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“Nothing is so painful to the human mind as a great and sudden change”

Mary Shelly

“Science, my lad, is made up of mistakes, but they are mistakes which it is
useful to make, because they lead little by little to the truth.”

Jules Verne

"We’'re like children with a bottomless toy box, creating and exploring,
limited only by our imaginations. We cast aside the theories of old and
invent new ones beyond method or reason. Our own world..."

The Bridge
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1. RESUMEN

El cancer de mama asociado con alteraciones en los genes BRCA1 y BRCA2 es la primera causa de
muerte por neoplasia en mujeres a nivel mundial, es una enfermedad multifactorial que se
desarrolla a causa de factores genéticos como no genéticos. BRCA1 y BRCA2 son genes supresores
de tumores que participan en la reparacién de la doble cadena de DNA mediante recombinacion
homoéloga para matener la estabilidad gendmica. Cuando estos genes se ven alterados por
mutaciones, pierden la habilidad de reparar el DNA y en su lugar se utiliza otro mecanismo de
reparacion llamado recombinaciéon no homodloga con la desventaja de provocar mutaciones. En las
pacientes de cancer de mama se han detectado mutaciones deletéreas que comprometen la
funcion de BRCA1/2 generando proteinas no funcionales y afectando la estabilidad genémica en la
célula, sin embargo existen un tipo de mutaciones denominadas de significado clinico incierto
(VUS) que son controversiales debido a que pueden o no afectar la funcién de las proteinas
BRCA1/2 y no existe una metodologia universal para el estudio de las mismas que pueda aportar
informacidn sobre su estado clinico. Se han creado diferentes bases de datos como ClinVar y BIC
para almacenar la informaciéon de mutaciones caracterizadas y clasificadas a partir de diversas
investigaciones permitiendo conocer su estado clinico. El objetivo del proyecto fue evaluar el
estudio de las mutaciones VUS de BRCA1 y BRCAZ2 en la literatura publicada, analizar la frecuencia
del estudio de mutaciones en BRCA1/2 desde el afio 1994 hasta 2018 y analizar las metodologias
implicadas en el estudio de mutaciones VUS a través del tiempo. Los resultados muestran que la
frecuencia de mutaciones reportadas en BRCA1 y BRCA2 ha incrementado desde 1994 hasta 2018
en cada una de sus categorias (VUS, InDel, Missense, Nonsense, Splice site y Large
Rearrangement). Ademds, debido a una falta de consenso metodoldgico para el estudio de
mutaciones VUS, su estudio ha decaido a través del tiempo y los articulos publicados sobre
evaluacidon de mutaciones VUS muestran que el uso combinado de metodologias funcionales e In

silico permiten la clasificacién certera de las mismas.



2. INTRODUCCION

2.1 CANCER

El cdncer es la proliferacion y propagacion celular descontrolada en el cuerpo debido a
alteraciones genéticas en las células dentro de las cuales se encuentra la acumulacién de cambios
genéticos en nucledtidos, genes o cromosomas (Sieber, Heinimann & Tomlinson, 2003)

promoviendo la generacién de tumores en diferentes tejidos del cuerpo humano (Cooper, 2000).

Una vez que las células tumorales se han establecido en los tejidos del cuerpo promueven la
invasién y posteriormente metdstasis a través de vasos sanguineos, permitiendo a las células
cancerosas esparcirse a tejidos distantes (Martin, Ye & Sanders, 2013) provocando dafos vy

alterando la estabilidad gendmica (Nik, 2019).

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial (GBD 2015 Mortality and Causes of Death
Collaborators, 2016). En los hombres el cancer de pulmén, prdstata y colon son los de mayor
incidencia, mientras que en mujeres son el cancer de mama, pulmén y colon (Ferlay, Colombet &
Soerjomataram, 2019). Se han identificado “Hallmarks” (Figura 1) que caracterizan a este tipo de
células e.g. resistencia a la muerte celular, mantenimiento de la sefializacién proliferativa,
induccion de angiogénesis, inmortalidad replicativa, evasion de supresores de crecimiento,
invasién, metastasis, inflamacién, evasién de la destruccion inmune e inestabilidad gendmica

(Hanahan & Weinberg, 2011).

A partir de los Hallmarks mencionados, uno de los primeros en generar una alteracidon en las
células es la acumulacién de mutaciones en el genoma debido a que estas afectan a genes
supresores de tumores y proto-oncogenes lo cual permitird a la célula evadir procesos de muerte
celular o apoptosis permitiendo la proliferacién celular descontrolada (Parsons et al, 2013).
Ademas, se encuentra relacionada con un proceso denominado angiogénesis por medio del cual
las células son capaces de generar vasos sanguineos necesarios para la obtencidn de nutrientes y

oxigeno (Mousa, 1998).
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Figura 1. Hallmarks que caracterizan a las células cancerosas y permiten la formacion de tumores en los tejidos:
Sustaining proliferative signaling (Mantener la sefializacion proliferativa), Evading growth suppressors (Evasién de
supresores de crecimiento), Avoiding immune destruction (Evitando la destruccién inmune), Enabling replicative
immortality (Habilitando inmortalidad replicativa), Tumor promoting inflammation (Tumor que promueve la
inflamacidn), Activating invasion & metastasis (Activando invasion y metastasis), Inducing angiogenesis (Induccién de
angiogénesis), Genome instability & mutation (Inestabilidad gendmica y mutaciones), Resisting cell death (Resistencia a

la muerte celular), Deregulating celular energitics (Desregulacidén de energia celular) (Hanahan & Weinberg, 2011).

2.2 GENES SUPRESORES DE TUMORES Y ONCOGENES

Para desarrollar cancer se requiere de una sucesién de eventos que necesita décadas para
establecerse, durante este proceso las células cancerosas adquieren alelos mutantes de diferentes
genes (Hahn & Weinberg, 2002). Estas alteraciones gendmicas en las células cancerosas
promueven la ganancia de funcidon de oncogenes y pérdida de funcidn de los genes supresores de
tumores permitiendo la desregulacion del ciclo celular, favoreciendo asi la proliferaciéon y

formacién de un tumor (Chow, 2010).
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Los genes supresores de tumores o anti-oncogenes son genes que controlan la proliferacion, el
proceso de replicacion del ciclo celular, apoptosis y estabilidad gendmica (Mendelsohn et al, 2008)
mientras que los oncogenes son versiones alteradas de los proto-oncogenes (genes no mutados
implicados en procesos de la regulacidon celular), estos procesos se ven alterados debido a
translocaciones cromosémicas y mutaciones, promoviendo la inestabilidad gendmica y
proliferacién celular, dando como resultado carcinogénesis. Los oncogenes pueden ser activados
por una sola mutacién en cualquiera de los 2 alelos de un gen a diferencia de los genes supresores
de tumores que son inactivados por medio de deleciones en ambos alelos del gen (Lam & Schmidt,

2012).

Estas mutaciones se originan a partir de dafios en el DNA y son ocasionados por: agentes
ambientales, luz ultravioleta, radiacién ionizante y quimicos genotdxicos o por la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que son generados durante los procesos de la respiracion,
peroxidacion de lipidos y la hidrdlisis espontdnea de los nucledtidos (Giglia, Zotter & Vermeulen,
2011), por lo cual es importante reparar el DNA dafiado mediante mecanismos de reparacion, ya
sea a una sola cadena de DNA o ambas cadenas, permitiendo recuperar la estabilidad genémica en

la célula (Lindahl & Barnes, 2000; Friedberg, 2008).

2.3 REPARACION DE DANO A DNA

Para poder reparar dafios en el DNA es necesario que actien diferentes mecanismos de
reparacion. Para una sola cadena se utilizan los siguientes mecanismos: Base excision repair (BER),

Mismatch repair (MMR) y Nucleotide excision repair (NER) (Figura 2).

El mecanismo BER se encarga de reparar bases de nucledtidos dafiadas, sin distorsionar de forma
significativa la disposicién de las cadenas de DNA, los genes asociados a este tipo de reparacion
son: DNA glicosilasa, APE1, XRCC1, PNKP, Tdp1, APTX, DNA polimerasa B, FEN1, DNA polimerasa y
0 €, PCNA-RFC y PARP. El mecanismo se inicia realizando lesiones especificas por medio de DNA
glicosilasas que permiten remover la base dafiada escindiendo el enlace N glucosidico de la base,
permitiendo crear un sitio apurinico o apirimidico, este sitio sera procesado por APE1 generando

una fosfato desoxirribosa 5" y por medio de AP liasa dejando un producto de eliminacién 3’,
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posteriormente el nucledtido apropiado es insertado por medio de una DNA polimerasa B y ligado

por una DNA ligasa (D"Andrea, 2008; Dexheimer, 2014).

El mecanismo MMR actua posterior a la replicaciéon sobre bases mal incorporadas y que no han
sido corregidas por la actividad conocida como proof reading de las polimerasas. Los genes
involucrados en este mecanismo de reparacién son: MutS (MSH2-MSH6), MutS (MSH2-MSH3),
MutLalfa (MLH1-PMS2), MultLbeta (MLH1-PMS2), Multy (MLH1-MLH3), Exol y PCNA-RFC. El
proceso de reparacion se divide en 3 pasos: reconocimiento de la base mal pareada por medio de
MutS, escision de la cadena que contiene el error y degradandola creando un “gap” por medio de
Exol y finalmente el proceso de sintesis que es llevado a cabo por la DNA polimerasa 6

(Dexheimer, 2014).

NER es un mecanismo que ayuda a remover una amplia variedad de lesiones que alteran la cadena
de DNA, un ejemplo de lesiones es el generado por los dimeros de pirimidina de ciclobutano (CPD)
y fotoproductos 6-4 producidos por los componentes UV de los rayos solares. Este tipo de
reparacion es mas complejo que BER, requiere alrededor de 30 diferentes proteinas para reparar
lesiones en el DNA y los pasos para reparar el DNA son: reconocer el sitio de dafio, abrir la doble
cadena cerca del sitio de la lesion, escindir un pequefio segmento de la cadena de DNA (de 2 a 20
bases) abarcando la lesién y por ultimo, sintesis de reparacién secuencial y ligacién de las cadenas.
Los genes asociados a este mecanismo de reparacion son: XPC-Rad23B-CEN2, UV-DDB (DDB1-XPE)
CSA, CSB, TFIIH, XPB, XPD, XPA, RPA, XPG, ERCC1-XPF, DNA polimerasas y 6 € (Dexheimer, 2014).
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Figura 2. Mecanismos de reparacion de una sola cadena de DNA y causas que originan el dafio a la secuencia: Base
excision repair (Reparacion por escision de bases) se activa por lesiones en el DNA, ya sea por ROS, rayos X, agentes
alquilantes o reacciones espontaneas; Mismatch repair (Reparacidon por desapareamiento de bases) repara cuando
existen errores en la replicacion; Nucleotide excision repair (Reparacidn por escisiéon de nucledtidos) se activa por
lesiones en el DNA a causa de luz UV e hidrocarburos aromaticos policiclicos. Mecanismos de reparacion de doble
cadena (Double strand break repair) NHEJ y HR, se activan por lesiones causadas por rayos X, radiacion ionizante y

agentes antitumorales (Dexheimer, 2014).

Para reparar dafos en la doble cadena de DNA se utilizan los mecanismos: Non Homologous
Recombination (Recombinacion no homodloga) (NHEJ) y Homologous Recombination

(Recombinacion homologa) (HR).

El mecanismo (NHEJ) (Figura 3) se lleva a cabo por factores esenciales que deben ser reclutados en
los sitios donde se encuentra la alteracion en la doble cadena de DNA. Inicialmente se necesita la
union del heterodimero Ku70/Ku80 (Ku) en los sitios terminales del DNA donde se encuentra el
dafio, una vez unidos, el complejo Ku-DNA recluta a una subunidad llamada (DNA-PKcs) para
generar la holoenzima DNA-PK la cual tiene actividad cinasa. El reclutamiento de DNA-PKcs
permite la translocacién de Ku a lo largo del DNA, permitiendo que el complejo DNA-PKcs tenga
contacto con los sitios terminales del DNA donde se encuentra el dafio. La unidn de DNA-PKcs en

los extremos opuestos de la rotura de doble cadena de DNA promueve la unién de las dos
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moléculas de DNA y asi reparar el dafio en la cadena doble de DNA (Dexheimer, 2014). Este
proceso tiene la desventaja de la posible generacién de mutaciones (Insertions/Deletions) en la

secuencia del DNA (Daum, Peretz & Laufer, 2018).

El mecanismo (HR) (Figura 3) consta de 3 etapas esenciales: presinapsis, sinapsis y postsinapsis. En
la presinapsis, los extremos del DNA donde se encuentra la rotura 5’ a 3’ se lleva a cabo un
proceso denominado reseccién del DNA donde se generan moléculas 3’ de una sola cadena, el
comienzo de la reseccidn inicia por un complejo llamado MRN (Mre-11-Rad50-Nbs1) y CtIP
(RBBP8) que permite eliminar los extremos 5’ en cualquier lado de la rotura del DNA, generando

extremos 3’ cohesivos de una sola cadena (overhangs) (Dexheimer, 2014).

El siguiente paso es la sinapsis en la cual RPA se une a las hebras 3’ para eliminar estructuras
secundarias que pudieran afectar el mecanismo de reparacion y la union de la recombinasa Rad51.
Una vez unida Rad51 junto con proteinas como Rad52, BRCA1, BRCA2 y un conjunto de proteinas
denominado pardlogo de Rad51 (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 y XRCC3) Rad51 busca la
secuencia de DNA homologa a la secuencia de la rotura de doble cadena del DNA, este proceso es
el mecanismo central de reparacidn. Una vez que la secuencia ha sido localizada, Rad51 permite la
invasion de las cadenas en la cual la cadena de DNA dafiada se empalma con la doble cadena de
DNA molde (cromatida hermana) (Dexheimer, 2014). Por ultimo, la etapa de sintesis o postsinapsis
se lleva a cabo mediante una DNA polimerasa seguido de una ligacion por DNA ligasa | creando la

estructura de Holliday (Dexheimer, 2014).

14



A B

indi /
Nucleolytic ’ @MRN Binding of Ku70/80,
: DNA-PKcs
processing
RPA Ku70/80
RadSE 1f :Rad52
DNA-PKcs
BRCA1 Synaptic
Strand @-—BRCA2 complex
invasion Rad52
O,_-Ra054

|

DNA
synthesis
) =
Resolution Ligation
Ligase IV
XRCC4
(=

</

Figura 3. Mecanismos de reparacion para dafios en la doble cadena de DNA: A) Homologous Recombination

(Recombinacién homadloga) Nucleolytic processing (Procesamiento nucleolitico), Strand invasion (Invasion de cadena),
DNA synthesis (Sintesis de ADN), Resolution (Resolucidn) B) Non Homologous Recombination (Recombinacién no
homodloga), Binding of Ku70/80, DNA-PKcs (Unidon de Ku70/80 y DNA-PKcs), Synaptic complex (Complejo sinaptico), End

processing (Fin del procesamiento), Ligation (Ligacion) (Weterings & Chen, 2008).

Cuando el dafio al DNA, ya sea en una o ambas cadenas no logra repararse mediante los
mecanismos de reparacion mencionados se genera en la célula inestabilidad gendmica,
promoviendo mutaciones en la célula y afectando a genes esenciales para la proliferacién,

regulacion del ciclo celular, apoptosis y promocion del desarrollo tumoral (Loeb, 1991).
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2.4 INESTABILIDAD GENOMICA

La inestabilidad gendmica en las células deriva de alteraciones de un solo nucledtido por medio de
mutaciones a genes supresores de tumores (Pikor, Thu, Vucic & Lam, 2013), promoviendo
variaciones en el numero y estructura de cromosomas, conocido como inestabilidad cromosdmica
(Lengauer, Kinzler & Vogelstein, 1998). Ademas también mutaciones que afecten a genes como
BRCA1, BRCA2, TP53 y CHEK2 en las células pueden afectar procesos importantes como reparaciéon
del DNA vy ciclo celular promoviendo la inestabilidad gendmica, aumentando el riesgo de generar

cancer de mama (Kwei, Kung, Salari, Holcomb & Pollack, 2010).

La integridad celular depende de la estabilidad genémica, misma que permite prevenir errores en
la replicacién del DNA vy las respuestas a estrés genotdxico como el generado por las especies
reactivas de oxigeno (ROS), el metabolismo celular y carcindgenos exdgenos como luz ultravioleta,
radiacién ionizante o agentes quimicos que dafan al DNA, esta estabilidad gendmica depende de

la expresidn coordinada de muchos genes (Yixin Yao, 2014).

3. CANCER DE MAMA

El cdncer de mama es una enfermedad multifactorial en la cual las células de la mama proliferan
de manera anormal generando un tumor, esto es debido a la interaccién de factores genéticos y
no genéticos (Paraskevi Apostolou, Fostira & Baudi, 2013). A nivel mundial es la principal causa de
muerte por neoplasia en las mujeres (Ferlay et al, 2018) mientras que en hombres puede
presentarse pero con una incidencia cien veces menor que en mujeres (Makki, 2015). Este tipo de
cancer afecta a casi 2.1 millones de mujeres cada afio, se estima una mortalidad equivalente al
15% de todas las muertes asociadas con un tipo de cdncer (Sun et al, 2017). De un 100% de
predisposicidn a cancer de mama, alrededor del 70% pertenece a cancer de forma esporadica (no
hereditarios) 5% son hereditarios debido a mutaciones en genes como CHEK2, ATM, BRIP1, PALB2
y un 25% son hereditarios vinculados con mutaciones en genes especificos como BRCA1 y BRCA2

(Willems, 2007).

El cancer de mama hereditario relacionado a los genes BRCA es mdas agresivo que el cancer de

mama de forma espordadica debido a que el cdncer hereditario relacionado con BRCA1 es por lo
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regular triple negativo (ausencia de receptores de estrégenos (ES), progesterona (PR) y HER2) vy
BRCA2 relacionado con un grado histolégico mas alto que en el cancer de mama esporadico

(Armes et al, 1998; Lakhani et al, 1998; Antoniou et al, 2003; Southey et al, 2011).

3.1 CLASIFICACION HISTOLOGICA DE CANCER DE MAMA Y SUBTIPOS

El cdncer de mama puede categorizarse como carcinoma in situ y carcinoma invasivo, a su vez el
carcinoma in situ puede sub-clasificarse en ductal o lobular. El carcinoma ductal in situ es mas
comun que el carcinoma lobular in situ. Los tipos de carcinoma invasivo pueden clasificarse en
ductal infiltrante, lobular invasivo, ductal/lobular, mucinoso (coloide), tubular, carcinoma medular
y papilar. El carcinoma ductal infiltrante es uno de los subtipos mas comunes con un porcentaje
del 70 a 80%, este se puede sub-clasificar en grado 1 (moderadamente diferenciado), grado 2
(poco diferenciado) y grado 3 (basado en los niveles de pleomorfismo nuclear,

formacién glandular/tubular e indice mitético) (Malhotra, Zhao, Band & Band, 2010).

3.2 CLASIFICACION MOLECULAR DE CANCER DE MAMA Y SUBTIPOS

La clasificacion molecular toma en cuenta el tipo de receptores que presenta la célula para cada
hormona: estrogeno (ER+/-) progesterona (PR+/-) y factor de crecimiento epidermal humano
(HER+/-) (Perou et al, 2000). Divide a los tumores en subtipos: Luminal A, Luiminal B, HER2+ y
Basal-like o triple negativo. El Luminal A se caracteriza por ser ER y/o PR positivo y HER2 negativo,
Luminal B es ER y/o PR positivo y la expresién de HER2 positiva, HER2+ es positivo para receptor
HER2 y negativo para receptores de estrogenos y progesterona, por ultimo el tipo basal que es

negativo para los 3 receptores ER,PR y HER2 (Makki, 2015).
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3.3 EPIDEMIOLOGIA

La incidencia a nivel mundial de los principales tipos de cancer (Figura 4) son: ovario (6.6/100,000),
tiroides (6.7/100,000), higado (9.3/100,000), estémago (11.1/100,000), cervicouterino
(13.1/100,000), colorrectal (19.7/100,000), pulmén (22.5/100,000), prostata (29.3/100,000) y
cancer de mama que es el de mayor incidencia (46.3/100,000), ademas es el segundo tipo de
cancer con mayor mortalidad (13.0/100,000) mientras que el tipo de cancer con mayor mortalidad

es el de pulmédn (18.6/100,000) (Ferlay et al, 2018).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, both sexes, all ages
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Figura 4. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer a nivel mundial en hombres y mujeres del 2018.
Céncer de: Breast (Mama), Prostate (Prdstata), Lung (Pulmén), Colorectum (Colorrectal), Cervix uteri (Cervicouterino),

Stomach (Estébmago), Liver (Higado), Thyroid (Tiroides), Ovary (Ovario) (Ferlay et al, 2019).
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3.3.1 INCIDENCIA Y MORTALIDAD EN HOMBRES

El tipo de cancer con mayor incidencia en los hombres es el cdncer de pulmoén, seguido del cancer
de préstata que estd relacionado con mutaciones en el gen BRCA2. Al igual que en cancer de
prostata, BRCA2 se encuentra alterado en cancer de mama, por lo cual el dafio en este gen no es

causa de un solo tipo de cancer (Figura 5) (Filippini & Vega, 2013).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, males, all ages
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Figura 5. Principales tipos de cancer a nivel mundial en hombres, incidencia y mortalidad. Cancer de: Lung (Pulmén),
Prostate (Prdstata), Colorectum (Colorrectal), Stomach (Estémago), Liver (Higado), Bladder (Vejiga), Oesophagus

(Esofago), Non Hodgkin Lymphoma (Linfoma no Hodgkin), Leukemia (Leucemia), Kidney (Rifidén) (Ferlay et al, 2019).

3.3.2 INCIDENCIA Y MORTALIDAD EN MUJERES

El tipo de cdncer con mayor incidencia y mortalidad en las mujeres es el cancer de mama
relacionado con alteraciones en los genes supresores de tumores BRCA1 y BRCA2 (Figura 6)

(Filippini & Vega, 2013).
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Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, females, all ages
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Figura 6. Principales tipos de cancer a nivel mundial en mujeres, incidencia y mortalidad. Cancer de: Breast (Mama),
Colorectum (Colorrectal), Lung (Pulmdn), Cervix uteri (Cervicouterino), Thyroid (Tiroides), Corpus uteri (Cuerpo uterino),

Stomach (Estémago), Ovary (Ovario), Liver (Higado) y Non Hodgkin lymphoma (Linfoma no Hodgkin) (Ferlay et al, 2019).

3.4 GENES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DE CANCER DE MAMA

Los genes implicados en la predisposicidn al cancer de mama pueden dividirse en baja, moderada
y alta penetrancia (Filippini & Vega, 2013). Los genes de baja penetrancia son: CASP8, promueve la
apoptosis extrinseca e inhibe la activacion del factor regulador de interferén 3 (Papatriantafyllou,
2013). TNRC9, implicado en la modificacion de la estructura de la cromatina y regula la
transcripcién dependiente de Ca*? en las neuronas (Shan et al, 2013). MAP3K1, participa en la
respuesta celular a FAS asi como en la via NF kappa (Morrell et al, 2018). LSP1, codifica una
proteina de unién a F actina que es expresada en células hematopoyéticas y endoteliales (Tang et
al, 2016). FGFR2, promueve el proceso tumorigénico mediando sefiales mitogénicas y de

supervivencia, promueve invasion y angiogénesis (Zhu et al, 2018).

Los genes de moderada penetrancia son: CHEK2, actla como supresor de tumores regulando el
ciclo celular, apoptosis en respuesta al dafio en DNA (Apostolou & Papasotiriou, 2017). ATM,
participa en la reparacién de la doble cadena de DNA inducida por radiacién ionizante, estrés

oxidativo y recombinacion meidtica (Choi, Kipps & Kurzrock, 2016). PALB2, es un gen esencial en la
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reparacion del DNA interactuando con BRCA2 y RAD51, llevando a cabo la reparacion por

recombinacidn homdloga (Nepomuceno et al, 2017).

Los genes de alta penetrancia son: PTEN, es un gen supresor de tumores, regulador negativo de la
via de sefializacién PI3K/ATK, este gen puede afectar la apoptosis y proliferacién (Li et al, 2017).
TP53, codifica una proteina llamada P53 que funciona como supresor de tumores regulando la
division celular, supervivencia celular e integridad gendmica (Olivier et al, 2006). STK11 (LKB1),
produce una enzima llamada serina/treonina cinasa 11 que funciona como supresor de tumores
manteniendo el crecimiento y divisién celular regulada (Filippini & Vega, 2013). BRCA1 Y BRCA2, se
encuentran entre los genes que participan en el proceso de recombinacién homdloga

manteniendo la integridad genémica celular (Capoluongo, 2016).

3.5 BRCA1y BRCAZ

BRCA1 (Figura 7) es un gen supresor de tumores que codifica una proteina de 1863 aminodacidos
(Petrucelli, Daly & Feldman, 2010), participa en la reparacion del DNA por medio de
recombinacidn homdéloga, arresto del ciclo celular e ubiquitinizacion de proteinas (Narod &
Foulkes, 2004). El gen se localiza en el cromosoma 17 (17qg21) y codifica un mRNA que contiene 24
exones (Petrucelli et al, 2010; Wu, Wu & Liang, 2017). La proteina tiene 2 dominios funcionales, en
el extremo amino presenta el dominio RING-FINGER que interactua con la proteina BARDI1
formando un dimero cuya funcién es la ubiquitinizaciéon de proteinas, presenta 2 sefales de
localizacién nuclear (NLS) dénde interactta con las proteinas P53, MYC, RB y ZBRK1. Presenta un
sitio de unidn a DNA el cual le permite unir y formar complejos con proteinas relacionadas a la
reparacion del DNA (MRE11, RAD50, NBS1, MDC1, ATM, CHK2 y CDK2), presenta dominios SQ-
cluster (SCDs) por medio de los cuales la proteina ATM fosforila a BRCA1 y en el extremo carboxilo
el dominio BRCT (Breast C-Terminal) que interactia con las proteinas BRCA2, P53, RNA pol II,
BACH1 y RB el cual es crucial para llevar a cabo la reparacion del DNA por medio de recombinacién

homadloga (Narod & Foulkes, 2004).
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Figura 7. Estructura de BRCA1 donde se muestran los dominios RING/NLS/BRCT y regiones de interaccidon con otras
proteinas involucradas en la recombinacion homéloga y en lineas punteadas el tamafio aproximado de aminoacidos

donde interactlan proteinas para llevar a cabo la reparacidn del DNA (Christou & Kyriacou, 2013).

BRCA2 (Figura 8) es un gen supresor de tumores con una region codificante de 27 exones, produce
una proteina de 3814 aminoacidos (Petrucelli et al, 2010). Este gen se encuentra localizado en el
cromosoma 13 (13g12.3) (Wu et al, 2017), su principal funcién en las células es la reparacién de la
doble cadena de DNA mediante recombinacion homodloga (Narod & Foulkes, 2004) y proteccion a
la degradacién de cadenas de DNA nacientes de la horquilla de replicacién (Feng & Jasin, 2017). La
proteina presenta 2 dominios, en la parte intermedia se localizan 8 repeticiones denominadas BRC
por medio de las cuales interactian con la proteina RAD51 permitiendo llevar a cabo su funcidn
ubiquitin ligasa E3 y en la regidn carboxilo presenta 2 sefales de localizacion nuclear (NLS) a las
cuales se une DSS1 formando un dimero y permitiendo que la reparacion del DNA se mantenga

regulada (Narod & Foulkes, 2004).
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Figura 8. Estructura de BRCA2 mostrando dominios BRC/NLS e interaccidn con proteinas esenciales para llevar a cabo la

recombinacién homoéloga (Mesman et al, 2018).

Cuando BRCA1/2 se ven alterados por mutaciones pierden la capacidad de llevar a cabo el
mecanismo de recombinacién homdloga (HR), crucial para mantener la integridad gendmica.
Como consecuencia, se utiliza otro proceso denominado recombinacién no homologa (NHEJ) el
cual repara dafios en la doble cadena de DNA pero promueve la insercién o delecién de

nucledtidos en la secuencia reparada, generando inestabilidad gendmica (Sishc & Davis, 2017).

Mutaciones en el gen BRCA1 promueven la generacién de cancer de mama con una probabilidad
del 60% al 80% en las mujeres, ademas pueden aumentar el riesgo de desarrollar cancer de ovario
en mujeres y de prostata en los hombres. Las mutaciones en el gen BRCA2 afectan al 35% de
familias con cancer de mama en mujeres y al igual que BRCAI1 aumenta el riesgo de desarrollar
cancer de ovario en mujeres y cancer de mama en hombres. Las mutaciones en estos genes tienen
un riesgo elevado de desarrollar otros tipos de cancer como el de colon, pancreatico, melanomay
gastrico (Mehrgou & Akouchekian, 2016). Las mutaciones que pueden afectar a los genes BRCA1 y
BRCA2 son Missense, Nonsense, Splice site, Insertions, Deletions, Large Rearragemeant y VUS
(variantes de significado clinico incierto) (Lindor, Guidugli & Wang, 2012; Karami, Mehdipour &
Tari, 2013; Mehrgou & Akouchekian, 2016).
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4. MUTACIONES EN BRCA1 y BRCA2

Existen diferentes tipos de mutaciones que alteran estos genes, estds mutaciones pueden ser
clasificadas de diferentes formas e.g. cambio de aminodcidos a nivel de proteina y cambios de
nucledtidos en RNA o DNA, pueden ser caracterizadas como mutaciones intrdnicas, por codones

de paro (Nonsense), deleciones (Antonarakis, 1998; den Dunnen & Antonarakis, 2001).

Missense: Es el cambio de un nucledtido en la secuencia de DNA, generando un cambio de
aminodcido por otro diferente en la proteina producida por un gen (Figura 9-A). Nonsense: Es el
cambio de un nucledtido, alterando el aminoacido y provocando un coddn de paro prematuro,
dando como resultado una proteina trunca no funcional (Figura 9-B) (National Library of Medicine,

2019).

Missense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

o o R ) S S S L R T O S T (e W I N I W
DNA—C ATCATCATCATCATCATCAT

bases

- His H His H His H His H His H His H His }-

Amino acid Replacement of a

single nucleotide.

- His H His H His His H His H His }--

Incorrect amino acid, which may
produce a malfunctioning protein.
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Nonsense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

MM—CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
bases
-4 GIn H Gin H Gin H Gin H Gin H Gin H Gin }-

Amino acid Replacement of a

single nucleotide.

>
1 I 1 | I I | I I 1 1 1 1 1 I | 1 I | v

CAGCAGCAGTAGCAGCAGCAG

- GIn H Gin H GiIn

Protein Incorrect segence causes

shortening of protein.

Figura 9. Mutaciones A) Missense (Cambio de sentido) Incorrect amino acid which may produce a malfuntioning protein
(Secuencia de aminoacidos incorrecta la cual puede producir una proteina no funcional) B) Nonsense (Sin sentido)
Incorrect sequence causes shortening of protein (La secuencia incorrecta causa el acortamiento de la proteina). En las
figuras se muestran alteraciones de un solo nucleétido en la secuencia gendmica. Original DNA code for an amino acid
sequence (Cdédigo de ADN original para una secuencia de aminoacido), DNA bases (Bases de ADN), Amino acid
(Aminodcido), Replacement of a single nucleotide (Reemplazo de un solo nucledtido) (National Library of Medicine,

2019).

Insertion: Es la adicion de una secuencia de DNA (1 a 12 nucledtidos), aumentando el nimero de
pares de bases y generando que la proteina producida por el gen sea no funcional (Figura 10-A).
Deletion: Es la remocién de una secuencia de DNA (1 a 12 nucledtidos), disminuyendo el nimero
de pares de bases en la secuencia y provocando que la proteina no sea funcional (Figura 10-B).
Frameshift: Es la insercion o delecion de pocos nucleétidos provocando que se recorra el marco
abierto de lectura y asi alterando la secuencia de aminoacidos y generando una proteina no

funcional (Figura 10-C) (National Library of Medicine, 2019).
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A)

Insertion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

1

bases

oNA—CATCATCATCATCATCATCAT

| PR =) e PR | | P e g | >

--{ His H His H His H His H His H His H His }--

Amino acid

Insertion of a
single nucleotide.

I i 1 1

CATCATCATJCATCATCATCA

1 1 i

~{His_H His

‘ T
H His Thr Ser Ser Ser o=t

Incorrect amino acid sequence, which '
may produce a malfunctioning protein.

U.S. National Library of Medicine

)
Frameshift mutation

B) Deletion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

o “EATEATEATEATCATEATEAT

bases

| |
- His H His H His H His H His H His H His }-

Amino acid

Deletion of a

//-'A single nucleotide.
T T T T T T T

CATCATCATCTCATCATCATC

14

| | |
- His H His H His Leu lle e Ile -

Incorrect amino acid sequence, which
may produce a malfunctioning protein.

U.S. National Librarny of Medicine

Original DNA code for an amino acid sequence.

1 1 1

DNA—~CATTCACACGTACT

1 1 1 1 i 1 1 1 1 1

bases ‘ ) = ‘ E =
- His H Ser H His H Val H Leu Met Leu |-
Amino acid
1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 I >
CATTCACACGTACTCATGCTAT
: : : =i =
.- e His Thr Tyr Ser Cys Tyr -
Frameshift of one DNA base results
in abnormal amino acid sequence.
U.S. National Library of Medicine

Figura 10. Variantes de un solo nucledtido que genera el desplazamiento del marco de lectura, afectando la secuencia

gendmica A) Insertion (Insercidn) Insertion of a single nucleotide (Insercion de un solo nucleétido), Incorrect amino acid

sequence which may produce a mulfuntioning protein (Secuencia de aminoacidos incorrecta la cual puede producir una

proteina no funcional) B) Deletion (Delecion) Deletion of a single nucleotide (Delecién de un solo nucleétido) C)

Frameshift (Desplazamiento del marco de lectura) Frameshift of one DNA base results in abnormal amino acid sequence

(Desplazamiento del marco de lectura de una sola base de ADN resulta en una secuencia de aminoacidos anormal).
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Original DNA code for an amino acid sequence (Codigo de ADN original para una secuencia de aminodcido), DNA bases

(Bases de ADN), Amino acid (Aminoacido) (National Library of Medicine, 2019).

Splice site: Es el cambio de un nucleétido en las secuencias donadoras y aceptoras (GU/AG) en los
intrones o inserciones y deleciones en las secuencias potenciadoras (ISE/ESE) o silenciadoras
(ISS/ESS) tanto de intrones como de exones, provocando que los intrones y/o los exones no sean
reconocidos por la maquinaria de splicing, dando como resultado la generacidon de diferentes

isoformas que al ser traducidas pueden producir una proteina no funcional (Figura 11).

Figura 11. Alteracion en secuencias (GU/AG; ISS/ISE) y (ESE/ESS) conservadas en intrones y exones, respectivamente,
afectando la interaccion de proteinas hnRNP y SR con secuencias intrénicas y exdnicas (ISS, ESE, ESS, ISE) en el splicing

(Kornblihtt et al, 2013).

Large rearrangement: Es una insercién o delecidn de mas de 12 nucleétidos. VUS: Este tipo de
mutacion permanece poco clara, son denominadas variantes de significado clinico incierto en las
cuales se incluyen mutaciones Missense, InDel y sinénimas (esta ultima no provoca un cambio en
los aminoacidos), alteraciones en las secuencias intermedias no codificantes (IVS) o en las regiones

exonicas sin traducir (UTRs) (Borg et al, 2011).

Del conjunto de mutaciones descritas, las mutaciones deletéreas mds comunes asociadas a BRCA1
son mutaciones Frameshift (Kais, Chiba, Ishioka & Parvin, 2012), este tipo de mutaciones se
heredan a partir de la linea germinal de manera autosémica dominante las cuales contribuyen a
desarrollar enfermedades hereditarias como es el cdncer de mama. No es la Unica forma de

adquirir este tipo de mutaciones, estas pueden adquirirse a lo largo de la vida (forma esporadica)
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(Wu et al, 2017) sin embargo el que exista una mutacién en uno de estos genes no implica

necesariamente desarrollar cancer de mama.
4.1 DISTRIBUCION DE MUTACIONES

Existen diferentes tipos de descendencia étnica e.g. Islandesa o Franco Canadiense que pueden
presentar mutaciones en BRCA1/2 no obstante existe otro tipo descendencia denominada judia
Ashkenazi, se caracteriza por ser mas prevalente a mutaciones fundadoras en los genes BRCA1/2,
se ha visto que estas mutaciones representan la mayor cantidad de mutaciones identificadas

(Stadler et al, 2012; Lynce & Isaacs, 2016).

En mujeres con descendencia Ashkenazi, BRCA1 es el principal gen involucrado en el desarrollo del
cancer de mama, mientras que en mujeres italianas el gen dominante es BRCA2 y las mutaciones
que se encuentran frecuentemente alterando estos genes son: Insertion, Deletion, Nonsense,

Missense y Splice site (Mehrgou & Akouchekian, 2016).

Las mutaciones fundadoras mds recurrentes en personas con descendencia Ashkenazi son
185delAG y 5382insC en BRCA1 y 6174delT en BRCA2. La prevalencia de mutaciones en los genes
BRCA1 Y BRCAZ2 difiere entre poblaciones, se ha mostrado que la prevalencia de mutaciones en
BRCA1 en pacientes con cancer de mama finlandesas es del 0.4% mientras que en Suecia es del 7%

(Teng, Zheng, & Wang, 2008).

En México se ha reportado una mutacidn fundadora clasificada como Large Rearrangment que
provoca la delecidn del exdon 9 al 12 en BRCA1 (9-12 del BRCA1) (Weitzel, Lagos & Blazer , 2005).
En América Latina es la primera mutacidn que presenta de manera importante un efecto fundador
en el pais (Rebbeck, Friebel & Friedman, 2018). Esta mutacion se descubrié en el afio 2005
estudiando a una poblacién con ancestria mexicana en su mayoria, con riesgo de cdncer
hereditario (Villareal, Alvarez & Pérez, 2015) y en el afio 2014 se realizé un analisis molecular para
detectar mutaciones en BRCA1/2 en pacientes mexicanas con cancer de mama, determinando que
la mutacién 9-12 del BRCA1 presentd un 22% de frecuencia del total de mutaciones identificadas

(Torres, Royer & Llacuachaqui, 2015).
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De acuerdo con el BIC (base de datos que almacena mutaciones de BRCA1/2 de todo el mundo) la
mayoria de las mutaciones que afectan a los genes BRCA1/2 generan una proteina trunca por
medio de mutaciones Nonsense, Frameshift y Splice site (Mehrgou & Akouchekian, 2016) algunas
mutaciones Splice site y Large Rearrangement no alteran el marco abierto de lectura sin embargo
pueden afectar el reconocimiento de los exones y alterando la funcién de los genes (Borg et al,

2011).

Se estima que existen alrededor de 1768 variantes distintas de BRCA1 y 1994 variantes de BRCA2,
estas se encuentran alojadas en la base de datos BIC (Lang et al, 2017). En el 2001 se identificd que
el 36% de todas las mutaciones en el gen BRCA1 eran mutaciones Missense, personas que son
portadoras de mutaciones Missense presentan un dilema ya que estas mutaciones pueden o no

estar afectando la funcidn de la proteina BRCA1 (Kais et al, 2012).

4.2 REPOSITORIO DE MUTACIONES

Se han realizado diversas investigaciones para caracterizar las mutaciones que se encuentran en
los genes BRCA1/2 para esto se han creado bases de datos e.g. ClinVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) 'y  Breast Cancer Information Core  (BIC)

(https://research.nhgri.nih.gov/bic/) que sirven para almacenar la informacion de mutaciones

caracterizadas vy clasificadas a partir de diversas investigaciones, permitiendo conocer el estado

clinico de las diferentes variantes ya sean benignas o patégenas (Wu et al, 2017).

La base de datos BIC presenta una compilacion de datos provenientes de la literatura y de datos
contribuidos por investigadores de forma directa (online) en todo el mundo, la base de datos
incluye informacidn de las mutaciones en los genes BRCA1/2 identificadas en pacientes con cancer

de mama u ovario (Szabo, Masiello, Ryan, Brody & Brody, 2000).

Existen otro tipo de bases de datos como ENIGMA, que determina las variantes de significancia
clinica para los genes BRCA1 y BRCA2 (https://enigmaconsortium.org/); Leiden Open Variation
Database (LOVD) es una base de datos que almacena la clasificaciéon de variantes de BRCA1/2
(http://hci-exlovd.hci.utah.edu/home.php); HCI Breast Cancer Genes Prior Probabilities es una

base de datos que muestra las probabilidades de sustituciones de un solo nucledtido en todos los
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exones de BRCA1/2 (http://priors.hci.utah.edu/PRIORS/) y por ultimo, la base de datos A-GVGD
que provee scores de las variantes Missense en genes como ATM, BRCA1, BRCA2, CHEK2 y TP53
(http://agvgd.hci.utah.edu/).

El cdncer de mama es la primer causa de muerte a nivel mundial en mujeres, por lo cual el estudio
de mutaciones en genes BRCA1/2 para determinar el significado clinico de las variantes como
benignas o patdgenas desde el afio en que se secuenciaron los genes hasta la actualidad ha sido
un reto en el Ambito cientifico, para ello se han creado diferentes bases de datos en donde se aloja

el estado clinico de cada una de las variantes que se han analizado por diferentes métodos, tanto

funcionales como In silico para entender las variantes que afectan a BRCA1/2.

5. HIPOTESIS

El estudio de mutaciones en los genes BRCA1/2 se ha modificado a través de la historia debido a la

implementacién de nuevas metodologias para clarificar su significado clinico

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el estudio de las mutaciones VUS de BRCA1/2 en la literatura publicada

7. OBJETIVOS PARTICULARES

-Analizar la frecuencia del estudio de mutaciones en los genes BRCA1/2 desde 1994 hasta 2018
-Analizar las metodologias para evaluar la patogenicidad de las mutaciones con significado clinico

incierto en los genes BRCA1/2
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8. METODOLOGIA

En la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI) PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) se buscaron articulos en inglés relacionados con los
diferentes tipos de mutaciones (InDel, Nonsense, Missense, Splice site, Large Rearragemeant y VUS
(Variantes de significado clinico incierto) que afectan a los genes BRCA1/2, después se contaron las

mutaciones en cada articulo.

Los articulos que se consideraron para el estudio fueron aquellos publicados desde 1994 hasta
2018 (el afio de inicio fue establecido por el afio en el cual los genes fueron secuenciados) (Figura

12).
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Figura 12. Articulos por afio desde 1994 a 2018 con palabras clave “BRCA1 Missense Mutation”

Para buscar los articulos se colocé en el buscador de PubMed el gen (BRCA1 o BRCA2) seguido de
la mutacion de interés (Missense; Nonsense; Splice site; Large Rearragemeant; VUS; Insertion;

Deletion) y por ultimo la palabra “Mutation” e.g. BRCA1 Missense Mutation.

Solo se consideraron las mutaciones nuevas descritas en los articulos para evitar contar mas de
una vez alguna mutacién en los articulos recabados. Posteriormente se elaboré una base de datos
con los siguientes campos para almacenar las mutaciones encontradas: afio, nimero de

mutaciones de cada tipo, referencia bibliografica y enlace del articulo.

Se realizaron gréficas a partir de la base de datos, una de ellas fue la sumatoria de todas las
mutaciones dependiendo del afio y de la mutacién. Se realizd6 una segunda gréfica de datos
acumulados de las mutaciones obteniendo 2 graficas para cada gen (BRCA1/2). Finalmente, se

analizaron las graficas para determinar cudl es la prevalencia de mutaciones en ambos genes.

Para determinar que metodologias se emplean en el estudio de mutaciones VUS en los genes

BRCA1/2, se analiz6 la seccién de métodos y resultados de cada articulo para comparar los
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diferentes ensayos aplicados al estudio de mutaciones VUS y definir el significado clinico de las
variantes, posteriormente se realiz6 una grafica con el tipo de método empleado. Las
metodologias se categorizaron en In silico, HR assay+ (ensayo de recombinacién homdloga),
Minigene+ (minigenes), Transactivation+, Transactivation (transactivaciéon), RTPCR+, RTPCR vy
otros. Los signos de “+” indican que se realizaron mas ensayos aparte de las metodologias
mencionadas, ademds en la categoria “otros”, se incluyen metodologias empleadas para
caracterizar mutaciones e.g. ensayo de NHEJ, ensayos con levaduras, pero la proporcidon de
mutaciones evaluadas mediante estas metodologias es inferior a las otras metodologias iniciales

para su misma evaluacién.

9. RESULTADOS

A partir de los articulos analizados, se obtuvieron un total de 1314 mutaciones para el gen BRCA1
y 1368 mutaciones para el gen BRCA2, siendo este ultimo gen el que presenta mayor frecuencia
de mutaciones totales (Figura 13). En la grafica se puede observar que la mayor proporcién de
mutaciones para el gen BRCA1 son variantes VUS equivalentes al 33% de las 1314 mutaciones,
seguido de mutaciones InDel con 27% y mutaciones Missense con el 15%. En BRCA2 la mayor
proporcién de mutaciones encontradas son mutaciones VUS con el 44%, InDel con 28% y
mutaciones Missense con 14%. Los tipos de mutaciones con menor frecuencia para el gen BRCA1
fueron Large Rearreagment, Nonsense y Splice site con 159 (12%), 112 (9%) y 55 (4%)
respectivamente, mientras que para BRCA2 las mutaciones de menor frecuencia son Nonsense,

Large Rearragment y Splice site con 108 (8%), 57 (4%) y 32 (2%) respectivamente.
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Figura 13. Cantidad total de mutaciones de 1994 a 2018 en genes A) BRCA1: 1314 mutaciones (100%) B) BRCA2: 1368

mutaciones (100%).

Del total de articulos analizados para el gen BRCA1 (Figura 14) se observa un aumento en la
cantidad de mutaciones VUS, InDel, Large Rearragemeant y Missense entre los afios 2006—2008
seguido de mutaciones Splice site y Nonsense, sin embargo el incremento exponencial de
mutaciones VUS en el afio 2010 fue debido al estudio realizado por (Borg et al, 2011) en donde por

medio de estudios /n silico detectaron un total de 128 mutaciones VUS para el gen BRCAL.

El conjunto de mutaciones nuevas descubiertas (VUS, InDel, Nonsense, Missense, Splice site y
Large Rearragemeant) a partir del afio 2006 hasta el aflo 2018 muestra una tendencia estacionaria
donde no se observa un aumento significativo en la cantidad de mutaciones descubiertas

anualmente.
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Figura 14. Mutaciones por afio (1994-2018) para el gen BRCAL.

Del total de articulos analizados para el gen BRCA 2 (Figura 15) se observa que existe un aumento
en la cantidad de mutaciones VUS, InDel, Missense y Nonsense descritas en el afio 2006, posterior
a ese afio se mantienen variables la cantidad de mutaciones descubiertas. El incremento de
mutaciones VUS descritas en el afio 2010 para BRCA2 como para el gen BRCA1 (Figura 15) es causa
del estudio In silico realizado por (Borg et al, 2011). Mutaciones Splice site y Large Rearragemeant

para BRCA 2 permanecen casi ausentes en comparacion de BRCA1 (Figura 14).
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Figura 15. Cantidad de mutaciones por afio (1994-2018) para el gen BRCA2.

En las graficas de numero acumulado para los genes BRCA1 y BRCA2 (Figura 16) se muestra que a
través del tiempo existe un crecimiento exponencial en el nUmero de variantes descritas para
ambos genes, en donde los 3 tipos de mutaciones con mayor frecuencia a lo largo del tiempo y de
las cuales su descripcién ha ido en aumento tanto para BRCA1 como BRCA2 son mutaciones VUS
(427), InDels (358) y Missense (302) en el gen BRCA1 (Figura 16-A) y VUS (597), InDels (385) y
Missense (189) para el gen BRCA2 (Figura 16-B). La deteccién de mutaciones en estos genes por
diferentes laboratorios fue llevada a cabo mediante el uso secuenciacidén de segunda generacién
(NGS) como Multiple Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) o amplificacién de sondas
dependiente de ligandos multiples la cual es una técnica que puede analizar hasta 50 muestras de
DNA en una sola reaccién y determinar si existe alguna alteracién en los genes a estudiar
detectando mutaciones como Large Rearragenment (deleciones/duplicaciones) (Stuppia,

Antonucci, Palka & Gatta, 2012) o mediante electroforesis capilar para identificar mutaciones de

un solo nucledtido (SNP) (Silva et al, 2014).
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En las Figuras 17 y 18 se muestran las metodologias empleadas desde el afio 2001 hasta 2018 por
diferentes grupos de investigacidn para caracterizar variantes VUS y mediante el uso de

experimentos funcionales y/o bioinformaticos lograron caracterizar un total de 824 VUS.

Al tratarse de un grupo heterogéneo de metodologias, se decidid agruparlas en RTPCR,
Transactivation, Minigene, HR assay e In silico debido a que son las metodologias (funcionales/In
silico) empleadas con mayor frecuencia. La categoria “otros” (ensayos con levaduras, formacion de
focos/ensayos cometa, supervivencia celular) presenta metodologias funcionales implementadas
con menor frecuencia. La combinacion de una metodologia principal con una segunda
metodologia como el uso programas bioinformaticos o funcionales, tales como: ensayos
funcionales con células, ensayos cometa, se especificd con el signo “+”, para generar las categorias

RTPCR+, Transactivation +, Minigene+y HR assay+.

Mediante el analisis de transcritos a partir de muestras de sangre se logré clasificar mutaciones
VUS en patdgenas y/o benignas como se observa en las figuras 17 y 18 de BRCA1 y BRCA2
respectivamente, 6 mutaciones VUS en el gen BRCA1 clasificadas mediante RTPCR y 93 mutaciones
VUS en el mismo gen con RTPCR+ (Cheon, Mozersky & Cook, 2014) (Figura 17) en BRCA2 logro
clasificar 8 mutaciones VUS mediante RTPCR y 54 mutaciones VUS con RTPCR+ (Figura 18) y
mediante el uso del ensayo Minigene+ para evaluar el efecto de mutaciones VUS en el splicing
(Steffensen et al, 2014), logré clasificar un total de 110 mutaciones VUS en BRCA1/2, 45
mutaciones VUS en BRCA1 y 65 mutaciones en BRCA2 (Figura 17 y Figura 18).

Con el uso de ensayos bioinformaticos exclusivamente, lograron predecir la patogenicidad de 257

mutaciones VUS en BRCA1/2 (Figura 17 y Figura 18).

Existen otro tipo de métodos utilizados para estudiar VUS e.g. mediante la creaciéon de modelos
Knock-in y Knock-out en animales (Cheon et al, 2014), utilizando caracteristicas genéticas,
epidemioldgicas e histopatoldgicas, modelos animales, analisis In vitro (tejidos celulares) e In silico
(Radice, De Summa, Caleca & Tommasi, 2011), identificacion de mutaciones en pacientes que no
han desarrollado alglin tipo de cancer (Pharoah, Dunning, Ponder & Easton, 2004), medir la
actividad transcripcional de los dominios BRCT de BRCA1 que contiene alteraciones VUS la cual ha
demostrado que tiene una alta sensibilidad y especificidad (Lee et al/, 2010). Esta metodologia es

Unicamente funcional en el gen BRCA1 debido a la capacidad de regulacién transcripcional que
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presenta el gen mediante el uso del dominio carboxilo terminal (BRCT) (Mullan, Quinn y Harkin,
2006) la carencia del uso de esta metodologia se observa en BRCA2 (Figura 18) en comparacién
con BRCA1 (Figura 17). Este ensayo logrd clasificar un total de 155 mutaciones VUS, 3 mutaciones
en BRCA1 utilizando Unicamente la actividad transcripcional (Transactivation) y 152 mutaciones
VUS mediante el uso de la misma actividad transcripcional y otra metodologia funcional y/o In

silico (Transactivation+) (Figura 17).

La implementacion de ensayos de reparacidn del DNA midiendo la actividad de recombinacion
homéloga (Farrugia et al, 2008) ha mostrado ser buen método para clasificar mutaciones VUS, es
especifico y permite obtener un resultado certero (Lindor et al, 2012). El uso de esta metodologia
en la clasificacién de mutaciones VUS logré caracterizar 98 mutaciones en BRCA1/2 (Figura 17 y

Figura 18) 55 mutaciones en BRCA1 Y 43 mutaciones en BRCA2.

Por ultimo, otro tipo de metodologia empleada es crear células madre embrionarias de ratén o
Mouse embryonic stem cells (ES) carentes del gen BRCA1 o BRCA2 y posteriormente inducir un gen
BRCA1 o BRCA2 con una mutacidon VUS, las células son evaluadas mediante supervivencia
sometiéndolas a agentes que dafian el DNA (Kuznetsov, Liu & Sharan, 2008; Chang, Biswas,
Martin, Stauffer & Sharan, 2009). Estos son algunos tipos de métodos utilizados para poder
clasificar mutaciones VUS y determinar si son deletéreas o benignas (Cheon et al, 2014) capaces

de desarrollar algun tipo de cancer.

Una de las metodologias mas utilizadas para clasificar mutaciones VUS en BRCA1 es el ensayo de
transactivacion donde miden el % de actividad transcripcional, la base del ensayo depende de los 2
dominios C terminal de BRCA1 (BRCT) con actividad transcripcional, estos dominios se encuentran
localizados entre 1646-1736 aminoacidos a 1760-1855 (Langerud, Jarhelle, Ghelue, Ariansen, &
Iversen, 2018), al encontrarse alterados estos dominios por algun tipo de mutacidn, pueden
perder la habilidad de llevar a cabo la actividad transcripcional necesaria para fungir como un
supresor tumoral. Una limitacidon de este ensayo es que es Unicamente funcional con mutaciones
gue se encuentran dentro del dominio BRCT de BRCA1, otra limitante es que los datos de
transactivacién del dominio Wild Type (WT) no se deben de usar como un dato conclusivo al

compararse con el dominio que presenta la mutacién y puede o no detectar mutaciones Missense,
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sin embargo el ensayo evalia de manera eficaz la integridad del dominio BRCT (Langerud et al,

2018).

Otro de los ensayos mas utilizados para clasificar mutaciones VUS en BRCA1 y BRCA2 es mediante
la recombinacién homdloga debido a que es altamente especifico y sensible con mutaciones
Missense ademds puede evaluar mutaciones a lo largo de las diferentes regiones de BRCA1 y
BRCA2 en comparacion de la actividad transcripcional (Toland & Andreassen, 2017). El total de las
metodologias funcionales mas empleadas a través del tiempo en BRCA1 son Transactivation+,
RTPCR+, HR assay+ y Minigene+, caracterizando un total de 345 VUS mientras que el uso de

programas bioinformaticos caracterizé 119 VUS (Figura 17).
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Figura 17. Metodologias empleadas para caracterizar variantes VUS en el gen BRCA1 del afio 2001 al 2018.

Las metodologias funcionales mas utilizadas para la clasificacidon de variantes VUS en el gen BRCA2
son Minigene+, RTPCR+ y HR assay+, caracterizando 161 VUS mientras que con el uso de

programas bioinformaticos caracterizaron 138 VUS (Figura 18).

39



BRCA2

200 -
H in silico
180 -
otros
160 4 B HR assay+
140 - H Minigene+

120 4 B Transactivation+

B Transactivotion

Mumero de VUS caracterizadas
[
2

B RTPCR+
20 -

B RTPCR
50 -
40 -
20 -
o 4

Experimental in silico

Figura 18. Metodologias empleadas para caracterizar variantes VUS en el gen BRCA2 del afio 2001 al 2018 (experimental

y/o In silico).

Las metodologias funcionales suplementadas con una segunda metodologia funcional y/o In silico
para clasificar variantes VUS han sido los métodos que han logrado clasificar un mayor nimero de
mutaciones a diferencia de las que Unicamente utilizan un solo método funcional e.g. el uso de
RTPCR+ clasificd 93 mutaciones respecto a RTPCR la cual clasificé 6 mutaciones en BRCA1 (Figura
17) mientras que en BRCA2, RTPCR+ clasificd 54 mutaciones a comparacién de RTPCR con 8

mutaciones VUS (Figura 18).

10. DISCUSION

En este trabajo revisamos la literatura que describe mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2
desde su primera publicacidon hasta la fecha. Encontramos una alta prevalencia de mutaciones
VUS, asi como un incremento constante en la identificacion de nuevas mutaciones en ambos
genes.

Un aumento en el screening en genes BRCA1/2 ha promovido la deteccién e incremento del

nimero de mutaciones VUS (Toland, Brody & BIC Steering Committee, 2019) mismo que se
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observa desde 1995 hasta el 2018 en la cantidad de mutaciones nuevas reportadas en los genes
BRCA1 y BRCAZ2 (Figura 16). La frecuencia de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 que se muestra en la
figura 13 es muy heterogénea esto es debido a las caracteristicas de cada persona que desarrolla
cancer de mama e.g. una edad temprana al comienzo de la enfermedad o tener un historia
familiar con predisposicién al cancer de mama (factor genético) (Ricks et al, 2017; Liang et al,
2018). Otro aspecto que influye de manera importante es la heterogeneidad de poblaciones, las
cuales pueden presentar un amplio espectro de mutaciones, o bien, que un reducido grupo étnico
en especifico presente un tipo de mutacidn en mayor frecuencia debido a un efecto fundador
(Ferla et al, 2007), factores ambientales o genéticos (Liang et al, 2018). Es por esto que a través
del tiempo se han empleado diferentes metodologias de secuenciacién para determinar la

cantidad de mutaciones que se encuentran alterando estos genes.

En el afio 2006 se realizd un screening de mutaciones para los genes BRCA1/2, CHEK2 y TP53
mediante MLPA a 300 personas, de las cuales 52 presentaban mutaciones que no se habian
detectado anteriormente, dentro de estas, 35 pertenecian a la categoria Large Rearragemeant
afectando a genes BRCA 1 o BRCA 2, 22/35 mutaciones no habian sido descrito antes y ademas

fueron consideradas como mutaciones raras (Walsh et al, 2006).

Mediante el uso de la técnica MLPA y secuenciacion capilar en el 2014 se realizé un screening de
mutaciones en genes BRCA1/2, CHEK2 para la mutacién 1100delC y TP53 con la mutacién R337H
en 120 pacientes con cancer de mama, 31 presentaban algin tipo de mutaciéon germinal, 20
pacientes presentaban mutaciones para el gen BRCA1 (64.5%) 7 pacientes con mutaciones en el
gen BRCA2 (22.5%). BRCA1 presentd 18 mutaciones con diferentes categorias, Nonsense,
Frameshift, Splice site y Missense, junto con 5 mutaciones nuevas y en BRCA2 presentd 6
diferentes mutaciones en las categorias Nonsense y Frameshift ademds de 2 mutaciones
patdgenas nuevas (Silva et al, 2014). Hasta ese mismo afio, mediante los datos obtenidos de
BRCA1 (Figura 16-A), la menor frecuencia de mutaciones pertenece a la categoria Splice site y la
mayor a mutaciones VUS, siendo las mutaciones Frameshift el segundo tipo con mayor frecuencia
comparandose a la cantidad de mutaciones Frameshift obtenidas en el estudio del 2014 mientras
qgue la menor frecuencia de mutaciones para el gen BRCA2 fue la categoria Splice site y la mayor
para mutaciones VUS, mutaciones Frameshift fueron la segunda categoria de mutaciones con

mayor frecuencia (Figura 16-B).
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En el estudio del 2014 las mutaciones de mayor incidencia fueron Frameshift y Nonsense mientras
que en BRCA2 (Figura 16-B) las mutaciones Frameshift son el segundo tipo de mutacidon con mayor

frecuencia y las mutaciones Nonsense es el cuarto tipo de mutacién con mayor frecuencia.

En el 2017 se realizd un screening en los genes BRCA1 y BRCA2 a 2991 pacientes que presentaban
cancer de mama mediante secuenciacién de siguiente generacion (NGS) obteniendo 175
mutaciones en BRCA1/2 (77 para BRCA1 y 98 para BRCA2) de este conjunto de mutaciones, 26 (3
Nonsense y 23 Frameshift) en BRCA1 y 44 (14 Nonsense y 30 Frameshift) en BRCA2 fueron
descubiertas por primera vez. La cantidad de mutaciones nuevas Frameshift ha aumentado
drasticamente a 350 al igual que la cantidad de mutaciones Nonsense en donde se observa un
incremento de 100 mutaciones tanto para el afio 2016 como para el afio 2017 en el gen BRCAI,
ademas se puede observar que la mayor proporcién de mutaciones Frameshift sobre mutaciones

Nonsense (Lang et al, 2017).

Finalmente en el afio 2018, mediante el uso de NSG en 595 personas con cancer de mama, 48
presentaron 42 mutaciones deletéreas (17 en BRCA1 y 25 en BRCA2), donde la mayoria de
mutaciones se categorizaron como Frameshift o Nonsense, 10 mutaciones Frameshift y 17
Nonsense para BRCA1 mientras que 16 Frameshift y 9 Nonsense en BRCA2, ademads de 6 y 13
mutaciones patdgenas nuevas en BRCA1/2 respectivamente, finalmente 9 mutaciones nuevas
fueron reportadas en el estudio, 4 en BRCA1 y el resto en BRCA2 (Liang et al, 2018). Se obtuvo una
mayor frecuencia de mutaciones en el gen BRCA2, ademas el exdn 11 de cada gen fue donde se
identificaron mas de la mitad de las mutaciones obtenidas, denomindndolo como una “Hot
region” en los genes supresores de tumores, entonces un mayor incremento de mutaciones en
BRCA2 a diferencia de BRCA1 observando las Figuras 13 y 16 , es debido a que BRCA2 es un gen
mas grande que BRCAI ya que BRCAZ2 codifica para una proteina de 3418 aminoacidos mientras

qgue en BRCA1 codifica para 1863 aminoacidos (Mehrgou & Akouchekian, 2016).

A partir de estos datos podemos observar que a través del tiempo el nimero de mutaciones
nuevas descubiertas en genes BRCA1/2 para todas las categorias (/nDel, Missense, Nonsense,
Splice Site, Large Rearrangemnts y VUS) ha ido en aumento debido al uso de técnicas de

secuenciacién de segunda generacién en una mayor cantidad de personas que padecen cancer de
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mama, dando como resultado un incremento en la frecuencia de mutaciones VUS sobre otras
categorias de mutaciones en ambos genes BRCA1/2, esto es de importancia en el ambito clinico
debido a la incertidumbre que existe al identificar mutaciones VUS y su relacidn con el posible

desarrollo de cancer de mama.

Este incremento en el nimero de mutaciones se observa en dos bases de datos, BIC y ClinVar. La
cantidad total de mutaciones en ClinVar en el 2017 alojaba 5200 mutaciones en BRCA1 y 6800 en
BRCA2 y la cantidad de mutaciones VUS oscilaba en 1300 para BRCA1 y 2300 para BRCA2 (Toland
& Andreassen, 2017). Lo mismo ocurre con los datos mas recientes en ClinVar (22 julio 2019)
donde se reportan 6102 mutaciones en BRCA1 y 8608 en BRCA2, de las cuales 2624 y 2043 son
patdgenas en BRCA1 y BRCA2 respectivamente, mientras que en la base de datos BIC (22 julio
2019) se reportaron 15311 mutaciones en BRCA1y 14914 en BRCAZ2 (los datos en el BIC dejaron de
actualizarse desde marzo del 2019); cabe resaltar que no se analizaron todas las mutaciones
reportadas en el BIC y sélo se reportaron las mutaciones nuevas encontradas en cada articulo

publicado en la base de datos PUBMED a través del tiempo.

Las mutaciones Frameshift son el segundo tipo de mutacién con mayor incidencia (Figura 13), se
ha reportado que una de las mutaciones fundadoras mas frecuentes albergada en el BIC es la
mutacion 5382insC, este tipo de mutacién perteneciente a la clasificacion Frameshift es la segunda
mas frecuente y su prevalencia se ha reportado en diferentes partes del mundo como Rusia,
Polonia, Republica Checa, Lituania, Hungria, Grecia, Alemania, Francia, Italia, Canada y Espaia
(Fackenthal & Olopade, 2007) ademas esta misma mutacion ha sido reportada en paises de Latino
Ameérica como Argentina y Brazil (Ossa & Torres, 2016) siendo el segundo tipo de mutacion mas
frecuente en el BIC y prevalente en diferentes paises. Encontrar una alta frecuencia mutaciones
pertenecientes a la categoria Frameshift en este estudio (Figura 13) puede deberse a que exista
una amplia gama de mutaciones fundadoras prevaleciendo en diferentes partes del mundo y asi

aumentando su frecuencia.

Esta misma prevalencia de mutaciones se ha reportado en la base de datos BIC del 2015 donde la
mayoria de mutaciones patdgenas pertenecen a la clasificacion Frameshift (cerca del 70%)
mientras que mutaciones menos frecuentes pertenecen a las categorias Missense y Nonsense, un

10% para cada una de las mutaciones (Dodova et al, 2015) sin embargo en este estudio,
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mutaciones Missense son el tercer tipo de mutacién mas prevalente en ambos genes (Figura 13)
15% y 14% en BRCA1 y BRCA2 respectivamente, lo cual nos indica un aumento significativo en los
ultimos 3 afos para este tipo de mutacién. En el caso de mutaciones Nonsense, se obtuvo una
menor frecuencia con 9% y 8% de mutaciones en BRCA1 y BRCA2, que coincide con el porcentaje
de mutaciones Nonsense reportado por el BIC en el 2015 (Figura 13) su frecuencia sigue
permaneciendo baja a comparacién de categorias como VUS/InDel/Missense. Por ultimo, los tipos
de mutaciones con menor frecuencia fueron las categorias Splice site y Large Rearragemnet
(Figura 13). Se ha reportado que la prevalencia de mutaciones Large Rearragments en BRCA2 es
menor que en BRCA1 en familias que presentan cancer de mama u ovario de alto riego (Palma et
al, 2008) lo cual es consistente con lo reportado en este estudio, donde la frecuencia de
mutaciones Large Rearreagment en BRCA1 es mas alta que en BRCAZ2 (Figura 13) no obstante, la
frecuencia de mutaciones Large Rearreagment puede variar entre poblaciones (Thomassen,
Gerdes, Cruger, Jensen & Kruse, 2006). Ademas se ha reportado que existe una mayor incidencia
de duplicaciones/deleciones (Large Rearragments) en BRCA1 sobre BRCA2 en un 42% y un 20%
respectivamente debido a la acumulacién de secuencias Alu que presenta BRCA1 (Karami et al,

2013).

La frecuencia predominante en los genes BRCA1 y BRCA2 pertenece a mutaciones VUS, 427 en
BRCA1 y 597 en BRCA2, (Figura 13). En el afio 2016 se reportd que la frecuencia de mutaciones
VUS es menor si la ancestria es hispdnica o caucdsica (20% y 22% respectivamente) y es mayor si
existe ancestria asiatica o africano-americana (37% y 39%) (Susswein et al, 2016). Posteriormente,
en el afio 2017 se volvidé a observar un incremento en la prevalencia de mutaciones VUS en
personas con cancer de mama de alto riesgo con descendencia africana en un 78% comparado con
personas de descendencia europea en un 61% (Ricks et al, 2017) con lo cual podemos decir que la
alta frecuencia de mutaciones VUS en ambos genes en este estudio es debido a la ancestria

asiatica o africana.

Las mutaciones de significado clinico incierto representan un problema potencial para los
pacientes y un reto para los grupos de investigacion cientifica (Macklin, Durand, Atwal & Hines,
2018) debido a que se desconoce si estas pueden inactivar a los genes supresores de tumores
BRCA1/2 y por lo tanto no se logren clasificar como patdgenas o benignas (Cheon et al, 2014). En

su mayoria son mutaciones Missense, es decir, cambios de un solo nucleétido que dan como

44



resultado un aminodcido diferente, aunque también pueden ser pequefias deleciones o
inserciones (in frame small deletion/insertion) que pueden recorrer el marco de lectura alterando
la secuencia de aminoacidos, o bien, mutaciones silenciosas donde el cambio de un nucleétido
genera el mismo aminoacido. Este tipo de mutaciones pueden modificar sitios candnicos de
splicing (GU/AG) o sitios de union de factores auxiliares de splicing en los intrones afectando la

regulacidn del splicing alternativo, o bien, la regulacion de la traduccién (Lindor et al, 2012).

Es esencial clasificar mutaciones VUS para determinar el significado clinico que presentan, para
esto existen diversas formas de poder clasificar variantes (Slavin, Manjarrez, Pritchard, Gray &
Weitzel, 2019) e.g. la guia de The American Collage of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) clasifica las variantes en 5 niveles, benigna
(benign), probablemente benigna (likely benign), variantes de significado incierto (VUS),
probablemente patdgena (likely pathogenic) y por ultimo patdgena (pathogenic) (Richards et al,
2015) donde las 3 primeras benign, likely benign y VUS las categorizan como mutaciones no activas
mientras que las ultimas 2, likely pathogenic y pathogenic se categorizan como mutaciones activas
(Slavin et al, 2018). En cambio, para el continente Europeo, las guias utilizadas se encuentran
disefadas por la European Society of Human Genetics (Claustres et al, 2014). Ademas con respecto
a la terminologia del estado clinico de las mutaciones se ha propuesto que la palabra “likely” se
refiera a que existe una certeza mayor al 90% de que una mutacién sea causante
(pathogenic/patégena) de una enfermedad o no lo sea (benign /benigna) (Richards et al, 2015)
aumentado los criterios para definir el estado clinico de las mutaciones VUS. A partir de la revisién
de las guias se puede mostrar que no existe una guia universal que permita la clasificacién de

variantes de significado clinico incierto (VUS).

Ademas del uso de las guias, existe una alta cantidad de metodologias tanto funcionales como In
silico para poder clasificar mutaciones VUS, actualmente no existe una metodologia o enfoque
universal que nos ayude a clasificar variantes de significado clinico incierto en genes BRCA1/2
(Toland et al, 2019) es necesario compartir los datos obtenidos como las secuencias o datos
fenotipicos obtenidos por diferentes laboratorios en el mundo, esto es esencial para progresar en

la comprensidn de las mutaciones VUS que afectan a los genes supresores de tumores BRCA1/2.
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Entre las metodologias funcionales, una de las mas eficaces es el ensayo de minigenes, consiste en
construir versiones reducidas de genes, inducir la mutacion a estudiar y cotransfectarlos a células
Hela para evaluar el resultado del splicing del transcrito generado por la mutacion, este ensayo ha
mostrado ser un método valido para el anadlisis de diferentes mutaciones VUS que puedan alterar
el splicing, ha mostrado un 100% de concordancia con mutaciones en BRCA1 que fueron
analizadas mediante RTPCR a partir de RNA de muestras de sangre y lineas celulares
linfoblastoides (Steffensen et al, 2014; Ahlborn et al, 2015). No obstante existen limitaciones en
este tipo de ensayo e.g. el uso reducido de exones y flanqueado por una cierta cantidad de
intrones comparado a la cantidad total de exones e intrones que se localizan en BRCA1/2 (Ahlborn
et al, 2015). Mediante los ensayos funcionales revisados en este trabajo, se logrod reclasificar un
total de 567 mutaciones VUS en los genes BRCA1/2, 390/567 pertenecen a BRCA1 y 177/567 en
BRCA2 (Figura 17 y Figura 18), en el cual la metodologia que reclasific6 un mayor niumero de
mutaciones VUS fue el ensayo de Transactivation+ en BRCA1 y el ensayo de Minigene+ en BRCAZ2.
Con lo cual se puede observar que la implementacién de este tipo de metodologias funcionales
para la reclasificacién de mutaciones VUS, si bien no son las Unicas metodologias, son de las mas
utilizadas por su eficiencia y especificidad al momento de estudiar mutaciones VUS ademas a
diferencia del ensayo de transactivacion, el ensayo con minigenes es implementado para el

estudio de mutaciones tanto en BRCA1 como BRCA2 (Figura 17 y Figura 18).

Al comparar el nimero de ensayos funcionales implementados contra el uso de programas
bioinformaticos realizados desde el afio 2001 hasta 2018 para la reclasificacion de mutaciones VUS
en BRCA1 y BRCA2 (Figura 17 y Figura 18) observamos un decremento en la cantidad de
mutaciones VUS reclasificadas usando programas de prediccidn, con un total de 119 mutaciones
reclasificadas en el gen BRCA1 y 138 mutaciones en el gen BRCA2, este resultado es debido a que
el uso de programas de prediccidén no son altamente sensibles cuando son utilizados de manera
aislada, ademas la prediccién de mutaciones VUS donde la mayor frecuencia de mutaciones son
Missense tienden a sobre predecir el cambio del aminoacido (resultado de la mutacion)

clasificandolas como patdgenas (Toland & Andreassen, 2017).

Es necesario continuar el desarrollo de los programas bioinformaticos para aumentar su
sensibilidad y especificidad al momento de predecir la patogenicidad de las mutaciones VUS. Para

poder llevarse a cabo, es necesario una gran cantidad de datos obtenidos de los analisis
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funcionales y que estos se encuentren disponibles para crear posteriormente los algoritmos de
prediccidon mas eficientes (Toland & Andreassen, 2017) y que nos permitan predecir de forma

certera la patogenicidad de las mutaciones VUS involucradas en el desarrollo del cancer de mama.

Existen trabajos recientes combinando analisis funcionales como In silico para clasificar variantes.
En un estudio del 2016 clasifican mutaciones VUS en los genes BRCA1 y BRCA2 utilizando ensayos
funcionales mediante el analisis de la secuenciacion de cDNA a partir de transcritos de RNA
maduros y analisis In silico (Rodriguez et al, 2016). En otro estudio mas reciente, mediante el
ensayo de recombinacién homéloga en BRCA2 y el método basado en la secuencia Align-GVGD en
el modelo VarCall logro clasificar el 75% (79/105) de VUS en el estudio, atribuyendo ademas que el
uso de un solo tipo de ensayo funcional y/o In silico no provee una evaluacidon puntual de las
mutaciones VUS (Guidugli et al, 2018) lo cual es coherente con las metodologias empleadas al
reclasificar mutaciones VUS (Figura 17 y Figura 18) donde se puede observar que todas las
metodologias funcionales a excepcién de RTPCR tanto en BRCA1 como BRCA2 utilizan un ensayo

funcional mas un ensayo (bioinformatico, funcional o ambos).

Una metodologia de notable desarrollo implementada recientemente es la edicién gendmica de
saturacidn, que consiste en cotransfectar exones de BRCA en lineas celulares HAP1 y una libreria
de brazos homdlogos alojando todas las posibles mutaciones puntuales de un solo nucledtido,
para después provocar recombinacion homadloga y evaluar la frecuencia de mutaciones retenida.
Esta metodologia ha mostrado predecir la patogenicidad de 3893 mutaciones de un solo
nucledtido (Single Nucleotide Variant/SNV) que comprenden el 96.6% de mutaciones posibles

afectando exones vinculados a dominios RING y BRCT de BRCA1 (Findlay et al, 2018).

11. CONCLUSIONES

-La frecuencia de mutaciones reportadas en los genes BRCA1 y BRCA2 ha incrementado desde
1994 hasta 2018 en todas sus categorias VUS/InDel/Missense/Nonsense/Splice Site/Large

Rearrangements; de ellas, la categoria con un mayor incremento es VUS.

-Debido a la falta de un consenso metodoldgico para la reclasificacion de mutaciones VUS, su

estudio se ha mantenido en niveles bajos a través del tiempo.
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-Los trabajos publicados en los que se obtuvieron resultados certeros sobre estas mutaciones

controversiales emplean una combinaciéon de ensayos tanto funcionales como In silico e.g.

combinar el ensayo de minigenes con analisis In silico.

12. PERSPECTIVAS

-Analizar la incidecia de mutaciones VUS/InDel/Missense/Nonsense/Splice site/ Large Rearragment

de BRCA1/2 en diferentes grupos étnicos

-Clasificar variantes en genes con predisposicion a cdncer mediante la edicién gendmica de

saturacion
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14. ANEXO

14.1 TABLA DE MUTACIONES BRCA1 (1994-2018)

MUTACIONES BRCA1

Afo InDel Missense | Nonsense | Splice site | Large Rearrangement | VUS Cita de referencias 14.3
1994 2 1 1 (Miki et al, 1994)

1994 6 2 1 (Friedman et al, 1994)
1994 4 2 2 (Castilla et al, 1994)
1994 4 (Simard et al, 1994)
1994 7 (Friedman et al, 1994)
1995 4 2 (Struewing et al, 1995)
1995 5 1 (Hogervorst et al, 1995)
1995 3 2 (Friedman et al, 1995)
1995 4 1 (Takahashi et al, 1995)
1996 5 1 (Montagna et al, 1996)
1996 6 1 1 (Johannsson et al, 1996)
1996 1 (Barker et al, 1996)
1996 3 2 (Caligo et al, 1996)
1996 5 5 (Durocher et al, 1996)
1996 3 1 (Phelan et al, 1996)
1996 1 (Tangir et al, 1996)
1997 1 (Hamann et al, 1997)
1997 1 2 (Sobczak et al, 1997)
1997 10 2 (Stoppa et al, 1997)
1997 1 1 (Hakansson et al, 1997)
1997 1 (Laplace et al, 1997)
1997 1 (Puget et al, 1997)
1997 1 (Swensen et al, 1997)
1997 1 (Petrij et al, 1997)

1998 1 1 (Satnarosa et al, 1998)
1998 1 4 4 (Wagner et al, 1998)
1998 1 (Eisinger et al, 1998)
1998 2 2 4 (Newman et al, 1998)
1998 1 8 1 2 (Katagiri et al, 1998)
1998 2 2 1 (Debatin et al, 1998)
1998 1 (Worsham et al, 1998)
1998 1 (Markoff et al, 1998)
1998 1 (Bergthorsson et al, 1998)
1998 1 (Presneau et al, 1998)
1998 8 (Greenman et al, 1998)
1998 1 (Ottini et al, 1998)
1998 1 (Schofield &giaties 1998)




1998 1 (Tartaglini et al, 1998)
1999 2 (Diez et al, 1999)

1999 4 (Laplace et al, 1999)
1999 (Janezic et al, 1999)
1999 1 (Claes et al, 1999b)
1999 (Scholl et al, 1999)
1999 (Puget et al, 1999)
1999 (Li et al, 1999)

1999 (Pyne et al, 1999)
1999 (Montagna et al, 1999)
1999 1 (Lallas et al, 1999)
1999 1 (Claes et al, 1999a)
1999 1 (Dangel et al, 1999)
1999 1 (Tesoriero et al, 1999)
2000 (Shiri et al, 2000)

2000 1 (Ozdag et al, 2000)
2000 1 (Gao et al, 2000)

2000 3 (Shen et al, 2000)
2000 4 (Kiechle et al, 2000)
2000 1 (Hegde et al, 2000)
2000 1 (Spitzer et al, 2000)
2000 1 (Soares et al, 2000)
2001 2 (Machackova et al, 2001)
2001 13 (Sekine et al, 2001)
2001 1 (Steinmann et al, 2001)
2001 1 (Ricevuto et al, 2001)
2001 1 (Vaziri et al, 2001)
2001 7 (Ikeda et al, 2001)
2001 (Gada et al, 2001)
2001 (Gadb et al, 2001)
2002 2 (Patmasiriwat et al, 2002)
2002 1 (Phelan et al, 2002)
2002 (Saxena et al, 2002)
2002 (Kang et al, 2002)
2002 (Lort et al, 2002)

2002 (Kumar et al, 2002)
2002 (Palmieri et al, 2002)
2002 2 (Yassaee et al, 2002)
2002 2 (De la Hoya et al, 2002)
2002 (Frolov et al, 2002)
2002 (Casili et al, 2002)
2002 (Krigen et al, 2002)
2002 (Arnold et al, 2002)
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2002 11 (Meindl, 2002)

2002 1 1 (Zhi et al, 2002)

2003 6 (Lee et al, 2003)

2003 1 (Rajkumar et al, 2003)
2003 (Hogervorst et al, 2003)
2003 3 9 (Meyer et al, 2003)
2003 1 (Manguoglu et al, 2003)
2003 1 (Martinez et al, 2003)
2003 (Rostagno et al, 2003)
2003 5 (Valarmathi et al, 2003)
2003 4 (Hamann et al, 2003)
2003 3 (Campos et al, 2003)
2004 (Hedau et al, 2004)
2004 (Hadjisvvas et al, 2004)
2004 (Muller et al, 2002)
2004 (Coupier et al, 2004)
2004 2 1 (Choi et al, 2004)

2004 2 4 (Reeves et al, 2004)
2004 1 (Belogianni et al, 2004)
2004 13 (Seo et al, 2004)

2004 3 (Zuhlke et al, 2004)
2004 (Tancredi et al, 2004)
2004 1 (Malander et al, 2004)
2004 2 (Brose et al, 2004)
2004 6 (Valarmathi et al, 2004)
2005 1 1 (Frost et al, 2005)

2005 (Ward et al, 2005)
2005 1 (Janatova et al, 2005)
2005 7 (Kataki et al, 2005)
2005 4 (Bergman et al, 2005)
2005 2 8 (Song et al, 2005)

2005 1 (Tommasi et al, 2005)
2005 4 (Velasco et al, 2005)
2005 3 (McKean et al, 2005)
2005 (Woodward et al, 2005)
2005 (Pal et al, 2005)

2006 (Preisler et al, 2006)
2006 (Walsh et al, 2006)
2006 3 18 (Saxena et al, 2006)
2006 2 3 (Kim et al, 2006)

2006 2 1 (Peixoto et al, 2006)
2006 1 (Capalbo et al, 2006)
2006 3 (Kuperstein et al, 2006)
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2006 8 (Maillet et al, 2006)
2006 2 (Giannini et al, 2006)
2006 2 3 (Song et al, 2006)

2006 2 (Salazar et al, 2006)
2006 3 6 (Han et al, 2006)

2006 2 1 (Infante et al, 2006)
2006 2 (Chen et al, 2006)

2006 8 3 (van der Hout et al, 2006)
2006 1 (Elstrodt et al, 2006)
2006 1 (Thomassen et al, 2006)
2006 7 (De la Hoya et al, 2006)
2007 6 (Beristain et al, 2007)
2007 1 3 (Ang et al, 2007)

2007 (Vinodkumar et al, 2007)
2007 3 (Eachkoti et al, 2007)
2007 10 (Awadelkarim et al, 2007)
2007 3 (Loizidou et al, 2007)
2007 1 (Konecny et al, 2007)
2007 1 1 (Machado et al, 2007)
2007 8 6 (Ramus et al, 2007)
2007 2 (Tikhomirova et al, 2007)
2007 5 (Vasckova et al, 2007)
2007 2 (Lim et al, 2007)

2007 2 (Armaou et al, 2007)
2007 1 (zikan et al, 2008)

2008 1 2 (Miramar et al, 2008)
2008 4 4 (Esteban et al, 2008)
2008 1 (Palanca et al, 2008)
2008 2 (Krajc et al, 2008)

2008 12 (Engert et al, 2008)

2008 1 (Konecny et al, 2008)
2008 1 (Pylkas et al, 2008)

2008 7 (Staaf et al, 2008)

2008 1 9 (Thirthagiri et al, 2008)
2008 1 (Cvok et al, 2008)

2008 1 2 (Ratajska et al, 2008)
2008 1 (Haitian et al, 2008)
2008 (Malik et al, 2008)

2008 2 3 (De Silva et al, 2008)
2008 10 (Machackova et al, 2008)
2009 2 (Vaidyanathan et al, 2009)
2009 2 (Hansen et al, 2009)
2009 1 (Marino et al, 2009)
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2009 (Seong et al, 2009)
2009 (Zhou et al, 2009)
2010 (Ticha et al, 2010)
2010 (zhang et al, 2010)
2010 1 (Hansen et al, 2010)
2010 1 (Aktas et al, 2010)
2010 (Del Valle et al, 2010)
2010 3 2 (Hannessy et al, 2010)
2010 4 (Cherbal et al, 2010)
2010 31 16 128 | (Borgetal, 2010)

2010 (Sharifah et al, 2010)
2010 1 (Lyevleva et al, 2010)
2011 (Del Valle et al, 2011)
2011 1 (Diez et al, 2011)

2011 (Sanchez et al, 2011)
2011 3 (Ratanaphan et al, 2011)
2011 (Kwong et al, 2011)
2011 3 (Konecny et al, 2011)
2011 2 (Lheureux et al, 2011)
2011 (Sluiter et al, 2011)
2011 9 1 (Hansen et al, 2011)
2011 2 (Keshavarzi et al, 2011)
2011 2 (De Leeneer et al, 2012)
2012 1 (Saleh et al, 2012)
2012 1 1 (Tazzite et al, 2012)
2012 (Ruiz et al, 2012)

2012 (Mahfoudh et al, 2012)
2012 1 (Silva et al, 2012)

2012 (Herman et al, 2012)
2012 1 (Cortesi et al, 2012)
2012 1 (zhang et al, 2012)
2012 4 (Kuo et al, 2012)

2012 11 (Cherbal et al, 2012)
2012 (Novakovic et al, 2012)
2012 (Noh et al, 2012)

2012 2 3 (Vaca et al, 2012)
2013 2 (De Juan et al, 2013)
2013 (Rudnicka et al, 2013)
2013 (Yassaee et al, 2013)
2013 1 (Holzmann et al, 2013)
2013 1 (Salgado et al, 2013)
2013 (Berzina et al, 2013)
2013 1 (Campos et al, 2013)
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2013 1 (Chakraborty et al, 2013)
2013 (Laraqu et al, 2012)
2013 2 1 (Weitzel et al, 2013)
2013 (Stordal et al, 2013)
2013 (Stavropoulou et al,2013)
2013 1 (Palanca et al, 2013)
2013 1 (Pal et al, 2014)

2014 3 (Seong et al, 2014)
2014 1 (Bell et al, 2014)

2014 1 (Cho et al, 2014)

2014 13 (Jackson et al, 2014)
2014 1 (Fachal et al, 2014)
2014 (Kim et al, 2014)

2014 (Concolino et al, 2014)
2014 1 (Yadav et al, 2014)
2014 (Jia et al, 2014)

2014 2 (Janavicius et al, 2014)
2014 (Bensam et al, 2014)
2014 (Gabaldé et al, 2014)
2014 (Biunno et al, 2014)
2015 1 (Yu et al, 2015)

2015 (Francies et al, 2015)
2015 (Gambino et al, 2015)
2015 4 3 (Villarreal et al, 2015)
2015 15 (Lu et al, 2015)

2015 1 (Wong et al, 2015)
2015 (Dodova et al, 2015)
2015 (Friedman et al, 2015)
2015 (Fleury et al, 2015)
2015 (Jeon et al, 2015)

2015 2 (Pal et al, 2015)

2015 3 (Kwong et al, 2015)
2015 5 (James et al, 2015)
2016 2 (Hackmann et al, 2016)
2016 3 (Mucaki et al, 2016)
2016 (Maistro et al, 2016)
2016 1 (Li et al, 2016)

2016 (Zorrieh et al, 2016)
2016 2 (Mundhofir et al, 2016)
2016 (Koczkowska et al, 2016)
2016 (Esposito et al, 2016)
2016 (Fernandes et al, 2016)
2016 2 1 (Mannan et al, 2016)
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2017 (Yoon et al, 2017)

2017 1 (Jeong et al, 2017)

2017 1 (Gabaldo et al, 2017)
2017 1 (Kim et al, 2017)

2017 2 (Atshemyan et al, 2017)
2017 (Krivokuca et al, 2018)
2017 1 (Jarhelle et al, 2017)
2017 (Rashid et al, 2017)
2017 (Park et al, 2017)

2017 (Qian et al, 2017)

2017 5 (Rummel et al, 2017)
2017 6 (Santonocito et al, 2017)
2017 (Cock et al, 2018)

2017 (Preobrazhenskaya et al,2017)
2017 (McVeigh et al, 2017)
2017 (Capone et al, 2018)
2017 3 (zanella et al, 2017)
2017 1 (Cherdyntseva et al,2017)
2017 1 (Yang et al, 2017)

2018 3 (Mehta et al, 2018)
2018 1 (Shah et al, 2018)

2018 (Jansen et al, 2018)
2018 1 (Apessos et al, 2018)
2018 (Yang et al, 2018)

2018 1 (Wang et al, 2018)
2018 2 (Pajares et al, 2018)
2018 2 (Liang et al, 2018)

2018 3 (Cardoso et al, 2018)
2018 2 (Alhuqail et al, 2018)
2018 (Kim et al, 2018)

2018 (Krivokuca et al, 2018)
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14.2 TABLA DE MUTACIONES BRCAZ2 (1995-2018)

MUTACIONES BRCA2

Afo InDel Missense | Nonsense | Splice site Large Rearrangement | VUS Cita de referencias 14.3
1995 6 (Wooster et al, 1995)
1996 1 (Lancaster et al, 1996)
1996 2 (Miki et al, 1996)

1997 1 (Osorio et al, 1997)

1997 2 1 (Inoue et al, 1997)

1997 2 1 (Mavraki et al, 1997)
1997 8 2 (Hakansson et al, 1997)
1997 2 (Schubert et al, 1997)
1998 2 7 1 3 (Katagiri et al, 1998)
1998 2 1 3 (Ganguly et al, 1998)
1998 (Nordling et al, 1998)
1998 (Savelyeva et al, 1998)
1999 3 44 (Wagner et al, 1999)
1999 1 (Claes et al, 1999b)

1999 2 (Li et al,1999)

1999 4 (Csokay et al,1999)

1999 1 (Claes et al, 1999a)

2000 5 (Shiri et al, 2000)

2000 1 (Ozdag et al, 2000)

2000 3 (Gao et al, 2000)

2000 2 (Sinclair et al, 2000)
2000 3 1 (Kiechle et al,2000)

2000 1 2 (Ottini et al, 2000)

2000 1 1 (Plaschke et al,2000)
2000 2 (Grzybowska et al, 2000)
2000 1 (Spitzer et al, 2000)
2001 2 (Machackova et al, 2001)
2001 3 (Sekine et al, 2001)

2001 1 (Steinmann et al, 2001)
2001 1 (Vaziri et al, 2001)

2001 10 6 1 (Ikeda et al, 2001)

2001 2 1 (Kwiatkowska et al, 2001)
2002 2 (Patmasiriw et al, 2002)
2002 1 1 (Kang et al, 2002)

2002 4 1 1 (Lort et al, 2002)

2002 3 (De la Hoya et al, 2002)
2002 3 1 (Tereschenko et al, 2002)
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2002 1 (Kwiatkowska et al, 2002)
2002 (Murphy et al, 2002)
2002 1 3 (Hu et al, 2002)

2002 1 3 (Jakubowska et al, 2002)
2002 17 5 (Meindl,2002)

2002 1 (El Harit et al, 2002)
2002 4 1 (Hilton et al, 2002)

2002 2 (Yassaee et al, 2002)
2003 1 2 4 (Meyer et al, 2003)
2003 1 2 (Manguoglu et al, 2003)
2003 1 1 (Martinez et al, 2003)
2003 (Claes et al, 2003)

2003 2 (Hamann et al, 2003)
2003 2 10 | (Kanaan et al, 2003)
2003 2 (Duran et al, 2003)
2003 1 5 (Hadjisavvas et al, 2003)
2004 1 8 (Hadjisavvas et al, 2004)
2004 1 2 (Choi et al, 2004)

2004 11 (Seo et al, 2004)

2004 (Martinez et al, 2004)
2004 3 (Valarmathi et al, 2004)
2005 (Kataki et al, 2005)
2005 1 (Bergman et al, 2005)
2005 1 4 (Song et al, 2005)

2005 13 (Velasco et al, 2005)
2005 (Purnomosari et al, 2005)
2005 (Pietschmann et al, 2005)
2005 16 3 (Chen et al, 2005)

2005 (Woodward et al, 2005)
2005 1 (Pal et al, 2005)

2006 2 (Walsh et al, 2006)
2006 6 11 (Saxena et al, 2006)
2006 2 10 1 11 (Kim et al, 2006)

2006 3 1 2 (Peixoto et al, 2006)
2006 1 2 11 (Capalbo et al, 2006)
2006 3 10 | (Maillet et al, 2006)
2006 1 1 9 (Giannini et al, 2006)
2006 3 (Song et al, 2006)

2006 1 1 (Salazar et al, 2006)
2006 2 1 21 (Han et al, 2006)

2006 2 (Infante et al, 2006)
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2006 2 (Chen et al, 2006)

2006 27 7 8 (van der Hout et al, 2006)
2006 2 (Bonatti et al, 2006)
2006 (Casili et al, 2006)

2007 2 5 (Beristain et al, 2007)
2007 7 1 | (Ang et al, 2007)

2007 2 3 (Awadelkarim et al, 2007)
2007 1 2 (Loizidou et al, 2007)
2007 1 4 (Monne et al, 2007)
2007 2 1 (Machado et al, 2007)
2007 1 (Ramus et al, 2007)
2007 (Gutiérrez et al, 2007)
2007 (Lim et al, 2007)

2007 1 (Kwong et al, 2008)
2007 2 8 (Syamala et al, 2007)
2007 (Smith et al, 2008)
2008 1 (Miramar et al, 2008)
2008 3 2 9 (Esteban et al, 2008)
2008 (Staaf et al, 2008)

2008 6 17 | (Thirthagiri et al, 2008)
2008 7 (Cvok et al, 2008)

2008 2 (Ratajska et al, 2008)
2008 (Hansen et al, 2008)
2008 11 (Machackova et al, 2008)
2008 (Smith et al, 2008)
2008 2 (Akbari et al, 2008)
2009 1 (Vaidyanathan et al, 2009)
2009 1 (Torres et al, 2009)
2009 (Hansen et al, 2009)
2009 (Pensabene et al, 2009)
2009 1 1 2 (Goodheart et al, 2009)
2010 (Del Valle et al, 2010)
2010 10 | (Cherbal et al, 2010)
2010 43 10 229 | (Borgetal, 2010)

2010 1 (Steffensen et al, 2010)
2010 1 (Sanz et al, 2010)

2010 1 (Diez et al, 2010)

2010 1 (Salgado et al, 2010)
2010 3 1 3 (Balabas et al, 2010)
2011 1 (Pisano et al, 2011)
2011 (Muller et al, 2011)
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2011 1 (Konecny et al, 2011)
2011 2 3 4 (De Silva et al, 2011)
2011 6 10 2 (Hansen et al, 2011)
2011 1 (Kuusisto et al, 2011)
2011 (Keshavarzi et al, 2011)
2011 3 18 | (Kote et al, 2011)

2011 6 (Zhong et al, 2011)
2011 1 (De Leeneer et al, 2012)
2011 (Gonzalez et al, 2011)
2012 (Anczukéw et al, 2012)
2012 1 5 | (Vietri et al, 2012)
2012 3 2 (Tazzite et al, 2012)
2012 (Ruiz de Garibay et al, 2012)
2012 24 | (Cherbal et al, 2012)
2012 1 (Novakovi¢ et al, 2012)
2012 3 (Noh et al, 2012)

2012 2 (Vaca et al, 2012)
2013 4 (De Juan et al, 2013)
2013 4 (Berzina et al, 2013)
2013 1 2 (Weitzel et al, 2013)
2013 1 (Dobrici¢ et al, 2013)
2013 2 1 (Pal et al, 2014)

2013 2 (Akbari et al, 2014)
2014 (Jackson et al, 2014)
2014 1 (Concolino et al, 2014)
2014 1 (Yadav et al, 2014)
2014 4 (Janavicius et al, 2014)
2014 2 1 (Balabanski et al, 2014)
2014 2 (Akbari et al, 2014)
2014 (Bakker et al, 2014)
2014 1 2 (Bensam et al, 2014)
2014 (Guaoua et al, 2014)
2014 3 (Maier et al, 2014)
2014 1 (Ayub et al, 2014)
2014 (Kim et al, 2014)

2014 (Wang et al, 2014)
2015 1 (Yu et al, 2015)

2015 4 (Francies et al, 2015)
2015 1 (Hadiji et al, 2015)
2015 2 (Hernan et al, 2015)
2015 (Villarreal et al, 2015)
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2015 1 (Timoteo et al, 2015)
2015 8 (Wong et al, 2015)
2015 2 (Dodova et al, 2015)
2015 1 2 (Pal et al, 2015)

2015 1 (Kwong et al, 2015)
2015 3 (James et al, 2015)
2015 (Ali et al, 2016)

2015 1 1 (Garre et al, 2015)
2015 (Furukawa et al, 2015)
2015 (Ahlborn et al, 2015)
2016 1 (Hackmann et al, 2016)
2016 1 2 (Mucaki et al, 2016)
2016 1 (Henouda et al, 2016)
2016 1 17 (Maistro et al, 2016)
2016 (Zorrieh et al, 2016)
2016 2 3 2 (Yassaee et al, 2016)
2016 2 (Koczkowska et al, 2016)
2016 4 3 (Fernandes et al, 2016)
2016 2 (Ali et al, 2016)

2016 1 (Shin et al, 2016)

2016 1 1 (Mannan et al, 2016)
2017 1 (Torres et al, 2017)
2017 (Kim et al, 2017)

2017 7 1 (Atshemyan et al, 2017)
2017 3 (Park et al, 2017)

2017 1 16 (Qian et al, 2017)

2017 1 (Purshouse et al, 2017)
2017 1 (Elimam et al, 2017)
2017 6 6 1 (Rummel et al, 2017)
2017 8 10 (Santonocito et al, 2017)
2017 1 (Cock et al, 2018)

2017 1 (Concolino et al, 2017)
2017 6 6 (Jarhelle et al, 2017)
2017 1 6 (Capone et al, 2018)
2017 3 7 (zanella et al, 2017)
2017 1 (Yang et al, 2017)

2017 1 (Ahmadloo et al, 2017)
2018 1 (Mehta et al, 2018)
2018 2 (Shah et al, 2018)
2018 3 6 (Apessos et al, 2018)
2018 (Baert et al, 2018)
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2018 (Li et al, 2018)

2018 1 (De Souza et al, 2018)
2018 4 (Pajares et al, 2018)
2018 10 (Liang et al, 2018)
2018 (Cardoso et al, 2018)
2018 (Alhuqail et al, 2018)
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14.4 METODOLOGIAS PARA EL ESTUDIO DE MUTACIONES VUS EN BRCA1

Metodologias empleadas para el estudio de mutaciones VUS en BRCA1

Afio | Numero de VUS Gen Método experimental Cita de referencias 14.6
2001 1 BRCA1 RTPCR (Ostrow et al, 2001)
2002 2 BRCA1 DHPLC (Arnold et al, 2002)
2003 6 BRCA1 |RTPCR/In silico (Campos et al, 2003)
2003 1 BRCA1 RTPCR/DHPLC (Meyer et al, 2003)
2003 3 BRCA1 RTPCR (Claes et al, 2003)
2003 1 BRCA1 RTPCR/GFP (Southey et al, 2003)
2004 1 BRCA1 |RTPCR/Secuenciacion (Sec) (Martin et al, 2004)
2004 2 BRCA1 RTPCR (Brose et al, 2004)
2004 2 BRCA1 | Transactivation (Ostrow et al, 2004)
2006 6 BRCA1 |RTPCR/Sec (Chen et al, 2006)
2006 2 BRCA1 |RTPCR/In silico (Bonatti et al, 2006)
2006 3 BRCA1 |RTPCR/In silico (Maillet et al, 2006)
2007 1 BRCA1 |RTPCR/In silico (Ang et al, 2007)

2007 4 BRCA1 | Transactivation/Foci formation (Lovelock et al, 2007)
2007 5 BRCA1 | Loss of Heterozygosity (LOH) (Osorio et al, 2007)
2007 1 BRCA1 | Transactivation (Carvalho & Monteiro, 2007)
2007 96 BRCA1 |Insilico (Easton et al, 2007)
2008 8 BRCA1 | Transactivation/In silico (Carvalho et al, 2009)
2009 1 BRCA1 |Insilico (Spurdle et al, 2010)
2010 92 BRCA1 | Transactivation/In silico (Lee et al, 2010)

2010 3 BRCA1 |Insilico (Sweet et al, 2010)
2010 1 BRCA1 | Minigene/In silico/Sec (Steffensen et al, 2010)
2010 6 BRCA1 | Minigene/RTPCR/In silico (Sanz et al, 2010)

2011 1 BRCA1 |RTPCR/LOH (zhang et al, 2011)
2011 1 BRCA1 | Luciferase assay/sec (Lheureux et al, 2011)
2011 13 BRCA1 | Yeast assay (Millot et al, 2011)
2011 6 BRCA1 | RTPCR/In silico (Menéndez et al, 2012)
2011 11 BRCA1 | Minigene/RTPCR/In silico (Thomassen et al, 2012)
2012 1 BRCA1 | Protein-protein interaction (Cortesi et al, 2012)
2012 2 BRCA1 | Transactivation/Yeast assay (Kou et al, 2012)

2012 2 BRCA1 | Microarray assay (lofrida et al, 2012)
2012 24 BRCA1 | RTPCR/In silico (Wappenschmidt et al, 2012)
2012 1 BRCA1 | Non homologous recombination (Sevcik et al, 2012)
2013 7 BRCA1 |RTPCR/In silico (Colombo et al, 2013)
2013 2 BRCA1 | Transactivation/In silico (Kawaku et al, 2013)
2013 7 BRCA1 | Transactivation/In silico (Quiles et al, 2013)
2014 1 BRCA1 RTPCR/In silico (Whiley et al, 2014)
2014 12 BRCA1 |RTPCR/In silico (Santos et al, 2014)
2014 24 BRCA1 | Transactivation/In silico (Carvalho et al, 2014)
2014 1 BRCA1 | Foci formation assay (Chen et al, 2014)
2014 12 BRCA1 | Minigene/In silico (Steffensen et al, 2014)

117




2015 54 BRCA1 | Homology directed repair (Lu et al, 2015)

2015 14 BRCA1 | Minigene/In silico (Ahlborn et al, 2015)
2015 6 BRCA1 | Cell proliferation assay (Cochran et al, 2015)
2015 4 BRCA1 | Flow cytometry based functional variant analyses | (Loke et al, 2015)
2016 1 BRCA1 RTPCR/Sec (Wong et al, 2016)
2016 1 BRCA1 | Minigene/RTPCR (de la Hoya et al, 2016)
2016 16 BRCA1 RTPCR/In silico (Quiles et al, 2016)
2017 1 BRCA1 |Insilico (Zuntini et al, 2017)
2017 2 BRCA1 |RTPCR/Proliferation assay (Zhang et al, 2017)
2017 1 BRCA1 |In silico (Ryu et al, 2017)

2017 1 BRCA1 | Homologous recombination/in silico (Shimelis et al, 2017)
2017 5 BRCA1 | Transactivation/RTPCR/In silico (Jarhelle et al, 2017)
2017 4 BRCA1 |In silico (Gabaldo et al, 2017)
2018 8 BRCA1 | Transactivation (Langerud et al, 2018)
2018 1 BRCA1 | Multifactorial likelihood analysis (Tudini et al, 2018)
2018 1 BRCA1 |Insilico (Beebe et al, 2018)
2018 1 BRCA1 |RTPCR/In silico/Sec (Yang et al, 2018)
2018 1 BRCA1 | RTPCR/Sec (Seo et al, 2018)

2018 11 BRCA1 |Insilico (Nakagomi et al, 2018)
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14.5 METODOLOGIAS PARA EL ESTUDIO DE MUTACIONES VUS EN BRCA2

Metodologias empleadas para el estudio de mutaciones VUS en BRCA2

Afio Numero de VUS Gen Método experimental Cita de referencias 14.6
2002 1 BRCA2 |RTPCR/In silico (Fackenthal et al, 2002)
2003 1 BRCA2 |RTPCR (Martinez et al, 2003)
2003 2 BRCA2 |RTPCR/In silico (Campos et al, 2003)
2003 6 BRCA2 | RTPCR (Claes et al, 2003)

2004 1 BRCA2 |LOH (Martinez et al, 2004)
2006 6 BRCA2 | RTPCR/Secuenciacién (Sec) (Chen et al, 2006)

2006 7 BRCA2 | RTPCR/In silico (Bonatti et al, 2006)
2006 2 BRCA2 |RTPCR/In silico (Maillet et al, 2006)
2007 1 BRCA2 |RTPCR/Sec (Kwong et al, 2008)
2007 1 BRCA2 |RTPCR/In silico (Ang et al, 2007)

2007 80 BRCA2 | In silico (Easton et al, 2007)
2008 1 BRCA2 |RTPCR/LOH/Sec (zhang et al, 2009)
2009 1 BRCA2 |Insilico (Spurdle et al, 2010)
2009 2 BRCA2 |RTPCR/Sec (Pensabene et al, 2009)
2010 1 BRCA2 | Minigene/In silico/Sec (Steffensen et al, 2010)
2010 5 BRCA2 | Minigene/RTPCR/Sec (Sanz et al, 2010)

2010 1 BRCA2 |RTPCR (Hansen et al, 2010)
2011 4 BRCA2 |RTPCR/In silico (Menéndez et al, 2012)
2011 6 BRCA2 | Minigene/RTPCR/Sec (Biswas et al, 2011)
2011 4 BRCA2 | WST assay/ Survival assay (Warren et al, 2011)
2011 14 BRCA2 | Minigene/In silico (Thomassen et al, 2012)
2011 11 BRCA2 | Homologous recombination assay/LOH (Balia et al, 2011)

2012 8 BRCA2 | Homologous recombination assay/RTPCR | (Biswas et al, 2012)
2013 1 BRCA2 | RTPCR/In silico/Sec (Colombo et al, 2013)
2013 8 BRCA2 | Minigene/In silico (Di Giacomo et al, 2013)
2014 13 BRCA2 |RTPCR/In silico (Santos et al, 2014)
2014 1 BRCA2 | DHPLC/In silico (Surowy et al, 2014)
2015 21 BRCA2 | Homologous recombination assay/In silico (Lu et al, 2015)

2015 BRCA2 | In silico (Higgs et al, 2015)

2015 BRCA2 |Insilico (Thompson et al, 2015)
2016 BRCA2 | In silico (Riahi et al, 2016)

2016 12 BRCA2 | RTPCR/In silico (Quiles et al, 2016)
2017 3 BRCA2 | Homologous recombination assay/In silico (Shimelis et al, 2017)
2017 1 BRCA2 |RTPCR/In silico (Jarhelle et al, 2017)
2017 30 BRCA2 | Minigene/In silico (Fraile et al, 2017)
2017 27 BRCA2 | In silico (Gabaldé et al, 2017)
2018 1 BRCA2 | GFP assay/Sec (Caleca et al, 2018)
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2018 BRCA2 |Insilico (Beebe et al, 2018)
2018 BRCA2 | Minigene/In silico (Dominguez et al, 2018)
2018 26 BRCA2 |Insilico (Nakagomi et al, 2018)
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