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ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucleico

AF-1 Funcién de activacién independiente del ligando N-terminal
AF-2 Funcidn de activacién inducible por ligando C-terminal
Apaf-1 Del inglés Apoptotic Protease Activating Factor-1

ATM Ataxia Telangiectasia Mutado

ATR Del inglés Ataxia Telangiectasia and Rad3 related
BACH1 Del ingles transcription factor BTB and CNC homology 1
BAP1 Del inglés BRCA1 Associated Protein 1

BARD1 Del inglés BRCAl-associated RING domain protein 1
BASC Del ingles BRCAl-associated genome surveillance complex
Bcl-2 Proteina 2 de la leucemia/linfoma de células B

BRCA1 Céncer de mama de inicio temprano 1

BRCA2DBD  Dominio de uniéon a ADN / DSS1

BRCA2 Céncer de mama de inicio temprano 2

BRCT Del inglés BRCA1 C Terminus

BRIP1 Del inglés BRCA1l-interacting protein C-terminal helicase 1
Caspasa Del inglés cysteinyl aspartate-specific proteases

CDK Del inglés Cyclin Dependent Kinase

CtBP Del inglés C-terminal binding protein

CtIP Del inglés CtBP-interacting protein

DMC1 Del inglés DNA Meiotic Recombinase 1

D-MEM Del inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DSS1 Del inglés Deleted in spilt hand/spilt foot 1

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

FANCD2 Del inglés Fanconi anemia group D2 protein

GADDA45 Del inglés Growth Arrest and DNA Damage-inducible 45
GAPDH Del inglés Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HDAC Histona desacetilasas

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid
HER-2 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
NBS Del inglés Nijmegen breakage syndrome

NES Del Inglés Nuclear Export Sequences

PALB2 Del inglés Partner and localizer of BRCA2
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RE-a Receptor de estrégenos alfa

RING Del inglés Really Interesting New Gene

RHA RNA helicasa A

RPMI Del inglés Roswell Park Memorial Institute

SCP3 Del inglés Synaptonemal Complex Protein 3
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SWI/SNF Del inglés SWItch/Sucrose Non Fermentable
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1. RESUMEN

El cdncer de mama es el principal problema de salud relacionado con neoplasias malignas
entre la poblacién femenina tanto a nivel mundial como nacional. Existen diferentes factores
de riesgo, pero 5-10% de los casos tienen un origen hereditario, de los cuales el 90% son
causados por mutaciones en los genes supresores de tumores BRCAI1 y BRCA2. Los cuales
presentan varias funciones e interactian con varias proteinas, entre ellas los supresores de
tumores P53 y P21. En los ultimos afios, se ha visto la necesidad de identificar las mutaciones
presentes en BRCA entre las diferentes poblaciones; sin embargo, en México existen muy
pocos estudios donde se identifiquen las principales variantes presentes en la poblacién
mexicana y la mayoria de los estudios publicados ocupan técnicas poco sensibles, los estudios
con secuenciacion de nueva generacién (NGS) son casi inexistentes. Por otro lado, se
desconoce como las mutaciones en los genes BRCA pueden afectar los niveles de expresidén en
P53 y P21. Esto llevo a la realizacién del presente trabajo con el objetivo de identificar las
mutaciones presentes en un grupo de pacientes con cancer de mama con caracteristicas
especificas que las hacian susceptibles a presentar mutaciones en estos genes.
Complementando los hallazgos se realizarén experimentos utilizando cultivos de lineas
celulares con y sin mutaciones en BRCA para evaluar los cambios en los niveles de expresion
de los genes P53 y P21.

La identificacidon de variantes se realizé mediante secuenciacién de nueva generacion con la
plataforma lon S5, las caracteristicas de las mutaciones detectadas fueron obtenidas de
ClinVar y reafirmadas por BRCA Exchange. De las pacientes secuenciadas, 34.78% fueron
positivas a alguna mutacién, el 26% presentaron mutaciones patogénicas. Con respecto a las
pacientes portadoras de mutacion patogénica, la edad media de diagndstico fue de 40.5 afios,
el 87.5% presentaron cancer lobulillar, 50% fueron diagnosticadas con cancer triple negativo,
el estadio mas frecuente con 25% fue el lIA y el 75% mostraron historia familiar de algun tipo
de cdncer. En total se detectaron 12 mutaciones de las cuales 58.33% fueron mutaciones
patogénicas; de ellas, el 85.71% estaban presentes en BRCA1. De las mutaciones patogénicas
detectadas, el 71.42% ya se habian reportado en poblacion mexicana y el 28.57% se reportan
por primera vez en este trabajo. De acuerdo a la literatura y las posiciones de cada mutacién
en la estructura de la proteina se determiné que es muy probable que 5 pacientes muestren
alteraciones en los niveles de expresidn ya sea en P53, P21 o en ambos. Por otro lado, se
encontré que la linea celular con mutacion en BRCA1 presentd mayor expresion en P53y P21
gue las lineas celulares sin mutacion.

Estos resultados demuestran que la implementacion de la secuenciacidn de nueva generacion
llevé a obtener el porcentaje mas alto de pacientes positivas a mutacién que se ha reportado
en estudios hasta este momento en poblacidn mexicana. Ademds, permitié identificar nuevas
variantes no reportadas en esta poblacién, lo que conlleva a tener un mejor diagndstico,
permitiendo suministrar el tratamiento adecuado y mads eficiente para este grupo de
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pacientes que desarrollan cadncer asociado a mutaciones en alguno de estos genes BRCA, por
lo cual, con estas evidencias se ratifica la necesidad de implementar este tipo de técnicas en el
sector salud en Meéxico para mejorar los indices de mortalidad de cdncer de mama
hereditario, enfatizando la trasendencia familiar que esto implica. Es necesario realizar
estudios claros que identifiguen como las mutaciones en BRCA afectan los niveles de
expresion de P53 y P21 en pacientes con cancer de mama relacionado a BRCA.
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2. ABSTRACT

Breast cancer is the main cancer-related health problem among the female population both
globally and nationally. There are different risk factors, but 5-10% of cases are hereditary, of which
90% are caused by mutations in the BRCA1 and BRCA2 tumor suppressor genes. Both genes have
various functions and interact with various proteins, including the tumor suppressors P53 and P21.
In recent years, there has been a need to identify the mutations present in BRCA among the
different populations, however, in Mexico, there are very few studies where the main variants
present in the Mexican population are identified, and most of the published studies use
techniques little sensitive, next-generation sequencing (NGS) studies are almost non-existent. On
the other hand, it is unknown how mutations in the BRCA genes can affect the expression levels in
P53 and P21. This led to the realization of the present work to identifying the mutations present in
a group of patients with breast cancer that presented characteristics that made them susceptible
to showing mutations in these genes and cultures of cell lines with or without mutations in BRCA
to evaluate changes in the expression levels of P53 and P21.

The identification of variants was carried using of new generation sequencing with the lon S5
platform, the characteristics of the detected mutations were obtained from ClinVar and reaffirmed
by BRCA Exchange. Of the sequenced patients, 34.78% were positive for some mutation, 26% had
pathogenic mutations. Regarding the patients with the pathogenic mutation, the mean age of
diagnosis was 40.5 years, 87.5% presented lobular cancer, 50% were diagnosed with triple-
negative cancer, the most frequent stage with 25% was IIA, and 75% showed a family history of
any cancer. In total, 12 mutations were detected, of which 58.33% were pathogenic mutations, of
which 85.71% were present in BRCA1. Of the pathogenic mutations detected, 71.42% had already
been reported in the Mexican population, and 28.57% of the mutations are reported for the first
time in this work. According to the literature and the positions of each mutation in the protein
structure, it was determined that it is very likely that 5 patients show alterations in the expression
levels of either P53, P21, or both. On the other hand, it was found that cell lines with a BRCA1
mutation presented higher expression in P53 and P21 than cell lines without mutation.

These results show that the implementation of next-generation sequencing led to the highest
percentage of mutation-positive patients that has been reported in studies to date in the mexican
population. In addition, it allowed the identification of new variants not reported in this
population, which leads to a better diagnosis of patients allowing the provision of adequate and
more efficient treatment for the group of patients who develop cancer due to mutations in any of
these BRCA genes, herefore, this evidence confirms the need to implement this type of techniques
in the health sector in Mexico to improve the mortality rates of hereditary breast cancer,
emphasizing the family significance that this implies. Clear studies are needed to identify how
BRCA mutations affect P53 and P21 expression levels in patients with BRCA-related breast cancer.
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3. INTRODUCCION GENERAL
3.1 CANCER DE MAMA

El cdncer de mama es un tumor maligno generado por el crecimiento, desarrollo y
multiplicacidn descontrolado de células malignas en el tejido mamario (Gobierno de México,
2020; INFOCANCER, 2019; American Cancer Society, 2019). Este grupo de células cancerosas
pueden invadir los tejidos circundantes o propagarse (metdastasis) a areas distantes del cuerpo
(INFOCANCER, 2019). Este tipo de cancer ocurre casi por completo en las mujeres, pero los
hombres también lo pueden padecer (INFOCANCER, 2019; American Cancer Society, 2019).

Existen dos tipos principales de cdncer de mama, el carcinoma lobulillar que se genera en las
estructuras denominadas lobulillos, encargadas de la produccién de la leche materna (20% de
los casos) y el carcinoma ductal (el mas frecuente con el 80 % de los casos) que comienza en
los conductos que transportan la leche desde los lobulillos hasta el pezon, figura 1 (American
Cancer Society, 2019; INFOCANCER, 2019; Instituto Nacional del Cancer, 2020).

El cancer de mama también se ha clasificado de acuerdo a su fenotipo molecular, el cual se ha
subdividido en base al perfil de expresion génica de las células tumorales en luminal A (40%),
Luminal B (20%), HER-2 sobreexpresado (15-20%) y tipo basal o triple negativo (15%)
(Cardenas et al., 2019; Instituto Nacional del Cancer, 2020; Wang & Di, 2014).

Anatomia de la mama femenina
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Figura 1. Anatomia de la estructura mamaria femenina. Las principales estructuras que componen
la mama se muestran en la figura, en ella se puede observar el tejido graso, aréola, pezoén, los
I6bulos los cuales estan formados de estructuras mas pequefias denominadas lobulillos encargados
de la produccién de la leche durante la lactancia, finalmente se encuentran los conductos,
encargados de transportar la leche desde el lugar de produccién hasta el pezén donde podra ser
eliminada. Los lobulillos y los conductos son las estructuras donde se dan principalmente los
procesos carcinogénicos. Tomada de: Instituto Nacional del Cancer, 2020.
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3.2 INCIDENCIA Y MORTALIDAD DEL CANCER DE MAMA

En el 2018 GLOBOCAN estimd 18.1 millones de nuevos casos de cancer y 9.6 millones de
defunciones asociados a esta patologia en todo el mundo, de los cuales el 11.6% y 6.6%
correspondia a cadncer de mama, respectivamente (Bray et al., 2018; GLOBOCAN, 2018). Esta
patologia ocupa el primer lugar en incidencia a nivel mundial y nacional en la poblacién
general (figura 2).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer a nivel mundial y nacional en la
poblacién general. El cAncer de mama ocupa el primer lugar en incidencia y segundo lugar en mortalidad,
por debajo del cancer de pulmén a nivel mundial (Izquierda). A nivel nacional se presenta el mismo
comportamiento, primer lugar en incidencia y segundo lugar en mortalidad por debajo del cancer
colorrectal (Derecha). Tomado de GLOBOCAN, 2018.

El cdncer de mama ocupa el primer lugar tanto en incidencia (154 de 185 paises) como causa
de muerte (103 paises) a nivel mundial entre los diferentes tipos de cdncer que afectan a las
mujeres (GLOBOCAN, 2018; INSP, 2020) con 2,088,849 casos nuevos y 626,679 defunciones,
equivalentes al 24.2% y 15.0%, respectivamente, como se muestra en la figura 3 (Bray et al.,
2018; GLOBOCAN, 2018), lo que representa casi 1 de cada 4 casos de cancer entre las mujeres
(Bray et al., 2018). Para el afio 2040 se ha estimado que los casos nuevos incrementaran a
3,059,829 y 991,904 las defunciones (GLOBOCAN, 2018).

Cada afio en las Américas, mds de 462,000 mujeres son diagnosticadas con cdncer de mama, y
casi 100,000 mueren a causa de esta enfermedad (OPS, 2020b).
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Figura 3. El cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad a nivel mundial entre
la poblacion femenina. Los dos gréaficos representan la incidencia y mortalidad de cancer de mama
entre los diferentes tipos de cancer que afectan a las mujeres, el 24% de nuevos casos
diagnosticados de cancer pertenecen al de mama (izquierda). Del lado derecho se presenta la tasa
de mortalidad por tumores malignos, donde se observa que el 15% de las muertes fueron causadas
por cancer de mama. Tomado de Bray et al., 2018.

GLOBOCAN en el 2018 reportd para México 27,283 nuevos casos y 6,884 defunciones por
cancer de mama entre las mujeres (GLOBOCAN, 2018), aunque el INEGI informé para el
mismo afio 7,257 defunciones (INEGI, 2020), ocupando el primer lugar tanto en incidencia
como mortalidad entre la poblacion femenina mexicana (Cardenas et al., 2019; GLOBOCAN,
2018; INSP, 2020). De los casos recién diagnosticados en mujeres con cancer representa el
26%, figura 4 (GLOBOCAN, 2018) y el 8.2% de mortalidad en 2018 (OPS, 2020a), para el 2020
se reporto el 16 % de mortalidad (INEGI, 2020).

Other cancers
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Cervix uteri
7 869 (7.5%)

Corpus uteri
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Figura 4. El cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia entre las mujeres mexicanas. Se
muestran los principales tipos de cancer que afectan a la poblacion femenina en México, la neoplasia
mamaria es el principal problema de cancer, al tener que una cuarta parte de los casos diagnosticados
en el 2018, pertenecen a este tipo de tumor. Tomado de GLOBOCAN, 2018.
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En 2019 se informd que por cada 100 mil mujeres se tuvieron 35.25 nuevos casos y 17.19
defunciones, en hombres es de 1.03 casos nuevos por 100 mil habitantes (INEGI, 2020).

Entre las mujeres que fallecen, 1% son jovenes de 15 a 29 afios, 13% tienen entre 30 a 44 afios
y mas de la tercera parte (38%), estd entre los 45 a 59 afios; la mayoria fallece después de los
59 afios (48%) (INEGI, 2020).

3.3 FACTORES QUE AUMENTAN EL RIESGO DE CANCER DE MAMA

Las causas que originan este tipo de cancer son multifactoriales. El principal factor de riesgo es
el sexo, las mujeres son las que tienen mayor riesgo de padecer cdncer de mama a diferencia
de los hombres, seguido de la edad debido a que el riesgo aumenta conforme aumenta la
edad, dos de tres mujeres diagnosticadas son mayores de 55 afos. La estructura de la mama
también juega un papel muy importante, debido que las mujeres con mamas densas tienen
mayor riesgo de padecer esta patologia (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al.,
2019; INFOCANCER, 2019).

La exposicion hormonal durante periodos de tiempo prolongados favorece el riesgo de cancer,
las mujeres que presentaron su primer periodo de menstruacion a edad temprana o menarca
precoz (antes de los 12 afios) y menopausia tardia (después de los 55 afios), tienen mas riesgo
de desarrollar cancer. El uso excesivo de anticonceptivos orales a base de hormonas (mds de 5
afios) y la terapia de reemplazo hormonal posmenopausica y uso de hormonas para prevenir
la osteoporosis (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019; Gobierno de México,
2020; INFOCANCER, 2019; INSP, 2020; Instituto Nacional del Cancer, 2020; OMS, 2020).

Las mujeres que no han tenido hijos o que tuvieron su primer hijo después de los 30 afos
tienen mayor riesgo, por otro lado, la lactancia (mas de 12 meses) y los embarazos multiples
disminuyen el riesgo de cancer (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019;
Gobierno de México, 2020; INFOCANCER, 2019; INSP, 2020).

El consumo de bebidas alcohdlicas esta claramente asociado con el aumento en el riesgo de
padecer cancer de mama. Asi mismo, la mala alimentacién (alimentos ricos en calorias como
las grasas), obesidad y la falta de actividad fisica son factores importantes en el desarrollo de
esta enfermedad (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019; Gobierno de México,
2020; INFOCANCER, 2019; Instituto Nacional del Cancer, 2020; OMS, 2020).

La exposicion a la radiacion (radioterapia) especialmente cuando son nifias o en la pubertad,
aumenta el riesgo. Exposicion a agentes cancerigenos presentes en el medio ambiente y el
habito de fumar de manera excesiva (humo de tabaco) son también factores de riesgo
(American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019; INFOCANCER, 2019).

La raza y el origen étnico es un factor muy importante, ya que las mujeres de raza blanca son
mas propensas (American Cancer Society, 2020).
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Las personas que presentan algunos sindromes como son de Ataxia-telangiectasia, Lynch Il, Li-
Fraumeni, Cowden, Bannayan-Riley-Ruvalcab, sindrome Peutz-Jeghers y las personas que
presentan cancer gastrico difuso hereditario (CDH1) tienen mayor riesgo de desarrollar esta
patologia (Chirivella & Garcés, 2018; INFOCANCER, 2019; Instituto Nacional del Cancer, 2018;
NIH, 2017).

Un factor de riesgo y de gran relevancia, al cual se le asocia un importante niumero de casos
de cancer, es el factor hereditario, causado por mutaciones en genes especificos que
aumentan el riesgo, por lo tanto, antecedentes familiares de cancer de mama multiplican el
riesgo. Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son la causa mas comun de cancer de mama
hereditario (American Cancer Society, 2020; Calderdn del Valle & Gallén, 2012; Cardenas et
al., 2019; INFOCANCER, 2019; Instituto Nacional del Cancer, 2018; INSO, 2020; OMS, 2020).

3.4 FACTORES QUE PRONOSTICAN CANCER DE MAMA HEREDITARIO

El cancer de mama hereditario se caracteriza por presentarse a edades mas jovenes, menor a
50 afios de edad (Calderdn del Valle & Gallén, 2012; Cardenas et al., 2019; INFOCANCER,
2019; Torres-Mejia et al., 2015; Vaca-Paniagua et al., 2012) llegando a tener hasta una media
de edad de 35 afos, generalmente se presenta cancer bilateral, con el riesgo del 50-64%
durante los 25 afios posteriores al diagndstico de cancer de mama unilateral (Calderén del
Valle & Galldn, 2012; Instituto Nacional del Cancer, 2020; Vaca-Paniagua et al., 2012). Se tiene
un riesgo muy alto de desarrollar otros tipos de cancer en la misma paciente, particularmente
cancer de ovario (Calderdn del Valle & Gallén, 2012; INFOCANCER, 2019; Instituto Nacional del
Cancer, 2018; Narod & Faulkes, 2004; Vaca-Paniagua et al., 2012).

Generalmente la paciente cuenta con antecedentes familiares directos (consanguineos) con
multiples casos de cancer de mama y ovario principalmente (Narod & Faulkes, 2004).
Familiares con cancer de pancreas, prdstata, de trompas de Falopio y peritoneal o cualquier
cancer relacionado a BRCA a lo largo de varias generaciones. A mayor nimero de familiares
con algun tipo de cdncer y mas cercano sea el parentesco, se incrementa el riesgo (Calderdn
del Valle & Galldn, 2012; Chirivella & Garcés, 2018).

Cuando se presenta cancer de mama en familiares de primer grado como madre, hermana o
hija se duplica el riesgo de cancer hereditario. Y este aumenta aproximadamente tres veces, si
dos familiares de primer grado padecen la enfermedad (American Cancer Society, 2020;
INFOCANCER, 2019; Vaca-Paniagua et al., 2012). La edad al momento del diagndstico de los
familiares es un factor determinante, entre mas temprana la edad, mayor riesgo (menor a 50
afios) (American Cancer Society, 2020), especialmente si son diagnosticados en etapas
premenopadusicas (Calderén del Valle & Gallén, 2012).

El riesgo de padecer cdncer de mama hereditario aumenta cuando se tiene historia familiar de
cancer de mama en hombres, como padre o hermano, asi mismo, antecedentes de cancer de
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préstata (American Cancer Society, 2020; Chirivella & Garcés, 2018; INFOCANCER, 2019;
Instituto Nacional del Cancer, 2018).

El fenotipo tumoral triple negativo se relaciona con mutaciones en BRCA, principalmente
BRCA1. Hasta 20% de las pacientes con este fenotipo tumoral son portadoras de mutaciones
germinales (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019; Vaca-Paniagua et al., 2012).
Por otro lado, el cancer de mama relacionado a BRCA1, alrededor del 70-80% de los casos son
receptor de estrégenos (RE) negativo (Wang & Di, 2014).

3.5 PREDISPOSICION A CANCER DE MAMA POR MUTACIONES EN BRCA1 Y BRCA2

Aproximadamente el 5 al 10% de todos los casos de cdncer de mama presentan un origen
genético/hereditario (Alemar et al., 2016; American Cancer Society, 2020; Cardenas et al.,
2019; Quezada et al., 2018; Venkitaraman, 2001). Los genes mas frecuentes responsables de
esta patologia son BRCA1 y BRCA2 (Chirivella & Garcés, 2018; Vaca-Paniagua et al., 2012).
Mutaciones en ambos genes predisponen a los portadores a cancer de mama y ovario
(Venkitaraman, 2001), por ello se ha mencionado que son los responsables del sindrome de
cancer de mama y ovario hereditario (Cardenas et al.,, 2019; NIH, 2017; Vaca-Paniagua et al.,
2012) y se hereda de forma autosdmica dominante (Calderéon del Valle & Gallén, 2012;
Chirivella & Garcés, 2018; Vaca-Paniagua et al., 2012; Venkitaraman, 2001).

Las mutaciones en BRCA1 son responsables de aproximadamente el 50% de los canceres de
mama hereditarios y 90% de los ovaricos (Calderdn del Valle & Gallén, 2012). Los portadores
de la mutacién en BRCA1 tienen el riesgo de desarrollar cdncer de mama en un 80-90% vy del
30-60% de ovario (Cardenas et al., 2019; Hollis, Churchman y Gourley, 2017). Mutaciones en
este gen también aumenta el riesgo de otros tipos de cancer, con 4-6% mayor riesgo de
desarrollar cancer de colon con respecto a la poblacidon general y en varones aumenta el 8%
de riesgo de desarrollar cancer de prostata antes de los 70 afios (Calderdn del Valle & Gallon,
2012: Karakasis et al., 2016).

Las mutaciones en BRCA2 son responsables de aproximadamente el 40% de los canceres de
mama hereditarios y del 5 a 10% de los ovaricos. Los portadores de la mutacién tienen el
riesgo de desarrollar cdncer de mama en un 80-90% y del 10-20% de ovario (Cardenas et al.,
2019; Hollis, Churchman y Gourley, 2017). Este gen es el responsable del cancer de mama
masculino, ademads genera un riesgo del 7% y 8% mayor de desarrollar cdncer de préstata y
pancreas respectivamente (Karakasis et al., 2016; Zayas-Villanueva et al., 2019).

Sin embargo, BRCA1 y 2 predisponen a otros tipos de cancer como son: gastrico, endometrio y
piel (melanomas) (Cardenas et al., 2019), vias biliares (Venkitaraman, 2001), cabeza y cuello
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(Calderdn del Valle & Gallon, 2012), cancer de peritoneo y de tropas de Falopio, esofago,
pulmén, leucemia mieloide aguda y anemia de Fanconi (Instituto Nacional del Cancer, 2018).

Aunque mutaciones en BRCA1 y BRCA2 son los principales genes asociados a cdncer de mama,
existen otros genes que se presentan pero con menos frecuencia y por lo general no
aumentan el riesgo de céncer significativamente como los genes BRCA, es por ello que se han
dividido en genes de alta susceptibilidad: P53, STK11, CDH1, NF1 y PTEN, moderada
susceptibilidad: ATM, BRIP1, CHEK2, PALB2, RAD50, RAD51 y NBS1, baja susceptibilidad
FGFR2, FACC, LSP1, MAP3K1, TGFB1 y TOX3 (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al.,
2019; Chirivella & Garcés, 2018; INFOCANCER, 2019; NIH, 2017; Quezada et al., 2018).

3.6 ESTRUCTURA DEL GEN Y LA PROTEINA BRCA1 Y BRCA2
3.6.1 ESTRUCTURA DEL GEN Y LA PROTEINA BRCA1

El gen BRCA1 se localiza en el cromosoma 17, abarca 80 Kb de ADN gendmico (Karakasis et al.,
2016), su secuencia de codificacion esta constituida de 5589 nucleétidos (Vaca-Paniagua et al.,
2012) y genera un transcrito de ARNm de 7.8 kb (Karakasis et al., 2016; Ruffner & Verma,
1997). Constituido de 23 exones (Hansen et al., 2009) de los cuales solo 22 son codificantes
(Hakem et al., 1996), dando origen a una proteina de 1863 residuos de aminoacidos (Hakem
et al., 1996; Hollis, Churchman y Gourley, 2017; Hsu & White, 1998; Ruffner et al., 2001;
Venkitaraman, 2001; Yarden & Brody, 1999), con peso molecular aproximado de 220 Kda
(Chen et al., 1996; Harkim et al., 1999; Hsu & White, 1998; Ruffner et al., 2001; Ruffner &
Verma, 1997; Yarden & Brody, 1999).

La proteina BRCA1 presenta varios dominios a lo largo de la secuencia (Figura 5), portando
una region ampliamente conservada en el extremo N terminal denominado dominio RING
(Clark et al., 2012) exones 2-7 (Hollis, Churchman y Gourley, 2017), donde se encuentra
inmerso el dominio finger RING, caracterizado por ser rico en residuos de cisteina (Wu et al.,
1996), el cual ha demostrado presentar actividad ubiquitina ligasa E3 (Clark et al., 2012; Wu et
al., 1996). El dominio RING también estd implicado en interacciones proteina-proteina,
principalmente con BARD1, el complejo BRCA1-BARD1 es una ubiquitina ligasa (E3) (Wu et al.,
1996). Esta region también permite la interaccién de BRCA1 con el factor de transcripcion E2F,
el inhibidor del ciclo celular BAP1 (Deng & Brodie, 2000) y con la ARN pol Il (Chiba & Palvin,
2002).

Pegado a este dominio se encuentran dos regiones que permite la interaccidon con el RE-a
(Receptor de estrogenos alfa) y una secuencia de exportacidn nuclear (NES) (Xian et al., 2005).

Muy cerca se localizan dos sitios de unién al oncogén c-Myc, denominados MB1 y MB2 (exén
8-11), entre estos dos sitios se encuentra una regiéon de unién al supresor de tumores RB

Posgrado en Ciencias Bioldgicas ~ 10~ Facultad de Medicina - HGM



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO HERNANDEZ VAZQUEZ ALFONSO

(retinoblastoma) (Clark et al., 2012). Parte de estas mismas secuencias permiten la interaccion
con P53 (Deng & Brodie, 2000) y con los oncogenes SWI-SNF (Bochar et al., 2000).

Posteriormente, se localiza un sitio de unién a RAD50 (Clark et al., 2012; Zhong et al., 1999),
parte de esta secuencia también se ha visto que puede interaccionar con y-tubulina presente
en los centriolos (centrosomas) (Hsu, Doan y White, 2001), a lo largo de esta misma region se
localizan dos secuencias de localizacién nuclear (NLS) (Clark et al., 2012; Monteiro, August y
Hanafusa, 1996) que se unen a las importina-a para mediar el transporte de BRCA1 desde el
citosol al nucleo (Clark et al., 2012). A continuacién, se localiza un sitio de unién a RAD51
(Clark et al., 2012; Scully et al., 1997c). En la parte central de la proteina se encuentra una
secuencia que permite la interaccion con el ADN (Paull et al., 2001).

BRCA1 presenta una secuencia rica en residuos de serina (S), treonina (T) y glutamina (Q)
formando parejas (SQ o TQ), son sitios de fosforilacidn y se les ha dado el nombre de dominios
ricos en serina (SCD), siendo blanco de la cinasa ATM (ataxia telangiectasia mutada) (Cortez et
al., 1999; Gatei et al., 2001; Hollis, Churchman y Gourley, 2017). ATM fosforila a BRCA1 a
través de este dominio en varias serinas, principalmente las serinas 1423, 1524 (Cortez et al.,
1999) y 1457 (Gatei et al., 2001). Por otro lado, el complejo CDK2-ciclina E fosforila a BRCA1
en la serina 1497 (Deng & Brodie, 2000).

m
? Coiled j’\

RING NLS coil GEGNG) BRCT

S988 S1387,S1423,
1280 1524
SCD
BARD1 PALB2 * Abraxas
e CtIP
* BRIP1

Figura 5. Dominios principales de la proteina supresora de tumores BRCAL. La proteina BRCAL esta
formada de 1863 aminoécidos, a lo largo del polipéptido se encuentran varios dominios, en el extremo
amino esta el dominio RING, seguido de dos secuencias de localizacion nuclear (NLS), dominio coiled-
coil, un dominio rico en serinas denominado SDC el cual es un sitio de fosforilacion de varias proteinas
como ATM y finalmente dos dominios BRCT responsables de la actividad transcripcional de BRCA1.
Tomado de: Roy, Chun y Powell, 2016.

Parte del dominio SCD forma otro dominio denominado coiled-coil que tiene afinidad por
PALB2 (Clark et al., 2012; Hollis, Churchman y Gourley, 2017). También se ha encontrado, que
parte del dominio SCD y unos residuos aledafios en direccién del extremo C terminal son
responsables de la interaccién con BRCA2 (Chen et al., 1998a).
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Cuenta con una region ampliamente conservada en el extremo C, en donde se encuentran dos
copias en tandem, denominados dominios BRCT, cada uno formado aproximadamente de 95
residuos (Koonin, Altschul y Bork, 1996), que abarcan los aminodcidos 1685-1863 (Wu et al.,
1996; Yarden & Brody, 1999) y corresponde a los exones 16-24 (Hollis, Churchman y Gourley,
2017).

Estos dominios presentan actividad transcripcional (son los causantes que BRCA1 sea un
factor de transcripcion), para su regulacidn interaccionan con activadores de la transcripcion
como son ARN pol Il (Yarden & Brody, 1999) y co-represores como CtIP (Clark et al., 2012;
Deng & Brodie, 2000). Estos dominios también interaccionan con histonas desacetilasas
(HDAC) y la helicasa RHA (Champan & Verma, 1996).

Las repeticiones BRCT juegan un papel muy importante en la interaccién con aquellas
proteinas fosforiladas en respuesta al dafio en el ADN como BACH1 y CCDC98 / abraxas (estas
principalmente reconocidas por la hendidura formada entre BRCT1 y 2, donde se forma un
bolsillo) (Clark et al., 2012) esta misma region forma parte de una segunda region de union a
P53 y RB (Deng & Brodie, 2000).

3.6.2 ESTRUCTURA DEL GEN Y LA PROTEINA BRCA2

El gen BRCA2 se localiza en el cromosoma 13, en la posicién 13g12-q13 (Wooster et al., 1995).
Abarca 70 Kb de ADN gendmico, la secuencia codificante estd formada de 10,254 nucleédtidos
(Vaca-Paniagua et al., 2012) y genera un transcrito de 11.4 Kb (Karakasis et al., 2016).

Estd compuesto de 27 exones (Hollis, Churchman y Gourley, 2017; Marston et al., 1999;
Tavtigian et al., 1996) de los cuales solo 26 son codificantes (Tavtigian et al., 1996) dando
origen a una proteina de 3,418 aminodcidos (Bignell et al., 1997; Hollis, Churchman y Gourley,
2017; Marston et al., 1999; Tavtigian et al., 1996). Se caracteriza por presentar un exén 11
muy grande (4932 pb) (Tavtigian et al., 1996), el cual codifica los aminoacidos 638-2280
(Wong et al., 1997) y presenta varios dominios a lo largo de la proteina (Figura 6).

La proteina tiene varios dominios a lo largo de la secuencia, en el extremo amino terminal, el
exon 3 presento actividad transcripcional en levaduras (Milner et al., 1997), sin embargo, se
tienen muy poca evidencia de este dominio y esta funcion. Esta region principalmente permite
la interaccion entre BRCA2 y PALB2 (Roy, Chun y Powell, 2016).

En la parte central de la proteina se han identificado ocho secuencias repetidas, son motivos
de 30-40 residuos cada uno, a los cuales se les ha dado el nombre de repeticiones BRC, que
cubren aproximadamente un tercio de la proteina (Bork, Blomberg y Nilges, 1996; Hollis,
Churchman y Gourley, 2017; Esashi et al., 2005; Wooster et al., 1995). Las repeticiones BRC se
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encuentran codificadas por el exdn 11 (Chen et al., 1998b; Wong et al., 1997), las cuales estan
muy conservadas entre varias especies de mamiferos, pero hay una diversificaciéon en la
secuencia que existe intermedia entre cada motivo BRC, lo que sugiere que tienen una funcién
esencial y se han mantenido por generaciones (Bignell et al., 1997). La funcion mas
importante de los motivos BRC es la interaccién entre BRCA2 y RAD51, necesario para la
reparacion de roturas de doble cadena de ADN (DSB) (Chen et al., 1998b; Hollis, Churchman &
Gourley, 2017; Thorslund, Esashi y West, 2007; Venkitaraman, 2001; Wong et al., 1997). La
interaccion se da principalmente entre los aminodcidos conservados que forman la base de la
secuencia consenso, ubicados en la parte central de cada uno de los motivos BRC
(aproximadamente 59 residuos), con RAD51 (Sharan et al., 1997, Wong et al., 1997). Las
repeticiones BRC principales para esta interacciéon son BRC 1, 2, 3, 4 y 5 (Esashi et al., 2005;
Thorslund, Esashi y West, 2007) aunque otros mencionan que BRC 5 y 6 no se unen (Wong et
al., 1997).

A continuacidn, se localiza un dominio altamente conservado denominado PhePP (404
KVFVPPFK ,411) que le permite unirse con la recombinasa DMC1 (Thorslund, Esashi y West,
2007).

En el extremo carboxilo terminal de BRCA2 se localiza el dominio BRCA2DBD (Yang et al.,
2002), el cual estd constituido de un dominio helicoidal que interactia con la proteina
represora DSS1 (Marston et al., 1999; Yang et al., 2002), presenta tres pliegues de union a
oligonucledtidos (OB); OB1, el cual también se une a DSS1 y débilmente con ssADN (ADN de
cadena sencillas), OB2 y OB3 interactuan fuertemente con ssADN (Hollis, Churchman y
Gourley, 2017; Yang et al., 2002).

En el OB2 se localiza el dominio Towel (~130 aminoacidos), formado de un tallo (par de hélices
antiparalelas) que sostiene en la parte superior el motivo 3HB (tres hélices formadas de 35
aminoacidos). El 3HB contiene el motivo HTH (hélice-giro-hélice), motivo con gran relevancia
porque interactia con dsADN (ADN de cadena doble). El complejo BRCA2DBD se ha
relacionado con la estimulacién de RAD51 durante la reparacién del ADN (Yang et al., 2002).

Ademas de las repeticiones BRC, en el extremo carboxilo existe otra regiéon que permite la
unién y activacién de RAD51 (Hollis, Churchman y Gourley, 2017; Marston et al., 1999; Mizuta
et al., 1997; Sharan et al., 1997; Thorslund, Esashi y West, 2007; Tutt et al., 2001a), por otro
lado, parte de esta secuencia también permite la interaccién con la recombinasa DMCI con
menor afinidad que RAD51 (Thorslund, Esashi y West, 2007).

Finalmente, se encuentran dos NLS (Esashi et al., 2005; Hollis, Churchman y Gourley, 2017;
Spain et al., 1999; Tutt et al.,, 2001a) estas mismas regiones se encuentran en ratdn
(Moynahan, Pierce y Jasin, 2001). En la NLS1 se localiza la serina 3291, muy importante para
la fosforilacién de BRCA2 por CDK2 (Esashi et al., 2005).
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Figuera 6. Dominios principales de la proteina supresora de tumores BRCA2. BRCA2 es mas grande que BRCA1,
pero presenta una menor cantidad de dominios e interacciona con menos proteinas. El extremo amino terminal
permite la interaccién con PALB2, en la parte central se localizan las 8 repeticiones BRC responsables de la
interaccidon con RAD51, seguido del dominio helicoidal y tres pliegues de union a nucleétidos (OB1-OB3), dentro
del OB2 se localiza el dominio Towel (T) responsable de la unién con el dsADN. En el extremo carboxilo se localizan
dos secuencias de localizacidon nuclear (NLS), seguido de una region que permite la interaccién con RAD51 vy la
serina 3291, muy indispensable para la fosforilacion por CDK2. Tomado de: Roy, Chun y Powell, 2016.

3.7 FUNCIONES DE LAS PROTEINAS SUPRESORAS DE TUMORES BRCA1 Y BRCA2
3.7.1 FUNCIONES DE LA PROTEINA SUPRESORA DE TUMORES BRCA1
3.7.1.1 BRCA1 regula positivamente el desarrollo embrionario

BRCA1 se ha relacionado principalmente con procesos de supresion del crecimiento celular;
sin embargo, se ha demostrado que juega un papel muy importante en el desarrollo
embrionario. Al examinar el patron de expresion de BRCA1 durante la embriogénesis de ratoén,
la mayor expresion se vid en células que componen los diferentes drganos con altas tasas de
proliferacidn y en proceso de diferenciacion (Marquis et al., 1995).

La presencia de mutaciones en diferentes partes de la proteina BRCA1, como deleciones en
los exones 2, 5, 6 u 11 en embriones de ratdn, inducen letalidad embrionaria entre los dias
5.5-18.5 del desarrollo (Gowen et al., 1996; Hakem et al., 1996; Ludwig et al., 1997; Shen et
al., 1998; Xu et al., 1999b).

En embriones que lograron sobrevivir se observé retraso en el desarrollo y tamafio mas
pequefio con respecto al wild-type (Gowen et al., 1996; Hakem et al., 1996; Ludwig et al.,
1997; Shen et al., 1998; Xu et al., 2001), principalmente en las estructuras relacionas a la
formacidn del sistema nervioso (Gowen et al., 1996; Shen et al., 1998).

Se observaron alteraciones, malformaciones y ausencia de estructuras embrionarias (Gowen
et al., 1996; Hakem et al., 1996; Ludwig et al., 1997; Shen et al., 1998). Los embriones con
delecién de BRCA1 muestran inestabilidad cromosémica (Shen et al., 1998).

Estos efectos podrian ser causados por un ciclo celular lento o prolongado (Hakem et al.,
1996; Xu et al., 1999b). Por lo tanto, BRCA1 funciona como un estimulo para la proliferacién
celular embrionaria, es decir, regula positivamente la proliferacion celular y mantiene la
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estabilidad genética embrionaria (Hakem et al., 1996; Shen et al., 1998), ademas regula la
diferenciacién en una gran variedad de estados tempranos del desarrollo (Gowen et al., 1996).

3.7.1.2 BRCA1l es esencial para la morfogénesis, diferenciacion y desarrollo de las
estructuras mamarias

BRCA1 es esencial para la morfogénesis de las estructuras mamarias (Venkitaraman, 2001). En
ratones hembra, antes del inicio de la pubertad las estructuras mamarias contienen un
pequeio arbol epitelial ramificado que se origina en el pezdn, los niveles de expresion de
BRCA1 son minimos. A medida que comienza la pubertad, aparecen yemas terminales en los
extremos de los conductos mamarios constituidos de células que proliferan y se diferencian,
marcando el inicio del rapido crecimiento y la morfogénesis ductal. Durante todo el periodo
de pubertad y la morfogénesis ductal los niveles de ARNm de BRCAI1 aumentan en las
estructuras mamarias, los cuales incrementan alin mas durante el embarazo, en las yemas
alveolares marcando el crecimiento y formacion de alvéolos maduros (Marquis et al., 1995).

Células epiteliales mamarias de ratédn con delecion en BRCAI, presentan retraso en el
desarrollo general de la estructura mamaria y anormalidades, principalmente en el desarrollo
de los ductos (Xu et al., 1999a). También, se observd inhibicion de la ramificacion del
conducto mamario aun en presencia de estrégenos y presentaron ovarios ramificados
(Bannett et al., 2000), determinando que mutaciones en BRCA1 conlleva a un bloqueo de la
diferenciacién celular.

3.7.1.3 BRCA1 regula vias de sefializacién activadas por los estrégenos

Las células de cdncer de mama al ser estimuladas con estrégenos y progesterona regulan los
niveles de ARNm y de la proteina BRCA1 (Gudas et al., 1995), demostrando que BRCA1 regula
sefiales y vias de sefializacién acopladas a hormonas, particularmente los estrégenos (Fan et
al., 1999; Wang & Di, 2014; Xian et al., 2005). BRCA1 coinmunoprecipita con el RE-a (Fan et
al., 2001) por la interaccion directa de BRCA1l con la regiéon del dominio de unién al
ligando/funcién de activacién-2 (LBD / AF-2) del RE-a inhibiendo su actividad transcripcional
(Fan et al., 1999; Wang & Di, 2014; Xian et al., 2005), mutaciones en BRCA1 genera pérdida de
la interacciéon BRCA1-RE-a y la actividad transcripcional del RE-a se encuentra activa
constantemente (Fan et al., 2001; Xian et al., 2005) y con ello sus genes blanco como ciclina D
y c-Myc (Wang & Di, 2014; Zheng et al., 2001).

Pero BRCA1 también regula la actividad transcripcional del RE-a de una forma independiente
de ligando, relacionado al dominio AF1 (Zheng et al., 2001). Asi mismo el dominio BRCA1-
BARD1 monoubiquitina el LBD del RE-a para reprimir su actividad transcripcional (Eakin et al.,
2007; Fan et al., 2001; Wang & Di, 2014; Xian et al., 2005).
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BRCA1 limita el grado de estimulacion estrogénica sobre la proliferaciéon de células epiteliales
mamarias regulando la actividad transcripcional del RE-a (Fan et al., 2001; Kitagishi, Kobayashi
y Matsuda, 2013) y la pérdida de esta regulacidon contribuye a la tumorigenesis (Fan et al.,
1999).

En los Ultimos afos se descubrié que el RE-a regula la expresién de BRCA1, pero a su vez
BRCA1 promueve la expresion del RE-a por lo que estas dos proteinas se encuentran en un
ciclo de regulacion (Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013; Wang & Di, 2014). Durante la
pubertad y el embarazo hay incremento del RE pero también de BRCA1 (Suba, 2015), por lo
cual la sefializacion de BRCA1 y el RE regulan sinérgicamente la proliferacion y diferenciacién
de las células epiteliales mamarias (Wang & Di, 2014).

3.7.1.4 BRCA1 juega un papel importante en las modificaciones epigenéticas

Durante la transcripcién de genes se requiere la remodelacién de la cromatina que permita
abrir las hebras del ADN y exponer los promotores de cada gen. La acetilacién de histonas
generalmente se asocia con la activacién de genes. BRCA1 interactua con HDAC1 y HDAC2,
estas enzimas tienen el papel de eliminar grupos acetilos del ADN generando la condensacién
del nucleosoma y la represion transcripcional del ADN. Por lo cual BRCA1l puede
potencialmente reprimir la transcripcion de genes que promueven la proliferacién celular
(Yarden & Brody, 1999).

Por otro lado, BRCA1 interactia con SWI/SNF encargados de relajar el ADN (Bochar et al.,
2000) y con P300 que posee actividad histona acetiltransferasa (Wang & Di, 2014; Yarden &
Brody, 1999), modificaciones epigenéticas relacionadas con la activacidn transcripcional.

3.7.1.5 BRCA1 como regulador de la trascripcion

Desde el descubrimiento que BRCA1 presenta actividad transcripcional (Champan & Verma,
1996; Monteiro, August y Hanafusa, 1996), ha sido implicado en la activacién de la
transcripcién de varios genes inducidos en respuesta al dafio en el ADN (Venkitaraman, 2001).
Mutaciones en el extremo carboxilo generan pérdida de esta actividad de BRCA1 (Li et al.,
1999; Li et al., 2000; Monteiro, August y Hanafusa, 1996; Ouchi et al., 1998) por lo tanto se ha
mencionado que BRCA1 es un factor de transcripcion (Scully et al., 1997a).

El dimero CtIP-CtBP es el encargado de reprimir la actividad transcripcional de BRCA1 al

interactuar con el dominio BRCT, cuando hay dafo al ADN, CtIP y CtBP se liberan de BRCA1
permitiendo su actividad transcripcional (Li et al., 1999; Li et al., 2000).
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BRCA1 asi mismo interacciona con un conjunto de proteinas que le permiten la regulacion de
la transcripcidn, como la helicasa RHA, la holoenzima ARN pol Il (Anderson et al., 1998; Chiba
& Parvin, 2002; Scully et al., 1997a), HDAC1/2 (Yarden & Brody, 1999) y con otras varias
helicasas como son BACH1, BLM y BRIP1. Por otro lado, BRCA1 juega un papel importante en
la regulacion de factores de transcripcion como RB y el factor de transcripcién c-Myc,
inhibiendo su actividad oncogénica (Clark et al., 2012).

3.7.1.6 BRCA1 presenta actividad ubiquitina ligasa E3

La proteina BRCAL es una ubiquitina ligasa E3, esta actividad se ve incrementada cuando
interacciona con BARD1 (Chen et al., 2002). Mutaciones en el dominio RING de BRCA1 o
BARD1 conllevan a la pérdida de esta actividad (Eakin et al., 2007; Hashizume et al., 2001;
Nishikawa et al., 2004; Ruffner et al., 2001) reflejada en la supresidn de la ubiquitinacion de
sus blancos como en el RE-a (Eakin et al., 2007).

BRCA1 principalmente monoubiquitina y la posiciéon de la ubiquitinacidon generalmente es en
Lys-6, ninguna de las dos marcas es de degradacidn via proteosoma (Nishikawa et al., 2004)
concluyendo que BRCA1-BARD1 no marcan a las proteinas para su degradacién, posiblemente
sea una marca de reparacién del ADN y de regulacién de la actividad de la proteina blanco
(Chen et al., 2002; Nishikawa et al., 2004; Starita et al., 2004), por ejemplo, la
monoubiquitinacion de las histonas se ha asociado a la remodelacién de la cromatina
permitiendo que la maquinaria de reparacion del ADN acceda al ADN dafiado (Chen et al.,
2002).

El complejo BRCA1-BARD1 puede autoubiquitinarse a si mismo (Chen et al., 2002; Mallery,
Vandenberg y Hiom, 2002; Nishikawa et al.,, 2004) por poliubiquitinacion (Mallery,
Vandenberg y Hiom, 2002). Pero BRCA1 monoubiquitina a la histona H2A y su variante H2AX
asi como su forma fosforilada (yH2AX fosforilada en la serina 139), histonas H2B, H3 y H4 pero
no a H1 (Mallery, Vandenberg y Hiom, 2002) al igual que ubiquitina a la proteina relacionada a
la anemia de Fanconi, FANCD2 (Chen et al., 2002; Liu & West, 2002) y y-tubulina del
centrosoma (Starita et al., 2004).

3.7.1.7 BRCA1 regula la recombinacion genética durante la meiosis
BRCAL1 interacciona y colocaliza con RAD51 durante la replicacidn celular (Scully et al., 1997b).

RAD51 se asocia especificamente con el desarrollo de complejos sinaptonemales en células
meidticas (Scully et al., 1997c¢).
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Se encontré que BRCA1 y RAD51 colocalizan junto con la proteina de los elementos axiales
SCP3 en los complejos sinaptonemales, formado entre cromosomos homdlogos durante la
recombinacién, particularmente durante el zigoteno de las células en meiosis (Scully et al.,
1997c).

BRCA1 interactua con el complejo MRN, que tiene como funcién generar el rompimiento de
doble cadena y los extremos del ADN para permitir el proceso de recombinacién homdloga
durante la meiosis (Haber, 1998).

3.7.1.8 BRCA1 en la reparacién del dafio al ADN por recombinacion homéloga

Una de las funciones mas importante de BRCA1 es la reparacion de DSB por recombinacion
homodloga (Deng & Scott, 2000; Venkitaraman, 2001) donde se requiere de una cadena de
ADN homologa, es decir la cromatida hermana (Venkitaraman, 2001).

Células tumorales (Venkitaraman, 2001) y embriones de raton (Moynahan et al., 1999)
carentes de BRCA1 cuando son expuestas a radiacion ionizante, muestran una
hipersensibilidad, demostrando que existe defecto en la reparacion de DSB. Por otro lado,
células (Zhong et al., 1999), fibroblastos (Xu et al., 1999b) y embriones de ratén (Shen et al.,
1998) con mutacion en BRCA1 mostraron sensibilidad a radiaciéon y decremento en la
formacién de complejos proteicos relacionados a la reparacién por DSB.

Esto podria ser causado por falta de interaccion entre BRCA1 y RAD51 (Scully et al., 1997c;
Zhong et al., 1999), ya que BRCA1 al ser hiperfosforilado después del dafio al ADN, conduce a
RAD51 al sitio del dafio (Scully et al., 1997b). Lo que confirma porque mutaciones en BRCA1
generan un mecanismo de reparacién DSB deficiente y no se observa la colocalizacidn (Xu et
al., 1999b). Pero también BRCA1 podria regular a RAD51 por intermediarios, BRCA1 al
interaccionar con BARD1 (Wu et al., 1996), por medio de este ultimo también interacciona con
RAD51 (Scully et al., 1997b).

Por otro lado, BRCA1 también interactia con el complejo denominado MRN (Venkitaraman,
2001) formado de las proteinas RAD50-MRE11-NBS1 (Haber, 1998; Wang et al., 2000; Zhong
et al., 1999) cuya funcion es la reparacion de DSB (Maser et al., 1997; Zhong et al., 1999) por
recombinacién homdloga (Haber, 1998), para después poder interactuar con otras proteinas
formando un complejo mas grande denominado BASC (complejo de vigilancia del genoma
asociado a BRCA1) que incluye MSH2, MSH6, MLH1, ATM, BLM, RFC y MRN, que funciona
como sensor de dafio a ADN y como regulador de procesos de reparacion. BRCA1 colocaliza
con todos estos complejos de proteinas en puntos nucleares cuando células se tratan con
agentes que dafian el ADN, especialmente en horquillas de replicacién (Wang et al., 2000).
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Células que presentan una mutacion en BRCA1 al ser expuestas a radiacion, no se ve la
colocalizacion y coinmunoprecipitacion del complejo MRN-BRCA1 a nivel nuclear, pero cuando
se transfectan las células con BRCA1 wild-type se observa que se recupera la capacidad de
colocalizacion nuclear (Zhong et al., 1999).

BRCA1 interactia con RAD50 y RAD51 ejerciendo diferentes funciones en la reparacién del
dafio al ADN (Haber, 1998; Maser et al., 1997; Zhong et al., 1999) ya que nunca se ha
observado que RAD50 colocalice con RAD51 (Maser et al., 1997). Se postula que el complejo
MRN es responsable del procesamiento de los extremos del ADN cuando es fragmentado y
RAD51 estd involucrado en el intercambio de cadenas durante una fase posterior, por lo cual
BRCA1 puede facilitar el acoplamiento de estos dos pasos (Zhong et al., 1999).

BRCA1 puede interactuar directamente con el ADN formando estructuras en forma de
horquillas, con el objetivo de rodear y delimitar los extremos del ADN que surgieron como
consecuencia del DSB y sitios de dafio oxidativo (Paull et al., 2001).

3.7.1.9 BRCA1 regula la reparacién del ADN por mismatch

BRCA1 también se ha relacionado con reparaciones de mismatch o acoplada a la transcripcién,
al interactuar con los heterodimeros MSH2 / MSH6 y PMS2 / MLH1, formando parte del
complejo BASC. Mecanismo por el cual se eliminan las bases dafiadas por radiacion u
oxidacion de la cadena de ADN transcripta (Wang et al., 2020).

3.7.1.10 BRCA1 regula el numero de centrosomas en la formacidén del huso mitético

BRCA1 colocaliza con el centrosoma durante la mitosis (prometafase a anafase temprana) y
coinmunoprecipita con y-tubulina, componente esencial de los centriolos para la nucleacién
de microtubulos (Hsu & White, 1998). Las células carentes de BRCA1 presentan mayor numero
de centrosomas funcionales, teniendo husos multipolares los cuales tiran de los cromosomas
en diferentes direcciones y conducen a una segregacién cromosdmica desigual y a la
formacién de micronucleos (Xu et al., 1999b). El bloqueo de la interaccidon entre BRCA1 y y-
tubulina lleva a la incorrecta regulacién en la duplicacién de centrosomas presentando mas de
dos, mala formacion de huso mitético y segregacién inadecuada de los cromosomas durante
la mitosis (Hsu, Doan y White, 2001). Por otro lado, BRCA1 monoubiquitina a y-tubulina
presente en el centrosoma, cuando hay fallas en la marca de ubiquitinacidn se observa
alteracion en el nimero de centrosomas (Starita et al., 2004). BRCA1 es un regulador del
ensamblaje del huso mitdtico, asegura una distribucién apropiada de los cromosomas vy la
correcta division celular (Hsu & White, 1998; Xu et al., 1999b).
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3.7.1.11 BRCA1 relacionado a la estabilidad cromosémica y genética

La incorrecta reparacion en el ADN y el aumento en el nimero de centrosomas por ausencia
de BRCA1 conllevan a la inestabilidad genética y las aberraciones cromosdmicas (Xu et al.,
1999b).

En fibroblastos embrionarios de ratén con mutaciones en BRCA1 muestran duplicacién de
genes y aberraciones cromosémicas estructurales como translocaciones, deleciones, ruptura
cromosdmica y de cromatidas en la metafase (Xu et al., 1999b). Ademas se ha presentado
hasta 31.9% de células con anormalidades cromosdmicas, ya sea en un mayor o menor
numero de cromosomas o bien reordenamientos cromosdmicos (translocaciones, pérdida de
cromosomas y cromosomas dicentricos) (Shen et al., 1998). BRCA1 juega un papel importante
en la proteccién contra la inestabilidad gendmica y cromosémica (Paull et al., 2001) por lo cual
un mal funcionamiento de BRCA1 puede generar inestabilidad genética que conlleva a la
inactivacion de genes supresores de tumores y/o la activacion de oncogenes sometiendo a las
células a un alto riesgo de transformaciéon maligna (Deng & Scott, 2000).

3.7.1.12 BRCAL1 regula el ciclo celular

Al analizar los niveles del ARNm de BRCA1 en células epiteliales mamarias normales y lineas
celulares tumorales, en las fases GO y G1 temprano, los niveles fueron minimos pero mas altos
en la transicion G1/S; seguido de un pequefio decremento aunque permanece el nivel alto
hasta la fase G2 (Vaughn et al., 1996b). Este patron de expresidon concuerda perfectamente
con los niveles de expresidn a nivel de proteina y correlaciona con la fosforilacion de BRCA1, la
cual se ve que decrementa y se desfosforila de forma transitoria después de la fase M (Chen
et al., 1996; Ruffner & Verma, 1997) lo que indica que BRCA estd siempre presente a lo largo
del ciclo celular.

En células que son expuestas a agentes que dafian el ADN, la expresién de la proteina es
detectable en la fase S, alcanzando los niveles mas altos entre la fase G2/M (Zhong et al., 199)
asi como su relocalizacion a nivel nuclear en la fase S media a tardia y G2 (Wang et al., 2000).
Fibroblastos embrionarios de ratén que presentan una mutacién en BRCAI1 y que fueron
sometidos a radiacién carecen del funcionamiento correcto del punto de control G2-M (Xu et
al., 1999b). La sobreexpresion de BRCA1 mutante, en la cual se pierde mas de la mitad de la
proteina, resulta en el aumento de la proliferacién celular y mal funcionamiento del punto de
control G2-M (Larso et al., 1997). Pero cuando se sobreexpresa BRCA1 wild-type se induce la
detencion del ciclo celular en fase S (Somasundaram et al., 1997). Lo que ha llevado a concluir
qgue BRCA1 juego un papel importante en el punto de control del ciclo celular G1/Sy G2/M.

BRCAL1 interacciona con CDK2, CDK4, ciclina B, ciclina D, ciclina A, proteinas encargadas de la
activacion y progresion del ciclo celular, de tal manera que suprime su funcién (Wang et al.,
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1997), la regulacién del ciclo celular también puede ser causada por la interaccion entre
BRCA1 con ATM (Cortez et al., 1999) y ATR (Gatei et al., 2001) proteinas que censan el dafio al
ADN.

Asi mismo, BRCA1 interacciona con RB en su estado hipofosforilado y lo mantiene de esta
forma para evitar su activacion, impidiendo la liberacion del factor de crecimiento E2F, que
transcribe la ciclina E, imposibilitando el paso de G1 a S regulado por CDK2—ciclina E, por otro
lado se encontré que este mismo complejo CDK2—ciclina E fosforila y activa BRCA1 (Deng &
Brodie, 2000).

3.7.1.13 BRCA1 induce muerte celular

BRCA1 estimula la transcripcion del inductor de muerte celular GADD45 cuando hay dafio al
ADN. Esta proteina activa JNK/SAPK induciendo a las células a una muerte celular apoptdtica.
La activacion de JNK/SAPK puede ser por el intermediario MTK1/MEKK4 (Harkim et al., 1999).

3.7.2 FUNCIONES DE LA PROTEINA SUPRESORA DE TUMORES BRCA2
3.7.2.1 BRCA2 regula positivamente el desarrollo embrionario

Durante el desarrollo embrionario de ratén, BRCAZ2 tiene alta expresién en las células de las
estructuras que proliferan rdpidamente y que se encuentran en proceso de diferenciacion
(Rajan et al., 1997; Sharan et al., 1997).

Embriones de ratén que presentan deleciones de los exones 10 u 11 de BRCA2 muestran
letalidad embrionaria entre el dia embrionario 7.5-9.5 (Ludwig et al., 1997; Sharan et al.,
1997; Susuki et al., 1997). Otros embriones muestran retraso en su desarrollo, presentandose
embriones pequefios (Ludwig et al., 1997; Sharan et al., 1997; Susuki et al., 1997), se observa
retraso en la formacién de varias estructuras (Sharan et al., 1997; Susuki et al., 1997) ausencia
y malformacion de estructuras embrionarias (Sharan et al., 1997; Susuki et al., 1997).

Indicando que BRCA2 es esencial para el control y desarrollo embrionario temprano,
supervivencia y / o proliferacion de células madre embrionarias (Rajan et al., 1997; Sharan et
al., 1997; Susuki et al., 1997).

3.7.2.2 BRCA2 es esencial para la morfogénesis, diferenciacion y desarrollo de las
estructuras mamarias

Células de epitelio mamario, al ser inhibida su proliferacién por contacto, los niveles de BRCA2
bajaron. Pero cuando se expusieron a hormonas lactogénicas, que inducen la diferenciacion,
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como prolactina, insulina e hidrocortisona, se observé aumento en la expresién de BRCA2 y la
induccion de la diferenciacidn, al considerar a la B-caseina como marca de este proceso celular
(Rajan et al., 1996).

Ratonas antes de iniciar la pubertad presentan unas yemas en los extremos de los conductos
indiferenciados, cuando entran en edad de pubertad aumenta la expresién de BRCA2 en las
yemas para dar origen a los conductos (morfogénesis ductal). Al principio del embarazo se
observé aumento en la expresién del ARNm de BRCAZ2 en las yemas alveolares que inician un
proceso de rapida proliferacién y diferenciacion para formar alvéolos maduros productores de
leche, posterior al periodo de lactancia bajan los niveles (Rajan et al., 1997).

Pero cuando ratonas fueron ovariectomizadas se observdé menor expresién de BRCA2 en las
estructuras mamarias, sin embargo, cuando se sometieron a una dieta que contiene 17 B-
estradiol y progesterona se observé la recuperacion en la expresion de BRCA2, demostrando
qgue las hormonas regulan la expresion de este gen en la diferenciacion de estructuras
mamarias (Rajan et al., 1997). Aunque no se sabe si BRCA2 puede regular directamente las
sefales hormonales, es muy probable que requiera de intermediarios como BRCA1, ya que
BRCA2 no se ha encontrado que tenga sitios de reconocimiento del receptor hormonal como
los que presenta BRCAL.

3.7.2.3 BRCA2 probablemente presente actividad transcripcional

Se ha mencionado que el extremo amino terminal de BRCA2 presenta actividad
transcripcional cuando se une al dominio de unién al ADN de GAL4 y con el inhibidor de
transcripcién Lex A, tanto en levaduras como en dos lineas celulares de cancer de mama U20S
y NMuMG. Al cambiar la Tyr 42 por Cys (Y42C) se pierde la actividad transcripcional (Milner et
al., 1997). Sin embargo, no hay evidencia suficiente para sustentar esta funcién, por otro lado
no se ha demostrado que BRCA2 interaccione con helicasas, factores de transcripcién o que
presente un dominio especifico que funcione como factor de transcripcion.

3.7.2.4 BRCA2 posiblemente regula el nUmero de centrosomas

En fibroblastos embrionarios de ratén con la proteina BRCA2 truncada en el residuo 2014
(2014tr), se presentd formacidn de microntcleos, los cuales aumentaban a medida que
incrementaba el numero de divisiones celulares, causados por una mala segregaciéon de los
cromosomas, que conllevé también a la formacion de aneuploidias. Al analizar el huso
mitético, se encontrd que existia mas de un par de centrosomas, lo que hace pensar que
BRCA2 regula la replicacién de centrosomas; por lo cual, la ausencia de esta proteina genera
aumento en el nimero de centrosomas (Tutt et al., 1999). Sin embargo, no se ha identificado
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una regidon especifica de interaccién con y-tubulina ni existen estudios suficientes que
sustenten esta regulacién.

3.7.2.5 BRCA2 regula la recombinacion genética durante la meiosis

Al analizar nucleos espermaticos humanos, se detecté que BRCA2 colocaliza con la proteina
del elemento axial SCP3 en fase de zigoteno tardio-paquiteno temprano. Lo que indica que
BRCA2 regula las fases de la meiosis que anteceden a la formacion del complejo
sinaptomérico, es decir, antes que se dé la sinapsis entre cromosomas (Chen et al., 1998a).
Ademads, BRCA2 se une a la recombinasa DMC1, capaz de unirse al ADN y formar filamentos
de nucleoproteina helicoidales que catalizan el intercambio de cadenas durante la meiosis
(Thorslund, Esashi y West, 2007). Con esto se demuestra que BRCA2 juega un papel
importante en la coordinacién de ambas recombinasas durante la recombinacidon meiética de
mamiferos, formando un complejo BRCA2-RAD51-DMCL1.

3.7.2.6 BRCA2 regula el ciclo celular de manera menos eficiente que BRCA1

Los niveles del ARNm de BRCAZ2 incrementan a medida que avanza el ciclo celular llegando a
su nivel maximo entre la fase G1/S en células de mama, fibroblastos y en cultivos de células
epiteliales mamarias humanas normales. Al detener la divisién celular, los niveles de
expresion disminuyen (Rajan et al., 1996; Vaughn et al., 1996a), el mismo patrén de expresion
se observo a nivel de proteina (Bertwistle et al., 1997).

Esto hace pensar que la expresion de BRCA2 es dependiente del ciclo celular y probablemente
los estimulos proliferativos modulan la expresién del ARNm (Bertwistle et al., 1997; Rajan et
al., 1996; Vaughn et al.,, 1996a). Se sugiere un posible bucle regulador en el que la
proliferacién induce la expresion de BRCA2, que a su vez, regula negativamente la
proliferacién (Bertwistle et al., 1997; Rajan et al., 1996).

Mutaciones en BRCA2 que generan pérdida de interaccion con RAD51 provocan el mal
funcionamiento del punto de control G2/M pero no G1/S, aun cuando hay alteraciones
genéticas causadas por radiacién y (Chen et al., 1999). En células que presentan una proteina
BRCA2 no funcional, cuando se sobreexpresa BRCA2 wild-type se inhibe la proliferacién
celular (Wang et al., 2002).

Pero otros estudios mencionan que BRCA2 no tiene efecto en la regulacién del ciclo celular. En

células embrionarias de ratén homocigotas para una proteina BRCA2 truncada en el
aminodcido 1492 no se observéd el bloqueo en los puntos de control del ciclo celular (Patel et
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al., 1998). Esto podria estar relacionado con que BRCA2 no interacciona con proteinas ni
transcribe genes que tengan la capacidad de inducir muerte celular como es el caso de BRCAL.

3.7.2.7 BRCA2 relacionado a la estabilidad cromosémica y genética

En células embrionarias de ratén con mutaciones en BRCA2 se observd acumulacién
espontdnea de anomalias cromosdmicas que incluyen roturas, intercambios de cromatidas
caracterizado por la presencia de cromatides trirradiales y cuadrirradiales, nucleos poliploides
aberrantes y células con metafases anormales (Patel et al., 1998; Tutt et al., 2001b). En
fibroblastos embrionarios de ratdn con una mutacién se presentaron aneuploidias vy
micronucleos (Tutt et al., 1999).

Linfocitos con mutacidon en BRCA2, presentaron aumento en el nimero de reordenamientos
cromosdmicos de manera espontanea o bien después de estar expuestos a agentes que dafian
el ADN, llegando a observar casos con un segmento acéntrico que contiene fragmentos de los
cromosomas 13, 16 y 5, y multiples translocaciones que involucran diferentes cromosomas: t
(X; 6),t(12; 16), t (13; 14) y t (X; 16) y presencia de aneuploidias (Yu et al., 2000).

Por lo cual, la pérdida de BRCA2 genera aberraciones en la segregaciéon cromosémica durante
la mitosis, inestabilidad genética y cromosdmica que recuerda al sindrome de Bloom vy la
anemia de Fanconi (Moynahan, Pierce y Jasin, 2001; Patel et al., 1998; Yu et al., 2000).
Desencadenando los cambios genéticos adicionales necesarios para la transformacién
neoplasica en individuos portadores de mutaciones en la linea germinal (Moynahan, Pierce y
Jasin, 2001; Yu et al., 2000).

3.7.2.8 BRCA2 en la reparacién del ADN por recombinacién homéloga

La funcidn principal de BRCA2 como supresor tumoral es la respuesta celular al dafio del ADN
(Chen et al., 1999), involucrada en la reparacion de DSB por recombinacién homodloga
(Moynahan, Pierce y Jasin, 2001; Tutt et al., 2001b). BRCA2 interacciona con RAD51 (Chen et
al., 1998b; Venkitaraman, 2001; Wong et al., 1997) y en lisados celulares se observa su
coinmunoprecipitacion (Chen et al., 1998b).

Mutaciones en los dominios BRC generan pérdida de interaccion con RAD51, mostrando
hipersensibilidad a la radiacion y, causada por una mala reparacidon en el DSB, ademas se
pierde la colocalizacién de RAD51 y BRCA2 a nivel nuclear (Chen et al., 1999). En células
embrionarias de ratén con BRCA2 mutado se observa la misma hipersensibilidad (Patel et al.,
1998; Sharan et al., 1997). Al transfectar BRCA2 wild-type se revierten estos defectos y las
células se vuelven mas resistentes a agentes que dafian el ADN (Chen et al., 1998b).
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Células con mutacion en BRCA2 muestran ausencia de reparaciéon por recombinacion al
generar DSB por medio de la endonucleasa I-Scel (Moynahan, Pierce y Jasin, 2001). En
linfocitos con mutaciones en BRCA2 se ha observado ADN fragmentado, especialmente en
DSB, observandose ausencia del mecanismo de reparacién por recombinacion homodloga.
Cuando los linfocitos fueron expuestos a radiacién y, no se observé la translocacién de RAD51
a sitios con ADN danado (Yu et al., 2000).

El principal papel de las repeticiones BRC es bloquear la funcién de RAD51, la unién BRCA2-
RAD51 impide que RAD51 se adhiera al ADN y se formen filamentos de nucleoproteinas.
Mutaciones en BRC generan pérdida de la interaccion BRCA1-RAD51 permitiendo que las
funciones de RAD51 se normalicen (Davies et al., 2001). Llegando a concluir que la funcién de
BRCA2 es transportar a RAD51 al sitio de dafio del ADN (Davies et al., 2001).

BRCA2 se une con RAD51 en células normales, impidiendo que los monémeros de RAD51
puedan autoasociarse y se unan al ADN, es decir, BRCA2 estd precargado y RAD51 inactivo,
pero estd listo para ser relocalizado y activado en sitios potenciales de reparacion como parte
de la respuesta al dafio del ADN (Davies et al., 2001; Esashi et al., 2005; Venkitaraman, 2001).
Cuando llega una sefal de dafio al ADN, se activaria BRCA2 y de esta forma se estimularia la
actividad de RAD51, BRCA2 también ayuda en la translocacion de RAD51 al nucleo (Davies et
al., 2001; Esashi et al., 2005; Venkitaraman, 2001). Por tal motivo se dice que el complejo
BRCA2-RAD51 existe en dos estados in vivo: inactivo y el activo (Venkitaraman, 2001).

En el extremo carboxilo terminal de BRCA2 se encuentra otro sitio involucrado en la
reparacion del ADN, segundo sitio de unién a RAD51 (Mizuta et al., 1997; Moynahan, Pierce y
Jasin, 2001; Sharan et al., 1997) alteraciones en esta regién muestran defectos en la
reparacion del ADN por recombinacion homdloga (Chen et al., 1998b; Mizuta et al., 1997; Tutt
et al., 2001b). En esta regiéon también se encuentran sitios de fosforilacidn.

La fosforilacidon es baja en la fase S cuando la recombinacién estd activa, aumentando a
medida que las células progresan hacia la mitosis (G2 tardia y todo M). Esta fosforilacion
bloquea las interacciones entre el extremo C terminal de BRCA2 y RAD51. El daifo del ADN
disminuye la fosforilacién y estimula las interacciones con RAD51. Al inducir DSB por la
endonucleasa |-Scel, en células que sobreexpresan la region carboxilo terminal de BRCA2, se
observa ausencia en la reparacion del ADN, debido que BRCA2 mantiene capturado a RAD51.
Esto demuestra que el estado de fosforilacidn es crucial para activar a BRCA2 y RAD51 en la
reparacion del ADN por recombinacién homéloga (Esashi et al., 2005).

Por lo tanto, las repeticiones BRC pueden servir para inactivar a RAD51 proporcionando un
andamio para la unién de mondmeros y el extremo carboxilo terminal de BRCA2 es el
responsable de la activacién de RAD51. Lo que hace pensar, que después del daino al ADN, se
genera la pérdida de la fosforilacion y se da la activacién del dominio de interaccion RAD51 C-
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terminal de BRCA2, de esta forma se permitiria tomar los mondmeros de RAD51 inactivos en
las repeticiones BRC y cargarlos en el ADN monocatenario para la reparacion del ADN (Esashi
etal., 2005).

BRCA2 es un cofactor esencial en la reparaciéon del ADN dependiente de RAD51 en el DSB al
generar la interaccidén entre ambos procesos (Moynahan, Pierce y Jasin, 2001; Sharan et al.,
1997).

3.7.2.9 BRCA2 controla la frecuencia de mutaciones y el proceso de cancer

Ratones con mutaciones homocigotas de la poblacién judia Ashkenazi 6174delT mostraron
aumento en la frecuencia de mutaciones espontaneas, aproximadamente 100 mutaciones
adicionales por célula somatica con respecto a los ratones wild-type, las cuales aumentan su
frecuencia cuando los ratones fueron expuestos a radiacion ionizante (hasta 320 mutaciones
somaticas adicionales), causado por una reparacion distinta a la recombinacion homoéloga. La
reparacion anormal del ADN y la consiguiente inestabilidad genémica pueden acelerar el
proceso mutacional y con ello el cancer (Tutt et al., 2001b).

En ratones heterocigotos no se observa este efecto, esto apoya el argumento de que se
requiere la mutacion o pérdida de ambas copias de BRCA2 antes de que se adquiera un
fenotipo mutante. Se presume que la pérdida del alelo BRCA2 wild-type restante es un evento
muy temprano en el desarrollo del cdncer de mama familiar (Tutt et al., 2001b).

3.7.3 BRCA1 Y BRCA2 TIENEN FUNCIONES Y VIAS DE SENALIZACION EN COMUN

BRCA1 y BRCA2 tienen muchas funciones en comun (Ludwig et al., 1997; Rajan et al., 1996;
Shen et al., 1998; Suzuki et al., 1997; Vaughn et al., 1996a), al analizar conjuntamente ambos
genes, se identificd que los niveles de expresion de BRCA1 y BRCA2 aumentan a medida que
avanza el ciclo celular llegando a su nivel maximo en fase G1/S (Rajan et al., 1996; Vaughn et
al., 1996a).

Cuando se analizaron ambas proteinas en embriones de ratéon se encontré que tienen
patrones de expresién espacial y temporal muy semejantes. EIl mismo comportamiento se
observd en algunos érganos de ratones adultos como son: testiculo, prdstata, timo, bazo,
higado, intestino delgado, placenta, ovarios y mama (Rajan et al., 1997). Al mutar a BRCAl y
BRCA2 en ratones se encontré que ambos generan letalidad embrionaria, retraso en el
desarrollo y dafios estructurales (Ludwig et al., 1997; Suzuki et al., 1997). Ademds se ha
demostrado que las hormonas, especialmente los estrégenos regulan la expresién de ambos
genes. También, BRCA1 y BRCA2 se han involucrado en la diferenciacién de la estructura
mamaria durante la pubertad y la lactancia, asi como en la espermatogénesis (Rajan et al.,
1997).
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Estas evidencias llevaron a demostrar que BRCA1 tiene un sitio especifico de unién a BRCA2,
formando un complejo, en el cual coprecipitan ambas proteinas, complejo que les permite
regularse y activarse entre ellas. De esta forma coexisten en focos nucleares de células en fase
S en mitosis y en elementos axiales de los complejos sinaptonémicos en desarrollo durante la
meiosis. Por otro lado, existe un complejo BRCA1-BRCA2-RAD51, que colocaliza en focos
subnucleares cuando las células son expuestas a agentes que dafan al ADN y en elementos
axiales (Chen et al., 1998a).

Por lo cual BRCA1 y BRCA2 son inducidos por los mismos agentes y sus vias de accion
interaccionan para regular la reparacion del ADN, recombinacién homoéloga, proliferacién,
diferenciacién y supresion tumoral (Ludwig et al., 1997; Rajan et al., 1996; Shen et al., 1998;
Suzuki et al., 1997; Vaughn et al., 1996a).

3.8 BRCA REGULA EL CICLO CELULAR Y MUERTE CELULAR A TRAVES DE P53 Y P21

Se ha demostrado que BRCA1, P53 y P21 tienen funciones en comun, tanto en la regulacion
del desarrollo embrionario como en los procesos tumorales. Embriones de ratéon con
mutaciones en BRCA1 y p53 presentaron gran cantidad de aberraciones cromosdmicas
(reordenamientos y aneuploidias) que conllevan a la letalidad embrionaria (Shen et al., 1998).
Asi mismo, se ha demostrado que BRCA1 mutado genera aumento en la expresion de p53y
p21 (Hakem et al., 1996), cuando estd mutado BRCAZ2 se observa aumento de la expresién de
p21 pero no de p53 (Suzuki et al., 1997), estos eventos podrian explicar el retraso en el
crecimiento de los embriones (Hakem et al., 1996). Sin embargo, cuando los ratones con
BRCA1 mutado son inducidos a mutaciones en p53 se revierte significativamente los efectos
en el retraso del desarrollo embrionario (Ludwig et al., 1997; Xu et al., 2001), con BRCAZ2 se
observa el mismo efecto pero en menor medida, lo que demuestra que BRCA1 regula la fase
embrionaria a través de p53 y p21 al inhibir el ciclo celular (Ludwig et al., 1997; Xu et al.,
2001).

Las mutaciones en BRCA1 han demostrado, que conllevan a la pérdida del punto de control
regulado por P53 (G1/S), permitiendo la acumulacién de anomalias cromosdmicas (Shen et al.,
1998). En un modelo animal en el que BRCA1 se encuentra mutado se presentd tumorigenesis
en las glandulas mamarias de ratén con muy baja frecuencia, la introducciéon de un alelo
mutado de p53 acelerd el proceso tumoral (Deng & Scott, 2000). BRCA1 tiene dos sitios de
unién especifica para P53 (Deng & Brodie, 2000; Ouchi et al., 1998), esta interaccidén permite
regular la actividad transcripcional de P53, activando la transcripcion de genes inductores de
muerte celular (Ludwig et al., 1997; Xu et al., 2001) y BRCA1-P53 funcionan como
coactivadores de la transcripcidn (Ouchi et al., 1998). La proteina P53 regula la transcripcion
de BRCA1 tanto in vitro como in vivo, y BRCA1 participa en la acumulacién de P53 después de
la irradiacién y mediante la regulacién de su fosforilacion y expresion de MDM2 (Deng, 2006).
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Por otro lado, BRCA1 permite la activacion transcripcional de P21 (Li et al., 1999; Li et al.,
2000) inhibiendo la progresién del ciclo celular en la fase S, células con mutaciones en BRCA1
son defectuosas en la transcripcidn de P21 y presentan fallas en la inhibicién del ciclo celular
(Somasundaram et al., 1997). Lo que demuestra que BRCA1, P53 y P21 tiene un papel muy
importante en el desarrollo tumoral de mama.

3.9 P53 Y P21 JUEGAN UN PAPEL IMPORTANTE EN LA INHIBICION DEL CICLO CELULAR Y
ACTIVACION DE LA MUERTE CELULAR APOPTOTICA

Las proteinas P53 y P21 juegan un papel muy importante en la supresion tumoral al inhibir Ia
progresion del ciclo celular e inducir muerte celular apoptética a través de una via de muerte
intrinseca o mitocondrial, de las células que presentan dafio en el ADN.

Cuando una célula se expone a luz UV, radiacion, quimioterapia, hipoxia o alta concentracién
de especies reactivas de oxigeno (ERQ), se genera dafio al ADN. Este dafo es detectado por las
proteinas ATM o ATR, las cuales fosforilan al factor de transcripcién P53, induciendo su
activacién. Una vez activado P53, se une a los promotores de los genes que presentan
elementos de respuesta a P53, entre ellos P21, induciendo su transcripcién (Brugarolas et al.,
1995; Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013; Pitolli et al., 2019).

La proteina P21 es un supresor de tumores, debido a que puede bloquear el ciclo celular en el
punto de regulaciéon G1/S al inhibir la actividad del complejo cinasa dependiente de ciclina 2
(CDK2)-ciclina E (Brugarolas et al., 1995), principales reguladores de la transicién entre la fase
G1 a S. Se ha considerado como el principal punto de regulacion de P21, debido a que el
complejo CDK2-ciclina E también induce la liberacién del factor de transcripcién E2F de su
represor Rb, necesario para la progresion del ciclo celular, demostrando que otro papel de
P21 es inhibir la accion de E2F a través del bloqueo de CDK2-ciclina E como se muestra en la
figura 7. Sin embargo, puede regular otros puntos del ciclo celular como G1 al bloquear el
complejo CDK4 y 6-ciclina D, CDK1-ciclina A que regula la fase de sintesis y CDK1-ciclina B
regulando la transicién de la fase G2-M (Karimian, Ahmadi, y Yousefi, 2016; Wong E. 2008)
como se observa en la figura 7.

Al bloquear el ciclo celular se mandan sefiales de reparacion del ADN, si no se puede reparar
el dafio, P53 entonces puede iniciar la activacion de muerte celular, activando proteinas de la
familia Bcl-2 pro-apoptodticas (Elmore, 2007; Martinez, 2009; Cascales A.M., 2003; Jordan,
2003).

La principal funciéon de las proteinas pro-apoptoéticas es la regulacidon de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial e induccion de muerte celular, entre ellas se encuentran Bcl-10, Bax,
Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, PUMA y NOXA (Elmore, 2007).
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Figura 7. P53 induce la transcripcion de P21 para bloquear el ciclo celular. La proteina P53 es activada por
proteinas que censan el dafio en el ADN, induciendo la transcripcién de P21. El supresor de tumores P21 bloquea
los complejos CDK-ciclina, encargados de regular positivamente el ciclo celular, de esta manera se le da tiempo a
la célula de reparar el dafio que ha sido detectado. El complejo CDK2-ciclina E juega un papel muy importante en
la fosforilacién de Rb, el represor del factor de transcripcidon de E2F, el cual es necesario para transcribir genes
relacionados a la progresidn del ciclo celular. De esta manera cuando Rb se hiperfosforila libera a E2F y el ciclo
progresa de manera normal, pero cuando P21 inhibe el complejo CDK2-ciclina E, también se inhibe la liberacidn

de E2F. Tomado de: Wong E. 2008.

Cuando el ADN dafiado no pude ser reparado, P53 estara activo de manera constante, de tal
manera que P53 activara genes de las proteinas pro-apoptéticas como Bax o Bak, los oligdmeros
de estas proteinas se dirigen a la membrana mitocondrial y se anclan sobre ella, donde inician su
polimerizacion (Cascales A.M., 2003; Taylor, Cullen y Martin, 2008; Pitolli et al., 2019) formando
un poro de permeabilidad transitoria mitocondrial que conlleva a cambios en la membrana
mitocondrial interna, pérdida del potencial transmembrana de la mitocondria y la liberacion de
proteinas pro-apoptoética del espacio intermembranal hacia el citosol como son citocromo C y

Apaf-1 (Elmore, 2007).
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Una vez liberado el citocromo C se une y activa Apaf-1, los cuales oligomerizan formando un
complejo de 7 subunidades de cada uno, el mismo nimero de homodimeros de la procaspasa 9y
ATP, formando un complejo denominado "apoptosoma". Posteriormente, procaspasa 9 se activa,
adquiriendo su forma activa (Caspasa 9) que puede hidrolizar sus moléculas blanco denominada
procaspasa 3, 6 y 7 que funcionan como caspasas ejecutoras de la apoptosis (Elmore, 2007; Huerta
et al., 2007; Taylor, Cullen y Martin, 2008; Cascales A.M., 2003).
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Figura 8. P53 induce muerte celular apoptética cuando el dafio al ADN celular perdura. Cuando P53 es activado
por proteinas que censan el rompimiento del ADN, primeramente activa a P21 para arrestar el ciclo celular. Si el
dafio no se ha podido reparar, P53 activa la transcripcion de NOXA y PUMA que bloquean la actividad
antiapoptdtica de BCL-2 y al mismo tiempo activa proteinas proapoptéticas como BAX y BAK que se anclan en la

superficie de la membrana mitocondrial, generando poros que permiten la salida de componentes
mitocondriales como son el citocromo C, el cual interactia con APAF 1, Procaspasa-9 y ATP generando el
complejo denominado apoptosoma. De esta forma procaspasa 9 se convierte en caspasa 9 activa que a su vez
hidroliza a las procaspasas ejecutoras como es caspasa 3 lo que conduce a muerte celular. Esto lleva a la
eliminacion de células con dafios en el ADN que pueden ser causantes de la aparicién de cancer. Tomada de:
Pitolli et al., 2019.

Cuando se escinde procaspasa 3 se genera caspasa 3 activa inicidndose la fase de ejecucion de la
apoptosis. Esto resulta en la fragmentacion del ADN, la degradacién del citoesqueleto y proteinas
nucleares, entrecruzamiento de proteinas, formacién de cuerpos apoptdticos, expresion de
ligandos para receptores de células fagociticas y finalmente absorcion por las células fagociticas
(ElImore, 2007) como se muestra en la figura 8.
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3.10 ViA DE SENALIZACION BRCA1-BRCA2-P53-P21

La via de sefializacién relacionada con BRCA inicia cuando hay dafio en el ADN, ATM y ATR
tienen la capacidad de censar el dafo, la traduccidon de la sefial continuara a través de la
activacién de dos cinasas denominadas CHK1 y CHK2 las cuales fosforilan y activan a BRCA1
(Carr, A.M., 2000). Por otro lado, ATM (Cortez et al., 1999; Gatei et al., 2001) y ATR (Gatei et
al., 2001) pueden fosforilar directamente a BRCA1, la hiperfosforilacion de BRCA1 lleva a su
activacion lo que permite que tenga afinidad por P53, de esta forma esta proteina es activada
induciendo su actividad transcripcional de tal manera que BRCA1 regula la expresion de genes
dependientes de P53 (Ouchi et al., 1998), uno de sus genes blancos de P53 es el promotor de
su mismo gen y de P21 (Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013; Maclachlan, Takimoto y EI-
Deiry, 2002). La transcripcion de P21 llevaria al arresto del ciclo celular en la fase G1/S (Carr,
A.M., 2000), tasas altas de transcripciéon y fosforilacion de P53 llevarian a una muerte celular,
sin embargo BRCA1 se ha observado que no favorece mucho este proceso, dando prioridad a
la transcripcion de genes que bloquean el ciclo celular (Maclachlan, Takimoto y El-Deiry,

2002).
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Figura 9. BRCA1 inhibe el ciclo celular y genera muerte celular al activar a P53 y P21 e induce la reparacién del
ADN a través de BRCA2. Representacidon esquematica y descripcidon general donde se muestra que BRCA1 se
activa por moléculas censoras de dafio al ADN. BRCA1 activo interacciona con P53 para inducir muerte celular
apoptdtica o bloqueo del ciclo celular a través de P21. Por otro lado, BRCA1 activa a BRCA2 y otros complejos
proteicos para reparar el rompimiento del ADN por agentes mutagénicos, para eliminar los procesos tumorales.
Tomado de: Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013.

Por otro lado, la fosforilacion de ATM y ATR directa sobre BRCA1 (Gatei et al., 2001) permite
que este ultimo se libere de su represor CtIP, lo que conlleva a la activacién de su actividad
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transcripcional (Li et al., 1999), induciendo la transcripcion de P21 (Somasundaram et al.,
1997).

Cuando BRCA1 es activado puede iniciar el proceso de reparacién del ADN; sin embargo,
también interactia con BRCA2, de tal forma que este Ultimo se activa para reparar el dafio del
ADN por recombinaciéon homologa (Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013), como se muestra
en la figura 9.

3.11 MUTACIONES EN BRCA OCASIONAN UN MAL FUNCIONAMIENTO DE P53-P21 Y
RIESGO DE CANCER

Mutaciones en BRCA1 conllevan a un mal funcionamiento de la proteina que repercute en la
inestabilidad gendmica, lo cual permite el aumento en las tasas de mutaciones de los genes,
incluidos los oncogenes y genes supresores de tumores como P53 (Deng, 2006; Deng & Scott,
2000), dando origen a deleciones homocigotas y posterior pérdida de P53 (Deng, 2006).

En tumores de ratones relacionados a BRCA1, el 80% de los mismos perdieron la
heterocigosidad de p53 (Deng & Scott, 2000). En otro estudio de ratonas con mutacion
homocigota en BRCA1 y heterocigota en p53 desarrollan tumores mamarios a lo largo del
tiempo con pérdida del alelo wild-type de p53. La mutacién heterocigota de p53 puede
disminuir los niveles de proteina y dar como resultado una apoptosis atenuada y el punto de
control G1-S se ve comprometido (Shen et al., 1998; Xu et al., 2001). Por otro lado,
mutaciones en BRCA1 conducen a una mala transcripcion del inhibidor del ciclo celular p21
(Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013; Somasundaram et al., 1997).

Los canceres de mama familiares asociados a BRCA1 tienen frecuencias significativamente
mas altas de mutaciones en P53 y dafio cromosémico que los canceres esporadicos (Ouchi et
al.,, 1998; Xu et al., 2001) pero no se sabe con exactitud como las mutaciones en estas
pacientes alteren los niveles de P53 y P21.

3.12 BRCA1l Y BRCA2 PUEDEN PRESENTAR MUTACIONES A LO LARGO DE TODA LA
SECUENCIA DE CODIFICACION

BRCA1 y BRCA2 tienen una gran cantidad de funciones, las cuales se encuentran distribuidas y
asociadas en diferentes regiones de la proteina, dependiendo del dominio que se localiza en
cada regidén y con las proteinas con las que interactden es la funcién que desempefiaran.

Los genes BRCA1 y BRCA2 son muy grandes y a lo largo de toda la regidén de codificacidn asi
como en los sitios de empalme se han identificado una gran cantidad y variedad de
mutaciones (Karakasis, et al., 2016; Ossa & Torres, 2016; Vaca-Paniagua et al., 2012). La
mayoria son pequefias inserciones o deleciones que generan un cambio en el marco de
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lectura que generalmente dan como resultado el truncamiento de la proteina codificada en el
90% de los casos. También se han identificado mutaciones puntuales de cambio de bases
generando alteraciones missense y nonsense; sin embargo, el nimero de mutaciones
patogénicas son menores (Scully et al., 1997a; Vasickova et al., 2007; Venkitaraman, 2001).

Se han reportado 19,638 y 20,715 mutaciones de las cuales 2,228-3,241 y 2,672-3,733 son
patogénicas, para BRCA1y BRCA2, respectivamente (ClinVar, NCBI y BRCA Exchangue).

Sin embargo, existe una variacion muy grande en la distribucién de las mutaciones a lo largo
de toda la proteina, no existen mutaciones especificas o mutaciones Hot spots, por lo cual es
muy dificil identificarlas (Karakasis, et al., 2016; Vaca-Paniagua et al., 2012).

BCCR OCCR BCCR BCCR
| —j—v f_l_

blu BRCAT

c1000  c2000 ¢3000 4000 | 5000
| 1 T
BRCA1 exon 11 | |
LS s |
RING Coled coll BRCT J‘E”“’ded o
domain
BCCR  BCCR OCCR OCCR  BCCR

{*L\\ : : “l\

— el | ol sres

o ¢.3000 ! ¢.6000 ¢.9000
U :
BRCAZ exon 11 Helical domain ~ OB fold || ]
! ' ~Encoded domains
BRC repeats Tower domain NLS

Figura 10. Mutaciones en regiones especificas de BRCA se han asociado a cancer de mama o cancer de ovario. En
BRCAL1 se han identifico tres regiones de mayor susceptibilidad a cdncer de mama (BCCR), dos se encuentran en el
extremo carboxilo terminal y una mas en el extremo amino, en la parte central, abarcando casi todo el exén 11, se
localiza la region de mayor susceptibilidad a cancer de ovario (OCCR). En BRCA2 se tiene la misma asociacion, dos
regiones BCCR se han identificado en el extremo amino y una en el extremo carboxilo, en la parte central que
incluyen las repeticiones BRC, hay dos regiones OCCR. Tomada de: Hollis, Churchman y Gourley, 2017.

En los ultimos afios se ha encontrado la asociacién entre la localizacion de la mutacién y un
mayor riesgo de cancer de mama o de ovario, por lo cual ambas proteinas han sido divididas
en regiones, a estas secuencias se les ha denominado regién del grupo de cancer de mama
(BCCR) o cancer de ovario (OCCR) (Gallardo-Rincdn et al., 2020; Hollis, Churchman y Gourley,
2017) como se observa en la figura 10. Pero el riesgo también depende del tipo de mutacion
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(Karakasis, et al., 2016), historia familiar y el pais de residencia (Ossa & Torres, 2016; Torres-

Mejia et al., 2015).

Existes algunos paises (Figura 11), regiones y en particular algunas etnias donde se ha
identificado algunas mutaciones fundadoras (Karakasis, et al., 2016; Ossa & Torres, 2016;
Vaca-Paniagua et al., 2012; Venkitaraman, 2001), el ejemplo mas estudiado es la poblacion
judia Ashkenazi donde se han identificado dos mutaciones en BRCA1 (185delAG y 5382insC) y
una en BRCA2 (6174delT) las cuales representan el 98-99% de las mutaciones presentes en
esta poblacidn lo que permite hacer la identificacién de una manera mas especifica (Karakasis,
et al., 2016; Ossa & Torres, 2016). Varias mutaciones fundadoras se han identificado en

diferentes paises (Instituto Nacional del Cancer, 2018).
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Figura 11. Regiones de los genes BRCAI y 2 con la presencia de mutaciones fundadoras en algunos paises
europeos. En los paises desarrollados donde se tiene un mayor acceso al analisis genético para la deteccién de
mutaciones, han permitido identificar las mutaciones fundadoras y su localizacidon en cada gen de su poblacién,
permitiendo identificar con mayor especificidad y rapidez las mutaciones presentes en las pacientes.
Demostrando que cada pais es susceptible a una mutacion en una regidn diferente del gen y las mutaciones se
pueden encontrar dispersas a lo largo de toda la secuencia de codificacion. Tomado de: Karakasis et al., 2016.
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En general tanto el nimero como la frecuencia de las mutaciones de la linea germinal en
BRCA1 y BRCAZ2 varian entre las poblaciones y paises (Alemar et al., 2016; Fernandez-Lopez et
al., 2019; Karakasis, et al., 2016) como se muestra en la figura 11.

El impacto que ha generado la deteccion de mutaciones en BRCA, ha llevado a buscar nuevas
estrategias para elaborar paneles que identifiquen las mutaciones fundadoras y las mas
frecuentes en una regiéon que permitan la elaboracién de pruebas genéticas especificas,
basadas en cada una de las poblaciones, con el objetivo de disminuir costos y trabajo
(Karakasis, et al., 2016; Ossa & Torres, 2016; Vaca-Paniagua et al., 2012; Villarreal- Garza et
al., 2015a).

Para los paises de América latina se ha desarrollado un panel denominado HISPANEL que
permite detectar 115 mutaciones entre ambos genes (Alemar et al., 2016; Ossa & Torres,
2016; Villarreal- Garza et al., 2015a). Al utilizar este panel en la deteccién de mutaciones una
gran cantidad de ellas no son detectadas en las pacientes (Ossa & Torres, 2016; Zayas-
Villanueva et al., 2019) teniendo hasta un 77% de deteccion de HISPANEL en comparacién con
la secuenciacién completa (Villarreal- Garza et al., 2015a). El uso de paneles y métodos de
deteccion que se centran en mutaciones puntuales o pequefas inserciones/deleciones
pueden llevar a dar un resultado falso negativo (Vasickova et al., 2007), un tratamiento
inadecuado, una mala asesoria genética con falta de medidas de prevencién como son las
cirugias o tratamientos, ausencia de un monitoreo de los familiares con alto riesgo de cancer
de mama y un mal manejo de la enfermedad con una deteccidn tardia llevando a un cancer
gue ya no pueda ser tratado.

Esto ha llevado a la conclusidon que no se puede ocupar este panel para todos los paises
latinos dada su heterogeneidad (Ossa & Torres, 2016). Por otro lado, es necesario secuenciar
completamente toda la regidén de codificacion de ambos genes (Calderdn del Valle & Gallon,
2012), para poder identificar cualquier mutacidon que no sea frecuente en la poblacién o
identificar mutaciones que no se han reportado, dado que hay variantes genéticas en BRCA
que no han sido identificadas hasta el momento por ausencia de técnicas que permitan
identificar todas las mutaciones en toda la regidn de codificacién.

Existe la necesidad de implementar nuevas metodologias de diagndstico mas eficientes (Vaca-
Paniagua et al., 2012). Con el surgimiento de la secuenciacién de nueva generacién se ha
permitido secuenciar ambos genes de manera completa a menor costo y tiempo, hace menos
laborioso el proceso lo que permite tener un resultado mucho mas rapido y una mayor
eficiencia en la deteccidn, lo que ha llevado a la identificacion de nuevas mutaciones y a un
mayor porcentaje de pacientes positivas convirtiéndose en una gran herramienta (Fernandez-
Lopez et al., 2019). Esto también ha permitido localizar cada una de las mutaciones en la
region BCCR u OCCR y determinar el riesgo de cancer en personas sin la presencia de la
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enfermedad (Gallardo-Rincén et al., 2020). Las mutaciones también podrian determinar el mal
funcionamiento o la falta de transcripcion de algunas proteinas como P21y P53,

La identificacién de mutaciones en la linea germinal en BRCA1/2 pueden impactar tanto en la
mujer afectada, sus hijos y otros miembros de la familia con alto riesgo de desarrollar cancer
de mama, para quienes se pueden implementar estrategias de prevencién especificas como
cirugia profilactica o quimioprevencién (Fernandez-Lopez et al., 2019; Karakasis, et al., 2016;
Ossa & Torres, 2016; Torres-Mejia et al., 2015; Vaca-Paniagua et al., 2012) reduciendo el
riesgo de desarrollo de cancer y reducciéon de la mortalidad (Calderén-Garciduefias et al.,
2005; Vasickova et al., 2007).

3.13 MUTACIONES DE BRCA1 Y BRCA2 EN MEXICO

Las pruebas genéticas para la identificacién de mutaciones en BRCA no estan ampliamente
disponibles en México y muy pocas instituciones, brindan servicios de evaluaciéon del riesgo de
cancer genético (Fernandez-Lopez et al.,, 2019; Ossa & Torres, 2016; Vaca-Paniagua et al.,
2012; Villareal-Garza et al., 2015b). Las pruebas estan disponibles solo en el sector privado a
través de laboratorios ubicados en el extranjero (Villareal-Garza et al., 2015b). Este problema
se ve muy reflejado en el Hospital General de México, a pesar de ser uno de los hospitales mas
grandes del pais y de América Latina, el cual atiende a un gran porcentaje de pacientes con
cancer de mama, muy pocas pacientes cuentan con perfil genético de BRCA.

Las barreras para implementar el asesoramiento y las pruebas genéticas para las mujeres
mexicanas incluyen los costos de las pruebas, falta de cobertura de seguro publico para los
servicios genéticos y la falta de infraestructura (Ossa & Torres, 2016; Vaca-Paniagua et al.,
2012; Villarreal-Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et al., 2015b).

Por otro lado, en México existen muy pocos estudios que identifiquen la prevalencia de
mutaciones en BRCA presentes en la poblacién Mexicana (Calderdon-Garciduefias et al., 2005;
Fernandez-Lopez et al., 2019; Ruiz-Flores et al., 2002; Torres-Mejia et al., 2015; Villarreal-
Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et al., 2015b). Los pocos estudios que se han realizado
identifican mutaciones especificas (Torres-Mejia et al., 2015) con protocolos que requieren
mucho tiempo, son muy laboriosos y no se logra secuenciar el gen completamente (Vaca-
Paniagua et al., 2012) como los casos donde se ha ocupado el panel HISPANEL (Villarreal-
Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et al., 2015b), llegando a tener solamente el 2.7% de
identificacion de las mutaciones con este panel (Torres-Mejia et al., 2015) y en algunos de los
estudios las muestras ni siquiera son analizadas en México (Torres-Mejia et al., 2015; Villareal-
Garza et al., 2015b). Existiendo muy pocos estudios donde se analice la secuencia completa de
ambos genes (Torres-Mejia et al., 2015; Villarreal- Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et al.,
2015b).
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En estudios donde se analizé la secuencia completa de todos los exones de los genes BRCA en
México, el método empleado para el analisis tiene baja eficiencia y solo detecta mutaciones
puntuales, no permite identificar deleciones de varios nucleétidos ni pérdida de exones
completos, lo que llevd a identificar pocas mutaciones (Calderén-Garciduefias et al., 2005;
Ruiz-Flores et al., 2002; Vaca-Paniagua et al., 2012).

Durante la elaboracién del presente trabajo se publicd un estudio donde se analizé
completamente la secuencia de ambos genes mediante secuenciacidn de nueva generacién en
pacientes con cancer de ovario; sin embargo, las muestras no fueron secuenciadas en México
(Gallardo-Rincén et al., 2020). Los estudios obtenidos con secuenciacidon de nueva generacion
es practicamente escasa (Zayas-Villanueva et al., 2019).

A pesar de las limitaciones se ha demostrado que México presenta una mutacién fundadora
en el gen BRCA1, en el cual hay una delecién de los exones 9-12 (Gallardo-Rincon et al., 2020;
Torres-Mejia et al., 2015; Ossa & Torres, 2016; Villarreal- Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et
al., 2015b). Por otro lado, se ha demostrado que México es uno de los paises que presenta
una gran variedad de mutaciones, es un pais genéticamente heterogéneo (Torres-Mejia et al.,
2015; Villareal-Garza et al., 2015b; Zayas-Villanueva et al., 2019) en comparacion con estudios
de otras regiones, asi mismo México presenta una prevalencia de mutaciones mayor a la
establecida en otros paises (Villarreal- Garza et al., 2015a).

Ademads se ha encontrado que un porcentaje grande de mutaciones en BRCA se presentan en
mujeres con cancer de mama triple negativo y México tiene uno de los porcentajes mas altos
de mujeres con este perfil molecular en comparacion con la media normal (Villarreal- Garza et
al., 2015a; Zayas-Villanueva et al., 2019) reportandose hasta 35 % de este subtipo (Villarreal-
Garza et al., 2015a; Zayas-Villanueva et al., 2019).

La edad promedio de diagndstico de cancer de mama en México es de 51 afos
(aproximadamente una década mas joven que las mujeres en Europa o América del Norte) y
casi la mitad de las mujeres mexicanas son premenopausicas en el momento del diagndstico
de cancer de mama (Torres-Mejia et al., 2015; Villarreal-Garza et al., 2015a; Zayas-Villanueva
et al., 2019) llegando a tener una media de edad hasta de 30-35 afios (Vaca-Paniagua et al.,
2012). Generalmente, el cancer de mama se diagndstica en una etapa avanzada (Torres-Mejia
et al., 2015). Lo que sugiere factores y un perfil hereditario, pero a pesar de eso no se ha
empefiado en detectar todas las mutaciones presentes en la poblacién Mexicana.

La ausencia de estudios hacen que después de 25 aios del descubrimiento de estos genes, no
se conozcan con claridad las mutaciones presentes en la poblacion, dificultando los esfuerzos
para desarrollar politicas de deteccidon en México (Torres-Mejia et al., 2015).

Se necesitarian estudios mas grandes y la secuenciacion completa de ambos genes para
determinar todo el espectro de variacion genética, mutaciones fundadoras y la etiologia
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genética del cancer de mama en mujeres mexicanas (Fernandez-Lopez et al., 2019; Torres-
Mejia et al., 2015). Por lo cual, la implementacién de nuevas técnicas como la secuenciacién

de nueva generacién en México es necesaria para la evaluacién de mutaciones en BRCA
(Zayas-Villanueva et al., 2019).
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4. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La falta de estudios y técnicas eficientes de deteccion de mutaciones en BRCA, ha generado un
retraso en el conocimiento de mutaciones y estrategias de tratamiento en pacientes con
cancer de mama en poblacién mexicana. Es necesario estudios con secuenciacién de nueva
generacién en esta poblacidn, que nos permita detectar un mayor nimero de pacientes con
mutaciones en los genes BRCA, asi como el aumento en el porcentaje de variantes que se
puedan identificar, determinar cudles son las principales mutaciones presentes en la
poblacién y probablemente encontrar variantes que no se tengan reportadas, al poder
secuenciar toda la region genémica de ambos genes. Asi mismo, es necesario comprender el
efecto que tienen las mutaciones en BRCA sobre los niveles de expresién de los genes P53 y
P21, determinando la correlacidn entre estos supresores de tumores en pacientes con cancer
de mama, resultaria indispensable para determinar el prondstico y tratamiento de las
pacientes.
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5. HIPOTESIS

La secuenciacién de nueva generacién permitird detectar un mayor nimero de pacientes con
cancer de mama positivas a mutaciones en BRCA, en relacién con estudios previos en la

poblacién mexicana.

En este grupo de pacientes, probablemente se presenten mutaciones en BRCA que no se han

reportado previamente.

La linea celular con mutacidon en BRCA presentard niveles de expresion mas bajos de P53y P21

en comparacion con las lineas celulares sin mutacién en estos genes.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar en pacientes con cancer de mama hereditario los arreglos moleculares de los
genes BRCA1 y BRCA2 por secuenciacidn de nueva generacién, asi como las diferencias en los
niveles de expresién de los genes P53 y P21 entre lineas celulares con mutaciéon en BRCA y sin
mutacion como posibles marcadores tumorales.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1- Analizar los expedientes clinicos de pacientes con cdncer de mama con la finalidad de
seleccionar a las pacientes que cumplan con los criterios de inclusidon para el estudio de
mutaciones en los genes BRCA1y 2.

2- Extraer, cuantificar y determinar la integridad del material genético de muestras de sangre
periférica de cada paciente.

3- Secuenciar los genes BRCA1 y BRCA2 de muestras de sangre periférica de las pacientes por
la técnica de secuenciacion de nueva generacion.

4- |dentificar los antecedentes reportados vy las caracteristicas de cada una de las mutaciones
detectadas.

5- Describir el significado clinico de cada mutacién identificada.

6- Determinar si las mutaciones ya se han reportado en poblacién mexicana o la secuenciacién de
nueva generacion permitié identificar nuevas variantes.

7- Deducir el posible efecto de las mutaciones sobre los niveles de expresiéon de los genes
supresores de tumores P53y P21.

8- Determinar los niveles de expresion de los genes P53 y P21 en 5 lineas celulares de cancer
de mama mediante RT-qPCR.
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7. METODOLOGIA
7.1 ANALISIS DE EXPEDIENTES CLINICOS Y SELECCION DE PACIENTES

En la base de datos de la unidad de Genética del Hospital General de México “Dr. Eduardo
Liceaga” se buscaron a las pacientes diagnosticadas con cdncer de mama que tuvieran
expediente clinico tanto en la unidad de Genética, como en la unidad de Oncologia del mismo
hospital durante el afio 2018.

En los expedientes clinicos disponibles, se identificaron a las pacientes que cumplian con los
criterios de inclusiéon que nos llevaran a un posible caso de cancer de mama hereditario, los
cuales fueron:

- Diagnostico de cancer de mama a edad temprana (antes de los 50 afos de edad).

- Presentar multiples tipos de cancer en la misma paciente, en especial cdncer de mama
uni o bilateral y cancer de ovario.

- Pacientes diagnosticadas con cancer de mama bilateral.

- Diagndstico molecular con cdncer de mama triple negativo.

- Antecedentes familiares de cdncer de mama y ovario.

- Antecedentes de historia familiar de algun otro tipo de cancer que se asocie a BRCA
como son cancer de préstata, pancreas, colon, pulmdn ya sea de primer o segundo
grado.

- Las pacientes deberian cumplir al menos dos criterios de inclusidén para poder ser
candidatas para participar en el presente trabajo.

7.2 RECLUTAMIENTO DE PACIENTES QUE CUMPLIAN CON LOS CRITERIOS DE INCLUSION

Las pacientes seleccionadas fueron localizadas a través del numero de contacto
proporcionado en el expediente clinico. Por medio del cual, se les informo de los objetivos de
la investigacion y se les hizd una invitacién a participar en el proyecto. Un total de 23
pacientes aceptaron participar, fueron invitadas a pasar a la unidad de Genética para
realizarles un pequeno cuestionario que rectificara la informacién presente en el expediente
clinico y rescatar alguna informacidon que no estuviera presente en el mismo, de tal manera
que nos permitid hacer su arbol genealdgico.

Una vez terminado el cuestionario y de explicar los objetivos del estudio, cada una de las
pacientes dio su consentimiento informado.

7.3 SELECCION DE TRES MUJERES CONTROL

Se seleccionaron, 3 mujeres, que formaron parte de nuestros controles, que incluyeron: El
primer control presenta hiperplasia ductal usual de mama con antecedentes de céncer de
mama en primer y segundo grado, el segundo control presenta carcinoma seroso de alto
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grado (cancer de ovario) y antecedentes de cancer de ovario de tercer grado. El control tres
pertenece a una mujer sana y no cuenta con antecedentes de céncer, ver apéndice. Las tres
mujeres también fueron notificadas del estudio y dieron su consentimiento informado.

7.4 OBTENCION DE MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA Y SEPARACION DE LOS LEUCOCITOS

5 ml de sangre periférica se obtuvieron por medio de venopuncién, la muestra fue colectada
en tubos vacutainer con EDTA (BD Franklin Lakes NJ, USA).

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 2,000 rpm durante 5 minutos. Una vez
obtenidas las tres fases sanguineas, la fase superior, que contiene el plasma, fue retirada con
mucho cuidado para evitar resuspender los gldbulos blancos. Con ayuda de una micropipeta,
200 pl del anillo de leucocitos fueron colectados y transferidos a un tubo eppendorf de 1.5 ml.

7.5 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

200 pl de leucocitos recuperados de la muestra sanguinea se utilizaron para la extraccién de
acidos nucleicos mediante el Kit de extraccién, usando un equipo de extraccidon automatico de
acidos nucleicos (magLEAD 6Gc, Japdn). Una vez obtenido el ADN fue almacenado a -80 ° C
hasta su uso, para evitar su degradacion.

7.6 CUANTIFICACION, PUREZA E INTEGRIDAD DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

La cuantificacion del ADN y la pureza, esta Ultima determinada mediante la relacién 280/260,
se evaluaron utilizando el espectrofotdmetro nanodrop (DeNovix DS-11, USA). Para
determinar la integridad del ADN, los acidos nucleicos se separaron mediante electroforesis
en geles de agarosa.

7.7 ELABORACION DE LIBRERIAS

Se cuantificaron 10 ng de ADN por medio de Qubit (Invitrogen™ Q33216) con el Kit de
cuantificacion Invitrogen™ Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™ Q32854) en 15 pl totales
de solucién de cada una de las muestras, concentraciones necesarias para la elaboracion
correcta de librerias.

Las librerias se generaron con el Kit for Chef DL8 (Thermo Fishern Scientific, USA) y el panel
Oncomine™ BRCA Research Assay (Thermo Fisher Scientific, USA) con ayuda del equipo lon
Chef (Thermo Fisher Scientific, USA) y el Software lon S5 (Thermo Fisher Scientific, USA). En
cada placa de 96 pozos se cargaron 8 muestras de pacientes y las librerias se hicieron en las
condiciones de 2 pools, 18 ciclos y 4 minutos de extensidn.

La sintesis de librerias consistié en tres pasos amplificacidn, digestion y ligacién, finalmente
fueron cuantificadas por Qubit (Invitrogen™ Q33216) con el Kit de cuantificacion Invitrogen™
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Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™ Q32854) y por gPCR con el Kit lon Library TagMan™
Quantitation con un equipo de PCR tiempo real StepOne (Thermo Fisher Scientific, USA).

7.8 PREPARACION DE TEMPLADOS

Una vez cuantificadas las librerias, se realizé una mezcla de dos de ellas a una concentracion
equimolar de 40 pM en un volumen final de 40 pl, es decir, cada libreria con 8 muestras de
pacientes deberia estar a una concentracion de 40 pM en 20 pl, cuando se mezclaron se
obtuvo un volumen final de 40 pl con una concentracién equimolar de 40 pM. Los cuales
fueron necesarios para la elaboracion de los templados.

Los templados se realizaron por emulsion con el Kit para después ser cargados en dos Chips
lon 510, ambos procesos fueron realizados en el equipo lon Chef System (Thermo Fisher
Scientific, USA).

7.9 SECUENCIACION POR SEMICONDUCCION

Ambos chips fueron cargados y secuenciados por pirosecuenciacién en el secuenciador de
nueva generacion lon S5 System (Thermo Fisher Scientific, USA) con el Kit de secuenciacién.

El equipo solo puede secuenciar un chip, por lo cual mientras se secuenciaba el primer chip, el
segundo fue almacenado a 4°C en un contenedor bien sellado que no permitiera la pérdida de
humedad.

7.10 ANALISIS DE MUTACIONES DETECTADAS EN LAS PACIENTES

El analisis de la secuenciacidn, llamado e identificacidn de las variantes en los genes BRCA1/2
de cada una de las pacientes fue realizada con el Softwert lon Riporter (Thermo Fisher
Scientific, USA).

Las variantes identificadas fueron determinadas como patogénicas o no patogénicas en base a
ClinVar y confirmadas por BRCA Exchangue.

7.11 CULTIVO DE 5 LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA, UNA CON MUTACION EN
BRCA1 Y 4 SIN MUTACION

Cinco lineas celulares de cancer de mama se seleccionaron, cuatro de ellas caracterizadas por
no presentar mutaciéon en BRCA; HCC1806, SUM-229PE, T-47D y MDA-MB-231. Y la linea
celular HCC1937 positiva a una mutacién en BRCA1, una insercién de una C en el nucleétido
5382 (Glu1756fs). La linea celular SUM-229PE fue obtenida de Asterand; HCC1937, HCC1806,
T-47D y MDA-MB-231 de American Type Culture Collection (ATCC).
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Las lineas celulares HCC1937, HCC1806 y T-47D fueron sembradas en botellas de cultivo de 75
cm?, con 15 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) previamente inactivado a 56°C por 30 min y 1% de antibidticos
penicilina/estreptomicina (Gibco, USA).

La linea celular SUM-229PE fue sembrada con 15 ml de medio de cultivo HAM’s (Gibco, USA)
suplementado con 5% de SFB previamente inactivado y 1% de antibidticos
penicilina/estreptomicina. Finalmente, la linea celular MDA-MB-231 se sembrd en 15 ml de
medio de cultivo DMEM (Gibco, USA) suplementado con 5% de SFB inactivado y 1% de
antibidticos penicilina/estreptomicina (Gibco, USA).

Todos los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nuaire US, Autoflow, USA) a una
temperatura de 37°C a 5% de CO, y a una atmosfera de saturacion himeda. El medio de
cultivo fue cambiado cada 3 dias, los cultivos fueron utilizados a un 70-80% de confluencia.

7.12 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ARN DE LAS LINEAS CELULARES DE CANCER DE
MAMA

En el momento que se tuvo una cantidad suficiente de células de cada linea celular, se lavé el
cultivo con PBS, posteriormente se colocaron 5 ml de EDTA por 5 min para despegar las
células de la caja de cultivo. Todas las células fueron colectadas y transferidas a un tubo de 15
ml para ser centrifugadas a 1,500 rpm durante 5 min. El botén obtenido fue lavado,
resuspendiendo el botdn celular en PBS y transferido a un tubo eppendorf de 1.5 ml para
nuevamente ser centrifugado.

Posteriormente, para la extraccion del ARN total, al botén celular se le agregaron 750 ul de
TRIzol (Ambion. Thermo Fisher Scientific, USA) y se resuspendid perfectamente. A
continuacién 250 pl de cloroformo se agregaron, la muestra se agité perfectamente con un
vortex y se centrifugo a 12,000 rpm a 4°C por 20 min con ayuda de una microcentrifuga
refrigerada (Labnet). Tres fases fueron obtenidas, la fase superior transparente se recupero y
se transfirid a otro tubo nuevo, donde se le agregd 1 ml de isopropanol frio dejando incubar a
4°C por una hora. La muestra se centrifugd nuevamente a 12,000 rpm a 4°C por 20 min. El
isopropanol se decantd con mucho cuidado para evitar la pérdida del botdn del ARN, se
agrego etanol al 75% para lavar y se centrifugé por ultima vez a 8,000 rpm a 4°C por 10 min. El
etanol se decantd y el tubo se dejé secar perfectamente, para eliminar todos los residuos de
alcohol, cabe mencionar que todo el proceso se realizé en frio.

El ARN fue resuspendido en agua libre de nucleasas, a continuacién fue cuantificado y se
evalué su pureza de acuerdo a la relacién 280/260 con un nanodrop. Finalmente, el ARN fue
almacenado a -80°C hasta su uso.
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7.13 SINTESIS DE ADNc

Para la sintesis del ADNc se utilizd el Kit Maxima First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher
Scientific, USA), usando 2ug de ARN, para la preparacion de la mezcla de polimerasa y buffers
de forma correcta se siguieron los pasos del manual. Para el proceso, se ocupo un
termociclador (Labnet, USA) bajo las siguientes condiciones: 25°C por 10 min, 50°C por 30 min
y finalmente 85°C durante 5 min. Terminada la corrida, los ADNc se almacenaron a -20°C
hasta su uso.

7.14 NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENES P53 Y P21 POR qPCR

Para la amplificacién del ADNc se utilizé el Kit de LightCycler 480 Probes Master (Roche, USA),
en un tubo eppendor se adiciond para cada reaccidn los siguientes reactivos: 1 pul de ADNc de
cada linea celular, 5.2 pl de Tag-polimerasa, 0.1 ul de los oligos forward y reverse a la
concentracién de 20 uM y 0.1 ul de la sonda a la concentracién de 20 uM. Para los genes P53,
P21y GAPDH se emplearon las sondas 56, 32 y 60, respectivamente (Roche, USA). Por ultimo,
se agregod el volumen necesario de agua grado PCR para llevar a un volumen final de 10 ul
totales por reaccion, todo el proceso fue en frio. Los oligonucledtidos usados son los
siguientes: P53-F, 5° GTCCCAAGCAATGGATGATT-3’; P53-R, 5'-TCTGGACCTGGGTCTTCAGT-3’;
P21-F, 5" TCACTGTCTTGTACCCTTGTGC-3’; P21-R, 5-GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA-3’ y para el
gen constitutivo GAPDH-F, 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’; GAPDH-R, 5’
GCCCAATACGACCAAATCC-3'.

La mezcla fue transferida a una placa de 96 pozos y el ADNc se amplificé en un equipo de PCR
tiempo real (LightCycler 96. Roche, USA). Las condiciones de corrida fueron preincubacion a
95°C por 10 min, seguidos de 45 ciclos conformados de 95°C por 10 seg de desnaturalizacion y
60°C por 30 seg de alineamiento y finalmente 40°C por 10 seg.

7.15 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como la media + desviacidon estandar (S.D.). Los andlisis
estadisticos se realizaron por medio de una prueba ANOVA de una via seguido de una prueba
de Holm-Sidak.
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8. RESULTADOS

Un total de 23 pacientes con cancer de mama fueron las que cumplieron con los criterios de
inclusion y se seleccionaron para este trabajo, tres mujeres se incluyeron como controles, la
primera con hiperplasia ductal usual de mama, la segunda con cdncer de ovario y la tercera sin
patologia de cancer ni antecedentes familiares. Las 26 muestras de las mujeres incorporadas
en el estudio fueron secuenciadas. Los resultados demostraron que de las 23 pacientes con
cancer de mama, ocho de ellas fueron positivas para mutaciones en BRCA, lo que corresponde
al 34.78% de positividad (Figura 12). El segundo control, mujer diagnosticada con cancer de
ovario también presentd mutacién en BRCA1 (Tabla 1y Figura 1).

Frecuencia de pacientes con mutaciones detectadas
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Sin mutacién Con mutacion

Figura 12. Porcentaje de pacientes positivas y negativas para mutaciones en BRCA. De las 23
pacientes analizadas, el 65.21% fueron negativas para alguna variacion de BRCA y 34.78%
presentaron mutacion en alguno de los dos genes. Los porcentajes presentados no incluyen la
mutacion detectada en el control 2.

La edad promedio al momento del diagndstico de cancer de mama fue de 36.56 afios con un
rango de edad de 24 a 53 afios, el mayor porcentaje con el 26% de las pacientes, se concentrd
en el rango de edad de 36-40 afios (Figura 13). Las mujeres positivas para mutacién en BRCA
presentaron una media de edad al momento del diagndstico de 41.87 afos y en las portadoras
de mutacién patogénica fue de 40.5 afios (6/23) (Tabla 2).
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Frecuencia de pacientes por rango de edad al momento
del diagnéstico
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Figura 13. Porcentaje de pacientes por rango de edad al momento del diagnostico. Las 23
pacientes seleccionadas fueron distribuidas de acuerdo a su edad de diagnéstico de cancer de
mama en rangos de 5 afios. El mayor nimero de pacientes se encuentran concentradas entre los
26 a 40 afios y la media de edad es de 36.56 afios.

Con respecto al subtipo histolégico, de las 23 pacientes con cdncer de mama el 86.95% fueron
ductales, 8.69% lobulillares, 4.34% tubulolobulillares y 4.34% se desconoce la histologia del
cancer (Figura 14). De los casos positivos a mutacion el 87.5% fueron lobulillares, 12.5%
presentaron el tipo tubulolobulillar, la paciente SH3 presentd tanto cdncer lobulillar como
tubulolobulillar, 12.5% se desconoce el tipo de cancer histoldgico (Tabla 2).

Frecuencia de pacientes por subtipo histolégico
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Figura 14. Porcentaje de pacientes por subtipo de céncer histolégico. Las 23 pacientes
seleccionadas fueron distribuidas de acuerdo al subtipo histolégico de cancer diagnosticado. 20
pacientes presentaron cancer de mama ductal de las cuales 7 tuvieron mutacion, dos pacientes con
cancer lobulillar, una misma paciente presentd tanto cancer ductal como tubulolobulillar y fue
positiva para mutacién, por ultimo, en un caso se desconoce el tipo histolégico de cancer.
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De acuerdo al perfil molecular, 39% de las pacientes fueron luminales (26% correspondieron a
Luminal A y 13% a Luminal B), 8.69% fueron HER-2 positivo, 47.82% fueron triple negativo
siendo el mds frecuente y 8.69% se desconoce su perfil molecular (Figura 15). De las pacientes
positivas a mutaciones en BRCA, 50% fueron triple negativo, 25% luminal A y 25% se
desconoce su perfil molecular. La paciente SH3 se diagnosticd con dos tipos de perfil
molecular, triple negativo y HER-2 positivo, las pacientes de las cuales se desconoce su perfil
molecular tuvieron mutacién en BRCA (Tabla 2).

Frecuencia de pacientes de acuerdo al perfil molecular
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Figura 15. Porcentaje de pacientes diagnosticadas de acuerdo a cada perfil molecular. Las 23
pacientes seleccionadas fueron clasificadas en relacién al perfil molecular, basado en el reporte de
inmunohistoquimica presente en su expediente clinico. Se presentaron 9 pacientes con cancer
Luminal, 2 de ellas presentaron mutacién, 2 fueron HER-2 positivo, 11 triple negativo de las cuales
4 fueron positivas a mutaciones, 2 de las pacientes se desconoce su perfil molecular.

El estadio del cancer fue muy variado en la muestra, siendo el de mayor frecuencia el estadio
[IIA con el 34.8%, seguido del estadio IIA con el 26% y 13% representado por el estadio 1I1B
como se muestra en la figura 16. De las pacientes con mutaciones en BRCA, el 25%
presentaron estadio IlA, 12.5% estadio IA, 1IB y llIA, el 37.5% se desconoce el estadio (Tabla 2).
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Porcentaje de pacientes por estadio de cancer
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Figura 16. Frecuencia de pacientes por cada estadio del cancer. El grupo de pacientes mostraron
una estadificacion muy variada, presentandose la mayor frecuencia en el estadio IlIA con 8 pacientes,
seguido del estadio IIA con 6 pacientes, 3 pacientes presentaron estadio IIB y solamente una
paciente presentd estadio IA y otra estadio IV. Se desconoce el estadio clinico de 4 pacientes (Des).

De las pacientes seleccionadas el 8.69% presentaron cancer de mama bilateral y el 13.04%
tuvieron tanto cancer de mama y cancer de ovario (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de pacientes con cancer de mama bilateral y cancer de mama/ovario.
De la poblaciéon que fue secuenciada, 2 de las pacientes presentaron cancer de mama
bilateral y tres de ellas tuvieron tanto cancer de mama como de ovario.

Caracteristicas patolégicas = NuUmero de pacientes %
Cancer de mama bilateral 2 8.69
Cancer de mama unilateral 21 91.30
Céncer de mama y ovario 3 13.04
Cancer de mama 20 86.95

De las 23 pacientes, el 78.26% presentd antecedentes familiares de algun tipo de cancer y el
21.73% dijo no saber de antecedentes de cancer en su familia. De las pacientes con
antecedentes familiares, el 94.44% tenian al menos un familiar con cancer de mama, siendo el
mayor tipo de cancer presente entre los antecedentes familiares, 27.77% tenian antecedentes
de cancer de ovario o piel, 22.22% cancer de colén, 16.66% con de cancer de préstata, 11.11%
tenian familiares con cancer cervicouterino y endometrio, 5.5 % de las pacientes tenian casos
con cdncer gastrico, pulmén, leucemia y esodfago (Figura 17). Es de suma importancia
mencionar que las pacientes SH1, SH2 y SH3 son trillizas, tabla 2 y figura 18.
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Figura 17. Frecuencia de pacientes que presentaron antecedentes familiares con respecto a cada uno
de los diferentes tipos de cancer. Se identificaron a las pacientes con antecedentes familiares de algin
tipo de céncer, 17 de las pacientes tienen antecedentes de céancer de mama, 5 de ellas tenian
antecedentes de cancer de ovario y piel, 3 presentaron antecedentes de cancer de préstata, 2 tenian
familiares con cancer cervicouterino y endometrio, solo una paciente tenia antecedentes de cancer
géstrico, pulmon, leucemia y esofago.

De las 8 pacientes con mutacién en BRCA, el 87.5% presentaron al menos un familiar con
antecedentes de algln tipo de cdncer y 12.5% no reportaron antecedentes. De las pacientes
con historia familiar de cancer el 75% tenia al menos un familiar con cancer de mama y el 50%
cancer de ovario (Tabla 2 y Figura 18).

De las pacientes positivas a mutacién, 6 presentaron mutaciones patogénicas, 2 tuvieron
mutaciones benignas, aunque una de ellas la han reportado como de significado incierto
(Tabla 2 y 3). Tres de las ocho pacientes mostraron mds de una mutacién (Tabla2) detectando
en total 12 variantes (Tabla 3) de las cuales 58.33% fueron mutaciones patogénicas, 33.33%
mutaciones benignas y 8.33% mutacidon con significado incierto. Del total de mutaciones
patogénicas, tres de las pacientes (42.85%) presentaron grandes arreglos genéticos (Tabla 3).

De las 12 mutaciones encontradas el 83.33% fueron en BRCAl y 16.66% en BRCA2, con
respecto a las mutaciones patogénicas el 85.71% estaban presentes en BRCA1 y 14.28% se
encontraron en BRCA2 (Tabla 4). Las mutaciones identificadas por secuenciacion, fueron
posicionadas en un diagrama de ambas proteinas (Figura 19).
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Tabla 2: Principales caracteristicas de las pacientes positivas a mutacién. Se muestran las mutaciones
identificadas en cada una de las 8 pacientes positivas a variantes en los genes BRCA, edad de
diagnéstico, caracteristicas del cancer (tipo histolégico, céncer de mama bilateral y cancer de
mama/ovario simultaneo), perfil molecular, estadio y antecedentes de cancer. Donde no se tenia la
informacion, se report6 como desconocido. También se presentan las caracteristicas de la paciente
control 2, que fue positiva a mutacion en BRCA. Las pacientes SH1, SH2 y SH3 son trillizas.

Paciente Mutacion Edad de Caracteristicas del Perfil molecular Estadio Antecedentes
diagndstico cancer de cancer
(afios)
SH1 p.Ser 1634 Gly 46 Desconoce Triple negativo Desconocido Si
p.Pro 871 Leu
p.Glu 1038 Gly
p.Lys 1183 Arg
SH2 p.Ser 1634 gly 46 Ductal Desconocido IIA Si
p.Pro 871 Leu
p.Glu 1038 Gly
p.Lys 1183 Arg
SH3 p.Ala 1729 Glu 53/60 Ductal y tubulolobulillar = Triple negativo IA Si
p.Lys 3326 ter Cancer de mama y HER-2 positivo
Exdén 18del bilateral
SH10 p.Asp 936 fs 36 Ductal Triple negativo IA Si
SH12 Exdn 8-11 del 45/49 Ductal Desconocido Desconocido No
Céncer de ovario y
mama
SH14 p.Tyr 3009 fs 30 Ductal Luminal A 11B Si
SH16 p.Arg 1443 ter 36 Ductal Luminal A 1A Si
SH21 Exon 18-19del 39 Ductal Triple negativo Desconocido Si
Con 2 p.Glu575fs 40 Céncer de Ovario NA NA S|
Carcinoma seroso
NA: No aplica

Tabla 3: Caracteristicas de cada una de las mutaciones detectadas por secuenciacion. Las 12 mutaciones
identificadas fueron buscadas en ClinVar, identificando su nomenclatura por HGVS, gen afectado, bases y
codon modificado, efecto en la proteina y el significado clinico.

Mutacion

Ser 1634 Gly
Lys 1183 Arg
Glu 1038 Gly

Pro 871 Leu
Lys 3326 ter
Ala 1729 Glu
Exon 18 del
Asp 936 fs

Del exo6n 8-11
Tyr 3009 fs

Arg 1443 ter

Del ex6n 18-19

Nomenclatura
HGVS

c.4837A>G
c.3548A>G
c.3113A>G

c.2612C>T
c.9976A>T
C.5123C>A
¢.2806_2809d
el
c.548 -? _
4185+? Del
¢.9026_9030d
el
c. 4327C>T
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Gen

BRCA1
BRCA1
BRCA1

BRCA1
BRCA2
BRCA1
BRCA1
BRCA1

BRCA1

BRCA2

BRCA1
BRCA1

Exon Bases
Modificadas
16 1pb (A>G)
11 1pb (A>G)
11 1pb (A>G)
11 1 pb (C>T)
27 1 pb (A>T)
18 1 pb (C>A)
18 53 pb
11 4 pb
8-11 6346 pb
23 5 pb
13 1 pb (C>T)
18-19 -
~ 52 ~

Cododn

AGT=GGT
AAA=AGA
GAA=GGA

CCG=CTG
AAA=TAA
GCG=GAG

TATC

ATCAT

CGA=TGA

Efecto

Missense
Missense
Missense

Missense
Stop
Missense
Incompleta
Frameshift

Incompleta
Frameshift

Stop
Incompleta

Significado
Clinico
Benigna
Benigna
Benigna/
Significado
incierto
Benigna
Benigna
Patogena
Patogénica
Patogénica

Patogénica
Patogénica

Patogénica
Patogénica
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Figura 18: Arboles genealdgicos de siete pacientes portadoras de mutacion y de los controles 1 y 2. Se
muestra en forma de arboles genéticos la historia familiar de cancer de siete pacientes y 2 controles, debido a
gue una paciente con mutacion y el control tres no tienen antecedentes; donde se muestra en circulos a las
mujeres y en cuadros los hombres, los familiares portadores de algun tipo de cancer se encuentran de color
gris y en la parte inferior se especifica el tipo de cancer, los de color blanco son sanos, la presencia de una
diagonal indica al familiar fallecido. De color negro y sefialado con una flecha se encuentra el probando del
cual se indica el tipo de cancer y la edad al momento de diagndstico.

Tabla 4: Frecuencia de mutaciones presentes en BRCA1 y BRCA2. De las
mutaciones identificadas se encontrdé una mayor prevalencia en el gen
BRCA1 y en menor medida se presentaron mutaciones en BRCA2, tanto en
mutaciones totales como mutaciones Unicamente patogénicas.

Mutaciones Generales Mutaciones Patogénicas
Gen Pacientes % Pacientes %
BRCA1 10 83.33 6 85.71
BRCA2 2 16.33 1 14.28
Total 12 100 7 100

De las 12 mutaciones detectadas, dos de ellas (Tyr3009fs y Exon 18 del) equivalentes al 12%
no se habian reportado anteriormente en poblacion mexicana, tomando en cuenta solo
mutaciones patogénicas, corresponden al 28.57% (2/7). Cada una de estas mutaciones se
presentd en un paciente diferente (Tabla 2 y 3).

La delecién de los exones 8-11 también conocida como la mutacién fundadora mexicana,
solamente 1 paciente fue portadora de esta mutacion de las 23 pacientes analizadas (4.34%).
De las 12 mutaciones detectadas el 8.33% pertenecian a esta variante y con respecto a las
mutaciones patogénicas el 14.28% correspondian a esta mutacién, como se muestra en la
tabla 5.

Del total de mutaciones detectadas, 16.6% no habian sido reportadas en poblacién mexicana
correspondiendo al 28.57% entre las mutaciones patogénicas (Tabla 5).
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Tabla 5: Frecuencia de mutacion fundadora y de mutaciones reportadas por primera vez en
poblacién mexicana. La frecuencia y porcentaje de mutacién fundadora mexicana, mutaciones
reportadas y no reportadas en pacientes mexicanas se determinaron con base al numero total de
mutaciones detectadas (patogénicas y no patogénicas) y también respecto al numero de
mutaciones Unicamente patogénicas que se identificaron.

Mutaciones Generales Mutaciones Patogénicas
Caracteristicas Frecuencia % Frecuencia %
Mutacién fundadora Mexicana 1 8.33 1 14.28
Mutaciones reportadas en México 10 83.33 5 71.42
Mutaciones no reportadas en 2 16.66 2 28.57
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Figura 19. Posicién de las mutaciones identificadas en los genes BRCA de las pacientes analizadas y
la mutacion presente en la linea celular HCC1937. La posicion de la mutacion se identificé en la
estructura proteica, las mutaciones en color negro son benignas, en color verde son patogénicas tanto
en BRCAL como en BRCA2. En BRCAL1, la mutacion de color rojo fue la identificada en la paciente
control 2 diagnosticada con cancer de ovario, la variante color morado es la mutacién presente en la
linea celular HCC1937. Las lineas horizontales presentes en BRCA1 muestran los tres grandes
rearreglos identificados, de color azul se muestra la delecion de los exones 8-11, color rosa delecion

del ex6n 18 y la morada representa la delecion de los exones 18-19. El modelo de la proteina fue
tomado de Millan et al., 2019.

De las pacientes que presentaron una mutacién patogénica, el 57.14% tuvieron alguna
intervencidn quirdrgica. Todas las pacientes con alguna cirugia fueron intervenidas para
retirar parte de la estructura mamaria y a dos les extirparon los ovarios. Todas las pacientes
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con mutacidn patogénica recibieron en algin momento quimioterapia, entre ellas solo el 16.6
% recibidé quimioterapia a base de platino (SH10), tabla 6.

Tabla 6: Tipo de quimioterapia, hormonoterapia y cirugia empleada en el tratamiento de las pacientes
positivas a mutaciéon. Se muestra el tipo de farmaco empleado en algin momento del tratamiento de las
pacientes positivas a alguna variante, asi como el tipo de cirugia practicada, de acuerdo a lo reportado en el
expediente clinico. Los tratamientos hormonales y quimioterapia no se encuentran en orden de secuencia de
acuerdo a como fueron suministrados.

Paciente Tratamiento Cirugia
SH1 Desconocida Desconocida
SH2 Hormonoterapia Mastectomia radical de mama derecha

-Tamoxifeno y Anastrazol

Quimioterapia$

SH3 Hormonoterapia Mastectomia radical modificada de mama izquierda
-Tamoxifeno Cirugia conservadora de mama derecha
-Anastrazol

Quimioterapia

-Floruracilo

-Doxorrubicina (adriamicina)
-Ciclofosfamida

-Paclitaxel
-Capecitabina

SH10 Hormonoterapia Mastectomia simple de mama izquierda
-Tamoxifeno Salpingooforectomia

Quimioterapia
-Doxorrubicina (adriamicina)
-Ciclofosfamida
-Carboplatino

-Paclitaxel
SH12 Quimioterapia$ Histerectomia
Ooferectomia
Mastectomia
SH14 Hormonoterapia ® Mastectomia radical modificada mama izquierda
Quimioterapia
-Paclitaxel
SH16 Quimioterapia Ausente
-Doxorrubicina
-Ciclofosfamida
-Paclitaxel
SH21 Quimioterapia Ausente

-Doxorrubicina
-Ciclofosfamida
-Docetaxel

S: El expediente clinico en la unidad de genética no especifico el tipo de quimioterapia administrada
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Dado las complicaciones que se presentaron para evaluar los niveles de expresion de los
genes P53 y P21 en las pacientes con mutacidon en BRCA, se ocuparon lineas celulares como
modelos, que nos permitieran identificar los posibles efectos de las mutaciones identificadas
en BRCA en las pacientes portadoras de alguna variante, sobre los niveles de expresién en P53
y P21. Para ello, se ocupd la linea celular HCC1937, positiva para una mutacién en el extremo
carboxilo de BRCA1 (Tomlinson et al., 1998) y 4 lineas celulares sin mutacién: HCC1806, SUM-
229PE, T-47D y MDA-MB-231.

Nuestros resultados demuestran que la linea celular HCC1937 positiva a mutacidn para BRCA
presenta niveles de expresidon mayor en P53 y P21 en comparacién con las cuatro lineas
celulares restantes que no presentan la mutacion.
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Figura 20. Los niveles de expresion de los genes P53 y P21 fueron mayores en la linea celular con
mutacion en comparacion con las células sin mutacion. Tanto las lineas celulares sin mutacién
(HCC1806, SUM-229PE, T-47D y MDA-MB-231) como la positiva a mutaciéon (HCC1937) fueron
sembradas, el ARN se extrajo y se corrieron las PCR, los resultados fueron normalizados con GAPDH
y posteriormente se sacé la diferencia de cada una de las lineas celulares con respecto a la linea
celular con mutacion. Los resultados muestran la media +S.D. de cuatro experimentos independientes.
La relacién de HCC1937/HCC1937 se le dio el valor de 1. Los datos fueron sometidos a una prueba de
ANOVA seguido de una prueba de Holm-Sidak, *p<0.05 de cada linea celular contra la linea celular

HCC1937.
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9. DISCUSION

El cancer de mama sigue siendo uno de los principales problemas de salud publica, ocupando
el primer lugar de nuevos casos de cdncer entre la poblacién femenina, un porcentaje
importante de casos se asocia a mutaciones en BRCA1 y BRCA2. La gran importancia de
detectar mutaciones en estos genes en la poblacién mexicana llevd a la elaboracién del
presente trabajo donde se secuenciaron muestras de 23 pacientes con cancer de mama
mediante la técnica de secuenciacidon de nueva generacion, el 34.78% de las pacientes fueron
portadoras de alguna mutacidn (Figura 12), de las cuales el 26.08% tienen una mutacién
patogénica.

En estudios realizados en poblacion mexicana se han reportado solamente el 6% de pacientes
con mutaciones patogénicas en BRCA (Ruiz-Flores et al., 2002) en otro caso el 9% (Calderon-
Garciduefias et al., 2005) a pesar que se analizaron completamente las regiones codificantes
de ambos genes, pero la técnica empleada, analisis de heteroduplex, es inespecifica y no
permite identificar grandes deleciones, lo que podria explicar el bajo nimero de mutaciones
identificadas. Vaca-Paniagua et al. (2012) reportaron 10.2% de pacientes con variantes
patogénicas a pesar de que utilizaron pirosecuenciacidn en su estudio, este método presenta
limitaciones en la deteccidon de exones completos deletados, lo que explicaria porque al ser
una técnica de secuenciacion mas sofisticada la frecuencia de mutaciones fue tan baja. Por
otro lado, un estudio identificéd 4.19% de mutaciones patogénicas por medio de la prueba de
truncamiento de proteinas (Torres-Mejia et al., 2015).

La implementacidn del panel HISPANEL en la poblacién mexicana llevd a la identificacion del
15% de pacientes positivas a mutaciones (Villarreal-Garza et al., 2015a). Asi mismo, otro
estudio demostré aumento en el porcentaje de positividad con 23% cuando se seleccionaron
pacientes con cancer de mama triple negativo (Villarreal-Garza et al., 2015b); sin embargo, el
porcentaje de pacientes positivos aln se encuentra por debajo del reportado en el presente
trabajo, esto podria ser causado por el bajo nimero de mutaciones que permite identificar
este panel (Alemar et al., 2016).

Lo anterior demuestra la necesidad de implementar nuevas técnicas con mayor eficiencia, lo
cual llevaria al aumento en la frecuencia de variantes identificadas. Esto se puede ver
reflejado con una publicacién muy reciente que utilizé la secuenciacion de nueva generacién
para un estudio en poblacidon mexicana con cancer de ovario donde el 33% de las pacientes
analizadas fueron positivas a mutacién (Gallardo-Rincén et al., 2020).

Durante la elaboracién del presente trabajo, 4 estudios en pacientes con cancer de mama se
publicaron en México donde utilizaron secuenciacién de nueva generacién. En Quezada et al.,
(2018) donde se identificd 7.6% de pacientes positivas a mutacién; sin embargo, no se
secuenciaron los genes completamente, lo que podria ser la razén de una positividad baja.
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Fernandez-Lopez et al. (2019) reportaron que 18% de su grupo de estudio mostraron
mutaciones patogénicas y otras 13 pacientes con mutaciones se identificaron por
amplificacidn de sondas dependiente de ligandos multiples en total 22.72%. Al mismo tiempo,
se publicaron otros estudios donde el 15% dieron positivos a mutacién (Millan et al., 2019) y
en Zayas-Villanueva et al. (2019) encontraron 13.8% de pacientes con mutacion (Zayas-
Villanueva et al., 2019).

En el presente estudio se determindé que el porcentaje de pacientes con mutaciones
detectadas es mayor a los trabajos reportados anteriormente en pacientes con cancer de
mama en poblacién mexicana, a pesar de que el tamafio de la muestra secuenciada fue
pequena. Lo cual demuestra que usar técnicas para la identificacion de mutaciones poco
sensibles o panel HISPANEL limita la identificaciéon de todas las mutaciones. Por lo tanto, la
implementacion de secuenciacion de nueva generacién es indispensable en los estudios
clinicos, ya que esta técnica, nos permite secuenciar regiones grandes del genoma con mayor
eficiencia, mayor precisidon y en menor tiempo. Sin embargo, el porcentaje también es mayor
a lo reportado en trabajos recientes donde la secuenciacion de nueva generacién se utilizo.
Para este resultado pudieron repercutir las caracteristicas de las pacientes seleccionadas en
este trabajo, lo que proporcionaria mayor nimero de pacientes positivas a mutacion.

La edad media al momento del diagndstico de las pacientes secuenciadas fue de 36.56 afios
(Figura 13), lo que concuerda perfectamente con lo reportado, donde la poblacién mexicana
presenta una edad mas temprana de padecer la enfermedad (35 anos) (Zayas-Villanueva et
al., 2019). Sin embargo, la edad promedio de diagndstico de las pacientes con mutacion
patogénica en BRCA (Tabla 2) fue de 40.5 afios, existiendo una diferencia de casi 10 afios con
respecto a otros estudios de poblacion mexicana donde se ha reportado que las mutaciones
se han presentado en pacientes con una edad <35 afios (Ruiz-Flores et al., 2002; Vaca-
Paniagua et al.,, 2012), esta diferencia podria ser explicada por las caracteristicas de las
pacientes, ya que estos estudios ocuparon como criterios inclusion la edad al momento de
diagndstico y no antecedentes de cancer de mama. Pero nuestra media de edad es muy
semejante a la reportada por Torres-Mejia et al. (2015). La media de edad de las pacientes sin
mutacién fue de 34 afios, menor a la reportada en otro estudio donde se reporto de 52 afios
(Torres-Mejia et al., 2015). Por otro lado, la paciente SH3 presentd una edad superior a los 50
afios al momento del diagndstico con resultado positivo de mutacion (Tabla 2); sin embargo,
tenia antecedentes familiares de primer grado y fue diagnosticada con cancer de mama
bilateral, ambos factores explicarian la presencia de cancer (Calderdn del Valle & Gallén, 2012;
Vaca-Paniagua et al., 2012) y de mutacidn aunque la edad sea superior a la reportada.

En el presente estudio, 78.26% de las pacientes analizadas tenian antecedentes familiares de
algun tipo de cancer (Figura 17) en comparacion con estudios donde esta caracteristica fue del
27% (Calderdn-Garciduefias et al., 2005) y 6% (Ruiz-Flores et al., 2002), en ambos estudios
solo 2 pacientes presentaron mutacidn en BRCA y las dos tenian antecedentes de cancer.
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Villarreal-Garza et al. (2015a) analizaron a un grupo de pacientes utilizando el panel HISPANEL
mediante espectroscopia de masas y ensayo de PCR, las pacientes que fueron negativas se
analizaron a base de amplificacién de sonda dependiente de ligadura multiple; sin embargo, el
nimero de pacientes con mutacion no aumento significativamente, mostrando un porcentaje
menor al que reportamos, dentro de su poblacién solo el 6% de las pacientes tenian
antecedentes de cancer. Justificando sus resultados limitados por el principio de la técnica, la
cual solo contiene sondas dirigidas a zonas con mutaciones especificas.

Los estudios recientes donde se implemento la secuenciacion masiva mostraron un bajo
porcentaje de pacientes con antecedentes de cancer. Quezada et al., (2018) reportaron 71.3%
de pacientes con familiares de cancer (siendo el mas alto con respecto a los 3 estudios
publicados posteriormente), a diferencia de Zayas-Villanueva et al. (2019) que informaron el
53%, Millan et al., (2019) su poblacién de estudio fueron pacientes con cancer de mama
esporadico. Fernandez-Lopez et al. (2019) analizaron 3482 individuos mexicanos sin cancer de
mama, solamente 0.43% presentaron mutaciones patogénicas en BRCA. El bajo porcentaje y
ausencia de antecedentes de cdncer en las pacientes serian factores determinantes de un bajo
numero de variantes identificadas en BRCA. En el presente estudio, la frecuencia alta de
mutaciones en BRCA podria ser a causa del porcentaje alto de pacientes con antecedentes de
cancer, esto se ve reflejado ya que el 87.5 % de las pacientes positivas a mutacion tenian al
menos un familiar con cancer.

Entre los diferentes tipos de cancer presentes en los familiares de las pacientes positivas a
mutacion, predomino el cancer de mama, ovario, préstata, colon y endometrio (Figura 17); sin
embargo, 4 de las 6 pacientes con mutaciones presentan antecedentes de cdncer de piel, dos
de ellas con mutaciones patogénicas, patologia que no se ha asociado tan frecuentemente
con mutaciones en BRCA (Figura 18).

La paciente SH12 (Tabla 1 y 2) no tuvo antecedentes de carcinoma mamario, pero pesenté
cancer de mama y de ovario, lo que apoya el supuesto que pacientes con multiples tipos de
cancer, especialmente estas dos neoplasias malignas, tienen mayor riesgo de presentar
mutaciones en BRCA como se reportd en un estudio de poblacién mexicana, donde el 50% de
las pacientes con mutacién fueron diagnosticadas con ambos tipos de cancer (Vaca-Paniagua
etal. 2012).

El cdncer de mama asociado a BRCA, al presentar un origen hereditario se esperaria que las
mutaciones a lo largo de varias generaciones fueran las mismas; sin embargo, en el presente
trabajo se analizaron unas trillizas las cuales corresponden a las pacientes SH1, SH2 y SH3
(Tabla 2 y Figura 18) todas diagnosticadas con cancer de mama. No obstante, las mutaciones
detectadas fueron diferentes; en SH1 y SH2 las cuatro mutaciones identificadas fueron
benignas y la edad al diagnéstico fue similar. Pero si comparamos la paciente SH1 y SH2 con
SH3 observamos resultados totalmente diferentes, primeramente no se observaron las 4
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mutaciones benignas, aunque si se presenté una mutaciéon benigna en SH3 pero diferente, la
cual se encontré en BRCA2 y se detectaron dos mutaciones patogénicas en BRCA1. Por otro
lado, la edad al diagndstico fue 7 afios posteriores a la edad de SH1 y SH2. Estos resultados
son diferentes a los que se reportd en otras trillizas, donde todas presentaron la misma
mutacion aunque solo dos habian desarrollado el cdncer, las cuales tuvieron cancer de mama
bilateral y la edad de diagnéstico fue la misma (Tomlinson et al., 1998).

La presencia de estas variantes patogénicas en SH3 podrian ser las responsables del
diagndstico de cancer de mama bilateral, como ha sido informado previamente, ya que estas
mutaciones aumentan el riesgo de un fenotipo de cancer mas agresivo y bilateral (Calderdn
del Valle & Gallén, 2012; Vaca-Paniagua et al., 2012). Por otro lado, comprobamos que las
mutaciones heredadas en BRCA no se heredan de la misma forma a todos los descendientes,
aunque la relacidn sea muy estrecha. Pero también, es muy probable que exista en estas tres
pacientes alguna mutacidon en otros genes que se asocian a cdncer de mama hereditario, que
explique el origen de cdncer en la paciente SH1 y SH2 como P53, RAD51, STK11, CDH1, NF1y
PTEN (Cardenas et al., 2019; Chirivella & Garcés, 2018; INFOCANCER, 2019; Quezada et al.,
2018).

Los porcentajes de cancer de mama ductal y lobulillar obtenidos en este trabajo concuerdan
claramente con los reportados en la literatura (American Cancer Society, 2019; Calderdn-
Garciduefias et al., 2005; Instituto Nacional del Cancer, 2020). La mayor frecuencia se
presentd en el tipo ductal (86.95%) con respecto al lobulillar (8.69%) (Figura 14), muy
semejante a lo reportado anteriormente en poblacién mexicana (Millan et al., 2019; Torres-
Mejia et al., 2015; Villarreal-Garza et al., 2015a; Zayas-Villanueva et al., 2019). También en
nuestro estudio se presentd bajo porcentaje, con el 4.34% de pacientes con cancer
tubulolobulillar, como se ha reportado que tiene una baja frecuencia, con un valor entre 3-
5.2%, siendo de los tipos de cancer mas extrafios que se presentan (Millan et al., 2019;
Villarreal- Garza et al., 2015a).

De acuerdo con el perfil molecular de las pacientes estudiadas se obtuvo que 39.13% fueron
luminal y 47.82% triple negativo (Figura 15), porcentajes que se salen de los establecidos de
manera normal, con 60% y 15% respectivamente (Cardenas et al., 2019; Instituto Nacional del
Cancer, 2020; Wang & Di, 2014), los HER-2 positivo no presentaron una variedad tan grande.
Especialmente se observa el aumento en el nimero de pacientes triple negativos, aunque se
sabe que la poblacién mexicana presenta mayor niumero de casos con este perfil molecular
(Cardenas et al., 2019), en un rango del 27-35% de este subtipo (Villarreal- Garza et al., 20153;
Zayas-Villanueva et al., 2019; Zayas-Villanueva et al., 2019). Sin embargo, nuestro trabajo
demuestra casi 10 veces mas los casos con este perfil molecular, esto se podria asociar con
uno de los criterios de inclusion, al seleccionar pacientes triples negativos lo que explica el
incremento en el nUmero de pacientes con este perfil.
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Se encontré que 50% de las pacientes con mutaciones patogénicas tuvieron cancer de mama
triple negativo, mayor a lo reportado anteriormente con un rango de 20-27% (Millan et al.,
2019; Villarreal- Garza et al., 2015a) este menor porcentaje en comparacién a lo reportado
por este trabajo, podria estar asociado con el uso del panel de detecciéon de 115 mutaciones
especificas y no toda la region de codificaciéon (Alemar et al., 2016; Villarreal-Garza et al.,
2015b).

Esto indica que la secuenciacién de nueva generacién es una herramienta que ayudaria a
identificar una mayor cantidad de mutaciones siempre y cuando se seleccione a la poblacién
de pacientes de manera d6ptima tomando en cuenta varios criterios que den un mejor
beneficio a la poblacion como son: Edad al momento de diagndstico menor a los 35 anos
cuando no se tenga antecedentes de cancer, si tiene antecedentes la edad de diagndstico se
puede extender hasta los 55 afios, presencia de cancer de mama y ovario, pero especialmente
cancer de mama triple negativo. En consecuencia, esto ayudaria a tener un mayor beneficio
en pacientes mexicanas, generando un mayor porcentaje de mutaciones detectadas en las
pacientes, con un impacto en el sistema de salud en México para combatir la enfermedad y
tener mejores estrategias de tratamiento.

La proporcion de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 de nuestro estudio (Tabla 4) se asemeja
mucho a lo que se reporta generalmente 80% y 20%, respectivamente. En contraste, un
estudio reciente en la poblacidn mexicana informé 40% de mutaciones en BRCA1 y 60% en
BRCA2 cuando se utilizd secuenciacion de nueva generacién (Fernandez-Lopez et al., 2019) lo
que podria hacer creer que esta nueva técnica de secuenciacién, estuviera descubriendo que
la poblacién mexicana presenta mayor cantidad de mutaciones en BRCA2. Sin embargo,
nuestro estudio demuestra que a pesar de la implementacion de una técnica de secuenciacién
similar, el porcentaje de mutaciones patogénicas en BRCA1 (85.71%) fue mayor a la de BRCA2
(14.28), como ya se habia reportado anteriormente en poblacién mexicana (50-80% en BRCA1
y 15-40% en BRCA2) (Gallardo-Rincén et al., 2020; Millan et al., 2019; Quezada et al., 2018;
Torres-Mejia et al., 2015; Villarreal- Garza et al., 2015a; Zayas-Villanueva et al., 2019). Esta
diferencia entre ambos genes, podria ser explicada por la cantidad de repeticiones Alu
presentes en BRCA1 (Narod & Faulkes, 2004), teniendo en total 138 lo que corresponde al
41.5% de la secuencia del gen, también el 41.9% de BRCA1 esta compuesto de elementos
repetitivos intercalados no Alu, estas regiones repetidas favorecen y son las causantes de los
reordenamientos genéticos y cromosdmicos (Hansen et al., 2009; Smith et al, 1996) y aunque
BRCA2 es mas grande que BRCA1, las repeticiones Alu son menores (Hansen et al., 2009) lo
que podria explicar el menor nimero de mutaciones en BRCA2 y ausencia de grandes arreglos
genéticos.

El 42.87% de las mutaciones patogénicas detectadas correspondian a grandes arreglos
genéticos, todos localizados en BRCA1 presentes en las pacientes SH3, SH12 y SH21 (Tabla 2),
en otros estudios se ha encontrado solamente el 9.2 % (Hansen et al., 2009). En varios paises
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se ha encontrado que la proporcion va de 8-15% y se ha reportado que en los Paises Bajos e
Italia es en donde se localiza el mayor porcentaje de grandes rearreglos (Vasickova et al.,
2007), por lo cual, la secuenciacién de nueva generacién también aumenta la posibilidad de
detectar un mayor numero de grandes arreglos debido a la secuenciacién completa de los
genes BRCA.

De las 12 diferentes mutaciones reportadas, el 16.66% (Tabla 5) no se habian informado
anteriormente en poblacién Mexicana (Exénl18del y Tyr3009fs). Las 5 mutaciones no
patogénicas p.Pro871Leu, p.Serl634Gly (p.Ser1613Gly), p.Lys1183Arg, p.Glul038Gly vy
p.Lys3326Ter (Tabla 3) ya habian sido reportadas anteriormente (Calderén-Garciduefias et al.,
2005; Fernandez-Lopez et al., 2019; Vaca-Paniagua et al., 2012; Zayas-Villanueva et al., 2019).

La mutacion Alal729Glu también conocida como Alal708Glu ya se ha reportado en pacientes
mexicanas (Fernandez-Lopez et al., 2019; Millan et al., 2019; Torres-Mejia et al., 2015;
Villarreal-Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et al., 2015b; Zayas-Villanueva et al., 2019) es
una mutacion fundadora espafiola y colombiana (Ossa & Torres, 2016; Torres-Mejia et al.,
2015; Villareal-Garza et al., 2015b) y se ha encontrado con alta frecuencia en poblacidn Latina
del sur de California (Ossa & Torres, 2016; Torres-Mejia et al., 2015).

Es un cambio de base que podria afectar la interaccién entre BRCA1 y varios reguladores de la
transcripcién (Figura 19), principalmente modificadores epigenéticos como HDAC (Champan &
Verma, 1996) y las helicasas BACH1 (Clark et al., 2012) y RHA (Champan & Verma, 1996), ya
gue se ha demostrado que la mutacion M1775E ocasiona la pérdida de interaccién BRCA1 y
RHA (Anderson et al., 1998). Por otro lado, podrian presentarse fallas en la interaccion con la
ARN pol Il (Yarden & Brody, 1999), debido a que la pérdida de 11 aminodcidos en el extremo
carboxilo de BRCA1 demostrd ausencia en la interaccion con esta polimerasa (Scully et al.,
1997a); sin embargo, se sabe que en el extremo amino existe otro sitio que permite la
interaccion con la ARN pol Il (Chiba & Palvin, 2002). Todas estas proteinas involucradas en la
regulacidn transcripcional interaccionan con los dominios BRCT.

La ausencia de estas interacciones podria ser explicada porque la mutaciéon estaria presente
en el primer dominio BRCT (1649-1737 aminodcidos) (Yarden & Brody, 1999), ambos dominios
son los responsables de la actividad transcripcional de BRCAL. El conjunto de alteraciones
explicarian la pérdida de la actividad transcripcional generada por esta mutacidn como ya se
habia reportado antes (Chapman & Verma, 1996; Monteiro, August y Hanafusa, 1996) lo que
llevaria a la baja transcripcion de genes activados por daifo en el ADN, entre ellos los
involucrados en la muerte celular por apoptosis como GADD45 (Harkim et al., 1999; Li et al.,
2000) y los represores del ciclo celular como P21 ya que el dominio BRCT es fundamental para
la transcripcién de este supresor tumoral (Li et al., 1999) llevando a una proliferacién celular
descontrolada, por lo que es muy probable que los niveles de expresién de P21 en esta
paciente se encuentren bajos.
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La mutacion exdn 18-19del se ha reportado en dos pacientes con cancer de ovario en México
(Gallardo-Rincén et al., 2020; Villarreal- Garza et al., 2015a), por lo cual, este es el primer
trabajo donde se reporta la mutacién en una paciente con cancer de mama en poblacidon
mexicana. También se tiene reporte de esta mutacion en una paciente de Republica Checa
(Vasickova et al., 2007). Se ha predicho que la delecion de ambos exones puede llevar al
truncamiento de la proteina en el coddén 1693 y su origen es por la presencia de una secuencia
Alu (Vasickova et al., 2007). Los exones 18 y 19 codifican los residuos que forman parte de los
dominios BRCT (Figura 19) (Hollis, Churchman y Gourley, 2017; Wu et al., 1996; Yarden &
Brody, 1999), por lo cual los efectos serian muy similares a los mencionados en la mutacion
Alal729Glu, principalmente ausencia de actividad transcripcional, lo que llevaria a niveles
disminuidos de P21 en esta paciente. Como se observd en células transfectadas con BRCA1
carentes de estos dominios de transactivacion, donde las células fueron deficientes en la
expresion de P21 (Somasundaram et al., 1997).

La delecién del exdn 18 no se ha reportado anteriormente, sin embargo, ClinVar menciona
que esta delecidn también se conoce como delecién del exdn 19, mutacidn de la cual existe
solo un reporte (Hansen et al., 2009). Esta mutacidn estaria completamente relacionada a
fallas en interacciones con proteinas reguladoras de la transcripcidn y ausencia de los
dominios BRCA (Figura 19), lo que llevaria a la pérdida transcripcional de BRCA1 como se
describid en las mutaciones Alal729Glu y exdn 18-19del, por ello se esperaria que la pacientes
tenga niveles de expresidon de P21 disminuidos.

La mutacion Argl443ter ya se ha reportado anteriormente en México en pacientes con cancer
de mama (Fernandez-Lopez et al., 2019; Millan et al., 2019; Torres-Mejia et al., 2015;
Villarreal-Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et al., 2015b; Zayas-Villanueva et al., 2019) y en
cancer de ovario (Gallardo-Rincén et al., 2020). Es una mutacidn principalmente observada en
mujeres de origen Europeo occidental (Villareal-Garza et al., 2015b).

Esta mutacién carece de los residuos que forman parte del dominio SCD (aminodacidos 1280-
1524) (Cortez et al., 1999; Gatei et al., 2001; Hollis, Churchman y Gourley, 2017), lo que
llevaria a la usencia de residuos de serina necesarios para la activacion de BRCA1 por parte de
proteinas sensoras de dafio como son ATM (Cortez et al., 1999; Gatei et al 2001) y ATR (Gatei
et al 2001) (Figura 19). En ensayos donde células a las cuales se les cambiaron los residuos de
serina por alanina en el dominio SCD, no mostraron fosforilacion en BRCA1 por ATM y se
volvieron sensibles a la radiacion con actividad proliferativa alta (Cortez et al., 1999). Por otro
lado también existiria ausencia de los residuos que forman parte del dominio coiled-coil
(aminodcidos 1364-1473) (Clark et al., 2012; Hollis, Churchman y Gourley, 2017), por lo cual
BRCA1 no podria interaccionar con PALP2, asi mismo tampoco activar a BRCA2 ya que los
residuos que permiten la interaccion con BRCA2 no estarian presentes (1314-1756) (Chen et
al., 1998a). Esta mutacion probablemente también estaria involucrada en la mala regulacion
de RB, ya que mutaciones en el extremo carboxilo (Y1853X y M1775R), han demostrado
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pérdida de interaccidon entre BRCA1 y RB, lo que lleva a que este ultimo supresor de tumores
libere al factor de transcripcion E2F induciendo a proliferacién (Yarden & Brody, 1999).

El truncamiento de la proteina también llevaria a fallas en la regulacion de la transcripcion al
estar ausente los dominios BRCT (Wu et al., 1996) repercutiendo en la disminucion de los
niveles de P21, por las caracteristicas mencionadas en las mutaciones anteriores (Alal729Glu
y Exén 18-19del), esta idea se ve reforzada porque células que fueron transfectadas con
BRCA1, la cual presentaba 7 mutaciones diferentes a lo largo del extremo carboxilo, todas las
variantes mostraron alteracién en su actividad transcripcional (Monteiro, August y Hanafusa,
1996).

Por otro lado, los residuos 1760-1863 permiten la interaccién con P53 (Deng & Brodie, 2000),
por lo cual, la ausencia de estos residuos llevaria a fallas en la activacion de P53 y muy
probablemente bajos niveles en la expresién de esta proteina debido a la falta de
autoactivaciéon de su promotor, ya que P53 al ser activado induce su propia transcripcion
(Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013; Maclachlan, Takimoto y El-Deiry, 2002) y tampoco
podria inducir la transcripcidén de P21 (Brugarolas et al., 1995; Kitagishi, Kobayashi y Matsuda,
2013; Pitolli et al., 2019).

Sin embargo, los cambios en los niveles de expresion de P53 podrian no ser tan significativos
porque BRCA1 presenta otro sitio de unidon a este supresor de tumores, correspondiendo a los
residuos 521-557 (Deng & Brodie, 2000), este sitio podria reemplazar la funcién del segundo
sitio presente en el extremo carboxilo terminal que estaria ausente. Todas estas alteraciones
podrian conducir a la pérdida del control del ciclo celular y al aumento en la proliferacion,
como se observo en una linea celular no tumoral donde se introdujo una secuencia que
incluye los aminodcidos 1293-1863, de tal forma que compitiera con BRCA1 wild-type por sus
proteinas blanco, esto produjo, que P53 fuera capturado por la secuencia de aminodcidos,
llevando a una pérdida de los puntos de control y las células mostraron tasas de crecimiento
mas rapido adquiriendo caracteristicas tumorales (Larso et al., 1997).

Asp936fs ya se ha reportado en pacientes mexicanas con cancer de mama (Millan et al., 2019;
Vaca-Paniagua et al., 2012; Villarreal- Garza et al., 2015a; Villareal-Garza et al., 2015b) y en
cancer de ovario (Gallardo-Rincén et al., 2020). La pérdida de 4 pares de bases lleva al cambio
en el marco de lectura, con una proteina formada de una secuencia de aminodcidos diferente
a la original, esto genera una proteina no funcional o que se forme un codén de parada
produciendo una proteina truncada (Chapman & Verma, 1996). Lo que repercute muy
probablemente en la pérdida de la secuencia correcta de una parte de la regidn que permite
la interaccion con RAD51 (758-1064) (Clark et al., 2012; Scully et al., 1997c) y de la region que
interacciona con el ADN (452-1079) (Paull et al., 2001) lo que estaria implicado en fallas en la
reparacion del mismo (Figura 19). Por otro lado, es muy probable que los efectos presentados
en las mutaciones anteriores también se presenten, por lo que se verian comprometidas las
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regiones de actividad transcripcional, el cambio en el marco lectura afectaria hasta el
aminodcido 1863, llevando a un decremento en la transcripcién de P21 y asi mismo se veria
afectada la region que interacciona con P53 llevando a un decremento del mismo.

La delecién de los exones 8-11 también se ha conocido como delecién de los exones 9-12 (Clin
Var), la cual corresponde a la mutaciéon fundadora mexicana (Gallardo-Rincon et al., 2020).
Esta mutacion presentd una frecuencia muy baja en nuestro estudio, correspondiendo al
14.28% de todas las mutaciones patogénicas. Esto en contraste con otros estudios que
reportaron 21.4% (Zayas-Villanueva et al., 2019), 29% (Quezada et al. 2018; Villarreal- Garza et
al., 2015a) y hasta 41% (Villarreal-Garza et al., 2015b) de los casos que presentaron esta
mutacion.

Esta mutacién lleva a la pérdida de mas del 50% de la proteina debido a la delecion del exdn
11 (residuos 224-1365), la ausencia de la region codificada por estos exones llevaria a la falta
de interaccion entre BRCA1 y c-Myc (aminoacidos 175-511) (Clark et al., 2012), conduciendo a
la ausencia de la represién de la actividad del oncogén c-Myc y la mala regulacién del supresor
de tumores RB (304-394 aminoacidos) (Clark et al., 2012) favoreciendo sefales de
proliferacién. Estos exones también codifican las dos secuencias de localizacién nuclear (NLS1
500-508 y NLS2 609-615 aminoacidos) (Clark et al., 2012; Monteiro, August y Hanafusa, 1996)
generando pérdida de la translocacién a sitios con dafio en el ADN. Parte de estas secuencias
codificadas por estos exones permiten la interaccion con RAD50 (aminodcidos 341-748) (Clark
et al., 2012; Zhong et al., 1999) y RAD51 (aminoacidos 758-1064) (Clark et al., 2012; Scully et
al., 1997c), por lo cual llevaria a fallas en los mecanismos de reparacion del ADN. También se
pierde la secuencia que permite la interaccion de BRCA1 con el ADN (aminoacidos 452-1079)
(Paull et al., 2001).

Estos exones también codifican la regidn que permite la interaccién con y-tubulina
(aminoacidos 504-803) (Hsu, Doan y White, 2001), lo cual podria llevar al aumento en el
nimero de centrosomas y a un proceso de divisiéon celular inadecuado conduciendo a
aberraciones cromosdmicas. Estos exones también codifican la primera regidén que permite la
interaccion con P53 (aminoacidos 224-803) (Deng & Brodie, 2000), ratonas que presentan una
delecién del exdn 11 en BRCA1 muestran ausencia en la interaccion entre ambas proteinas lo
gue acelera la formacidén de tumores (Xu et al., 1999). Es por ello, que esta paciente
probablemente tenga disminuidos los niveles de expresion de P53 por falta de su activacion,
sin embargo podrian no ser tan bajos, recordemos que se tiene el segundo sitio de union a
P53 en el extremo carboxilo (Deng & Brodie, 2000), pero los niveles de expresion de P21 es
muy probable que sean normales, ya que la regién responsable de la actividad transcripcional
en el extremo carboxilo no se veria afectada.

Pero las fallas de la proteina no solo se pueden atribuir a la ausencia de la regién de
aminoacidos que se asocia con una funcién en particular, sino que también por los defectos
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en el plegamiento de la proteina causado por las mutaciones, se ha observado que la proteina
BRCA1 puede tolerar truncamientos de solo ocho aminodcidos, la eliminacién de nueve
codones conduce a defectos de plegamiento (Vasickova et al., 2007) lo que podria explicar el
mal funcionamiento de las mutaciones exdon 18-19del, Argl443ter y exén 8-11del, por lo cual
es probable que las pacientes SH3, SH12 y SH21 tengan una proteina mal plegada.

La mutacion Tyr3009fs es la Unica de tipo patogénica que se identific6 en BRCA2, no se ha
reportado en poblacién mexicana y se ha asociado con descendencia espafiola (Campos et al.,
2003). Recientemente, esta mutacion se identificd en una paciente con cancer de mama en
Argentina, también por secuenciacidon de nueva generacidn (Solano et al., 2018).

La delecion de 5 pares de bases lleva al cambio en el marco de lectura y con ello
modificaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina a partir del aminodcido 3009.
Esto llevaria muy probablemente a la pérdida de la interaccién con RAD51 ya que cambiaria la
secuencia de aminodcidos responsables de esta interaccién (aminoacidos 3265-3302) (Hollis,
Churchman y Gourley, 2017; Marston et al., 1999; Mizuta et al., 1997; Sharan et al., 1997,
Thorslund, Esashi y West, 2007; Tutt et al., 2001a), que es indispensable para la actividad de
BRCA2 en la reparacién del ADN por recombinacion homadloga, muy parecido a lo demostrado
en ratones, donde la introduccion de una region de aminodcidos (3056-3328) que compite con
BRCA1 wild-type por RAD51, llevé a que RAD51 no se encontrara disponible y BRCA2 no se
uniera con RAD51 demostrando fallas en la reparacion del ADN (Mizuta et al., 1997). El
extremo carboxilo también contiene los dos sitios de localizacién nuclear (NLS 1: 3266-3269 y
NLS: 3313-3330 aminoacidos) (Esashi et al., 2005; Hollis, Churchman y Gourley, 2017; Spain et
al., 1999; Tutt et al., 2001a), por lo cual, es muy probable que BRCA2 no pueda ser dirigido al
nucleo y no pueda traslocar a RAD51 a sitios con dafio en el ADN, debido a que proteinas
BRCA2 que fueron deletadas de los residuos 2889-3414 no pudieron ser traslocadas al nucleo
permaneciendo siempre en el citoplasma (Spain et al.,, 1999). En células embrionarias
ausentes del exdn 27 en BRCA2 mostraron ausencia en la reparacién por recombinacion
homologa y fallas en la localizacion nuclear de RAD51 después que las células fueron
expuestas a radiacion (Tutt et al., 2001a).

El cambio en el marco de lectura afectaria la serina 3291 (Esashi et al., 2005) y daria origen a
otro aminoacido, este aminoacido es indispensable para la activacion de BRCA2 que permite
la regulacién y activacion de RAD51 durante el daio al ADN. Cuando se sustituyd la serina por
glutamato o alanina se perdid la interacciéon de BRCA2 con RAD51, y se observaron fallas en la
reparacion del DSB (Esashi et al., 2005). Por lo cual, esta mutacién estaria implicada
completamente en fallas en la reparacidon del ADN. Esta paciente es muy probable que no
presente alteraciones en los niveles de expresién de P53 ni P21, dado que BRCA2 no tienen
ninguna interaccidon con ninguno de estos supresores de tumores.
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La presencia de la mutacidn p.GIlu575fs en la paciente que fungid6 como control 2
diagnosticada con céncer de ovario, con el subtipo carcinoma seroso de alto grado, este
subtipo de cancer es el principalmente causado por mutaciones en BRCA (Gallardo-Rincén et
al., 2020). Esta mutacion se reporto recientemente en la poblacion mexicana en una paciente
con cancer de ovario (Gallardo-Rincén et al., 2020) lo que es muy probable que sea una
mutacidn exclusiva de cdncer de ovario.

Al analizar el tratamiento suministradé a las 6 pacientes portadoras de mutaciones
patogénicas (Tabla 6), solamente la paciente SH10 fue tratada con quimioterapia a base de
sales de platino, lo que demuestra un tratamiento inadecuado en este grupo de pacientes. Se
ha demostrado que la base principal de la quimioterapia en las pacientes con mutaciones en
estos genes son las sales de platino como el carboplatino y cisplatino, demostrando que el uso
de carboplatino genera una mayor supervivencia libre de enfermedad (Cardenas et al., 2019).
Sin embargo, en los ultimos afios se ha encontrado que el uso de inhibidores de PARP, como el
Olaparib, muestra muy buena respuesta entre las pacientes con cdncer de mama causado por
BRCA (Karakasis et al., 2016), demostrando una mayor supervivencia libre de progresion en las
pacientes (Cardenas et al., 2019). Lo que ha llevado a determinar que la base de tratamientos
de estas pacientes es Olaparib mas carboplatino o cisplatino (Cardenas et al., 2019; Karakasis
et al., 2016), sin embargo, en el grupo de pacientes positivas a mutaciones en este estudio no
se cumple con este plan de tratamiento, esto podria ser ocasionado por la usencia de estudios
gue identifiquen estas mutaciones. Esto lleva a pérdidas de vidas innecesarias, ocasionado por
la falta de tratamientos adecuados que ya se han demostrado que tienes un mejor beneficio y
ya se tienen implementados en las areas clinicas.

Sin embargo, también demostramos que existe un retroceso en los tratamientos, dado que las
pacientes SH3 y SH10 (Tabla 5) fueron tratadas con hormonoterapia cuando su subtipo
molecular es triple negativo, los beneficios obtenidos son minimos o peor aun nulos, cuando
el tratamiento principal para los subtipos triple negativo es la quimioterapia a base de sales de
platino (Cardenas et al., 2019). En 2019, el medicamento de inmunoterapia Atezolizumab
(Tecentriq), fue aprobado junto con el medicamento de quimioterapia nab-paclitaxel
(Abraxane) para su uso en mujeres con cancer de mama triple negativo avanzado que produce
la proteina PD-L1 (American Cancer Society, 2019).

Las pacientes que responderian mejor a los tratamientos hormonales, como los inhibidores de
aromatasa o los antiestrégenos, serian las pacientes SH14 y SH16 que presentan el subtipo
molecular Luminal A, ya que se ha encontrado que responden muy bien aunque tengan la
mutacion (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019), sin embargo la paciente
SH16 no ha recibido alguno de estos tratamientos. Por su edad se le deberia de dar
antiestrégenos y no inhibidores de aromatasa, este es para pacientes postmenopadusicas.
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Es muy importante que los descendientes y familiares cercanos de estas pacientes puedan ser
revisadas constantemente y realizar la secuenciacion para identificaciéon de variantes, ya que
existe una probabilidad alta que presenten la mutacién. La identificacion de mutaciones
podria llevar a la implementacion de estrategias de prevencidn muy eficientes. Se ha
recomendado hacer seguimiento clinico desde los 25 afios y hacer cada afio una resonancia
magnética en estas mujeres o familiares, la cual tiene mayor capacidad de detectar tumores
en pacientes mas jévenes y causar menos dafio (Instituto Nacional del Cancer, 2018). Por otro
lado, se ha recomendado que las mujeres portadoras de una mutaciéon aumenten el periodo
de lactancia, dado que se ha encontrado que la lactancia en mujeres portadoras de
mutaciones en BRCA1 disminuye el riesgo de desarrollar cancer (Zayas-Villanueva et al., 2019).

Los tratamientos hormonales se recomiendan como métodos de prevencion y en estado
temprano de cancer (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019). Asimismo, la
cirugia preventiva entre ellas la mastectomia reductora de riesgo (MRR) también denominada
mastectomia profilactica (puede ser contralateral o bilateral), la ooferectomia o Ia
salpingooforectomia profildctica (American Cancer Society, 2020; Cardenas et al., 2019;
Instituto Nacional del Cancer, 2018; Karakasis et al., 2016). La MRR reduce el riesgo de cancer
de mama en un 90% en pacientes portadoras de mutaciones y en un 95% cuando se
acompafia de una salpingooforectomia bilateral (Cardenas et al., 2019), por otro lado la
salpingooforectomia sola presenta una reduccién de riesgo del 56% (Instituto Nacional del
Cancer, 2018).

Las pruebas genéticas de BRCA son de gran relevancia porque proporcionan informacién
sobre el posible efecto en la proteina y las alteraciones en la interaccidon con sus proteinas
blanco, permiten un tratamiento clinico adecuado y nuevas estrategias para las pacientes
afectadas, asi como un enfoque clinico preventivo a los miembros de la familia antes del
desarrollo del cancer (Vaca-Paniagua et al., 2012).

Para confirmar los posibles efectos de las mutaciones detectadas en BRCA en las pacientes
portadoras de alguna mutacién sobre los niveles de expresién en P53y P21, se ocupd la linea
celular HCC1937 y otras 4 lineas celulares sin mutacion. La linea celular HCC1937 fue
seleccionada por ser obtenida de una paciente trilliza, diagndstico molecular triple negativo y
ser portadora de una mutacidn (Tomlinson et al., 1998).

Las células HCC1937 presentan una mutacion en el extremo carboxilo de BRCA1 (Glul756fs),
una insercién de una citosina en el nucleétido 5382 generando un cambio de marco de lectura
y dando origen a un coddn de paro en la posicion 1829 (Li et al., 1999; Tomlinson et al., 1998).
Por lo cual, el mal funcionamiento de la proteina se relaciona principalmente a danos en los
dominios BRCT, especialmente el segundo dominio BRCT (1756-1858 residuos) (Yarden &
Brody, 1999) es decir fallas en la actividad transcripcional de BRCA1 como se describié en las
mutaciones Alal729Glu, exén 18-19del y la delecidn del exdn 18. Por tal motivo se esperaria
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una disminucidn en los niveles de P21 y fallas en el arresto del ciclo celular, se ha demostrado
que esta linea celular presenta fallas en el punto de control G2/M, cuando se transfecta con
BRCA1 wild-type se recupera la funcionalidad del punto de control (Ruffner et al., 2001).
También se esperaria disminucién en la activacién de P53 y en sus niveles de expresion al
estar alterada la region de BRCA1 que permite la interaccién con P53 (1760-1863) (Deng &
Brodie, 2000).

Sin embargo, cuando analizamos los niveles de expresién de P53 y P21 los resultados no
fueron los esperados, ya que los niveles de expresidn en ambos genes fueron superiores en
HCC1937 en comparacion al resto de las lineas celulares que no presentan mutacién (Figura
20).

Esto se podria explicar porque BRCA1 presenta la mutacion en el extremo carboxilo, sin
embargo la segunda regidn (residuos 224-500) que permite la interaccién con P53 (Deng &
Brodie, 2000), podria recuperar la funcién de activacion de este gen. De tal forma que BRCA1
al activarse induce la autotranscripcion de P53y transcripcién de P21 (Brugarolas et al., 1995;
Kitagishi, Kobayashi y Matsuda, 2013; Pitolli et al., 2019), lo que explicaria los niveles elevados
de ambos genes. Sin embargo, los niveles de transcripcion entre lineas celulares tendrian que
ser muy similares, porque ninguna linea fue expuesta agentes que indujeran muerte o estrés
celular.

Estos resultados podrian llevar a pensar que las pacientes portadoras de mutacion en BRCA no
presentan alteraciones en los niveles de expresion de P53 ni P21, sin embargo, el ambiente y
condiciones de un cultivo celular a un ambiente tumoral es muy diferente, lo que podria
ocasionar que no se tenga realmente los patrones de expresién, esto dificulta comprender
como las mutaciones presentes en las pacientes en los genes BRCA afectan la expresion de
ambos genes.

Por lo cual, es necesario hacer estudios de las variaciones en los niveles de expresién en P53y
P21 en pacientes portadoras de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 que nos permitan determinar
con claridad si las mutaciones repercuten en la represidon transcripcional de otros genes
supresores de tumores como son P53y P21.
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10.CONCLUSIONES

La secuenciacién de nueva generacion llevd a tener el mayor porcentaje de pacientes con
cancer de mama con mutaciones en BRCA que se ha reportado en poblacién mexicana.

La secuenciacion de nueva generacion podria presentar un beneficio mayor en pacientes que
sean seleccionadas con criterios rigurosos que aumenten el riesgo de presentar mutaciones
en BRCA. Con este punto se enfatiza la necesidad de la colaboracién multidisciplinaria en
beneficio a la salud.

La implementacién de una nueva técnica de detecciones permitié la identificacion de dos
nuevas mutaciones que no se habian reportado anteriormente en poblacién mexicana. Por lo
cual hay mutaciones que siguen sin ser identificadas.

La ausencia de estudios y técnicas que permitan la identificacién adecuada de mutaciones en
BRCA en México, influyen en el manejo y pronostico tardio de las pacientes e incorrecto
tratamiento.

Se sugiere retomar la evaluacidon del nivel de expresion de P53 y P21 en las pacientes con las
mutaciones identificadas en BRCA.

La secuenciacion de nueva generacidon debe ser implementada en el sector salud para el
diagndstico de cdncer de mama hereditario y en otras patologias de origen genético, lo que
llevaria a un beneficio tanto de la paciente como de la Secretaria de Salud en los tratamientos,
costos y disminuir el indice de mortalidad.

La importancia del analisis de padecimientos de origen genético es importante, ya que se
minimizaria el riesgo de presentarse la enfermedad en generaciones futuras.

Posgrado en Ciencias Bioldgicas ~71~ Facultad de Medicina - HGM



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO HERNANDEZ VAZQUEZ ALFONSO

11.PERSPECTIVAS

El presente trabajo abre una ventana muy importante y demuestra la necesidad de
implementar la secuenciacién de nueva generacion en la identificacion de variantes en los
genes BRCA para el correcto diagnéstico de las pacientes con cdncer de mama en poblacidn
mexicana que lleve a un tratamiento correcto y eficiente para esta poblacidon de mujeres.

Sin embargo, es necesario un estudio con mayor cantidad de pacientes que puedan ser
analizadas para incrementar la muestra de pacientes con mutaciones, asi mismo, es
indispensable realizar un estudio que incluya muestras de pacientes originarias de diferentes
estados de la republica, mediante secuenciacidon de nueva generacidn. Lo anterior, permitiria
conocer las principales variantes de los genes BRCA que se encuentran en la poblacidn
mexicana, las cuales se desconocen por ausencia de métodos precisos de detecciéon de
variantes y por falta de estudios en poblaciones de varios estados de la republica mexicana.

Las complicaciones en el presente trabajo para evaluar los niveles de expresidn en los genes
supresores de tumores P53 y P21 en pacientes con mutacion en BRCA, llevé a suponer en base
a la literatura, cuales podrian ser los efectos de cada mutacién detectada sombre los niveles
de expresidn en estos genes supresores, pero es necesario comprobar si las pacientes SH10,
SH12 y SH16 presentan alteraciones en los niveles de expresién de P53; y si las pacientes SH3,
SH10, SH16 y SH21 presentan alteracion en la expresién de P21.

Aungue nuestro modelo de lineas celulares demostré que los niveles de expresién en P53y
P21 se ven menos afectados en la linea celular con mutacidn, se tendria que comprobar este
comportamiento en los pacientes. Por lo cual, es indispensable determinar las alteraciones en
los niveles de expresidon de estos genes supresores de tumores, en las pacientes que son
positivas a mutacién, para comprender la forma de regulacion en BRCA1, P21y P53.
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13. APENDICE

Tabla 1: Caracteristicas de las 23 pacientes seleccionadas que fueron secuenciadas y las 3 mujeres incluidas
como controles. Se muestran datos de las 26 mujeres secuenciadas: diagndstico de tipo de cancer que
presentan, edad de diagndstico, inmunohistoquimica e historia familiar. Las tres muestras control, ninguna
presenta diagnostico de cancer de mama, sin embargo, el control 1 presenta hiperplasia ductal de mama,
control 2 presenta cancer de ovario y ambas presentan antecedentes heredofamiliares de cancer de mamay
ovario respectivamente. El tercer control no cuenta con ningun tipo de cancer ni antecedentes familiares.

Paciente Diagnostico Edad Inmunohistoquimica Historia Familiar

SH1 Cancer de mama 46 afios Triple negativo -Mama con cancer de mama  +
-Dos hermanas con cancer de mama
-Tia materna cancer de ovario +
-Abuela materna cancer de ovario
-Prima materna cancer de mama
-Tia y tio materno cancer de piel

SH2 Cancer de mama 46 afios -Mama con cancer de mama +

- -Dos hermanas con cancer de mama
-Tia materna cancer de ovario +
-Abuela materna cancer de ovario
-Prima materna cancer de mama
-Tia y tio materno cancer de piel

SH3 Cancer de mama 53y 69 Triple negativo -Mama con cancer de mama +
bilateral afios HER2/neu -Dos hermanas con cancer de mama
-Tia materna cancer de ovario +
-Abuela materna cancer de ovario
-Prima materna cancer de mama
-Tia y tio materno cancer de piel

SH4 Céancer de mama 29 Triple negativo -Mama con cancer de mama
afios -Abuelo materno con cancer de
prostata

-Tio paterno con cancer de piel
-Tia materna con cancer de mama
-Hermana con cancer no especificado

SH5 Cancer de mama 33 afios Triple negativo -Tia materna con cancer de ovario +
-Prima materna con cancer de mama
-Tia materna con cancer de mama
-Dos primas maternas con cancer de

ovario +

SH6 Céancer de mama 24y 25 Triple negativo -Abuela materna con cancer de mama

bilateral afos

SH7 Cancer de mama 38 afios Luminal A -Abuela materna cancer de mama +
-Abuelo materno con cancer de
pulmén +
-3 tias y 2 tios abuelos maternos
cancer de pulméon  +
-2 tias maternas cancer de pulmén
+
-Prima materna cancer cervicouterino
+
-Hermana materna cancer de mama,
con mutacion en BRCA2
(c.1813dupA)
-Tia paterna cancer gastrico +

SH8 Cancer de mama 34 afios Triple negativo -Hermana cancer de mama +
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SH9 Cancer de mama 30 Luminal A | -2 tias maternas con cancer de mama
afios -Abuela paterna con cancer de mama +
-Mama con cancer cervicouterino +
SH10 Céancer de mama 36 Triple -2 tias paternas con cancer de mama
afos negativo -Prima paterna con cancer de mama
-Tia paterna con cancer de ovario
-Abuela materna con cancer de colon
-Tia paterna con cancer de piel
-Prima con cancer de mama +
-Tio paterno cancer de préstata
SH11 Céncer de mama 37 afios Triple -Se desconoce
Tumor en ovario negativo
SH12 Céncer de mama 49y 45 - -Sin antecedentes heredo familiares
Cancer de ovario afios
SH13 Cancer de mama 24 afios Luminal B -Mama con cancer de mama
Leucemia -Tia materna con cancer de mama +
-Primo materno con cancer de colon
SH14 Céancer de mama 30 arfios Luminal A | -Tio materno con cancer de colon +
-Abuela materna con cancer de
endometrio +
-Tio materno con leucemia +
SH15 Céancer de mama 43 Luminal B | -Mama con cancer de mama +
afos -Abuela materna cancer de colon
SH16 Cancer de mama 36 afios Luminal A | -Mama con cancer de mama
Carcinomatosis meingea -Prima materna con cancer de mama
bilateral
SH17 Céancer de mama 35 afios Luminal A | -Prima paterna con cancer de mama
bilateral
-Tio paterno con cancer de es6fago +
-Abuelo paterno con cancer de prostata +
SH18 Céncer de mama 33 Triple -Mama con cancer de mama
anos negativo -Media hermana con cancer de mama,
fallecida a los 36 afios
-Tia materna cancer de endometrio
SH19 Cancer de mama 31 afios HER2 + -Sin antecedentes heredo familiares
SH20 Cancer de mama 40 afios Luminal A | -Sin antecedentes heredo familiares
Cancer de ovario
SH21 Céncer de mama 39 afios Triple -Hermana con cancer de mama
negativo
SH22 Cancer de mama 49 afios Luminal A | -Mama con cancer de mama
SH23 Cancer de mama 30 Triple -Sin antecedentes heredo familiares
afos negativo
Control | Hiperplasia ductal usual de 43 afios NA -Mama con cancer de mama
1 mama -Abuela con cancer de mama
SH24
Control Carcinoma seroso de alto 40 afios NA -Abuela paterna cancer de ovario +
2 grado
SH25
Control No presenta 40 afios NA No presenta
3
SH26
: Fallecidos
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» MEDIOS DE CULTIVO
D-MEM

- Medio D-MEM (GIBCO)

= INSUIING i 1.38 ml
- HidrocortisoNa.......cececerveveinrinineisece et 1ml

= HEPES. et 10 ml

- Antibidtico penicilina/estreptomicina (Gipco).........10 ml

| = = T OO TSRO 50 ml

El medio, insulina, hidrocortisona, HEPES y antibidtico fueron disueltos en 850 ml de agua
bidestilada. Posteriormente se suplementé con SFB (5%) y se ajusté a un pH entre 7.2-7.3 para
finalmente aforar a 1 Lt.

El medio fue esterilizado por medio de filtrado a vacio a través de una membrana de poro de 22
pum. Se almacené a 4°C hasta su uso.

HAM's F-12

- Medio HAM's (Gibco)

= INSUNNG e e 1.38 gr
= Hidrocortisona.......coueeveeevniciinicenie et 1 ml

= HEPES ettt st 10 ml
- Antibidtico penicilina/estreptomicina (Gipco)............... 10 ml

= SFBNACLIVAAO ..ccveeireceeercre ettt s e 50 ml

El medio, insulina, hidrocortisona, HEPES y antibidtico fueron disueltos en 850 ml de agua
bidestilada. Posteriormente se suplementd con SFB (5%) y se ajusté a un pH entre 7.2-7.3 para
finalmente aforar a 1 Lt.

El medio fue esterilizado por medio de filtrado a vacio a través de una membrana de poro de 22
pum. Se almacend a 4°C hasta su uso.

RPMI 1640

- Medio RPMI (Gibco)

S & | =1 = =5 10 ml
- Piruvato de Sodio......ccccecerririnineeie e, 10 MU
N 1 Vol 17 RO 2.5gr
- Bicarbonato de sodio.......cceceececeviece e e 2gr

- Antibidtico penicilina/estreptomicina (Gipco)................... 10 ml
= SFBNAcCtivadO....cccieeiece e e 100ml

Posgrado en Ciencias Bioldgicas ~ 88 ~ Facultad de Medicina - HGM



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO HERNANDEZ VAZQUEZ ALFONSO

El medio, HEPES, piruvato de Sodio, bicarbonato de sodio, glucosa y antibiético fueron disueltos
en 850 ml de agua bidestilada. Posteriormente se suplemento con SFB (10%) y se ajusté a un pH
entre 7.2-7.3 para finalmente aforar a 1 Lt.

El medio fue esterilizado por medio de filtrado a vacio a través de una membrana de poro de 22
pm. Se almacend a 4°C hasta su uso.

> DESACTIVACION DEL SUERO

El suero se puso a descongelar primeramente, posteriormente se puso a calentar en bafio maria a
36°C durante 30 min. Se almacend a -20 °C hasta su uso.

> SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

= NaClieeeceeeeeee e 8.06 gr
= KCl 0.22gr
= NaHPO e, 1.15gr
= KH2POgeeeoiiiicinee e, 0.20gr

Las 4 sales fueron disueltas en 900 ml de agua bidestilada, posteriormente se ajusté elpHa 7.4y
finalmente se aforé a 1 Lt.

La solucién fue esterilizada por medio de filtrado a vacio a través de una membrana de poro de 22
pm. Se almacend a 4°C hasta su uso.

» SOLUCION DE EDTA

= NAClecce e 8gr

S | \F- Y o | @ 1.45gr
= KCle 0.2 gr
= KH2POgeeeiiieecineee e, 0.23gr
= EDTA e 0.372

Las 5 sales fueron disueltas en 900 ml de agua bidestilada, posteriormente se ajusté elpHa 7.4y
finalmente se aforé a 1 Lt.

La solucién fue esterilizada por medio de filtrado a vacio a través de una membrana de poro de 22
pum. Se almacend a 4°C hasta su uso.
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