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RESUMEN

El cAncer de mama es la principal causa de muerte en mujeres de todo el mundo. Se estima
que alrededor del 10%-15% de los casos de cancer de mama se deben a una predisposicion
genética debido a una alteraciéon en genes asociados, lo que se conoce como sindrome
hereditario de cancer de mamay ovario (HBOC). Actualmente se conocen varios genes que
pueden estar implicados en esta enfermedad, mas alla de los genes BRCA1 y BRCA2. No
obstante, existen muy pocos estudios que evallen la diversidad de alelos patogénicos en
poblaciones minoritarias, como es el caso de los paises de América Latina. En este trabajo,
analizamos la region codificante de 143 genes asociados a cancer en 944 pacientes
provenientes de Argentina, Colombia, Guatemala, México y Peru utilizando tecnologia de
secuenciacion de siguiente generacion (NGS) mediante las plataformas lllumina® vy
lonTorrent®. Nuestros resultados mostraron que el 9.95% (94/944) de las pacientes tuvo
una variante patogénica en genes de alto riesgo, mientras el 6.46% (61/944) tuvo estas
variantes en genes de bajo riesgo o moderado. También se detectaron alteraciones en
genes que no habian sido reportados para esta enfermedad como WRN, MSR1 y LIG4, asi
como un gran numero de variantes con significado clinico incierto (209/944). Este trabajo
aporta nuevos datos sobre la composicion genética del HBOC en paises poco estudiados,

permitiendo hacer un contraste con otros estudios internacionales.



ABSTRACT

Breast cancer is the leading cause of death in women worldwide. It is estimated that
around 10%-15% of breast cancer cases are due to a genetic predisposition due to
an alteration in associated genes, which is known as hereditary breast and ovarian
cancer syndrome (HBOC). Several genes are currently known that may be involved
in this disease, beyond the BRCA1 and BRCA2 genes. However, there are very few
studies that evaluate the diversity of pathogenic alleles in minority populations, such
as in Latin American countries. In this work, we analyzed the coding region of 143
cancer-associated genes in 944 patients from Argentina, Colombia, Guatemala,
Mexico, and Peru using next-generation sequencing (NGS) technology using the
lllumina® and lonTorrent® platforms. Our results showed that 9.95% (94/944) of the
patients had a pathogenic variant in high-risk genes, while 6.46% (61/944) had these
variants in low-risk or moderate-risk genes. Alterations were also detected in genes
that had not been reported for this disease, such as WRN, MSR1, and LIG4, as well
as a large number of variants with uncertain clinical significance (209/944). This work
provides new data on the genetic composition of HBOC in understudied countries,

allowing for a contrast with other international studies.
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1. INTRODUCCION

1.1. Definicién de cancer

El cancer puede ser definido como una enfermedad causada por un cambio en la
expresion genética que produce desregulacion de los procesos de proliferacion y
muerte celular, lo que conlleva al crecimiento anormal de las células soméaticas
hasta formar tumores, los cuales pueden invadir otros tejidos y hacer metastasis a
organos distantes, causando morbilidad y posteriormente la muerte del hospedero
[1-2].

1.2. Epidemiologia del cancer

Junto con otras enfermedades no infecciosas, el cancer es una de las principales
causas de muerte en todo el mundo. Su mortalidad soOlo es superada por
enfermedades cardiovasculares como infarto, cardiopatia isquémica y accidentes

cerebro vasculares [3].

El cancer de pulmén es la neoplasia maligna con mayor mortalidad alrededor del
mundo tanto en hombres como mujeres (Figura 1). En 2018 se reportaron 2,093,876
nuevos casos de cancer de pulmén y 1,761,007 defunciones debido a este
padecimiento. Sin embargo, el cancer de mama ocupa el puesto nUmero uno en
cuanto a incidencia y es la principal causa de muerte para las mujeres de todo el
mundo. Se estima que en 2018 hubo mas de 2 millones de casos nuevos y

626,679 muertes [4]. Existe una proyeccion hacia el incremento en la incidencia de
cancer de mama, por el contrario, la mortalidad de esta enfermedad ha disminuido

en los ultimos afos. Esta tendencia es mas evidente en los paises desarrollados [5].
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Tasas estimadas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad en 2018, en todo el mundo, ambos
sexos, todas las edades

Mama

I

|
Préstata |

Pulmén

|
Colorectal |

|
Cuello uterino|

Estomago"

|
Higado

Cuerpo del utero |

Tiroides

Ovario

i

Figura 1. Incidencia y mortalidad de cancer a nivel mundial. Se muestra el nimero de nuevos casos y
defunciones por cada 100,000 habitantes, ambos sexos (Modificada de GLOBOCAN, 2018).

En el caso particular de América Latina y el Caribe el cancer de mama también es
la principal causa de muerte en mujeres y mantiene su tendencia como el cancer
con mayor incidencia. El dltimo reporte de la Organizacion Panamericana de la
Salud (PAHO) sefalé 462 081 nuevos casos de cancer de mama para esta region,
lo que representa el 12.2% de todos los casos de cancer en América latina (Figura
2) [6]. En 2013 los paises con mayor incidencia fueron Puerto Rico, Argentina y
Uruguay, comparable con las tasas de incidencia de Paises Europeos o Estados
Unidos (Figura 3). Por otra parte, paises como México, Peru, Colombia y Brasil
registran diagnosticos y defunciones a edades muy tempranas, siendo la edad
promedio de diagnostico a los 54.8 afios. Asi mismo la correlacion entre una alta
mortalidad y las tasas de incidencia sefialan una baja supervivencia para estos

paises latinos [7].

Diferentes estudios proyectan un incremento en la incidencia y mortalidad de esta
enfermedad, para el afio 2030 se espera que haya el doble de casos y defunciones
por cancer de mama en América Latina [8]. Este panorama supone diferentes retos
y areas de oportunidad para mejorar a fin de poder brindar mejores servicios de

salud que ayuden en la prevencion, deteccién y tratamiento del cancer de mama.
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WHO Americas region (PAHO)

Source: Globocan 2018

NGmero de nuevos casos en 2018, ambos sexos, todas las edades

Mama
462081 (12.2%)
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Otros canceres — 342518 (9%)

2129190 (56.2%) Colorrectal

307 777 (8.1%)

Tiroides
125288 (3.3%)

Total: 3791517

Figura 2. Incidencia de cancer en Latino Américay el Caribe. Se muestra el nUmero de nuevos casos de
cancer de mama y el porcentaje que representan en comparaciéon con otros tipos de cancer sin considerar la

edad o el sexo (Modificada de GLOBOCAN, 2018).
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Figura 3. Incidencia y mortalidad de cancer de mama en paises de Latino América. Se observa una
comparacion de los paises con mayor incidencia y mortalidad de cancer de mama en Latino América con

respecto a otras regiones del mundo (Tomada de Justo, Et al, 2013)
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1.3. Factores de riesgo
Existen diferentes factores de riesgo que explican la presencia de cancer de mama
en la region de Latino América y el Caribe. De entre todos se destacan los factores
demogréficos, genéticos, reproductivos, asi como de estilo de vida. Es importante
sefialar que todos estos factores de riesgo son muy similares en toda esta region y
éstos no interactian de forma aislada ya que el riesgo que cada factor aporta es
distinto, por lo que se reconoce al cancer de mama como una enfermedad

multifactorial.

1.3.1. Factores demograficos

1.3.1.1. Edad
El cancer de mama tiene una distribucion especifica en los distintos grupos de
edades que componen una poblacién. El 80% de los casos de cancer de mama son
diagnosticados en mujeres mayores de 50 afios. Por otra parte, el 50% de los casos
reportados, segun datos epidemioldgicos, se encuentra en el rango de edades de
los 50 a los 69 afios, siendo este segmento de la poblacion el de mayor
vulnerabilidad [9].

1.3.1.2. Etnicidad
Latino América es una region con una gran diversidad étnica y cultural.
Histéricamente ha existido una mezcla de indigenas nativos con otros grupos con
ascendencia africana, europea y en menor medida asiatica y nativos
norteamericanos [10]. Actualmente no existen estudios epidemiolégicos que
consideren la diversidad étnica de esta region. Sin embargo, aungue la incidencia
en mujeres latinas es menor a otras regiones como Europa, existe un mayor riesgo
en estas mujeres de desarrollar subtipos mas agresivos de cancer de mama [11].
Estudios realizados en poblacion de Estados Unidos demuestran que las mujeres
blancas tienen mayor riesgo a desarrollar cancer de mama, seguido de mujeres

afroamericanas, asiaticas, hispanas y por ultimo mujeres nativo-americanas [12].
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De entre toda la poblacion de mujeres que componen a Latino América, se ha
observado una mayor predisposicién de esta enfermedad en mujeres latinas con
ascendencia caucasica-europea, seguido de mujeres afrolatinas y latino-asiaticas,
este riesgo parece variar dependiendo también de la nacionalidad [11-13].
Finalmente, en otras regiones del mundo como Australia se ha observado que las
mujeres pertenecientes a grupos autdctonos y aborigenes tienen el menor riesgo
[14], esta tendencia podria repetirse en el caso de América Latina, aunque se

necesitan estudios que comprueben esto ultimo.

1.3.2. Factores reproductivos
Se ha documentado que diversos ambitos reproductivos influyen en el riesgo a
padecer cancer de mama. El ejemplo mas claro fue documentado por Fraumeni,
guien descubrié que las monjas tienen un riesgo mayor al promedio de desarrollar
cancer de mama. A pesar de que se sabe que la paridad nula es un factor de riesgo
y que cada término de embarazo reduce el riesgo de padecer esta enfermedad,
existen otros factores relacionados con la maternidad; como, tiempo entre cada
embarazo, lactancia, edad del primer y ultimo embarazo, etc. cuyo riesgo no esta

claro y existe discusion sobre el papel que estos factores representan [16].

Por otra parte, como ya se menciond, baja paridad y menarca a una edad temprana,
asi como menopausia a una edad tardia destacan como factores que aumentan el
riesgo de cancer de mama. Todos estos factores parecen estar fuertemente

asociados a la exposicion y sensibilidad a hormonas como el estrogeno [17].

1.3.3. Factores Hormonales
Las hormonas enddgenas tienen un papel fundamental como factor de riesgo en
cancer de mama, principalmente el estrégeno, el cual tiene un efecto estimulante
en los tumores con receptores hormonales y permite su clasificacion en los subtipos

moleculares Luminal Ay Luminal B (Tabla 1). Esto recobra importancia ya que dos
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terceras partes de los casos de cancer de mama son positivos para receptores

hormonales.

Existen dos hipétesis para explicar el mecanismo por el cual el estrégeno aumenta
el riesgo a padecer cancer de mama. El primero esta relacionado con la via de
sefializacion de los receptores de estrogeno (ER), la cual es activada por esta
hormona y en consecuencia modifica la expresiébn de genes asociados a la
proliferacion celular y por lo tanto la probabilidad de que ocurran mutaciones
deletéreas durante los ciclos de division celular. El segundo mecanismo propone
gue el estrogeno al ser metabolizado puede formar aductos de estrégeno-quinona
con el DNA, estos metabolitos pueden transformarse en catecol, creando especies

reactivas de oxigeno y provocando dafio oxidativo al DNA [18].

Otros receptores hormonales como los receptores de progesterona (PR) ayudan en
la diferenciacion del tejido mamario a través de la regulacion de esta hormona. Se
ha observado que la deficiencia de esta hormona incrementa considerablemente el
riesgo de cancer de endometrio. De forma antagonica la progesterona es un agente
proliferativo en el tejido epitelial mamario y por lo tanto es considerado como un

agente mitogénico [19].

Subtipo molecular Receptores Prevalencia (%)

Luminal A ER y/o PR positivos 30-70
Her2 Negativo

Luminal B ER y/o PR positivos 10-20
Her2 Positivo

Triple Negativo ER y/o PR Negativo 15-20
Her2 Negativo

Her2 ER y PR Negativo 5-15
Her2 Positivo

Tabla 1. Subtipos moleculares de cancer de mama (modificado de Rojas & Stuckey 2016).
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1.3.4. Factores genéticos
El cancer de mama es una enfermedad compleja causada por factores genéticos y
no genéticos. Se tiene registro desde 1914 de que existe una relacién entre cancer
y alteraciones genéticas [20]. Alrededor del 10% de casos de cancer de mama se
deben a una predisposiciobn genética caracterizada por una heredabilidad
autosémica dominante con penetrancia incompleta [21]. A pesar de esto, el cancer
de mama no tiene un patrén claro de heredabilidad.

Menos del 25% del total de casos de cancer de mama hereditario son positivos a
alteraciones en los genes BRCA1 y BRCA2. Existen muchos otros genes que
pueden contribuir al desarrollo de esta enfermedad. La susceptibilidad y el riesgo
depende de qué gen se encuentre afectado e incluso del tipo de mutacion o laregion

afectada del gen [22].
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Gene Susceptibilidad Frecuencia Proporcion Proporcion Proporcion Riesgo en la

Herencia (%) de otros poblacional de de HPHBC de cancer vida de una
tumores (%) cancRRer (%) Familiar mujer
de mama (%) (%)
(%)
BRCAL1 (AD) Ovario 0.1 15 40 5-10 60 - 85
BRCAZ2 Ovario/Préstat 0.1 1.5 40 5-10 40 - 85
(AD) a Pancreas
[HoZ-Fanconi
(AR)]
TP53 [LFS Sarcoma, 0.0025 0.02 2 0.1 80 -90
(AD)] Glioma,
Tiroides
PTEN Adrenal, 0.0005 0.004 0.3 0.02 25-50
[Sindrome de colorectal
Cowden(AD)]
CHEK2 Colorectal, 0.5 0.5 0 2 18 - 20 (2.0)
Prostata
ATM (AD & Linfoma, 0.5 0.5 0 2 20 (2.3)
AR) Leucemia [HoZ
(AR)]
STK11 Colorectal 0.001 0.001 0.6 0.04 50
[Peutz-
Jeghers(AD)]
BRIP1 (AD & HoZ-Fanconi 0.1 0.1 0 0.4 20 (2.0)
AR) (AR)
PALB2 (AD & HoZ-Fanconi 0.1 0.1 0 0.4 20 (2.0)
AR) (AR)
CDH1 (AD) Cancer 0.005 0.01 02-1 0.1 40 - 60
gastrico difuso
heredable
NF1 (AD) Neurofibroma, 0.04 0.01 0 0.1 18
Glioma,
MPNST

'AD:AutosomaI dominante; AR=Autosomal recesivo; Hoz=Homozigoto; HPHBC= Cancer de'
mama con alta penetrancia (e.g >3 familiares afectados); LFS= Sindrome de Li-Fraumeni; RR=
Riesgo Relativo

Tabla 2. Condiciones hereditarias de alto y moderado riesgo que predisponen al cancer de mama
(Modificado de Lalloo & Evans 2012).
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1.4. Enfermedades y sindromes asociados
Un historial familiar de cancer es considerado como un factor de riesgo importante
y estd frecuentemente vinculado a la predisposicion genética. Actualmente, se
conocen mas de 20 sindromes hereditarios asociados a cancer. Estos sindromes
afectan a aproximadamente al 1% de todos los pacientes con cancer. Las personas
afectadas por alguno de estos sindromes son susceptibles a un tipo de tumor
especifico dependiendo del sindrome que padecen y son portadores de una 0 mas
copias de genes mutados (también conocidos como alelos mutantes). Estas
mutaciones germinales pueden persistir en el linaje familiar y pasar desapercibidas
por varias generaciones. Los sindromes asociados a cancer suelen favorecer la
aparicion de tipos poco comun de cancer, subtipos agresivos y diagnosticos a
edades tempranas. Sin embargo, cuando varios miembros de una familia
desarrollan cancer a una edad temprana o un solo individuo tiene multiples canceres
primarios, incluso si son tipos de cancer comunes, se sospecha de sindromes de

cancer hereditario [23].

El estudio de los sindromes hereditarios asociados a cancer ha permitido conocer
a los genes implicados y las vias de sefializacion que comunmente se alteran

durante el desarrollo de los diferentes tumores malignos [24].

1.4.1. Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario
El sindrome hereditario de cancer de mama y ovario (HBOC por sus siglas en inglés)
es un desorden en el que las personas que lo padecen tienen un alto riesgo de
desarrollar cAncer de mama u ovario, mayor al promedio (principalmente antes de
los 50 afios). El HBOC tiene un patrén de herencia autosémico dominante con
penetrancia incompleta y esta asociado principalmente a alteraciones en los genes
BRCAL Y BRCAZ2. Estos genes fueron los primeros en describirse como causantes
de esta enfermedad. BRCAl Y BRCA2 juegan un papel fundamental en la
reparacion del DNA. De manera especifica, estos genes se encargan de reparar las
rupturas de doble cadena del DNA causadas por agentes clastogénicos mediante
el mecanismo de reparacion por recombinacién homoéloga (HRR). Por esta razon
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cuando uno de los dos alelos, ya sea en BRCA1 o BRCA2 , tienen una mutacion
germinal deletérea, existe pérdida de la heterocigosidad. Posteriormente una
mutacion somatica puede inactivar al otro alelo restante, provocando un déficit en
la actividad de ese gen (hipétesis del “Double Hit”) [25]. Dado que el mecanismo de
reparaciéon por recombinacion homéloga es vital para mantener la estabilidad
gendmica, la nula expresion de cualquiera de estos dos genes en la célula conlleva
a una tasa de mutacion mas alta. Por otra parte, la segregaciéon cromosémica, la
citocinesis y el correcto funcionamiento del ciclo celular durante la replicacion del
DNA también dependen de la HRR. Sumado a esto, un ambiente carcinogénico
dependiente de hormonas, con sefiales constantes de proliferacion y ausencia de
estos supresores de tumores, contribuyen a la formacion de un fenotipo maligno en

las células [26].

En las dltimas décadas se ha descubierto que otros genes ademas de BRCA 1y
BRCA2 estan implicados en el desarrollo del sindrome hereditario de cancer de
mama y ovario. Los genes “NO BRCA” representan hasta el 25% de todos los casos
de HBOC [27] y el riesgo que supone tener una alteracion en alguno de estos genes
es muy variable entre un gen u otro (Tabla 3). La “National Comprehensive Cancer
Network” (NCCN) emite un informe anual en el que evalia cada uno de los genes
asociados a cancer, también los clasifica de acuerdo con el riesgo que cada uno

confiere [28].
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Gene Riesgo de cancer Riesgo de cancer de Riesgo de otro
de mama ovario * cancer

ATM Aumentado Sin Aumento Evidencia
Insuficiente

BRCA1 Aumentado Aumentado Préstata

BRCA2 Aumentado Aumentado Melanoma,
Pancreas, Préstata

BRIP1 Sin Aumento Aumentado Evidencia
Insuficiente

CDH1 Aumentado Sin Aumento Estébmago

CHEK2 Aumentado Sin Aumento Colon

Genes del sindrome de Evidencia Aumentado Colon, Utero, Pelvis

Lynch: MSH2, MLH1, MSH®6, Insuficiente Renal, Intestino

PMS2, EPCAM Delgado Y Otros

PALB2 Aumentado Sin Aumento Desconocido

PTEN Aumentado Sin Aumento Sindrome De
Cowden

RAD51C Sin Aumento Aumento Desconocido

RAD51D Sin Aumento Aumento Desconocido

STK11 Aumentado Aumento De Tumores Sindrome De Peutz-

De Los Cordones Jehger
Sexuales Y El Estroma
TP53 Aumentado Sin Aumento Sindrome De Li-

Fraumeni

*Se incluye cancer de trompas de falopio y peritoneal.
Datos de National Comprehensive Cancer Network. Genetic/familial high-risk assessment: breast and ovarian.

Version 2.2017. NCCN
Clinical  Practice

Guidelines

in Oncology. Fort

https://www.nccn.org/professionals/
physician_gls/pdf/genetics_screening.pdf.

Washington  (PA):

NCCN;

2016. Available at:

Tabla 3. Mutaciones asociadas con el sindrome hereditario de cancer de mamay ovario. (Modificado

de ACOG, 2017)
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La NCCN recomienda realizar una prueba genética para confirmar HBOC cuando

el paciente reune alguno de los siguientes criterios:

Antecedentes personales de cancer de mama
mas uno o mas de los siguientes criterios

Antecedentes heredofamiliares de

cancer

L] Diagnostico antes de los 45 afios
® Diagnoéstico entre 45-50 afios y:

@) Cancer de mama adicional a
cualquier edad

o Familiar  consanguineo  con
cancer de mama a cualquier edad
o Familiar ~ consanguineo  con

cancer de prostata de alto grado
o Diagnéstico antes de los 60 afios y:
) Céancer de mama triple negativo
] Diagndéstico a cualquier edad y:

@) uno 0] mas
consanguineos con:

[ ] cancer de mama antes de
los 50 afios y/o :

® carcinoma de
ovario

familiares

® cancer de mama
en hombre

® cancer de
préstata
metastasico o]
cancer
pancreatico

() 2 0 mas diagnésticos de cancer
de mama en el paciente o familiar
consanguineo

® Ancestria judia Ashkenazi

L] Paciente sin diagndstico de cancer,
pero con alguno de los siguientes
criterios

o Familiar consanguineo con

[ | Mutacién conocida
en algin gen de
susceptibilidad  al
cancer

[ | 2 0 mas tumores
primarios de mama

[ ] 2 0 mas familiares
con cancer de
mama del mismo
lado familiar con
diagnostico antes
de los 50 afios

[ ] cancer de ovario

[ ] cancer de mamaen
hombre

o) Familiar consanguineo con
cancer de mama antes de
los 45 afios

Tabla 4. Criterios de inclusién para realizacion de pruebas genéticas en personas con sospecha de
cancer de mamay ovario hereditario (Datos tomados de NCCN, 2022) [29].
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1.5. Clasificacion de variantes genéticas
La finalidad de interpretar las variantes obtenidas mediante las pruebas genéticas
es aportar informacién util que pueda dirigir las estrategias de prevencion,
tratamiento y prondstico. La clasificacion clinica de variantes genéticas en cancer
ha sido una tarea ardua y en la actualidad aln no existe un sistema que sea
aceptado de forma unanime. Las dificultades que enfrentan los genetistas para
lograr dicha clasificacion es que hay un enorme catalogo de variantes genéticas

debido a las emergentes tecnologias de secuenciacion de ultima generacion.

En 2015 el Colegio Americano de Genética y Gendmica Médica (ACGM)
implementé una serie de recomendaciones para la interpretacion de variantes
genomicas. Estas recomendaciones son aplicables a muchos tipos de alteraciones
genéticas tales como variantes de un solo nucleotido (SNV por sus siglas en inglés),
deleciones o inserciones (indels) y variaciones en el numero de copias (CNV). Este
sistema aporto la terminologia para designar a las variantes en genes que causan
desoérdenes mendelianos. La ACGM propuso cinco categorias para mutaciones
germinales que son: Patogénicas, Probablemente patogénicas, Variantes con
significado incierto (VUS), Probablemente benignas y Benignas (Tabla 5). Los
criterios de clasificacion son explicados como un sistema de puntajes que

recapitulan toda la informacion disponible acerca de la variante a analizar [30].
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Oncogenicity Classification Point Ranges
7 -6 -1 0 5 6 9 10
| | | | | | | L | | | ] !
3 Benign—)‘ | < | > <-Oncogenic>»
Benign Oncogenic
Evidence Strength Very Strong Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very Strong
POINTS -8 -4 -1 +1 +2 +4 +8

Absent in

Population Data MAF is >5% MAF is >1% population
databases

Functional Data

Well-established
functional studies
show no oncogenic
effects

Well-established
functional studies
supportive of an
oncogenic effect

Predictive Data

Silent mutation (no
predicted impact on
splicing)

Missense change at
an amino acid
residue where a
different missense
change determined
to be oncogenic has
been documented

Same amino acid
change as a
previously
established

oncogenic mutation

Null variant in
tumer suppressor

Cancer Hotspots

Cancer hotspots
with low frequency
of recurrence

Cancer hotspot with
moderate frequency
of recurrence

Cancer hotspot with
high frequency of
recurrence

Computational Evidence

All utilized lines of
computational
evidence suggest no
impact of a variant

All utilized lines of
computational
evidence support
oncogenicity

Tabla 5. Clasificacion de variantes germinales en asociadas a cancer (Tomada de Horak, et al, 2022).

Actualmente se han propuesto otros dos sistemas para la clasificacion de variantes
genéticas de tipo somaticas en cancer, propuestos por La Asociacion de Patologia
Molecular (AMP) y La Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) (Tabla 6).
Todos estos sistemas se basan en las frecuencias alélicas poblacionales
proporcionadas por las bases de datos internacionales, los estudios clinicos de
correlacién, la evidencia experimental (ensayos funcionales), los programas

computacionales predictivos y la interpretacion por un panel de varios expertos.
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De forma conjunta la clasificacion puede resumirse de la siguiente manera:

Categoria

Explicacion

Nivel 1

Nivel 2

Nivel 3

Nivel 4

Biomarcadores que predicen la respuesta o
resistencia a una terapia aprobada por la FDA para un
tumor especifico.

Biomarcadores incluidos en manuales profesionales
que predicen la respuesta o resistencia a terapias para
un tipo de tumor en especifico.

Biomarcadores que predicen la respuesta o
resistencia a terapias para un tipo especifico de tumor
basados en estudios bien fundamentados con
consenso de expertos en el campo.

Biomarcadores que predicen la respuesta o
resistencia a terapias aprobadas por la FDA o
sociedades especializadas para un tipo diferente de
tumor.

Biomarcadores que sirven como criterio de inclusion
para ensayos clinicos.

Biomarcadores que muestran un significado
terapéutico plausible basado en estudios pre-clinicos.

Variantes no observadas con una frecuencia alélica
significante en la base de datos de la subpoblacién
general o especifica, o en bases de datos de variantes
de pan-cancer o tumores especificos. Evidencia
publicada de asociacién de cancer no convincente.

Variantes observadas con una frecuencia alélica
significativa en las bases de datos de la subpoblacién.
Sin evidencia publicada de asociacién de cancer.

Variantes con
fuerte significado
clinico

Variantes con
potencial
significado clinico

Variantes con
significado clinico
desconocido

Variantes benignas
0 posiblemente
benignas

Tabla 6. Clasificacion de variantes genéticas somaticas unificadas de la AMP, ACGM y ASCO propuestas
por el instituto de patologia del hospital universitario de Heidelberg (Modificada de Leichsering, et al,

2019).
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2. ANTECEDENTES

En 2017 Quezada y colaboradores realizaron un estudio en 300 pacientes
mexicanas que cumplian los criterios para HBOC, el objetivo de este estudio fue
encontrar nuevos alelos patogénicos que no hubieran sido descritos anteriormente
en esta poblacion. Para ello se analizaron la regién codificante de 143 genes
asociados a enfermedades oncoldgicas. En este estudio se detectaron 46 variantes
patogénicas en 23 genes distintos, los genes con el mayor nimero de mutaciones
fueron BRCA1l y BRCAZ2; 33 variantes con significado incierto también fueron
halladas entre la poblacion. La mutacién més frecuente fue la mutaciébn mexicana
fundadora ex9-12del [31] y la mutacion p.G228fs en BRCAL. Los resultados también
mostraron una mayor diversidad de genes afectados (54%) en comparacion con
BRCA1/2, los cuales solo concentraron 46% de las variantes detectadas en esta
cohorte [32].

Por otra parte, en 2018 el equipo de Caswell evalué las variantes patogénicas
presentes en 1483 personas en la universidad de Stanford, agrupandolas en grupos
étnicos y raciales Los datos de dicho estudio se obtuvieron a través de la recoleccion
de resultados de pruebas genéticas de predisposicion a cancer que los pacientes
donaron de forma anonima a la universidad de Stanford. Para este estudio se
incluyeron 14 genes relacionados a diferentes sindromes asociados a cancer
(BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM, APC, MYH, TP53, CDH1,
CDKN2A, PTEN y STK11). Los pacientes con ascendencia asiatica e hispana con
variantes patogénicas tuvieron un rango de edades menor en comparacion con los
caucasicos. El numero de variantes patogénicas (15%) no tuvo diferencias entre los
grupos raciales. Por otra parte, un mayor porcentaje de persona caucasicas
presentd mutaciones en el gen CHEK2 en comparacion con las no caucasicas (3.8%
vs. 1.0%). Finalmente, el numero de VUS fue mas abundante en los grupos no

caucasicos [33].

En 2019 el consorcio LACAM recién consolidado emitié un estudio en el que se

analizaron a 222 pacientes que reunian los criterios para HBOC provenientes de
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México, Argentina, Colombia, Guatemala y Peru. 143 genes fueron seleccionados
para secuenciar su region codificante, mediante las plataformas MiSeq (lllumina,
Inc.) y PGM (lon Torrent-Thermo Fisher Scientific). La prevalencia de variantes
patogénicas fue del 17% (38/222) distribuidas en 14 genes. La incidencia por paises
fue la siguiente: Argentina (25%, 14/57), México (18%, 12/68), Guatemala (16%,
3/19) y Colombia (13%, 10/78). En este trabajo se encontraron variantes
patogénicas en genes de riesgo moderado como MSH6, MSH2, MUTYH y PALB2;
También se detectaron alteraciones en genes no asociados a HBOC (DCLRELC,
WRN, PDE11A y PDGFB) [34]. Este estudio fue el primero en caracterizar el
Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario en una region poco estudiada

como lo es Latinoamérica.
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3. JUSTIFICACION

El Sindrome Hereditario de Cancer de Mama y Ovario (HBOC) es responsable de
hasta el 10% de todos los casos de cancer de mama. Los pacientes con este
sindrome son particularmente propensos a desarrollar cancer a una edad temprana,
tener altas tasas de reincidencia y en general un peor pronéstico. El HBOC se
atribuye a alteraciones en genes asociados a cancer, conocidas como variantes
patogénicas. A pesar de ser un problema de salud en toda la region de
Latinoamérica, existe poca informacién sobre la composicion y estructura gendémica
de esta enfermedad en dicha regién. La mayoria de los estudios solo se enfocan en
un reducido nimero de genes, los cuales no satisfacen todos los casos de HBOC y
subestiman la diversidad de alelos que pudieran estar asociados a esta enfermedad.
Por otra parte, todos los estudios que se han hecho en esta region son de caracter
nacional, lo cual no permite valorar las diferencias genéticas a nivel internacional

entre los paises de esta misma region, asociadas a este sindrome.

En este proyecto se propuso analizar la region codificante de 143 genes asociados
al sindrome hereditario de cancer de mama y ovario y otras enfermedades
oncoldgicas en 944 pacientes provenientes de Argentina, Colombia, Guatemala,
México y Peru. Este estudio tiene como objetivo detectar alelos que no se hayan
reportado anteriormente y aumentar el catalogo de variantes genéticas que puedan
ser de interés por su relevancia en esta enfermedad o su importancia a nivel clinico.
En resumen, el andlisis gendmico permitird enriquecer la informacion que se tiene

disponible respecto al HBOC en estos paises.
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4. HIPOTESIS

Existen variantes patogénicas y de significado clinico incierto asociadas al HBOC
gue no han sido descritas en pacientes de América Latina las cuales pueden ser
detectadas mediante la secuenciacion de la region exdnica de 143 genes.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Conocer la diversidad de alelos patogénicos presentes en pacientes con sindrome
hereditario de cancer de mamay ovario de Argentina, México, Guatemala, Colombia
y Peru.

5.2. Especificos

e Identificar las alteraciones patogénicas recurrentes en nuestra cohorte
de 944 pacientes.

e Reportar las variantes genéticas con significado clinico incierto (VUS)
en nuestra cohorte.

e Describir los genes frecuentemente mutados en pacientes de Ameérica
Latina.

e Determinar la presencia de posibles mutaciones fundadoras en esta

poblacion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Disefio de investigacion
Para este proyecto se plante6d hacer un estudio exploratorio, transversal y de tipo
descriptivo.

6.1.1. Criterios de inclusién

Los criterios de inclusién para todas las cohortes fueron establecidos en su
momento para cada estudio, con base en la informacion disponible de la NCCN.
Para la cohorte nueva de 422 pacientes se utilizd la version mas reciente en ese
momento [29]. No se detectd ninguna discrepancia a lo largo de las diferentes

versiones de la guia propuesta por la NCCN [35,36].

A continuacion, se describen las variables de mayor relevancia consideradas en

este estudio.

I.  Unindividuo a cualquier edad con una variante patogénica o probablemente
patogénica en algun gen de susceptibilidad al cancer dentro de la familia del
paciente.

[I.  Unindividuo diagnosticado a cualquier edad con cualquiera de los siguientes
criterios:

A. Cancer de ovario.
B. Cancer pancreatico.
C. Cancer de préstata metastasico.
D. Cancer de mama o cancer de préstata con alto grado (Puntaje de
Gleason = 7) y ancestria judia askenazi.
[ll.  Un individuo con diagndstico de cancer de mama que reuna cualquiera de
los siguientes criterios:

A. Céancer de mama diagnosticado antes de los 50 afios
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B.

C.
D.

Céncer de mama triple negativo (ER-, PR, HER-) diagnosticado antes
de los 60 afios.
Dos céanceres de mama primarios.
Cancer de mama a cualquier edad y:
1. Un familiar consanguineo cercano con:
a) Cancer de mama
b) Céancer de ovario invasivo
c) Céancer de mama masculino
d) Céancer pancreético
e) Cancer de prOstata metastasico o con alto grado
(Puntaje de Gleason = 7)
2. 2 familiares consanguineos cercanos con cancer de mama a

cualquier edad.

IV. Un individuo que no reuna los criterios mencionados previamente pero que

tenga un familiar de primer o segundo grado con cualquiera de las siguientes

caracteristicas:

A.

G mmo o w

Cancer de mama antes de los 45 afios
Cancer de ovario

Cancer de mama masculino

Céancer pancreético

Céancer de prostata metastasico

Dos 0 mas canceres de mama primarios en una sola persona

. Dos 0 més personas con cancer de mama primario en el mismo linaje

familiar (materno/paterno) con al menos uno de ellos diagnosticado

antes de los 50 afos.

V. Unindividuo con un historial personal o familiar, en el mismo lado de la familia

con tres o mas de los siguientes criterios (especialmente si fueron

diagnosticados antes de los 50 afios, o si un individuo tuvo mas de un cancer

primario):

A.

Céancer de mama, sarcoma, carcinoma adrenocortical, tumor cerebral,

leucemia.
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B. Céancer de colon, cancer endometrial, cAncer de tiroides, cancer de
riflones, manifestaciones dermatolégicas asociadas al sindrome de
Cowden, macrocefalia, pélipos hamartomatosos del tracto intestinal.

C. Céancer de mama lobular, cancer gastrico difuso.

D. Céncer de mama, cancer gastrointestinal, polipos hamartomatosos,
tumores en las trompas de Falopio, cancer pancreatico, tumores

testiculares en las células de Sertoli o pigmentacion infantil de piel.

6.1.2. Criterios de exclusion

Para este estudio se excluyeron las muestras que se encontraran en cualquiera de

las siguientes condiciones.

1.

2
3.
4

Material biolégico insuficiente, degradado o no rastreable.

Pacientes sin datos epidemiologicos asociados a factores de riesgo.
Pacientes sin el consentimiento informado escrito.

Cualquier muestra que no cumpliera con los estandares de calidad en algun
punto de flujo de trabajo experimental. (Extraccion de DNA, Preparacion de

bibliotecas, secuenciacion.)
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6.2.  Flujo de trabajo experimental

6.2.1. Obtenci6én de muestras

La recoleccion de muestras se hizo a través de diversos centros de salud de México,

Guatemala, Colombia, Pert y Argentina.

En el estudio de Quezada, et al, 2017 se reunieron un total de 300 muestras con el

esfuerzo de 4 fundaciones y centros de investigacion. En esta cohorte las muestras

provinieron de los siguientes institutos:

Instituto de salud del estado de México

Instituto estatal de cancerologia de Guerrero

Centro de investigacion biomédica, Torre6n, Coahuila.
Hospital de oncologia del centro médico nacional siglo XXI

Para el estudio realizado en 2019 por Olivier y colaboradores se conté con la

participacion de 11 centros, no sé6lo de México, si no de Argentina, Colombia y

Guatemala.

Centro oncologico Estatal del Estado de Toluca

Centro médico nacional Siglo XXI

Clinica universitaria Colombia

Hospital universitario San Ignacio

UPB Clinica Universitaria Bolivariana

IMAT- Oncomédica S.A.

Centro médico Imbanaco

Fundacion cardiovascular de Colombia

Instituto Nacional de enfermedades Neoplasicas (Peru)
Hospital italiano de Buenos Aires

Instituto para la Investigacion Cientifica y la Educacion Acerca de las

Enfermedades Genéticas y Metabdlicas Humanas (Guatemala)

Posteriormente, en este trabajo de tesis se analizaron 422 nuevas muestras

provenientes de México, Pert y Guatemala.
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Distribucion geografica y numero de muestras

. México
. Guatemala

Colombia

. Peru

B Argentina

v

|

Figura 4. Composicion geogréfica de las 944 muestras analizadas. Se muestra el pais de procedencia de
las 944 muestras. El nUmero de muestras por pais esté indicado en nimeros blancos.

A cada paciente se le extrajo un total de 10 mL de sangre total. La extraccion fue
realizada por personal capacitado de cada centro participante en cualquiera de las
3 etapas de este trabajo recopilatorio. Las muestras sanguineas fueron depositadas
en tubos vacutainer con EDTA para evitar la coagulacion de las muestras y
posteriormente se almacenaron en refrigeracion a -20° C hasta el momento de la

extraccion de DNA.
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6.2.2.  Extraccion de DNA
La extraccion del DNA se hizo mediante el kit DNeasy® Blood and Tissue de
Qiagen [37] en todas las muestras, salvo las muestras provenientes de argentina
(Figura 5).

Para la extraccion de DNA gendomico se utiliz6é 100 pL de sangre total,
posteriormente se agregaron 20 pL de proteinasa K y finalmente se agregaron 100
uL de buffer PBS para tener un volumen total de 220 pL. También se agregaron 8
puL de RNAsa A. Después se incubaron las muestras a 56° C por 10 minutos. Una
vez terminada la lisis de las células sanguineas, se agreg6é 200 pL de etanol
absoluto (96-100%). La mezcla se agit6 utilizando un vortex y después se transfirio
a una columna DNeasy unida a un tubo de recoleccion de 2 mL. Las muestras se
centrifugaron a 8000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante que terminé en el tubo
de recoleccion fue desechado.

La columna de afinidad fue puesta en un nuevo tubo de recoleccion, se agregaron
500 pL de buffer AWL1 y se volvido a centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.
Nuevamente se desecho el sobrenadante hallado en el tubo de recoleccion.

Un nuevo ciclo de lavado se llevé a cabo, para esto se transfirié la columna de
afinidad a un nuevo tubo de recoleccion y se agregaron 500 pL de buffer AW2 para
centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante volvio a ser descartado.
Finalmente, se eluyd el DNA colocando la columna de afinidad en un tubo de
microcentrifuga de 2 mL y agregando 100 pL de agua bidestilada libre de nucleasa
para después centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. Con el fin de aumentar el
rendimiento de la extraccion se repitio el Ultimo paso, haciendo pasar el DNA
purificado por la columna de afinidad de nuevo.

La concentracion de DNA de cada muestra fue cuantificada mediante Fluorometria.
Para ello se utilizé el equipo Qubit™ siguiendo el protocolo proporcionado por el
fabricante [46]; La pureza se midio utilizando un espectrofotometro con el coeficiente
260/280 nm; La integridad del DNA Gendmico de alto peso molecular se comprobo

mediante un gel de agarosa al 0.8%, utilizando un marcador de 1 kbp. Todas las
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muestras por encima de 10,000 bp se consideraron como DNA con alta integridad
[47].

Ready-to-use DNA Ready-to-use DNA

Figura 5. Extraccion de DNA mediante columnas de afinidad. El sistema DNeasy® Blood & Tissue permite
una extraccion eficiente con un gran numero de muestras de forma simultdnea (Tomada de Qiagen, 2011).

El DNA de las muestras provenientes de Argentina fue extraido utilizando la

plataforma Magna Pure System (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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6.2.3. Preparacion de bibliotecas

6.2.3.1.  Seleccion del panel
Para la preparacion de la biblioteca de secuenciacion se utilizé el Panel Human
Cancer predisposition panel de Qiagen. Este kit contiene el catalogo mas amplio de
genes relacionados con enfermedades oncoldgicas (Figura 6). El panel se basa en
una PCR multiplex de enriquecimiento de la regién codificante de 143 genes de
riesgo para 88 enfermedades oncolégicas. Otra de las ventajas del kit es su
practicidad, ya que las regiones blanco a amplificar se engloban en un total de 6582
pares de primers, distribuidos en 4 reacciones, lo cual permite optimizar los tiempos

de preparacion de las muestras [48].
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Para comenzar la preparacion de bibliotecas de secuenciacion, todas las muestras
fueron diluidas a una concentracién de 2.5 ng/uL. Posteriormente se hizo el
enriquecimiento de la region de interés la cual comprende la region codificante de
los 143 genes de susceptibilidad a cancer incluidos en este panel. Para esto se llevo
a cabo 4 reacciones de PCR multiplex para cada muestra. En total, los 4 lotes de
reacciones comprenden 6582 pares de primers. El disefio de los oligos en este
panel esta disefiado de tal forma que cada amplicon queda solapado de forma
contigua con los demas y de esta manera logran cubrir en su totalidad la regién de

interés (Figura 7).

— —_— —_—

HAANEEES

b -

VYV Y

Set de primers para PCR
Multiplex

Figura 7. Enriguecimiento de la region de interés mediante una PCR multiplex. El panel GeneRead esta
disefiado con un sofisticado arreglo de primers para maximizar la cobertura de la region de interés y minimizar
la formacion de productos inespecificos durante la amplificacion.

Una vez hecho el enriquecimiento, se mezclaron los 4 conjuntos de reacciones de
PCR y se purificaron los productos de las 4 reacciones para retirar los primers y
productos no especificos que pudieran haberse formado durante la PCR. La
purificacion se hizo mediante perlas paramagnéticas de la marca AMpure XP
beads™ con una proporcién de 0.9 L de perlas por cada microlitro de reaccién de
PCR.

Los siguientes pasos en la preparacion de las bibliotecas de secuenciacion fueron:

La reparacion de los extremos protuyentes, adenilacion de los amplicones y la

adicién de adaptadores universales.
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Para la reparacion de los extremos romos, se adicion6 20.5 uL de DNA enriquecido
previamente, 2.5 yL de buffer End-Repair (10X) y 2.0 pL del mix de T4 DNA
polimerasa, después se incubd a 25° C por 30 minutos, seguido de otra incubacion
a 75° por 20 minutos. La adenilacion se hizo agregando 25 uL del DNA reparado, 3
pL de A-addition buffer y 3 uL del fragmento klenow luego se incubé a 37° C por 30
minutos, seguido de otra incubacion a 75° C por 10 minutos. Finalmente, la union
de adaptadores se hizo afladiendo 31 pL de DNA previamente adenilado, 45 puL de
buffer de ligacién (2X), 1 uL de adaptador, 4 uL de T4 DNA ligasa y 9 uL de agua
libre de DNasa. Esta mezcla se incub6 a 25° C por 10 minutos. El adaptador esta
compuesto por el primer de secuenciacion de lllumina™ y una combinacién Gnica
de 24 pares de bases que sirven como una etiqueta molecular, la cual permitio

distinguir cada una de las muestras posterior a la secuenciacion masiva.

Una vez terminada la unién de adaptadores, es necesario hacer una purificacion
para seleccionar todos los fragmentos finos que tengan un tamafo aproximado de
200 bp (150 bp de amplicon + 48 bp de adaptadores). Para esta purificacion se
utilizaron las perlas paramagnéticas a una concentracion de 1.2 pL por cada
microlitro de reaccion ya ligado a sus respectivos adaptadores. El resto de la
purificacion se hizo siguiendo las instrucciones del fabricante.

Por ultimo, se amplificaron las bibliotecas purificadas agregando 25 pL de HiFi PCR
master Mix (2X), 1.5 pL de cada uno de los primers, 17 uL de la biblioteca de DNA
purificada y 6.5 pL de agua libre de RNasa. La PCR de esta amplificacion const6 de
una desnaturalizacion inicial a 98° C por 2 minutos; 4 ciclos de elongacion
compuestos de la siguiente manera, 98°C por 20 segundos, 60°C por 30 segundos,

72°C por 30 segundos; La extension final se hizo a 72°C por 1 minuto (Figura 8).

La biblioteca de DNA amplificada pas6 por una purificacién doble, utilizando las
perlas paramagnéticas con una relacion de 0.8 pL por cada microlitro de biblioteca
de DNA y posteriormente una concentracion de 0.4 yL para Unicamente conservar

los fragmentos de 200 bp.
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El tamafio de los fragmentos de las bibliotecas de DNA fue evaluado mediante
electroforesis de alta resolucion para corroborar que las secuencias se encontraban

en el rango de 200 bp.
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Biblioteca de DNA Illumina

DNA muestra

|

Reparacion de extremos

(end repair)
e
l 5’
Adenilacion

(4 adition)

yﬁ

|

Union de adaptador
(adapter ligation)

|

ol o
)II T -

region P5 primer de primer de region P7
sentido contraslentido |
| | | | | | [
Spb 24 pb -150 pb 24pb  8pb -35pb
[ |
L : I_I_I
etiqueta molecular region blanco etiqueta molecular
(barcode P5) (barcode PT)

Fragmento listo para secuenciacion
Figura 8. Descripcion grafica de una biblioteca de DNA. A partir del DNA amplificado se reparan los
extremos protuyentes, seguido de la adenilacion de dichos extremos y para finalmente unir dos adaptadores
universales. El resultado es una secuencia que incluye la region P5, la etiqueta molecular P5, el primer de
sentido, la region de interés o blanco, el primer de contrasentido, la etiqueta molecular P7 y la region P7.
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6.2.4. Secuenciacion

Para el proceso de secuenciacién, todas las bibliotecas previamente preparadas,
fueron ecualizadas para asegurar que todas las muestras tuvieran la misma
molaridad. Este paso es fundamental en las plataformas de secuenciacion masiva
en paralelo para evitar que alguna muestra esté sobre representada durante el
proceso de secuenciacion.

Las 944 muestras fueron secuenciadas usando las plataformas de lllumina Miseq y
Hiseq. Salvo las 50 muestras provenientes de Argentina, las cuales fueron
secuenciadas con la tecnologia de lon Torrent.

Los secuenciadores de la marca lllumina son equipos de secuenciacidon masiva en
paralelo. El principio mediante el cual funcionan es la secuenciacion por sintesis con

terminadores reversibles.

Todas las muestras fueron depositadas en el cartucho de secuenciacion siguiendo
las instrucciones del fabricante. El cartucho de secuenciacion contiene todos los
reactivos para llevar a cabo la secuenciacion. Posteriormente el equipo deposito las
muestras en una lamina de flujo (Flowcell) que se encuentra dentro del
secuenciador. Esta lamina de flujo contiene secuencias complementarias a los
adaptadores P5 y P7, unidas mediante enlaces covalentes a la lamina. De esta
forma las moléculas de DNA desnaturalizadas de las bibliotecas quedaron ancladas
a la lamina de flujo mediante la hibridacion por secuencias complementarias.
Posteriormente el secuenciador comenz6 a hacer una amplificacién por puente de
cada una de las moléculas ancladas para formar un grupo de clones (cluster) en la
lamina de flujo. Durante la amplificaciobn por puente se sintetiza la cadena
complementaria en sentido 3’ a 5, las hebras sintetizadas se doblan y se unen
mediante el adaptador complementario P5 0 P7 segun sea el caso. Este proceso se
repite hasta que no hay mas fragmentos P5 ni P7 disponibles en las lamina de
secuenciacion. Dado que la secuenciacion por sintesis de los equipos llumina

utilizan florescencia, la formacion de “clusters” es importante para amplificar la

43



intensidad de las sefiales de fluorescencia que seran captadas por la cAmara del
equipo y de esta forma leer las moléculas de DNA (Tabla 7).

Durante cada uno de los ciclos de los equipos Miseq o Hiseq, una DNA polimerasa
incorpora un nucledétido con un fluoréforo y un terminador reversible asociado, el
cluster emite una sefial de fluorescencia que el equipo registra y la sintesis de DNA
se detiene debido al terminador reversible. Posteriormente se hace un ciclo de
limpieza para retirar el terminador reversible y el proceso se repite de nuevo hasta

terminar la secuencia (Figura 9).

Tipo de Tamafio Técnica de Deteccion de Notas acerca de la Lecturas Tiempo por
secuenciador de secuencia  sefal tecnologia por corrida
lectura cién corrida
(bp) (bp)
Secuenciacion 30-300 Sintesis Florescencia Los clusters se generan Hasta 1000 1a 11 dias
por sintesis en una lamina de flujo millones
(llumina) mediante  amplificacién

por puente con bases con
terminadores reversibles

Semiconductor Hasta Sintesis Flujo de iones Las secuencias blanco se Hasta 80 2ab5 horas
de iones (lon 600 a través de un colocan en un micro millones
torrent) semiconductor  pocillo. Los nucle6tidos se

inundan e incorporan
mediante la polimerasa.
La adicion de cada
nucleétido genera un ion
hidrégeno que es
detectado por el
semiconductor.

Tabla 7. Comparacién de plataformas de secuenciacion lon Torrent e lllumina. (Modificada de Church,
2020)

Todas las muestras se secuenciaron usando un formato de corrida de 2 por 150 bp
dado que el tamafio promedio de los amplicones generados durante la preparacion
de bibliotecas es de 200 bp.
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Figura 9. Secuenciacién por sintesis de lllumina. Durante la secuenciacion masiva en paralelo cada
molécula con un adaptador es unido a una lamina de flujo mediante un enlace covalente. Posteriormente cada
una de las secuencias se amplifica en un proceso de amplificacion por puente, para formar grupos locales que
contienen miles de clones de la misma molécula. Finalmente, el equipo registra la sefial de fluorescencia cuando
cada nucledtido es incorporado.
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6.2.5. Analisis bioinformético

Una vez secuenciadas todas las muestras, el equipo proporciona varios archivos en
formato FASTQ, los cuales contienen las secuencias y valores de calidad de dicha
secuencia [38]. En nuestro caso particular, los secuenciadores emiten dos archivos
para cada una de las muestras, estos archivos corresponden a la cadena con
sentido y contrasentido de toda la region de interés, es decir, todos los amplicones
gue contemplan los paneles de secuenciacion empleados en este proyecto.

El primer paso en el analisis bioinformético de datos gendmicos es asegurar la
calidad de las lecturas. Para esto se revisé que todas las secuencias tuvieran un
puntaje de calidad Q mayor a 30. Este valor corresponde a la escala PHRED vy es
asignado por el propio equipo y refleja la probabilidad de que el equipo haya

cometido un error (Q30 = 99.9 de precision).

El segundo paso es hacer un alineamiento de cada una de las secuencias obtenidas
usando el software BWA [39-40]. Para este alineamiento se emple6 una referencia
gendmica genérica de Homo Sapiens, en concreto hg19, la cual es un estandar para
este tipo de analisis [41]. Las lecturas sentido y contrasentido de cada paciente
fueron unidas y ubicadas genéticamente con este proceso. El resultado de este
paso es un archivo denominado SAM. Luego el archivo SAM es convertido en su
homologo binario con finalidad de que sea mas sencillo el manejo y almacenamiento
de toda la informacién gendmica que contiene, con este paso obtenemos un nuevo
archivo denominado BAM.

Dado que varias de las lecturas obtenidas son clones, producto de las multiples
PCR’s de la preparacion de bibliotecas. Fue necesario marcar los duplicados con el
fin de sobre evidenciar cualquier hallazgo en estos datos. Finalmente, en el
preprocesamiento de los datos se hace una recalibracién de los valores de calidad
gue emitid el secuenciador, esto para asegurar la calidad de los futuros analisis

sobre estos datos [42].
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En este tipo de estudios, un paso clave es el llamado de variantes. En este proceso
un potente algoritmo (HaplotypeCaller GATK) se encargd de detectar todas las
variaciones de un solo nucleétido (SNV) asi como deleciones e inserciones cortas
(Indels). Los criterios y algoritmos que utiliza este programa para identificar una
verdadera variante genOmica, de falsos positivos (error de secuenciacion o
alineamiento) van mas alla de esta tesis, por tal motivo no profundizaré en ello, sin
embargo, pese a que este software ha sido probado y existe literatura que confirma
su exactitud [44] Los datos que el programa Haplotype Caller arrojo, también fueron

validados de manera experimental.
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Figura 10. Flujo de trabajo bioinformatico. a) Los datos de secuenciacion son filtrados usando los valores
de calidad que proporciona el secuenciador, posteriormente cada lectura fue alineada contra un genoma de
referencia y la secuencia de cada paciente es reensamblada. b) Una vez la secuencia de cada paciente fue
reconstruida, se eliminan los duplicados de PCR para evitar posibles falsos positivos debido a la propagacion
de errores durante las miultiples amplificaciones durante el proceso de preparacion de bibliotecas. c) El llamado
de variante permite evidenciar todos los cambios en los datos gendmicos de los pacientes respecto al genoma
de referencia en un proceso llamado “variant calling”.
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6.2.6.  Seleccion de variantes patogénicas y VUS
El primer paso en el andlisis de variantes genomicas fue la depuracion de datos. A
pesar de que existe una variacion aproximada del 0.1% entre el genoma de dos
individuos no mellizos homocigoticos [50], esto da lugar a un estimado de mas de
un millén de nucleétidos distintos distribuidos a lo largo de todo el genoma. Los

calculos més conservadores reportan alrededor de 1.4 millones de SNPs [51].

Al realizar el llamado de variantes (variant calling) se obtuvo un extenso catalogo de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), variantes de un solo nucle6tido (SNV) y
deleciones e inserciones cortas (Indels) de cada paciente. Para reducir el nimero
de variantes y seleccionar las mutaciones asociadas al sindrome hereditario de
cancer de mamay ovario el primer paso fue realizar la anotacion gendmica de cada

una de estas variantes a través del software Annovar.

Annovar es una herramienta que permite conocer el contexto funcional a nivel
biologico de SNV e INDELS, asi como el impacto clinico de dichas variantes y la
incidencia y frecuencia alélica poblacional con la que se reportan dichas variantes
en divergentes bases de datos que comprenden a diversas poblaciones de todo el
mundo [49]. Este programa integra bases de datos como 1000 Genomes [52],
dbSNP [53], GenomeAD [54], entre otras, las cuales sirven de repositorios de
variantes genéticas a nivel mundial. Estas bases de datos llevan un registro de la
variacion genomica en diferentes poblaciones y subpoblaciones, indicando la
frecuencia con la que una variante puede aparecer en una poblacién especifica. Por
otra parte, Annovar también integra bases de datos clinicas como: ClinVar [55],
COSMIC [56], InterVar [57] y VarSome [58]; las cuales clasifican las variantes
genéticas con base en la relacion que existe entre alguna variante y un
padecimiento o desorden médico. Algunas bases de datos de este estilo, como
COSMIC también sirven de catalogo de mutaciones somaticas halladas en
pacientes con cancer. Finalmente, el anotado también integra algunos programas

predictivos que estiman el impacto del cambio de nucleétidos de un gen o region
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especifica en la secuencia de aminoacidos de dicho gen como es el caso de SIFT
[59] y Polyphen [60].

Una vez anotados los datos de cada paciente, se procedi6 a filtrar los datos de cada
uno de ellos. El primer criterio de filtrado fueron los valores numéricos generados
durante el variant calling. Los parametros seleccionados fueron un valor de calidad
mayor a Q30. A su vez, la alteracion de nucleétidos debia de ser observada en al
menos 30 lecturas (Profundidad = 30X) y estar presente en ambas cadenas de

nucleétidos, sentido y contrasentido (no strand bias).

Los siguientes criterios de seleccion de variantes, fueron con base a la ubicacion de
la variante en el contexto génico. De esta forma se excluyeron todas las variantes
halladas en regiones Inter génicas, regiones intronicas, sitios 5’UTR y 3’'UTR, asi

como en zonas de homopolimeros.

Posteriormente se filtraron las variantes restantes haciendo uso de las bases de
datos poblacionales. De esta manera se descartaron las variantes “comunes” o
frecuentes. Para tal propdsito solo se seleccionaron las variantes con una frecuencia
alélica poblacional menor 0.01 en las compendios de 1000Genomes, dbSNP, Exac
y GnomeAD. Esto debido a que las variantes patolégicas o con efectos deletéreos

a nivel bioldgico son raras y poco observables en poblaciones sanas.

Finalmente se eligieron las variantes que cumplieron todos los criterios anteriores y
gue ademas habian sido descritas en genes de alto riesgo asociados a cancer,
reportadas en las bases de datos de ClinvVar, COSMIC o VarSome y a su vez los
algoritmos predictivos (SIFT y Polyphen) que reportaban un impacto negativo a nivel

funcional en la secuencia de aminoéacidos o proteina (Figura 11).

Las variantes con significado clinico incierto fueron (VUS) analizadas aplicando los
mismos criterios, salvo que de las bases de datos clinicas (ClinvVar, VarSome o

COSMIC) se seleccionaron unicamente las variantes en las cuales la evidencia no
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era clara, habia conflictos en la interpretacion de la alteracion genética o dicha
alteracion habia sido catalogada como probablemente patogénica. Para refinar los
datos de las variantes en esta categoria se seleccionaron las mutaciones en genes
de “alto riesgo” asociados a cancer (BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, STK11, CDH1,
MLH1, MSH2, MSH5, EPCAM, PMS2, CDKN2A, PALB2) [61.]

Calidad phread score > 30
Profundidad > 30 x
No strand bias

UTR &
UTR 3’
Regiones intergénicas
Regiones intrénicas

1000Genomes < 0.01
dbSNP < 0.01
GenomeAD < 0.01
Exac < 0.01

Cambio de nucleétido
con efecto deletereo en:
SIFT
POYPHEN

Reportada como
patogénica en ClinVar
VarSome
COSMIC

VUSsS

de alto riego

v

Variante patogénica
N,

Figura 11. Criterios de filtrado de variantes genéticas. Los datos obtenidos mediante el “variant calling”
fueron filtrados siguiendo el orden jerarquico mostrado en el esquema.
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6.2.7. Andlisis de la mutacién mexicana fundadora (Delecion exdn 9-
12)

Todas las muestras provenientes de pacientes de México fueron analizadas para la
mutacion fundadora BRCAL delecion exon 9-12 [62] mediante una reaccion en
cadena de la polimerasa. El disefio de esta PCR se bas6 en 3 oligonucleétidos
descritos en la tesis de maestria de Quezada Urban (Figura 12) [63]. Esta mutacion
fundadora ha sido reportada en estudios previos realizados en pacientes
mexicanas, encontrandose esta mutacién hasta en el 33% de las pacientes

portadoras de una mutacion en BRCAL1 [64-65].

Alelo mutado

297 pb
Ex8 Ex13
._, a
P1 P3 )
Ex8 Ex9 - Ex10 Ex11 Ex12 Ex13
#— ST T _DeTec-iBn_—v 154kb T T 7 °

400 pb
Alelo silvestre

Figura 12. Disefio de PCR para la deteccién de la delecién 9-12. El par de oligos para el alelo silvestre P1
y P2 amplifican para la regién ubicada entre el exdn 8 y el exén 9. La amplificacion para el alelo mutante (P1,

P3) solo es posible cuando la regién entre el exdn 9 y 12 se encuentra ausente (—~15.4 kb). (Modificada de
Quezada Urban, 2017)

6.2.8. Validacion de resultados

Finalmente, todos los resultados de las pacientes portadoras de una mutacion
patogénica fueron verificados mediante secuenciacion Sanger y en analisis de la

secuencia en su correspondiente electroferograma.

52



7. RESULTADOS

En este trabajo se analiz6 un total de 422 pacientes provenientes de diferentes

paises de Latinoamérica. También se cont6 con el consentimiento explicito para

utilizar los datos de las 300 pacientes analizados por Quezada et al, 2017 (DOI:
10.3390/cancers10100361) y las 222 pacientes obtenidas en el estudio de Oliver J.

et al 2019 (DOI: 10.3389/fonc.2019.01429). (Tabla 7.)

Cohorte Numero de pacientes y nacionalidad

Quezada, et al 2017 México (300)

Olivier et al 2019 México (68)
Guatemala (19)
Colombia (78)
Argentina (57)

Propia México (323)
Colombia (50)
Perd (49)

| I | 1
TOTAL 944

Tabla 8. Composicion de poblacién analizada y las 3 cohortes que la componen.
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Respecto a la distribucion geogréafica, las pacientes provenientes de México
representaban el 73.2% (691/944); Colombia 13.55%(128/944); Argentina
6.03%(57/944), Peru 5.2%(49/944) y Guatemala 2.01% (19/944). Con base en estos
porcentajes solo el 17.36%(120/691) de las pacientes mexicanas dio positivo para
alguna alteracion patogénica. Para Colombia, solo 12.5% (16/128) de las pacientes
presentaron alguna variante patogénica. En el caso de Argentina, el 17.5% (8/57)
fue el porcentaje de pacientes con mas alteraciones patogénicas. Finalmente, Peru
tuvo un porcentaje de 12.2% (6/49) de pacientes positivas y Guatemala 15.8%
(3/19) (Figura 13).

5 8%

12. 2%

17.37%

J Argentina

\) Colombia @ %Muestras x pais

‘ Guatemala \) %Positivas

Figura 13. Proporcion de muestras por pais y porcentaje de variantes halladas. Se muestra la proporcion
de muestras por pais respecto al total de 944 muestras incluidas en este estudio. El aro exterior representa el
porcentaje de pacientes positivas respecto al total de muestras pertenecientes a ese pais.
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El analisis de la region codificante de 143 genes permitid detectar variantes
patogénicas en genes de alto riesgo en el 9.95% (94/944) de las pacientes (Figura
14). Los genes de alto riesgo con variantes patogénicas mayormente afectados
fueron BRCA1 47% (45/94) de las cuales 16 variantes corresponden a la mutacion
fundadora Delecion 9-12; BRCA2 36% (32/94), ATM 6% (7/94) y PALB2 6% (7/94).
Otras variantes en genes de alto riesgo fueron APC, CDKN2A, MLH11, MSH2,
MSH6 y TP53, cada uno con una unica alteracién patogénica (1.06% 1/94).
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Asimismo, también se detectaron 61 alteraciones patogénicas en 37 genes de
riesgo bajo o moderado (Figura 15). Dentro de esta categoria, los genes con mayor
frecuencia de mutaciones fueron MUTYH y NF1 con un 8% cada uno (5/61), seguido
de PDE11A con un 7% (4/61) y MSR1 con un 5% (3/61). Dentro de este grupo de
genes de riesgo moderado o bajo, 10 genes dieron positivo para 20 alteraciones
patogénicas, distribuyéndose 2 pacientes por gen (ATR, ERCC3, FANCC, FANCI,
FANCM, LIG4, RECQL4, RNASEL, UROD y WRN). El resto de los 23 genes (AIP,
BIVM-ERCC5, BRIP1, CHEK2, DCLRE1C, DICER1, ERCC2 ESCO2, FANCB,
FANCF, FANCL, MLH3, NBN, PDGFB POLH, POU6F2, PTCH1, PTEN, RAD51B,
RAD51C, SDHA, SDHB, XRCC3) sb6lo presentaron una variante patogénica por
paciente (1/61).
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El llamado de variantes, en conjunto con el filtrado de datos, también arrojé un total
de 39 variantes nuevas con significado clinico incierto (VUS) (Figura 16). Estas 39
VUS corresponden Unicamente a las nuevas muestras incorporadas (323/944). El
gen con mayor porcentaje de VUS fue BRCA2 con un 44% (16/39) y ATM con un
23% (8/39). El resto VUS se distribuy6 en CHEK2 (3/39), MSH6 (3/39), PALB2
(3/39), NF1 (2/39), PMS2 (2/39) y MSH2 (1/39).
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En cuanto a las variantes frecuentes, se detectaron mutaciones recurrentes
distribuidas en los genes BRCA1, BRCA2 y PALB2 (Figura 17). Estas mutaciones
fueron detectadas en familiares no consanguineos. En este estudio se hallaron las
mutaciones BRCA2 p.R2494X presente en dos pacientes, BRCAl p.Al1708E
presente en 4 pacientes y PALB2 p. M723fs la cual se hall6 en 3 pacientes y la
mutaciéon BRCAL p.T276Afs presente en 3 individuos de una misma familia. La
mutacion BRCA2 p.G578fs también se detect6 en 5 familiares consanguineos. Por
otra parte, también se detect6 de manera aislada una mutacion fundadora
previamente reportada en la poblacion colombiana BRCA1 p.Q1111fs, sin embargo

esta mutacion se encontré Unicamente en un paciente de dicho pais.
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Figura 17. Mutaciones recurrentes. Se observan 4 mutaciones recurrentes en 3 genes distintos en pacientes
sin ningun parentesco. También se reporta una mutacion (p.G578fs) en familiares consanguineos.
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8. DISCUSION

En este estudio se analizé la regién codificante de 143 genes asociados a Cancer
en 944 pacientes con sospecha de sindrome hereditario de cancer de mama y
ovario. Se encontr6 que alrededor de 9.95% de las pacientes son portadoras de una
variante patogénica en genes de alto riesgo y otro 6.46% fueron positivas para
variantes en genes de riesgo bajo o moderado. En total el 16.41% de las pacientes
presentd al menos una alteracion en genes que pueden ser asociados al sindrome

hereditario de cancer de mama y ovario.

El alcance de este estudio abarcé a 5 paises de América Latina cuyas poblaciones
estan subrepresentadas en estudios de talla internacional. ElI porcentaje de
variantes positivas por pais fue de 15.07% en promedio (o = 2.03), este valor se
encuentra dentro del rango esperado del 10-15% de casos de cancer de mama con
un componente hereditario [66]. Unicamente Argentina mostré tener un porcentaje
mayor con un 17.5% de pacientes positivas a alguna variante patogénica, sin
embargo, algunos autores reportan que hasta un 20% de los casos cancer de mama
pueden deberse a un factor genético [67], lo anterior sugiere que no existen
diferencias importantes en la prevalencia de variantes patogénicas,
independientemente del tamafio y la poblacién analizada. Por otra parte, los genes
mayormente mutados fueron BRCA1/2 los cuales fueron detectados en el 8.15% de
la cohorte total (n = 994) y representan un 49.67% de las variantes patogénicas
detectadas (155/944). Cabe destacar que de las 45 variantes patogénicas
detectadas en BRCA1, 16 corresponden a la mutacién mexicana fundadora la cual
fue detectada empleando una prueba dirigida a esa mutacion en particular, usando
un juego de oligonucleédtidos disefiados exclusivamente para detectar dicha
alteraciéon y haciendo uso de una PCR de punto final. Esta delecién del exon 9 al 12
representan mas de una tercera parte de las mutaciones en BRCAL y un 10.32%
de las mutaciones totales detectadas, las cuales no hubieran podido ser reportadas
sin la estrategia desarrollada para detectar esta mutacion fundadora. En contraste

con las pruebas especificas dirigidas a una mutacién o gen en particular, tenemos
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las otras 78 variantes patogénicas distribuidas en 54 genes no BRCA que fueron
halladas en este estudio, lo que resalta la importancia de realizar analisis en genes
mas alld de BRCA1/2. Sin embargo, también hay que decir que las pruebas
genéticas basadas en tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion (NGS)
aun tienen limitaciones para detectar cierto tipo mutaciones, especialmente aquellas
que tienen que ver con grandes rearreglos cromosomicos, como deleciones
mayores a 1 kb, translocaciones o variaciones en el numero de copias. Asimismo,
el uso de NGS para la deteccién de variantes genéticas es mas tardado, costoso y
requiere de una mayor capacitacion de personal para llevar a cabo el proceso de
secuenciacion y la interpretacién de los datos, en contraste con otro tipo de pruebas

mas convencionales [68].

Entre los genes no BRCA de alto riesgo que se encontraron alterados en este
estudio tenemos a ATM, PALB2, APC, CDKN2A, MLH11, MSH2, MHS6 y TP53.
Todos estos genes ya han sido reportados como genes asociados a cancer y
también han sido descritos en pacientes con sindrome hereditario de cancer de
mama y ovario a nivel mundial, con excepciéon de CDKN2A el cual no se asocia a
cancer de mama [69-70]. Por otro lado, algunos de estos genes como APC, MLH11,
MSH2 son reportados con poca frecuencia en la poblacion latinoamericana [71-72].
Respecto a CDKN2A, este es un gen cuyas alteraciones principalmente se asocian
a distintos tipos de melanoma y no parece haber una asociacion significativa entre
las mutaciones entre él y cancer de mama. CDKN2A participa como un regulador
negativo del ciclo celular y es un gen supresor de tumores, y pese a que no se ha
reportado en cancer de mama, existe evidencia de que las alteraciones en este gen,
sobre todo en el exdn 2, podrian implicar un efecto altamente deletéreo para la
célula y una asociacién significativa con el cancer de mama; sin embargo, estos
datos se basan en modelos in silico, por lo que se requiere mas evidencia

experimental [73].

Para el caso de las variantes patogénicas en genes de riesgo bajo o moderado,

MUTYH y NF1 fueron los genes con mayor incidencia. El primero de estos, MUTYH,
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esta asociado a varios tipos de poliposis, las cuales suelen ser un factor de riesgo
para otros tipos de céncer, principalmente cancer colorrectal. Sin embargo, esta
bien documentado que las alteraciones en este gen también predisponen al cancer
de mama, asi como cancer de endometrio [74]. Respecto a NF1, es el gen asociado
a neurofibromatosis tipo 1. El producto de este gen es la neurofibromina, la cual
actia como un supresor de tumores, inhibiendo la actividad del oncogén RAS y
aunque NF1 se asocia principalmente a la aparicion de tumores del sistema
nervioso central, varios grupos han demostrado que existe una conexiéon directa
entre las mutaciones que pueden ocurrir en este gen y el riesgo a padecer cancer
de mama, ademas de que los pacientes con mutaciones en NF1 tienen un mal
pronostico y tienden a desarrollar subtipos de tumor mas agresivos [75]. El gen
PDE11A codifica para una fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos y cataliza la
hidrolisis del 3’,5’-adenosin monofosfato ciclico (cAMP) y 3’,5’-guanosin
monofosfato ciclico (cGMP), los cuales actian como segundos mensajeros,
regulando varios procesos celulares en diferentes tejidos [76] y hasta la fecha no
parece tener una correlacion reportada con cancer de mama. En cambio, este gen
se asocia a tumores adrenocorticales, tumores de células testiculares germinales y
se asocia al sindrome de Cushing [77-78]. Esta pudiera ser una diferencia genética
a nivel de poblacidén para México y Argentina, ya que este gen soélo esta afectado
en pacientes de estos paises; aunque se requieren mas estudios para probar esta
asociacion. Los 43 genes restantes del grupo de genes de riesgo bajo o moderado
forman una lista muy variada, con una distribucion de variantes casi uniforme de
una a dos variantes por gen. Cabe resaltar que varias de estas variantes ya han
sido reportadas para cancer de mama u ovario. Sin embargo, también se detectaron
algunos genes que comunmente no se asocian con esta enfermedad como es el
caso de WRN, MSR1y LIG4.

WRN codifica la proteina del sindrome de Werner, la cual es una RecQ helicasa
gue participa en la reparacion del DNA, ayuda a la estabilidad gendémica y
senescencia celular. Junto con las otras RecQ helicasas (RECQL1, Bloom,

RECQL4 y RECQLD5) juegan un rol critico en la reparacion del DNA y supervivencia
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celular después de tratamientos con medicamentos anticAncer, como la
Camptotecina (CPT). Recientemente se ha asociado el efecto de CPT en WRN para
evitar la proliferacion de células malignas en tumores de cancer de mama [79-80].
Por otra parte, el gen MSR1 se convierte en la proteina receptor-depuradora de
macrofagos y esta implicada en varios procesos fisiolégicos y patolégicos asociados
a macroéfagos, incluidos aterosclerosis, enfermedad de Alzheimer y también regula
la endocitosis de lipoproteinas de baja densidad [81]. En la actualidad se sabe que
variaciones en el nimero de copias en minisatélites dentro de este gen regulan la
expresion de otros genes y se asocia a riesgo de padecer cancer de mama y
préstata [82]. Por ultimo, LIG4 codifica para la proteina DNA ligasa IV en humanos
dependiente de ATP que une las rupturas de doble cadena (DSB) mediante la via
de reparacion por union de extremos no homologos. Estudios recientes parecen
demostrar que no existe relacion entre polimorfismos en este gen y el cancer de

mama [83].

Es importante sefialar que en nuestra cohorte de 944 pacientes se detectaron un
total de 209 variantes con significado clinico incierto (VUS), resultando en un
22.13% de las pacientes. Este valor es superior al porcentaje de pacientes con
alguna variante patogénica, lo cual corresponde con los valores presentados en
otros estudios, en los cuales se reporta hasta un 23% de prevalencia de VUS en
pacientes cuando se emplean paneles para evaluar multiples genes [84]. Estos
datos representan un nicho poco explorado, ya que comunmente estas VUS no
suelen ser estudiadas, ni se realizan experimentos para esclarecer el papel que
estas variantes tienen en el HBOC. Asimismo, en los estudios en los que se evalla
la composicion genética del HBOC considerando las diferencias étnicas y raciales,
no suelen haber diferencias significativas en cuanto a los genes con variantes
patogénicas y estos parecen ser los mismos sin importar la poblacién estudiada. No
obstante, cuando se comparan las VUS entre diferentes grupos raciales, suele
haber diferencias respecto a la frecuencia con la que estas alteraciones apareceny

también varian los genes que comunmente se ven afectados entre grupos [85]. Lo
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anterior es muestra de la alta heterogeneidad y complejidad de esta enfermedad

entre pacientes con un resultado negativo para variante patogénica.

Este estudio permiti6 no solo identificar los genes mayormente afectados, sino
también las mutaciones puntuales que son recurrentes (BRCAL p.A1708E, BRCA2
p.R2494X, PALB2 p.M723fs), ya que en este tipo de estudios es raro que una misma
mutacién se presente en diferentes pacientes no emparentados y, si bien es posible
gue mutaciones asi hayan surgido en la poblacibn mas de una vez de forma
independiente, es mas probable que dichas mutaciones deriven de eventos
mutacionales Unicos y se propaguen en la poblacion con un ancestro comun,
consecuencia del efecto fundador. La alteracion BRCAL p.A1708E es considerada
como una mutacion fundadora presente en personas con ascendencia judia sefardi
[86]. No obstante, esta mutacion también ha sido reportada en poblaciones de
Espafia y Polonia [87-88]. También se ha descrito esta mutacion en el 2.9% de
pacientes es un estudio realizado en Colombia [89]. Sin embargo, estos estudios no
detallan la ascendencia de los pacientes, por lo que no es posible determinar si se
trata de una propagacion de esta mutacion fundadora o un evento de convergencia
mutacional. Por otra parte, la mutacion BRCA2 p.R2494X detectada en este estudio
se reporta como mutacion fundadora con una alta incidencia en la poblacion
coreana [90], aunque también hay reportes en pacientes de Japon [91], por lo que
parece ser una mutacion altamente recurrente paises orientales, pero no hay
reportes de ella en paises de América. Respecto a la mutacion p.M723fs en PALB2,
esta alteracion ha sido reportada en un estudio en pacientes con ascendencia
hispana en Estados Unidos. Esta variante fue reportada con una frecuencia de
0.86% (9/1045) y también se demostré que los portadores de esta mutacion
compartian el mismo genotipo lo que sugiere fuertemente que podria tratarse de
una mutacion fundadora de la poblacion latina [92]. En estos casos, el andlisis de
bloques de haplotipos permitiria determinar si se trata de una mutacién fundadora.
Asimismo, todas estas mutaciones recurrentes muestran la complejidad de la
composicién genética de los paises de América Latina y similitudes con otras

poblaciones. Finalmente, las mutaciones recurrentes entre familiares (BRCA2

66



p.G578fs y BRCA1 p.T276Afs) muestran la alta frecuencia con la que este tipo de

mutaciones pueden propagarse dentro de una familia afectada con HBOC.

Los resultados en este estudid no sélo presentaron datos que concuerdan con
resultados previos para el HBOC, sino también muestran diferencias y nuevos
hallazgos que parecen ser caracteristicos de la poblacion estudiada, principalmente
respecto a los genes de riesgo bajo o moderado con variantes patogénicas y las
variantes de significado clinico incierto. Lo que muestra la necesidad de incorporar
a mas pacientes con la finalidad de que todos los paises se encuentren igualmente
representados, asi como la relevancia de los estudios genéticos en cada vez mas
paises para tener un panorama mas amplio de la diversidad genética de esta

enfermedad.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se encontr6 que el 16.41% de las pacientes con sospecha de
sindrome hereditario de cancer de mama y ovario dio positivo para al menos una
alteracion patogénica. Los genes mayormente afectados fueron BRCA1, BRCA2,
ATM, PALB2, MUTYH y NF1. También se detectaron un total de 209 variantes con
significado clinico incierto. En cuanto a las mutaciones recurrentes, se hallaron
genes con mutaciones recurrentes distribuidas en pacientes no relacionados, de las
cuales la mutaciéon PALB2 p. M723fs es una fuerte candidata a ser una mutacién
fundadora de esta regién. No fue posible encontrar diferencias significativas entre

los 5 paises participantes.
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10. PERSPECTIVAS

Los datos presentados en esta tesis demuestran la importancia de seguir analizando
la diversidad de alelos patogénicos presentes en pacientes con HBOC, por lo que
se sugiere incorporar a mas pacientes de Argentina, Colombia, Guatemala y Peru,
con la finalidad de asegurar que cada pais se encuentre igualmente representado.

Las variantes de significado clinico incierto pueden ser candidatas para realizar
ensayos funcionales que aporten informacion para esclarecer su impacto en el

desarrollo del sindrome hereditario de cancer de mama y ovario.

Este trabajo también plantea la posibilidad de implementar pruebas especificas para
la deteccion de alteraciones frecuentes entre las pacientes de estos paises, pues si
bien las técnicas de secuenciacion masiva nos permiten obtener un panorama
bastante amplio de las mutaciones presentes entre estos pacientes, algunas
alteraciones siguen siendo indetectables, como se demostré con las pacientes

portadoras de la mutacion fundadora Delecion 9-12.
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12. OTROS RECURSOS

Algunas de las figuras y esquemas presentados en este trabajo fueron realizadas
haciendo uso de iconos e imagenes cuyos créditos de autor aparecen aqui abajo.

e Imagen de <a href="https://www.freepik.es/vector-gratis/mexico-mapa-

vectorial _333986.htm">Freepik</a>

e <a href="https://www.flaticon.es/iconos-gratis/tabla-de-datos" title="tabla de
datos iconos">Tabla de datos iconos creados por Freepik - Flaticon</a>

e <a href="https://www.flaticon.es/iconos-gratis/senal-de-stop" title="sefial de
stop iconos">Sefial de stop iconos creados por Freepik - Flaticon</a>
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