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Resumen

La predisposicion hereditaria para el cancer de mama y/o ovario puede
identificarse mediante caracteristicas clinicas personales y familiares que
principalmente se asocian a variantes con pérdida o disminucién de funcidn
(nulimérficas o hipomorficas, respectivamente) en genes de reparacion de ADN
(BRCA1, BRCA2, PALB2, etc.). En México, el estudio de la predisposicion
hereditaria se ha enfocado principalmente al uso de paneles de mutaciones
especificas (p. Ej.: HISPANEL) o secuenciacion y analisis de variaciéon en numero
de copias de BRCA1 y BRCA2 lo que limita la capacidad de detectar otras
variantes alélicas y genéticas que contribuyen a esta predisposiciéon. En las
ultimas décadas se han identificado otros genes (TP53, STK11, PALB2, PTEN,
etc.) que contribuyen a esta susceptibilidad de lo cual no existe informacion en

nuestra poblacion a nuestro conocimiento.

Se disend un estudio observacional, transversal y descriptivo, para la inclusion de
mujeres seleccionadas con diagndstico de cancer de mama y/o ovario y al menos
un criterio de riesgo genético. Se registré la historia familiar mediante genealogia y
valoracion clinica, se obtuvo una muestra de sangre periférica previo
consentimiento informado para el analisis de secuenciacidon masiva de un panel de
64 genes asociados a predisposicion genética de cancer y analisis de variacion en
numero de copias de 11 de ellos. Para determinar la prevalencia de variantes

germinales patogénicas o probablemente patogénicas en estos genes.

Se analizaron 201 mujeres mexicanas mestizas identificando 40 variantes
patogénicas, 16 probablemente patogénicas, que corresponde al 27.8 % y 85 con
variantes de significado clinico incierto (42 %) y 61 con variantes benignas
(30.2%). Los principales genes afectados fueron BRCA1 (48.2 %), BRCA2 (19.6
%), que juntos representan el 67.8 %, el 32.2 % restante corresponde a los genes
CHEK2, MSH6, TP53, BRIP1, RAD51D, ATM, CDKN2A y PTCH1, todos ellos
accionables clinicamente. No se identificaron variantes deletéreas en los genes de
alta penetrancia: PALB2, PTEN, STK11 y CDH1.
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Introduccion

El cancer de mama es el principal tumor maligno en el mundo. Durante 2015,
constituyo el 13.7 % del total de casos de cancer, lo que representd 2.4 millones
de individuos, la mayoria mujeres. El cancer de mama en varones representd solo
el 0.018% del total de casos (44,000 individuos)(Fitzmaurice et al., 2017).
Desde el ano 2006, el cancer de mama es el principal tumor maligno en mujeres
mexicanas, sobrepasando al cancer cervicouterino, a pesar del subregistro
existente. La mayoria de los casos se identifican por auto-deteccion y menos del
10 % en etapas tempranas. Para el 2020 se estiman 16,500 casos nuevos en
México (Knaul et al., 2008).
Los datos de incidencia y prevalencia en México son limitados, por lo que la
mortalidad es el parametro epidemiolégico de referencia mas empleado para
estimar el impacto de la enfermedad. Esta fue de 10 por cada 100,000 mujeres en
el ano 2005, mientras que, de acuerdo a los datos de GLOBOCAN, en el afio 2012
la incidencia estimada a partir de la mortalidad fue de 35.4 casos por 100,000
personas por afno (Soto-Perez-de-Celis & Chavarri-Guerra, 2016). La morbilidad y
mortalidad asociada al padecimiento supone una gran carga social y economica,
ya que afecta principalmente a mujeres que se encuentran entre los 30 y 59 afos,
etapa de productividad econdmica y formacion del nacleo familiar (Knaul et al.,
2008) (Chavarri-Guerra et al., 2012).
El incremento en la mortalidad obedece a diferentes factores: la limitacion en el
acceso a los servicios de salud, el incremento gradual entre la poblacion de estilos
de vida poco saludable (p.ej. tabaquismo, alcoholismo, obesidad), la reduccién en
la lactancia materna, la disminucion en el numero de embarazos y el uso de
anticonceptivos, entre otros (Elwood et al.,, 2018; Rizo-Rios, Gonzéalez-Rivera,
Sanchez-Cervantes, & Murguia-Martinez, 2015). Adicionalmente, se ha sugerido
que existe una predisposicion familiar o genética propia de la poblaciéon mexicana,
ya que la edad de presentacion es menor que en otras poblaciones (< 50 afnos) y
con alta prevalencia de tumores triple negativo (expresion de receptor de
estrégeno, receptor de progesterona y receptor del factor de crecimiento
12



epidérmico 2 negativa), lo que sugiere la participacion de factores genéticos
(Villarreal-Garza, Alvarez-Gomez, et al., 2015).

La incidencia mundial de cancer de ovario, en 2015 fue de 251 404 casos,
ocupando el séptimo lugar de prevalencia entre las neoplasias malignas
(Fitzmaurice et al., 2017). En nuestro pais, corresponde al octavo lugar de acuerdo
con su tasa de mortalidad aunque la informacion epidemiolégica sobre este
padecimiento es escasa (Arteaga-Gomez AC, 2011; Rivas-Corchado, Gonzalez-
Geroniz, & Hernandez-Herrera, 2011). De acuerdo al registro de cancer del
Instituto Nacional de Cancerologia, entre los afios 2000 y 2004, el cancer de
ovario representé el 3.9% las neoplasias malignas en mujeres, lo que le ubicé en
el tercer lugar, en el sub-grupo de canceres ginecoldgicos (Arteaga-Gémez AC,
2011)

Este tipo de cancer es de dificil tamizaje en la poblacion general, se detecta
generalmente en estadios avanzados y tiene una letalidad alta. Por estas
caracteristicas, no existen campafas de deteccidén oportuna. La identificacion de
individuos con variantes patogénicas germinales permite establecer medidas de

vigilancia entre la poblacién con mayor riesgo de desarrollar esta neoplasia.

Sindromes de predisposicion hereditaria a cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial en la que participan factores
ambientales y genéticos. Factores ambientales como son el consumo de alcohol,
la actividad fisica, el indice de masa corporal, dieta y el tabaquismo influyen en el
riesgo de desarrollar cancer. Estos factores han sido identificados y confirmados
en grandes estudios poblacionales prospectivos (Elwood et al., 2018).

Entre los factores genéticos que contribuyen al cancer se encuentran diferentes
sindromes que incrementan el riesgo de desarrollarlo. Se han descrito mas de
200, la mayoria se hereda en forma autosdbmica dominante, aunque existen
algunos con modelo de herencia autosémica recesiva o ligada al X. En la mayoria,
la causa genética es la existencia en el individuo de una o mas variantes

germinales deletéreas. La penetrancia es, generalmente, incompleta por lo que el
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resultado clinico es un incremento en el riesgo relativo para desarrollar algun tipo
particular de cancer o tumores benignos. Sin embargo, en algunos de ellos la
penetrancia, puede llegar a ser completa a los 70 anos. (Nagy, Sweet, & Eng,
2004) (Lapunzina et al., 2014). La identificacion de alguno de estos sindromes es
fundamental en el manejo y vigilancia multidisciplinaria de cualquier paciente
diagnosticado con cancer.

Algunos sindromes de predisposicidon presentan malformaciones congénitas,
sobre-crecimiento, alteraciones de la via RAS o inestabilidad cromosdmica lo que
facilita su identificacion clinica (Lapunzina et al., 2014). Sin embargo, en otros, no
existen alteraciones evidentes y la sospecha clinica se genera a partir de la
historia familiar y personal de cancer. En estos pacientes el estudio molecular
permite confirmar la sospecha diagndstica, si se identifica una variante deletérea
en alguno de los genes relacionados con los sindromes conocidos, como ocurre
con la predisposicidn genética hereditaria a cancer de mama u ovario asociada a
BRCA1 y BRCAZ2.

Genes Asociados a la Predisposicion Genética a Cancer de Mama y/o Ovario

En 1990, mediante analisis de ligamiento, se identificaron variantes de pérdida de
funcién en el gen BRCA1, que aumentaban el riesgo de padecer cancer de mama,
en los individuos portadores (Hall et al., 1990). Este estudio abrié la posibilidad de
reconocer variantes genéticas que incrementan el riesgo de desarrollar cancer en
una poblacion, y dio inicid a la identificacion de la etiologia genética de los
sindromes de cancer familiar o hereditario (Velasquez-Manoff, 2015).

Recientemente, se ha corroborado que variantes de pérdida de funcion y alelos
hipomaorficos en otros genes, también confieren susceptibilidad a cancer de mama
u ovario. Entre estos se encuentran los genes que codifican proteinas que
participan en la reparacion de rupturas en la doble cadena o en la cadena sencilla
del ADN, los relacionados con la via de BRCA-Fanconi, como por ejemplo BRIP1,
RAD51C, RAD51D, y los que codifican proteinas que participan en la reparaciéon
de bases mal apareadas (MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM o0 PMS2), cuyas variantes

14



patogénicas originan el Sindrome de Lynch. Lin y colaboradores realizaron
secuenciacion masiva de 68 genes en una serie de 133 pacientes con cancer de
mama de inicio temprano o con antecedentes familiares e identificaron variantes
deletéreas en el 22.6 % de los casos, 15% fueron en los genes BRCA1, BRCA2 y
el 7.6 % restante en RAD50, TP53, ATM, BRIP1, FANCI, MSH2 y MUTYH; lo que
demuestra que existe una importante heterogeneidad genética en la
susceptibilidad hereditaria a este padecimiento (Lin et al., 2016).

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que el riesgo para el desarrollo de
cancer de mama u ovario varia en funciéon del gen afectado, de la variante
identificada y de la propia historia familiar del sujeto. Las variantes en los genes
BRCAL, BRCA2 y TP53, se asocian a un riesgo alto de cancer de mama (riesgo
relativo >10), mientras que otros se asocian a un riesgo intermedio como ATM,
CHEK2, BRIP1 y PALB2 (Turnbull & Rahman, 2008).

La Tabla 1, resume el conocimiento actual sobre el riesgo conferido por diferentes
genes para cancer de mama, ovario u otros tipos de cancer. Sin embargo, es
importante considerar que no todos los alelos de estos genes se comportan de la

misma manera ni estan presentes en todas las poblaciones.

Riesgo para cancer Riesgo para cancer de

Gen .
de mama ovario

Riesgo para otros tipos de cancer

Incremento Evidencia insuficiente o
ATM® . . Sin incremento desconocida para cancer de
intermedio a alto . .
pancreas o prostata

BRCA1 Incremento alto Incremento alto Riesgo para cancer de prostata
4 Riesgo para cancer de prostata,
BRCA2 Incremento alto Incremento alto .
pancreas y melanoma
BRIP1* Sin incremento Incremento alto Informacioén insuficiente

Incremento para Incremento para cancer gastrico

CDH1 Sin incremento

carcinoma lobulillar difuso
CHEK2 Incremento alto Sin incremento Incremento para cancer de coldn
MSH2, MLA1, Incremento para cancer colo
MSH6, PMS2,  Evidencia insuficiente Incremento alto rpectal
EPCAM
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Incremento . .. - . .. —_
NBN* intermedio Evidencia insuficiente Evidencia insuficiente

Tumores malignos de nervio
periférico, Tumor gastrointestinal
Incremento - . .
NF1 . . Sin incremento estromal, glioma del nervio
intermedio L
optico, cerebelar y de tallo
cerebral y leucemia, entre otros

Incremento . L. - . .. _
PALB2" . . Evidencia insuficiente Evidencia insuficiente
intermedio

Incremento para cancer de
PTEN Incremento alto Sin incremento endometrio, cancer renal, cancer
de tiroides y cancer de colén

. . - Incremento intermedio a . .. ..
RAD51C" Evidencia insuficiente alto Evidencia insuficiente

RAD51D Evidencia insuficiente ncrement:lltr;termedlo a Evidencia insuficiente

. . Incremento de riesgo para cancer
Incremento intermedio o

Incremento , . de coldn, cancer de intestino
STK11 . . alto para cancer de ovario [ . .
intermedio a alto no epitelial delgado, pancreas, cervicouterino
endometrio y pulmonar.
Incremento de riesgo para
L sarcomas, tumores de sistema
TP53 Incremento alto Sin incremento ’

nervioso central, carcinoma
adreno-cortical, entre otros.
Informacion adaptada de NCCN Guidelines Genetic/Familial Risk Assessment v1 2018 y Turnbull &
Rahman, 2008
* Riesgo calculado para variantes de pérdida de funcién.

® Confiere riesgo reproductivo para enfermedad autosémica recesiva: Ataxia Telangiectasia

* Confiere riesgo reproductivo para enfermedad autosdmica recesiva: Anemia de Fanconi
Tabla 1. Riesgo para cancer de mama, ovario y otros sitios anatémicos de acuerdo

al gen afectado.

Hasta septiembre de 2018, se habian descrito 2658 mutaciones para BRCA1 y
2693 para BRCA2 de acuerdo a la base de datos Human Gene Mutation Database
Profesional 2018.3 (https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/). Algunas
producen un coddn de terminacion prematuro, que origina pérdida de funcién por
una proteina trunca o por decaimiento en la sintesis del RNA (Acido Ribo-

Nucleico), otras cambian el residuo de aminoacido, mientras que otras no cambian
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el aminoacido (variantes sinonimas) pero modifican el procesamiento del RNA, lo
que afecta la cantidad o el funcionamiento de la proteina codificada.

Las variantes en BRCAl1 y BRCA2, causantes de predisposicion hereditaria para
cancer de mama u ovario, explican un 25 % de los casos con cancer de mama
familiar (Melchor & Benitez, 2013). Aunque esta cifra puede variar en funcién de la
poblacidon analizada y de las caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados,
desde el 5% hasta el 90%. Este ultimo valor corresponde a poblacién judia
ashkenazi en la que se ha identificado un efecto fundador de tres variantes
patogénicas dos en BRCAL y una en BRCA2 (Nagy et al., 2004) (Walsh et al.,
2017).

La prevalencia de mutaciones germinales deletéreas en BRCA1 o BRCAZ2, se
evalué en 190 pacientes mexicanas con tumor de mama triple negativo. Se
identificaron variantes deletéreas en el 23% de ellas, la mayoria en el gen BRCA1
(Villarreal-Garza, Weitzel, et al., 2015). Sin embargo, estudios previos, que
evaluaron pacientes con cancer de mama y criterios de riesgo genético como edad
de inicio temprano o agregacién familiar reportaron prevalencias del 5 % (Vidal-
Millan et al., 2009) y del 12 % (Vaca-Paniagua et al., 2012). La delecion de los
exones 9 al 12 del gen BRCAL, se considera una mutacién fundadora en
poblacién mexicana. Fue identificada por primera vez en poblacion mexicana
residente de Los Angeles, California (Weitzel et al., 2007), y fue corroborada en el
35 % de los casos con cancer de ovario y en el 29% de las mujeres con cancer de
mama relacionados a BRCAL1/2 (Villarreal-Garza, Alvarez-Gomez, et al., 2015).
Por ultimo, Torres-Mejia y colaboradores, publicaron en 2015 una serie de 810
mujeres con cancer de mama no seleccionadas por criterios de riesgo,
identificando 4.3 % de mutaciones en BRCAL1 y BRCA2 (Torres-Mejia et al., 2015).
Las mutaciones en TP53 ocasionan el Sindrome de Li-Fraumeni, un sindrome de
predisposicidén a cancer, poco frecuente, de alta penetrancia asociado a una gran
morbilidad y mortalidad. Clinicamente se caracteriza por el desarrollo de ciertos
tumores a edades tempranas como son: carcinoma de mama de inicio temprano,

sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, leucemia, linfoma, tumores de sistema
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nervioso central, carcinoma adreno-cortical, y otros tumores malignos relacionados
con la exposicion a radiacion (Sorrell, Espenschied, Culver, & Weitzel, 2013). La
prevalencia de este sindrome en pacientes con cancer de mama se ha reportado
entre el 1 y 6% en diferentes series, aunque algunos de estos individuos no
cumplen los criterios clinicos clasicos del Sindrome de Li-Fraumeni (Rana et al.,
2018). En el Reino Unido se estima que 6% de las mujeres menores de 31 afos
con cancer de mama son portadoras de una mutacion en TP53. El riesgo
acumulado, para cancer de mama, conferido por variantes patogénicas en este
gen es del 80-90%, mientras que el conferido por las de BRCA1/2, es del 40-85 %.
Identificar a estos individuos permite tomar medidas especiales como evitar el uso
de radiacién durante el tratamiento lo que disminuye el riesgo de un segundo
cancer inducido por la radiacion en el sitio de exposicion (Arcand et al., 2015). El
unico reporte publicado sobre TP53 asociado a cancer de mama en una mujer
mexicana fue descrito por Taja-Chayeb y colaboradores, en 2009, se trataba de
una insercion de 7 nucledtidos en el exén 4 que genera un cambio en el marco de
lectura y un codon de terminacion prematura en el residuo de aminoacido 150 de
la proteina (Taja-Chayeb et al., 2009), lo que sugiere que este gen también
contribuye a la predisposicién para cancer de mama en mujeres mexicanas.

Los genes PTEN, STK11 y CDH1 confieren un riesgo moderado-alto para cancer
de mama, sin embargo las alteraciones en estos genes tienen muy baja
prevalencia. Las variantes deletéreas de PTEN, se asocian al desarrollo de los
sindromes de Cowden, Bannayan-Riley-Ruvalcaba y Proteus debido a la
superposicion de ciertas caracteristicas clinicas, algunos autores prefieren el
término Sindrome tumoral hamartomatoso asociado a PTEN. Los individuos con
estos sindromes presentan rasgos clinicos distinguibles como macrocefalia,
multiples hamartomas y alteraciones muco-cutaneas caracteristicas (Stuckey &
Onstad, 2015). Adicionalmente, tienen alto riesgo de desarrollar cancer de mama,
endometrio, colon y tiroides (Antoniou et al., 2002). El riesgo ajustado por edad es
de 85.2 % para carcinoma de mama, 35.2% para carcinoma de tiroides, 28.2%
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para cancer de endometrio y 9.0 % carcinoma colorrectal, siendo el de mama el
principal tumor maligno. (Tan et al., 2012).

El sindrome de Peutz-Jeghers se asocia a variantes patogénicas en STK11, se
caracteriza por poliposis gastro-intestinal, pigmentacion muco-cutanea, vy
predisposicidn a cancer. Se sugiere que el riesgo para cancer de mama es similar
al de las mujeres portadoras de BRCA1 y BRCA2. El riesgo acumulado se calcula
entre 32 y 54 %, con una edad promedio de presentacion entre 37 y 59 afios de
edad, (McGarrity, Amos, & Baker, 1993; Syngal et al., 2015)(GeneReviews,
Capitulo: Peutz-deghers Syndrome, consultado en linea: 22/05/18). Mutaciones en
este gen se han asociado también con tumores de ovario no epitelial (p. ej.: tumor
de células de corddn sexual y de células de Sertoli) (van Lier et al., 2010).

El fenotipo denominado como sindrome de cancer gastrico difuso hereditario tiene
un patron de herencia autosémico dominante y se asocia a variantes de pérdida
de funcion en el gen CDHL1, sin embargo también confiere riesgo de desarrollar
cancer de mama lobulillar. El riesgo acumulado para las portadoras es del 42%,
con una edad promedio de presentacion de 53 afos (Hansford et al., 2015;
Pharoah, Guilford, & Caldas, 2001).

Ademas de los genes descritos previamente, se ha demostrado que variantes
deletéreas en otros genes, que codifican proteinas de la via FANC-BRCA, también
incrementan el riesgo para cancer de mama y/o ovario. Estas proteinas estan
involucradas en la respuesta al dafio en el ADN sobre nucleos foci de BRCA1,
BRCAZ2 y RAD51, ya que forman parte del complejo octamérico (A, B, C,E, F, Ly
M) que se encarga de la activacion de D2 a través de mono-ubiquitinizacion, para
su posterior translocacion intra-nuclear. (Véase Figura 1 modificada de Walsh et
al, 2007).
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Figura 1. Complejo octamérico de FANC en color gris en la parte superior de la
imagen, D2 es monoubiquitinizado para su translocacidon nuclear e interaccion con
RADS51, BRCA1, BRCA2. BRCA2 interactua a su vez con nibrina (NBS1), RAD50
y MRE11A.

La asociacion con el riesgo de cancer de mama de mutaciones en los genes
BRCA2, PALB2 y BRIP1, que codifican algunas de las proteinas del octamero, es
bien conocida. Asi como la asociacion de RAD51C y RAD51D con cancer de
ovario epitelial. Los portadores de variantes patogénicas en PALB2, tienen un
riesgo entre 8 y 9 veces mayor de cancer de mama si son menores de 40 afnos,
entre 6 y 8 veces mayor si estan entre los 40 y 60 afos y 5 veces mayor si tienen
mas de 60 anos. El riesgo acumulado de cancer de mama para mujeres
portadoras se ha estimado en 14%. En poblacién finlandesa y franco-canadiense

se han identificado mutaciones fundadoras para este gen que, en algunas series,
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explican del 0.6% al 3.9 % de las familias con historia de cancer de mama
(Antoniou, Foulkes, & Tischkowitz, 2014).

Algunos genes de la via de Fanconi como por ejemplo BRIP1/FANCJ se asocian
principalmente con riesgo para cancer de ovario, mientras que el riesgo que
confieren para cancer de mama es controversial. En un estudio en poblacién
europea, principalmente de origen aleman, las variantes en este gen confirieron un
riesgo de 20.97 para desarrollar cancer de ovario antes de los 50 afnos, el riesgo
fue aun mayor para la presentacion tardia (Odd Ratios o razén de momios=
29.91). Sin embargo, no se identificé asociacion con cancer de mama (Weber-
Lassalle et al., 2018). Por el contrario, variantes de pérdida de funcién en BRIP1
fueron identificadas en el 0.5 % de los casos en una serie de pacientes con cancer
de mama triple negativo (CMTN) de diferentes origenes étnicos (Couch et al.,
2015). Este resultado sugiere poca contribucion de este gen al riesgo de cancer de
mama o incluso existe la posibilidad de que se trate de una asociacién espuria.
Como se mencion6 previamente las proteinas RAD51C y RAD51D, que forman
parte del complejo BCDX2 y CX3, que participa en la reparaciéon de DNA por
recombinacién homologa, también son reconocidos principalmente como genes de
predisposicion a cancer de ovario (Meindl et al.,, 2010) (Loveday et al., 2011).
Actualmente su participacion en cancer de mama es controversial por o que no
pueden ser descartados como contribuyentes a este fenotipo.

El estudio de esta via también ha permitido identificar nuevos genes candidatos
como FANCM, en el cual la presencia de variantes heterocigotas de pérdida de
funciéon se ha asociado a predisposicion para cancer de mama en familias
alemanas con riesgo alto para predisposicion hereditaria (Neidhardt et al., 2017).
El fenotipo homocigotico se ha asociado con predisposicion para leucemia, cancer
escamoso de aritenoides y toxicidad a la quimioterapia. Variantes de pérdida de
funciéon de FANCD2 se han asociado a un riesgo relativo de 7.5 para cancer de
mama en poblacion finlandesa. El analisis de estos genes en otras poblaciones
permitira esclarecer el significado de estos hallazgos(Mantere et al., 2017)
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Las mutaciones bi-alélicas en alguno de estos genes producen anemia de
Fanconi, por ello es importante identificar a los portadores de variantes en la via
de Fanconi, ya que si la pareja también es portadora existe riesgo en la
descendencia de padecer esta enfermedad. Este fenotipo es un trastorno
autosdmico recesivo, poco frecuente, caracterizado por fragilidad cromosdmica,
anemia aplasica, malformaciones congénitas y riesgo alto para el desarrollo de
canceres de tipo hematoldgico o carcinomas (Walsh & King, 2007).

Las variantes de ATM confieren riesgo intermedio para cancer de mama y estan
presentes en 1 al 5% de las familias con susceptibilidad hereditaria a cancer de
mama, pero también en casos familiares de cancer de pancreas (N. J. Roberts et
al., 2012). La asociacion entre variantes de ATM y la susceptibilidad a cancer de
mama fue identificada desde 1998 en las madres de nifios con Ataxia-
telangiectasia, (enfermedad recesiva causada por mutaciones en ATM). Desde
esa fecha, hasta 2006, los resultados de diferentes estudios que evaluaban la
susceptibilidad conferida por las variantes en ATM eran controversiales. En 2006,
se confirmo la susceptibilidad mediante un estudio de casos y controles, el riesgo
conferido por las variantes deletéreas de ATM fue 2 a 3 veces mayor que el de la

poblacion general (Tavtigian et al., 2009).

Criterios de evaluacion para el riesgo genético

La NCCN (del inglés National Comprehensive Cancer Network) publica
regularmente criterios para la referencia, el diagnéstico y el manejo de los
individuos con predisposicion hereditaria a cancer de mama y/o ovario. Estos
individuos y sus familias requieren una valoracién por un médico especialista en
genética con experiencia en el diagnostico de sindromes de predisposicion
hereditaria a cancer.

Los criterios de riesgo para evaluacion genética de mas reciente publicacion
(NCCN 2017.1, en linea) son:

0 Individuo con cancer de ovario, o de trompas de Falopio o peritoneal

primario de tipo histolégico epitelial.
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Individuo con tumor de ovario germinal, de los tipos: tumor estromal del cordon
sexual, tumor de células anulares-tubulares (ambos fenotipos asociados a
sindrome de Peutz-deghers, STK11), fibroma de ovario (fenotipo asociado a
sindrome de Gorlin, PTCH1) o tumor de células de Sertoli-Leydig (fenotipo

asociado a mutaciones en el gen DICERL1).

0 Un individuo con cancer de mama y alguno de los siguientes criterios:
. Cancer de mama de inicio temprano (antes de los 50 afios)

. Tumor triple negativo antes de los 60 afos

. Dos tumores de mama primarios en un individuo

. Varén con cancer de mama

. Cancer de mama a cualquier edad y

» 1 familiar de primer grado con cancer de mama menor de 50 afios o

» 1 familiar con cancer de ovario invasivo a cualquier edad

» 2 familiares de primer grado con cancer de mama y/o cancer de

pancreas a cualquier edad o

0 Una persona con historia personal y/o familiar de 3 o mas de los siguientes
canceres:
Carcinoma de mama, pancreas, préstata (Gleason >7), melanoma, sarcoma,
carcinoma adreno-cortical, tumor de cerebro, leucemia, cancer gastrico difuso,
cancer de coldén, cancer de endometrio, cancer de tiroides, cancer renal,
alteraciones dermatoldgicas (p. Ej.: lesiones hiperpigmentadas en mucosa oral o
palmas de las manos, multiples triquilemomas, queratosis acral, neuromas muco-
cutaneos, papilomas orales) y/o macrocefalia, polipos hamartomatosos de tracto
gastrointestinal.
A partir de estos criterios se han construido los de indicacidn del estudio molecular
de BRCAL1 y BRCA2, también disponibles en las guias de la NCCN.
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Estudios moleculares para la identificacion de variantes asociadas a riesgo

genético

Con el advenimiento de la tecnologia de secuenciacibn masiva y su
implementacion en la practica clinica, se ha generalizado el uso de paneles multi-
gen que permiten secuenciar y analizar simultaneamente un gran numero de
genes. Este abordaje resulta en una reduccion en el costo y el tiempo necesarios
para arribar al diagndstico definitivo, respecto al requerido para analizar exén por
exén de cada gen candidato mediante secuenciacion de Sanger.

Los paneles son especialmente utiles en padecimientos con gran heterogeneidad
alélica y de loci, cuando la historia familiar no es concluyente o cuando hay un
sobrelapamiento fenotipico que dificulta predecir, con certeza, el gen afectado a
partir de las manifestaciones clinicas. Un ejemplo de ellos son los estudios
moleculares en pacientes con riesgo genético a cancer de mama u ovario o a
cancer colorrectal (con o sin poliposis o poliposis atenuada)(Easton et al., 2015;
Lerner-Ellis, Khalouei, Sopik, & Narod, 2015; Stoll et al., 2016; Stuckey & Onstad,
2015)

No existe un consenso general sobre el contenido genético minimo que debe tener
un panel utilizado para evaluacion del riesgo de cancer de mama u ovario algunos
paises como Inglaterra ya han emitido recomendaciones puntuales de genes
basadas en un consenso de expertos de este pais (Taylor et al., 2018). Los
paneles tienen un numero variable de genes, agrupados segun diferentes criterios
y estrategias comerciales. Algunos paneles incluyen genes para los que existe
poca informacién sobre las medidas de vigilancia o reduccién de riesgo que se
deben establecer al encontrar variantes patogénicas, lo que dificulta el
asesoramiento genético (Lerner-Ellis et al., 2015; Stoll et al.,, 2016; Stuckey &
Onstad, 2015). .

La identificacion de un numero creciente de variantes de significado clinico incierto
ha sido uno de los aspectos considerados negativos en el uso de paneles. La
posibilidad de este resultado debe ser comunicado al paciente en la consulta de

asesoramiento pre-prueba. Muchas de estas variantes podran ser reclasificadas
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en un futuro, en la medida en que se acumule informacion epidemiolégica que
permita esclarecer su contribucién al riesgo y establecer medidas de vigilancia y
reduccion de riesgo basadas en evidencia. Desde el punto de vista de la
investigacion las variantes de significado clinico incierto representan una fuente de
nuevas hipétesis de trabajo (Cheon, Mozersky, & Cook-Deegan, 2014).

La identificacidn de variantes genéticas que confieren riesgo a cancer de mama u
ovario tiene un gran impacto en el manejo clinico de los pacientes y sus familiares
portadores, ya que permite la implementacion de medidas personalizadas de
reduccion de riesgo y la elaboracion de un plan de vigilancia encaminado a la
deteccion temprana, ademas permite el asesoramiento genético a las familias asi
como la toma de decisiones reproductivas con un conocimiento preciso de la

predisposicién genética de cancer y sindromes malformativos.
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Planteamiento del Problema

En poblacion mexicana la susceptibilidad genética hereditaria al cancer de mama
y ovario soélo ha sido explorada para variantes de los genes BRCA1 y BRCAZ2, sin
embargo estos genes explican menos del 25% de los casos. La contribucion de
variantes patogénicas o0 probablemente patogénicas en otros genes es
desconocida. Un abordaje gendmico que incluya la secuenciacion de las regiones
codificantes y la evaluacion de pérdidas o ganancias de material genético permitira
identificar alelos de pérdida de funcibn en otros genes que potencialmente

contribuyen al riesgo genético en nuestra poblacion.

26



Justificacion

La ASCO (American Society of Clinical Oncology) reconoce que la identificacion y
manejo de individuos con susceptibilidad hereditaria a cancer es primordial en la
practica oncoldgica (Robson et al., 2015). Por lo que la identificacion de variantes
patogénicas en otros genes, diferentes de BRCA1 o BRCA2, permitira ampliar el
conocimiento de las bases genéticas del cancer en nuestra poblacion y reducir las
comorbilidades mediante la mejora en la atencion, permitiendo una vigilancia y
manejo clinico personalizado, en funcion de la alteracién presente. Lo que
permitira la identificacién temprana de otros de sujetos en riesgo en las familias
proporcionando a las familias un asesoramiento genético preciso. Adicionalmente,
este estudio generara evidencia epidemiologica preliminar que permitira en un
futuro el disefio de estudios poblacionales para esclarecer la participacion de

alguna de las variantes identificadas.
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Hipotesis

Variantes deletéreas en otros genes, diferentes de BRCA1/2, contribuyen a la
susceptibilidad genética hereditaria al cancer de mama y ovario en pacientes

mexicanas.

28



Objetivo General

Determinar la frecuencia y proporcion de variantes deletéreas en genes asociados
con susceptibilidad a cancer en individuos con cancer de mama y/o ovario que

cumplan criterios de riesgo genético

Objetivos particulares

» l|dentificar las variantes germinales patogénicas y probablemente
patogénicas en genes de susceptibilidad a cancer en pacientes con
diagndstico confirmado de cancer de mama y/o ovario que cumplan criterios
de riesgo genético.

* Determinar la distribucidon por gen de las variantes germinales patogénicas,
probablemente patogénicas y de significado incierto en los genes
analizados.

» Realizar la correlacion de los diferentes criterios de riesgo con la presencia
de un resultado positivo.

« Evaluar el impacto del contenido genético del panel sobre la proporcion de

casos positivos identificados.
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Metodologia

Disefio del estudio:

Observacional, transversal y descriptivo.

Instituciones participantes.

Los pacientes incluidos en el estudio, provienen de alguna de las siguientes
instituciones:
Servicio de Oncologia Ginecoldgica. Hospital de Ginecologia y Obstetricia No.
3, “Dr. Victor Manuel Espinoza de los Reyes Sanchez” Centro Médico
Nacional “La Raza”. CDMX
Departamento de Genética. Hospital Central Sur, PEMEX, CDMX
Centro de Cancer de Mama del Hospital Zambrano Hellion. Monterrey, NL

Clinica Mastolégica Lomas, CDMX

Céalculo del tamafo de la muestra

Se calculé un tamafio de muestra de 179 individuos utilizando la Ecuacién 1 (en
linea: http://bioestadistico.com) que se aplica cuando el tamafo de la poblacién es
conocido. El tamafio de la muestra calculado se consideré el numero minimo de
individuos a analizar.
N*Z j ¥y
T 2
d4H N 1)+ 22 % p*y

Ecuacién 1. Expresién para el calculo del tamano de muestra para una poblacion

conocida finita.

Para el calculo se emplearon los siguientes parametros:
N=1950, tamarfo de la poblacién. Este numero representa el total de pacientes
con cancer de mama u ovario, atendidos, por ano, en las diferentes instituciones

participantes y se distribuye de la siguiente forma:
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1000 pacientes atendidos en el Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 3,
“Dr. Victor Manuel Espinoza de los Reyes Sanchez”, Centro Médico
Nacional “La Raza”. CDMX
400 pacientes atendidos en el Centro de Cancer de Mama del Hospital
Zambrano Hellion. Monterrey, NL,
450 pacientes atendidos en el Hospital Central Sur, PEMEX, CDMX
100 pacientes atendidos en la Clinica Mastologica Lomas
Za= 1.96 (coeficiente Z alfa, se emplea el valor de 1.96 valor para una confianza
del 95%)
p= 0.15 (proporcidon de pacientes esperados con cancer hereditario del total de
pacientes)
g=1-p=0.85

d= 5 % precision de la investigacion
Poblacion de estudio

Se estudiaron un total de 201 mujeres mexicanas, de los cuales 183 tuvieron
diagnostico de cancer de mama, 17 tuvieron diagndstico de cancer ovario y una
tuvo diagndstico de cancer de mama y ovario sincronico. En todos los casos el
diagnostico de cancer de mama u ovario fue realizado en las instituciones de
procedencia y confirmado mediante estudio histopatologico del tejido obtenido por

biopsia incisional o excisional.

Las personas se auto-denominaron como mexicanas si los abuelos maternos y
paternos nacieron en el territorio nacional. No se realizé algun estudio de ancestria

para definir este criterio operacional.

Para la seleccidn de los pacientes se emplearon los siguientes criterios de

inclusion y exclusién mencionados a continuacion:
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Criterios de seleccién

Criterios de inclusién

Pacientes femeninas, de cualquier edad, mexicanas, con diagnostico
histopatolégico confirmatorio de cancer de mama u ovario, que cumplieran uno o
mas de los criterios clinicos que se enlistan a continuacion:

. Cancer de mama de inicio temprano (definido como cancer de presentacion

antes de los 50 afios)

. Tumor de mama triple negativo antes de los 60 afos

. Dos tumores de mama primarios (metacrénicos o sincrénicos)

. Cancer de ovario o de trompas de Falopio o peritoneal primario.
. Cancer de mama a cualquier edad con:

Un familiar de primer grado con cancer de mama, menor de 50 afios 0
Un familiar con cancer de ovario de estirpe epitelial diagnosticado a
cualquier edad o
Dos familiares de primer grado con cancer de mama y/o cancer de
pancreas diagnosticado a cualquier edad.
Estos criterios fueron adaptados de los publicados en la guia de la NCCN, 2017.1,
2017-2, 2017-3 (National Comprehensive Cancer Network) para la evaluacién de

riesgo genético para cancer de mama u ovario.

Criterios de exclusién

 Paciente con una variante patogénica o probablemente patogénica
previamente identificada en ella o en un familiar de primer grado.
* Pacientes que después de la consulta de asesoramiento genético decidan

no participar en el estudio.

Criterios de eliminacion

« Pacientes decidan retirar el consentimiento durante el desarrollo del

estudio.
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+ Pacientes en las que no sea posible obtener una muestra de sangre
periférica.

+ Pacientes en las que no sea posible obtener DNA en la cantidad y calidad
adecuada para el estudio de secuenciacion masiva.

» Pacientes que decidan retirar el consentimiento durante la realizacion del

proyecto.

Aspectos éticos

Este estudio cuenta con la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica con numero de dictamen: CEI 2017/17.
Todos los pacientes recibieron una consulta de asesoramiento por un médico
genetista familiarizado con el proyecto durante la cual, adicionalmente al
asesoramiento, se les explico el proyecto, se les invitd a participar, se explico el
documento de consentimiento informado y se aclararon las dudas.

Los pacientes que aceptaron participar en la investigacion firmaron el documento
de consentimiento informado el cual se muestra en el Anexo 1. Se recabaron los
datos clinicos y la historia familiar de cancer. Se elabord un arbol genealdgico, se
realizo la evaluacion de riesgo y se les explico el estudio molecular y sus posi

a) positivo, donde se identifica una o mas variantes patogénicas o probablemente
patogénicas;

b) negativo: un resultado donde so6lo se identifican variantes benignas o
probablemente benignas para los genes analizados. Este resultado no excluye la
posibilidad de que existan alteraciones en otros genes no analizados u otros
mecanismos moleculares que pudieran contribuir al riesgo incrementado de
cancer,

c) no concluyente, este tipo de resultado se refiere a identificar una o mas
variantes genéticas que actualmente tienen la clasificacion de variante de
significado incierto, ya que la informacién actual sobre ellas no es suficiente para

su clasificacién como benigna o patogénica.
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Beneficio al paciente: La secuenciacion masiva se efectuo en el LDG que es un
laboratorio acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA), para la
realizacion de estudios de biologia molecular encaminados a la evaluacién del
riesgo genético de cancer. Esto permitié elaborar y entregar a cada paciente un
reporte de resultados, con validez clinica. La entrega del reporte se efectuo en una
consulta de asesoramiento genético, en la cual se explicd el resultado en el
contexto de la historia personal y familiar de cancer, se ofrecieron
recomendaciones de vigilancia clinica de acuerdo a los hallazgos del resultado y la

busqueda dirigida de la mutacion en los familiares en riesgo.

Flujo general de trabajo

El flujo de trabajo utilizado se esquematiza en la Figura 2. Los pacientes
preseleccionados en cada una de las instituciones recibieron una consulta de
asesoramiento genético. Aquellos referidos por el servicio de Oncologia
Ginecoldgica del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 3, “Dr. Victor Manuel
Espinoza de los Reyes Sanchez” Centro Médico Nacional “La Raza” y por la
Clinica Mastolégica Lomas; recibieron el asesoramiento genético por el autor de
esta tesis, el resto de los pacientes fueron asesorados por el médico genetista de

su institucion.

Durante la consulta de asesoramiento se verificd que el sujeto cumpliera con los
criterios de inclusion y se les invitd a participar en el estudio. Se le explicaron las
bases biologicas de la predisposicion genética para el cancer de mama y cancer
de ovario, las pruebas gendmicas basadas en el uso de paneles multi-genes y los
posibles resultados del estudio. Los pacientes que aceptaron participar firmaron el
documento de consentimiento informado, en el que se explica el objetivo del

estudio y los posibles resultados del analisis molecular.

Para la elaboracion del arbol genealégico se emplearon las plataformas en linea

Progeny Genetics (http://www.progenygenetics.com/) e Invitae Family History Tool

(https://www.invitae.com/en/familyhistory/). En algunos casos el arbol se elaboré

de forma manual y posteriormente se capturé en alguna de las plataformas
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mencionadas. Siempre que la informacién estuvo disponible, se registraron el tipo
histologico, los resultados de la inmuno-histoquimica, la edad al diagndstico vy sitio
del primer tumor primario (cancer de mama, ovario u ambos) y sitio anatémico del

segundo tumor primario (en su caso).

Una vez firmado el consentimiento, se procedio a la toma de la muestra de sangre
para la extraccién del ADN. A partir de este se efectud la secuenciacién masiva de
un panel de 64 genes. Una vez concluido el analisis bioinformatico, las variantes
identificadas en cada paciente se clasificaron clinicamente y se elaboré el reporte
de resultados. El reporte se entregd al paciente durante una consulta de

asesoramiento genético.
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Figura 2. Flujo de trabajo utilizado durante el desarrollo del proyecto.

Purificacién del ADN

Se obtuvieron de 3 a 5 mL de sangre mediante puncién venosa utilizando EDTA
como anticoagulante. La sangre se centrifugd a 3,000 rpm para obtener la capa
leuco-plaquetaria. Para la extraccion del ADN gendmico se empled el equipo
automatizado Maxwell 16 (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y el estuche de
reactivos AS1010, de acuerdo al protocolo desarrollado por el fabricante (Maxwell
® 16 DNA Purification Kits AS1010, AS1020 and AS1030 User Manual). La
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purificacion comenz6 con la lisis de la muestra en presencia de un agente
caotropico y detergente, posteriormente el ADN liberado se unié a particulas de
silice magnetizadas. Las particulas con el ADN unido, fueron separadas
fisicamente de la muestra lisada y lavadas para eliminar los restos de otros
componentes celulares. Finalmente el ADN purificado se eluyd de la particula de
silice, por cambio de fuerza ionica del medio y calor. EI ADN purificado se
almacené a -20°C, en tubos tipo Eppendorf de 0.6 mL previamente rotulados con

el identificador correspondiente al individuo.

Evaluacion de la cantidad y calidad del ADN obtenido

La cantidad y calidad del ADN se evalué espectrofotométricamente utilizando el
equipo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante (NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer V1.0 User
Manual). Se midié la absorbancia a A260 y A280. A partir de estos valores se
calculo la concentracion del ADN y el coeficiente A260/280, como una medida de
la pureza del ADN. EI ADN se consideré adecuado cuando la concentracion fue

igual o mayor a 10ng/uL vy el valor de la relacién A260/280 entre 1.8 y 2.

Preparacién de bibliotecas para secuenciacién masiva

Para la preparaciéon de las bibliotecas para la secuenciacion de los 64 genes se
empled el estuche comercial TruSight Cancer (lllumina, San Diego, CA, EE.UU.).
Este estuche comercial contiene oligonucledtidos que permiten la captura de los
exones y regiones de empalme de 94 genes, cuyas variantes patogénicas se han
asociado a un incremento en el riesgo de desarrollar diferentes tumores. Algunos
de estos genes se asocian a fenotipos clinicos bien identificados y nunca han sido
reportados, a nuestro conocimiento, como causantes de predisposicion para
cancer de mama u ovario, por lo que se eliminaron del analisis.

Los genes seleccionados, para este estudio, se muestran en la Tabla 2.

Las proteinas codificadas por estos genes participan en los procesos de

transduccion de sefales, reparacion de DNA de cadena sencilla y de doble
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cadena, procesos mitocondriales, control del ciclo celular o actuan como factores

de transcripcion, entre otros.

Genes

Principal actividad biolégica asociada a
predisposicion para cancer

BAP1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF,
FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, PALBZ2,
RAD51C, RADS1D y NBN

Reparacion de rupturas de DNA de doble
cadena, por recombinacién homéloga

DDB2, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCCS5,
SLX4, XPAy XPC

Reparacion por escisién de nucleétidos

MUTYH

Reparacion por escisién de bases

MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 y PMS2

Reparacion de bases mal apareadas

ATM, CDK4, CDKN1C, CDKN2A y CHEK2

Ciclo celular: puntos de control

DICER1, BLM, WRN y RECQL4

Reparacion y Replicacion: Helicasas de DNA 'y
RNA

CDH1y EPCAM*

Proteina union celular

TP53, CEBPA, RUNX1, GATA2, MAX, EZH2 y

NSD1

Factores de transcripcion con actividad en
control del ciclo celular y reparacion de DNA

CEP57

Proteina centrosémica

FLCN, NF1, NF2, PTCH1, PTEN, APC, STK11ly

SUFU

Vias de senalizacion celular

SDHAF2, SDHB, SDHC y SDHD

Funcién mitocondrial (complejo succinato
deshidrogenasa)

SMARCB1

Remodelacion de cromatina

*s6lo deleciones en la regién 3' del gen EPCAM o intergénicas con MSH2 que
resultan en silenciamiento de este ultimo son causales de Sindrome de Lynch.

Tabla 2. Listado de genes analizados en este estudio.

La preparacion de bibliotecas con el estuche TruSight Cancer se realizé utilizando

el protocolo recomendado por el fabricante (TruSight Rapid Capture, Reference
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Guide, lllumina) que utiliza el enriquecimiento por captura de las regiones de
interés.

El proceso de preparacion de las bibliotecas se resume en la Figura 3. La primera
etapa consistio en fragmentar enzimaticamente el ADN gendmico empleando el
transposoma Nextera que, simultaneamente, fragmenta el ADN gendmico y afiade
las secuencias de los adaptadores en ambos extremos de cada fragmento, a este
proceso se le denomina “tagmentacion”.

Concluida la tagmentacién, los fragmentos se purificaron para eliminar el
transposoma, los fragmentos purificados se sometieron a una primera reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), mediante el cual se afiaden los indices i5 0 i7 y
los adaptadores P5 o P7 a los extremos de cada fragmento. Cada indice es una
secuencia unica de 8 bases, la combinacion de i5 e i7 es unica para cada muestra
y permite identificar, inequivocamente, el conjunto de fragmentos provenientes de
esta. Los adaptadores P5 y P7 son secuencias que permiten la unién de los
fragmentos de ADN a la celda de flujo que es el primer paso para la generacion de

clusteres durante el proceso de secuenciacion.

Una vez concluida esta etapa, se limpié la biblioteca con perlas magnéticas
eliminando productos indeseados. En este punto del proceso, pueden combinarse,
las librerias provenientes de 12 muestras distintas en un solo tubo, siempre y
cuando la combinacién de los indices i5 e i7 sea diferente para cada libreria. Una
vez combinadas las librerias se procede a la primera ronda de hibridacion con
oligonucledtidos, marcados con biotina, que se unen a los exones de cada gen
incluido en el panel. Las sondas hibridadas se capturaron con perlas cubiertas de
estreptavidina. Posteriormente, mediante dos etapas de lavado con calor, se

removieron los oligonucleétidos unidos inespecificamente.

La biblioteca enriquecida se eluy6é de la perla y se prepard para una segunda
ronda de hibridacién y captura, la cual se realizé de forma similar a la primera. La
doble captura mejora el enriquecimiento de la biblioteca en las regiones de interés.

Una vez finalizada la segunda captura se eluyd la biblioteca de las perlas y se
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prepard para una segunda PCR. Este sélo consta de 12 ciclos, y permite

incrementar la cantidad de la biblioteca enriquecida.

La biblioteca amplificada se purifico, validé y cuantificé para propésitos de control

de calidad. Cuando la biblioteca cumplié con los parametros de calidad

establecidos en el protocolo, se procedié al ajuste de concentracion y a la

realizacidon de la secuenciacion masiva. Esta se llevd a cabo en los equipos MiSeq

o Next Seq 500 (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.). La conveniencia de usar uno u

otro equipo se determin6 en funcién del numero de muestras a analizar en cada

corrida.

50 ng de gDNA

doble cadena

Limpieza de
primera PCR

'

]

Tagmentacion

A

Limpieza de
fragmentos

Primera
hibridacion con
oligos de
captura

v

Primera
captura

v

Primera PCR
(i50i7)
(P50 P7)

Segunda
hibridaciéon con
oligos de
captura

Figura 3. Etapas del proceso de preparacion de bibliotecas

Anadlisis bioinformatico

Segunda
captura

A 4

Validacién y
cuantificacién de
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Secuenciacion
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A 4
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|
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I

El diagrama de flujo del analisis bioinformatico y el proceso de clasificacion clinica

final de las variantes se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de flujo del analisis bioinformatico realizado.

Una vez concluida la corrida en el secuenciador, se obtuvieron los archivos de
secuencia en formato FASTA descargandolos de la plataforma BaseSpace de

llumina (https://basespace.illumina.com/).

Los archivos FASTA se incorporaron a la plataforma de analisis bioinformatico de
la compania Sophia Genetics DDM (Data-Driven Medicine) ® Versidon 4.7.6.
(Saint-Sulpice, Suiza). Esta plataforma cuenta con las certificaciones de calidad
ISO 13485 (Medical Devices Quality Management) que permite su aplicacién para
el diagnéstico gendmico con fines clinicos e ISO 27001 (Information Security
Management), que garantiza la proteccion de los datos gendmicos de los

pacientes cuyas secuencias se analizan con la plataforma.

Con esta plataforma se realiz6 el analisis de calidad, la alineacion de las
secuencias y el llamado de las variantes. Se generaron los archivos BAM y VCF.

Las variantes fueron anotadas utilizando el transcrito candénico del gen, se
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identificaron la coordenada cromosomica, el numero del exdn, el tipo de variante
de acuerdo a la consecuencia sobre la proteina (corrimiento del marco de lectura,
variante sindbnima o de cambio de sentido, etc.), la identificacion en dbSNPs vy la
sustitucion de codones. Adicionalmente se evalud el posible efecto de la variante
con los predictores Sift (http://sift.jcvi.org/), PolyPhen Version 2 Hum Var
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) y Mutation Taster
(http://mutationtaster.org/) integrados a la plataforma y se consulté la frecuencia de
la variante en las bases de datos: EXAC (exac.broadinstitute.org), ESP (Exome
Sequencing  Project https://esp.gs.washington.edu) y 1000 genomas
(www.internationalgenome.org/) asi como la anotacion de la variante en la base de

datos de ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

Mediante algoritmos de inteligencia artificial y utilizando la informacién anotada
sobre la variante, la plataforma de Sophia realizé una pre-clasificacion clinica de
las variantes identificadas en cada paciente de acuerdo a las categorias: benigna,
de significado clinico incierto, probablemente patogénica o patogénica.
Adicionalmente la plataforma categoriza cada variante de acuerdo a la
recomendaciones del Colegio Americano de Genética y Gendmica (Richards et
al., 2015).

Evaluacion del impacto de la variante sobre el procesamiento del RNAmM

Para la prediccién de las posibles alteraciones originadas por la variante sobre el
procesamiento del RNAm se utilizaron la prediccion de Mutation Taster
(http://mutationtaster.org/) y el programa en linea Human Splicing Finder 3.1

(http://umd.be/HSF3/). Este analisis se realizé sélo para las variantes localizadas

en la unién exon-intron y en variantes sindénimas con muy baja frecuencia alélica
poblacional en EXAC o The 1000 Genomes Project (<5%).

Identificacion de pérdidas o ganancias de material genético (CNVs del inglés Copy

Number Variations).

A partir de los datos de secuenciacibn masiva y utilizando el algoritmo para
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identificacion de CNVs incorporado a la plataforma de analisis bioinformatico
Sophia Genetics DDM ® Version 4.7.6 (Saint-Sulpice, Suiza) se determinaron las
posibles pérdidas o ganancias de material genético en 11 genes: BRCA1, BRCA2,
PALB2, TP53, RAD51C, RAD51D, MLH1, MSH2, PMS2, MSH6 y EPCAM.

Las posibles pérdidas o ganancias de material genético identificadas a partir de los
datos de secuenciacion masiva se corroboraron mediante la técnica denominada
MLPA (del inglés Multiplex Ligation Probe Amplification) (MRC, Holland,
Amsterdam, Holanda) siguiendo el protocolo desarrollado por el fabricante (MLPA
DNA Protocol, version-006; revisada el 23/marzo/2018). En cada caso se
selecciono el coctel de sondas especifico para el gen en el cual se identificé una
posible alteracion. El analisis de resultados se efectué empleando el programa
Coffalyser desarrollado por el fabricante, que permite obtener una representaciéon
grafica de la alteracion. En la Figura 5 se muestra el ejemplo de la delecion de los
exones 9 al 12 en el gen BRCAL identificado a partir de los datos de

secuenciacion masiva y confirmado por MLPA.

:
o °© i s
eifnetsntpgabun Hgignys lllmllIIIIIINIIllllllllllllmlllll ENTHI

Prediccion de variacion en numero de copias
mediante los datos de secuenciacion masiva Andlisis de variacion en niumero de copias
en el software Sophia DDM® mediante MLPA del gen BRCA1

Figura 5. Ejemplo de la delecién de los exones 9 al 12 en el gen BRCAL. Panel

izquierdo, prediccion de la delecion por el algoritmo de Sophia DDM ®. Panel
derecho, confirmacién mediante MLPA.
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Clasificacion clinica final de las variantes identificadas

Las variantes que fueron pre-clasificadas como patogénicas, probablemente
patogénicas o de significado clinico incierto fueron evaluadas utilizando la
herramienta VarSome (https://varsome.com/) y la informacion disponible sobre la

variante en bases de datos y la literatura internacional.

VarSome es un motor de busqueda de informacién sobre variantes genéticas
humanas en mas de 35 bases de datos. Adicionalmente conjunta el resultado de
diferentes algoritmos que evaluan el impacto de la variante como son Mutation
Taster (http://mutationtaster.org/), SIFT (http://sift.jcvi.org/), PolyPhen Version 2
Hum Var (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), DANN (Deep learning anotation,
Anotacion de variantes mediante aprendizaje profundo (Quang, Chen, & Xie,
2015)), MutationAssessor, FATHMM (Functional Analysis through Hidden Markov
Models, Analisis funcional mediante modelos ocultos de Markov), MetaSVM
(Support Vector Machine, maquina de soporte vectorial), MetaLR (Logistic
Regression, regresion logistica) que integra 9 predictores y su regresion logistica,
PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer, analizador del efecto en la variacién
de una proteina), LRT (Likelihood ratio test, prueba de tasa de probabilidad). La
herramienta Varsome muestra una anotacion detallada sobre la variante y una
representacion grafica de la misma en su contexto genémico, mostrando otras
variantes descritas para la misma region del gen, asi como la clasificacién de
cada una de ellas. Ademas, permite consultar la opinion de la comunidad de

usuarios sobre la variante y agregar la opinion propia.

Finalmente la herramienta permite realizar una evaluacion automatizada de la
posible patogenicidad de la variante de acuerdo a los criterios establecidos en
las guias del Colegio Americano de Genética y Gendmica, con fines educativos
(ACMG) (Richards et al., 2015)

Adicionalmente se consultaron las siguientes bases de datos que no estan

integradas en Varsome:
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v Human Gene Mutation Database Profesional 2017.2, 2017.3, y 2017.4

(https://www.qgiagenbioinformatics.com/products/human-gene-mutation-

database/). Repositorio curado a mano de variantes para diferentes genes
asociado a informacién de la literatura sobre la variante.

v Breast Cancer Information Core (BIC)
(https://research.nhgri.nih.gov/projects/bic) del National Institute of Health
(NIH) para los genes BRCA1 y BRCAZ2.

v BRCA Mutation Database (http://arup.utah.edu/database/BRCA) de la
Universidad de Utah para los genes BRCAl y BRCAZ.

v Base de datos para el gen WRN:

http://www.pathology.washington.edu/research/werner/database/

v Leiden Open (Source) Variation Database (http://www.lovd.nl/3.0/home) que

es un repositorio de variantes para diferentes genes.

Toda la informacién recopilada sobre la variante, asi como la clasificacion, de
acuerdo los criterios del ACMG, se consideraron para la clasificacion final de la
variante. Las variantes de significado incierto, probablemente patogénicas o
patogénicas se incluyeron en el reporte de resultados que se entrego al paciente,

donde se explicé detalladamente la evidencia que soporta la clasificacién final.

Analisis estadistico

Se calcularon las frecuencias absolutas y las proporciones porcentuales dividiendo
el numero de individuos con una caracteristica determinada entre el numero total
de individuos en el grupo, para las variables cualitativas(M. A. Martinez-Gonzalez,
Irala-Estevez J., 2006).

Para la evaluacion de las diferencias entre proporciones en diferentes grupos se
empled la prueba de Z (M. A. Martinez-Gonzalez, Irala-Estevez J., Bes-Rastrollo
M., 2006). Esta prueba compara las diferencias porcentuales para distinguir
diferencias no causadas por el azar y atribuibles a las variables independientes
(Ecuacion 2). Se trata por lo tanto de una prueba similar a la ji cuadrada pero con

la caracteristica de que sélo permite un grado de libertad, esta consiste en dividir
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la diferencia de proporciones por su error estandar. La ecuacién para su calculo es

la siguiente;
1-p2
P PiP
© eoop /A, P4
Z= prueba Z,

DP= diferencia de proporciones,

EDDP= error estandar de la diferencia de proporciones,
p1= proporcion de expuestos o positivos,

p2= proporcion de no expuestos o negativos,

p= proporcién global,

9=1-p

n1=tamafio de muestra grupo 1,

n2= tamano de muestra del grupo 2,

Ecuacién 2. Férmula para el célculo de prueba Z.
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Resultados

Se analizaron un total de 201 casos, seleccionados de acuerdo a los criterios de
inclusion establecidos. La edad promedio al diagndstico del primer tumor fue de
41.24 anos (rango de 22 a 77 afos) con una desviacion estandar de 36.72 afnos.
Las caracteristicas clinicas e histopatologicas de los pacientes analizados se
muestran en la

Tabla 3. En relacién al sitio anatémico del primer tumor, el 91.5 % de los casos
(184/201) tuvieron cancer de mama, el 8 % (17/201 casos) cancer de ovario y sélo
1 paciente present6 cancer de mama y ovario sincronico.

En cancer de mama el tipo histologico mas frecuente, fue el ductal infiltrante,
presente en el 75.5 % de los casos, seguido por el ductal in situ y el lobulillar
infiltrante, con frecuencias muy similares del 12 % y 4.9 %, respectivamente. El
inmunofenotipo luminal A estuvo presente en el 40.2 % de los casos seguido del
luminal B con una frecuencia del 35.3 %. El tipo triple negativo o basal sélo se
presentdé en el 17.4 % de los casos. El tipo histologico mas frecuente en los
tumores de ovario fue cistoadenocarcinoma seroso alto grado, presente en el 88.4

% de los pacientes.
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Distribucion individuos por grupo de

0,
edad al diagndstico de primer tumor N &
< 30 anos 24 12.0
31 —40 afios 88 43.7
41 — 50 anos 57 28.4
51- 60 afos 24 12.0
2 61 anos 8 3.9

Total 201
Sitio anatomico del primer cancer N %
Cancer de mama 184 91.5
Ovario 17 8.0
Mama y ovario sincrénico 1 0.5
Total 201
Tipo histolégico de cancer de mama N %
Ductal infiltrante 139 75.5
Ductal in situ 22 12.0
Lobulillar infiltrante 9 4.9
Mixto 4 21
Mucinoso 4 2.1
Tubulo-lobulillar 2 1.1
Comedocarcinoma 1 0.6
Apocrino 1 0.6
No especificado 2 1.1
Total 184
Inmunofenotipo del cancer de mama N %
Luminal A 74 40.2
Luminal B 65 35.3
Triple Negativo 32 17.4
Her2 + 10 5.4
No especificado 3 1.7
Total 184
Tipo histoldgico del cancer de ovario N %
Cistoadenocarcinoma seroso alto grado 15 88.4
Carcinoma endometroide 1 5.8
Tumor de las células de la granulosa 1 5.8
Total 17
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de los pacientes analizados

Distribucién de los criterios de riesgo genético entre los individuos estudiados.

Se analizé la frecuencia con la que se presentaron los diferentes criterios de
riesgo geneético entre los pacientes analizados. Algunos pacientes presentaron

mas de un criterio. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Criterio de riesgo N %2
Cancer de mama de inicio temprano 127 63.2
Historia de cancer en familiares de primer grado 91 45.3
Cancer de mama triple negativo 32 15.9
Céancer de mama bilateral 23 11.4
Cancer de ovario 17 8.4

Cancer de mama postmenopausico e historia
familiar de primer grado
N: total de individuos, % representa el porcentaje de individuos con el criterio, respecto

a los 201 casos analizados, independientemente de si tenia o no un segundo criterio de
riesgo

11 5.5

Tabla 4. Frecuencia de los diferentes criterios de riesgo en el grupo de pacientes

El cancer de mama de inicio temprano fue el criterio de riesgo mas
frecuentemente identificado, seguido de historia familiar de cancer en familiares
de primer grado. Los tumores que se presentaron entre los familiares de primer

grado incluyeron cancer de mama, ovario, colon, pancreas y prostata.

Andlisis estratificado por la presencia o ausencia de historia familiar respecto a

diferentes criterios de riesgo.

Se realizé un analisis estratificado respecto a la presencia o ausencia de historia
de cancer en familiares de primer grado, en relacién con otros criterios de riesgo
genético como son: cancer de mama de inicio temprano, cancer de ovario, cancer

de mama bilateral y cancer de mama triple negativo. Se calcularon las
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proporciones porcentuales en cada grupo y se evaluo la significancia estadistica
de las diferencias observadas utilizando el estadistico Z, los resultados se

muestran en la Tabla 5.

HF positiva HF negativa Valor Z unacola

Criterio de riesgo N N (%) N (%) (Valor de P)
Cancerde mamade 4,7 50 (39.3) 77 (61.1)  -3.5277 (0.00021%)
inicio temprano

Céncgr de mama triple 32 12 (37.5) 20 (62.5) -2(0.022%)
negativo

Cancer de mama 23 10 (45.4) 13 (54.5)  -0.8847 (0.18943)
bilateral

Cancer de ovario 17 11 (64.7) 6 (35.2) 1.715 (0.0043%)

N: total de individuos; HF: historia de cancer en familiares de primer grado hasta el momento de la
elaboracién del arbol genealdgico; P significancia estadistica, *valor de P estadisticamente
significativo para un nivel de significancia de 0.05.

Tabla 5. Estratificacion respecto a la presencia o ausencia de historia de cancer en

familiares de primer grado para diferentes criterios de riesgo genético.

Se identificaron diferencias significativas respecto a la presencia o ausencia de
historia familiar para los siguientes criterios de riesgo: cancer de mama de inicio
temprano, cancer de ovario y cancer de mama triple negativo. De estos, el cancer
de ovario fue el unico asociado positivamente con la presencia de historia familiar
de cancer, la cual estuvo presente en el 64.7 % de los casos. Para los otros dos
criterios (inicio temprano y triple negativo) la mayor parte de los pacientes no
tuvieron historia familiar de cancer. No hubo diferencia respecto a la historia de

cancer en el grupo con cancer de mama bilateral.

Distribucién de los pacientes por tipo de resultado: positivo, negativo o no

concluyente

El resultado del estudio se considerd positivo para la existencia de riesgo genético
hereditario cuando se identific6 una variante deletérea clasificada como

patogénica o probablemente patogénica, se consideré negativo cuando sélo se
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identificaron variantes benignas o probablemente benignas, y como no
concluyente cuando el individuo tenia una o mas variantes de significado incierto,
(NOTA: cuando los casos positivos portaban ademas una o mas variantes de
significado incierto, el caso fue contabilizado sélo en la categoria de positivos). La
distribucidon de los pacientes en cada categoria se muestra en la Figura 6. En el
28 % (56/201) de los casos se identificé una variante causal del riesgo genético

hereditario.

N= 201
28%
30%
B Positivo

No concluyente

B Negativo

42%

Figura 6. Distribucion de los pacientes por tipo de resultados positivos (variantes
patogénicas o probablemente patogénicas), negativos (sélo variantes benignas o
probablemente benignas), no concluyentes (una o mas variantes de significado

clinico incierto).

Distribucién de las variantes deletéreas por gen

En la Figura 7, se muestra la distribucion de variantes por gen en los 56 individuos
positivos. El gen mas frecuentemente mutado fue BRCA1 (27/56, 48.2%), seguido
de BRCA2 (11/56, 19.6 %). Estos dos genes explican aproximadamente el 68% de
los casos positivos, quedando el resto de los casos distribuidos entre los genes

CHEK2 y MSH6 (4/56 cada uno, 7.14 %), TP53 y CDKN2A (3/56 cada uno, 5.35
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%) y los genes ATM, BRIP1, PTCH1 y RAD51D con un caso cada uno que

representan el 1.78 %.del total.

Solo identificaron pérdidas o ganancias de material genético en BRCAL, este tipo
de alteracion corresponde al 18.5% del total de variantes identificadas para este
gen. La delecién del exén 9 al 12 se identificé en 3 individuos, lo que representa
el 11.1 % del total de individuos positivos para variantes patogénicas en BRCAL.
Se identificaron también una delecién de los exones 18 y 19 y una duplicacién del
exoén 13, cada una en un paciente, lo que representa una frecuencia del 3.7 %
respectivamente. No se identificaron pérdidas o ganancias de material genético en
los genes RAD51C, RAD51D, MSH2, EPCAM, PMS2, BRCA2, MLH1, PALB2,

TP53 y MSH6 en ninguno de los pacientes analizados.

Del Ex6n 09 12 (3/5) 11.1%
CNV’sen BRCAI(5/27) 185% [ DupExn03  (1/5) 3.7%
Del Ex6n 18 19 (1/5) 3.7%

50

30

0 I 32.2 % del total de casos positivos |

/ : \
1B

BRCAL BRCA2 CHEK2 MSHE TP33 CDKN2A PTCH1 BRIP1 ATM RAD51D

10

Figura 7. Distribucion de las variantes deletéreas por gen. La barra correspondiente a
BRCA1 se muestra la proporcién de variantes tipo CNV’s (del inglés copy number
variation) identificadas.
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Variantes deletéreas identificadas en BRCAL, BRCAZ2 y otros genes.

En las tablas siguientes se resume la informacién de las variantes genéticas
identificadas en BRCAL1 (Tabla 6), BRCA2 (Tabla 7) y de los genes CHEK2,
MSH6, TP53, CDKN2A, PTCH1, BRIP1 RAD51D y ATM (Tabla 8), con la

clasificacion actual de estas, y el consenso sobre su patogenicidad.
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Variantes de significado clinico incierto

El 42 % de las mujeres analizadas tuvieron una o mas variantes clasificadas
actualmente como de significado incierto. La distribucion por gen de estas
variantes de acuerdo a su frecuencia se muestra en la Figura 10. En el gen ATM
se identificaron 10 variantes de significado incierto, seguido de BRCA2 y CHEK2
con 6, APC, ERCC5 y SLX4 con 4 variantes, DICER1, FANCD2, FANCI, MSHS6,
RUNX1 con 3 variantes cada uno, BRCA1, CEP57, ERCC3, FANCM, MTYH y

NSD1 con 2 variantes, y el resto de genes con una sola variante.

Variantes de significado clinico incierto

12

10

4 y codon de terminacion prematura

ATM
BRCA2
CHEK2

APC
ERCC5
SLX4
DICER1
FANCD2
FANCI
MSH6
RUNX1
BRCA1
CEP57
ERCC3
FANCM
MUTYH
NSD1
BAP1
BLM
DDB2
ERCC2
ERCC4

EZH2
FANCA
FANCC
FANCL

FCLN

MSH2
NF1
NF2

PALB2

PMS1

PMS2

RAD51C
RAD51D
SDHB

STK11

WRN

Figura 8. Numero de variantes de significado clinico incierto identificadas en cada

gen (numeros absolutos).

Distribucién de los resultados por grupo de edad

Se analizé la distribucion de resultados positivos negativos y no concluyentes por
décadas, considerando la edad al diagndstico del primer tumor. Los resultados se
muestran en la Figura 9 . Para evaluar si existian diferencia significativa se empled

la prueba de Z para diferencias entre porcentajes.
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La mayor proporcion de resultados positivos (37.50%) se encontré entre las
pacientes menores de 30 afios mientras que el menor porcentaje (20.83%) estuvo
en las pacientes diagnosticada entre los 51-60 afos. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de edad en relacién con la

distribucion de casos positivos.

N= 24 N= 88 N= 57 N=24 N=38 N= 201
25.0 25.0
318 3L6 = 30.3
37.5
6.8 50.0 s
43.2 50.0

41-50 51-60 Todas las edades

W Patogénica/Prob Patogénica VUus Negativo

Figura 9. Porcentaje de resultados reportados como positivos, no concluyentes y
negativos agrupados por decenio considerando la edad al diagndstico del primer

tumor primario.

Distribucién de los casos positivos por criterio de riesgo genético

Una indicacion clinica frecuente para el estudio genético es la agregaciéon familiar
de cancer, principalmente en familiares de primer grado. Esto sugiere la existencia
de un factor en comun entre los familiares afectados (p. €j.: una variante genética

de alta o media penetrancia o un factor ambiental comun, etc.). El 45.5% (N=91)
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de los pacientes analizados presentaban agregacion familiar, la distribucion por
tipo de resultado en este subgrupo se muestra en la figura 11, se identificé una

variante deletérea en el 37 % de casos que presentaban agregacion familiar.

N= 91

37%
W Patogénica/Prob
Patogénica

VUS

B Negativo

35%

— -

Figura 10. Porcentaje de casos positivos (variantes patogénicas/probablemente
patogénicas), de significado clinico incierto (VUS) y negativos (variantes benignas)

en casos con historia familiar de cancer en familiares de primer grado (N= 91).

Se analizé también la proporcion de casos positivos para otros criterios de riesgo
genético. Los casos positivos en cada categoria se estratificaron de acuerdo con
la presencia o ausencia de historia de cancer en familiares de primer grado. Los
resultados de este analisis se muestran en la Tabla 4. La indicacién de riesgo
genético con mayor proporcion (53.1%) de casos positivos fue la presencia de
cancer de mama triple negativo, en donde la mitad de los casos son portadores de
una variante causal en BRCA1 o BRCA2, aunque variantes patogénicas en otros
genes como CDKNZ2A y TP53 también se asociaron a la presentacion de este

inmunofenotipo.

El cancer de ovario fue la segunda indicacion con mayor proporcion de casos
positivos (47.05%) y una asociacion significativa (Zuna cola=3 (p=0.00125)* con la
presencia de historia familiar, ya que el 87.5% de los casos la presentaban.
Mientras que el resultado fue positivo en el 27.2% de los casos con cancer de
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mama bilateral e historia familiar y en el 20% de los casos con cancer de mama
post-menopausico e historia familiar de primer grado. Se calcul6 el valor de chi
cuadrado para los sub-grupos mencionados: se encontrd una asociacion
estadisticamente significativa entre obtener un resultado negativo o no
concluyente en el estudio genético y la presencia de cancer de mama de inicio
temprano sin historia familiar de primer grado. Lo mismo ocurrié en el grupo de
cancer de mama triple negativo, donde los resultados negativos se asociaron

significativamente a la ausencia de historia familiar.

HF positiva HF
Positivos N (%) I\Fl,(‘y) negativa
Criterio de Total ’ N (%) Vals; ?;é a Xi?
riesgo genético N ; HE u (Valor de P)
Negativos 0 no HE o (valor de P)
positiva .
concluyentes N (%) negativa
N (%) N (%)
Céancer de 33 (25.9) 18 (54.5) 15 (45.45) 0.738 (0.22) 4.3015
mama de inicio 127 © 63808)*
temprano 94 (74.1) 32 (34.04) 62 (65.9) -4.3759 (0) '
. 1.029
Céancer de 17 (63.1) 10 (58.8) 7(41.1) (0.151) 7 0358
mama triple 32 - © (')0799)*
negativo 15 (46.9) 2(13.3) 13 (86.6) -4.016 (0) '
7 (304 3(42.8 4 (571 -0.53 (0.3
Céancer de 23 ( : ( ) ( : ©3) 0.35
mama bilateral -0.7071 (0.55409)
16 (69.6) 7 (43.5) 9 (56.2) (0.23885)
3
8 (47.05) 7 (87.5) 1(12.5) N
Cancer de 17 (0.00125) 3.4379
ovario -0.4714 (00637)
9 (52.9) 4 (44.4) 5 (55.5) (0.31918)

N: total de individuos; HF: historia de cancer en familiares de primer grado hasta el momento de la elaboracién del arbol
genealdgico; P significancia estadistica,
*valor de P estadisticamente significativo para un nivel de significancia de 0.05.
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Tabla 4. Proporcion de resultados positivos y negativos o no concluyentes, para
diferentes criterios de riesgo genético, estratificados respecto a la existencia o no

de historia familiar de cancer.

Influencia del contenido genético del panel sobre la proporcion de los resultados

positivos, negativos y de significado clinico incierto

Debido a la variabilidad de paneles disponibles en el mercado, decidimos evaluar
como influye el contenido genético del panel en el porcentaje de cada tipo de
resultado y especialmente sobre el porcentaje de casos positivos identificados
Para ello se disefaron tres paneles virtuales con diferentes contenido genético a
partir de los 64 genes analizados: uno que solo contenia a los genes BRCAL y
BRCA2 (denominado “BRCA”), un panel de 6 genes que comprende a los que
confieren mayor susceptibilidad BRCAL1, BRCA2, PTEN, STK11, CDH1 y TP53
(lamado  “RIESGOALTO”)(Gomez-Flores-Ramos, Alvarez-Gomez, Villarreal-
Garza, Wegman-Ostrosky, & Mohar, 2017; Turnbull & Rahman, 2008), y un panel
de 20 genes ( “20GENES”) que comprende a los de alta susceptibilidad y a genes
de penetrancia intermedia: BRCAl, BRCA2, TP53, PTEN, STK11l, CHEK2,
PALB2, PMS2, RAD51C, RAD51D, ATM, BRIP1, MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM,
CDH1, NBN, NF1l y CDKN2A. Al panel conformado por todos los genes
secuenciados en este estudio le denominamos “AMPLIO” (ver Tabla 2). Para
cada uno de ellos se calcul6é la distribucion por tipo de resultado y se evaluaron
las diferencias observadas en la proporcion de resultados positivos mediante el

estadistico Z. Los resultados se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Distribucién de resultados positivos, no concluyentes y negativos para

cada panel virtual de acuerdo a su contenido genético.

No existen diferencias significativas en la proporcion de casos positivos
identificados entre el panel “BRCA” y el panel “RIESGOALTO” (18.9 % vs 18.9%
respectivamente). Lo mismo ocurre entre el panel “20GENES” y el panel
“‘“AMPLIO” (27.3 % vs 27.8 % respectivamente), esta pequefa diferencia se debe a
un caso con una variante deletérea en PTCHL1 identificado sélo con el panel
AMPLIO

Sin embargo, la proporcion de casos positivos identificados es significativamente
diferente entre con el panel “BRCA” y el panel “20GENES” (Zyna cola=2.121;
p=0.017) o entre el panel BRCA y el panel AMPLIO [Zyna cola= 2.0107
(p=0.0222)]. El porcentaje de casos positivos se incrementa en un 8.4 % al pasar
del panel “BRCA” al panel “20GENES” y en 8.9 % al pasar del “BRCA” al panel
‘“AMPLIO”. Las variantes de significado incierto se incrementan al aumentar el

numero de genes analizados.
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Discusion
El presente trabajo, aborda la posible participacion de otros genes, ademas de

BRCA1 y BRCAZ2 en la susceptibilidad hereditaria a cancer de mama y ovario en

pacientes mexicanas.

Para ello analizamos un grupo de 201 mujeres mexicanas, seleccionadas por
cumplir uno o mas de los criterios de riesgo genético establecidos actualmente en

las guias internacionales de la NCCN (Daly et al., 2017).

La edad promedio al diagndstico del primer tumor fue de 41.1 afios, muy similar a
la reportada en otras series de mujeres mexicanas seleccionadas de acuerdo a
criterios de riesgo genético (Quezada Urban et al.,, 2018; Vaca-Paniagua et al.,
2012; Vidal-Millan et al., 2009; Villarreal-Garza, Alvarez-Gomez, et al., 2015).
Aunque el rango de edad abarcé desde los 22 hasta los 77 afnos, el 81 % de los
pacientes se encontraban en la cuarta o quinta década de la vida al momento del
diagnéstico. El diagnostico a una edad temprana, en que la mujer se encuentra
aun consolidando su carrera profesional y con hijos menores de edad, contribuye
al impacto socio econdmico negativo de este padecimiento en nuestra poblacién y
enfatiza la necesidad de identificar oportunamente a estas mujeres para disminuir

la morbi mortalidad asociada al riesgo de ocurrencia y recurrencia de cancer.

La mayoria (91.8 %) de los casos fueron afectadas por cancer de mama como
primer tumor, por lo que nuestra serie explora mucho mas la participacién del
componente genético en la presentacién de cancer de mama que en la del cancer
de ovario. La distribucion de tipos histolégicos y el inmuno-fenotipo para cancer de
mama, asi como la histologia de cancer de ovario fue similar a la descrita en otras
series (Kurian et al., 2014; Lin et al., 2016; Tung et al., 2015)

Criterios de riesgo genético

El cancer de mama de inicio temprano fue el criterio de riesgo mas
frecuentemente identificado en nuestro grupo de pacientes (63.18%) (Tabla 2). Es

posible que la alta proporcion de mujeres con este criterio de riesgo refleje un
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sesgo en la seleccion de los pacientes que fueron invitados a participar en el
estudio por los oncologos tratantes de las diferentes instituciones. En nuestro
medio, los criterios considerados como sugestivos de riesgo genético han sido
poco difundidos entre los oncodlogos clinicos o quirdrgicos. Sin embargo, el
diagnostico de cancer de mama en una mujer joven es un evento que no pasa
desapercibido y que para su identificacion no requiere un interrogatorio
intencionado para identificar historia familiar, ni la elaboracion de un arbol

genealdgico.

La historia familiar de cancer se considera un importante predictor del riesgo
genético y es uno de los criterios mas conocidos que originan el envio del paciente
a evaluacion por el servicio de genética y la realizacion de un estudio molecular
(Daly et al., 2017; Moyer, 2014; Riley et al., 2012). En nuestra serie el 44.7% de
los casos fueron positivos a este criterio de riesgo. Sin embargo al estratificar cada
uno de los criterios de riesgo respecto a la presencia de historia familiar,
encontramos que sélo el cancer de ovario estuvo significativamente asociado con
la presencia de historia familiar de cancer que estuvo presente en el 64.7% de los
casos (z= 1.715, p= 0.0043). Aunque el numero de pacientes con cancer de ovario
analizados es pequefo, los resultados indican que la contribucion de factores
genéticos hereditarios es mayor en esta presentacion que en la de cancer de
mama y apoyan la necesidad de explorar el componente genético para cancer de

ovario con paneles multigen en un grupo mucho mayor de pacientes.

En el grupo de mujeres con cancer de mama de inicio temprano, una proporcion
significativamente mayor de casos (61.1%) carecian de historia familiar de cancer
(en familiares en primer grado) (Z=-3.5277 p= 0.00021). Esto apoya la posible
participacion de factores no genéticos en el desarrollo del cancer a edades

tempranas.

Otras posibles explicaciones son: a) la contribucion de otros genes conocidos para
predisposicion de cancer de mama y/o ovario no analizados en este estudio (p. ej.:
MRE11l, RAD51B, RAD50, XRCC2, BARD1, entre otros), o de otros genes
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recientemente identificados (p. ej.: PHIP (Jiao et al., 2017), b) otros modos de
herencia como son: autosémica recesiva o ligada al cromosoma X por ejemplo:
MAGECS3 (Eng et al., 2018), los cuales no han sido explorados extensivamente
hasta el momento c) asi como los modelos de estimacién de riesgo para cancer de
mama de inicio temprano (< 50 afios) y cancer de mama a cualquier edad, que
requieren el analisis de multiples loci (Scannell Bryan et al., 2018). En este estudio
los resultados son ligeramente superiores al usar los datos genéticos contra el uso
de datos no-genéticos [0.636 (95% CIl 0.614-0.659) vs 0.609 (95% CI: 0.587-
0.632), respectivamente], cuando se evalua el area bajo la curva. Y cuando se
combinan ambos factores de riesgo (genéticos y no genéticos) se alcanza una
prediccidon mas robusta: 0.662 (95% CI, 0.640-0.684). Este abordaje del riesgo se
analizé excluyendo a las mujeres portadoras de variantes en los genes de alta
penetrancia BRCA1 y BRCA2 en el estudio reciente de Scannell Bryan y
colaboradores en 2018, y reafirma el rol importante del riesgo poligénico para este

criterio de seleccion.

Interesantemente en nuestro estudio la presencia de cancer de mama triple
negativo (CMTN) también se asocio con historia familiar negativa (62.5%) (Z=-2,
p=0.022). Este resultado contrasta con los datos de la literatura internacional en
los que este inmunofenotipo es el mas frecuente en mujeres con variantes
patogénicas en los genes BRCA1l y BRCA2, las cuales generalmente también
presentan historia familiar del padecimiento (Couch et al., 2015; Engel et al., 2018;
Villarreal-Garza, Weitzel, et al., 2015).

En el 28% (N=56/201) de los casos analizados fue posible identificar una variante
patogénica o probablemente patogénica (Figura 6). Esta proporciéon de casos
positivos es mayor a la reportada en otros estudios realizados en poblacion
mexicana, (del 4.3 al 23.2 % de casos positivos) en los que se analizaron una
menor cantidad de genes.(Torres-Mejia et al., 2015; Vaca-Paniagua et al., 2012;
Vidal-Millan et al., 2009; Villarreal-Garza, Alvarez-Gomez, et al., 2015; Villarreal-
Garza, Weitzel, et al., 2015). El resultado de este estudio apoya el uso de paneles
multigen para la evaluacion del riesgo genético en nuestra poblacién. Los paneles

65



multigen permiten la identificacion de un mayor numero de individuos que pueden
beneficiarse de medidas de vigilancia encaminadas a la identificacion temprana o

de medidas encaminadas a la reduccion de riesgo.

Existe una contribucién importante de otros genes, a la susceptibilidad genética
hereditaria a cancer de mama u ovario en la poblacion mexicana ya que en el
32% de los casos positivos la variante patogénica no fue identificada en los genes
BRCAL1 o BRCAZ2. Las variantes identificadas se distribuyeron en los siguientes
genes CHEK2, MSH6, TP53, CDKN2A, PTCH1, BRIP1, ATM y RAD51D. (Figura
7).

Otros genes diferentes de BRCAL1 y BRCA2 con variantes patogénicas

A nuestro conocimiento este es el primer reporte que demuestra la contribucién de
CHEK?2 al riesgo hereditario de cancer de mama u ovario en poblacion mexicana.
Las variantes deletéreas identificadas en nuestra serie de pacientes fueron un
cambio de aminoacido, y dos deleciones de nucledtidos que generan corrimiento
del marco de lectura y codén de terminacién prematuro. Este ultimo tipo de
cambio (variante nulimorfica) se consideran de alto riesgo en cuanto a la
penetrancia, de acuerdo a las recomendaciones del grupo de Genética del Cancer
en Inglaterra (Taylor et al.,, 2018). Interesantemente la variante conocida como
CHEK2-1100delC (NM_007194.3:c.1100delC o NM_001005735.1:¢.1229delC)
que ha sido identificada en multiples poblaciones alrededor del mundo (Abud,
Koehler-Santos, Ashton-Prolla, & Prolla, 2012; Weischer et al., 2012; Yang, Zhang,
Wang, & Liu, 2012), no fue identificada en ninguno de los pacientes en nuestro

estudio.

También se identificaron variantes deletéreas en el gen MSH6 en 4 pacientes, dos
de ellas con diagnéstico de cancer de mama pero sin historia familiar de algun tipo
de cancer del espectro conocido para sindrome de Lynch. En ninguno de los dos
casos se realizo la segregacion de la variante en los padres por lo que no pudimos
establecer si eran de novo o no. La contribucion del sindrome de Lynch al riesgo

de cancer de mama no esta claramente establecida, y es un tema controversial
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actualmente (Win, Lindor, & Jenkins, 2013). Por ejemplo, se ha identificado un
riesgo aumentado para cancer de mama en ciertas poblaciones y para un gen
especifico, Harkness y colaboradores, en el 2015 reportaron un riesgo acumulado
a los 70 afios de 18.6 %, en mujeres inglesas con variantes deletéreas en MLH1
(Harkness et al., 2015). La asociacion de variantes de MSH6, fue evaluada por
Roberts y colaboradores en 2018, quienes compararon la tasa de incidencia
estandarizada para cancer de mama entre un grupo de pacientes con variantes
deletéreas en los genes asociados a sindrome de Lynch (MLH1, MSH2, MSH6, y
PMS2) y la poblacién general proveniente del programa de vigilancia,
epidemiologia, encontrando asociacion entre el riesgo para cancer de mama y los
genes MSH6 y PMS2 (M. E. Roberts et al., 2018).

Los otros dos casos con variantes en MSH6 identificados en nuestra serie tuvieron
diagnostico de cancer de ovario, que es un tumor del espectro del sindrome de
Lynch. Uno de ellos con historia familiar de primer grado para cancer gastrico y
leucemia (madre y padre, respectivamente) y el otro se presentdé como caso unico
de ovario, con el padre posiblemente afectado de cancer de préstata, sin embargo

este antecedente no pudo ser confirmado con pruebas objetivas.

TP53, se considera un gen de alta penetrancia para cancer de mama asociado,
frecuentemente a una presentacion temprana e historia familiar positiva. Sin
embargo, a pesar de que nuestra serie presenta una alta proporcion de casos con
cancer de mama de inicio temprano, de los cuales el 39.3% (50 casos)
presentaban historia familiar, sélo se identificaron 3 casos positivos para variantes
deletéreas en este gen. Todos ellos con diagndstico de cancer de mama a
edades muy tempranas: 22, 33 y 41 anos. En dos de los casos existia historia
familiar de cancer sugestiva de sindrome de Li-Fraumeni. La otra paciente no
tenia historia familiar, por lo que es posible que la variante fuera una mutacién de
novo, no fue posible estudiar a los padres para esclarecer esta posibilidad, sin
embargo se ha reportado que al menos 14 % de las variante de TP53 son de novo
(Renaux-Petel et al., 2018).
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En uno de los casos positivos con historia familiar se identific6 una variante
patogénica nueva para TP53. La delecion de 18 nucledtidos.
(NM_000546.5¢.529 546delCCCCACCATGAGCGCTGC) que origina una
delecion-insercion como se muestra a continuacion:
NP_000537.3:p.(Pro177_Cys182delinsdel). Esta variante no ha sido reportada
hasta la fecha como variante germinal, pero esta reportada como variante
somatica en la base de datos de IGCG con el siguiente identificador: MU69630. La
variante ha sido identificada como mutacién somatica en carcinoma de células
escamosas, melanoma, adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma esofagico y

adenocarcinoma ductal de pancreas.

La variante CDKN2A ¢.146T>C que origina el cambio 11le49Thr en la proteina fue
identificada en 3 de los casos positivos con cancer de mama de inicio temprano
(menores de 46 afos de edad) sin historia familiar. Esta variante fue reportada
previamente en una paciente hispanica con cancer de mama de inicio temprano
(36 afios)(Kurian et al., 2014). De acuerdo a la informacioén de las bases de datos
poblacionales, esta variante ha sido identificada solamente en latinos con una
frecuencia alélica de 0.4497% de acuerdo a los datos de exomas de la base de
datos gnomAD, (ultimo acceso julio de 2018). En la base de datos de ClinVar
existen conflictos sobre la clasificacion de la misma ya que ha sido clasificada

como benigna, patogénica y de significado clinico incierto en diferentes ocasiones.

Sin embargo, algunos hechos apoyan la probable patogenicidad de esta variante:
la variante ha sido identificada en un estudio poblacional que incluia individuos con
multiples melanomas primarios asi como individuos con un melanoma primario
unico (Orlow et al., 2007), también ha sido identificada en melanoma familiar
(Ruas & Peters, 1998). Estudios experimentales que evaluaron el impacto de este
cambio sobre el funcionamiento de la proteina codificada por CDKN2A, reportan
un efecto deletéreo en cultivo celular (Walker et al., 1998). Otros dos estudios
describen que este cambio afecta moderadamente la interaccion entre CDKN2A y
CDK4 en un modelo con levadura(Koh, Enders, Dynlacht, & Harlow, 1995; Parry &
Peters, 1996). Adicionalmente la variante ha sido identificada por el Laboratorio de
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Diagnoéstico Gendmico del INMEGEN en dos familias mexicanas con historia de
cancer de pancreas y melanoma (comunicacién personal, datos no publicados). La
variante se encuentra en una region del gen donde 12 de las 18 variantes
clasificadas, son patogénicas, lo que corresponde al 66.7 % de las variantes(
Varsome, julio de 2018) Adicionalmente una variante en la misma posicion
(c.146T>G) que origina el cambio de isoleucina por serina, se encuentra
clasificada como probablemente patogénica para melanoma familiar y cancer
pancreatico (Lal et al., 2000), lo que apoya el caracter deletéreo de los cambios en
esta posicidn. Se requieren estudios epidemiologicos y funcionales para

esclarecer la contribucién de la misma al riesgo de cancer de mama.

BRIP1 y RAD51D contribuyen a la predisposicion genética de cancer de mama en
nuestra poblacion. Estos genes han sido identificados en otras poblaciones y se
considera que contribuyen principalmente al desarrollo de cancer de ovario (Lin et
al., 2016; Tung et al., 2015; Walsh et al., 2017; Weber-Lassalle et al., 2018).

Sin embargo en nuestro estudio, la variante de BRIP1 fue identificada en una
mujer con cancer de mama de histologia papilar intraquistico. Se trata de un
coddn de terminacién prematura a los 356 aminoacidos, que origina la pérdida del
dominio de union ATP necesario para la actividad de helicasa y su posterior
interaccion con pBRCA1. La variante esta clasificada como patogénica en la
bases de datos, asociada al desarrollo de cancer de ovario (dbSNP y ClinVar:
rs730881633).

La variante deletérea en RAD51D, se identificé en una mujer con cancer de mama
bilateral, sin historia familiar de ningun tipo de cancer. La variante origina un codon
de terminacion prematura y la pérdida de 73 aminoacidos, esta clasificada como

patogénica en ClinVar con el siguiente ID: rs137886232.

En una paciente se identificd una variante de pérdida de funcién en el gen PTCH1.
Las variantes de pérdida de funcion en PTCHL1 se asocian al sindrome de Gorlin,
un sindrome de predisposicion genética a carcinoma de células basales,

queratoquistes de mandibula, que se hereda de forma autosomica dominante. El
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60% de los pacientes tienen caracteristicas clinicas identificables como
macrocefalia, abombamiento frontal, facies tosca y milia facial, ademas de
anomalias esqueléticas como costillas bifidas, y vertebras en cufa, calcificaciéon
de la hoz del cerebro (hasta el 90% de los casos) (Evans & Farndon, 1993). La
paciente no presentaba estas caracteristicas clinicas en la exploracion fisica, por
lo que se solicitaron estudios de imagen. Nuestra revision de la literatura para los
fenotipos de “Sindrome de nevo basal”, “Sindrome de Gorlin”, “PTCH1” y “cancer
de mama” no arrojaron resultados de casos, 0 series de casos con asociacion
entre cancer de mama y sindrome de Gorlin. Tampoco se han registrado fenotipos
asociados a cancer de mama, neoplasma de mama u otros fenotipos similares y
variantes patogénicos o probablemente patogénicos en este gen en la base
Human Gene Mutation Database Profesional 2018.1. La variante no se encuentra
reportada en la base de LOVD

(https://databases.lovd.nl/shared/variants/PTCH1/unique). Por lo que no es claro si

la variante de PTCH1 puede haber contribuido al riesgo de cancer en esta

paciente.

No se identificaron variantes deletéreas en los genes: PALB2, que contribuye a la
susceptibilidad principalmente en poblacion franco-canadiense, ni en los genes de
alta penetrancia: PTEN, STK11, y CDH1 a pesar de que en esta serie no se
identificaron variantes de PALB2, estas han sido identificadas en dos mujeres
mexicanas referidas para diagnostico de rutina del Laboratorio de Diagndstico
Gendmico (comunicacion personal, Septiembre de 2018). Lo que apoya la
inclusion de este gen en los paneles multigenes que se apliquen al estudio de la
susceptibilidad en mujeres mexicanas y enfatiza la necesidad de evaluar un

numero mayor de individuos.
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Andlisis de las pérdidas o ganancias de material genético en los genes: BRCAL,
BRCA2, PALB2, TP53, MSH2, EPCAM, PMS2, MLH1, MSH6, y RAD51C,
RAD51D

En este trabajo se explora por primera vez la posible contribucion de las pérdidas
0 ganancias de material genético (CNV’s) al riesgo de cancer de mama y ovario en
los genes: BRCAL, BRCA2, PALB2, TP53, MSH2, EPCAM, PMS2, MLH1, MSHS6,
y RAD51C, RAD51D, utilizando los datos de secuenciacion masiva y el algoritmo

bioinformatico integrado en la plataforma de Sophia Genetics DDM.

Este tipo de alteracion fue identificada en 5 individuos, todos ellos en el gen
BRCAL. Las alteraciones de tipo CNV representaron el 18.5% de las variantes

deletéreas identificadas para este gen.

La frecuencia de la delecién de los exones 9 al 12 en nuestra serie es mucho
menor que la reportada en otros estudios realizados en poblacidn mexicana
(Torres-Mejia et al., 2015; Villarreal-Garza, Weitzel, et al., 2015) donde esta
variante estuvo presente en el 33% de los casos positivos con variantes
patogénicas en los genes BRCA1/2 (Villarreal-Garza, Alvarez-Gomez, et al.,
2015). Esta diferencia puede ser explicada probablemente por el empleo de
diferentes criterios de seleccidén en los estudios. En nuestra serie esta delecion
represento el 11.1% de las mutaciones de BRCAL y fue identificada solamente en
3 pacientes con cancer de mama de inicio temprano de inmuno-fenotipo triple
negativo o basal o luminal B. Mientras que en el estudio realizado por (Villarreal-
Garza, Alvarez-Gomez, et al., 2015) , esta alteracidén se asocié mas al desarrollo
de cancer de ovario ya que 69 % (9/13) de los casos con la delecién tenian este

padecimiento.

Adicionalmente se identificaron en un paciente con cancer de ovario la delecién de
los exones 18 y 19 y en otro la duplicacion del exén 13 de BRCAL en otra. Estas
variantes no habian sido reportadas previamente en poblacion mexicana vy
demuestran que, ademas de la delecidon 9-12, existen otras alteraciones de

numero de copias que es necesario considerar.
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Las alteraciones tipo CNV estan presentes en el 2.48% del total de los individuos
analizados, y corresponden al 8.9% de los casos positivos identificados La
presencia de una alteraciéon de numero de copias en casi el 9% de los individuos
positivos, indica que es imprescindible la identificacion de este tipo de alteraciéon
rutinariamente en los estudios moleculares que se realicen en sujetos en riesgo

en nuestra poblacion.

En anos recientes el desarrollo de algoritmos bioinformaticos que predicen la
posible presencia de una alteracion de CNV, a partir de los datos de
secuenciacion masiva y su incorporacion a los algoritmos bioinformaticos
implementados en la practica clinica, ha facilitado la identificacion de CNV vy
disminuido el costo y el tiempo necesario para identificarlos, ya que se ha reducido
considerablemente el numero de estudios de MLPA. Si no hubiéramos contado
con un algoritmo de deteccion de CNVs, hubiera sido necesario realizar estudios
de MLPA, al menos para BRCA1l y BRCA2, en 74.62% de las muestras (150
individuos) lo que significa alrededor de 300 reacciones de MLPA (una para cada
gen: BRCA1 y BRCAZ2) El algoritmo utilizado por la plataforma de Sophia ha sido
evaluado con muestras de referencia mostrando un valor predictivo negativo del
100% (datos de validacion experimental), por lo que se puede confiar que en los
casos donde no se predice un CNV este no esta presente . El estudio MLPA, debe
ser realizado como técnica ortogonal confirmatoria en todos los casos que resulten

positivos a CNVs a partir del analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion.

Variantes de significado clinico incierto

La probabilidad de identificar variantes de significado clinico incierto se incrementa
con el numero de genes analizados en el panel. En nuestro estudio, con un panel
de 64 genes estas se identificaron en el 42% de los pacientes. Esta proporcién es
ligeramente mayor a la identificada en otras publicaciones en las que se
emplearon paneles mas pequefios. En una serie de pacientes con diagnédstico de
algun cancer ginecoldgico o gastro-intestinal (n= 7,428) analizados con un panel

que contenia 29 genes, se identificaron un 34.5 % de VUS. Interesantemente
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para los casos de individuos con ancestria hispanica fue solo del 20.4 %(Susswein
et al., 2016). Este ultimo dato contrasta con el resultado de un estudio en el que se
analizaron 85 mujeres colombianas con el panel myRisk de Myriad (25 genes)
donde la frecuencia de VUS fue del 35%(Cock-Rada, Ossa, Garcia, & Gomez,
2018). Cuando se analizan las variantes genéticas empleando exoma clinico la

frecuencia de resultados con VUS llega incluso al 95 % (Maxwell et al., 2016).

Los genes con mayor numero de variantes de significado clinico incierto en
nuestro grupo de pacientes fueron ATM, BRCA2 y CHEK2 (Figura 8).
Interesantemente, una de las variantes de significado clinico incierto de CHEK2
fue identificada en 5 de los casos, lo que corresponde al 2.4 % de los pacientes.
Esta variante es exclusiva de poblacion latina y su frecuencia poblacional es solo
del 0.235%, de acuerdo a lo reportado en los exomas de la base de datos
gnomAD, (septiembre de 2018). Estos resultados sugieren la variante pudiera
contribuir al riesgo de cancer en nuestra poblaciéon. Sin embargo se requieren
estudios epidemioldgicos para identificar la frecuencia poblacional de la misma,
realizar la segregacion de la variante en las familias afectadas y estudios
funcionales para lograr la reclasificacién de la misma como benigna o patogénica
(Richards et al.,, 2015) ya que la prediccién in silico no es suficiente para la

reclasificacion este tipo de variantes (Kerr et al., 2017)

La identificacion recurrente de una variante de significado clinico incierto en un
cierto gen y padecimiento representa una nueva oportunidad para la investigacion
genética y epidemiolégica que permitira esclarecer su participacion en la
enfermedad. Las variantes de significado clinico incierto reflejan la falta de
conocimiento sobre el espectro de variantes genéticas que han sido mucho menos
evaluados en relacion al riesgo de cancer de mama y ovario, 0 que han sido

menos evaluados en general en ciertas poblaciones o grupos étnicos.

La probabilidad de identificar variantes de significado clinico incierto es aun mayor
para poblaciones latinas, que tienen un gran mestizaje, originando heterogeneidad
genética (Silva-Zolezzi et al., 2009) y pobre representacion en las bases de datos
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poblacionales, como sucede con la poblacion mestiza de México. La frecuencia
alélica de la variante es un criterio que se toma en cuenta en la evaluacion de una
posible patogenicidad (Richards et al., 2015), por lo que polimorfismos
relativamente frecuentes en grupos étnicos poco representados y que tengan
prediccion de probablemente deletéreos por los algoritmos bioinformaticos seran
clasificados como variantes de significado clinico incierto. Algunas variantes de
significado clinico incierto pueden representar polimorfismos privados presentes
en una familia unica que dificilmente podran ser reclasificadas a partir de estudios

epidemioldgicos poblacionales.

Distribucién de resultados clinicos por edad y criterios de riesgo genético

El analisis de la distribucion de los resultados positivos, negativos y de significado
clinico incierto por décadas de acuerdo a la edad al diagnodstico del primer tumor
(Figura 9), mostré que la mayor proporcién de resultados positivos se encuentra
en el grupo menor de 30 aflos mientras que la menor proporcion corresponde al
periodo entre 51-60 afios. Sin embargo, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, lo que pudiera deberse al pequefio de numero de

individuos en cada categoria.

En cuanto al criterio de riesgo cancer de mama inicio temprano (<50 afos), solo el
25.9 % de los casos con este criterio se identificd una variante deletérea, siendo
este el de menor proporcidn de casos positivos. Interesantemente el 60.9%
(N=76/127) de los casos no tenian historia de cancer en familiares en primer
grado, lo que concuerda con la no identificacion de una variante deletérea de alta
penetrancia en la mayoria de estas mujeres. El estadistico chi cuadrado en este
sub-analisis demuestra que la combinacién de cancer de mama de inicio temprano
sin historia familiar, se asocia significativamente a un resultado negativo o no

concluyente en estudio genético (Xi? =4.3015, valor de p=0.03808).

El criterio con mayor proporcion de resultados positivos es el cancer de mama
triple negativo (CMTN), el cual ha sido explorado previamente en pacientes

mexicanas(Villarreal-Garza, Weitzel, et al., 2015). El porcentaje de resultados
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positivos en nuestra serie es mayor que el obtenido en otras series de pacientes
mexicanos (54.8 % vs 23.2%) (Villarreal-Garza, Weitzel, et al., 2015). Nuestros
resultados demuestran que no solo BRCAl y BRCA2 participan en la
predisposicidn genética, ya que identificamos variantes en los genes CDKN2A vy
TP53 en pacientes con este tipo de tumor, lo que expande el espectro de genes
asociados a cancer de mama triple negativo en nuestra poblacion. La
heterogeneidad genética en CMTN ha sido corroborada, en otras poblaciones
donde se han identificado variantes deletéreas en TP53, ATM, BARD1, BRIP1,
CHEKZ2, etc.(Couch et al., 2015); en este estudio no se incluyé6 a CDKN2A. Estos
hallazgos apoyan el uso de paneles multigen para la evaluacién de riesgo
genético aun en pacientes con CMTN, el cual clasicamente se ha considerado
mas frecuentemente asociado con variantes deletéreas en los genes BRCA1 vy
BRCA2

El cancer de ovario es el segundo con mayor proporcion de casos positivos (45.8
%), de los cuales el 87.5% tiene historia familiar positiva. Aunque la predisposicion
para cancer de ovario comparte bases genéticas con la predisposicion hereditaria
a cancer de mama (p.ej. variantes deletéreas en BRCA1l y BRCAZ2), se ha
identificado la contribucidn de otros genes a esta presentacion, como por ejemplo
algunos de los asociados al sindrome de Lynch y mas recientemente MAGECS3,
un gen ubicado en el cromosoma X, y que posiblemente confiere riesgo para

cancer de ovario y prostata (Eng et al., 2018).

Influencia del contenido genético del panel sobre la proporcién de los resultados

positivos, negativos y de significado clinico incierto

Actualmente los paneles de multiples genes son utilizados rutinariamente en la
practica clinica con el propésito de identificar la variante causal en individuos con
un posible riesgo genético para cancer de mama u ovario. Diferentes companias
comerciales ofrecen paneles basados en evidencia internacional, principalmente

de poblaciones anglo-sajonas. Agencias y grupos de consenso recomiendan la
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inclusion de ciertos genes para el analisis de los pacientes con criterios de riesgo

en sus paises (Daly et al., 2017; Taylor et al., 2018).

En nuestro pais no existen estudios encaminados a establecer el contenido
genético minimo necesario para la evaluacion de riesgo genético en poblacion
mexicana. Por ello en este trabajo evaluamos la influencia del contenido genético
del panel sobre el porcentaje de casos positivos identificados. Los resultados
mostraron que un panel que contenga al menos, los siguientes 20 genes: BRCAL,
BRCAZ2, TP53, PTEN, STK11, CHEK?2, PALB2, PMS2, RAD51C, RAD51D, ATM,
BRIP1, MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM, CDH1, NBN, NF1 y CDKN2A, permite la
deteccion de la mayoria de los pacientes positivos. Este numero de genes
representa un tamano eficiente que maximiza la relacion costo beneficio y que es
escalable al sector publico. De acuerdo a nuestros resultados, al incluir los 64
genes solo se identificd un caso mas con una variante en PTCH1, de la que no
podemos afirmar que esté relacionada con la predisposicion hereditaria a cancer
de mama de acuerdo a la evidencia epidemiologica existente en la literatura
internacional, hasta el momento. ElI panel de 64 genes incrementa
considerablemente el numero de variantes de significado clinico incierto y el costo
del estudio, sin un aumento significativo del numero de casos positivos

identificados.
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Conclusiones

e Este estudio demuestra que los genes CHEK2, MSH6, TP53, CDKN2A,
BRIP1, ATM y RAD51D se asocian al riesgo hereditario de cancer de mama
y/o ovario en pacientes mexicanas. De acuerdo a los resultados es posible
que PTCHL1 sea un gen novedoso asociado al riesgo genético para cancer
de mama.

e El analisis utilizando un panel multigen es superior al analisis convencional
limitado a BRCAL1 y BRCA2, para identificar la variante genética causal en
mujeres con criterios de riesgo genético positivos ya que el 32.2 % de los
casos positivos no tienen variantes en BRCAL1 o BRCAZ2.

e El contenido genético minimo que permite identificar la mayor proporcion de
casos positivos es: BRCAL, BRCA2, TP53, PTEN, STK11, CHEK2, PALB2,
PMS2, RAD51C, RAD51D, ATM, BRIP1, MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM,
CDH1, NBN, NF1 y CDKN2A. Este panel pudiera ser actualizado a medida
que se generen nuevo conocimiento a partir de estudios en poblaciéon
mexicana

e Las alteraciones de tipo CNV se encuentran principalmente en BRCA1, no
se limitan a la delecion de los exones 9-12, constituyen el 8.9% de los
casos positivos por lo que deben ser identificadas de forma rutinaria y
obligatoria.

e Las indicaciones clinicas con mayor probabilidad de identificar una variante
patogénica o probablemente patogénica son la de cancer de mama triple
negativo con historia familiar, seguido de cancer de ovario con historia
familiar.

e No se identificaron variantes deletéreas en PALB2, PTEN, STK11, y CDH1
considerados genes de alta penetrancia. La contribucion de estos genes no
puede ser absolutamente descartada y es probable que pueda ser

demostrada en estudios que involucren un mayor numero de individuos.
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