creci-
miento de las células tumorales. Ademds, son
considerados esteroides C-24 cardioactivos que
poseen varias actividades biologicas; a pesar de
esto puede ser utilizado por largos periodos sin
efectos severos (Takai ef al., 2012)

Farmacologia en el tratamiento de cancer de
ovario.-

El tratamiento consiste en el uso de medicamen-
tos cuya finalidad es asesinar a las células cance-
rosas y de igual manera reducir tumores (Tabla
1) (American Cancer Society, 2013). A menudo
estos medicamentos son administrados por via
intravenosa, oral o administrada directamente a
través del vientre. A menudo las drogas adminis-
tradas pueden ser de 2 tipos durante un periodo
de 3 a 4 semanas. Al mismo tiempo que este tra-
tamiento asesina células cancerosas, células sanas
se ven afectadas de igual forma, lo cual produce
efectos secundarios, entre los mds comunes po-
demos observar: pérdida de apetito, pérdida de
cabello, vémito, erupciones en manos, pies y lla-
gas en la boca (American Cancer Society, 2013).



Tabla 1. Farmacos aprobados para el tratamiento del cancer de ovario

FARMACOS FUNCION
Doxorrubicina Retarda o detiene el crecimiento de las células cancerosas
Carboplatina, ciclo- .
Py Agente alquilante.
fosfamina, cisplatino, . L
. Detiene el crecimiento de las células cancerosas causando su muerte.
altrentamina
CEnalishing Previene que }as células pfoc‘%uzcan ADN y ARN,
deteniendo el crecimiento celular.
Paclitaxel Interfiere con los microtibulos produciendo la muerte celular.
T Anti-metabolito. Permite que el farmaco 5-fluoracil (5-FU)
Capecitabina - o
activado se dirija al tumor.
Ifosfamida Agente alquilante. Reduce el crecimiento de las células cancerosas.
R _— Antimetabolitos. Previene que las células utilicen folatos para formar
e
ADN y ARN, inhibiendo el crecimiento de las células cancerigenas

Funcién de micro ARNs en el tratamiento de
carcinoma ovarico.-

El cisplatino es el componente quimioterapéu-
tico mds eficaz contra el carcinoma ovérico, con
un porcentaje inicial de respuesta del 40% al
80%. Las terapias de combinacién, en especial
carboplatino con paclitaxel ofrecen una mejora
significativa y este procedimiento se ha estan-
darizado para aquellas mujeres con cdncer de
ovario epitelial avanzado. Desafortunadamen-
te, muchas mujeres con tumores que responden
inicialmente a una quimioterapia generan fre-
cuentemente resistencia a los medicamentos.
Dahiya y colaboradores han encontrado que 60
micro ARNs se encuentran inmersos en el pro-
ceso de inhibicién de la resistencia a farmacos
en el cancer de ovario (Dahiya y Morin, 2010).

Inhibidores multicinasas.-

Sorafenib es un medicamento de administracién
oral que se encarga de inhibir las multicinasas,
el cual se va a dirigir a la via de mitégeno acti-

vado de la proteina quinasa (MAPK) o RAF/
MEK/ERK. Este medicamento tiene la capaci-
dad de inhibir a VEGFR 1, 2 y 3 y al receptor
del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR). Ademads, este medicamento ha sido
aprobado por la FDA para el tratamiento del
cdncer avanzado de células renales (Wilhelm
et al., 2008).

Avances quirtrgicos.-

El rol de la cirugia en el cincer de ovario ha
sido una opcién muy tomada en cuenta, pero
no siempre fue la primera opcién, al igual que
la quimioterapia tiene sus efectos secundarios;
entre uno de los mds discutidos es la pérdida
de fertilidad. Los estadios IIl y IV del céncer
de ovario son tratados quirtirgicamente, es de
una histerectomia y una salpingooforectomia
bilateral, incluida una omentectomfa para
evitar la diseminacién (Al Rawahi, 2013). En el
afio 2012, el Centro del Cancer MD Anderson
lleg6 a la conclusion que la cirugia debe ser la
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primera opcién con el fin de evitar la evolucién
progresiva del cdncer y posteriormente tratar al
paciente con farmacos afines a su perfil genético
(Vademecum, 2011).

DISCUSION

Es innegable que las consecuencias ambientales
ocasionadas por la industrializacién en el dltimo
siglo han afectado drasticamente el ambiente y la
salud humana, desarrollando diversos tipos de
céncer como el de ovario. El carcinoma ovarico
es un tipo de neoplasia maligna que ocupa uno
de los primeros lugares de incidencia en todo el
mundo. Este cdncer se ha mantenido constante
en pafses como Estados Unidos, y en otros ha ido
en aumento su incidencia con el paso del tiem-
po, hasta alcanzar su pico a los 57 afios de edad
en mujeres blancas europeas y norteamericanas
(Chobanian y Dietrich, 2008).

En esta revision bibliogréfica encontramos que
existen varios factores epigenéticos que inducen
al desarrollo del cdncer de ovario como son la
edad, la dieta, la carga hormonal, la predisposi-
cién hereditaria, el grupo etario, la exposicién a
agentes carcinogénicos como los hidrocarburos
aromadticos policiclicos, el consumo de tabaco
(Modugno, 2002), el uso de talco, toallas sani-
tarias y compresas que contengan un compues-
to similar al asbesto llamado carcinogen, sobre
todo en mujeres en edad reproductiva (Mills et
al., 2004; Harlow et al., 1992).

Los ovarios poseen varios tipos de células, las
cuales pueden transformarse cada una en dife-
rentes subtipos de cdncer, por lo cual se han po-
dido identificar diferentes patrones histopatol6-
gicos que deben ser tratados de forma especifica.
Con los datos analizados histolégicamente, este
cdncer depende de las células afectadas y la pro-
liferacién que estds realicen (Smolle et al., 2013).
Las distintas células afectadas favorecen al desa-
rrollo de carcinomas que pueden ser unilaterales
o bilaterales, tumores que solo se van a observar
en los diferentes estadios de la enfermedad [, II,
III, IV, que pueden concluir con una metdstasis
hacia zonas cercanas como el cérvix o el endo-
metrio (Lee et al., 2003). Los carcinomas de tipo
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seroso abarcan el 50% de cdncer de ovario, y es-
tos son divididos en bajo grado y alto grado, ba-
sdndose en la atipia nuclear y en la mitosis que
presenten (Smolle et al., 2013; Pearce ef al., 2012).

Con respecto al perfil genético, se ha podido
evidenciar que la presencia de mutaciones clini-
camente significativas en los genes TP53, VDR,
mEH, BRCA1, BRCA2, RAD51 ocurren en 1 de
cada 500 personas a nivel mundial, desencade-
nando el desarrollo del cdncer de ovario. La
especificacion y relacién de los factores epigené-
ticos asociados a la enfermedad han sido de gran
ayuda para aplicar principios de prevencién en
el tratamiento contra esta enfermedad. Por ejem-
plo, el estudio de observacion de la ooforectomia
indica un menor riesgo en el desarrollo del cdn-
cer de personas portadoras de mutaciones en los
genes BRCA1 y BRCA2. Ademads, el tratamiento
preventivo con quimioprevencién revela un
nimero significativo de personas que no desa-
rrollan el cdncer de ovario (Nagle et al., 2008).

Es interesante mencionar que los grandes avan-
ces cientificos y tecnol6gicos han permitido
una mejor interpretacion acerca de la asociacion
de los factores ambientales en el desarrollo del
carcinoma ovdrico. Los avances en el tratamiento
del céncer de ovario presentados en este estudio
tienen como finalidad disminuir la mortalidad
y evitar la metéstasis de las células afectadas
hacia nuevas zonas. El uso de diferentes méto-
dos, medicina homedpata, farmacologia, avan-
ces genéticos y quirtirgicos, que se dan a conocer
es valido en el tratamiento de la enfermedad. Tal
es el caso de un estudio de cohorte realizado en
la Universidad de Carolina del Norte, en donde
se registré una asociaciéon entre el consumo de
fitoquimicos (fitoestrégenos o isotiocinatos) con
los bajos niveles de cancer de ovario (Chang et
al., 2007). Las isoflavonas, una clase de fitoestré-
genos que se encontraron en los alimentos a base
de soya, tienen efectos antiestrogénicos y anti-
proliferativos (Cornwell et al., 2004), e inhiben
el crecimiento y la proliferacion de las células
cancerigenas a través de la unién competitiva a
los receptores de estrégeno o a través de la inhi-
bicién de la actividad de la aromatasa, la enzima
responsable de la conversién de andrégenos a



estrogenos (Chen et al., 2001; Kuiper et al., 1998;
Pelissero et al., 1996). Los isotiocianatos y las iso-
flavonas que se encuentran en las verduras cruci-
feras colaboran en los procesos de desintoxicacién
de carcinégenos, protegen contra el dafio oxidati-
Vo y ejercen efectos antiestrogénicos y controlan
el desarrollo de tumores (Auborn et al,, 2003;
Lampe et al., 2002; Bradlow et al., 1999).

En conclusién, esta revision bibliografica acerca
de la epidemiologia, etiologfa, histopatologia,
tratamientos, factores ambientales y genéticos es
de gran importancia para comprender las vias de
desarrollo relacionadas con el carcinoma ovéri-
co, y por ende generar conciencia social para
mejorar el estilo de vida, cuidar la salud y preve-
nir el desarrollo de esta enfermedad.
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2/8/2017 Investigadores en Medicina ganadores del premio Matilde Hidalgo

smeia Redaccion Médica

A la vanguardia de la informacion sanitaria

PROFESIONALES

EN LA PRIMERA EDICION

Investigadores en Medicina ganadores

del premio Matilde Hidalgo

Un médico destaca por su trayectoria
Miércaoles, 13 de enero de 2016, alas 13:12

Jonathan Veletanga. Quito

En la primera edicidn de los Premios Matilde Hidalgo realizada por la Secretaria de
Educacion Superior (Senescyt), hubo 21 galardonados. Entre los ganadores figuran
estudiantes de diferentes universidades y un médico, quienes generaron proyectos,

publicaciones e investigaciones en Medicina.

Los premios Matilde Hidalgo reconocen la excelencia
académica e investigativa en Ecuador, son un incentivo
para quienes contribuyen a mejorar la innovacién del
pais y transformar la sociedad ecuatoriana con nuevos

conocimientos, ha indicado René Ramirez, secretario de

Educacion Superior.

Se premié a Carolina Echeverria, Fabidn Ofia y Andrea

Villarroel dentro de la categoria ‘Cientifico del afic’, se ha |
reconocido su labor investigative con el premio B

‘Estudiante investigador’. Los dos primeros desarrollaron
un proyecto relacionado con el cancer de mama y la

poblacion ecuatoriana, mientras que la tercera presento |

uno vinculado con el tratamiento de artrosis de rodilla
en pacientes de 40 a 65 afos.

Cabe mencionar que segln la Senescyt en esta categoria
se aplico el criterio de paridad para destacar el esfuerzo
que han realizado los investigadores.

Ademds como ‘Investigador consagrado’ se destaco el médico César Paz y Mifio,
especialista en Genética Médica y Molecular, Condecorado por su amplia trayectoria,
sus publicaciones indexadas y por su participacién en 37 proyectos de investigacion.

SENESCYT PREMIO MATILDE HIDALGO RENE RAMIREZ

et}

;Quiere recibir Redaccién Médica
en su correo de forma gratuita?

hitps:/fwww.redaccionmedica.ec/secciones/profesionales/investigadores-en-medicina-ganadores-del-premio-matilde-hidalgo-87014
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Instituto Nacional

de Investigacion INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA
en Salud Publica INSPI

&3

confiere el presente

CERTIFICADO

a:
Fabian Ona C
Por la asistencia al “ | CONGRESO NACIONAL DE INMUNOLOGIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS
Y PARASITARIAS” realizado en la ciudad de Quito, del 01 al 04 de diciembre de 2015.

= oeaRt
Dr. Rantiro Lopez P. Ing ~Edi unte Castillo
DECANO FACULTAD DE CIENCI EDICAS DIRECTOR EJECUTIVO
INSPI

W A
~__ |
!la.l.!bruf.i/ L
Dra. Ana Lucia Ruano
DIRECTORAPROGRAMA PROPAD
INSPI SECRETARIA ABOGADA

M

'\ UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
=] FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

Aval de: 30Horas Curriculares

§ e, ; PROMETEQ YacHAY  PAMPAD FCM-C15-0074

e e Sl CoREARIEI




ASOCIACION PANAMERICANA DE INFECTOLOGIA

confiere el presente

CERTIFICADO

al senor:

Fabian Ona Cisneros.

Por la asistencia al "XVII CONGRESO PANAMERICANO DE Hz_umn._.Orommba_ realizado en
la ciudad de Quito, del 15 al 19 de mayo del 2015.

e Vouliie (A s E o

nhHHm\a..w g
Dr. Ramiro Lopez P. ra. Ana Paulina Celi de la Torre
DECANO FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS PRESIDENTA DEL COMITE ORGANIZADOR

M

Enaé gomazm% Dr. Luis Bavestrello
SECRETARIA ABOGADA PRESIDENTE DE LA ASOCIACION

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
Aval de: 40 Horas Curriculares

PANAMERICANA DE INFECTOLOGIA
FCM-C05-166 ,ﬂ

v UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

A8



(C\> Instituto Nacional

\) de Investigacion
en Salud Publica INSPI

Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica INSPI

Otorga el presente certificado a:

Por su participacion en la | Semana Cientifica

Con Motivo del Ill Aniversario Institucional.

TIAGO|APUNTE CASTILLO
DIRECTOR EJECUTIVO

"El conocimiento no es una
vasija que se llena,
SEPTIEMBRE 2015 sino un fuego que se enciende"



Instituto de Investigaciones Biomédicas

RSIDAD DE LAS AMERI
Lourcate Internntional Universities

SIMPOSIO INTERNACIONAL. DE
NUEVOS BLANCOS MOLECULARES

EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER
Confieren el presente
al Sefior (a): DR. FABIAN ONA CISNEROS
por haber participado en calidad de: ASISTENTE

Primer Simposio Internacional de
Nuevos Blancos Moleculares en el Tratamiento del Cdn

3

realizado el 26 de septiembre m\wtfn ciudad de Guayaquil.
o
_M f
=t _
i ﬂ ml
O_../mmmmq\vmm v\ Mifio Cepeda Dr. xoam_@rum fdn Jaime Dr. Juan Qarlos RujdCabezas
Decano del 1..B. - UDLA Decano de la mmn:#ﬂa Medicina UEES Secretario Cightifico
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La Facultad de Ciencias de la Salud, la Direccién de Investigacién y Desarrollo
de la Universidad Técnica de Ambato y el Grupo de Investigaciéon, Desarrollo e
Innovacion Biomédica emiten el siguiente

CERTIFICADO DE PARTICIPACION

Otorgado a:

Ing. Fabian Ona Cisneros

En reconocimiento a la presentacion de la ponencia titulada:
Polimorfismos funcionales Phe31lle del gen AURKA, Thr298Met y

Ser295Ser del gen AURKB y riesgo de carcinoma de mama en poblacién
femenina ecuatoriana

Durante el I Symposium Internacional de Investigacion, Desarrollo e Innovacion
Biomeédica celebrado el dia 10 de abril del 2014 en Ambato (Ecuador).

gz ®
I

Dr. MsC. Galo Naranjo Lo Dr. Victor Andaluz Ortiz

Rector Universidad Técnica de Am ato Direccion de Investigacidn y Desarrollo

?

Womhle

Dr. MsC. Marco Alvarez Dr. Wilber Romero Furnandez
Decano Farcultad de Cizncias de la Salud Grupo de Desarrolio e innovaciin Biomédica
@ G, IDipJuirsstan TAoNmA B ezt
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BARCELONA EEEEI c L

Gran Via de les Conts Catalanes, 582
08011 Barcelona

Tel. 93 403.53.44

Fax 93 403 57 26
cim.informacio@ub.edu

I, XAVIER VAREA SOLER, Director of the School of Modern Languages at the
University of Barcelona

HEREBY CERTIFY that: on 2/7/17 FABIAN ONA CISNEROS, holder of
DNI/NIE/Passport 1717837742, has taken the PAI Online level test for
certification of language proficiency:

Language CEER level achieved * Grade
English B2.2 Pass

*Council of Europe's Common European Framework of Reference for Languages:

Learning, Teaching, Assessment.

And in witness thereof, and by request of the interested party, I hereby issue this
certificate.

Barcelona, February 8, 2017

w Faeola
_ % d'idiomes
.Moderas

Szioedl  URIVERSITAT DEBARCELONA
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Josep M Liovet, MD

ioflgaps’ ] CLINIC

Liver Unit, Hospita! Clinic Barcelona

Villarcel 170 B-ARCELONA
08036 Barcelona
Institut Catalonia, Spain Hospital Universitari
Dinvestigacioas Office: +34-832279156 #
MMM i o Lab: +34-932279155

Fax +34-932275792
E-mail: jmilovet@dlinic.ub.es
Assistant: Ariadna Farré (afamec@clinic.ub.es)

FABIAN ONA CISNEROS
AV. EL INCA OE-139
170124 - QUITO
EQUADOR

In its compliance with the specifications of Royal Decree 1393/2007 dated October 29, with the specifications of Royal Decree
861/2010 dated 2 July, establishing the classification of the official university studies, and with the "Criteria for Admission and
Selection” established by the Master Commitiee,

We hereby notify Mr.FABIAN ONA CISNEROS that the application for admission in the academic year 2016 - 2017 to the University
of Barcelona's master's program Translational Medicine / Speciaity Research Pathway in the Official Postgraduate Program at the
FACULTY OF MEDICINE (08032944) has been accepted.

We inform the applicant that admission to this master’s program shall be subject to the applicant’'s compliance with the requirements
specified in the present regulations and shall be made official when the applicant has completed enrolment in the master's program
specified above. Should the applicant receive this notification of the Master Committee's decision after the period for enroiment in the
program has finished, he or she shall be entitied to ten calendar days in which to formally enrol, beginning on the first day after he or
she has received this notification.

in view of the applicant's previously accredited studies as presented during the period of pre-enrolment, the applicant is hereby
notified that he or she will need to successfully complete subjecis carrying a total 60 credits (*) in order to be awarded the master's
degree specified above.

President of the Coordination Commitiee

LLOVET BAYER, JOSEP MARIA

Barcelona, April 14, 2016 /

If the student wishes to appeal the decision announced in this notification, the claim must by lodged with the Academic Committee of the faculty/university school
responsible for the master's degree within a period of one month, starting from the day after receipt of the notification, as stipulated in articles 114 and 115 of Law 30/1882,
of 26 November 1992, on the Legal Framework of Public Administrations and Common Administrative Procedures.

{*} The total number of credits that must be obtained in order for the applicant to be awarded this qualification, including those credits canmied by mandatory and optional
subjects that can be recognised. The total number of these credits shall not fall befow the the minimum number of credits specified in the Plan of Studies.
Reference: 2016AP103133QC

ﬁ UNIVERSITAT“ i
i BARCELONA dcie
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