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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia maligna de mayor incidencia y mortalidad en América
Latina. En 2018 se reportaron cerca de 200,000 nuevos casos, con una mortalidad superior a
50 mil personas. El sindrome hereditario de cancer de mama y ovario (SHCMO) representa
entre el 5y 10% de los casos de cancer de mama totales. Se conoce que, en estos pacientes,
aproximadamente el 50% de las alteraciones ocurren en los genes BRCA1 y BRCA2 y la otra
mitad en cerca de 20 genes diferentes.

En este trabajo analizamos, mediante herramientas bioinformaticas, rearreglos estructurales
en 14 genes de susceptibilidad a cAncer de mama y ovario en 500 pacientes reclutados en
cuatro paises de America Latina (Colombia, Guatemala, México y Per() que cumplen con
los criterios del SHCMO, las cuales fueron secuenciadas con los equipos MiSeq y HiSeq de
Illumina. Como control positivo se emplearon muestras de pacientes con previa deteccion
experimental de la mutacion fundadora de la poblacion mexicana, la delecion de los exones
9-12 de BRCA1 (BRCAL ex9-12del).

Se detectaron 36 variaciones en el numero de copias en un total de 34 muestras, que
representan el 6.8% del total (considerando ambos grupos muestrales: MiSeq y HiSeq).
Asimismo, las variantes se detectaron en 12 de los genes de interés, siendo los mas frecuentes
BRCA2 (1.4%, 7/500) y BRCAL (6 muestras) sin tomar en cuenta las muestras control y en
general las muestras con una delecién fundadora validada.Con respecto a la proporcion entre
amplificaciones y deleciones, se encontraron 17 deleciones y 17 amplificaciones.

No se detecto la presencia de la mutacion fundadora BRCAL Ex9-12Del en ninguna muestra
que no fuera mexicana y tampoco se encontrd esta variante en ninguna muestra que no se
haya detectado antes mediante PCR, es decir, no se detectaron falsos positivos de esta
variante.

Los resultados de este trabajo permitiran implementar la deteccion de rearreglos estructurales
en la linea germinal de pacientes con SHCMO a partir de datos de secuenciacion masiva, con
previa validacion experimental. Lo anterior representa un avance importante en la deteccion
de estas variantes de dificil identificacion para mejorar el diagnostico molecular y la
descripcion epidemiologica de esta enfermedad.



SUMMARY

Breast cancer is the malignant neoplasm with the highest incidence and mortality in Latin
America. In 2018, nearly 200,000 new cases were reported, with a mortality of more than
50,000 people. Hereditary breast and ovarian cancer syndrome (HBOC) accounts for
between 5% and 10% of all breast cancer cases. In these patients, approximately 50% of the
alterations occur in the BRCAL and BRCA2 genes, and the other half is distribuited in about
20 different genes.

In this work we used bioinformatic tools to analyze large rearrangements in 14 breast and
ovarian cancer susceptibility genes, in 500 patients recruited in four Latin American countries
(Colombia, Guatemala, Mexico and Peru) who meet the SHCMO criteria. The germline was
sequenced with the Illumina MiSeq and HiSeq machines. Samples from patients with
previous experimental detection of the founding mutation of the Mexican population, the
deletion of exons 9-12 of BRCAL (BRCAL ex9-12del), were used as positive control.

The overview of the results shows that 36 copy number variations were detected in a total of
34 samples, which represent 6.8% of the total (considering both sample groups: Illumina
Miseq and Illumina Hiseq). Likewise, variants were detected in 12 of the genes of interest,
the most frequent being BRCA2 (7 samples) and BRCAL (6 samples) without considering the
control samples and, in general, the samples with a validated founder mutation. Additionally,
the ratio between amplifications and deletions, 17 deletions and 17 amplifications were
found.

The presence of the founder mutation BRCA1 Ex9-12Del was not detected in any non-
Mexican sample and this variant was not found in any sample that had not been previously
detected by PCR, that is, no false positives of this variant were detected.

The results of this work will make it possible to implement the detection of structural
rearrangements in the germ line of patients with HBOC from mass sequencing data, with
prior experimental validation. This represents an important advance in the detection of these
difficult-to-identify variants to improve the molecular diagnosis and epidemiological
description of this disease.



INTRODUCCION:
El cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades de origen genético y epigenético en
el que se presenta un crecimiento y proliferacion anormal y descontrolado de células, las
cuales pueden formar tumores malignos, migrar e invadir a otros tejidos, en un proceso
denominado metéstasis.

A diferencia de las células normales, las células cancerigenas poseen una serie de
caracteristicas especificas, las cuales se conocen como los “Hallmarks” del cancer. Todas
ellas son caracteristicas bioldgicas anormales que adquieren las células cancerigenas durante
el desarrollo de los tumores humanos como son: la evasion de reguladores de crecimiento, la
capacidad de invasion y metastasis, entre otras. Dichas caracteristicas son distintivas y
complementarias y permiten el crecimiento de los tumores y la diseminacion metastasica de
los mismos (Hanahan & Weinberg, 2011).

A su vez, los tumores cancerigenos se definen como un tejido complejo compuesto por
muchos tipos celulares distintos que interaccionan de forma heterotipica entre si, mas que
una simple masa de células anormales.

Factores de riesgo

Al céncer se le considera un conjunto de enfermedades de origen multifactorial, que pueden
ser causadas por muchos factores, tanto intrinsecos (factores no modificables) como no
intrinsecos (ajenos al cuerpo). A continuacion, se describen los factores del riesgo que pueden
asociados al desarrollo del cancer (Wu et al., 2018).

Intrinsecos

Los factores de riesgo intrinsecos se refieren a aquellos factores no modificables que ocurren
en el cuerpo, como los errores aleatorios en la replicacion del DNA. El riesgo intrinseco surge
de la tasa de mutacion basal que opera en todas las células del cuerpo humano sin considerar
ningun factor no intrinseco que pudiese causar dichas alteraciones en el genoma (Wu et al.,
2018).

En este sentido, la fijacion de mutaciones adquiridas aleatoriamente en un tejido en particular
depende de que la célula afectada sobreviva y se divida. Las mutaciones aleatoriamente
adquiridas pueden ser de dos tipos: conductoras, que son necesarias para el desarrollo del
cancer; o0 pasajeras que, a pesar de ser alteraciones del genoma, no afectan el proceso del
desarrollo de una neoplasia (Wu, et al., 2018).

Hasta la fecha, se sugiere que los factores de riesgo intrinsecos debido a errores aleatorios en
la replicacion del DNA (que es comdn para todos los seres humano), individualmente
representaria mas del 60% de las mutaciones de genes conductores del cancer (Tomassetti &
Vogelstein, 2017).



No intrinsecos

Los factores de riesgo no intrinsecos son aquellos que se consideran modificables o
parcialmente modificables y se clasifican en dos grupos:

Enddgenos:

Se consideran factores parcialmente modificables, son parte del funcionamiento fisioldgico-
anatomico del paciente y tienen un componente genético. Algunos ejemplos de factores de
riesgo enddgenos son: las hormonas, la maquinaria de reparacion del DNA y el
envejecimiento.

Exdgenos:

Por otra parte, los factores de riesgo exdgenos son ajenos al cuerpo y son modificables, es
decir, pueden evitarse o se puede controlar la exposicion a los mismos. Algunos ejemplos de
factores de riesgo exdgenos son: la radiacién ultravioleta, los virus causantes de cancer (como
el Virus de Papiloma Humano), la exposicion a quimicos carcinogénicos, entre otros (Wu et
al., 2018).

El cancer en el mundo

El cancer se reconoce como uno de los problemas de salud publica méas graves a nivel
mundial.
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Figura 1: Gréficas de pastel que muestran las estadisticas de incidencia y mortalidad de los tipos de cancer para ambos sexos
(femenino y masculino) y todas las edades en el mundo en el afio 2018 (Bray et al., 2018).

En el afio 2018 se registraron mas de 18 millones de casos de cancer a nivel mundial y cerca
de 9 millones y medio de muertes atribuidas a algun tipo de cancer. En cuanto a incidencia,
los tipos de cancer de pulmdn, mama y colorrectal ocupan los primeros lugares; mientras
que, en mortalidad, el cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer, seguido
de cancer colorrectal y de estdbmago (Bray, et al., 2018).
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Particularmente cuando se refiere a los tipos de cancer que mas afectan al sexo femenino; a
nivel mundial el cancer de mama ocupa el primer puesto tanto en incidencia como en
mortalidad. Tan solo en el afio 2018, el 24% de los casos de cancer en mujeres, fueron cancer
de mama y el 15% de las muertes de mujeres por cancer, también se atribuyeron a esta
neoplasia. (Bray, et al., 2018).

El cancer en América Latina

Particularmente, en la region de América Latina y el Caribe en el afio 2018, las estadisticas
muestran que en cuanto a la incidencia de cancer considerando ambos sexos y todas las
edades, el cancer de mama ocupa el primer lugar afectando a 2,288,283 personas, seguido
por el cancer de pulmon y colorrectal. En cuanto a la mortalidad, el primer lugar lo ocupa el
cancer de pulmén, que, en 2018, cobr6 la vida de 1,842,391 personas en América Latina. Sin
embargo, cuando Unicamente se consideran las estadisticas de incidencia y mortalidad de
cancer en mujeres, es claro que el primer lugar lo ocupa el cancer de mama, que afect6 a
2,288,283 mujeres y cobrd la vida de 679,237 de ellas en 2018 (Bray, et al., 2018).
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Figura 2: Gréaficos de pastel que muestran la incidencia y mortalidad de cancer de mama en América Latina, en el afio
2018 (Bray et al., 2018). A) Incidencia de cancer en ambos sexos, todas las edades. B) Mortalidad por cancer para ambhos
sexos, todas las edades. C) Incidencia de cancer en mujeres de todas las edades. D) Mortalidad por cancer en mujeres de
todas las edades.

De acuerdo a estas estadisticas, podemos concluir que el cancer de mama es un grave
problema de salud publica en la regién de América Latina.
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El cancer de mama

El cdncer de mama es un tipo de cancer que surge del tejido mamario. Los tumores de mama
son visibles en radiografias o como bultos de tejido en el seno. La mayoria de los casos de
cancer de mama suceden en mujeres, pero también se da en hombres (Varonesi et al., 2017).

Esta neoplasia usualmente inicia en los ductos lactiferos que conducen la leche materna al
pezdn, y se conoce como cancer ductal. Sin embargo, en algunos casos, se presenta cancer
de tipo lobular, el cual se origina en las glandulas que producen la leche materna. En casos
raros, se pueden presentar tumores filodes o angiosarcomas en el seno. Ademas, el cancer
puede originarse de otros tejidos mamarios como sarcomas y limphomas, aunque estos no se
consideran del todo como cancer de mama (Veronesi et al., 2017).

En muchos casos, el cancer de mama puede ser detectado en estadios iniciales de la
enfermedad y antes de que el cancer invada otros tejidos aledafos o distantes. Detectar el
cancer de mama en una etapa temprana aumenta considerablemente las probabilidades de
supervivencia del paciente.

El cancer, en general, tiene como caracteristica fundamental la capacidad de invasion de
tejidos aledarios y distantes. El cAncer de mama en particular se vuelve invasivo cuando las
células cancerosas entran al sistema circulatorio o sistema linfatico y son transportadas a
otras partes del cuerpo. Inicialmente, el cancer de origen mamario invade el tejido de los
nodos linfaticos cercanos a la axila o alrededor de la clavicula. En cuanto a los tejidos
distantes, comunmente las células cancerosas de mama invaden el tejido 6seo, el higado,
entre otros (Varonesi et al., 2017).

Clasificacion molecular de tumores mamarios:

En el afio 2000, Parou y colaboradores propusieron que el cancer de mama podria clasificarse
en subtipos moleculares segun los patrones de expresion génica y los denominaron como:
Tipo luminal, tipo Erb-B2+ y el tipo basal. A continuacion se describen los subtipos a detalle
(Perou CM, Serlie T, Eisen MB, et al., 2000; Johnson, K. S., Conant, E. F., & Soo, M. S,
2021).

Los tumores de tipo luminal son el tipo mas comin de cancer de mama y comprenden entre
el 60 % y el 70 % de todos los tumores. Se caracterizan por una alta expresién genética del
receptor de estrégeno (ER) entre otros genes expresados por las células epiteliales que
recubren la luz de la unidad lobulillar del conducto terminal donde surgen la mayoria de los
canceres de mama. A menudo carecen de una expresion significativa del oncogén HER2. Asi
mismo, los tumores de tipo luminal se clasifican en dos tipos distintos conocidos como
LuminalA y LuminalB. Si bien la expresion genetica de los receptores hormonales (HR) es
una caracteristica compartida de los tumores luminales A y B; los tumores luminales B se
diferencian del subtipo luminal A por tener una mayor expresion de genes proliferativos y/o
del ciclo celular y una menor expresion de PR. Asi mismo los tumores luminales B, a
diferencia del luminal A, se asocian con una alta frecuencia de mutaciones de p53. Desde el
punto de vista morfol6gico, los tumores luminales A son carcinomas bien diferenciados,
mientras que los tumores luminales B estan menos diferenciados y suelen ser de mayor grado
(Johnson, K. S., Conant, E. F., & Soo, M. S., 2021).

En el caso de los tumores enriquecidos con HER2 (tipo Erb-B2+), representan del 12 % al
20 % de todos los canceres de mama. Se caracterizan por la sobreexpresion del oncogén Erb-
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B2 y muestran bajos niveles de expresion de receptores de estrégeno (Johnson, K. S., Conant,
E.F., & Soo, M. S,, 2021)..

Finalmente, los tumores de tipo basal comprenden aproximadamente el 15 % de todos los
canceres de mama y expresan muchos de los mismos genes que se encuentran en las células
mioepiteliales basales de la unidad lobular del ducto terminal y a menudo no logran expresar
ER, entre muchos otros genes asociados con la expresion de ER (Johnson, K. S., Conant, E.
F., & Soo, M. S., 2021)..

Ademas, se han informado diferencias criticas entre los subtipos en cuanto a incidencia,
respuesta al tratamiento, progresion de la enfermedad, supervivencia y caracteristicas de
imagen. Conocidos como los "subtipos intrinsecos de cancer de mama" (luminal A, luminal
B, enriquecido con HER2 y de tipo basal), estos grupos moleculares han sido objeto de una
extensa investigacion durante los ultimos 20 afios (Johnson, K. S., Conant, E. F., & Soo, M.
S., 2021).

A lo largo de los afios, a partir de la primera clasificacion molecular de los subtipos de cancer
de mama, se han propuesto nuevos subtipos incluyendo el subtipo de claudina baja, subtipo
apocrino molecular y un subtipo luminal HER2. Sin embargo, estos subtipos aln estan siendo
investigados y fueron recientemente propuestos, demostrando la compleja heterogeneidad
molecular del cancer de mama (Johnson, K. S., Conant, E. F., & Soo, M. S., 2021; Tang P.
& Tse GM., 2016).

Factores de riesgo de cancer de mama
A continuacion, se describen los principales factores de riesgo de padecer cancer de mama.
Edad:

El riesgo de padecer cancer de mama incrementa durante la edad reproductiva y decrece a la
edad aproximada de 50 afios que es la edad promedio en la que la que se presenta la
menopausia en la mujer. La incidencia cumulativa de cancer de mama en mujeres de Europa
y América del Norte es de alrededor del 2.7% a la edad de 55 afios, del 5% a la edad de 65
afios y del 7.7% a los 75 afios (Key, Verkasalo, & Banks, 2001).

La menarca y el ciclo menstrual:

En cuanto a la menstruacion, se sabe que, entre mas tiempo tarde una mujer en tener su
primera menstruacion, el riesgo de padecer cancer de mama disminuye. Por 1 afio de retraso
en presentarse la primera menstruacion, el riesgo disminuye en un 5%. Otros aspectos del
ciclo menstrual como la duracion o la regularidad no han sido vinculados al riesgo de padecer
cancer de mama (Key, Verkasalo, & Banks, 2001).

Paridad

En este sentido, las mujeres que han tenido al menos un embarazo a término tienen un 25%
menos de riesgo de padecer cdncer de mama comparado con mujeres que no han tenido hijos.
Ademas, la edad a la que se tiene el primer embarazo influye en el riesgo. Por ejemplo,
mujeres que tienen un hijo antes de los 20, tienen 30% menos riesgo de padecer cancer de
mama que las mujeres cuyo primer hijo nacio a sus 35 afios (Key, Verkasalo, & Banks, 2001).

En cuanto la produccion de leche materna y amamantar a los recién nacidos, el vinculo con
el riesgo de cancer de mama es controversial. Sin embargo, se sabe que las mujeres que
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amamantan a su bebé por mas de 25 meses tienen un 33% menos de riesgo de desarrollar una
neoplasia mamaria en comparacion a mujeres que no amamantaron (Layde et al., 1989).

Menopausia

En cuanto a la relacién de la menopausia con el riesgo de padecer cancer de mama, se conoce
que las mujeres que dejan de menstruar a una edad temprana tienen un 3% menos de riesgo
de desarrollar cancer de seno que aquellas mujeres que experimentan la menopausia a una
edad més avanzada.

Hormonas

Los factores hormonales juegan un papel clave en el desarrollo del cancer de mama. Un
ejemplo claro es que el estradiol estimula la mitosis de las células epiteliales mamarias, y
este efecto mitogénico puede aumentarse con la produccion de otra hormona como es, la
progesterona. Como se describi6é anteriormente, la menarquia temprana y la menopausia
tardia (procesos biologicos mediados por hormonas) aumenta el riesgo de desarrollar cancer
en el seno (Veronesi et al., 2017).

En mujeres posmenopéusicas, altas concentraciones del estradiol enddgeno se asocian
positivamente con el riesgo. Ademas, la obesidad en mujeres posmenopausicas aumenta
riesgo de cancer de mama, en gran parte porque causa un aumento en concentraciones de
estradiol y estrona en el cuerpo de la mujer.

Por otra parte, los anticonceptivos orales suprimen la produccion de estradiol y progesterona,
pero las hormonas enddgenas son reemplazadas efectivamente por las hormonas exdgen as,
aunque no se tiene evidencia de que los anticonceptivos orales aumenten el riesgo de padecer
esta neoplasia.

El embarazo tiene un doble efecto sobre el riesgo: a corto plazo, el riesgo aumenta seguido
de una reduccion a largo plazo del riesgo. Los mecanismos mas probables de estos efectos
son que, las altas concentraciones de hormonas durante el embarazo estimulan el crecimiento
de pequefos tumores preclinicos, aumentando asi el riesgo de padecer cancer de mama (Key,
Verkasalo, & Banks, 2001).

Factores genéticos y herencia

Con respecto al riesgo por cancer familiar, varios estudios coinciden en que el riesgo de
padecer cancer de mama para los familiares directos (madre, hijas, hermanas) de un paciente
diagnosticado con la enfermedad, es del doble con respecto a una persona sin historia familiar
de cancer de mama.

Con respecto a los factores genéticos hereditarios, hasta la fecha se conocen algunos genes
de alta penetrancia que incrementan considerablemente el riesgo de que una persona padezca
cancer de mama en el futuro. Se conoce, por ejemplo, que variantes patogénicas germinales
en BRCA1 y BRCA2 incrementan el riesgo en un 50% a 85%. Por otra parte, mutaciones
germinales en el gen PTEN son responsables de desarrollar la enfermedad de Cowden, en la
cual, el cancer de seno es una caracteristica comun.

El factor hereditario es de gran importancia debido a que el cancer no sélo afecta a un
individuo, sino que también afecta a la descendencia del mismo. Uno de los sindromes mas
conocidos en cuanto al estudio del cancer de mama de tipo hereditario es el Sindrome
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Hereditario de Cancer de Mama y Ovario (SHCMO) (Key, Verkasalo, & Banks, 2001;
Veronesi et al., 2017).

El Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario (SHCMO)

La mayoria (60-80%) de los casos de cancer de mama son a causa de la combinacion de
factores ambientales y de estilo de vida, mas que por factores genéticos heredados. La
mayoria de las mujeres que padecen esta enfermedad, no tienen historia familiar de cancer y
la mayoria de las mujeres con familiares afectados, nunca desarrollan cancer a lo largo de su
vida (Layde et al., 1989).

A diferencia del cancer de mama de origen esporadico (es decir, que se origina por factores
ambientales o no hereditarios), el cancer de mama de tipo hereditario afecta al individuo que
lo padece y a su futura descendencia portadora de las mutaciones patogénicas que pueden
resultar en el desarrollo de cancer de mama u ovario o incluso, ambos a edad temprana
(ASCO, n.d.).

El Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario (SHCMO) se define como un
desorden hereditario por el que el riesgo de padecer cancer de mama u ovario
(particularmente antes de los 50 afios) es mayor, con respecto a personas gue no presentan el
sindrome. La herencia de este genotipo es de tipo mendeliana, autosémica dominante. Sin
embargo, del total de casos de cancer de mama, entre el 5y el 10% son a causa de mutaciones
germinales hereditarias (Kida, Murai & Yamauchi, 2017).

Diagnostico de SHCMO

De acuerdo con la Sociedad Americana de Onocologia Clinica (ASCO, por sus siglas en el
inglés), para que un paciente sea diagnosticado con SHCMO, debe cumplir con uno o0 mas
de los criterios que a continuacion se presentan:

e Una 0 mas mujeres emparentadas son diagnosticadas con cancer de mama antes de
los 45 afios.

e Una mujer es diagnosticada con cancer de mama, antes de los 50 afios, con historia
familiar adicional de cancer de otro tipo, como prostata o pancreas.

e Se han presentado varios casos de cancer de mama u oavrio en multiples generaciones
del mismo lado de la familia.

e Una mujer es diagnosticada con cancer de mama por segunda vez en el mismo seno
0 en el otro.

e Una mujer es diagnosticada con cancer de mama y ovario a la vez.

e Un familiar de sexo masculino es diagnosticado con cancer de mama

e Tener ancestria judia Askenazi!

1 Se sabe gue los miembros de la comunidad judia Ashkenazi tienen una probabilidad mas alta de desarrollar
cancer de mama debido a que se trata de una comunidad cerrada.
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El manejo clinico del SHCMO

El manejo clinico del cancer de mama y ovario varia de acuerdo con el subtipo de tumor y el
estadio en el que se encuentre. El procedimiento clinico propuesto por Nielsen y
colaboradores en 2016 comienza con la toma de una biopsia de los tumores de mama o de
ovario que se envian para una clasificacién basada en la expresién génica, que incluye
perfiles de reparacion por recombinacién homéloga (HRR) o para clasificacién basada en
firmas mutacionales.

Posteriormente, se consideran otros criterios de diagnostico. Si el paciente es mujer menor
de 40 afos, hombre o si el tumor de mama pertenece al tipo basal o luminal B, o los tumores
de mamay ovario son HRR deficientes, se envian las muestras de sangre completa para hacer
estudios genéticos de secuenciacion masiva de proxima generacion (NGS) y determinar si se
trata de un caso de cancer de mama y ovario hereditario (SHCMO). De encontrarse
mutaciones patogenas en la linea germinal del paciente, las mutaciones se tratan y se asesora
al pacientede acuerdo con las recomendaciones actuales para casos de SHCMO.

En el caso de identificacion de una variante de significado desconocido (VUS), se puede
realizar un andlisis funcional para clasificar dicha variante. En el caso de que el VUS parezca
ser benigno o el tumor de mama pertenece al grupo LumA, LumB, apocrino molecular o
subtipos normales, el paciente puede someterse a terapia convencional y no requiere
asesoramiento genético, pues el cancer se considera de origen esporadico.

Las mutaciones puntuales en el SHCMO

Las mutaciones se definen como cambios en la secuencia de nucle6tidos en el genoma de un
ser vivo 0 virus que puede o0 no ser patogénica y que son heredables. Las mutaciones
patogénicas son aquellas que dafian o imposibilitan el funcionamiento del gen mutado
(Alberts et al., 2002). Las mutaciones también son llamadas variantes genéticas. En esta tesis
empleamos ambas denominaciones.

En el contexto de la biologia del cancer hereditario, las mutaciones se dan en celulas
germinales (espermatozoides y/u évulos), lo que resulta en un cigoto y un ser humano con
dichas mutaciones en las células del cuerpo.

No todas las mutaciones tienen el mismo impacto en cuanto al riesgo de padecer cierto tipo
de céncer. En el caso particular del SHCMO, de acuerdo a la guia de la National
Copmrehensive Cancer Network (NCCN), para el estudio de este sindrome los genes se
dividen en dos grupos: alta penetrancia y penetrancia moderada (NCCN, 2019). La
penetrancia se define como la proporcion de individuos portadores de una mutacion
patogénica de importancia clinica que presentan los sintomas caracteristicas del fenotipo
esperado, entre los individuos que también presentan la mutacion, pero no presentan
sintomas.
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Genes de susceptibilidad a cAncer de mama y ovario

Tabla 1: Genes de alta y moderada penetrancia con el respectivo riesgo estimado en cancer de mama y ovario,
asi como en otras enfermedades (Nielsen, Hansen & Sgrensen, 2012; NCCN, 2020)

Riesgo estimado de

Riesgo estimado de

Otras enfermedades

Penetrancia Gen cancer de mama cancer de ovario relacionadas
BRCA1 | 57-65% a los 70 afios 39-44% a los 70 afios Pancreas y prostata
BRCA2 | 45-55%alos 70 afios | 11-18%alos 70afios | ancreas, prostamy
melanoma
N . . Péancreas y Sindrome
0,
Alta TP53 25% alos 70 aflos | No incrementa el riesgo de Li-Faumeni
CDH1 42% a los 80 afios No incrementa el riesgo | Cancer gastrico difuso
PTEN 85% a los 70 afios No incrementa el riesgo | Sindrome de Cowden
STK11 | 32%a los 60 afios 13%a los 60 afios | Cncer colorrectal y de
pancreas
CHEK?2 37% a los 70 afios No incrementa el riesgo Cancer de colon
PALB?2 35% a los 70 afios Desconocido Cancer de pancreas
MLH1 19% a los 70 afios 20% a los 70 afios Cancgr de colon, utero,
pancreas y otros
MSH2 | 11%a los 70 afios 24%a los 70 afios | CANcer de colon, utero,
pancreas y otros
Moderada | PMS2 SIR: 3.8 SIR:12.0 Cancer de colon, utero,
y otros
MSH6 Desconocido Desconocido Cancg r de colon, ttero,
pancreas y otros
EPCAM Desconocido Desconocido Cancg r de colon, utero,
pancreas y otros
CDKN2A No incrementa el No incrementa el riesgo | Cancer de pancreas

riesgo

SIR: Standarized Incidence Ratio

La mayoria de los estudios de cancer hereditario, se enfocan en las mutaciones puntuales en
los genes, sin embargo, existen otros tipos de variantes genéticas que pueden resultar en el
mismo fenotipo del cancer, como son, los rearreglos estructurales. Ademas, aunque la
mayoria de los estudios acerca de cancer de mama y ovario de tipo hereditario se enfocan en
mujeres, los hombres portadores de mutaciones germinales en los genes BRCAL y BRCA2
tienen un riesgo significativo de padecer cancer de prostata, mama o pancreas (Liede, Karlan
& Narod, 2004 ).

17




Los rearreglos estructurales en el SHCMO

Los rearreglos estructurales se definen como un tipo de variante genética que involucra
cambios en porciones grandes del genoma. Las deleciones, duplicaciones, triplicaciones,
inserciones, entre otras, son ejemplos de rearreglos estructurales (LR). Este tipo de variantes
se consideran patogénicas cuando afectan regiones criticas de algin gen y reducen o anulan
por completo, el funcionamiento de los genes relacionados con sindromes hereditarios de
cancer (como es el caso del SHCMO) (Ford et al., 1998; Mancini-DiNardo et al., 2019).

Al igual que las mutaciones puntuales, los LR también se han relacionado con sindromes
hereditarios de cancer. Por ejemplo, las variantes estructurales en BRCAl1 y BRCA2
representan un riesgo de entre el 43% y 87% de padecer cancer de mama en la vida (Stuppia
etal., 2012).

A pesar de que se reconoce la importancia de los LR en el cancer hereditario, cominmente
son variantes que estan poco representadas en resultados de secuenciacion (Mancini-DiNardo
etal., 2019).

Las tecnologias que mas cominmente se emplean para analizar LR son el método de PCR
multiplex dependiente de ligacion (MLPA, por sus siglas en inglés) y el de hibridacion
gendémica comparativa basada en microarreglos (CHG-microarrays, por su nombre en
inglés). Las técnica de MLPA tiene la importante limitante de que sélo se puede usar para
detectar ciertos rearreglos en determinados genes por el nimero y posicion de las sondas. Por
otra parte, los microarreglos, son eficaces para detectar la mayoria de los LR, sin embargo,
no es posible detectar con certeza, las inserciones de retro elementos como las inserciones
Alu (Qian et al., 2017; Mancini-DiNardo et al., 2019). Esta limitante es particularmente
importante porque BRCA1 y BRCAZ2 tienen un alto contenido de elementos Alu en las
regiones intrénicas, los cuales son la base molecular de la elevada tasa de insercion de dichos
elementos en ambos genes (Ewald et al., 2009).

Las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva de proxima generacion (NGS, por sus siglas
en inglés Next Generation Sequencing) permiten analizar multiples secuencias y varios genes
a la vez con una buena eficacia en la deteccion de variantes de un solo nucleétido y de LR
(Mancini-DiNardo et al., 2019). Esta tecnologia representa una alternativa potencial para la
deteccion eficiente de los LR.
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ANTECEDENTES:

Los primeros trabajos que describen rearreglos estructurales de linea germinal en genes de
susceptibilidad a cancer de mama y ovario se centran en los genes BRCA1 y BRCA2. En el
trabajo de Mazoyer en 2005 se describen por primera vez, varios rearreglos estructurales con
puntos de corte definidos en el gen BRCAL; estas variantes se distribuyen a lo largo del gen
y consisten principalmente de inserciones, deleciones, triplicaciones o eventos que combinan
mas de un tipo de variante.

El gen BRCAL tiene una estructura genética particular con una densidad alta de repeticiones
Alu intrénicas y una repeticion del promotor que contiene un pseudogen de BRCAL lo cual
propicia los eventos de recombinacion homdloga desigual (Ewald et al., 2009).

La frecuencia de rearreglos estructurales en los genes BRCA1 y BRCA2 asi como el impacto
clinico de los mismos en los en el cancer de mama se conoce en varias poblaciones del mundo
como es Estados Unidos (aproximadamente 12%), Singapur (3%), Finlandia (0%), entre
otros (Ewald et al., 2009). Sin embargo, no fue hasta el afio 2007 que la poblacion de América
Latina se incluyé en los estudios.

Weitzel y colaboradores, en 2007 publicaron uno de los trabajos méas importantes para la
poblacién latina en cuanto a rearreglos estructurales en los genes BRCA1/2 en cancer de
mama y ovario. En su trabajo, estudiaron el DNA de 106 individuos hispanos sin una
mutacion exonica en los genes BRCA. En los resultados de su estudio, reportaron una
delecion recurrente del exon 9 al 12 (ex9-12del) en el gen BRCAL en 5 (3.8%) familias no
emparentadas; 4 de dichas familias eran mexicanas y una tenia ancestria de grupos nativos
americanos y afroamericanos. La evidencia indica que se trata de una mutacion fundadora de
origen amerindio y mestizo.

Posteriormente, otro estudio realizado en la universidad de Pensilvania en Estados Unidos en
el que estudiaron a 251 pacientes y los clasificaron en dos grupos no pertenecientes a la
comunidad judia Askenazi y los judios Askenazi. En este trabajo detectaron que en el grupo
de no judios Askenazi, el 26% presentaba algun rearreglos estructural en los genes BRCA1/2;
sin embargo, la frecuencia en el grupo de pacientes Askenazis fue del 18%(Palma et al.,
2008).

En el afio 2010, en el estudio de Del Valle y colaboradores, usaron la tecnologia de MLPA
para analizar rearreglos estructurales en los genes BRCA1/2, en este caso en 310 pacientes
espafoles diagnosticados con SHCMO. En este trabajo caracterizaron 6 rearreglos distintos
en el gen BRCAL y dos deleciones en BRCA2 en la poblacion espafiola que, por razones
historicas esta estrechamente relacionada con la poblacion de América Latina.

Posteriormente, en el afio 2012, Judkins y colaboradores publicaron un trabajo en el que
evaluaron pacientes clasificados en dos grupos: de alto riesgo (25,535 pacientes) y electivo
(22,921). Ademas de la N del estudio, otra fortaleza del trabajo es que el grupo de pacientes
evaluados provenia de diferentes grupos étnicos y enfrentaban un grado de riesgo distinto.
Los rearreglos estructurales se determinaron mediante secuenciacion Sanger y MLPA. Los
resultados del estudio arrojaron que La prevalencia general de la mutacion BRCAL / 2 entre
los pacientes de alto riesgo fue del 23.8% versus el 8.2% del grupo electivo. El perfil de
mutacion para los pacientes de alto riesgo fue 90.1% de secuenciacion de mutaciones versus
9.9% de LR, y para los pacientes electivos, 94,1% de secuenciacion versus 5.9% de LR. Esta
diferencia puede reflejar el sesgo en los pacientes de alto riesgo de portar mutaciones en
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BRCAL, que tiene una mayor penetrancia y frecuencia de LR en comparacion con BRCA2.
Particularmente los resultados de pacientes de etnicidad latina (1560 pacientes) 104 fueron
positivos para un LR en BRCA1/2. Ademas, se reportaron rearreglos estructurales recurrentes
especificos para la poblacion de ancestria latina; por ejemplo, la delecion del gen BRCA1
completo se encontré en 13 muestras de este grupo, también detectaron la delecion fundadora
de los exones 9 a 12 de BRCAL en 44 muestras, entre otros. En conclusién, este trabajo es
probablemente el estudio mas grande y detallado que se conoce en cuanto a los rearreglos
estructurales de los genes BRCA1/2 en pacientes con SHCMO de la poblacion de América
Latina.

En 2014, un trabajo que evalud los rearreglos estructurales en poblaciones de la peninsula
ibérica (Espafia y Portugal) mediante la tecnologia de MLPA. En este estudio se detectaron
nuevos rearreglos en BRCAL en el 2.3% de los pacientes y en BRCA2 en el 8.3%. Ademas,
detectaron 2 rearreglos previamente descritos, como la delecion del gen BRCA1 completo y
la delecion del exon 1 al 13 en BRCAL. El estudio de poblaciones de Portugal y Espafia es
relevante para comprender la composicion genética de las poblaciones de América Latina
por razones demogréficas e histdricas (Fachal et al., 2014).

Hasta este punto, los Unicos genes estudiados por rearreglos estructurales relacionados al
SHCMO son BRCA1y BRCAZ2. En 2016, una revision publicada por Nielsen y colaboradores
muestra la contribucion genética de mutaciones puntuales en genes tanto BRCA como otros
en el desarrollo de cancer de mamay ovario en pacientes de alto riesgo. La relevancia de este
trabajo es que muestra la importancia de mutaciones germinales en genes no BRCA en el
desarrollo de cancer de mama y ovario como: MLH1, CHEK2, ATM, TP53, entre otros.
Aunqgue en este trabajo no se menciona la importancia de rearreglos estructurales. Estos datos
se describen mas detalladamente en la tabla 1.

En 2017, se publicé un estudio de variacion en el nimero de copias (CNV) y su importancia
en cuanto al riesgo y pronostico de cancer de mama. En este estudio se analizaron 422
pacientes canadienses diagnosticadas con cancer de mama invasivo. El punto clave de este
trabajo, es que analizaron las muestras para identificar CNVs mediante un perfil de CNV de
genoma completo y se tomaron en cuenta varios genes ademas de BRCA1/2, como el caso de
deleciones en el gen APOBEC3B (Kumaran et al., 2017).

Uno de los trabajos mas estrechamente relacionados con esta tesis es el articulo de Quezada-
Urban y colaboradores en 2018. En este estudio se analizaron las variantes de un solo
nucledtido germinales en 300 pacientes mexicanos diagnosticadas con SHCMO mediante
secuenciacion masiva de un panel de 143 genes de susceptibilidad. En este estudio,
detectaron variantes en 23 genes de susceptibilidad en el 22% de los pacientes, incluyendo
la delecidn de los exones 9 a 12 en BRCAL. En este estudio, aunque sélo consideraron
variaciones de un solo nucleétido y no rearreglos estructurales; si evaluaron la poblacion
mexicana directamente, y pacientes diagnosticados con SHCMO ademas de incluir un panel
de 143 genes de susceptibilidad que incluye BRCA1/2 y otros genes.

Uno de los antecedentes mas recientes, fue el articulo de Mancini-DiNardo y colaboradores
en 2019 en Estados Unidos, en el que evaluaron rearreglos estructurales en 376,527 pacientes
de cancer hereditario con un panel de pan-cancer que incluye genes como CDH1, CDKN2A,
CHEK2, EPCAM, entre otros, ademas de BRCA1/2. En este trabajo describen 3461 rearreglos
estructurales patogénicos. Determinaron que los LR varian de acuerdo al gen. Los LR fueron
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mas prevalentes en STK11 (60.7%de todas las variantes patogénicas identificadas en el gen),
MSH2 (27.9%), PMS2 (25.6%), BMPR1A (26.9%), RAD51C (21.1%) y CDKN2A p14ARF
(16.7%). De los 2336 individuos que se encontraron portadores de LR patdgenos, 164 (7,0%)
tenian al menos otra variante de la linea germinal. En este estudio si consideraron los
rearreglos estructurales de linea germinal en genes BRCA1/2 y otros genes de susceptibilidad,
aunque fue en poblacién de Estados Unidos no necesariamente latina, aunque por cuestiones
demogréficas la poblaciéon de EU es importante para la poblacién mexicana.

Otro antecedente relevante es el estudio de nuestro grupo de trabajo (Oliver et al., 2019). En
este trabajo estudiaron 222 pacientes diagnosticados con SHCMO de 5 paises de América
Latina: Argentina, México, Per(, Colombiay Guatemala. Se secuencié un panel de 143 genes
con tecnologia Illumina de secuenciacién masiva. Detectaron que la prevalencia general de
variantes de un solo nucleétido fue del 17%. Se detectaron variantes en BRCA1 (20%),
BRCA2 (29%) y en otros genes de susceptibilidad como: MSH2, MSH6, PALB2, entre otros.
Aunque este trabajo no considerd el analisis de rearreglos estructurales, si incluye a diferentes
poblaciones de América Latina, entre ellas, las poblaciones objetivo de esta tesis: México,
Guatemala, Per( y Colombia.

Finalmente, el antecedente directo mas reciente de este trabajo fue publicado por Ossa-
Gomez y colaboradores en el afio 2022. En este estudio investigaron la prevalencia de las
variantes patogénicas de linea germinal en pacientes de América Latina y Estados Unidos
con sospecha de Cancer de mama y/u ovario hereditario. Se identificaron variantes
patogénicas en genes que aumentan el riesgo de cancer de mamay de ovario en el 18,7 % de
las personas evaluadas en México, América Central y el Caribe y en el 13,8 % de las personas
evaluadas en América del Sur. Las variantes germinales patogénicas en BRCALl y BRCA2
fueron los mas comunes. Las tasas de variantes de significado incierto fueron similares en
todas las regiones, y cuando hubo evidencia adicional disponible, > 90 % de las variantes de
significado incierto se reclasificaron como benignas o probablemente benignas. Este estudio
no esta enfocado en variantes patogénicas del nimero de copias, sin embargo si incluye
diversas poblaciones de América Latina.

Adicionalmente, los genes de susceptibilidad seleccionados para este trabajo y parte de la
informacién recopilada se tomaron de las guias de la National Comprehensive Cancer
Network, Genetic/Familial High-risk assessment: breast, ovarian and pancreatic (V2.21)
(NCCN, 2020).
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JUSTIFICACION

El cancer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial, en América Latina
afecta a cerca de doscientos mil mujeres cada afio. En el afio 2018, més de seiscientas mil
mujeres latinas murieron a causa de esta neoplasia.

El cdncer de mama y ovario de tipo hereditario representa alrededor del 10% de los casos del
namero total de casos de cancer de mama y ovario en general. El sindrome hereditario de
cancer de mama y ovario afecta generalmente a mujeres muy jovenes, en edades productivas
y aumenta el riesgo de que su descendencia también desarrolle cancer de mama, ovario (0
ambos) u otro tipo de cancer en el futuro, por lo que no sélo afecta al paciente en lo individual.
Sin embargo y a pesar de que se reconoce la importancia de los rearreglos estructurales en el
desarrollo del cancer de origen hereditario, la mayoria de los estudios que se conocen
enfocados en las poblaciones de América Latina se limitan al estudio de mutaciones de un
solo nucledtido. Aquellos trabajos que si consideran los rearreglos estructurales en sus
resultados, estan limitados en cuanto al nimero de genes que pueden estudiar.

Ademas, se conoce que en lo que respecta al SHCMO, los cambios en el nimero de copias
tales como la ex9-12del en México, pueden ser especificas para determinadas poblaciones y
producen el mismo fenotipo de cancer. Tener informacion con respecto a las variantes unicas
de una poblacion, asi como aquellas variantes que son compartidas entre distintas
poblaciones puede ser util en el ambito de los estudios genéticos clinicos para los
profesionales de la salud y los pacientes. Ademas, estos datos pueden proporcionar
informacion relevante para la consejeria genética que se brinda a los pacientes que han sido
diagnosticados con cancer de mama y ovario de origen hereditario, al igual que sus familias.

Particularmente, en referencia a los analisis estadisticos e informéticos enfocados al estudio
de rearreglos estructurales en general enfrentan varios problemas, por ejemplo:

o El balance inadecuado entre la sensibilidad y especificidad del analisis produce un
ntmero muy alto de falsos positivos.

o Las complicaciones en el control de calidad tanto de las variaciones en la calidad del
propio DNA, preparacion de librerias y la secuenciacion en si misma, ademas de otros
factores como el contenido GC, puede llevar a diferentes resultados en cuanto al
conteo de lecturas lo que hace muy dificil mantener un estandar de calidad aceptable
sin comprometer la eficiencia del programay evitar la pérdida de informacion.

o Sensibilidad baja para detectar los CNV de un tamafio determinado. Algunos
programas pueden tener alta sensibilidad en detectar CNVs pequefios que parte de
una region, pero deficientes en detectar CNV muy grandes que abarcan todo un gen
0 més de un gen. Sin embargo, en el &mbito clinico, es importante detectar ambos.

o Riesgo de hallazgos incidentales: dado que muchos paneles de genes estan disefiados
para cubrir varios tipos de enfermedades diferentes a la vez, los hallazgos incidentales
se vuelven problematicos en la interpretacion y el informe clinico.
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Por lo anterior, consideramos necesario el uso y estandarizacion de mas de un programa
especializado en el anélisis de CNV que permita analizar muestras de linea germinal a partir
de datos de secuenciacion de exoma por panel. Esto con la finalidad de contrastar los
resultados de los programas e identificar las coincidencias para reportar regiones candidato
mas certeras y poder aprovechar de manera mas eficiente los métodos experimentales de
validacion.

Finalmente, segun la revision de a literatura, este trabajo es el primero que incluye el analisis
de un grupo muestral tan grande de diferentes poblaciones latinas, para analizar rearreglos
estructurales en 14 genes de susceptibilidad a cancer de mama y ovario.
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HIPOTESIS

Haciendo uso de herramientas bioinformaticas es posible detectar rearreglos estructurales en
14 genes de susceptibilidad a cancer de mamay ovario tales como los genes BRCA1y BRCA2
en cerca del 7% de los casos; asi como rearreglos estructurales en otros genes, en frecuencias
aun desconocidas para poblaciones de América Latina.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer un flujo de trabajo bioinformatico para detectar rearreglos estructurales en 14
genes de predisposicion al sindrome hereditario de cancer de mama y ovario en un total de
500 muestras de linea germinal de pacientes mujeres de 4 paises de America Latina: México,
Guatemala, Per( y Colombia.

Objetivos particulares

1. Identificar rearreglos estructurales en 500 muestras de 4 paises de América Latina
mediante herramientas bioinformaticas.

2. Disefiar y escribir un cddigo Unico que permita analizar las muestras de forma rapida
y eficiente con los 3 programas seleccionados cuyos cadigos estan escritos en python
yR.

3. Generar una lista de CNV que hayan sido reportadas por al menos dos de los
programas utilizados.

4. Reportar la frecuencia de rearreglos estructurales detectados en 14 genes de
susceptibilidad para el desarrollo del SHCMO.
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MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se analizaron 500 muestras de pacientes diagnosticadas con SHCMO de 4 paises de América
Latina: México, Guatemala, Pert y Colombia. En la tabla 2 se muestran a detalle los datos
sobre los grupos muestrales.

Tabla 2: Numero de muestras por pais

Pais N
México 394 (78.8%)
Guatemala 16 (3.2%)
Peru 40 (8%)
Colombia 50 (10%)
TOTAL 500

Experimentacion
Extraccién de DNA

Se recolectaron 4 mL de sangre de las 500 pacientes seleccionadas y se almacenaron
localmente a -80 ° C. Posteriormente, se extrajo el DNA de la sangre periférica con el
kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion de DNA se cuantificé con el kit de ensayo Qubit dsDNA HS Assay Kit
(Invitrogen), y se verificé la integridad y pureza del material mediante electroforesis
en gel de agarosa y espectrofotometria, respectivamente.

Secuenciacion masiva en paralelo

Se utiliz6 DNA de sangre periférica para la preparacion de la biblioteca con el kit
GeneRead Cancer Predisposition V2 (Qiagen), que esta dirigido a 143 genes
asociados con 88 enfermedades oncoldgicas heredadas segun los datos del College of
American Pathologists (CAP), las pautas de la NCCN, los ensayos clinicos en etapa
tardia, The Cancer Genome Atlas (TCGA) y la base de conocimientos Ingenuity®.
Posteriormente, la amplificacion se dividio en reacciones de PCR de 4 grupos con un
total de 6582 amplicones. La secuenciacion de pares se realizo con la plataforma del
sistema MiSeq y Hiseq. En el caso de las muestras que fueron secuenciadas por Miseq,
brevemente, se amplificaron 40 + 2,5 ng de DNA con el kit GeneRead DNAseq Gene
Panel (Qiagen) y se purificaron con perlas magnéticas Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter). Los fragmentos amplificados se repararon en los extremos, se
acoplaron con dA vy se ligo el adaptador GeneRead Adapter 1 Set plex (Qiagen)
utilizando el GeneRead DNA Library I Core Kit. A continuacion, se selecciond el
tamafio de los segmentos amplificados (200-300 pb) utilizando perlas magnéticas
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). Se incorporaron codigos de barras de New
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England Biolabs mediante amplificacion por PCR en 10 ciclos de PCR y los productos
se purificaron. Las bibliotecas se diluyeron a 4,0 nM y se combinaron en lotes de 60-
80 muestras. La calidad de la biblioteca se evalué mediante la cuantificacion del DNA
con Qubit después de la seleccion de tamafio y mediante el perfil de Bioanalyzer (Agilent).
Las bibliotecas de codigos de barras agrupadas se diluyeron a 15 pM y se secuenciaron con
un kit de reactivos MiSeq V2 2 x 150 ciclos (Illumina) para alcanzar una cobertura media
tedrica de 100x para cada muestra. En el caso de las muestras secuenciadas mediante la
plataforma Hiseq, la preparacion de bibliotecas se realizé en nuestro laboratorio siguiendo el

mismo protocolo de Miseq, y posteriormente, estas se enviaron a los laboratorios de
Novogene para secuenciacion mediante la plataforma Hiseq.

Genes de alto riesgo

De acuerdo con la guia de cancer hereditario de mama y ovario de la NCCN, se determino
analizar los siguientes genes: BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, STK11, CDH1, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, EPCAM, CDKN2A, PALB2 y APC por su alto/moderado riesgo clinico y

bioldgico en el desarrollo de esta enfermedad, asi como por las opciones de tratamiento o
intervencion médica que se relacionan a los mismos.
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Figura 3. Diagrama de circulos concéntricos que en el primer anillo muestra los genes seleccionados
agrupados de acuerdo a las vias metabdlicas en las que participan. En el segundo anillo se muestran las vias

metabdlicas normales y en el Gltimo anillo se presentan los Hallmarks del cancer de los que son participes
cuando estan mutados.
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Andlisis bioinformadtico:
Preprocesamiento

Los archivos Fastq.z obtenidos de la secuenciacion se alinearon mediante el algoritmo
BWAmMem y posteriormente se procesaron mediante la herramienta GATK4 hasta obtener
los archivos Bam, los cuales contienen la informacion binaria comprimida del alineamiento
de las secuencias (Van der Auwera, 2013). Como parte del disefio experimental, se
clasificaron las muestras de acuerdo con la tecnologia de secuenciacion en la que fueron
procesadas, es decir, dos grupos: Miseq y Hiseq.

IHlumina Miseq IHlumina Hiseq4000
Ex9-12del Ex9-12del Ex9-12del Ex9-12de]
positivo negativo positivo negativo

Figura 4: Diagrama que muestra como se agruparon las muestras y controles para el anélisis bioinformatico.
Controles

Como controles negativos (muestras normales), se utilizaron cinco muestras negativas a la
Ex 9-12del previamente validadas por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Por otro lado, como controles positivos se tomaron cinco muestras de diferentes
corridas de secuenciacion en las que se comprobd de manera experimental (PCR) la presencia
de la Ex 9-12del.

Ex 8 Ex9 Ex10 Ex 11 Ex12 Ex 13
TITTTTITITIIN 11 TT ITrr ITIrr1r
—_— -+ .
JLLLL JLLLL
P1 P2 P3

AL LU UL LU UL UL UL L
| |

— — —_— [ Alelo silvestre
LLLLL 400bp Ex9-12del negativo
P1 )
— -—
P1 P3 Alelo mutante

Ex9-12del positivo

297bp
Figura 5: Diagrama que ilustra el disefio experimental para la deteccion de la ex9-12del (tomado y modificado
de Quezada-Urban et al., 2018). En el diagrama se sefialan los exones 8 a 13 (no a escala real) del gen BRCA1
y la posicion de los 3 primers disefiados. Se muestra que al producirse una banda de 400 pb en una
electroforesis, se considera un alelo silvestre. En cambio, si se produce una banda de 400 pb y otra banda de
297 pb, se reconoce que la muestra presenta la deleciéon de los exénes 9-12.
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Estrategia de analisis bioinformatico

Para el desarrollo de este trabajo, se probaron varios programas informaticos disefiados para
analizar rearreglos estructurales en muestras de linea germinal, como son: CNVKit,
Panelcn.MOPS, ExomeDepth, DECoN, CNVNator, EXCAVATOR2, CANOES, CONTRA,
por mencionar algunos. Dichos programas fueron seleccionados con base en estudios
comparativos que evaluaron la eficiencia de deteccion de rearreglos estructurales de varios
programas , con lo que determinamos la lista de programas que se probaro (Moreno-Cabrera
et. al., 2020; Gordeeva, et. al., 2021)

Finalmente, en el estudio unicamente incluimos 3 programas: CNVKkit, Panelcn.MOPS y
ExomeDepth. Esta decision se tomd por una serie de razones como son: la compatibilidad
de los programas con el servidor que estd a nuestra disposicion, la facilidad o complejidad
del uso y comprehension del codigo, el tiempo de ejecucion del progama y el nimero de
falsos positivos generados, ademas, por supuesto, de la compatibilidad de los programas con
el tipo y calidad de informacion con la que contamos.

Dicho lo anterior, los programas seleccionados demostraron ser compatibles con el sistema
e informacidn a analizar, ademas de ser sencillos y rapidos de usar, y son lo suficientemente
sensibles para detectar todos los controles positivos incluidos en este estudio.

CNVKkit

En este trabajo se hizo uso del software CNVkit (Talevich, et al., 2016) para identificar
rearreglos estructurales en los genes seleccionados del panel de secuenciaciéon. Dicho
software, basandose en la profundidad de secuenciacion, determina el nimero de copias de
un gen o region en particular, lo que permite establecer si existen o no rearreglos estructurales
en las regiones secuenciadas.

Para este estudio, se siguio el protocolo de analisis sugerido por los autores para analizar
muestras germinales. Inicialmente el software integra los datos del archivo bam generado
anteriormente junto con el archivo bed que contiene los locus que se secuenciaron (en este
caso, las coordenadas genomicas y datos adicionales del panel de 143 genes) ademas de una
referencia genética humana: GRCh37 hgl9; ademas, incluye en el analisis de archivos bam
de muestras normales (controles negativos). Esencialmente, el programa compara los datos
de profundidad de la referencia y controles negativos con los datos proporcionados como
muestras tumorales. La diferencia en cuanto a la profundidad de una regién de la muestra
tumoral con respecto a las muestras normales y la referencia indicaria un evento de cambio
en el nimero de copias.

Al finalizar el anélisis, se obtienen archivos segmentados por muestra, que incluyen
informacidn de las regiones analizadas con su coordenada gendmica, los genes incluidos en
dicha regidn, asi como datos matematicos como es el logaritmo base 2 con el que se
representan las pérdidas o ganancias que se identificaron por region. Posteriormente se
obtiene las estadisticas de calidad por segmento en cada muestra con los filtros pi (intervalo
predictivo) y ci (intervalo de confianza), para posteriormente obtener los datos por cada gen
y aplicar un filtro de 0.2 (minimo necesario al cual los controles positivos se reportaban) para
obtener los datos mas confiables posibles y reducir al maximo el nimero de lecturas finales
por gen.
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ExomeDepth

ExomeDepth (Plagnol et. al., 2012) es un modelo robusto para el anélisis de la variacion del
numero de copias a partir de datos de secuenciacion de exomas. Este programa construye una
referencia optimizada para maximizar la probabilidad de detectar rearreglos estructurales en
un set de muestras especifico. Esto permite que el programa sea capaz de detectar las
variaciones en el nimero de copias en diversos tipos de datos, aun cuando las variantes sean
muy pequefias (uno a dos exones), asi como deleciones heterocigotas.

En este caso se siguio el protocolo sugerido por los autores.

Los archivos iniciales son: los bams de las muestras, los bams de los controles negativos, la
referencia gendmica formato fasta y el archivo bed que contiene las regiones objetivo de la
secuenciacion (estos mismos archivos se usan en los tres programas). El primer paso es
generar una referencia especifica para el set de muestras a analizar, para lo cual el programa
toma en cuenta tanto los controles negativos como la referencia gendmica general, ademas
de los objetivos de secuenciacion para obtener un panorama de las caracteristicas de las
muestras y su calidad.

Posteriormente se analizan las muestras empleando la referencia generada previamente para
generar un archivo de lecturas final que reporta las lecturas obtenidas. En este archivo se
tienen los datos de las varientes por exon y no por gen.

Finalmente se hace un filtrado manual eliminando las lecturas que se reportan como normales
ademas de considerar otros aspectos como el efecto de lote (se discute a detalle
posteriormente).

Panelcn.MOPS

Panelcn.MOPS (Povysil, et. al., 2017) es un programa cuyo flujo de trabajo permite detectar
CNVs en datos de secuenciacion masiva por panel dirigido. La base matematica del programa
se denomina Copy Number estimation by a Mixture of Poisson (Klambauer et al., 2012).

Al igual que ExomeDepth y CNVKit, los archivos iniciales son los archivos bam tanto de las
muestras como de los controles negativos, la referencia en formato fasta y el archivo bed que
contiene las regiones objetivo de la secuenciacion.

Una de las ventajas principales de este programa, es que permite seleccionar uno 0 mas genes
en los que se desea enfocar el andlisis, aun cuando la secuenciacién se hizo por panel.
Haciendo uso de esta caracteristica, se seleccionaron Unicamente los 14 genes de interés para
este estudio, lo que reduce significativamente el nimero de lecturas en los resultados, aungue
el filtrado posterior sigue siendo necesario. El resto de los parametros se mantuvieron de
acuerdo a lo sugerido por los autores.
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Consideraciones de control de calidad de los datos

La profundidad de lectura por si sola es un proxy insuficiente para el nimero de copias debido
a los sesgos sistematicos en la cobertura introducidos durante la preparacion y secuenciacion
de la biblioteca. Para tener en cuenta cada uno de estos sesgos potenciales en la profundidad
de la cobertura de lectura, los programas llevan a cabo la normalizacion a una referencia de
una 0 mas muestras normales representativas, con lo que los sesgos de cobertura sistematicos
pueden eliminarse en gran medida. Sin embargo, incluso después de la normalizacién a una
referencia agrupada, los sesgos en la cobertura generalmente persisten en una muestra
individual y ain deben eliminarse.

Los programas consideran cuatro principales factores por los cuales se puede presentar un
sesgo en la lectura de y subsecuente analisis de los datos de secuenciacion:

Contenido GC

Repeticiones

Densidad de la region objetivo
Sesgo por correccién computacional

Los cudles son corregidos mediante métodos estadisticos y matematicos propios de cada
programa, asi como el uso de las referencias genémicas y controles negativos incluidos en el
analisis, lo que permite reportar resultados mas certeros.

Filtrado

Aungque los programas son robustos, eficientes y fundamentados matematicamente, se debe
hacer un filtrado con el fin de reducir la variacion en el andlisis y el sesgo en cuanto al
procesamiento bioinformatico. El proceso de filtrado se hizo con el archivo finales que arroja
cada programa. Inicialmente, se eliminaron los valores extremos atipicos para reducir la
variacion en el andlisis. Posteriormente se eliminaron los resultados con un valor entero de
2, ya que esto indica que dicha region tiene las dos copias normales. Posteriormente se
consideraron otros factores como el efecto de lote, que para efecto de este trabajo se define
como “la deteccidn de la misma variante en el mismo gen en maltiples muestras de un mismo
lote de secuenciacion”, ya que esto sugiere que se trata de un error en el proceso de
secuenciacion por lo que se consideran como falsos positivos. Finalmente se compararon los
resultados arrojados por cada programa por muestra y Gnicamente se reportan las variantes
que fueron detectadas por al menos 2 programas.
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RESULTADOS

Controles

Para este estudio, se consideraron como controles positivos, aquellas muestras que
conocemos que presentan la mutacion fundadora en el gen BRCA1 Ex9-12Del de la poblacién
mexicana validada mediante PCR. Tanto el programa CNVkit , ExomeDepth vy
Panelcn.MOPS reportaron el 100% de los controles positivos en los archivos de lectura
finales, tanto para las muestras secuenciadas con Illumina Miseq como las secuenciadas con
Illumina Hiseq (Figura 6).

De manera general, todos los programas fueron lo suficientemente sensibles para detectar la
variante ex9-12del de los controles positivos, aunque casi no se reportan variantes que hayan
detectado los 3 programas.

Analisis global

El panorama general de los resultados arroja que se detectaron 36 variaciones en el nUmero
de copias en un total de 34 muestras, que representan el 6.8% del total (considerando ambos
grupos muestrales: Illumina Miseq e lllumina Hiseq).

Las variantes se detectaron en 12 de los genes de interés, siendo los mas frecuentes BRCA2
(1.4%, 7/500) * y BRCALl (1.2%, 6/500). Adicionalmente se detectaron CNVs en los
siguientes genes, en menor proporcion: STK11 (1.2%, 6/500), CDKN2A (1%, 5/500), ATM
(0.6%, 3/500), MSH2 (0.6%, 3/500), APC (0.2%, 1/500), CHEK2 (0.2%, 1/500), PALB2
(0.2%, 1/500), PMS2 (0.2%, 1/500), PTEN (0.2%, 1/500) y TP53 (0.2%, 1/500).

Con respecto a la proporciéon entre amplificaciones y deleciones, se encontraron 17
deleciones y 17 amplificaciones.

No se detecto la presencia de la mutacion fundadora BRCA1 Ex9-12Del en ninguna muestra
que no fuera mexicana y tampoco se encontr esta variante en ninguna muestra que no se
haya detectado antes mediante PCR, es decir, no se detectaron falsos positivos de esta
variante.

A continuacion, se describen los resultados por pais a mayor detalle.

Guatemala

Con respecto a las muestras de Guatemala, unicamente contamos con 16 muestras de las
cuales solo se detectd una variante en la muestra BR-23 en el gen BRCA2 tratandose de una
delecion detectada por dos de tres de los programas: Panelcn.MOPS y ExomeDepth. Asi
entonces, se detectaron CNVs en el 6.25% de las muestras de Guatemala (Figura 6).
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México

En el caso de las muestras de México, se analizaron dos grupos de muestras, las que
secuenciaron con Illumina Miseq y las que se secuenciaron mediante Illumina Hiseq.

En el caso de las muestras que se secuenciaron con Illumina Miseq, se analizaron un total de
311 muestras. En este grupo, se detectaron un total de 13 variantes en 13 muestras, lo que
representa el 4.18% del grupo muestral. La distribucién y frecuencia de dichas variantes se
detalla en la Figura 6.

El grupo de muestras de México que se secuenciaron mediante la plataforma Illumina Hiseq
tuvo un total de 83 muestras, de las cuales se detectaron variantes en 11 de ellas (13.21%).
En ninguna muestra se detectd mas de una variante. Adicionalmente, cabe resaltar, que en
las muestras con los identificadores IMSS04 150 e IMSS_124 se detecté una amplificacion
del gen ATM que fue reportada por los 3 programas.

Pera

Las muestras de Peru fueron secuenciadas mediante la plataforma Illumina Hiseq, siendo un
total de 40 muestras. De dichas muestras, Gnicamente se reportan 6 variantes en 6 muestras,
es decir, el 15%.

Colombia

Finalmente, con respecto a las muestras de Colombia (secuenciadas mediante Illumina
Hiseq), de un total de 50 muestras se detectaron variantes en 7 muestras, lo que representa el
14% de las muestras con alguna variante.

Las muestras de Colombia son el Gnico grupo en el que se reportan muestras con mas de una
variante: Col_545 con variantes en el gen STK11 y CDKN2A, y Col_529 con variantes en
STK11 y ATM, siendo todas las variantes pérdidas en el nimero de copias. Asi mismo, la
pérdida en el gen STK11 de la muestra Col_545 fue detectada por los 3 programas.

Generacion de un codigo Unico para el analisis automatizado

Para facilitar el analisis haciendo uso de los 3 programas, se disefié un cddigo Unico mediante
el lenguaje de programacion bash capaz de reunir los cddigos de los 3 programas sin importar
que dos de ellos funcionen con R (ExomeDepth y Panelcn.MOPS) y uno con python
(CNVKit). El programa funciona reuniendo los archivos iniciales necesarios para los 3
programas, es decir, los archivos bams de muestras y controles, el archivo bed de obetivos
de secuenciacion, el archivo fasta de la referencia gendmica, etc. Y comienza el andlisis con
CNVKit para todas las muestras y exporta los archivos de resultados para continuar con los
dos programas escritos en R y asi analizar todas las muestras de manera automatica con los
3 programas.
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DISCUSION

El cancer de mama es un tipo de cancer que surge del tejido mamario que usualmente inicia
en los ductos lactiferos, aunque en algunos casos, se presenta un cancer de tipo lobular, que
se origina en las glandulas que producen la leche materna. En casos raros, se pueden presentar
tumores filodes 0 angiosarcomas en el seno. Ademas, el cancer puede originarse de otros
tejidos mamarios como sarcomas y linfomas, aunque estos no se consideran del todo como
cancer de mama (Veronesi et al., 2017).

Particularmente, en la regién de América Latina y el Caribe en el afio 2018, el cancer de
mama (considerando ambos sexos y todas las edades) ocupa el primer lugar afectando a
2,288,283 personas, seguido por el cancer de pulmén y colorrectal. En cuanto a la mortalidad,
el primer lugar lo ocupa el cancer de pulmén, que, en 2018, cobré la vida de 1,842,391
personas en América Latina. Sin embargo, cuando Unicamente se consideran las estadisticas
de incidencia y mortalidad de cancer en mujeres, es claro que el primer lugar lo ocupa el
cancer de mama, que afectd a 2,288,283 mujeres y cobro la vida de 679,237 de ellas en 2018
(Bray, et al., 2018).

El Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario (SHCMO) se define como un
desorden hereditario aumenta significativamente el riesgo de padecer cancer de mama u
ovario (particularmente antes de los 50 afios), con respecto a personas que no presentan el
sindrome. La herencia de este genotipo es de tipo mendeliana, autosomica dominante. Sin
embargo, del total de casos de cancer de mama, entre el 5y el 10% son a causa de mutaciones
germinales hereditarias (Kida, Murai & Yamauchi, 2017). La mayoria de los estudios de los
estudios genéticos del SHCMO se han concentrado en el anlisis de variantes de nucledtido
anico, y aquellos que han evaluado LR lo han hecho principalmente en BRCAL/2 o0 en genes
Unicos. Considerando que la tasa de LR en pacientes con SHCMO puede ser de alrededor del
7%, es posible que muchas pacientes no portadoras de LR no sean analizada para la deteccion
de estas alteraciones, resultando en falsos negativos (Kumaran et al., 2017, Judkins et. al.,
2012 & Mancini-DiNardo et. al., 2019).

Se conoce que en lo que respecta al SHCMO, los cambios en el nimero de copias tales como
la ex 9-12del en México, pueden ser especificas para determinadas poblaciones y producen
el mismo fenotipo de cancer. Tener informacion con respecto a las variantes Gnicas de una
poblacion, asi como aquellas variantes que son compartidas entre distintas poblaciones puede
ser (til en el ambito de los estudios genéticos clinicos para los profesionales de la salud y los
pacientes. Ademas, estos datos pueden proporcionar informacion relevante para la consejeria
genética que se brinda a los pacientes que han sido diagnosticados con cancer de mama y
ovario de origen hereditario, al igual que sus familias.

Particularmente, en referencia a los analisis estadisticos e informéticos enfocados al estudio
de rearreglos estructurales en general enfrentan varios problemas que dificultan
significativamente el analisis de estas variantes por lo que actualmente el estandar para
detectar CNVs continuan siendo métodos experimentales como el MLPA.

De acuerdo con la revision de la literatura, hasta el momento, este trabajo es el primero en
analizar rearreglos estructurales en muestras de linea germinal (n = 500) de pacientes de 4
paises de América Latina (México, Pert, Colombiay Guatemala) en genes ademas de BRCAL
y BRCA2 y tomando como datos iniciales los archivos bam de secuenciacion masiva por
panel.
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En el presente trabajo, los resultados indican que se detectaron 36 variaciones en el nimero
de copias en un total de 34 muestras, que representan el 6.8% del total (considerando ambos
grupos muestrales: Miseq e Hiseq), sin considerar las muestras que presentan la mutacion
fundadora Ex9-12del, lo cual corresponde con lo reportado en los trabajos de Judkins et. al.
(2012), y Mancini Dinardo, et al. (2019).

De manera general, todos los programas fueron lo suficientemente sensibles para detectar la
variante Ex9-12del de los controles positivos, aunque casi no se reportan variantes que hayan
detectado los 3 programas.

Con respecto a la proporcion entre amplificaciones y deleciones, se encontraron 17
deleciones y 17 amplificaciones. Adicionalmente, con respecto a las plataformas de
secuenciacion, 13 de las muestras reportadas fueron secuenciadas mediante la plataforma
Illumina Miseq, y 21 muestras fueron secuenciadas con Illumina Hiseq, lo cual es razonable
al considerar las diferencias técnicas entre ambas plataformas y sus capacidades en cuanto a
la profundidad y calidad de lectura (que es una de las bases mas importantes para el analisis
con los 3 programas empleados.

Considerando los antecedentes de este trabajo, l0s genes que presentaron variantes con mayor
frecuencia fueron los genes BRCA1 y BRCA2, como se reportd en los trabajos de Judkins et.
al (2012) y Mancini Dinardo, et al. (2016) donde encontraron que la mayor proporcién de
rearreglos estructurales se detecto en el gen BRCAL (26.4%) seguido de otros genes de alto
riesgo como PMS2 (11.7%), CHEK2 (11.1%) y MSH2 (8.9%). Adicionalmente, los autores
mencionan que los resultados referentes al gen PMS2 son de especial interés ya que es un
gen que tiene una homologia significativa con su pseudogen PMS2CL que puede causar
errores en el proceso de analisis y secuenciacion. Sin embargo, en el trabajo de Mancini
Dinardo y colaboradores, también hacen énfasis en la prevalencia de los rearreglos
estructurales en los genes reportados, especialmente en el gen STK11. Los autores detectaron
una prevalencia del 60.7% de rearreglos estructurales en el gen STK11 de todas las variantes
patogénicas detectadas en este gen. De igual forma, en el presente trabajo, se encontrd que
uno de los genes en el que se detectaron mas variantes es STK11 (6 muestras). En este sentido,
el gen STK11 ha sido comunmente estudiado en relacion con otras enfermedades o sindromes
distintos al cancer de mama y ovario de tipo hereditario, como es el sindrome de Peutz-
Jaeghers que se define como una enfermedad de herencia autosémica dominante que causa
multiples polipos hemartomatosos en el estbmago, intestino delgado y colon, ademas de
lesiones cutéaneas de alta pigmentacion. Esta reportado que la mayoria (66-94%) de los casos
parecen ser causados por una mutacion en la linea germinal del gen supresor tumoral
STK11/LKB1 (serina/treonina cinasa 11). Los pacientes diagnosticados con este sindrome
presentan un riesgo significativamente mayor de canceres digestivos y no digestivos. Los
canceres digestivos comprometen el pancreas, el intestino delgado, el colon y el estémago.
Los canceres no digestivos incluyen los que afectan la mama, el pulmén, el Gtero, los ovarios
y los testiculos (Kaminsky, E., Kaul, V., Paschall, J. et al., 2011). En este sentido, la alta
prevalencia y frecuencia de CNVs en este gen, sugiere que puede tener una influencia
importante en el desarrollo de cancer de mama y ovario de origen germinal en pacientes de
América Latina, por lo que considero importante que se continue el estudio de rearreglos
estructurales en este gen, con un enfoque particular en el SHCMO, especialmente en las
muestras de América del sur (Pert y Colombia) ya que la mayoria de las variantes reportadas
son de muestras de estos paises ademas de lo reportado por otros autores.
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En cuanto a los aspectos técnicos del andlisis, el uso de mas de un programa, redujo el nimero
de variantes reportadas e hizo el filtrado mas sencillo y menos arbitrario. Adicionalmente,
una complicacion con respecto a los resultados obtenidos, es que los programas no generan
los reportes escritos y estructurados de la misma forma, lo que puede dificultar la
comparacion de los resultados de cada programa, un claro ejemplo, es que los loci de las
variantes pueden tener ligeras diferencias dependiendo del programa que se esté utilizando.
Este trabajo sienta las bases para la implementacion de un protocolo para la deteccion de
rearreglos estructurales en la linea germinal de pacientes con SHCMO a partir de datos de
secuenciacion masiva, sin la limitacion que tienen otros métodos como el MLPA que no
permiten analizar todas las regiones o genes de interés debido a la disponibilidad de kits y
del precio de los mismos. Por lo anterior, el anélisis computacional de CNV representa un
avance importante en la deteccion de estas variantes de dificil identificacion en un mayor
numero de genes y muestras, y a su vez representa una mejora en el diagndstico molecular y
la descripcion epidemioldgica de esta enfermedad.

37



CONCLUSION:

1.

Se detectaron variantes en el nimero de copias en el 6.8% de las muestras sin
considerar la mutacion fundadora ex9-12del y considerando todas las muestras por
igual (aquellas secuenciadas mediante Illumina miseq e Illumina Hiseq.

Los programas empleados para el analisis fueron capaces de detectar la mutacién
fundadora ex9-12del en todas las muestras control positivo seleccionadas para el
analisis.

En cuanto a las muestras por pais, la frecuencia de CNVs se distribuye de la siguiente
manera: México (Hiseq) = 11 muestras, México (Miseq) =13 muestras , Guatemala
= 1 muestra, Per = 6 muestras y Colombia = 7 muestras.

Se detectaron variantes en 12 de los 14 genes de interés (reportando Unicamente
aquellas variantes detectadas por mas de un programa), los cuales son: BRCA2 (1.4%,
7/500), BRCA1 (1.2%, 6/500), STK11 (1.2%, 6/500), CDKN2A (1%, 5/500), ATM (0.6%,
3/500), MSH2 (0.6%, 3/500), APC (0.2%, 1/500), CHEK2 (0.2%, 1/500), PALB2 (0.2%,
1/500), PMS2 (0.2%, 1/500), PTEN (0.2%, 1/500) y TP53 (0.2%, 1/500).

El protocolo de filtrado redujo de manera importante el nimero de variantes
reportadas tanto para las muestras secuenciadas con Miseq y Hiseq.

El cddigo unico disefiado y aplicado en este trabajo, probd ser efectivo para este
andlisis, facilitando el uso de los 3 programas para analisar numerosas muestras,
ademas de ser mas amigable con los usuarios ya que reduce la necesidad de conocer
ambos lenguajes de programacion (R y python).
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PERSPECTIVAS:

1. Una de las principales perspectivas para futuros trabajos centrados en el estudio
de CNV en la poblacion de América Latina es usar controles positivos de otras
poblaciones, ademas de la de México, en el analisis. Con esto, se pueden obtener
resultados mas certeros para otras poblaciones.

2. Otrade las perspectivas a considerar es la validacion experimental de las variantes
detectadas en este trabajo mediante PCR, MLPA o microarreglos segun sea méas
conveniente.

3. Analizar otras poblaciones en América Latina para obtener un panorama mas
completo en cuanto a las variaciones en el niumero de copias en pacientes con
SHCMO.

4. Finalmente, otra perspectiva es la publicacion del presente trabajo en una revista
cientifica indexada, ya sea de forma aislada, o como parte complementaria de otro
estudio.
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