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Resumen

El sindrome hereditario de cancer de mama y ovario (SHCMO) es una enfermedad autosémica
dominante que representa aproximadamente el 5-10% de todos los pacientes con cancer de mama.
Este sindrome se asocia principalmente a alelos patogénicos de alto riesgo en los genes BRCAl y
BRCA2, pero so6lo en el 25% de los casos de SHCMO. Mas de 25 genes se han asociado con el
cancer de mama y ovario familiar y se espera que este numero se incremente. En la poblacion
mexicana se han realizado algunos esfuerzos para analizar este sindrome, pero se limitan a los
genes BRCA1/2. Este trabajo tiene como objetivo encontrar nuevos alelos patogénicos en sitios
exonicos y de splicing en un panel de 143 genes que predisponen al cancer en 300 pacientes
mexicanos con cancer y sospecha de SHCMO, y en 31 pacientes sin cadncer con antecedentes
familiares de cancer, utilizando la tecnologia de secuenciacion masiva en paralelo. En el grupo de
pacientes oncoldgicos, el 15.3% (46/300) tuvo una Unica variante patogénica en heterocigosis y
un paciente (0.33%) presentd 2 o mas variantes patogénicas; el 24% (72/300) tuvieron variantes
con significado clinico desconocido (VUS) y el 60.3% (181/300) no presentaron ninguna
alteracion. Los genes con mds variantes patogénicas fueron BRCA1 27.6% (13/47), BRCA2 14.8%
(7/47), MSR1 4.2% (2/47), ATM 4.2% (2/47), ERCC3 4.2% (2/47), FANCI 4.2% (2/47), PDE11A
4.2% (2/47) y LIG4 4.2% (2/47). El grupo sin cancer tuvo variantes patogénicas en 32.2% (10/31)
de los individuos, uno de ellos (3.2%; 1/31) presentd dos variantes patogénicas en heterocigosis,
el 12.9% (4/31) de los pacientes tuvo variantes VUS y el 51.6% (16/31) fueron negativos. En este
grupo se encontraron variantes patogénicas en BRCA2 54.5% (6/11), BRCA1 18.1%(2/11), FANCF
9% (1/11), PDE11A 9% (1/11), POLH 9% (1/11) y WRN 9% (1/11). Respecto a todos los
participantes, las variantes privadas o ultra-raras definidas como VUS (ClinVar, deletéreo en
SIFT/Polyphen2, menos de 0.001% en ExAC/1KG/ESP6500) se encontraron en 56 genes. Este
estudio demuestra que hay una mayor contribucion de alelos patogénicos en otros genes con
susceptibilidad al cancer (55.1%) que en BRCA1/2 (48.3%), lo que confirma que la secuenciacion
de los paneles genéticos extendidos identifica nuevas variantes, raras y privadas que eventualmente
se traducirdn en un mejor diagnodstico molecular y evaluacion de riesgo personalizada en los
portadores. El impacto clinico de las VUS identificadas aqui debe ser evaluado con mayor

profundidad con otros métodos.



Abstract

Hereditary breast and ovarian cancer syndrome (SHCMO) is an autosomal dominant disease that
represents approximately 5—10% of all patients with breast cancer. This syndrome is mainly
associated to high risk pathogenic alleles in BRCAL1 and BRCA2 genes, but only for 25% of
SHCMO cases. More than 25 genes have been associated with familial breast and/or ovarian
cancer and still more are expected to emerge. In the Mexican population there have been some
efforts to analyze this syndrome, but they are limited to BRCAL/2 genes. This work aimed to find
new pathogenic alleles in exonic and splice sites in a panel of 143 cancer-predisposing genes in
300 Mexican cancer patients with suspicion of SHCMO and 31 non-cancer patients with a severe
family history of cancer, using massive parallel sequencing technology. In the group of cancer
patients 15.3% (46/300) had pathogenic variants, 0.33% had two or more pathogenic variants, 24%
(72/300) harbored variants with unknown clinical significance (VUS) and 60.3% (181/300)) were
negative. The genes most frequently affected with pathogenic variants were BRCAL 27.6%
(13/47), BRCA2 14.8% (7/47), MSR1 4.2% (2/47), ATM 4.2% (2/47), ERCC3 4.2% (2/47), FANCI
4.2% (2/47), PDE11A 4.2% (2/47) and LIG4 4.2% (2/47). The non-cancer group had a 32.2%
(10/31) of patients with pathogenic variants, (3%; 1/31) had two or more pathogenic variants, 12%
(4/31) had VUS and 51% (16/31) were negative. In this group pathogenic variants were found in
BRCA2 54.5% (6/11), BRCA1 18.1% (2/11), FANCF 9% (1/11), PDE11A 9% (1/11), POLH 9%
(1/11) and WRN 9% (1/11). Private or ultra-rare variants defined as VUS (ClinVar, deleterious in
SIFT/Polyphen2, less than 0.001% in ExAC/1KG/ESP6500) were found in 56 genes. This study
demonstrates that there is a higher contribution of pathogenic alleles in other susceptibility cancer
genes (55.1%) than BRCA1/2 (48.3%), confirming that clinical sequencing of expanded gene
panels will identify new, rare and private, variants and eventually will translate in better molecular
diagnosis and personalized risk assessment in carriers. Clinical impact of the VUS identified here

must be further evaluated.



1. Introduccion

1.1.1 Definicion de cancer

El cancer es una enfermedad causada por la acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas
durante un periodo, estos cambios provocan alteraciones en la expresion génica, las cuales
conducen a un desequilibrio en procesos como la proliferacion, muerte celular, angiogénesis,
estabilidad gendmica de la célula y finalmente conlleva a la progresion de una poblacion de células
que adquieren la habilidad de invadir los tejidos adyacentes y ocasionar metastasis en sitios

distantes (1).

1.1.2 Epidemiologia del cancer

El cancer es una de las enfermedades que més ha afectado a la poblaciéon mundial. En el 2012 la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC por sus siglas en inglés) reportd
14.1 millones de casos de cancer, y la mortalidad de 8.2 millones de personas a nivel global(2).
Los tipos de cancer comtinmente diagnosticados en todo el mundo fueron los de pulmoén (1.8
millones, 13.0% del total), mama (1.7 millones, 11.9%), y colorectal (1.4 millones, 9.7%);
mientras que las causas mas comunes de muerte por cancer fueron debidas a las neoplasias de
pulmoén (1.6 millones, el 19.4% del total), de higado (0.8 millones, 9.1%) y estomago (0.7
millones, 8.8%). En México se estima que en el 2012 la prevalencia de cancer fue de 147,000
casos y la mortalidad alcanz6 78,000 casos. Respecto al cancer de mama, en ese afio la incidencia

fue de 20,444 y la mortalidad de 5680 personas (3).
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Figura 1. Datos epidemiologicos del cancer a nivel mundial generados por la IARC. Incidencia y
mortalidad en mujeres a nivel nacional. Imagen tomada de GLOBOCAN (3).
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Figura 2. Mortalidad por cancer de mama y cérvico-uterino en México generados por la IARC.
Imagen tomada de GLOBOCAN (3).



El cancer de mama en México, ocupa el primer lugar en mortalidad por tumor maligno (Figura 1)
en las mujeres mayores de 25 afios desde 2006, por encima de los canceres cérvico-uterino,
pulmoén, colon, leucemia y melanoma (Figura 2). En el afio 2010, la tasa estandarizada de
mortalidad fue de 18.7 por 100 mil mujeres de 25 afios en adelante, lo que representa un incremento
del 49.5% en los ultimos 20 afios. Los estados con mayor niimero de muertes por cdncer de mama
son Ciudad de México (13.4%), Estado de México (12.4%), Jalisco (8.2%), Veracruz (6.4%),
Nuevo Ledn (6%) y Guanajuato (3.8%)(4).

Respecto a la incidencia, segun los datos del Registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas
(RHNM), en 2003 se presentaron 12,433 nuevos casos de cancer de mama, la mayor parte en los
grupos de 40 a 59 y de 70 afios. El porcentaje promedio de diagndsticos, de acuerdo con el estadio
clinico, es el siguiente: Estadios 0 y I, 7.4%; estadio II, 34.4%; estadios III y IV, 42.1%; no
clasificables, 16.1%(4). Para el afio 2030 se proyecta que el nimero de nuevos casos en México

se incremente a 34,425 casos (5).

Este panorama epidemiologico en México nos indica que es necesario implementar programas que

beneficien la prevencion y deteccion primaria del cancer de mama.

1.1.3 Factores de riesgo en cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial, la mayoria de los factores de riesgo estan
directamente relacionados con el estilo de vida y son modificables, aunque existen otros factores
no modificables como los factores genéticos hereditarios. Los factores de riesgo se pueden

clasificar en: demograficos, genéticos, reproductivos, hormonales y de estilo de vida.

1.1.3.1 Edad, origen étnico y estado socioecon6mico

La incidencia del cancer de mama comienza a aumentar de manera notoria con la edad,
especificamente en la etapa postmenopausica donde el riesgo de padecer cancer de mama se
duplica cada 10 afios (6). Aunado a la edad, el origen étnico también influye con mayor frecuencia
en mujeres blancas, seguidas de mujeres negras e hispanas, y con menor frecuencia en mujeres

asiaticas (6).



Se ha descrito que el cancer de mama ocurre con mayor frecuencia en las personas con un estado
socioeconomico alto. Esta asociacion se atribuye a la acumulacion de factores de riesgo que estan
correlacionados con este estado socioecondmico, incluyendo nuliparidad y una edad > 35 afios en

el primer parto (6-8).

1.1.3.2 Hormonales y reproductivos

Los eventos relacionados a la salud reproductiva de la mujer incluyen la menarca, partos, lactancia
y menopausia; todos estos provocan cambios fisiologicos que pueden influir en el riesgo de
padecer cancer de mama (6). La menarca a temprana edad representa un factor de alto riesgo al
igual que la menopausia a edad tardia, probablemente debido a la constante exposicion de
hormonas enddgenas durante un mayor tiempo (9,10). Asi mismo la nuliparidad y el primer parto
a edad tardia aumentan la incidencia de cancer de mama, ya que el embarazo induce la
diferenciacion terminal de las gldndulas mamarias, lo que permiten tener un componente
proliferativo menor (11). El primer embarazo induce cambios irreversibles que hacen que el propio
tejido mamario sea menos susceptible a la induccién del céncer o reduzca el estimulo
carcinogénico de la mama (12). Las mujeres producen cantidades sustanciales principalmente de
tres estrogenos: estrona (E1), estradiol (E2) y estriol (E3), durante el embarazo, la secrecion total
de estrégenos aumenta considerablemente, con E3 aumentado a un grado mucho mayor que E1 o
E2 (11). También se sugiere que E3 puede tener menor potencial carcinogénico que los otros
estrogenos y por lo tanto, las mujeres mas jévenes con una baja proporcion de E3 a E1 y E2 estan
en alto riesgo de cancer de mama (13). Esto sugiere que existe una reduccion del riesgo de cancer
de mama asociado con el embarazo temprano (11,12). La lactancia disminuye el riesgo de cancer
de mama en mujeres que han tenido varios hijos (6,14), esto debido a que la lactancia aumenta la
proporcion de células diferenciadas en la mama, en modelos animales, se ha demostrado que la
diferenciacion de las células de la glandula mamaria, antes de la exposicion a un carcindgeno, los

protege de la transformacion maligna (15).

Las hormonas enddgenas tienen un efecto proliferativo y apoyan la observacion de que la
exposiciéon exogena a las hormonas, en forma de anticonceptivos orales, principalmente a
estrogenos, se asocia con el riesgo de cancer de mama. Del mismo modo, datos epidemioldgicos
en todo el mundo confirman que el uso de la terapia hormonal posmenopdusica se asocia con una

mayor incidencia de cancer de mama (6,16).



1.1.3.3 Estilo de vida

Otros factores de riesgo relacionados al cancer de mama son de estilo de vida, como los habitos
alimenticios, ya que existe una correlacion estrecha entre la incidencia de cancer de mama y la
obesidad (17). La obesidad es un factor de riesgo para el cancer de mama debido a que niveles
altos de estrogenos derivados de la aromatizacion de androstenediona ocurren por la elevada
expresion de la aromatasa en el exceso de tejido adiposo, el cual puede presentar inflamacion

(18,19).

Otros estudios también han mostrado una relacion entre el consumo de alcohol y la incidencia de
cancer de mama (20). En general, el alcohol se asocia al desarrollo de distintos tipos de céncer,
debido a que al ser metabolizado por la alcohol deshidrogenasa se produce acetaldehido, el cual
puede formar aductos mutagénicos con el ADN (21). En tumores de mama formados, el alcohol
puede aumentar la movilidad de las células tumorales al inducir la reorganizacion del citoesqueleto
y promover la invasion de las células cancerosas causando degradacion y reconstruccion de la
matriz extracelular (22). Por otra parte, el alcohol promueve la transicion epitelio-mesénquima, la
cual es un mecanismo caracteristico de los tumores invasivos (23). Ademas, el etanol puede
estimular la angiogénesis tumoral, promoviendo el crecimiento tumoral (23). El alcohol puede ser
metabolizado en los tejidos mamarios y en las células de cdncer de mama, donde se producen
especies reactivas de oxigeno que causan estrés oxidativo, el cual favorece el crecimiento tumoral
y la mutagénesis (24). Estudios recientes sugieren que genes de la familia del receptor del factor
de crecimiento epidérmico, principalmente ErbB2, estan implicados en la promociéon del tumor
mediada por el alcohol, asi las células de cancer de mama o las células epiteliales mamarias que
sobre-expresan ErbB2 son mas sensibles a los efectos promotores de tumores del alcohol (22). Por

lo tanto, el consumo de alcohol, se considera un factor de riesgo para el cancer de mama.

1.1.3.4 Genéticos: Antecedentes Familiares

Las mujeres con una historia familiar de cancer de mama, principalmente en parientes de primer
grado, tienen el doble de riesgo de desarrollar cancer de mama, en comparacidon con mujeres sin
historial familiar de cancer de mama. El riesgo es mayor si el cancer de mama se diagnostico a una

edad temprana (<40 afios) o si mas de un pariente consanguineo fue afectado (6). Se estima que



entre el 5-10% de todos los casos de cancer de mama y aproximadamente 20% de los casos de
cancer de ovario se deben a una predisposicion monogénica (25). Los genes principalmente
involucrados en dicha predisposicion son BRCAL1 y BRCA2, aunque éstos solo contribuyen con un

25% de los casos asociados al Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario (SHCMO) (25).

1.1.4 Sindrome hereditario de cancer de mama y ovario

El sindrome céncer de mama y ovario hereditario (SHCMO) es una enfermedad con patrén de
herencia autosomico dominante y con penetrancia incompleta, que resulta en un mayor riesgo de
desarrollar cancer de mama y/u ovario(26). La predisposicion genética del SHCMO se debe
generalmente a una mutacion germinal heredada en un alelo de los genes BRCA1 o BRCA2 y la
subsiguiente pérdida de heterocigosidad en los tejidos somdticos(26). Lo anterior da origen a
células somaticas deficientes (nulas) en estos genes, las cuales tienen una tasa de mutacién
acelerada (27). Algunas de las caracteristicas de este sindrome incluyen multiples miembros de la
familia con cancer de mama y/u ovario, antecedentes personales de cancer de mama y de ovario,
desarrollo de cancer de mama o de ovario a una edad temprana y antecedentes familiares o
personales de cdncer de mama masculino(28,29). De acuerdo a distintos estudios, el 20% de los
casos de cancer de ovario y 5-10% de los casos de cancer de mama se asocian al SHCMO, y

mutaciones en BRCA1 y BRCAZ2 son responsables del 25% de los casos del SHCMO(25).

En presencia de una mutacion BRCAL, las mujeres tienen hasta un 60% de riesgo a lo largo de toda
la vida de desarrollar cancer de mama y hasta un 45% de riesgo de desarrollar cancer de ovario(30—
32). En BRCAZ2 existe un 50-60% de riesgo a lo largo de toda la vida de desarrollar cdncer de mama
y un 30% de riesgo de desarrollar cancer de ovario(30-32). Estos genes pertenecen a la familia de
genes supresores de tumores por implicacion en mecanismos de reparacion del ADN danado, a
través de un proceso conocido como reparacion de ADN por RH (28). Por lo tanto, una mutacioén
heredada en cualquiera de estos genes combinada con la pérdida de heterocigosidad predispone a
las células a la inestabilidad gendmica y aumenta en gran medida la probabilidad de transformacion

maligna y el desarrollo del cancer(33).

1.1.5 Caracteristicas del SHCMO

Se sospecha del SHCMO asociado a BRCA1/2 cuando existen antecedentes de cancer, de manera

personal o en familiares consanguineos cercanos (ler, 2do y 3er grado). Los criterios para la
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deteccion de estas familias han sido desarrollados por distintas instituciones de salud, entre las que

destacan las recomendaciones de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN)(34). Estas

guias indican que si existen uno o mas de los criterios senalados, se debe considerar una evaluacion

genética del paciente. Estos criterios se incluyen en la siguiente tabla.

Tabla 1. Antecedentes personales y heredofamiliares en SHCMO

Antecedentes de cancer personales

Antecedentes heredofamiliares de cancer

Un individuo con cancer de mama que cumpla cualquiera

de los siguientes criterios:

e Una mutacion conocida en un gen con

susceptibilidad al cancer en algin familiar
e Edad de diagndstico < 50 afios

e Diagnéstico de cancer de mama triple negativo

(ER-,PR- y HER2-) antes de los 60 afios

e  Tumores primarios sincronicos bilaterales o

ipsilaterales
e Diagnostico a cualquier edad mas

0 >1 familiar cercano con cancer < 50

afios, o

0 >1 familiar cercano con cancer de ovario

invasivo a cualquier edad, o

0 >2 familiares cercanos con cancer de

mama y/o pancreas a cualquier edad, o
0 Cancer pancreatico a cualquier edad

0 Procedente de una poblacion de alto

riesgo

0 Hombre con cancer de mama

Un individuo sin antecedentes personal de cancer

pero con alguno de los siguientes:

e Pariente cercano con cualquiera de los

siguientes:

0 Una mutacion conocida en algiun

gen de susceptibilidad al cancer

O >2 tumores primarios en mama

en un solo individuo

0 >2 individuos con cancer de
mama del mismo lado de la
familia con al menos uno

diagnosticado < 50 afios
0 Cancer de ovario
0 Cancer de mama en hombre

L4 Pariente cercano con cancer de mama

diagnosticado <45 afios

e Pariente cercano con tres o mas de los
siguientes tipos de cancer: mama,
pancreas, prostata, melanoma, sarcoma,
carcinoma adrenocortical, tumor cerebral,
leucemia, cancer gastrico difuso, cancer
de colon, cancer endometrial, cancer de

tiroides y cancer en rifion.

Un individuo con cancer de ovario




Un individuo de descendencia Judia Ashkenazi con cancer

de mama, ovario o pancreas a cualquier edad

Un individuo con tres o mas de los siguientes tipos de
cancer: mama, pancreas, prostata, melanoma, sarcoma,
carcinoma adrenocortical, tumor cerebral, leucemia,
cancer gastrico difuso, cancer de colon, cancer

endometrial, cancer de tiroides y cancer en riion.

Criterios descritos en la guia Genetc/Familial High-risk Assesment: Breast and Ovarian V1.2014. Sitio web:

https://www.nccn.org/professionals/physician_gls/pdf/genetics_screening.pdf

Una de las caracteristicas del SHCMO es el incremento del riesgo para desarrollar cancer de mama
y ovario, sin embargo, estos pacientes también pueden desarrollar cancer en otros 6rganos,
incluyendo proéstata, pancreas y melanoma (31-35). En la tabla 2, se muestra el riesgo que
predisponen mutaciones patogénicas en linea germinal los genes BRCA1/2, tabla tomada de

Antoniou, et.al. (31).

Tabla 2: Riesgo asociado por BRCA1 y BRCA2

Tipo de cancer Riesgo en la poblacion Riesgo con variantes patogénicas(32,35-38)
general BRCA1 BRCA2

Mama 12% 46%-87%% 38%-84%

Segundo tumor primario de mama 2% dentro de 5 afios 21.1% dentro de los  10.8% dentro de los
10 afios 10 afios
83% a los 70 aflos 62% alos 70

Ovario 1%-2% 39%-63% 16.5%-27%

Mama en hombres 0.1% 1.2% Hasta un 8.9%%

Prostata 6% hasta los 69 afios 8.6% hasta los 65 15% a los 65 afios
afios 20% durante toda la

vida
Péancreas 0.50% 1%-3% 2%-7%
Melanoma (cutaneo y ocular) 1.6% Riesgo elevado

Los pacientes con SHCMO con un diagnostico de cancer de mama a temprana edad, antecedentes
familiares de cancer de mama de inicio temprano, y alguna variante patogénica en los genes
BRCA(39) tienen riesgo de presentar cancer de mama contralateral (CMC). El riesgo de CMC
disminuye a mayor edad de diagnostico y aumenta con el nimero de familiares de primer grado
afectados con cancer de mama(40). En una cohorte no seleccionada de individuos con cancer de

mama, se encontraron riesgos acumulativos de cancer de mama contralateral a diez afos de: 21.1%

10



para aquellos con variantes patégenas BRCAL y 10.8% para aquellos con variantes patdgenas

BRCA2(40,41).

Los tumores relacionados con BRCA1 muestran una histopatologia medular, son de alto grado
histoloégico, tienen mas probabilidades de ser negativos para receptores de estrogenos y
progesterona, y son menos probables de demostrar una sobreexpresion de HER2(42). Por lo tanto,
entre un 80-90% de los tumores relacionados con BRCA1 se clasifican como cancer de mama
"triple negativo", los cuales tienen caracteristicas similares a los canceres de mama de tipo
basal(43). También se ha sugerido un vinculo entre las variantes germinales patogénicas de BRCA2
y el cancer de mama triple negativo. En estudios de personas con cdncer de mama triple negativo,
la incidencia de las variantes patogénicas en BRCA2 de la linea germinal oscila entre el 3% y el

17%(44-46).

1.1.6 Estructuray funcién de BRCAl y BRCA2

BRCA1

El gen BRCA1 codifica para la fosfoproteina nuclear de susceptibilidad al cdncer de mama tipo 1,
conocida como BRCA1 y estd localizado en la region cromosdmica 17q21.31 (47). Esta proteina
desempena un papel en el mantenimiento de la estabilidad gendmica, y también actia como un
supresor de tumores (47,48). BRCA1 se une a otros supresores de tumores, proteinas que sensan
el dafio a ADN vy transductores de sefales para formar un complejo de alta masa molecular con
multi-subunidades, conocido como el complejo de vigilancia del genoma asociado a BRCA1
(BASC)(33,47). BASC es un complejo que se compone por las proteinas MSH2, MSH6, MLHI,
ATM, BLM vy el complejo MRN (MRE11, RAD50 y NBN) y se asocia a la deteccion del dafio en

ADN, principalmente participa en la via de reparacion por escision de bases(49,50)

Adicionalmente, BRCA1 se asocia con la ARN polimerasa II, a través del dominio C-terminal y
también interactiia con los complejos de desacetilasa de histonas(47). Esta proteina desempefia un
papel en la transcripcion, la reparacion de la ruptura de doble cadena del ADN por recombinacion

homologa (RH)(25).

Dentro de las ~15,000 mutaciones de BRCA1 reportadas base de datos del Consorcio para la
Informaciéon de Cancer de Mama (BIC), existen 1,769 mutaciones unicas reportadas para este gen

(51). Las mutaciones clinicamente significativas causan un mayor riesgo para desarrollar cancer y
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dan como resultado una proteina con funcion reducida o ningun producto proteico(28). Hay tres
dominios en la proteina BRCA1 que estdn mutados en pacientes con cancer de mama con una
frecuencia relativamente alta. Estos dominios incluyen el dominio RING (exones 2-7), una region
codificada por los exones 11-13 y el dominio BRCT (exones 17-24)(28) (Figura 3, tomada y
modificada de Narod y Foulkes, H2004(52)).

Una de los dominios funcionales de BRCA1 es el dominio RING de, que consiste en un dedo
RING flanqueado por dos hélices alfa que abarcan los aminoacidos 1-109 (exones 2-7)(53). A
través de siete residuos conservados de cisteina y un residuo de histidina, el dedo RING regula dos
atomos de Zn*>* que estabilizan la estructura de RING(54,55). El dedo RING conforma una
estructura globular con ldminas B y una hélice central(28,56), y es un dominio altamente
conservado que se encuentra en un gran nimero de proteinas, es responsable de la actividad ligasa
E3-ubiquitina de BRCA1(57). El proceso de ubiquitinacidon consta de tres enzimas esenciales: una
enzima activadora de ubiquitina (E1), una enzima de conjugacion de ubiquitina (E2) y una
ubiquitina ligasa (E3). Este Ultimo, es encargado de la formacion de cadenas de poliubiquitina,
utilizando las ubiquitinas que han sido activadas por las enzimas E1 y E2 y las transfiere sobre el
sustrato especifico a través de enlaces isopeptidicos (58). Las hélices N y C-terminal son
responsables de la interaccion de BRCA1 con BARD1 (Dominio RING asociado a BRCAL) (57).
La formacién del heterodimero de BRCA1/BARDI incrementa la actividad ubiquitina ligasa de
BRCAT (59). Existen un gran nimero de mutaciones que predisponen al cancer de mama que
afectan las interacciones BRCA1-BARDI o BRCA1-UbcHS, asi como la funcion ligasa E3 del
dominio RING, y se sugiere que la actividad de la ubiquitina ligasa de BRCA1 es esencial para su

funcién supresora de tumores(60).

La region que abarca los exones 11-13 cubre mas del 65% de la secuencia de BRCA1 y codifica
dos secuencias de localizacion nuclear (NLS). Las mutaciones en los dominios de localizacion
nuclear afectan la union de BRCA1 con la importina o, lo que afecta la localizacion de BRCA1
en el nacleo y el proceso de reparacion al DNA (61). Los exones 11-13 también codifican
secuencias de unidn para proteinas como retinoblastoma (RB), cMyc, Rad50 y Rad51 (62). Los
aminodcidos codificados por esta region forman parte de un dominio helicoidal, que regula las
interacciones con la proteina PALB2, y también forman parte de un dominio que contiene serinas

(SCD) el cual comprende el sitio de fosforilacion de ATM (28).
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A pesar de que los exones 11-13 contienen un gran porcentaje de las mutaciones clinicamente
relevantes, se sabe muy poco sobre la estructura o funcién de esta region en comparacion con los
dominios RING o BRCT(63). Los exones 11-13 de BRCAL estan asociados a una gran variedad
de vias celulares. Myc es un proto oncogen que actiia como una fosfoproteina nuclear que participa
en la proliferacion celular, progresion del ciclo celular y apoptosis (64). Rad50, Rad51 y PALB2
estan involucrados en la reparacion del ADN (65-67) y RB se encuentra asociado al control de la
progresion del ciclo celular(62). Por su interaccidon con estas proteinas y el gran nimero de
mutaciones que ocurren en los exones 11-13 en pacientes con SHCMO, sugiere que esta region es

importante para la funcion supresora de tumores de BRCA1(28).

El dominio C-terminal de BRCAl1 (BRCT), ubicado en los exones 16-24, fue identificado
originalmente en BRCAL, pero también es un dominio conservado en otras proteinas
(principalmente involucradas en la reparacion del dafio del ADN)(28). Los dominios BRCT se
encuentran como un unico dominio, como una repeticion en tandem (como se encuentra en
BRCAI1, que tiene 2 repeticiones), en repeticiones multiples, o en fusiones entre dos
dominios(28,68). El dominio BRCT regula las interacciones de BRCA1 y proteinas fosforiladas
por ATM y ATR, dos cinasas que se activan por el dafio al ADN(68). Los dominios BRCT se
basan en el reconocimiento estructural de las fosfoproteinas que interactuan con ellos(69). Los
dominios BRCT de Clase I interaccionan con los residuos de fosfoserina (pSer), mientras que los
dominios BRCT de Clase II se unen a los residuos pSer y fosfotreonina (pThr)(68). El dominio
BRCT de BRCA1 reconoce la secuencia pSer-X-X-Phe y, por tanto, es un dominio BRCT de Clase
I(70). Aunque la principal funcion del dominio BRCT en BRCAI es la regulacion de las
interacciones entre BRCA1 y las fosfoproteinas, este dominio también puede actuar en la union

del ADN vy otras interacciones con proteinas sin funcion de cinasa(28,68).

Varios estudios han encontrado mutaciones en el dominio BRCT de BRCA1 en tumores de mama
y ovario(71-73). Especificamente, hay mutaciones que afectan el niicleo hidrofobico del dominio
BRCT inhibiendo la capacidad de BRCA1 para reconocer fosfoligandos(72). Estos hallazgos
sugieren que la mutacion de residuos necesarios para el reconocimiento de ligandos fosforilados
alteran la capacidad de BRCA1 para llevar a cabo su papel bioquimico en la via de reparacion de

dafio al ADN por RH(28,73).
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Figura 3. Estructura del gen BRCAL. Se esquematizan los dominios funcionales de la proteina,
sus ligandos y sus funciones. Tomada y modificada de Narod y Foulkes, 2004(52)

BRCA2

El gen supresor de tumores BRCAZ2 codifica para una proteina de 3,418 aminodcidos, su
localizacidon gendmica es 13q13.1 y se compone de multiples dominios que estan principalmente

involucrados en la reparacion del ADN por RH(74,75).

La region central de la proteina contiene ocho repeticiones de ~80 a 300 aminodacidos,
denominadas "BRC", que se son especificos para la union a RADS51(76). Las repeticiones de BRC
permiten la union de los filamentos de RADS1 en el ADN de cadena sencilla (ssDNA)(74) (Figura
4, tomada y modificada de Narod y Foulkes,2004(52)).

Un paso esencial en la RH es la incorporacion de la recombinasa RADS1 a la cadena sencilla de
ADN generada por la ruptura de la cadena doble. La recombinasa que se une a la cadena sencilla
de DNA forma filamentos de nucleoproteinas helicoidales, que posteriormente controlan la
busqueda de secuencias homologas con la cromatida hermana no danada(74,77). Posteriormente,
hay un intercambio de cadenas de ADN entre la secuencia homoéloga dafiada y no dafiada, lo que
permite la formacion de intermediarios de recombinacion en los que las cadenas de ADN que

interactiian se unen de manera covalente(78).
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Las células con mutaciones en BRCA2 son sensibles a los agentes de entrecruzamiento de ADN y
muestran una eficiencia disminuida en la reparacion del ADN por RH, asi como la incapacidad
para promover el reinicio eficiente de las horquillas de replicacion bloqueadas(79). También fallan
en promover la localizacién nuclear de RADS1 después del dafio exdgeno del ADN(80). Esta
incapacidad de dirigir RADS51 a sitios de reparacion indica que BRCA2 actia como un mediador
para la formacion de filamentos RADS51(80). Méas alla de la region BRC que interactiia con
RADSI, el conocimiento relacionado con las funciones de otras regiones de esta proteina es
limitado: se ha descrito que la region N-terminal interactia con PALB2 (65), un dominio central
interactia con la recombinasa meidtica DMC1(81) y la regiéon C-terminal contiene un dominio a-
helicoidal seguido de tres pliegues de union a oligonucleodtido-oligosacarido que se unen al DNA

de cadena sencilla(82).

Region BRC NLS
Repeticiones de 80-300 aa ’

U D 3,418 aa

PALB2 RAD51 DSSH

Figura 4. Estructura del gen BRCAZ2. Se indican los dominios funcionales de la proteina, sus
ligandos y sus funciones. Tomada y modificada de Narod y Foulkes, 2004(52).

1.1.7 Arquitectura genética del SHCMO

Los dos genes mas importantes del cancer de mama son BRCA1 y BRCAZ2, estos confieren un
riesgo de cancer de mama a los portadores de 10 a 30 veces mas alto que el riesgo entre las mujeres
en la poblacion general(83). La probabilidad de que existan otros genes con una frecuencia de
poblacion y un perfil de riesgo similar a BRCAL o BRCAZ2 es muy baja(84). Aunque en la mayoria
de las poblaciones las mutaciones en BRCA1 y BRCAZ2 son raras (ocurren en aproximadamente 1
de 400 personas), las alteraciones genéticas en estos genes son mucho mas comunes en la
poblacién judia Ashkenazi, en la que 1 de 40 personas lleva una de las tres principales mutaciones

causantes de la enfermedad(83).
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BRCAL y BRCAZ2, no son los tnicos genes que confieren riesgo para el SHCMO (Figura 5, datos
obtenidos de Foulkes, 2008(83)). Hay otros genes de alto riesgo que representan menos del 1% de
los casos de cancer de mama con componente hereditario; estos genes son TP53, PTEN, CDH1 y

STK11(83).

Riesgo Alto

Riesgo Moderado

No existen

S ATM
=
= 2.0
@ CHEK2
i
=)
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@ 5S4
g TOX3 Riesgo Bajo
FGFR2
MAP3K1
1.1

Frecuencia alélica minima (%)

Figura S. Arquitectura molecular del SHCMO. Distintos genes que se asocian al SHCMO se
ilustran de acuerdo al grado de riesgo que confieren. Adaptada de Foulkes et al(83). En esta figura
se muestra que existe una correlacion negativa entre la frecuencia alélica minima y el riesgo
relativo.

PTEN se asocia al sindrome de Cowden y al sindrome de Bannayan-Ruvalcaba-Riley-
Smith(84,85), variantes patogénicas en este gen confieren un riesgo de hasta el 85% para cancer
de mama a los 70 afios(25,85). Otro sindrome que predispone al desarrollo de cancer de mama es
el de Li-Fraumeni causado por mutaciones en TP53, el cual incluye sarcomas en edad temprana y
multiples tumores primarios a lo largo de su vida; para cancer de mama confiere un riesgo de 78%

en mujeres pre menopausicas(85).

Las mutaciones patogénicas en CDH1 son de alto riesgo en cancer gastrico difuso hereditario
(HDGC), con un riesgo estimado de por vida del 70% para los hombres y del 56% para las mujeres
a los 80 afios de edad(25,83). El cancer de mama lobular (LBC) es el segundo tipo mas frecuente
de malignidad en HDGC. El riesgo acumulado de LBC en mujeres con una mutacion en CDH1 es

de 42% a los 80 afios de edad(46). Por otra parte, estudios recientes han identificado la aparicion
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temprana de los casos bilaterales LBC sin ningun tipo de cancer gastrico difuso en la familia, lo

que indica que LBC puede ser una manifestacion temprana de HDGC(25).

El sindrome de Peutz-Jeghers es causado por mutaciones en STK11 (86). Los pacientes son
propensos a polipos en el tracto gastrointestinal, pigmentacion mucocutdnea y mayor riesgo de
cancer, incluyendo el cancer de mama y ginecologico (cervical, ovarico y uterino). El riesgo
acumulado de cdncer de mama femenino y ginecoldgico se estima en 32% y 13%, respectivamente,

a los 60 anos (86).

A través de los avances en las nuevas tecnologias de secuenciacion, las cuales han hecho posible
el analisis de loci amplios o el genoma completo, se han detectado mas genes que se han propuesto
como candidatos de susceptibilidad al cancer de mama hereditario, pero aun se desconoce el riesgo
que confieren(25,87) (Tabla 3). Estos genes estan involucrados en vias de sefializaciéon que

conducen a la estabilidad gendmica, reparacion y respuesta al dafio en el ADN.

Tabla 3. Genes emergentes y candidatos para el riesgo de cancer de mama y ovario asociado a
SHCMO. Tomada de Nielsen et. al.(25)

Gen Riesgo de por vida estimado para cancer Riesgo de por vida estimado para cancer
de mama (edad en afios) de ovario (edad en aios)

ATM 60% a la edad 80 Desconocido

BARD1 Desconocido Baja o ninguna

BLM Desconocido Baja o ninguna

BRIP1 RM: <2.0 ~6% a la edad 80

CDH1 42% ala edad 80 Baja o ninguna

CHEK2 37% alaedad 70 Desconocido

FAM175A | Desconocido Desconocido

FANCC Desconocido Desconocido

FANCM Desconocido Desconocido

MLH1 ~19% a la edad 70 20% a la edad 70

MRE11 Desconocido Desconocido

MSH2 ~11% ala edad 70 24% ala edad 70

NBN RM: 3.0 Baja o ninguna

NF1 6.5-veces mas en mujeres de 30-39 Desconocido

PALB2 35% ala edad 70 Baja o ninguna

PMS2 SIR: 3.8 SIR: 12.0

PTEN 85% ala edad 70 Baja o ninguna

RAD51B | Desconocido Baja o ninguna

RADS51C | Desconocido 9% ala edad 80

RAD51D | Desconocido RM: 12

RECQL Desconocido Desconocido

RINT1 Desconocido Desconocido

STK11 32% ala edad 60 Ginecologico*: 13% a la edad 60

TP53 25% ala edad 70 Desconocido
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2017

2017

2017

2016

2016

2016

2016

2016

RM: Razén de momios, SIR: razdn estandarizada de incidencia, *Ginecologico: incluye cancer cervical,

ovario y utero.

Sin embargo, se requieren mas estudios clinicos para la clasificacion y asociacion de estas

variantes posiblemente patogénicas, los cuales deben basarse en pruebas clinicas, con datos de

cohorte, casos y controles y de co-segregacion(88). Una estrategia que se ha empleado para la

identificacion de variantes genéticas predisponentes de una manera rapida y efectiva es el uso de

paneles genéticos (Tabla 4). En estos estudios, se han analizado genes que predisponen a

sindromes de cancer hereditario.

Tabla 4. Uso de paneles genéticos para la deteccion de alelos patogénicos en cancer de mama

hereditario
Genes Muestra
21 65057
94 255
25 85
29 10,030
1427
4 479=Sanger
948=NGS
684
19 Pacientes negativos BRCA
10 581
13 141

Pais

Multicéntrico

Italia

Colombia

EUA

China

Australia

Alemania

India

Métodos

Multiple

Trusight
Cancer
(Illumina)

MyRisk
(Myriad)

SureSelect
targeted
capture

Disefio de PCR

Agilent Target
Enrichment

TruSight
Cancer

Trusight
Cancer

18

Hallazgos
BRCA No-BRCA NOG_E“;E A
CDH1, PTEN,
o T
(1874/65057)  (3422/65057) PALB2, y
RAD51D.
PALB2, ATM,
BRIP1, RAD51D,
MSH6, PPM1D,
22.3% 6.6% RECQL4,
(57/255) (17/255) ERCC3, TSC2,
SLX4 y otros
genes de Anemia
de Fanconi
17.6% 4.7% PALB2, ATM,
(15/85) (4/85) MSH2 y PMS2
MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2,
2.54% 6.7% EPCAM, APC,
(255/10,030)  (682/10,030)  MUTYH, CDH1,
PTEN, STK11, y
TP53
8.8% 0.49%
(126/1427) (7/1427) TPS3y PTEN
TP53, PALB2,
ATM, CHEK?2,
CDH1, PTEN and
11.1% STK11
NA (76/684) Bt dis
segregacion:
CDH1, CHEK?2,
PALB2 and TP53
CHEK2, PALB2,
12.4% 5.5% NBN, RAD51C,
(72/581) (32/581) ATM, TP53,
RAD51D y MSH6
o ATM, BRIP1,
(;1/?:{) (1491/?4211) CrlE2 tEz,
RAD51Cy

Ref

(89)

(90)

C2Y)

92)

(93)

94)

(95)

(96)



2016

2015

2015

2015

2015

2015

68

25

29

29
(Invitae)
25
(Myriad)

94 genes
and 284
SNPs

25

133

2158
Cohorte 1=
1781(BRCA1/2)
Cohorte 2= 377 negativo
BRCA

Total(1062)
735-
Clinicamente
representativos

1046
Pacientes negativos
BRCA

620

155

Taiwan

EUA

EUA

EUA

Alemania

Japon

NimblGen
capture
(Roche

NimblGen,

INC))
Sistema
RainDance
Thunderstorm
emulsion
polymerase
chain reaction
(PCR)
SureSelect and
Integrated
DNA
Technologies

Hereditary

Cancer
Syndromes test
(Invitae)
MyRisk test
(Myriad
Genetics)
TruSight
(Illumina) and
HaloPlex
AmpliSeq
Library Kit 2.0
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15.03%
(20/133)

Cohorte 1
9.3%
(165/1781)
Cohorte 2
NA

9.0%
(66/735)

NA

9.19%
(57/620)
7%
(11/155)

7.51%
(10/133)

Cohorte 1
4.2%
(15/377)
Cohorte 2
3.7%
(14/377)

3.9%
(26/735)

3.8%
(40/1046)

2.9%
(18/620)

1.9%
(3/155)

TP53
RADS50, TP53,
ATM, BRIP1,
FANCI, MSH2,
MUTYH, y
RAD51C

CHEK2, ATM y
PALB2

ATM, PALB2,
CHEK2, MLH1,
MSH2, MSH6, y

PMS2

CHEK2, ATM,
PALB2

CHEK2, ATM,
CDH1, NBN,
PALB2 y TP53
ATM, MRE11Ay
MSH6

D)

(98)

99)

(100

(88)

(101



2. Antecedentes

En México, existen estudios enfocados al SHCMO, los cuales se centran solamente en el analisis
de los genes BRCAL1/2. Uno de los primeros esfuerzos para analizar el sindrome es de Vaca-
Paniagua y colaboradores en el 2012 (102), en el que se analizaron las regiones exonicas y sitios
de splicing en BRCA1/2 de 39 pacientes con cancer de mama u ovario que ademas presentaban un
antecedente heredofamiliar de cancer de mama. Este estudio utilizd6 la tecnologia de
pirosecuenciacion masiva en paralelo y detect6 4 deleciones no descritas previamente, dos de estas
en BRCA1L (c.2805 2808delAGAT y c¢.3124 3133delAGCAATATTA) y las otras dos en BRCA2
(c.2639 2640delTG y c.5114 5117delTAAA). La prevalencia de las variantes patogénicas en los
genes BRCA1/2 en esos pacientes fue de 10.2%. Ademas, hallaron 16 variantes con significado
clinico incierto, de las cuales 4 son potencialmente patogénicas segun analisis in silico. Este
trabajo concluy6 que el uso de estas tecnologias para la deteccion de mutaciones en cancer de

mama es una estrategia viable en la préctica clinica.

Otro estudio de alto impacto en la poblacidon mexicana es realizado por Torres-Mejia y
colaboradores en el 2015(103), en donde 810 pacientes mexicanas con cancer de mama fueron
seleccionadas sin importar los antecedentes heredofamiliares. Se analizaron 26 mutaciones
detectadas previamente en la poblacion mexicana en los genes BRCA1 y BRCA2, 21 de estas en
BRCA1 y 5 en BRCA2. Se realiz6 la prueba de proteina trunca para el exén 11 en BRCAL y los
exones 10 y 11 en BRCAZ2. Este andlisis us6 22 de las 26 variantes a analizar, 17 de estas
mutaciones en BRCA1 y 5 en BRCA2. Las 4 mutaciones restantes en BRCA1 se analizaron por 3
distintos métodos, uno de estos es un ensayo TAQ-MAN (Thermo Fisher) para detectar el rearreglo
genomico de BRCAL ex9-12del, identificada como mutacion fundadora mexicana. Detectaron
treinta y cinco mutaciones en 34 pacientes, 20 de estas en BRCALl y 15 en BRCAZ2. Solo 5 de estos
pacientes presentaban antecedentes heredofamiliares de cancer de mama. Se concluyd que se
deben considerar a todas las mujeres con cancer de mama para este tipo de analisis genéticos y no
seleccionar unicamente a las pacientes con antecedentes heredofamiliares de cancer de mama y

ovario.

Un estudio realizado por Weitzel y colaboradores(104), analizé los re-arreglos gendomicos largos

que existen en BRCA1l y que en poblaciones afroamericanas representan un 8% a 15% de las
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mutaciones patogénicas. Este tipo de variantes fueron analizadas en 106 mexicanas por medio de
una PCR multiplex cuantitativa diferencial. Detectaron una delecion del exon 9 al 12 en 5 pacientes
no relacionados consanguineamente. Esta variante sugiere que existe un posible efecto fundador

asociado a re arreglos genomicos grandes, en la poblaciéon mexicana.

Otro estudio del SHCMO realizado en la poblacion mexicana es el de Villarreal-Garza y
colaboradores (2015)(105). En este trabajo participaron 188 pacientes, 92 con cancer de ovario y
96 con cancer de mama, sin importar los antecedentes heredofamiliares. Se realizé un analisis para
las mutaciones en BRCA utilizando el panel de mutaciones hispanicas (HISPANEL) que consiste
en 115 mutaciones recurrentes en un ensayo multiplex, 114 fueron analizadas por una plataforma
de espectroscopia de masas y la delecion del exdon 9-12 mediante PCR. Posteriormente, se
secuenciaron todas las regiones codificantes de los genes BRCA y para los pacientes con resultado
negativo en HISPANEL, se realiz6 un ensayo de ligacion dependiente de sondas multiples
(MLPA) en el gen BRCAL. Detectaron que un 21.2% de su muestra presentaba mutaciones en los
genes BRCA, la mayoria de estas pacientes fue diagnosticada con un céncer local avanzado. La
mutacion fundadora mexicana representé un 35% de canceres de ovario asociados a los genes
BRCA y un 29% a los canceres de mama asociados a BRCA. En conclusion, este estudio observo
una alta prevalencia de mutaciones en BRCAL1/2 en pacientes con cancer de mama y ovario sin
historial heredofamiliar, y destaco la alta frecuencia de la delecion ex9-12 en BRCA1 lo cual indica
el posible origen de la mutacion fundadora en la Ciudad de México, representando un problema

de salud publica.
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3. Justificacion

A pesar de los esfuerzos en la investigacion del SHCMO, actualmente se ignora la proporcion de
genes que contribuyen a la susceptibilidad a esta enfermedad, y estudios recientes sugieren que un
porcentaje de casos es de cardcter poligénico, mediante la interaccion de dos o mas genes con
alteraciones genéticas de baja penetrancia individual. Lo anterior resalta uno de los mayores
problemas actuales en el diagnostico de las enfermedades oncologicas hereditarias, en donde los
analisis genéticos solicitados convencionalmente en la practica clinica para pacientes con sospecha
de SHCMO unicamente incluyen los genes BRCA1 y BRCA2. Por lo tanto, muchas mutaciones
en genes adicionales causales de enfermedad no son identificadas en pacientes con enfermedad
hereditaria. Debido a esto es necesario identificar nuevas mutaciones patogénicas heredadas que
permitan analizar detalladamente la epidemiologia molecular del SHCMO.

Por lo anterior, en este proyecto realizamos el analisis de 143 genes de predisposicion al cancer en
pacientes con SHCMO. Los genes que estudiamos se basan en: (i) los estudios colaborativos de
secuenciacion mas grandes, realizados por The Cancer Genome Atlas (TCGA) y el International
Cancer Genome Consortium (ICGC), los cuales han identificado mutaciones patogénicas en mas
de 10,000 pacientes con 20 tipos de cancer, incluyendo los de mama y ovario; (ii) los genes
descritos en las bases de datos ClinVar (National Center for Biotechnology Information) y Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM), las cuales son las mas grandes a nivel internacional y
recaban la informacion mundial sobre susceptibilidad genética a mas de 4,600 enfermedades
hereditarias, entre ellas todas las enfermedades oncoldgicas hereditarias mendelianas conocidas
(106,107). Mediante secuenciacion masiva y andlisis bioinformdticos se identificaron mutaciones
en la regidon exdnica y en los sitios de corte y empalme de los 143 genes de susceptibilidad al
cancer hereditario. Este proyecto permitira ofrecer un diagnostico a nivel molecular a pacientes
con SHCMO, con el cual podrén acceder a tratamiento y seguimiento personalizado. Ademas hara
posible identificar nuevas alteraciones en genes que participen en el desarrollo del SHCMO,
contribuyendo al conocimiento de la epidemiologia molecular de esta enfermedad en la poblacion

mexicana.
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5. Hipotesis

Se identificaran en al menos 25% de los pacientes con sospecha de SHCMO variantes patogénicas

en uno de los 143 genes analizados.
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6. Objetivos

6.1.1 Objetivo general

Analizar regiones exonicas y sitios de splicing en 143 genes de 331 pacientes con sospecha de
SHCMO por medio de secuenciacion masiva, para identificar nuevas variantes asociadas a este

sindrome.

6.1.2 Objetivos particulares

1. Identificar la proporcion de brca y no-brca en pacientes mexicanos con cancer
2. Identificar la proporcion de brca y no-brca en pacientes mexicanos sin cancer con posible
susceptibilidad al sindrome hereditario de cancer de mama y ovario

3. Evaluar la frecuencia de la mutacion con efecto fundador en la poblacion mexicana del gen

BRCAL.
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7. Materiales y métodos

7.1 Disefio y estrategia experimental

El disefio de la investigacion es exploratorio, transversal y descriptivo. La estrategia experimental

consta de:

1. Seleccién de la poblacion

Recoleccion de la muestra de sangre periférica
Extraccion de ADN

Cuantificacion y control de calidad del ADN
Elaboracién de bibliotecas

Secuenciacion Masiva

Analisis bioinformatico

e A e B

Validacién de variantes patogénicas por secuenciacion Sanger

7.2 Descripcion de la muestra

7.2.1 Participantes

En este estudio multicéntrico se contd con la colaboracion para la seleccion de pacientes y

recoleccion de la muestra de sangre de los siguientes institutos y fundaciones:

Fundacion ALMA
Instituto Nacional de Salud Publica
Instituto de Oncologia en Torre6n

Instituto Estatal de Cancerologia Colima

A o e

Instituto Estatal de Cancerologia Guerrero
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7.2.2 Tipo de poblacion

Se seleccionaron pacientes con cancer de mama para los cuales, mediante criterios de inclusion
especificos del National Comprehensive Cancer Network (NCCN: en la guia Genetc/Familial
High-risk Assesment: Breast and Ovarian V1.2014), exista la sospecha de variantes genéticas

heredables que causen predisposicion al Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario.

7.2.3 Tipo de muestreo

No probabilistico por criterios de inclusion.

7.2.4 Seleccion de la muestra

Para determinar el nimero de pacientes se utilizd6 un método probabilistico, con un nivel de
confianza del 95%, un margen de error de 5% y un nivel de heterogeneidad del 50%, se obtuvo
que se requieren un total de 341 pacientes. Los pacientes fueron seleccionados de 5 estados de la

Republica Mexicana (Figura 6)

.

M Estado de México - Ciudad de México — Colima — Morelos — Guerrero

Figura 6. Estados participantes.

7.2.5 Criterios de inclusion
Los siguientes criterios de inclusion se basan en la recomendacion de la National Comprehensive
Cancer Network (34) de Estados Unidos, un organismo lider en la creacion de guias de practica
clinica a nivel mundial. En este apartado solo se describen los criterios con mayor relevancia.
Los pacientes deben cumplir con los siguientes criterios:

i.  Nacionalidad Mexicana.

ii.  Edad: > 18 afios

iii.  Mujer con cancer de mama que:
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Diagnosticada antes de los 45 afios
Diagnosticada antes de los 50 afios y tiene un tumor primario adicional
Tiene cancer de mama triple negativo antes de los 60 afios

Tiene cancer de ovario

A o

Tiene cancer de mama bilateral y ambos tumores se diagnosticaron antes de los 50
anos
6. Tiene >1 familiar consanguineo (1°, 2° o 3er grado) con cancer de mama
diagnosticado antes de los 50 afos
7. Tiene >2 familiares consanguineos (1°, 2° o 3er grado) con cancer de mama
diagnosticados a cualquier edad
8. Tiene >1 familiar consanguineo (primero, segundo o tercer grado) con cancer de
ovario epitelial
9. Tiene >2 familiares consanguineos (1°, 2° o 3er grado) con céncer de pancreas o
prostata (puntaje de la escala de Gleason >7) diagnosticados a cualquier edad
10. Tiene >1 familiar consanguineo (1°, 2° o 3er grado) hombre con cancer de mama
11. Pertenece a etnicidades con mayor frecuencia de mutaciones (ejemplo Judios
Ashkenazi)
iv.  Mujer con cancer de ovario que:
Tiene cancer de ovario no mucinoso diagnosticado a cualquier edad
v.  Hombre con cancer de mama diagnosticado a cualquier edad
vi. Individuo con céncer de pancreas o de prostata (Gleason >7) con >2 familiares
consanguineos (primero, segundo o tercer grado) con cdncer de mama y/o ovario y/o cancer
de pancreas o de prostata (Gleason >7) diagnosticados a cualquier edad
vil.  Individuo no afectado que:
1. Tiene familiares consanguineos (1°, 2° o 3er grado) que cumplen con los criterios
previamente mencionados

2. Individuo de una familia con una mutacioén patogénica en BRCA1/2

7.2.6 Criterios de eliminacion

1. Muestras sin cantidad suficiente de ADN para el analisis molecular.
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il. Paciente sin el expediente clinico completo.

7.3 Seleccion de 143 genes
El panel seleccionado pare el analisis molecular se basan en estudios colaborativos de gran escala
de secuenciacion realizados por The Cancer Genome Atlas (TCGA) y el International Cancer
Genome Consortium (ICGC), asi como genes descritos en bases de datos como ClinVar y Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) asociados a la mayoria de las enfermedades oncoldgicas
hereditarias (Figura 7). El disefio de los primers se enfoca en el enriquecimiento de la region

codificante (exones) y los sitios de splicing de los 143 genes.

Sistema
ervioso Central

Cuello y cabeza PRKAR1A, SDHAF2, SDHB, SDHD, SUFU, ALK,

KIF1B, PHOX2B, SDHA, NF1, NF2, RB1,
SMARCA4, SMARCB1, GPC3

DKC1, RTEL1, TERT, TINF2,
CYLD, TSC1, TSC2

ATM, MRE11A, LYST, GATA2,
CEBPA, RUNX1 (AML1),
KLHDC8B, NBN (NBS1),

RAD50, SBDS, TERT, WAS

MAX, TMEM127, VHL,
PDE11A, PRKARIA, TP53,
CYP21A2, AIP, NDUFA13,

NTRK1, RET, CDC73, CDKN18

(p27KIP1), MEN1, GLI3

BARD1 BRCA1 BRCA2 CHEK2
RAD53 RAD51B RAD51L1
RAD51C RAD51D RAD51L3

PTEN, ASCC1, MSR1, CDH1,
KIT (CD117), PDGFRA,
SDHC, RHBDF2, BMPRIA
(ALK3), SMAD4, STK11
(LkB1)

HFE, UROD, FAH

FLCN, WT1, FH, MET, MITF, POU6F2,
WT1, DIS3L2

APC, MUTYH, GALNT12,
MLH3, AXIN2, POLD1,
POLE

TP53 MTAP EXT1, EXT2
RECQL4

BARD1 BRCA1 BRCA2 CHEK2 RAD53
RAD51B RAD51L1 RAD51C RAD51D
RAD51L3

PTCH1, PTCH2, FLCN, GLMN,
CYLD, BAP1, TGFBR1 (ALK5),
TMC6, TMCS8, FH, CDK4,
CDKN2A (p16INK4), MCIR,
MITE XRCC3, MSH2, RSPO1,
DDB2, ERCC2 (XPD), ERCC3
(XPB), ERCC4, ERCC5, ERCCS,
POLH, XPA, XPC

Otros
Pancreas: BRCA2, PALB2, PALLD
| Pulmén: DICER1

Préstata: BRCA2, EHBP1, EPHB2, MSMB, MSR1, RNASEL

Figura 7. Panel de genes seleccionados. Se incluyen 88 sindromes relacionados al céncer

hereditario

7.4 Flujo de trabajo experimental

7.4.1 Extraccion de DNA
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Se aislo ADN a partir de 100 puL de sangre venosa periférica total, utilizando el kit DNAeasy Blood
& Tissue (Qiagen). El método de extraccion estd basado en el principio de columna por afinidad

con membrana de silica.

Este método comienza con una lisis celular utilizando proteinasa K, la lisis celular se lleva a cabo
en una incubacion a 56°C durante una hora. Terminada la incubacién las muestras son
centrifugadas a través de la columna de afinidad, esto permite que la carga negativa del ADN sea
atraida, en presencia de una cantidad alta de sales caotropicas, por la membrana de silica y éste
permanezca en la membrana(108). Posteriormente, contintian dos ciclos de lavado, los cuales
permiten filtrar los restos de inhibidores de la enzima Taq y sales depositadas en la membrana.

Una vez terminados los ciclos de lavado se recuperd el ADN en agua estéril libre de DNasas.

7.4.2 Cuantificacion y calidad de DNA

El DNA de cada paciente se cuantific6 por espectrofotometria y fluorometria. La
espectrofotometria ademas de obtener un dato de concentracion también proporciona datos para
calcular la pureza a través de la relacion A260/A280. Este método de espectrometria se basa en la
absorbancia de luz UV de las bases nitrogenadas de los nucledtidos, la longitud de onda de méaxima
absorcion para los 4cidos nucleicos es de 260 nm(109). Un valor >1.8 en la relacion A260/280 es
lo esperado después del proceso de extraccion de DNA.

La cuantificacion por fluorometria se utilizo justo antes de realizar las diluciones necesarias para
el protocolo de preparacion de bibliotecas, ya que este método proporciona una mayor sensibilidad,
precision y exactitud, debido al uso de colorantes fluorescentes que emiten una sefial cuando se
encuentran intercalados en la doble cadena del ADN(110).

La integridad del ADN se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con tincion de
bromuro de etidio. Este método se utilizo para poder observar el peso molecular del ADN, donde
esperamos fragmentos mayores a 10,000 kilobases, un indicativo de que el ADN se encuentra

integro.

7.4.3 Enriquecimiento por PCR multiplex
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El enriquecimiento consiste en amplificar la region de interés mediante una PCR multiplex con el
kit GeneRead DNAseq Gene Panel V2 (Qiagen), el cual contiene un set de primers con un disefio
de superposicion para 6582 amplicones correspondientes a las regiones codificantes y sitios de
splicing de los 143 genes blanco. Este método utiliza 4 reacciones independientes con 10 ng de
ADN en cada una para obtener el enriquecimiento deseado de las 620,318 bases que comprenden
la region blanco. Los productos de PCR tienen un tamafio promedio de 150 pb. Esta amplificacion

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. (Figura 8).

Region blanco: 620,318 bases — 143 genes

< [T® 7o 7o NI e DOOT
g! Tgl 73! Tg‘ 44‘-* 'fﬂ’\f 3 fv_ > :‘“ ._‘ 6582
al a 1o < { al MD>@E ! A A amplicones
< , MO@T DOT M O<T
DNA 2.5 ng/uL 4 reacciones con 40 ng Disefio de primers con sobreposicidon

Figura 8. PCR multiplex. Se realizaron 4 reacciones de 10 ng por cada paciente para obtener la

region blanco amplificada.

7.4.4 Preparacion de bibliotecas

La preparacion de bibliotecas es un proceso en donde se deben afiadir adaptadores en los extremos
de los productos de PCR (Figura 9). Dichos adaptadores se emplean para amplificar, identificar y
secuenciar a las moléculas amplificadas. El primer paso después de la amplificacion multiplex es
mezclar las 4 reacciones previas en una sola, después se realiza una purificacion en donde se
remueven los fragmentos no amplificados, restos de la enzima de amplificacion y el exceso de
primers restante. Esta limpieza se realiza con perlas paramagnéticas de fase solida (Ampure
XPBeads, Beckman Coulter). Una vez purificados los productos de PCR, se realiza la reparacion
de extremos, la cual consiste en eliminar extremos salientes de las regiones 5’y 3" para generar
extremos romos, a los cuales se les puedan ligar los fragmentos deseados. Posteriormente se afade
una adenina en los extremos 3" usando una Tac polimerasa con actividad adeninatransferasa
terminal, para prevenir que los fragmentos se liguen unos con otros durante el proceso de ligacion
de adaptadores, el cual consiste la adicion de adaptadores de 24 pb en cada extremo. Los

adaptadores contienen la secuencia complementaria del primer de secuenciacion de Ilumina.
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Posteriormente se hace una seleccion fina de fragmentos de ~200 pb (productos de PCR: 150 pb +
adaptadores en los extremos: 24x2 = 200 pb) con las perlas paramagnéticas de fase solida. Este
paso aumenta la probabilidad de seleccionar tinicamente los productos amplificados de las
regiones blanco y eliminar productos inespecificos. Los productos seleccionados son amplificados
nuevamente por PCR con un segundo adaptador que contiene las secuencias llamadas etiquetas
moleculares (8 nt). Estos segundos adaptadores se combinan para que sean dos distintos en cada
muestra. Esto nos permite identificar cada muestra durante el proceso de secuenciacion. Cada una
de estas etiquetas moleculares contiene en un extremo una secuencia de ~ 35 pb que es
complementaria a los oligos utilizados en la lamina de secuenciacion. Una vez amplificadas las
bibliotecas, se purifican nuevamente por el método de perlas paramagnéticas para eliminar

residuos de enzima y primers.

Reparacién de extremos Bibliotecas
— R
 —
O e N —
O 3
& O e

[
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y Tv/ 1 X { Adentiacis Amplificacién + Barcodes
2] L= enilacion
| & | @ "'}C@’ _‘4-* ——— *4'* 4'*
T —————
A
';ZZC:.:’I‘:;I:: Pool Purificacién con l Seleccién fina de l l \

perlas magnéticas Ligacion de adaptadores fragmentos Biblioteca final

Pool B

Pool A
Pool C
Pool D

Mezcla de reacciones X 5 - \ Preparacion de Seleccion de \ Amplificacion de
Purificacion ) S > > g
por muestra 7/ bibliotecas fragmentos / bibliotecas

Figura 9. Flujo de trabajo para preparacion de bibliotecas. Consiste en la purificacion, ligacion de

adaptadores y amplificacion con adicion de etiquetas moleculares a la region blanco.

7.4.5 Cuantificacion, calidad y mezcla de bibliotecas

Se cuantificaron las bibliotecas, se verifico su perfil de tamafio molecular (calidad) y se mezclaron
equimolarmente en grupos de 50-60 para cada corrida. La cuantificacion se realizd por

fluorometria y obtuvieron concentraciones >5 ng/uL. Posteriormente se verifico el tamafio de los
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fragmentos por Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), una electroforesis basada en micro
canales que permite separar las moléculas de acuerdo a su masa molecular. Esta medicion se
realizé siguiendo las indicaciones del proveedor. Las bibliotecas finales tuvieron un peso

molecular ~300 pb. En la figura 10, se muestra la estructura del producto final de una biblioteca.

Primer Primer
Region P53 Lectura 1 Lectura 2 Region P7

Etiqueta molecular Region blanco Etiqueta molecular
region P5 region P7

Figura 10. Configuracion de una biblioteca. Cuenta con 3 regiones en cada extremo, cada uno con

una funcién en particular para la secuenciacion por sintesis

Una vez obtenida la concentracion y el tamafio de los fragmentos se realizaron calculos para
obtener una diluciéon de cada muestra a una concentracion 4 nM en 20 pL. Finalmente, se
mezclaron 5 pLL de cada muestra diluida a 4 nM en un tubo de 1.5 mL, para obtener la mezcla final

de todas la muestras.

7.4.6 Secuenciacion masiva en paralelo

Para realizar el proceso de secuenciacion masiva en paralelo es necesario preparar el cartucho de
secuenciacion y reactivos al igual que desnaturalizar las bibliotecas. Este proceso se realizd de
acuerdo a las especificaciones del proveedor, la concentracion final de las bibliotecas fue de 14
pM.

El proceso de secuenciacién masiva en paralelo comienza con la hibridacion de la region
complementaria de los adaptadores (P5 y P7) a los oligos que se encuentran en la ldmina de
secuenciacion (Figura 11). Una vez unidos, una polimerasa sintetiza la hebra complementaria,
quedando unida covalentemente a la ldmina de secuenciacion. Posteriormente, se elimina la hebra
que no esta unida covalentemente a la lamina de secuenciacion mediante un ciclo de lavado. Las
hebras sintetizadas se doblan para formar puentes con los oligos en la ldmina de la region

complementaria P5 o P7, una polimerasa de alta fidelidad se encarga de sintetizar el reverso
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complementario y asi obtener las dos cadenas. Este proceso se repite multiples veces hasta obtener

la misma molécula amplificada con un minimo de 1000 veces.

Una vez generados los clusteres, el proceso de secuenciacion por sintesis comienza. El primer de
secuenciacion hibrida con la region complementaria en el adaptador. La DNA polimerasa inicia la
sintesis de la cadena complementaria con nucleotidos fluorescentes que tienen terminadores
reversibles, estos nucleotidos emiten fluorescencia, cada uno emite una sefal e intensidad distinta
cuando se unen a la cadena, esta fluorescencia es captada por una camara interna en el equipo. La
primera lectura consiste en la cadena con sentido 5> 3’, posteriormente, en la lectura 2, se lee las
etiquetas moleculares en la region PS5, la lectura 3 consiste en las etiquetas moleculares de la region

P7 y la tltima lectura es para la hebra complementaria con sentido 3> 5°.

g Sy

W

Hibridacion Generacion de clusteres Secuenciacion por sintesis

Figura 11. Proceso de secuenciacion por sintesis. Consiste en la amplificacion por puentes para
formar clusteres y su secuenciacion por sintesis con terminadores reversibles.

7.4.7 Analisis bioinformatico

El analisis bioinformatico consta de 4 procesos, el alineamiento, identificaciéon de variantes,

anotacion vy filtrado.

Para alinear las secuencias con la secuencia de referencia del genoma humano (GRCh37) de los
143 genes se empleo el programa BWA-MEM(111). Esta herramienta alinea las secuencias de
70bp-1Mbp, el algoritmo funciona mediante alineamientos semilla o con coincidencias exactas

maximas (MEMs) y luego extendiende dichos alineamientos con el algoritmo basado en afinidad
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de brechas Smith-Waterman(111). Para detectar las variantes se utilizo la plataforma GeneReader

(Qiagen) que emplea el programa GATK (Broad Institute) (Figura 12).

(" Alincamiento de lecturas y post procesamiento h
Alineamiento GATK- Re GATK-Recalibracion Samtools- Calculo de Eliminacion de
BWA-MEM alineamiento de indels de bases por puntaje de calidad de bases adaptadores
calidad alineadas
[
Yo . N
Identificacion de Variantes
GATK- GA'I'_];(-CeneR(_:ad GATK-GeneRead G}%TK-Pitard-Gc.eRead )
Haplotype Caller VCF Anotacion de variantes VCE Filtrado de variantes VCF Filtrado adicional (Profundidad y calidad)
VCF
. J/

v
Anotacion y Filtrado

WANNOVAR TXT _ Filtrado de variantes
Anotacion por criterios ACMG

\.

Figura 12. Flujo de trabajo bioinformatico. Se esquematiza el proceso de andlisis de datos, en
donde se realiza un alineamiento de secuencias, deteccion de variantes, anotacion y filtrado de
variantes anotadas.

7.4.7.1 Filtrado de variantes

Se consideraron varios aspectos técnicos para filtrar las variantes detectadas (Figura 13). Estos
criterios consideran la profundidad, la presencia de variantes en homopolimeros, secuencias
duplicadas y variantes en secuencias intronicas o no codificantes. Dichas variantes fueron
excluidas del analisis. Las alteraciones consideradas fueron: cambios de 1 nucleétido, inserciones
y deleciones. Las muestras con alteraciones potencialmente patogénicas fueron visualizadas y
analizadas con los paquetes IGV, PolyPhen2, SIFT y ANNOVAR(112), y se cotejaron con bases
de datos internacionales de cancer y variacion genética en humanos (COSMIC, 1000 Genomes
Project, Exome Sequencing Project NHLBI, dbSNP 141, TCGA) para identificar a las alteraciones
con impacto en la funcidn. Para confirmar la presencia de mutaciones potencialmente patogénicas,
las muestras fueron validadas mediante la amplificacion especifica (PCR) de cada alteracion

individual y se analizaron de manera independiente por medio de secuenciacion tipo Sanger.
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Aspectos
Técnicos

Homopolimeros,
SecDup
Profundidad > 700 X
Intron

Frec< 0.001

Excluir 1000G,EXAC, w

ESP6500,dbSNP

Si
—

Patogénica

Figura 13. Flujo de trabajo del filtrado bioinformatico. Se presentan los criterios de filtrado de
variantes.

7.4.7.2 Analisis de sitios de fosforilacion en variantes con significado clinico incierto

El analisis de las variantes de cambio de aminoacido (cambio de sentido, missense) con significado
clinico incierto se realizd con el programa ReKINect(113), el cual evaliia el impacto de la variante
genética en los sitios de fosforilacion. ReKinect hace un andlisis en donde predice si el sitio de
fosforilacion esta afectado debido al cambio en el tipo de aminoacido. Este programa utiliza los
datos de las secuencias y las posiciones de todos los dominios de las 538 cinasas, 111 dominios
SH2 y 140,000 mil sitios de fosforilacion detectados en el proyecto de proteoma. Esta informacion

permite modelar el posible efecto funcional en los sitios de fosforilacion(113).
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7.4.7.3 Analisis de variacion del numero de copias

Para detectar la variacion del nimero de copias se utilizo el programa CNVKkit que es una biblioteca
de Python y un conjunto de herramientas de software en linea de comandos para inferir y visualizar
el naimero de copias de los datos de secuenciacion de ADN. CNVKkit utiliza métodos estadisticos
robustos para extraer datos utilizables de las muestras de referencia. Cada muestra de entrada es
primero centrada en la mediana de profundidad de secuenciacion, luego se realizan correcciones
de polarizacion de lectura-profundidad en cada una de las muestras normales por separado(114).

Los valores medidos de la mediana en las muestras, son normalizados (log2), y se combinan con
los valores de lectura-profundidad para tomar un promedio ponderado (Tukey's biweight
ubicacion) y varianza (Tukey biweight midvariance) de los valores de cada uno. Estos valores son
utilizados para visualizar la pérdida o ganancia del nimero de copias. El parametro utilizado como
punto de corte fue de £0.2 sobre los valores normalizados(114). En este trabajo el analisis de

nimero de copias se restringio a los genes BRCAL y BRCA2.

7.4.7.4 Diseiio de primers para detectar delecion de los exones 9 a 12

Se utiliz6 como referencia el trabajo de Weitzel y colaboradores(104), para obtener la secuencia
de las regiones intronicas y posibles sitios de ruptura del gen BRCAL. El disefio consiste en 3
oligonucledtidos (Figura 14), el primero es el primer que hibrida con la region del intrén 8 en
sentido 5" 3" (P1), el segundo es un primer con sentido reverso (3= 5") que se encuentra en la
region del intrén 8 (P2) y el tercero es un primer con sentido reverso que se encuentra en el intron
12 (P3). La combinacién P1-P2, genera un producto silvestre de 450 pb, mientras que el producto

de P1-P3 proviene el alelo mutado con la delecion del exén 9 al 12.
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Figura 14. Disefio de primers para delecion 9-12. Se ilustra el locus de BRCA1L, exones 8-13. Cada
exon estd representado por una caja y los intrones por lineas. Las posiciones de los
oligonucledtidos P1, P2, P3, y el tamafo de sus productos estan indicados.
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8. Resultados

8.1 Analisis de calidad de las corridas de secuenciacion
Para analizar la calidad de las corridas de secuenciacion se analizaron los porcentajes de lecturas
de alta calidad (Q30) y la profundidad. El valor Q30 indica cuantas lecturas tienen una posibilidad
de error <0.1%, valor considerado como lecturas de alta calidad. Todas las corridas de
secuenciacion presentaron valores de Q30 mayores al 92%. La profundidad representa el nimero
de lecturas que hay por region (X), en este caso todos los amplicones de los 143 genes. En la Figura
15, se muestra los histogramas con curva de densidad en donde se grafico la profundidad media
obtenida por cada muestra y el porcentaje de cobertura por profundidad. Para realizar la deteccion
de variantes en linea germinal es necesario un minimo de 30X (30 lecturas)(115). En las muestras
secuenciadas obtuvo una media de 70.32X, con un intervalo de 20-155. Las muestras que

presentaron profundidad media menor a 20X se volvieron a secuenciar.
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Figura 15. Histograma con curva de densidad. a) Se ilustra la profundidad obtenida por muestra,
una media de 70.32+21.35. b) Se presenta el porcentaje de la region blanco a las profundidades de
10X, 30X y 100X.

8.2 Deteccion de variantes

En el 15.3% (46/300) de los pacientes con cancer se encontrd una variante patogénica en
heterocigosis, y un paciente presentd 2 o mas variantes patogénicas 0.33%(1). También en este
grupo, el 24% (72/300) de los pacientes tuvieron variantes con significado clinico desconocido
(VUS) y el 60% (181/300) no presentaron ninguna alteracion. El grupo de pacientes sin cancer
tuvo variantes patogénicas en 32.2% (10/31) de los pacientes, un paciente presentd (3.2%; 1/31)
dos variantes patogénicas en heterocigosis, el 12.9% (4/31) de los pacientes tuvo variantes VUS y
el 51.6% (16/31) fueron negativos (Figura 16).

Con Cancer (N=300) Sin Cancer (N=31)

60% (181)

60

51.6% (16)

40

32.2% (10)

24% (72)

Porcentaje %

20

15.3% (46)

12.9% (4)

3.2% (1)

0.3% (1)

Negativas Patogénicas =1 Patogénicas = 2 vus Negativas Patogénicas =1 Patogénicas = 2 vus

Figura 16. Proporciones de las variantes detectadas en los 331 pacientes analizados. Los datos
incluyen 300 pacientes con céancer y 31 pacientes sin cancer pero con antecedentes
heredofamiliares de cancer de mama. Patogénicas =1: Se refiere a que Uinicamente se detectd un
alelo patogénico. Patogénico=2: Deteccion de 2 alelos patogénicos en distintos genes. VUS:
variante con significado clinico desconocido.
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8.3 Distribucion alélica de las variantes patogénicas

La distribucion alélica de las variantes patogénicas detectadas en las pacientes con cancer abarco
26 genes alterados en 46 pacientes. Destaca que el 55.1% de estas variantes patogénicas se observo
en genes distintos a BRCA1/2 (Figura 17). Los tipos de mutaciones que se detectaron con mayor
frecuencia fueron los codones de paro prematuros (stopgain) y las deleciones, presentes en el
61.6% de las variantes patogénicas. Los genes con mas variantes patogénicas fueron BRCAL
27.6% (13/47), BRCA2 14.8% (7/47), MSR1 4.2% (2/47), ATM 4.2% (2/47), ERCC3 4.2% (2/47),
FANCI 4.2% (2/47), PDE11A 4.2% (2/47) y LIG4 4.2% (2/47).

En los pacientes sin cancer con antecedentes heredo-familiares de cancer de mama, se detectaron
11 pacientes con variantes patogénicas en BRCAL, BRCA2, POLH, FANCF y WRN. Un paciente
tuvo dos variantes patogénicas, en los genes BRCA2 y PDE11A. En estos pacientes BRCA2

presento la mayor frecuencia de variantes patogénicas (54.5%; Figura 18).

De los 26 genes detectados con variantes patogénicas, el 8% de estos genes (BRCA1/2) son
considerados de alto riesgo para el desarrollo de SHCMO, mientras que 3 genes (NBN,ATM vy
CHEK?2), el 11.5%, se consideran de riesgo moderado. Importantemente, para 17 genes (68%) no
se ha establecido el riesgo para SHCMO, pero son genes que se proponen como posibles
candidatos al sindrome (87,116) y un 16% no se habia detectado en pacientes con cancer de mama
y ovario. Respecto a los patrones de herencia, 40% de los genes condicionan a sindromes
autosémicos dominantes y autosdmicos recesivos, el 36% tienen s6lo un patron de herencia
autosodmico recesivo, el 20% con un patrén autosdmico dominante y un 4% tienen un patron
recesivo ligado al X. En todos los casos el patron de herencia autosémico dominante corresponde
a la susceptibilidad a sindromes oncolédgicos y el patron autosémico recesivo a sindromes distintos
al cancer. Para el caso del gen FANCB, se tiene un patron de herencia recesivo ligado al X. De
estos genes detectados, s6lo 6 (24%) se encuentran dentro de los genes que el Colegio Americano
de Genética Médica (ACMG) sugiere que deben ser reportados al paciente, y el 56% no debe ser

reportado, y en un 20% no hay indicaciones.
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Figura 17. Distribucion alélica de las variantes patogénicas detectadas (N=47). En naranja se
muestran variantes con generacion de un codon de paro prematuro, en azul claro, variantes con la
pérdida del codon de paro, en verde oscuro, variantes con inserciones que corren el marco de
lectura, en morado, variantes con deleciones que corren el marco de lectura, en verde claro,
variantes que ocurren en sitios de corte y empalme, en rosa claro, variantes de un solo nucleotido
no sinénimas y en rojo la delecién fundadora mexicana.
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Allelic distribution of pathogenic variants

T L mm—
- [ v [ |}

18% BRCA1 |
L 1

Alterations
9% FANCF I M Stopgain
;Insenion
Deletion
9% - PDET1A I I Substitution
9% - POLH I

9% - WRN I
Reportable (8)

Gender

LN.O7
LN.EX3
LN.EX4
LN.EX5
LN.EX6
LN.EX7

LN.064
LN.066
LN.T99
LN.T85
LN.T94

60

*
*
<

| Age (43.2+12.2)

Recurrent ACMG Gender

BMyYes MYes Female
No No Male

Figura 18. Distribucion alélica de las variantes patogénicas detectadas en pacientes sin cancer con
antecedentes heredofamiliares de cancer de mama (N=11). En naranja se muestran variantes con
generacion de un codon de paro prematuro; en azul claro, variantes con inserciones que corren el
marco de lectura; en morado, variantes con substitucion de un solo nucledtido y en verde oscuro,
deleciones que corren el marco de lectura
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Tabla 5. Sindromes asociados a variantes patogénicas detectadas

Gen ID-LN Frec. Sindrome Riesgo a Patrén de Principales vias Reportable en
(OMIM)"7 cancer de herencia'®  de sefializacion!® ACMG!
mama'8
BRCA1 21,54, 60, 64, 66, 15 Cancer de Mama- Alto AD Dafio de doble Si
GT11, GT12, GT236, Ovario cadena (RH)
GT33, GT35, GT39, Hereditario/Anemia
GT44, GT64, GTS8O0, de Fanconi
T32
BRCA2 7,57, 65, EX3, EX4, 13 Anemia Fanconi / Alto AD/AR Daiio de doble Si
EXS, EX6, EX7, GT3, Cancer de Mama- cadena (RH)
GT48, GT7, T41, 82 Ovario Hereditario /
Céancer Pancreatico
Familiar / Cancer
Prostata Hereditario
ATM GT240, GT50 2 Susceptibilidad a Moderado AD/AR Daiio de doble No
Cancer de Mama cadena (RH)
/Ataxia
Telangiectasia
NBN GT90 1 Anemia Aplasica Moderado AD/AR Via de respuesta No
/Leucemia al dafio de doble
linfoblastica aguda cadena del DNA
/Sindrome breakage
Nijmegen
CHEK2 GTS83 1 Li-Fraumeni Moderado AD Regulador de No
syndrome punto de control
/Suceptibilidad a del ciclo celular
cancer de mama,
prostate y colon
ERCC3 49, GT203 2 Xeroderma No AR Via de iniciacién No
Pigmentosum Establecido de la
transcripcion de
la RNA Pol 1T
FANCI GT38, GT55 2 Anemia de Fanconi No AR Via anemia de No
Establecido Fanconi y
respuesta al dafio
de doble cadena
del DNA
WRN GT215,T94 2 Sindrome Werner No AR Sintesis de la No
Establecido hebra C del
Telomero y
Puntos de control
del ciclo celular
ATR GT211 1 Telangiectasia No AD/AR Regulador de No
cutanea y sindrome Establecido punto de control
familiar de cancer del ciclo celular
FANCB 44 1 Anemia de Fanconi No XLR Via anemia de No
Establecido Fanconi y
respuesta al dafio
de doble cadena
del DNA
FANCC 19 1 Anemia de Fanconi No AD/AR Via anemia de No
Establecido Fanconi y eventos
con BARDI
FANCF T99 1 Anemia de Fanconi No AR Via anemia de No
Establecido Fanconi y eventos
con BARDI
FANCL 23 1 Anemia de Fanconi No AR Via anemia de No
Establecido Fanconi y Dafio
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al DNA
ATM/ATR
Regulacion de los
puntos de control

Gl/S
FANCM T81 Anemia de Fanconi No AD/AR Via anemia de No
Establecido Fanconi y
respuesta al dafio
de doble cadena
del DNA
MLH1 GT249 Cancer colorrectal No AD/AR Sistema de Si
hereditario sin Establecido reparacion del
polipos, tipo 2 DNA por mal
apareamiento
MSH6 21 Sindrome de Lynch/ No AD/AR Sistema de Si
Sindrome de cancer  Establecido reparacion del
por reparacion DNA por mal
Mismatch apareamiento
POLH T85 Xeroderma No AR Emparejamiento No
pigmentosum Establecido de DNA
homologo e
Intercambio de
hebras
RAD51C RR61 Anemia de Fanconi, No AD/AR Via de reparacion NA
grupo de Establecido por
complementacion recombinacion
O/Susceptibilidad a homologa
cancer de Mama-
Ovario
RECQL4 TO6 Sindrome No AR Respuesta al dafio No
Rothmund- Establecido del DNA
Thompson
SDHB 18 Sindrome Carney- No AD Metabolismo(Cicl Si
Stratakis Establecido o de Krebs)
TERT GT94 Leucemia Mieloide No AD/AR Mantenimiento No
aguda /Melanoma Establecido de los
maligno Cromosomas
TSC2 61 Esclerosis Tuberosa No AD Via RET y Via Si
Establecido integrada del
cancer de mama
MSR1 00, 51 Esofago de Barret Novel AD Transporte NA
hereditario/ mediado por
Adenocarcinoma vesicula y Via
esofagico / Céancer AGE/RAGE
de prostata
hereditario
PDE11A GT245, T86 Enfermedad Novel AD Via de proteinas NA
Adenocortical G acopladas a
primaria nodular receptores
pigmentada (GPCR) y
Metabolismo de
purinas
CD96 14 Sindrome Opitz Novel AR Interacciones NA
Trigonocephaly inmunoregulatori
as
LIG4 40, GT212 Sindrome LIG4 Novel AR Reparacion por NA

escision de
nucleotidos

Abreviaturas: AD, autosdémico dominante; AR, autosémico recesivo; XLR, recesivo ligado al X. Los genes que

no han sido asociados a cancer de mama se encuentran en negritas.
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Mediante los analisis con los programas SIFT y PolyPhen-2, que predicen el posible efecto de una
mutacion en la funcién de la proteina, tomando como criterio un resultado con efecto
potencialmente dafiino, se detectaron en total 76 pacientes con una variante de significado clinico
incierto (VUS), de los cuales se identificaron 53 genes en total (Figura 19), los genes BRIP1,
FANCA, PTCH1, TSC2 cada uno con el 3.9%. Posteriormente, los genes AIP, ATM, ATR, BARD1,
CHEK2, ERCC6, FANCI, FANCM, LYST, MSH2, PALLD, POLE, RAD51C, RNASEL, SDHA con
un 2.6% y finalmente los genes de menor frecuencia ALK, ANTXR2, APC, ASCC1, BLM, CD96,
CYP21A2, DIS3L2, ERCC3, EXT2, FANCD2, FANCE, GATA2, GLI3, GLMN, KDR, KIF1B,
MET, MLH1, MSR1, MTAP, NF1, NF2, NTRK1, PDFGRA, PIK3CA, PTCH2, RAD50, RHBDF2,
RUNX1, SDHB, SDHC, SMARCA4 y TMC6 con un 1.3%.

Para evaluar si las alteraciones genéticas de cambio de sentido afectan sitios de fosforilacion, se
analizaron in silico las variantes VUS con el programa ReKINect (113). Se detect6 que en el gen
AIP la variante V49M afecta el sitio de fosforilacion (117,118) . Otra variante fue detectada en el
gen APC, con la variante S2535G, esta se encuentra en el dominio APC basic y sugiere una

destruccion del sitio de fosforilacion (Figura 20).

Figura 19. VUS detectadas en los 331 pacientes. Se muestra la frecuencia obtenida en cada gen.
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Figura 20. Representacion grafica de las proteinas AIP y APC, y el sitio donde se identifica la
VUS. Los dominios funcionales se indican en forma de cajas. Diagramas obtenidos de cBioportal
(www.cbioportal.org). Los cambios de aminoacidos se indican con un circulo encima de su

posicion en la proteina.
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8.4 Deteccion de mutacion fundadora

Se realizo el analisis in silico mediante la libreria de CNVKit en Python, este algoritmo detecto 4
pacientes con posibles cambios de profundidad en la region de los exones 9-12 en BRCAL (Figura
21), lo que indica una posible delecion en esta region. Para confirmarlas se disefiaron primers
especificos para amplificar estas regiones (ver Métodos) y todos los pacientes fueron analizados.

De los 331 pacientes, 5 presentaron la delecion de los exones 9-12 en BRCAL (Figura 22).

L = 1

Po—
o

Figura 21. Analisis in silico de CNV. En sombreado amarillo se muestra la region codificante de
BRCAL, la linea de color representa las lecturas normalizadas.
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Figura 22. Mutacion fundadora en BRCAL. Gel de agarosa al 1.5% con tincion de bromuro de
etidio.
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9. Discusion

En este proyecto se analizaron 143 genes de predisposicion al cancer por medio de secuenciacion
masiva en paralelo en 3331 pacientes con sospecha o antecedentes heredo-familiares de SHCMO,
con el objetivo de detectar nuevos alelos patogénicos que posiblemente contribuyan al desarrollo
de esta enfermedad. Una de las fortalezas de este trabajo fue la inclusion de un panel ampliado de
genes que no se habia analizado previamente en poblacién mexicana. Con este disefio experimental
y el enfoque multicéntrico de este proyecto se buscd generar evidencia de la prevalencia de alelos
patogénicos en pacientes con sospecha de SHCMO para contribuir a la epidemiologia molecular
de esta enfermedad en nuestro pais. Se detectd en el grupo de pacientes con cancer un total de 47
(16.6%) pacientes con variantes patogénicas, 72 (24%) con VUS y 181 (60%) pacientes con
resultado negativo. El grupo con pacientes sin cancer tuvo variantes patogénicas en 35.4% (11/31)
de los pacientes, el 12.9% (4/31) de los pacientes tuvo variantes VUS y el 51.6% (16/31) fueron
negativos. Un punto relevante a destacar de este grupo de pacientes sin cancer y la razon por la
cual la proporcion de deteccion es elevada, se debe a que 5 de estos pacientes estan relacionados
consanguineamente. Los familiares presentan la misma variante patogénica en BRCA2 (R1704fs).
Su antecedente heredofamiliar consiste en 2 familiares de primer grado y un familiar de segundo
grado con cancer de mama y con alteraciones genéticas en BRCAL1/2.

Los genes con mayor proporcion de variantes patogénicas fueron BRCA1/2 con el 42.6%. Se ha
descrito en los andlisis de gran escala que la proporcion esperada de variantes patogénicas en una
poblacion con SHCMO en los genes de BRCA1/2 es de ~25%(30), siendo estos los genes que
confieren un mayor riesgo (57-65%) de desarrollar cancer de mama u ovario (31,119). BRCAL/2
son genes supresores de tumores y principalmente participan en las vias de sefializacion que
involucran la estabilidad gendmica, especialmente en la reparacion del ADN por recombinacion
homologa(25).

Uno de los hallazgos mas relevantes de este proyecto fue la deteccion de la mutacion fundadora
mexicana en BRCA1L en el 33% (5/15) de los pacientes con alteraciones en este gen. Esta delecion
abarca del exon 9 al 12. Uno de los exones de BRCA1 con mayor relevancia, por alta frecuencia
de mutacion, es el exon 11, que cubre mas del 50% de la secuencia del gen y codifica dos
secuencias de localizacion nuclear (NLS) y sitios de unioén para varias proteinas incluyendo la
proteina de retinoblastoma (RB), cMyc, Rad50 y Rad51(62). Esta region regula las interacciones

con PALB?2, asi como una porcidén de un dominio que contiene serinas (SCD) que son fosforiladas
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por ATM en la via de recombinacion homologa(25). A pesar de que los exones 11-13 contienen
un gran porcentaje de las mutaciones clinicamente relevantes, se sabe muy poco sobre la estructura
o funcion de esta region en comparacion con los dominios RING o BRCT(63). El gran niimero de
mutaciones que ocurren en esta region, sugiere que esta region es importante para la funcion
supresora de tumores de BRCA1(28). Por sus implicaciones funcionales y su alta frecuencia de
mutacion, este trabajo demuestra que se debe realizar el analisis de esta regién en todos los
pacientes mexicanos que tengan sospecha de SHCMO. Estos andlisis no se deben basar en la
secuenciacion masiva ni en ensayos bioinformaticos, ya que este cambio gendmico es muy grande
y no es detectable por los enfoques estandar de secuenciacion masiva y los analisis bioinformaticos
no estan validados y tienen sensibilidades variables(105). Por ejemplo, en este estudio los analisis
bioinformaticos detectaron a 4 de 5 pacientes con la delecion, por lo que la PCR es un método de
deteccion mas adecuado por ser mas sensible. La alta frecuencia de esta mutacién en nuestra
poblacion representa un problema de salud publica relevante y los pacientes mexicanos de alto
riesgo deben ser examinados para detectar su presencia y poder obtener el asesoramiento genético

correspondiente.

Recientemente la secuenciacion de exomas, la region codificante completa del genoma, ha
permitido detectar que existen variantes en distintos genes que producen el mismo fenotipo
patologico observado en el SHCMO, a esto se le conoce como heterogeneidad de locus y en el
SHCMO se han detectado cerca de 25 genes que posiblemente se asocian a este sindrome, y se
espera que conforme los andlisis genéticos se incrementen se pueda expandir esta lista de genes, y
a su vez determinar el riesgo que predisponen(120). En este estudio se detectaron tres genes en
donde ya se ha establecido que predisponen a un riesgo moderado de desarrollar cancer de mama,
uno de ellos es NBN con una proporcion del 2.1% (1/47), participa en el complejo MRN el cual
funciona activando a la cinasa serina/treonina ataxia telangiectasia mutada (ATM) (121-123)
perteneciente a la via de sefalizacidon que activa punto de control cuando existe dafio al ADN;
ATM es otro de los genes de riesgo moderado que presentd alteraciones con una proporcion del
4.2% (2/47). Los productos proteicos de ambos genes son relevantes en el inicio del proceso de la
reparacion del dafio al ADN por el mecanismo de RH, proceso que mantiene la estabilidad
genomica de la célula(121). Se ha observado que ATM confiere un riesgo para cancer de mama del

60% hasta los 80 afios, mientras que a NBN se le atribuye 3 veces mas riesgo de padecer cancer de
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mama (RM: 3.0)(25). Hasta la fecha se desconoce si la mutacion de ATM y NBN causa algun
riesgo a cancer de ovario(25). El tercer gen de riesgo moderado es CHEKZ2, con una proporcion de
2.1% (1/47). La proteina codificada por este gen es un regulador del ciclo celular, que actia en el
la misma via de ATM para la activacion del punto de control del ciclo celular y es considerado
como un supresor de tumores(124). CHEK2 contiene un dominio de interaccion proteico asociado
a la horquilla de replicacion que es esencial para la activacion en respuesta al dano al ADN y es
fosforilado por ATM en respuesta al dafio en la doble cadena(125). Cuando se activa, inhibe la
fosfatasa CDC25C, impidiendo la entrada a la fase de mitosis(126). También se ha demostrado
que CHEK2 estabiliza a la proteina supresora de tumores p53, dando lugar a la interrupcion del
ciclo celular en G1'*7. Ademas, esta proteina interactia con BRCA1, permitiendo que se restaure
la supervivencia después del dafio al ADN(127). Las mutaciones en este gen se han relacionado
con el sindrome de Li-Fraumeni, un fenotipo de cancer familiar altamente penetrante asociado
generalmente con mutaciones heredadas en TP53(128). Ademas, se cree que las mutaciones en
este gen confieren una predisposicion a sarcomas, cancer de mama y tumores cerebrales(129). El
riesgo que confiere para cancer de mama es de 37% para la edad de 70 afos y se desconoce el
riesgo para el desarrollo de cancer de ovario(25).

La mayoria de los genes que presentaron mutaciones patogénicas son supresores de tumores
involucrados en el mantenimiento de la estabilidad gendmica que no han sido estudiados
suficientemente(25).

En este estudio, se encontraron variantes patogénicas en 17 genes no-BRCA que estan
involucrados en distintas vias relacionadas a la estabilidad genémica (ATR, LIG4, POLH, ERCCS3,
WRN, FANCB, FANCC, FANCF, FANCI, FANCL, FANCM, RAD51C/FANCR, RECQL4, MLH1,
MSH®6, TERT, TSC2), las cuales incluyen los mecanismos de reparacion del ADN por RH, por
apareamientos de bases erroneos, por union de extremos no homologos y por escision de bases(25).
Estos genes son considerados candidatos a la predisposicion del cancer de mama y ovario, debido
a las vias de sefializacion en las que estan involucrados y a las frecuencias con que se han detectado
en diversos analisis poblacionales (25,87). Estos estudios sugieren que existe una asociacion entre
las mutaciones en estos genes y el desarrollo de cancer de mama, aunque debido a la baja
frecuencia de estos alelos en las poblaciones estudiadas el riesgo que confieren todavia es
desconocido. En este sentido, este trabajo aporta evidencia de que los portadores de variantes

patogénicas en estos genes mutados en baja frecuencia estan presentes en los pacientes que retinen
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los criterios de inclusion de la NCCN y que posiblemente tienen un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama y otros tipos de tumores, debido a que los pacientes que se analizaron tienen
familiares consanguineos afectados con distintos tipos de cancer.

Se detectaron las alteraciones patogénicas en los genes MSR1, PDE11A, CD96 y LIG4, los cuales
no han sido reportados previamente en pacientes con cancer de mama y ovario, Interesantemente
todos, con excepcion de LIG4, no estan involucrados en el mantenimiento de la estabilidad
gendémica. La variante R293X en MSR1, fue detectada en dos pacientes con cancer de mama no
relacionados consanguineamente. Este gen codifica para un receptor de macréfagos (macrophage
scavenger receptor 1) que participa en la mediacion de la union, internalizacidon y procesamiento
de macromoléculas cargadas negativamente(130). Su ubicacion citogenética es 8p22, consiste en
11 exones y los transcritos generados son productos de corte y empalme alternativo(130). Una
delecion en la region 8p23-p22 de MSR1, ha demostrado tener una asociacion al desarrollo de
cancer de prostata hereditario con un patron de herencia autosémico dominante(131). Los otros
fenotipos patoldgicos descritos que se asocian a alteraciones genéticas hereditarias en MSR1, son
el es6fago de Barrett, una enfermedad inflamatoria, y el adenocarcinoma de es6fago. En estudios
realizados en poblacion europea se ha determinado que existe una asociacion entre la inflamacion,
el aumento en el ciclo celular, el es6fago de Barret y adenocarcinoma de esofago(132).
Actualmente, no existe informacion de la asociacion de variantes en MSR1 y el cancer de mama.
Para definir la penetrancia de estas variantes es necesario realizar estudios de co-segregacion en
las dos familias que presentaron la mutacion R293X en MSR1.

En PDE11A, otro gen no asociado al cancer de mama, se detectaron 3 pacientes con distintas
variantes; dos de ellas en el exdn 2 que truncan a la proteina (R329X, R307X) y una delecion en
el exon 1 que corre el marco de lectura (G57fs). PDE11A es una fosfodiesterasa que hidroliza a
los segundos mensajeros cAMP y cGMP, su localizacion citogenética es 2q31.2 y esta asociada a
la enfermedad adenocortical primaria nodular pigmentada con un patrén de herencia autosomica
dominante (R307X). No se tiene reporte de la variante R329X en OMIM, aunque en la base de
datos EXAC, que cuenta con 60,706 exomas secuenciados, esta reportada con una frecuencia de
0.00035 (4/11554) en la poblacion hispana, indicando que es una variante rara. La variante G57fs
estd reportada en OMIM como una variante de significado clinico incierto para la enfermedad
adenocortical primaria nodular pigmentada y se tiene una frecuencia alta en poblacion de Asia del

sur. Se han detectado variantes en este gen que estan asociadas al cancer familiar testicular de
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célula germinal, todas siendo variantes que inactivan a la proteina(133). No se ha reportado algin
caso que esté relacionado al cancer de mama.

Otro de los genes no asociados al cancer de mama que presentd una mutacion patogénica en un
sitio de corte y empalme es CD96. Este gen participa en la activacion de células T, su localizacion
citogenética es 3q13.1-q13.2 y estéd asociado al Sindrome C, con un patrén de herencia autosomico
recesivo. Las variantes asociadas a este sindrome, interfieren con el crecimiento y la adhesion
celular (134). No se tiene reporte de alguna variante en sitio de corte y empalme en OMIM, aunque
en las base de datos EXAC y de 1000G esta reportada con una frecuencia inferior al 0.001 en
diferentes poblaciones, lo que indica que es una variante rara y con posible fenotipo patologico.
En el gen LIG4 se detectaron 2 variantes (S205fs, R505fs) en el exon 2 que corren el marco de
lectura abierto. Este gen codifica para una ligasa de ADN en el locus 13g33.3 y se asocia al
sindrome de LIG4 con un patrén de herencia autosémico recesivo, caracterizado por microcefalia,
facies anormales, sensibilidad a la radiacion ionizante e inmunodeficiencias. El producto del gen
L1G4 es parte del mecanismo de union de extremos no homoélogos requerido para la reparacion de
las rupturas de doble cadena del ADN, y es necesario para evitar la mutagénesis y apoptosis
generada por las rupturas de doble cadena(135). Aunque no se ha reportado hasta el momento,
existe la posibilidad de que debido al papel bioquimico que tiene LIG4 en la reparacion del ADN,
este gen pueda tener alguna repercusion en el desarrollo de cancer de mama y ovario.

Existen genes, que no presentaron alteraciones en este estudio, que aparentemente no estan
directamente relacionados en vias de sefializacion asociadas a cancer de mama y ovario pero cuya
mutacion ya se ha descrito como determinante genética al desarrollo del SHCMO. Un ejemplo es
CDHL1, la cual codifica para caderina-E que es una glicoproteina transmembranal involucrada en
la adhesion celular, Mutaciones de CDHL1 en la linea germinal estdn asociadas al cancer gastrico
difuso hereditario (OMIM137215), y al desarrollo tumores secundarios de mama lobular asociadas
al cancer gastrico difuso hereditario (136). En el SHCMO se ha calculado que mutaciones en este
gen confieren un riesgo de 42% para la edad de 80 afios(25). Otro caso es NF1, el cual esta
involucrado en regular la via de sefializacion de RAS y que confiere hasta 6.5 veces més riesgo de
padecer cancer de mama en mujeres de 30 a 39 afios(137). Un tercer ejemplo es PTEN, una
fosfatasa que regula la via PI3BK-AKT-mTOR, y que aporta un 85% de riesgo de padecer cancer
de mama para los 70 afios. Por ultimo, el gen STK11 es una cinasa de serinas y treoninas, que

regula la via AMPK, involucrada en el metabolismo celular de crecimiento y biosintesis de
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organelos (86). Mutaciones en este gen incrementan el riesgo de padecer cancer de mama hasta en
32%, para la edad de 60 afios y de cancer de ovario un 13% para los 60 afios(25). El producto del
gen STK11 ha sido recientemente asociado a la via de reparacion por RH, debido al incremento de
rupturas de doble cadena cuando esta ruta estd inhibida en lineas celulares(138). Estos genes son
un claro ejemplo de la posibilidad que existe en detectar nuevos candidatos que no estén
relacionados a vias del mantenimiento de la estabilidad genomica para el desarrollo del SHCMO.
Es por lo anterior que los genes no asociados previamente al cancer de mama que presentaron
variantes patogénicas en esta investigacion no pueden ser descartados en su totalidad. Debido a la
falta de mas evidencia de su mutacion en familias con antecedentes de cancer, y a que ain no es
claro el mecanismo por el cual algunos de estos genes puedan estar involucrados en el desarrollo
de SHCMO, es necesario realizar analisis de ligamiento en los familiares y en més pacientes para
determinar si existe alguna relacion causal con la enfermedad.

En la mayoria de los genes asociados a SHCMO existe evidencia del riesgo que confieren las
variantes que truncan a la proteina, asumiendo que por consiguiente pierden su funcion (116). Para
las variantes con significado clinico incierto (VUS), las cuales implican cambios de aminodcido,
se analiz0 si estas variantes afectan directamente los sitios de fosforilacion mediante el algoritmo
in silico ReKINect. Dos variantes resultaron afectar el sitio de fosforilacion: una en AIP y otra en
APC. Estos genes han sido reportados como posibles candidatos a generar susceptibilidad al cancer
(87). La variante en AIP (V49M) se encuentra cerca del sitio de fosforilacion, en el dominio
FKBP_C, que tiene actividad de prolilisomerasa. En un estudio previo se realizaron ensayos in
vitro de variantes en este gen y se detectd que la variante alélica V49M de la proteina de AIP,
detectada en este trabajo, pierde significativamente su funcidon de activacion transcripcional de
genes del metabolismo de xenobidticos y tienen menor estabilidad(139). Se han encontrado
mutaciones en la region N- terminal de AIP en casos de familias con adenomas pituitarios, sin
embargo el impacto de estas mutaciones sigue siendo controversial(139). Este estudio aporta
evidencia de la posible implicacién de mutaciones en AIP en el SHCMO.

La variante en APC (S2535G), fue la unica que se detectd con un efecto destructivo del sitio de
fosforilacion, ya que el aminoécido fosforilado S se cambi6 por uno no fosforilable G. Dicho sitio
estd presente en un dominio que contiene una proporcion alta de aminodcidos con carga positiva

y que interactiia con los microtiibulos. No se encontré evidencia de ensayos in vitro que sustenten
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el efecto de esta variante en la funcion de la proteina, por lo que es necesario hacer estudios
funcionales para determinar su potencial efecto patogénico.

Es un reto determinar si estas variantes con significado clinico incierto tienen algiin impacto en la
funcién de la proteina, la deteccion de éstas puede variar dependiendo los criterios que se tomen
en cuenta para clasificarlas. Se ha estimado que en el 28% de las familias con una variante
patogénica en genes de predisposicion al cancer de mama, tiene al menos un familiar con una VUS
(87).

De acuerdo a nuestra hipotesis, basada en la literatura, se esperaba encontrar en al menos 25% de
los pacientes una mutacion patogénica en uno de los 143 genes analizados. La frecuencia de
mutaciones fue de 13% (58/331), lo cual sugiere que existen otros genes o loci (no codificantes)
relacionados al desarrollo de la enfermedad, los cuales atin no han sido identificados. En conjunto,
este trabajo muestra que, a través del andlisis de paneles de genes ampliados, se pueden detectar
alelos con alteraciones potencialmente causales del SHCMO en genes distintos a BRCA1/2, asi
como variantes genéticas de cambio de aminoacido que son candidatas a ensayos funcionales y

estudios poblacionales para determinar su asociacion al SHCMO.
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10. Conclusiones
En este trabajo identificamos mutaciones patogénicas en 26 genes relacionados al desarrollo del
cancer hereditario en pacientes con historial heredo-familiar de céncer, lo cual demuestra que
BRCA1 y BRCAZ2 no son los unicos genes que participan en la epidemiologia molecular del
SHCMO en pacientes mexicanos. La alta frecuencia de la mutacion fundadora mexicana en

BRCAL plantea la posibilidad de su deteccion en una prueba rapida, sensible y econémica.

Existe una mayor contribucion de alelos patogénicos en otros genes con susceptibilidad al cancer
(55.1%) que en BRCA1/2 (48.3%), que posiblemente contribuyen al riesgo de padecer este
sindrome en nuestra poblacion, el amplio espectro de variantes patogénicas presente en estos
pacientes resalta la necesidad de utilizar tecnologias de deteccion de alto desempeiio como la
secuenciaciéon masiva con paneles genéticos extendidos para la identificacion de mutaciones en
nimeros grandes de pacientes, con la posibilidad de un mejor diagndstico molecular y evaluacion

de riesgo personalizada en los portadores.

Las VUS representaron un 22.9% en total y es de gran relevancia definir la implicacion de estas
variantes presentes en nuestra poblacion en el desarrollo de la enfermedad. El hecho de que en este
estudio el 62.30% de pacientes no presentd ninguna mutacion, sugiere que existen mas alteraciones

genéticas en el SHCMO que deben ser descubiertas, para el beneficio de los pacientes.

A nivel clinico, la implementaciéon de estos analisis con paneles extendidos de genes que
predisponen al cancer puede apoyar la toma de decisiones en la evaluacion de riesgo para el
SHCMO y contribuir a la terapia personalizada de familias que padecen este sindrome,
especialmente en los portadores asintomdticos de mutaciones, como medida de prevencion
primaria y secundaria (deteccion oportuna de la enfermedad).

Por ultimo, Los resultados de este proyecto permiten plantear perspectivas para continuar
investigando el impacto de las alteraciones en un nimero amplio de genes en el desarrollo del

SHCMO en nuestro pais.
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11. Perspectivas
Este proyecto aporta datos que invitan a continuar investigando el SHCMO desde un enfoque de
epidemiologia molecular en nuestro pais. Una de sus perspectivas principales es el andlisis de los
familiares consanguineos que estan relacionados a pacientes con variantes patogénicas, con el fin

de comenzar a establecer el riesgo que confieren estas mutaciones en nuestra poblacion.

Las variantes con significado clinico incierto detectadas en los pacientes de esta investigacion
estan sujetas a ser analizadas mediante ensayos funcionales que permitan establecer si estas

mutaciones tienen algin impacto en la funcion proteica.

A nivel regional, este trabajo mostré por primera vez en pacientes de una nacion de América
Latina, que aun analizando una cantidad considerable de genes que predisponen al cancer, la
frecuencia de pacientes que no presentd ninguna variante patogénica sigue siendo alta. En estos
pacientes existe la oportunidad de continuar estos andlisis moleculares para detectar re-arreglos
genoémicos grandes con métodos como MLPA e hibridacion genémica comparativa (CGH), ya que
existe una proporcion considerable de mutaciones en genes como BRCAL/2 y los genes de la
familia FANC que puede presentar este tipo de alteraciones estructurales no son detectables por
secuenciaciéon masiva. Aunque también existe la posibilidad de que las mutaciones no se
encuentren en regiones codificantes y se deba extender el analisis a regiones promotoras y regiones

no traducibles de los genes, con métodos gendmicos como la secuenciacion del exoma.

Colectivamente este trabajo plantea la necesidad de implementar métodos gendmicos de alto
rendimiento para contribuir en el conocimiento de la heterogeneidad a nivel de locus que partipa
en el desarrollo y susceptibilidad del cancer de mama hereditario. Lo anterior se traducira en

mejores estrategias de diagndstico molecular y seguimiento clinico de los pacientes de alto riesgo.
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