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l. RESUMEN EN ESPANOL

Tanto el cancer de mama (CaMa) como el cancer de ovario (CaOv), son
enfermedades heterogéneas cuya etiologia es multifactorial, sin embargo en
aquellas personas que son portadoras de mutaciones en los genes BRCAT1 y
BRCAZ2 el riesgo de desarrollar alguno de estos tipos de cancer incrementa mas
del 50%. Estos genes juegan un papel critico en los mecanismos de reparacion
del dafio al ADN y control del ciclo celular, en estudios recientes, se ha
demostrado que mutaciones germinales o somaticas deletéreas en BRCA1/2 en
pacientes con CaMa o CaOyv, estan asociadas a una mayor tasa de supervivencia
global en portadores (48%) con respecto a no-portadores (36%); es decir, la
presencia funcional de ambos genes en la célula tumoral le permite sobrevivir a la
terapia convencional. El objetivo de este estudio fue identificar mutaciones
germinales y somaticas en BRCA1y BRCAZ2 en pacientes con CaMa y CaOv. Los
genes BRCA1/2 fueron amplificados a partir de 25 ng de DNA utilizando el lon
Ampliseq BRCA 1 y 2 panel (Thermo Fisher Scientific). Se analizaron 126
muestras germinales de pacientes con CaMa, de las cuales 6.34% fueron
positivas para una mutacion patogénica en alguno de estos genes; y 46 muestras
germinales y somaticas de pacientes con CaOv, de ellas, 8.69% de las pacientes
porta una mutacién patogénica a nivel germinal; en este grupo no se identificaron

mutaciones somaticas.



Il ABSTRACT

Both, breast and ovarian cancer are heterogeneous diseases with multifactorial
etiology; however, in carriers of BRCA1 and BRCAZ2 mutation, the risk for
developing any these types of cancer increases by more than. These genes play a
central role in DNA repair mechanisms and cell cycle control. In recent studies it
has been demonstrated that germinal or somatic deleterious mutations of BRCA in
breast cancer or ovarian cancer patients are associated with a higher overall
survival in carriers (48%), with respect to non-carriers (36%); that is, the presence
of both BRCA functional genes in a tumor cell, allows it to survive conventional
therapy. The aim of this study was to identify BRCA1 and BRCA2 germinal and
somatic mutations of in patients with breast and ovarian cancer. BRCA1/2 genes
were amplified from 25 ng of DNA using lon Ampliseq BRCA 1 and 2 panel
(Thermo Fisher Scientific). We analyzed 126 germinal breast cancer samples,
6.34% were positive for one pathogenic mutation in any of these genes; and we
analyzed 46 germinal and somatic ovarian samples, 8.69% of patients carried one

pathogenic germinal mutation, we did not identify somatic mutations in this group.



. INTRODUCCION

1. Cancer

El cancer representa un importante problema de salud ya que es una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. En el 2012 se estimaron 14.1
millones de casos nuevos de cancer, y 8.2 millones de muertes por esta causa.
Los tipos de cancer mas frecuentes en ambos sexos son los siguientes: pulmon,
colon, mama, colorrectal, prostata, estomago e higado. Pero en la poblacién
femenina, el orden es el siguiente: mama, colorrectal, pulmdn, cervicouterino,

estomago, utero y ovario (Ferlay et al., 2015).

El cancer engloba un conjunto de enfermedades de origen multifactorial que
presentan como caracteristica en comun la capacidad de proliferar
descontroladamente como consecuencia de alteraciones genéticas y epigenéticas
que provocan la transformacion de células normales a células tumorales, las
cuales tienen la capacidad de invadir localmente y a distancia a otros tejidos.
Hanahan y Weinberg propusieron los “hallmarks of cancer’, que son las
caracteristicas que subyacen a la serie de cambios complejos en los tejidos que
dan lugar a tumores malignos. Los hallmarks incluyen: sefializacidén de crecimiento
autosuficiente, insensibilidad a las sefiales de inhibicion del crecimiento, evasidn
de la apoptosis, angiogénesis sostenida, potencial replicativo ilimitado, e invasion
y metastasis de tejidos. (D Hanahan & Weinberg, 2000). Posteriormente se
describié, que la adquisicién de estos hallmarks hacia posible dos caracteristicas
importantes para las células tumorales, la inestabilidad genética y un estado de

inflamacion promotor del crecimiento del tumor; ademas se incorporaron dos



hallmarks emergentes, la reprogramacion del metabolismo energético y la evasion

del sistema inmunolégico (Figura 1) (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura1. Caracteristicas distintivas del cancer. Caracteristicas que las células tumorales adquieren

durante el proceso de carcinogénesis (Douglas Hanahan & Weinberg, 2011).

1.1. Cancer de mama

El CaMa es una neoplasia que se desarrolla a partir del tejido mamario, el 80% de
los casos de esta enfermedad corresponde a neoplasias ductales y el resto a

neoplasias lobulillares.



Los tumores de la glandula mamaria son considerados una enfermedad
multifactorial, y se conocen diversos factores que propician su desarrollo, entre
ellos factores biolégicos, ambientales, relacionados con los antecedentes

reproductivos y del estilo de vida.

Sin embargo hay tumores que son propiciados por el componente genético, como
por ejemplo mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2, TP53, ATM o PTEN que
estan presentes entre el 5 y 10% de los canceres de mama (Thompson & Easton,

2004).

1.1.1. Estadisticas del cancer de mama

A nivel mundial el cancer de mama ocupa el primer lugar tanto en incidencia como
en mortalidad en mujeres, con 1.7 millones de casos nuevos diagnosticados al afo

y mas de 500 000 decesos (Figura 2) (Ferlay et al., 2015).

El riesgo de padecer esta enfermedad es mayor en mujeres de paises
desarrollados debido al incremento en la expectativa de vida y urbanizacion, sin
embargo, el riesgo de mortalidad es superior entre las mujeres que habitan en
paises en vias de desarrollo, debido a un menor acceso a los servicios de salud

para su deteccidon temprana y subsecuente tratamiento (Ferlay et al., 2015).

Ademas se estima que al menos la tercera parte de los casos de CaMa ocurre en
mujeres jovenes o menores de 50 afos; esta proporcidn varia de acuerdo a la
region geografica y estatus socioeconémico. En los paises desarrollados, solo el

12% de los casos son detectados en mujeres menores de 45 afnos, mientras que



este porcentaje se eleva hasta un 20% en los paises menos desarrollados

(Villarreal-Garza et al., 2013; Isabelle Romieu, Amadou, & Chajes, 2017).

En México, la probabilidad de desarrollar cancer de mama ha aumentado en las
ultimas décadas y a partir del 2006 éste ocupa el primer lugar de mortalidad por
tumor maligno en las mujeres mayores de 25 afnos (Chavarri-Guerra et al., 2012),
al ano se diagnostican alrededor de 20 000 casos nuevos, y mas de 5 000

decesos (Figura 3) (Ferlay et al., 2015).

En nuestro pais, una alta proporcién del total de numero de casos de CaMa son
diagnosticados en mujeres jovenes, alcanzando hasta un 15% en algunos

institutos de salud (Villarreal-Garza et al., 2015).

1.1.2. Estadificacion del cancer de mama

La estadificacion del cancer de mama proporciona informacion respecto al
prondstico y orienta del tratamiento. Los estudios de imagen en la actualidad son
un complemento para evaluar el tamano del tumor, la presencia de los ganglios y
las metastasis (TNM). En la tabla 1 se describe el sistema de estadificacion TNM
de la AJCC (American Joint Committee on Cancer) y en el tabla 2, la agrupacion

(Arce et al., 2011).



Tabla 1. Estadificacion TNM CaMa. Tomado y modificado de (Arce et al., 2011).

Tumor Primario

Tx
TO0
Tis

™
T1mi
T1a
T1b
T1c
T2
T3
T4

T4a

T4b

T4c
T4d

Nx
NO
N1
N2
N2a

N2b

N3

El tumor primario no puede ser evaluado.
No hay evidencia de tumor primario.
CDIS Carcinoma Ductal In Situ.
CLIS Carcinoma Lobulillar In Situ.
Enfermedad de Paget del pezon.
Tumor < 20 mm.
Tumor < 1Tmm en su diametro mayor.
Tumor > 1 mm pero < 5mm en su diametro mayor.
Tumor > 5 mm pero <10 mm en su diametro mayor.
Tumor > 10 mm pero < 20 mm en su diametro mayor.
Tumor >20 mm pero < 50 mm en su diametro mayor.
Tumor > 50 mm.
Tumor de cualquier tamafio con extension directa a la pared toracica
y/o dermis (ulceracion o nddulos cutaneos).
La invasion a la dermis no se considera como T4.
Extension a la pared toracica, no incluye solo la adherencia o
invasion al musculo pectoral.
Ulceracion y/o nddulos satélite y/o edema (incluye piel de naranja)
de la piel, que no cumple criterios de carcinoma inflamatorio.
T4ay T4b combinados.
Carcinoma inflamatorio.
Ganglios
Los ganglios regionales no pueden ser evaluados.
No hay metastasis en los ganglios regionales.
Metastasis maoviles en los ganglios ipsilaterales, del nivel | o Il de la
axila.
Metastasis en ganglios ipsilaterales en el nivel | o Il de la axila, que
estan fijos o en conglomerado.
Metastasis en ganglios ipsilaterales del nivel | o Il, fijos entre ellos o
a otras estructuras.
Metastasis en los ganglios de la cadena mamaria interna en
ausencia de ganglios axilares clinicamente detectables.
Metastasis a ganglios infraclaviculares (nivel Ill) ipsilaterales con o
sin involucro a ganglios de los niveles | o Il.
Ganglios en la cadena mamaria interna con afeccion a los ganglios |
o Il axilar.
Metastasis a ganglios supraclaviculares ipsilaterales con o sin




afeccion de los ganglios axilares o de la cadena mamaria interna.

N3a Metastasis a ganglios infraclaviculares ipsilares.
N3b Metastasis a ganglios ipsilares de la cadena mamaria interna.
N3c Metastasis a ganglios supraclaviculares ipsilares.
Metastasis
MO No hay evidencia clinica o radiografica de metastasis a distancia.

cMO (i+) No hay evidencia clinica o radiografica de metastasis a distancia,
pero existen depositos moleculares o microscopicos detectados por
células tumorales circundantes en sangre, médula 6sea o ganglios
regionales menores a 0.2 mm en un pacientes sin sintomas de
metastasis.

M1 Metastasis a distancia detectable.

Tabla 2. Agrupaciéon TNM CaMa. Tomado y modificado de (Arce et al., 2011).

Estadio T N M
0 Tix NO MO
1A T1 NO MO
IB TO N1M1 MO

T N1M1 MO
A TO N1 MO
T N1 MO
T2 NO MO
IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lnc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1




1.1.3. Subtipos moleculares del cancer de mama

El CaMa es una enfermedad heterogénea en la que se agrupan diversas
entidades, las cuales difieren en sus caracteristicas histoldgicas, biologicas y
principalmente en la respuesta al tratamiento y su comportamiento clinico.
Inicialmente el CaMa era clasificado con base en la morfologia y criterios
adicionales como el tamafo y grado del tumor, estado de los nddulos linfaticos y lo
cual es de gran utilidad para asignar un prondstico y dar un tratamiento a esta
enfermedad (Elston CW, 2002). Sin embargo, la capacidad pronostica y predictiva
de todos estos parametros es limitada. Es por ello que se ha recurrido al uso de
tecnologias de alto rendimiento como los microarreglos de expresion para definir

los subtipos moleculares del cancer de mama (Weigelt & Reis-Filho, 2009).

En el 2000, Perou et al., propusieron que el CaMa podia ser clasificado en
subtipos a partir de los distintos perfiles de expresion génica identificados (Perou
et al., 2000). Los principales subtipos moleculares identificados son los siguientes:
luminal A, luminal B, basal-like y Erb-B2+ (HER2/neu). El subtipo luminal A es el
mas frecuente (aproximadamente un 67% del total los tumores de mama); posee
alta expresidon de genes relacionados con receptores hormonales y baja expresion
de genes involucrados en proliferacion celular, engloba tumores que expresan
receptores de estrogenos (RE), receptores de progesterona (RP), o ambos y
receptores del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER-2); éste subtipo
de cancer es el de menor grado de diferenciacion celular, tiende a crecer
lentamente, y presentan el mejor prondstico. El subtipo luminal B, a diferencia del

luminal A, presenta niveles menores de expresion de RE y niveles elevados de



expresion de genes relacionados con proliferacion (Ki67, TP53, PIKSAC, GATA3),
es positivo para RE o RP y HER-2; los tumores con éste subtipo crecen
ligeramente mas lento que el luminal A y su prondstico tiende a ser menos
favorable. El subtipo Erb-B2+ presenta RE y RP negativos y HER-2 positivo; los
tumores tienden a crecer mas rapido que los luminales y el prondstico puede ser
peor. Finalmente, el subtipo basal-like se caracteriza por ser negativo para todos
los receptores mencionados (RE-, RP- y HER-2-), pero expresa genes basales de
las células epiteliales, (CK5/6 y EGFR), se considera que este subtipo es el de

peor pronostico (Ornelas-Aguirre & Perez, 2013).

Afortunadamente, de acuerdo a lo considerado en varias de las discusiones
llevadas a cabo por los especialistas en las Conferencias internacionales de
cancer de mama en San Gallen, aunque la clasificacién por perfiles de expresion
genética permite un mejor entendimiento de esta enfermedad, sigue siendo de
gran utilidad que los subtipos moleculares del CaMa puedan ser relacionados con
el resultado de inmunohistoquimica para la presencia de RE, RP y HER-2, de tal
manera que para cada subtipo molecular, existe una definicién sustituta clinico-
patolégica (Tabla 1). Ademas, en la practica clinica la pregunta clave no es la
separacion de los subtipos definidos molecularmente, si no la discriminacion entre
pacientes que se beneficiaran o no de las terapias convencionales (Coates et al.,

2015; Goldhirsch et al., 2011, 2013).



Tabla 3. Subtipos moleculares del CaMa y sus caracteristicas.

Definicion
SIS su§t!tuta Inmunofenotipo Comportamiento
molecular clinico-
patolégica
Es el mas comun y menos
RE (+) y/o agresivo. Buen prondstico.
Luminal A “Luminal A-like” RP (+) Bajo grado histoldgico.
HER2 (-) Respuesta hormonal.
Asociado con la edad.
RE (+) y/o Similar al subtipo luminal A,
Luminal B “Luminal B-like” RP (+) pero peor pronostico.
HER2 (+) Mas comun RE (+)/RP (-).

Subtipo agresivo, alto grado
histologico e indice mitotico.

: . - EEIQZ (Rj)P -) Riesgo en mujeres < 40
Basal-like “Triple negativo CK 5/6 (+) y/o Ia:mos. .
EGFR (+) recuente en mujeres
premenopausicas
afroamericanas.
Es el menos comun,
RE (-) y/o altamente agresivo.
Erb-B2+ ‘HERZ2 positivo” RP (-) Alto grado histolégico.
HER2 (+) Riesgo en mujeres < 40
anos.

CK 5/6 (antigeno nuclear presente en todas las células que se encuentran en la fase proliferativa
del ciclo celular), EGFR (receptor de factor de crecimiento epidermal). Tomado y modificado de

(Imigo et al, 2011).

1.1.4. Tratamiento del cancer de mama

El tratamiento integral del CaMa es multidisciplinario, los manejos locorregionales
son cirugia y radioterapia en cualquiera de sus tres modalidades (neoadyuvante,
adyuvante y paliativa). La cirugia para el CaMa se ha ido modificando con el

conocimiento de la enfermedad, cambio la mastectomia radical, por mastectomia
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radical modificada y eventualmente por cirugia conservadora de mama(Sledge et

al., 2017).

El tratamiento sistémico incluye las siguientes modalidades:

e Quimioterapia

El desarrollo de los taxanos representa uno de los acontecimientos mas
importantes en la terapia sistémica contra el cancer de mama, tanto el paclitaxel
como el docetaxel muestran actividad similar o incluso mejor que las antraciclinas.
Un gran estudio randomizado en pacientes con cancer de mama metastasico,
compara el uso por separado de doxorrubicina, paclitaxel, y en combinacion,
indicando que la combinacién producia tasas de respuesta mas altas (Sledge,

2014).

Un gran porcentaje del cancer de mama TN, son positivos a mutaciones en
BRCA1/2, los cuales aparentemente responden a los inhibidores de PARP,
actualmente existe mucha intension en ensayos con estos agentes (Underhill et

al., 2011).

e Terapia endocrina

El desarrollo de los farmacos para el cancer de mama ER+. Ha sido uno de los
grandes avances de los afios 50s, y considerado como un paradigma para el
desarrollo de terapias blanco en oncologia. Y en la actualidad las terapias
antiestrogenos son en principal tratamiento en este grupo de pacientes (Sledge et

al., 2017).
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En el terreno adyuvante, la administracion de tamoxifén durante cinco afos ha
demostrado una disminucién en el riesgo a recurrencia de 40% y en riesgo de
muerte de 35%, asi como reduccion en el desarrollo de otro cancer de mama, lo
que se traduce en un beneficio absoluto a 15 afos de 12% y de muerte de 9%.
Los inhibidores de aromatasa farmacos representan otra opcion terapéutica en el
tratamiento adyuvante exclusivo de mujeres posmenopausicas, administrados de
forma inicial o secuencial, han demostrado mejorar la supervivencia libre de

enfermedad, no asi en la supervivencia global (Arce et al., 2011).

e Terapia blanco

El Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido en contra de la
proteina HER2. Multiples estudios han evaluado el beneficio de trastuzumab
concomitante o secuencial con quimioterapia de forma adyuvante, los resultados
combinados demuestran disminucion relativa del riesgo de recurrencia o muerte
por cualquier causa de 38%. Por ejemplo, En 1998, un estudio clinico
aleatorizado, en el que se utilizd6 quimioterapia convencional mas traztuzumab, se
mostré una mejora en la sobrevida de pacientes con cancer metastasico.
Posteriormente el uso de traztuzumab como adyuvante mejoro la sobrevida libre

de enfermedad y global en pacientes HER+ (Arce et al., 2011).

Por otra parte, el tratamiento del CaMa depende tanto de la etapa clinica como del
subtipo molecular, por lo que se divide en enfermedad temprana (donde se

incluyen los estadios | y Il), localmente avanzada y metastasica.
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El tratamiento para la enfermedad temprana incluye la cirugia (Granados &
Herrera, 2010), pudiendo tratarse de tratamiento conservador o tratamiento
radical; asi como radioterapia adyuvante y tratamiento sistémico, el cual engloba
hormonoterapia a base de tamoxifeno, quimioterapia con antraciclinas o taxanos y
terapia blanco con trastuzumab para pacientes con sobreexpresion de HER-2

(Cardenas Sanchez et al., 2015)

El tratamiento para etapas Il y lll incluyendo enfermedad localmente avanzada,
comprende quimioterapia neoadyuvante basada en taxanos, terapia blanco
neoadyuvante con trastuzumab (si el tumor es HER-2 positivo) y hormonoterapia
con inhibidores de aromatasa en mujeres postmenopausicas con expresion de
receptores hormonales; asi como cirugia y radioterapia en enfermedad localmente

avanzada (Cardenas Sanchez et al., 2015).

La enfermedad metastasica se define como de bajo riesgo para las pacientes con
receptores hormonales positivos, y negativo para HER-2, puesto que se ha
reportado que estas manifiestan periodos libres de enfermedad mayores a 2 afos,
y metastasis limitada a tejidos blandos y huesos; en estos casos el tratamiento de
primera eleccion es la terapia hormonal. En cambio la enfermedad metastasica de
alto riesgo se caracteriza por carecer de la expresion de receptores hormonales, y
presentar periodos libre de enfermedad menor a 2 afios, enfermedad metastasica
extensa y afeccion visceral. Siendo el tratamiento de eleccion la quimioterapia mas

trastuzumab (Granados & Herrera, 2010).
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1.2. Cancer de ovario

El CaOv es considerado como la neoplasia ginecolégica mas letal en el mundo.
Sin embargo, pese a que la mortalidad global ha disminuido en proporcion
moderada, la supervivencia a cinco afos se ha duplicado en los ultimos 20 afos

(Ferlay et al., 2015).

Los ovarios son 6rganos sexuales complejos que pueden ser asiento de tumores
de naturaleza, morfologia y actividad hormonal muy diversas, y el tipo mas comun
es el cancer de ovario epitelial, aunque también pueden desarrollarse a partir de
las células germinales o del estroma de los cordones sexuales de los ovarios

(Kaku et al., 2003).

Dentro de la categoria de CaOv epitelial se han incluido tumores de histologia y
grado de diferenciacion distinto. A la fecha se han reconocido la existencia de
cinco subtipos principales: seroso papilar de alto grado (el mas comun), seroso
papilar de bajo grado, endometrioide, mucinoso y de células claras (Kaku et al.,

2003).

Los factores de riesgo para presentar esta enfermedad son: la edad, historia
familiar, obesidad, antecedentes reproductivos. De tal manera que puede
considerarse que el CaOv tiene un modelo etiolégico multifactorial, sin embargo,
en un 10% aproximadamente de las mujeres, el desarrollo de esta neoplasia se

atribuye al componente genético (Hunn & Rodriguez, 2012).
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1.2.1. Estadisticas del cancer de ovario

El CaOv, a pesar de ser una neoplasia menos frecuente que el CaMa, no deja de
ser de importancia, debido a su alto porcentaje de mortalidad. A nivel mundial se
diagnostican alrededor de 230 000 casos, y mas de 150 000 muertes (Ferlay et al.,

2015) (Figura 2).

Estimated age-standardised incidence and mortality rates: women

Breast

Colorectum
Cervix uter
Lung
Corpus uteri
Stormach
Ovary
Thyroid
Liver
MNon-Hodgkin lymphoma
Leukaemia

Pancreas

Cesophagus
Kidney
M Incidence
Brain, nervous system W Mortality
0 10 20 30 40 50

ASR (W) rate per 100,000
Figura 2. Tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial en mujeres. Tomado y

modificado de (Ferlay et al., 2015).

México esta ubicado en la segunda region con mayor frecuencia de cancer de
ovario epitelial en el mundo, después de Estados Unidos, Canada y la Unién
Europea. En nuestro pais se detectan 3 200 casos al afio aproximadamente y mas
de 2 100 decesos (Figura 3). Para el 2015 la proyeccion fue de 4 500 casos
nuevos (Ferlay et al., 2015).
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Estimated age-standardised incidence and mortality rates: women

Breast
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Stomach
Liver
Ovary
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Pancreas
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Figura 3. Tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad en México en mujeres. Tomado y

modificado de (Ferlay et al., 2015).

Tanto en el mundo, como en nuestro pais, el diagndstico del CaOv se realiza en
etapas avanzadas (lll y IV) al menos el 75% de los casos, cifra que puede ser
superior en paises subdesarrollados, desafortunadamente no se considera que
este dato pueda ser reversible, ya que el CaOv no se considera como un tipo de

cancer que pueda ser detectado de manera precoz (Gallardo et al., 2011)

1.2.2. Estadificacion del cancer de ovario

La estadificaciéon del CaOv epitelial, es quirdrgica y realizada siempre por un
oncologo. Y se realiza de acuerdo con la ultima revision de la FIGO en el afio 2009

(Tabla 4). Se estima que solo el 15% de los casos se encuentra como enfermedad
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localizada en los ovarios, 17% como enfermedad locoregional y 62% presenta

enfermedad a distancia (Gallardo et al., 2011).

Tabla 4. Estadificacion del CaOv (Gallardo Rincén et al., 2011).

Etapa Descripciéon
| Crecimiento limitado a los ovarios.
1A Un ovario, sin ascitis, capsula intacta, sin tumor en la
superficie externa.
IB Afectacion de ambos ovarios, sin ascitis, capsula
intacta, sin tumor en la superficie externa.
IC Uno o ambos ovarios, con tumor en la superficie del

ovario, o ruptura de la capsula o ascitis o lavado
peritoneal con presencia de células malignas.
| Extension pélvica.

A Afectacion del utero y/o trompas de Falopio.
1= Afectacion de otros tejidos pélvicos.
lic [IA 6 1IB con tumor en la superficie del ovario o ruptura

de la capsula o ascitis o lavado peritoneal con
presencia de células malignas.
]l Implantes peritoneales fuera de la pelvis y/o ganglios
inguinales o ganglios retroperitoneales.
A Limitado predominantemente a la pelvis verdadera,
ganglios negativos, siempre microscopica del
peritoneo abdominal.

B Implantes del peritoneo abdominal menores a 2 cm,
ganglios negativos.
nc Implantes abdominales mayores a 2 cm y/o ganglios
retroperitoneales positivos o inguinales.
\") Metastasis a distancia.

Incluyendo metastasis hepaticas parenquimatosas, el
derrame pleural debe ser positivo para considerarlo
etapa 4.
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1.2.3. Clasificacion molecular del cancer de ovario

Debido a que las caracteristicas clinicopatologicas no son suficientes para
elaborar el pronéstico del CaOv, en la actualidad se hace uso de las tecnologias
genomicas de alto rendimiento, con la finalidad de identificar biomarcadores con
relevancia clinica para el diagnéstico y pronostico basados en firmas génicas (Shih

& Kurman, 2004).

Con base en los hallazgos morfolégicos y moleculares, Shih y Kurman en el 2004
propusieron un modelo dualistico en el que se agruparon los subtipos de cancer

de ovario epitelial de la siguiente manera:

Tipo I. Comprende el carcinoma seroso y endometroide de bajo grado, el de
células claras y el mucinoso, Se distinguen por ser generalmente de buen
prondstico, que suelen encontrarse en etapa temprana IA. En el aspecto genético
son estables y presentan mutaciones somaticas en los genes KRAS, BRAF,

ERBB2, CTNNB1, PTEN, PI3CA, ARIDIAY PPP2R1A (Shih & Kurman, 2004) .

Tipo Il. Corresponde al tumor seroso y endometrioide de alto grado, el carcinoma
indiferenciado y los tumores mesodérmicos mixtos (carcinosarcoma). El
comportamiento general de estas histologias es de mayor agresividad. Son de
rapido crecimiento, por lo que hasta el 75% de los caso se encuentra en etapas
avanzadas (ll a IV). Se ha observado que cursan con inestabilidad genética.
Suelen ser quimiorresistentes, los farmacos con mayor potencial de beneficio son

los inhibidores de PARP vy los antiangiogénicos (Shih & Kurman, 2004).
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1.2.4. Tratamiento del cancer de ovario

El tratamiento inicial para CaOv tanto para fines de diagndstico, estadificacion y

tratamiento es la cirugia estadificadora citorreductora.

En la actualidad, los tratamientos especificos recomendados para los carcinomas

de ovario dependen del estadio de la enfermedad (Jelovac & Armstrong, 2011).

Aproximadamente el 25% de las pacientes con cancer de ovario presentan la
enfermedad confinada a uno o los dos ovarios (FIGO estadio I) o a la pelvis (FIGO
estadio Il) (Jelovac & Armstrong, 2011); en estos casos (en estadios tempranos),
la mayoria de las mujeres con cancer de ovario son tratadas con cirugia, asi
como quimioterapia adyuvante, la cual puede ser a base de carboplatino

solamente o0 en combinacion con paclitaxel (Raja, Chopra, & Ledermann, 2012).

En el caso de los estadios avanzados del cancer de ovario (estadios Il y 1V), que
representa alrededor del 75% de las mujeres con esta neoplasia (Jelovac &
Armstrong, 2011), son tratadas con cirugia citorreductora primaria (Lopez-Graniel,
Gonzalez Encizo, Cantu de Ledn, Chang, & Padilla Longoria, 2007), seguida de
quimioterapia con medicamentos a base de platino como cisplatino o carboplatino

(Raja et al., 2012).

Para pacientes que no responden al retratamiento con carboplatino o paclitaxel o
que desarrollan resistencia a estos farmacos, se puede emplear manejo con
monoterapia basada en farmacos del tipo del topotecan, etopdsido oral,

gemcitabina, doxorrubicina liposomal y vinorelbina con respuestas esperadas
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menores (20 a 30%) mismas que son de corta duracion (Gallardo Rincon et al.,

2011).

El uso de los inhibidores de PARP es una nueva alternativa para el tratamiento de

pacientes con CaOv que presenten mutaciones en BRCA1/2 (Mirza et al., 2018)

2. Genes de predisposicion al cancer

Los genes que favorecen el proceso de tumorigénesis, pueden clasificarse en tres

grandes grupos: oncogenes, genes supresores de tumor y genes de estabilidad.

Los oncogenes, se encuentran mutados de tal manera que se encuentran
constitutivamente activados, o activados bajo condiciones que en una célula
normal no lo esta. La activacion de este tipo de genes puede darse de diferentes
formas, ya sea por translocacion de cromosomas, amplificacion o mutaciones

intragénicas (Vogelstein & Kinzler, 2004).

En los genes supresores de tumores, las alteraciones genéticas tienen el efecto
contrario: las mutaciones reducen la actividad de las proteinas producto de estos
genes. Tales inactivaciones son el resultado de mutaciones sin sentido en
aminoacidos que son esenciales para la actividad de las proteinas, mutaciones
que generan proteinas truncas, deleciones e inserciones de diferentes tamafos, o

de silenciamiento epigenético (Vogelstein & Kinzler, 2004).

Una tercera clase de genes, los genes de estabilidad o de vigilancia, cuando se
encuentran mutados promueven la tumorigénesis en una forma totalmente

diferente. Sus productos, se encargan de reparar el dafio al DNA generado
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durante la replicaciéon del DNA o por la exposicidon a mutagenos. En este grupo se
incluyen a los genes implicados en la reparacion de malapareamiento (MMR),
reparacion por escision de nucleétidos (NER) y reparacion por escision de bases
(BER), responsables de reparar dafios sutiles ocurridos durante la replicacion del
DNA o por exposicion a mutagenos. Otros genes de estabilidad controlan
procesos que involucran grandes regiones de cromosomas, tales como los
responsables de la recombinacion mitética y de la segregacion de cromosomas

(por ejemplo, BRCA1, BLM, ATM) (Tabla 5y 6) (Vogelstein & Kinzler, 2004).
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Tabla 5. Genes de predisposicion a cancer. Tomado y modificado de (Vogelstein & Kinzler, 2004).

Gen Sindrome Patror_1 . Second hit Vla.‘_ de_ .. Tipo de tumor
hereditario senalizacion
Supresores de tumor
APC EAP Dominante Inactivacion APC Colon, t|r0|<_jes, .
de alelo WT estomago, intestino
AXIN2 Poliposis atenuada Dominante Inactivacion APC Colon
de alelo WT
CDH1.(E- Cars:!noma gastrico Dominante &7 APC Estomago
caderina) familiar
Sindrome de Simpson- Ligado al Inactivacion .
e Golabi-Behmel cromosoma X de alelo WT ARG Slell
CYLD Cilindromatosis familiar Dominante Inactivacion APOP Pilomatricoma
de alelo WT
Exostosis multiple . Inactivacion
EXT1,2 hereditaria Dominante de alelo WT GLI Hueso
PTCH Sindrome de Gorlin Dominante Inactivacion GLI Piel, meduloblastoma
de alelo WT
SUFU FIINp elBlI Dominante LB GLI Piel, meduloblastoma
meduloblastoma de alelo WT
FH Leiomiomatosis hereditaria Dominante Inactivacion HIF1 Leiomiomas
de alelo WT
SDHB, C, D Paraganglioma familiar Dominante Inactivacion HIF1 Parangllomas,
de alelo WT feocromocitomas
Sindrome Von Hippel- . Inactivacion o
VHL Lindau Dominante de alelo WT HIF1 RiA6n
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TP53 (p53)

wrt1

STK11 (LKB1)

PTEN

TSC1, TSC2

CDKN2A
(p16INK4A,
p14ARF)
CDK4

RB1
NF1

BMPR1A

MEN1

SMAD4 (DPC4)

BHD

Sindrome de Li-Fraumeni

Tumor de Wilms familiar

Sindrome de Peutz-
Jeghers

Sindrome de Cowden

Esclerosis tuberosa

Melanoma maligno familiar

Melanoma maligno familiar

Retinoblastoma hereditario
Neurofibromatosis, tipo 1
Poliposis juvenil

Neoplasia endocrina
multiple, tipo 1
Poliposis juvenil

Sindrome de Birt-Hogg-
Dube

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Dominante

Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion
de alelo WT

Inactivacion
de alelo WT

o?

Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion

de alelo WT

Inactivacion
de alelo WT

Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion
de alelo WT

p53
p53
PI3K
PI3K

PI3K

RB

RB
RB

RTK

SMAD

SMAD

SMAD

Mama, sarcoma,
adrenal, cerebro

Wilms

Intestino, ovario,
pancreas
Hamartoma, glioma,
utero

Hamartoma, rindn

Melanoma, pancreas

Melanoma
Ojo
Neurofibroma

Gastrointestinal

Paratiroide, pituitaria,
células islotes,
carcinoide

Gastrointestinal

Renal, foliculo del
cabello
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HRPT2 Hiperparatiroidismo

NF2 Neurofibromatosis, tipo 2

Genes de estabilidad

MUTYH Poliposis atenuada

ATM Ataxia telangiectasia

BLM Sindrome de Bloom

BRCA1, Cancer de mama

BRCA2 hereditario

FANCA, C, D2, . :

E F.G Anemia de Fanconi

NBS1 Slundrome de ruptura de
Nijmegen

RECQL4 Sindrome de Rothmund-
Thomson

WRN Sindrome de Werner

MSH2, MLH1, , :

MSHS6, PMS2 Sindrome de Linch

XPA, C;

ERCC2-5; Xenoderma pigmentosa

DDB2

Oncogenes

KIT Tumores estromales

gastrointestinales familiar

Dominante

Dominante

Recesivo

Recesivo

Recesivo

Dominante

Recesivo

Recesivo

Recesivo
Recesivo

Dominante

Recesivo

Dominante

Inactivacion
de alelo WT
Inactivacion
de alelo WT

Inactivacion
de alelo WT

Inactivacion
de alelo WT

BER
CIN

CIN

CIN

CIN

CIN

CIN
CIN
MMR

NER

RTK

Paratiroide, fibroma
mandibular
Meningioma, neuroma
acustico

Colon

Leucemias, linfomas,
cerebro

Leucemias, linfomas,
piel

Mama, ovario
Leucemias
Linfomas, cerebro

Hueso, piel
Hueso, cerebro

Colon, utero

Piel

Tumores
gastrointestinales

24



VET Carcinoma qe celula§ | Dominante
renales papilar hereditario

PDGFRA Tumores estromales i ante
gastrointestinales familiar

Neoplasia endocrina

RET multiple, tipo Il

Dominante

Inactivacion
de alelo WT

&7

Inactivacion
de alelo WT

RTK

RTK

RTK

estromales

Rinon

Tumores
gastrointestinales
estromales

Tiroides, paratiroides,
adrenal

WT, wild type; APOC, via apoptotica; RTK, via de los receptores de tirosina cinasa.
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Tabla 6. Genes con mutaciones somaticas. Tomado y modificado de (Vogelstein & Kinzler, 2004).

Gene

Tipo de mutacién somatica

Cancer con gen mutado

Via de senalizacion

CTNNB1 (B-catenina)

BCL2
TNFRSFG6 (FAS)

BAX

FBXW?7 (CDC4)

GLI

HPVE6
MDM2
NOTCH1
AKT2
FOXO1A, 3?2
PI3KCA
CCND1 (ciclina D1)
HPVE7
TAL1

TFE3

ABL1 (ABL)

ALK
BRAF
EGFR

Activacion por cambio de codon
Translocacion

Activacion por cambio de coddn

Inactivacion por cambio de
codon

Inactivacion por cambio de
codon

Amplificacién, translocacion
Infeccion VPH
Amplificacion
Translocacion
Amplificacion
Translocacion

Activacion por cambio de codon
Amplificacién, translocacion
Infeccion VPH
Translocacion
Translocacion
Translocacion

Translocacion

Activacion por cambio de codon
Amplificacién, activacion por
cambio de codon

Colon, higado y meduloblastoma
Linfomas

Linfomas, tumor testicular de
células germinales

Colon, estomago

Colon, uterino , ovario, mama

Cerebro, sarcomas

Cervical

Sarcomas

Leucemias

Ovario, mama
Rabdomiosarcomas, leucemias

Colon, estomago, cerebro y mama

Leucemias, mama

Cervical

Leucemias

RifA6n, sarcomas

Leucemia mieldgena cronica
Linfoma anaplasico de células
grandes

Melanoma, colorrectal, tiroides
Glioblastoma, cancer de pulmén
de células no pequefas

APC
APOP

APOP
APOP

CIN

GLI
p53
p53
p53
PI3K
PI3K
PI3K
RB
RB
RB
RB
RTK

RTK
RTK
RTK
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EPHB2

ERBB2
FES

FGFR1-3

FLT3, 4
JAK2

KRAS2, N-RAS

NTRK1, 3

PDGFB
PDGFRB
EWSR1
RUNX1
SMAD2

TGFBR1, TGFBR2

BCL6
EVI1
HMGA2

HOXA9, 11, 13; HOXC13,
HOXD11, 13; HOX11,

Inactivacion por cambio de
codon

Amplificacion

Activacion por cambio de codon

Translocacion

Activacion por cambio de codon
Translocacion

Activacion por cambio de codon

Translocacion, activacion por
cambio de codon

Translocacion
Translocacion
Translocacion

Translocacion

Inactivacion por cambio de
codon

Inactivacion por cambio de
codoén

Translocacion
Translocacion
Translocacion

Translocacion

Prostata

Mama, ovario

Colon

Linfomas, cancer gastrico, cancer
de vejiga

Leucemias, angiosarcomas
Leucemias

Colorrectal, pancreatico, cancer de
pulmon de células no pequenas

Tiroides, mama secretorio, colon

Dermatofibrosarcomas y
fibroblastomas

Sarcomas

Sarcomas de Ewing, linfomas,
leucemias

Leucemias

Colon, mama

Colon, estomago, ovario

Linfomas
Leucemias
Lipomas

Leucemias

RTK

RTK
RTK

RTK

RTK
RTK

RTK

RTK

RTK
RTK
SMAD
SMAD
SMAD
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HOX11L2
MAP2K4 (MKK4)

MLL

MYC, MYCN, MYCL1

PTNP1, 11
RARA
SS18

Inactivacion por cambio de
codon

Translocacion, activacion por
cambio de codon

Amplificacion

Activacion por cambio de codon
Translocacion
Translocacion

Pancreas, mama, colon

Leucemias

Linfomas, neuroblastomas, cancer
de pulmén de células pequenas
Leucemias, colon

Leucemia promielocitica
Sarcomas sinoviales
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2.1. Genes BRCA1y BRCA2

BRCA1y BRCAZ2 son genes supresores de tumor, y portar una mutacion en ellos,

predispone a padecer cancer de mama y ovario.

En 1994 fue identificado por clonacién el gen BRCA1, ubicado en el brazo largo
del cromosoma 17 (17g21). Se compone de 24 exones distribuidos en poco mas
de 100 kb de DNA gendmico, pero solo 22 exones son codificantes para una
proteina de 1863 aminoacidos (Miki et al., 1994). Dicha proteina cuenta con cinco

dominios.

Y en 1995 se identifico a BRCAZ2 en el brazo largo del cromosoma 13 (13912.3).
Comprende alrededor de 70 kb, se compone de 27 exones, y solo 26 de ellos

codifican para una proteina de 3418 aminoacidos (Wooster et al., 1995) (Figura 4).

a Human BRCA1 »
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21 39 1009 2083 DNA binding
5 | [~ | [ - <A < R |
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Figura 4. Dominios de las proteinas BRCA1 y BRCA2. Tomado y modifica de (Roy et al., 2012).
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2.1.1. Funcioén de las proteinas BRCA1 y BRCA2

Tanto BRCA1 como BRCAZ2 tienen un papel esencial en la recombinacion
homologa, el principal mecanismo para la reparacién de ruptura de doble cadena

del DNA (Walsh, 2015).

La primera evidencia que sugirio un rol de BRCA1 en la reparacion de dano al
DNA, fue la observacién de su hiperfosforilacion en respuesta a dafio al DNA
(Scully et al.,, 1997). Estudios subsecuentes demostraron la participacion de
BRCA1 y BRCA2 en forma de complejos que activan la reparacién de doble corte
de cadena del DNA (DBS) e inicio de la recombinacién homdloga (HR),

mecanismo esencial para mantener la integridad gendémica y la supresién tumoral.

BRCA1 y BRCAZ2 se colocalizan con Rad51 en forma de complejo en los sitios de
recombinacién y focos inducidos por dafio al DNA, lo que sugiere que las
proteinas BRCAs tienen una funcién tanto en la deteccion como en la reparacién

de DBS (Scully et al., 1997).

El rol que juegan BRCA1 y BRCA2 en la reparacion de DBS por HR parece ser
diferente. Cuando el DNA es dafado, BRCA1 es fosforilada y se colocaliza en el
sitio danado con Rad51, sin embargo se desconoce la naturaleza de la interaccion
de BRCA1 y Rad51, de hecho esta interaccion estereoquimica es insignificante, lo
que sugiere que BRCA1 no regula directamente a RAD51. Aparentemente BRCA1
funciona como regulador del complejo Rad50-Mre11-NBS1. En cambio, se sabe

que BRCAZ2 interactua directamente con RAD51 a través de sus repetidos BRC y
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de su dominio localizado en el carboxilo terminal (Figura 5) (Sharan et al., 1997;

Wong, Pero, Ormonde, Tavtigian, & Bartel, 1997).

DSB

!

Resection

i 1
HERNERNRNERRREN

l

Strand invasion

HR

Figura 5. Mecanismo molecular en respuesta al dafio al DNA. Tomado y modificado de (Roy et al.,

2012).

Otras de las funciones en las que se encuentran implicadas las proteinas BRCAs

son:

e Control del ciclo celular: Se describi6 que BRCA1 es fundamental para el

control del ciclo celular, cuando se reporté que la fosforilacion de BRCA1
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mediada por ATM es indispensable para el punto de control G2/M en
respuesta al dafio al DNA (David Cortez, Yi Wang, Jun Qin, 1999)

e Ubiquitinacion: BRCA1, puede actuar como una E3 ubiquitin ligasa,
marcando a multiples blancos. La ubiquitinacion es un proceso por el cual
las proteinas son marcadas para su degradacion mediante el proteasoma, o
incluso la ubiquitinacion puede favorecer la estabilizacion (Mallery,
Vandenberg, & Hiom, 2002).

e Remodelacion de la cromatina: BRCA1 ha sido implicada en la regulacion
transcripcional de algunos genes en respuesta al dafio al DNA, ya que su
extremo C-terminal se une y activa la maquinaria transcripcional basal
(Chapman & Verma, 1996; Monteiro, August, & Hanafusa, 1996).

2.1.2. Mutaciones en BRCA1y BRCA2 en cancer de mama y ovario

BRCA1/2 son los genes mas importantes de susceptibilidad a padecer cancer de
mama y de ovario. La identificacion de mutaciones en BRCA1/2 es un importante
componente tanto para la prevencion como para el tratamiento del CaMa y CaOv

(Claus et al., 1996).

Portar mutaciones en los genes BRCA1/2 incrementa de manera significativa el

riesgo de desarrollar cancer (Risch et al., 2001) (Figura 6).
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Figura 6. Riesgo de padecer cancer de mama y ovario si se porta una mutacion en los genes

BRCA1/2.

Las mutaciones en BRCA1 y BRCAZ2 parecen estar distribuidas a lo largo de toda
la secuencia codificante, la mayoria de estas mutaciones encontradas en CaMa y
CaOv generan una proteina trunca. Los tipos de mutaciones mas frecuentes son
pequefias inserciones o deleciones que generan corrimiento del marco de lectura,
codon de paro o mutaciones que afectan los sitios de splicing, resultando en la
deleciéon parcial o completa de exones o insercion de secuencias intronicas. El
consorcio vinculado al CaMa ha estimado que aproximadamente el 70% de las
mutaciones en BRCA71 y 93 % de las mutaciones en BRCAZ2 son de este tipo

(Thompson & Easton, 2004).

También se han identificado rearreglos de gran escala, incluyendo inserciones,

deleciones o duplicaciones de mas de 500 kb de DNA, con mayor frecuencia en
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BRCA1, propiciado por la alta densidad de secuencias repetidas Alu en este gen,

aproximadamente 42% vs 20% en BRCAZ2 (Smith et al., 1996).

Mientras que la mayoria de las mutaciones en BRCA1 y BRCAZ2 son observadas
infrecuentemente, ciertas mutaciones han sido observadas en varias ocasiones.
Mediante analisis de haplotipos usando marcadores que flanquean los genes, se
ha demostrado que en la mayoria de los casos, estas mutaciones recurrentes
descienden de un solo fundador, tales mutaciones tienden a ser comunes en
poblaciones especificas. Este tipo de mutaciones pueden ser mas frecuente si la
poblacién se ha forma a partir de un grupo fundador relativamente pequeno. Los
ejemplos mejor caracterizados ocurren en las poblaciones Judia-Ashkenazi con
las mutaciones 185delAG y 5382insC en BRCA71 y 6174delT en BRCAZ2
(Abeliovich et al., 1997), mientras que en la poblacion Islandesa se ha identificado
la mutacion 999del5 en BRCAZ2 (Gudmundsson, Johannesdottir, & Arason, 1996;

Thorlacius et al., 1996).

3. Secuenciaciéon de nueva generacion

El método de secuenciacion Sanger, utilizado desde 1977 (Sanger, Nicklen, &
Coulson, 1977), es considerado como de primera generacion, y los métodos que
surgieron después son referidos como secuenciacién de nueva generacion (NGS).
Estas nuevas tecnologias consisten en la preparacion de libreria, preparacion de

templado y el proceso de secuenciacion finalmente.

La mayor ventaja ofrecida por NSG es la gran cantidad de informacion obtenida a

costos relativamente bajos. Las principales plataformas son las siguientes:
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3.1. Pirosecuenciacion:

Es considerado el primer método de secuenciacion masiva, el método fue
publicado en Nature en 2005 y se describié como un sistema de secuenciacion
escalable y altamente paralelo, con un rendimiento significativamente mayor que

los instrumentos de electroforesis capilar (Margulies et al., 2005).

El método consiste en 4 pasos:

1. Fragmentacion del material genético. 2. Ligacion de oligonucleotidos
(adaptadores) en cada uno de los extremos. 3. Amplificacion clonal mediante PCR
en emulsiéon. 4. Secuenciacion por sintesis usando un protocolo de

pirosecuenciacion optimizado en un soporte solido y en escala de picolitros.

La principal diferencia de este método con la secuenciacion Sanger, es que no
utiliza nucledtidos terminadores, en este caso, la secuenciacion es llevada a cabo
por ciclos, en los que se ofrece un nucledtido conocido a la vez, de tal manera que
cuando se incorpora el nucledtido correspondiente a la cadena de DNA
sintetizada, se libera un pirofosfato, este pirofosfato es convertido en luz que es

captado por una camara; finalmente los datos se procesan (Margulies et al., 2005).

3.2. llumina

En esta plataforma se utilizan nucleétidos terminadores marcados con moléculas
fluorescentes al igual que en la secuenciacion Sanger. La principal diferencia de
esta tecnologia que se lanzé al mercado en el 2006 es la posibilidad de

desbloquear al carbono 3’ en el que se afade el nucledtido terminador, de tal
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manera que pueda aceptar una nueva base para continuar la reaccion de
secuenciacion, haciendo que la incorporaciéon de un nucleédtido terminador sea

reversible.

Los primeros pasos consisten en la fragmentacion del ADN vy ligacion de
adaptadores, para posteriormente realizar la amplificacion que consiste en un
compartimento de flujo y un estado solido en el que se encuentran los pozos en
los que llevan a cabo la reaccion de secuenciacidon. En este caso, la deteccidon de
la incorporacion de los nucleétidos se lleva a cabo en una superficie sélida:
llamada “flow cell’, donde también se lleva a cabo la reaccion de secuenciacion

(Metzker, 2010).

3.3. lon Torrent

La plataforma lon Torrent es reconocida como la primera tecnologia de
secuenciacion postlight del mundo. Esta tecnologia desarrollo un nuevo chip
semiconductor con una alta densidad de pozos micromecanizados para realizar
procesos bioquimicos de forma masivamente paralela, debajo de los pozos hay

una capa sensible a los iones y un sensor de iones (Rusk, 2011) (Figura 7).

Para las plataformas de secuenciacion lon Torrent, el templado es generado en
beads o ion sphere particles, mediante PCR en emulsién. La deteccion de
nucleotidos incorporados no es a través de fluorescencia, si no que al momento de
la sintesis del DNA, por cada nucleétido que se incorpora se libera un H+, el cual

es detectado como un cambio de pH por el microsensor de cada pozo (Figura 8).
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Posteriormente se traducen directamente las sefales quimicas en formato digital

(Buermans & den Dunnen, 2014).

Wafer Chip
Samiconductor Manufacturing Semiconductor Packaging
o e
T el Sl
Senshq-lay?f
Sensor Plate :
CGTAC e
- Single Sensor Millions of Sensors
Stiicon Substrale Chemical to Digital Sequencs Semiconductor Design

Figura 7. Estructura de los Chips lon Torrent. Tomado y modificado de (Kohn et al., 2013)

Example:

Figura 8. Esquematizacion de la liberacion de un H+ durante la sintesis de DNA. Tomado y

modificado de (Kohn et al., 2013).



La introduccion de los secuenciadores semiconductores (lon Torrent Personal
Genome Machine (PGM), lon Torrent Proton, lon Torrent S5) (Figura 9) brindan
nuevas oportunidades para el estudio gendomico del cancer. En la tabla 7, se

observan las caracteristicas y el rendimiento de los chips utilizados con el PGM.

Figura 9. Secuenciador PGM de lon torrent.

Tabla 7. Especificaciones y rendimiento de los chips disponibles para el PGM de lon Torrent.

Tomado y modificado de (Kohn et al., 2013)

lon Torrent PGM

Tipo de chip lon chip 314 lon chip 316 lon chip 318
E&'pde pozos por 1300 000 6 300 000 11 000 000
Rendimiento total 10-40 Mb 100-400 Mb ~1 Gb
Total de lecturas 600 000 3 000 000 6 000 000
LLILOCL 2.4 3.1 45

corrida en horas
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IV. OBJETIVO GENERAL

Identificar mutaciones germinales y somaticas en BRCA1 y BRCAZ2 en pacientes

con CaMa y CaOw.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Secuenciar BRCA1y BRCAZ2 en muestras germinales de CaMa.

Secuenciar BRCA1y BRCAZ2 en muestras germinales y somaticas de CaOv.
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VI. ANTECEDENTES

Los reportes que destacan para el analisis de mutaciones en BRCA1 y BRCAZ2
hechos en poblacion hispana son los estudios de Weitzel y colaboradores, quienes
documentaron la primera mutacion fundadora en poblacion Mexicana (Weitzel et

al., 2007).

Entre los estudios reportados en México se encuentran los siguientes:

Ruiz-Flores et al., en el 2002, secuenciaron la regidén codificante de BRCA1 y
BRCA2 de linfocitos de 32 pacientes jovenes con CaMa identificando una
frecuencia del 6% de pacientes con una mutacion patogénica (Ruiz-Flores et al.,

2002).

Vidal-Millan et al., en el 2009, en un grupo de 40 pacientes con CaMa hereditario o
mujeres jovenes, encontraron que un 5% de ellas portaban una mutaciones

patogénicas a nivel germinal en BRCA1 o BRCAZ2.

En el 2012, Vaca-Paniagua et al., mediante pirosecuenciacion analizaron las
regiones exonicas y regiones de splicing de BRCA1/2 en 39 pacientes con CaMa
y/o CaOv, algunos de los cuales presentaban una historia familiar de CaMa; y
reportaron una frecuencia del 10.2% de mutaciones en su grupo de estudio (Vaca-

Paniagua et al., 2012).

En el 2014, Torres-Mejia et al., analizaron 810 muestras germinales de pacientes
con CaMa, identificando 35 mutaciones (20 en BRCA1 y 15 en BRCA2) en 34

pacientes (4.3%) (Torres-Mejia et al., 2015).
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En el 2015, Villareal-Garza, utilizando un panel de mutaciones disefado para
poblacién hispana (HISPANEL), encontraron una frecuencia de mutaciones en
BRCA1/2 del 28% y 15% para CaOv y CaMa respectivamente (Villarreal-Garza et
al., 2015). Posteriormente el mismo grupo de investigacion analizé una cohorte de
190 pacientes mexicanas joévenes (50 afios o menos) con CaMa triple negativo,
encontré un alto porcentaje de pacientes positivas para mutaciones en BRCA1/2

(23%) (Villarreal-Garza et al., 2015).
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Vi. METODOLOGIA

Obtencion de muestras

Previo consentimiento informado, 126 pacientes con CaMa fueron reclutadas en el
Hospital Oncoldgico de Guadalajara. De cada paciente se obtuvieron 6 mL de
sangre periférica. Y 46 pacientes con CaOv se reclutaron en el Instituto Nacional
de Cancerologia (INCAN), de las cuales se obtuvo muestra de tumor y 6 mL de

sangre periférica.

Los criterios de inclusion y exclusion para el grupo de pacientes con CaOv fueron:

Criterios de inclusion:

e Mayor de 18 afos.
e Diagnéstico de cancer de ovario.

¢ Informacién clinica completa en el expediente electrénico.

Criterios de exclusion:

e Pacientes que no reciben tratamiento convencional con cirugia vy

quimioterapia.

Procesamiento de muestras, cuantificacion e integridad del DNA

El DNA fue extraido de leucocitos de sangre periférica utilizando el kit QlAamp

DNA Blood Mini kit (Qiagen Cat. No. 51106).

Posteriormente se determind la concentracién del DNA por espectrofotometria

(Epoch). Para determinar de manera mas exacta la concentracion del DNA, la
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cuantificacion se realiz6 mediante RNase P Detection Reagent (FAM) (Thermo
Fisher Scientific, REF 4316831), finalmente, se verifico su integridad por

electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Secuenciacion en el PGM de lon Torrent

Los genes BRCA1/2 fueron amplificados a partir de 25 ng de DNA utilizando el lon
Ampliseq BRCA 1 and 2 panel (Thermo Fisher Scientific), este panel consta de
167 pares de primers en 3 pools que cubren el 100% de ambos genes (Tabla 8).
Se amplificaron las tres librerias para cada muestra y se marcaron con barcoded
del kit lon Xpress Barcode Adapters 1-16 o 17-32 (Thermo Fisher Scientific, REF
4471250), fueron purificadas con AMPure XP reagent y cuantificadas con el kit lon
Library Tagman Quantitation Kit (Thermo Fisher Scientific, REF 4468802). Las
librerias fueron mezcladas en concentraciones equimolares para realizar una
PCR en emulsiéon con Hi-Q OT2 Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific, REF
A27743) en el equipo lon One Touch 2. El enriquecimiento de las ISPs se realizd
en el equipo lon One Touch ES. Las ISPs enriquecidas fueron secuenciadas
usando chips 314, 316 o 318 con lon PGM Hi-Q Sequencing Kit (Thermo Fisher
Scientific, REFA25589) en el equipo lon Torrent PGM. En la figura 10 se

esquematiza el flujo de trabajo utilizado en lon Torrent.
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Tabla 8. Caracteristicas del panel utilizado para secuenciar BRCA1y BRCAZ2.

lon Ampliseq BRCA 1y 2 panel

Blancos Regiones codificantes de BRCA1y BRCAZ2.
Longitud de los amplicones 200pb.
Primers pools 167 pares de primers en 3 pools.
Requerimiento de DNA 30ng.
e 100% de los exones de los blancos y
los limites exon-intron.
e Redundancia de cobertura de las
Cobertura de los amplicones
secuencias, con amplicones

superpuestos.

e Primers de alta fidelidad.

Analisis de mutaciones

Las secuencias problema fueron alineadas con el genoma de referencia hg19
(GRCh38). Los archivos .bam fueron exportados a la plataforma de lon Reporter

para identificar las mutaciones de cada una de las pacientes.

Con el fin de verificar la importancia clinica de las mutaciones encontradas, se

recurrid a su busqueda en la base de datos BIC y Clinvar.
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Figura 10. Flujo de trabajo para la secuenciacion en lon Torrent.
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VIll. RESULTADOS

La secuenciacion de las muestras (126 muestras germinales de pacientes con
CaMa y 46 muestras germinales y somaticas de pacientes con CaOv) se llevo

acabo en 10 corridas de secuenciacién en el equipo PGM de lon Torrent.

De manera representativa, en la figura 11, se observan los datos de una de las
corridas de secuenciacion. Al lado izquierdo se observa el area de cargado del
chip, el cual fue de 67%, obteniendo un total de 1.07 G de informacion; y a la
derecha los parametros que nos indican el porcentaje de lecturas usables, en este
caso en particular, del total del cargado, el 67 % fueron lecturas usables (4 914
213), ya que a pesar de obtener un cargado del chip del 67%, existen ISPs que no
brindan informacion, entre ellas, aquellas que no tienen templado, ISPs
policlonales (cuando una ISP tiene dos o mas amplicones diferentes), y aquellas

ISPs que son consideradas de baja calidad o como dimeros de adaptadores.

Y en la figura 12, se observa la distribucién del tamafo los fragmentos

amplificados, siendo 147 pares de bases el promedio.
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Figura 11. Cargado de chip y porcentaje de lecturas usables.
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Figura 12. Distribucion del tamafo de los fragmentos amplificados para BRCA71y BRCA2.

47




Para las muestras germinales se planted obtener una profundidad promedio de
100x, como se puede observar en la tabla 9, representa 10 muestras germinales
de CaMa con la profundidad promedio que se planted. Y para las muestras
somaticas en la tabla 10, se observan valores de cobertura promedio de 1000x
obtenidos para diez muestras representativas, la cual nos indica, que para cada
muestra somatica se obtuvo una profundidad superior a 1000x con una

uniformidad mayor al 97%.

Tabla 9. Profundidad promedio y cobertura en muestras germinales de CaMa.

Lecturas Profundidad

Muestra mapeadas En el blanco promedio Uniformidad
M1 21 446 96.57% 131 98.62%
M2 18 714 95.04% 112 97.71%
M3 24 140 97.01% 149 97.93%
M4 18 535 95.9% 111 97.75%
M5 16 768 97.02% 104 98.07%
M6 20 240 95.68% 123 97.69%
M7 16 903 97.57% 105 97.81%
M8 19 512 97.25% 120 98.01%
M9 15 576 96.7% 95 98.02%
M10 19 649 97.89% 121 97.93%
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Tabla 10. Profundidad promedio y cobertura de muestras somaticas de CaOwv.

Lecturas Profundidad

Muestra mapeadas En el blanco promedio Uniformidad
o1 183 621 97.78% 1171 98.09%
02 205 315 97.16% 1 306 98.09%
o3 270 508 98.51% 1738 98.02%
04 204 650 98.71% 1326 98.04%
05 240 002 98.45% 1544 97.66%
06 194 573 98.84% 1256 97.74%
o7 256 064 98.01% 1647 98.02%
08 273 456 97.61% 1749 98.04%
09 243 475 96.21% 1534 97.61%
010 239 642 97.66% 1525 97.65%

Mutaciones identificadas en cancer de mama

De las 126 pacientes con CaMa, 8 (6.34%) fueron positivas para una mutacién
patogénica, 5 (3.96%) en BRCA1y 3 (2.38%) en BRCAZ2 (Tabla 11). En BRCA1 se
encontraron 2 deleciones y 2 cambios de un solo nucleétido (SNP), y en BRCA2

se encontré una delecion y un SNP.

En la figura 13, se puede observar una grafica en la que se agrupan a las
pacientes dependiendo el numero de variantes totales encontradas en ambos

genes, siendo mas comun presentar entre 16 y 20 variantes.
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Tabla 11. Mutaciones patogénicas en cancer de mama.

Gen Secuencia Impactf: en dbSNP Impo,rt_anma Frecuencia
proteina clinica
c.1504_1508del -
TTAAA p.Leu502fs | rs62625304 | Patogénica 1
c.1960A>T p.Lys654Ter | rs80357355 | Patogénica 1
BRCA1
c.3598C>T |p.GIn1200Ter| rs62625307 | Patogénica 2
c.4065_4068del -
TCAA p.Asn1355fs |rs397509134| Patogénica 1
c.1813delA p.lle605fs | rs80359306 | Patogénica 2
BRCA2
c.8219T>G |p.Leu2740Ter| rs80359070 | Patogénica 1
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con
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40
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Figura 13. Variantes totales en BRCA1y BRCAZ2 encontradas en las pacientes con CaMa.
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En cuanto al efecto de las mutaciones, las mas frecuentes fueron los codones de
paro en BRCA1 (37%), seguido por corrimiento del marco de lectura en ambos

genes (25%). (Figura 13).

Tipo de mutaciones en BRCA1/2

BRCA2 NS
13%

Figura 14. Tipo de mutaciones mas encontradas en cancer de mama.
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Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de ovario

En total se recolectaron 46 muestras germinales y somaticas de pacientes con
CaOv en el INCAN. La edad promedio de las pacientes con CaOv al diagndstico
fue de 51 afios (rango 23-80). En cuanto a su histologia, los mas frecuentes fueron
el seroso papilar de alto grado, de células claras y endometrioide. Y finalmente se

observa el porcentaje para cada uno de los estadios clinicos (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de 46 pacientes con CaOv del INCAN.

n= 46 %

Edad

Media 51

Minima 23

Maxima 80
Histologia

SPAG 10 21.7

SPBG 5 10.8

Mucinoso 2 4.3

Células claras 7 15.2

Endometrioide 9 19.5

Limitrofe 5 10.8

Células de la granulosa 2 4.3

Benigno 5 10.8

SD 1 2.1
Estadio FIGO

[ 19 46.3

[l 5 12.1

11l 13 31.

v 2 4.8

SD 2 4.8

SPGA, seroso papilar de alto grado; SPBG, seroso papilar de bajo grado; SD, sin datos.
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Mutaciones identificadas en cancer de ovario

En cancer de ovario, de las 46 pacientes analizadas en 4 de ellas (8.51%) se

identificaron mutaciones patogénicas, todas en BRCA1. Dos de ellas fueron

mutaciones de corrimiento de marco de lectura, y las otras dos fueron cambio de

un solo aminoacido (Tabla 13). Todas las mutaciones fueron identificadas en linea

germinal, de tal manera que en esta cohorte no se identificaron mutaciones

somaticas.

Tabla 13. Mutaciones patogénicas en cancer de ovario.

Impacto en

Importancia

Gen Secuencia . dbSNP . Frecuencia
proteina clinica
0'3648—:’649'” p.Ser1217fs | rs273900712 | Patogénica 2
BRCA1 S
c.5186C>A p.Ala1729Glu | rs28897696 | Patogénica 2
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IX. DISCUSION

En México se han realizado algunos estudios relevantes para detectar mutaciones
en los genes BRCA1/2. Sin embargo este es de los pocos trabajos en el que se
utiliza la plataforma de lon Torrent, con un kit que permite abarcar practicamente

el 100% de la region codificante de los genes BRCA1y BRCA2.

Ademas es de destacar, la profundidad promedio de 100X alcanzada para
muestras germinales, ya que para este tipo de muestras usualmente con una
profundidad minima de 30X es suficiente (Asan et al., 2011). A diferencia de las
profundidades requeridas para identificar de manera confiable variantes
somaticas, debido a la heterogeneidad del tejido. Puede requerirse una
profundidad promedio de 1000X para identificar variantes en tejidos de bajo
porcentaje de celularidad tumoral (Jennings et al., 2017); en este estudio para las
muestras somaticas de ovario se obtuvieron profundidad promedio de entre 1000-
18000X, valores superiores a los sugeridos (Alioto et al., 2015; Griffith et al.,

2015).

Tanto el CaMa, como el CaOv, son neoplasias que tienen un componente
genético. La frecuencia de mutaciones encontrada en este protocolo se encuentra
dentro de los parametros reportados en otros estudios, de un total de 126
pacientes con CaMa el 6.34% porta una mutacién patogénica o deletérea en
alguno de los genes BRCA, En este estudio no se tuvo acceso a las
caracteristicas clinicas de las pacientes con CaMa, algo que nos hubiera permitido

corroborar que en pacientes con CaMa triple negativo, la frecuencia de
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mutaciones es mas alto que en otros subtipos moleculares, como se ha reportado
en diversos estudios, entre ellos lo publicado por Villareal-Galarza vy
colaboradores, quienes reportaron un 23% de pacientes positivas para mutaciones
en BRCA1/2 en grupo de pacientes mexicanas con estas caracteristicas (C.
Villarreal-Garza et al., 2015). Otros estudios internacionales reportan hasta un
30.8% de las pacientes con mutacion en alguno de estos genes (Greenup et al.,

2013).

En la cohorte de 46 pacientes con CaOv, el 8.69% fue positivo una mutacién
germinal en BRCA1. Este estudio también pretendia identificar mutaciones a nivel
somatico, sin embargo ninguna paciente mostré adquisicion de este tipo de
mutaciones. Uno de los primeros analisis a gran escala de las variantes en exoma
tanto a nivel germinal como somatico en cancer de ovario epitelial, es el reportado
por Kanchi y colaboradores (Kanchi et al., 2014), quienes encontraron una
frecuencia del 7.46% y 5.83% de mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2
respectivamente, mientras que a nivel somatico fue del 4.9% y 2.56%, mostrando

que ambos genes son los mas comunmente mutados en esta neoplasia.

La principal limitante para este estudio es la identificacion de deleciones o
inserciones de grandes regiones, ya que al tener estos genes un alto porcentaje
de secuencias Alu en su secuencia, son susceptibles a este tipo de mutaciones
(principalmente BRCA1). Por ejemplo Weitzel (Weitzel, Lagos, Blazer, & Nelson,
2005) identifico una delecién del exén 9 al 12 de BRCA1, considerada como una
mutacion con efecto fundador en la poblacion de origen hispano, y que se

encuentra en aproximadamente en el 10% de esta poblacion; este tipo de
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mutacion es imposible detectar con el tipo de secuenciacion utilizada en este
protocolo. En el estudio de Villareal-Galarza, se reporta una alta prevalencia de
esta mutacion en pacientes de la Ciudad de México con un 29% y 35% de todas

las mutaciones de BRCA1y BRCAZ2 respectivamente.

Aunque para el CaMa se han hecho grandes esfuerzos por detectar esta
enfermedad en etapas tempranas, desafortunadamente para el CaOv epitelial la
mayor parte de los casos se diagnostica en etapas avanzadas; a pesar de un
abordaje multidisciplinario inicial exitoso con cirugia citorreductora optima y
adyuvancia basada en platino, no se ha logrado obtener los resultados esperados,
ya que el indice de recurrencia sigue siendo alto, aproximadamente del 70% a los

tres anos de seguimiento (Bukowski, Ozols, & Markman, 2007)

La importancia de detectar mutaciones en los genes BRCA1/2 recae en tres
puntos basicamente, prevencion, diagnostico y tratamiento. Por una parte,
aquellos familiares de pacientes que ya han sido identificados como portadores de
alguna mutacion patogénica, tienen la posibilidad de realizarse la prueba

molecular para dicha mutacion y tomar alguna decision preventiva.

En cuanto a diagndstico, en estudios recientes, se ha demostrado que mutaciones
germinales deletéreas en BRCA1/2 en pacientes con CaOv o CaMa, estan
asociadas a una mayor tasa de supervivencia global en portadores (48%) con
respecto a no-portadores (36%); es decir, la presencia funcional de ambos genes
en la célula tumoral le permite sobrevivir a la terapia convencional (Bolton et al.,

2012).
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Las mujeres con mutaciones en linea germinal del gen BRCA1, BRCAZ2 o ambos,
tienen un riesgo incrementado de presentar CaMa y CaOv, lo cual esta
estrechamente relacionado con defectos en la reparacion de dafio al DNA. Sin
embargo, los defectos en la reparacion del DNA por recombinacién homodloga,
puede surgir a partir de otros mecanismos, resultando en un fenotipo BRCA-like.
Por esta razén se ha introducido el concepto BRCAness para describir el fenotipo
compartido entre los tumores esporadicos y los tumores familiares con mutaciones
en los genes BRCA1 y BRCAZ2. La principal caracteristica del fenotipo BRCAness,
es una elevada inestabilidad gendmica y deficiente actividad de la via de

recombinacion homoéloga.

Un analisis computacional muestra que el fenotipo BRCAness puede ser causado
por diferentes mecanismos gendmicos, que incluye, mutaciones somaticas,
metilacion aberrante, delecién y desregulacidén de la expresidbn de genes

involucrados en la reparacion del DNA (Wang et al., 2017)

Particularmente, cerca del 50% de las pacientes con carcinoma seroso de alto
grado tiene células tumorales deficientes en la recombinacion homologa como
resultado de una mutacion germinal o somatica, inactivacion epigenética de
BRCA1 o defectos en la via de recombinacion homologa. Esto da base al uso de
los inhibidores de PARP-1, ya que esta bien descrito un mecanismo conocido
como letalidad sintética, el cual nos indica que si a las células se les inhiben vias
de senalizacién con una funcién similar o sobrelapada, las células mueren por

apoptosis, en este caso, las vias afectadas son recombinacién homéloga cuando
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se porta una mutacion en los genes BRCA1/2 y por otra parte PARP-1 mediante

su inhibicion farmacoldgica (Ledermann et al., 2016).

En resumen, los tres estudios randomizados fase Ill (NOVA, SOLO2, ARIEL3)
confirman que la inhibicion de PARP es altamente eficiente en el mantenimiento
de las pacientes con CaOv sensibles al platino, y sugiere que el beneficio es
mayor en las poblaciones con mutaciones en BRCA1/2 (Mirza et al., 2018). De
igual manera en el estudio randomizado fase Il OlympiAD en pacientes con CaMa
metastasico HER- y con mutaciones germinales en BRCA1/2 se demostrd que el
Olaparib (uno de los inhibidores de PARP mayormente estudiados) mejora la

sobrevida libre de progresion (Griguolo, Dieci, Guarneri, & Conte, 2018).

Interesantemente, los inhibidores de PARP no son toxicos para las células
normales. Las lineas celulares que son homocigotas para mutaciones de perdida
de la funcién de BRCA1/2, son altamente sensibles a los inhibidores de PARP,
comparadas con células heterocigotas para dichas mutaciones y células con

fenotipo silvestre para BRCA1/2.
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X. CONCLUSIONES

En este estudio se encontré un porcentaje del 6.34% de pacientes positivas para

mutaciones en BRCA1/2 en CaMa, en una cohorte de 126 pacientes.

En este grupo de pacientes con CaMa BRCA1 fue el gen mas frecuentemente

mutado con un 3.96%, mientras que el porcentaje para BRCAZ fue de 2.38%.

En CaOv unicamente se encontraron mutaciones en BRCA1, el porcentaje de

pacientes con mutaciones germinales en BRCA1 fue de 8.69%.

En esta cohorte de pacientes con CaOv, no se identificaron mutaciones somaticas.
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