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INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial que se caracteriza
por una proliferacion exacerbada de células anormales con capacidad invasiva (OMS, 2022);
estas células adquieren caracteristicas que permiten el desarrollo tumoral, entre las que se
encuentran la inestabilidad gendmica y mutaciones, el mantenimiento de las sefales
proliferativas, la evasién de supresores de crecimiento, la evasion de la apoptosis, el
potencial de replicacidn, la angiogénesis, la invasion y metastasis, asi como la desregulacion
del metabolismo celular y la evasion de la respuesta inmunitaria. Recientemente, se han
descrito cuatro caracteristicas emergentes mas, las cuales fungen favorecen el desarrollo de
la patologia: i) la reprogramacion epigenética no mutacional, ii) la posibilitaciéon de la
plasticidad fenotipica, iii) la presencia de microbioma polimoérficos y iv) las células
senescentes (Hanahan D. & Weinberg, 2011; Hanahan, 2022). Esta caracterizacion permite
tener un panorama global de esta patologia a nivel molecular, destacando la sensibilidad de
respuesta celular y su gran capacidad adaptativa, lo que produce un programa molecular

entre la seleccion clonal de células cancerosas y la homeostasis del organismo.

Las alteraciones genéticas tumorales se desarrollan a través de diferentes procesos
mutagénicos que actuan en conjunto; intrinsecos como el metabolismo celular, el estrés
oxidativo, el microambiente, los defectos en la reparacion y replicacién del ADN, asi como
en la transcripcion; o extrinsecos como el ambiente (la exposicion a la luz ultravioleta,
contaminacion del aire, entre otros) y el estilo de vida (consumo de tabaco, consumo de
alcohol, deficiencias alimenticias, entre otros) (Chatterjee N. & Walker, 2017). Estos cambios
en el ADN son seleccionados, generando clonas con mutaciones conductoras,
sucesivamente adquieren nuevas mutaciones que son seleccionadas dando origen a
estirpes o0 sucblonas celulares con mayores capacidades de sobrevivir y proliferar en
ambientes desfavorables (Nowell P., 1976; Maley et al., 2017). Uno de los mecanismos
moleculares mas importantes por su contribucion a la la evolucion tumoral y el desarrollo de

la heterogeneidad intratumoral es la inestabilidad gendmica, la cual acelera la acumulacion



de alteraciones gendémicas (Sharma et al., 2010; Hassanpour & Dehghani, 2017; Hanahan
& Weinberg, 2011). La inestabilidad gendémica es causada por dafnos en mecanismos de
reparacion del ADN, estrés durante la replicacién y/o transcripcion, defectos durante la

segregacion cromosomica mitotica y alteraciones en el mantenimiento de los telémeros.

Se conocen dos tipos de inestabilidad gendmica; cromosdmica y de microsatélite. El
desarrollo de la inestabilidad gendmica es progresivo, lo que permite la acumulacion de
alteraciones en genes encargados del mantenimiento de la integridad del ADN y que
desempenan un papel clave en ciertos procesos como la divisidon celular, la proliferacion,
mecanismos de reparacion, apoptosis y control del ciclo celular. Por consiguiente, una
mutacién en un gen conductor produce cambios dinamicos en el genoma; confiriendo
ventajas adaptativas para proliferar y sobrevivir, tras la acumulacién de dos a ocho
mutaciones 0 una segunda mutacion somatica en un alelo con una variante germinal,
permitiendo el desarrollo del fenotipo mutante y la progresion del cancer (Negrini et al., 2010;
Vogelstein, 2013).

La desregulacién de vias de sefalizacion ocasionada por la inestabilidad gendmica es una
de las principales causas para desarrollar cancer hereditario y una de las primeras marcas
en adquirirse en el cancer espontaneo, ya que permite una adaptacion continua al medio
(Negrini et al., 2010; Vogelstein, 2013).

1.2 Epidemiologia del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial (Bray F. et al.
2021). De acuerdo con la OMS, en 2020 se observé un incremento a nivel mundial en la
tasa de incidencia y mortalidad de cancer, con una estimacién de mas de 19.3 millones de
casos nuevos y 10 millones de muertes, siendo el cancer de mama (CM) la neoplasia maligna

con la mayor tasa de incidencia y mortalidad en mujeres (Figura 1).

En América Latina, se estimé para ambos sexos una incidencia de 20.9% y una

mortalidad de 14.2%, siendo el cancer de mama el mas incidente y el quinto en mortalidad,



no obstante, para mujeres fue la neoplasia con la mayor tasa de incidencia (24.5%) y
mortalidad (15.5%) (Sung et al., 2021; GCO,2020).

Este problema de salud publica se agrava en paises en vias de desarrollo debido a que

presentan un incremento en la tasa de incidencia del 88% y un aumento del 17% en la tasa

de mortalidad. Lo anterior se ve reflejado en los reportes de América Latina ya que es la

neoplasia maligna mas incidente y con mayor numero de muertes asociadas a cancer (Sung

et al., 2021; GCO, 2020).
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Figura 1 Cancer de mama, un reto para la salud publica. En 2020 el cancer de mama presento la
mayor incidencia y mortalidad en mujeres con un alza en paises en vias de desarrollo.



1.3 Cancer de mama

El CM es una neoplasia compleja y heterogénea a nivel molecular, histologico y
clinico. Es causada por factores ambientales, genéticos y hormonales. Los principales
factores de riesgo son la edad, contaminacion, factores ambientales, etnicidad, menarquia
temprana, menopausia tardia, nuliparidad, edad tardia de embarazo, periodo de lactancia,
historial familiar; asi como el estilo de vida, incluyendo el consumo de alcohol, la obesidad o
el sedentarismo (McPherson, 2000; Harbeck et al., 2019).

De e acuerdo con sus caracteristicas clinicas, el CM se clasifica en subtipos moleculares e
histologicos, con base en los perfiles de expresion del receptor de estrégenos (RE), del
receptor de progesterona (RP) y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HERZ2). Existen en cuatro subtipos moleculares a nivel de expresion de ARNm, definidos por
el sistema PAMS0, los cuales presentan caracteristicas propias del epitelio mamario
involucrando dos principales vias de sefializacion, la primera implica genes asociados a la
produccioén de estrogeno y progesterona, y la segunda a genes involucrados en proliferacion
y el ciclo celular (Figura 2) (Harbeck et al., 2019; Perou et al., 2000).

Dentro de los casos reportados de CM, el 95% de ellos son adenocarcinomas de lobulillos o
conductos y pueden ser in situ o invasivos. Los carcinomas in situ proliferan de manera
intraductal conteniéndose en el area del ducto o lobulillos, no obstante, poseen una
tendencia a ser invasivos. Por el contrario, las células malignas de los carcinomas invasivos
proliferan al estroma de la mama (Makki J., 2015). Ambas clasificaciones son clave para
establecer un tratamiento 6ptimo y personalizado para pacientes en etapas tempranas o
tardias. Un ejemplo es el uso de terapias blanco como los inhibidores de PARP,
administrados en mujeres con SCMOH con variantes patogénicas en los genes BRCAT y
BRCA2 (BRCA1/2) (Daly et al., 2021).
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El CM al igual que otras neoplasias tiene dos origenes: a) esporadico, el cual representa el
90-95% de los casos, se desarrolla por factores ambientales y hormonales; y b) hereditario,
con una incidencia del 5-10%, relacionado con la historia familiar, etnicidad y variantes
patogénicas en genes de alta penetrancia como BRCA1/2, entre otros (Mahdavi et al. 2018;
Harbeck et al., 2019).

1.4 Sindrome de mama y ovario hereditario

El nivel de riesgo del factor hereditario es el mayor contribuyente para desarrollar CM y
destaca en pacientes con familiares de primero y segundo grado que presentan la patologia.
En estas familias se presenta el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (SCMOH).
Esta patologia conlleva un aumento en el riesgo para desarrollar CM primario, mama
contralateral, mama bilateral, ovarico, préstata, pancreas y melanoma (cutaneo y ocular);
siendo mama y ovario los o6rganos blanco con mayor riesgo con ~80% y ~40%,
respectivamente (van der Groep et al. 2006; Kobayashi et al., 2013; Petrucelli et al., 2022).
Los individuos que presentan variantes patogénicas en genes asociados al SCMOH exhiben
en la mayoria de los casos la pérdida de heterocigosidad expresando solo uno de los loci,
esta pérdida de heterocigosidad es causada por la presencia de una variante germinal con
una segunda mutacion adquirida de manera somatica, manteniendo una actividad alterada
del gen afectado o bien una completa pérdida de la funcién (Knudson, 1971; Venkitaraman,
2001).

ElI SCMOH presenta caracteristicas clinicas que lo catalogan como una patologia compleja
y agresiva puesto que i) se presenta a una edad temprana (< 45 anos), ii) tiene tendencia a
desarrollar tumores primarios sincronicos con riesgo de metastasis a higado, pulmén y
prostata, y iii) alta probabilidad (80-90%) de ser subtipo triple negativo (TN), el mas agresivo
de todos (Daly et al., 2021). Otra de las caracteristicas distintivas es que a pesar de ser una
enfermedad autosémica dominante no todos los portadores de variantes patogénicas
desarrollan la enfermedad, lo cual se conoce como penetrancia incompleta. Ademas, se
presenta una heterogeneidad de locus (multiples genes afectados que generan el mismo
fenotipo) e inestabilidad genémica que promueve el desarrollo, evoluciéon y complejidad de
la patologia (Nielsen et al., 2016; Duijf et al., 2019).



1.4.1 Variantes patogénicas asociadas al SCMOH

Las principales variantes patogénicas de alta penetrancia asociadas al SCMOH ocurren en
BRCA1 (66% de los casos) y BRCAZ2 (34% de los casos) (Daly et al., 2021). Sin embargo,
se han reportado otros genes de relevancia clinica que incrementan el riesgo para el
desarrollo del SHCMO como CHEK2, ATM, PALB2, RAD51D, STK11, PTEN, CDH1 y NF1
(Figura 3), muestra de la alta heterogeneidad a nivel de locus de esta enfermedad. Ademas,
existe un riesgo aumentado cuando los pacientes presentan historial familiar. Los genes de
alta penetrancia para CM son BRCA1/2, PALB2, TP53, PTEN, STK11 y CDH1, y riesgo
moderado en ATM, CHEK2, PALB2, BRIP1y RAD51D (Foulkes, 2008; Nielsen et al., 2016;
Hu C. et al., 2021). Estas variantes producen proteinas no funcionales o con actividad
deficiente a causa de mutaciones puntuales o inserciones y deleciones (indels) que generan
la pérdida o ganancia de un codon de paro o bien, una sustitucion de aminoacido, lo cual
puede afectar a dominios clave como el dominio repetido carboxilo terminal (BCRT) en
BRCA1/2 o en estructuras terciarias de la proteina como los dedos de zinc caracteristicos
de BRCAH1; lo que altera de manera global a las vias de sefalizacion en la que se encuentren
implicadas (Narod S. & Foulkes, 2004; Leung & Glover, 2011).

Ademas de la caracterizacién de variantes de riesgo para SCMOH, se han descrito otros
genes de mediana o baja penetrancia cuyas variantes patogénicas podrian incrementar el
riesgo de desarrollo y progresion de esta patologia, incluyendo MLH1, MSH2, PMS2 y MSHE,
involucrados en el mecanismo de reparacion por bases mal apareadas y reportados como
de alta penetrancia en el sindrome de Lynch. Los genes FANCD2, FANCA y FANCC,
asociados a la reparacion de entrecruzamiento de cadenas y a la patologia Anemia de
Fanconi también presentan variantes patogénicas en pacientes con SCMOH, al igual que
otros genes supresores de tumor como SKT711 y PTEN, cuya inactivacion favorece la
acumulacién de rupturas de doble cadena del ADN (Kobayashi et al., 2013; Roberts et al.,
2018).

Otro factor de gran importancia es la correlacion entre el subtipo molecular y una alta
incidencia de mutaciones en algunos genes como el caso del CM ER- el cual presenta danos
en ATM, CDH1y CHEKZ2; y comparte variantes patogénicas en BARD1, RAD51Cy RAD51D



con el CM de subtipo TN. También se ha descrito que la amplificacién de HER2 desregula

proteinas encargadas de respuesta a dafio de ADN como BRCA1, RPA1 y H2AX, que junto

a mutaciones germinales en BRCA1 promueve el desarrollo de CM subtipo basal,

caracterizado por ser TN en 80-90% de los casos y con la expresion de citoquinas 5 y 14,

vimetina, EGRF y CHD3. Por ello, los estudios genémicos sobre el el perfil de expresion del

CM han permitido caracterizar la actividad de cascadas de sefalizacion que promueven a la

iniciacion y progresion tumoral del tumor (Duijf et al., 2019, Dorling et al., 2021; Hu C. et al.,

2021).

Riesgo relativo

10.0-{ €OHI

2.0

1.5

1.1+

Riesgo alto

TP53
BRCA1

PTEN
BRCA2 No existen

STK11 Riesgo
moderado

BRIP1 ATM
PALB2 CHEK2

Riesgo bajo

TOX3 FGFR2

Dificiles de e AKAP9
encontrar LSP1 CASP8
I I 1 1
0.1 1.0 10.0 30.0

Frecuencia alélica minima (%)

Tomado y modificado de Foulkes, 2008
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1.5 Mecanismos de reparacion

De manera fisiolégica, existe una tasa de error 10-3 a >10-6 en la incorporacion de
nucleotidos durante la replicacion del ADN celular. Estos valores estan en funcion del tipo de
polimerasa y la capacidad de corregir los errores que se generan durante la sintesis del ADN,
con la finalidad de mantener la integridad del genoma. Ademas de la actividad de
exonucleasa 3'—5 que tienen ciertas polimerasas como primer respuesta, existen
mecanismos adicionales de reparacion del ADN que se encuentran activos de manera
constitutiva en todas las células y se inician en diferentes fases del ciclo celular. Estos
procesos aseguran la integridad y fidelidad del material genético entre los descendientes, y
alcanzan una tasa de error inferior a 10-9 (McCulloch & Kunkel, 2008; Chatterjee N. &
Walker, 2017).

Ademas de las mutaciones asociadas a los errores durante la procesividad existen agentes
genotoxicos de origen extrinseco e intrinseco que pueden dafar la estructura primaria del
ADN causando rupturas de doble cadena, rupturas de cadena sencilla, generacion de
aductos, mal apareamiento de las bases, entrecruzamiento de cadenas, gaps de cadena
unica, desaminacion de bases, entre otros; estos dafos son censados y activan la respuesta
a dafio al ADN. Se han descrito cinco mecanismos para la reparacién del ADN: reparacion
por escision de bases (BER), reparacion por escisién de nucleétidos (NER), reparacion por
bases mal apareadas (MMR), recombinacién homodloga (RH) y uniéon por extremos no
homologos (NHEJ), que actuan en distintas fases del ciclo celular disminuyendo la tasa de
mutagénesis. Cuando no hay una reparaciéon del dafio y este persiste en las células, estas
se van a apoptosis; sin embargo, cuando los mecanismos fallan se genera una acumulacién
de variantes patogénicas que desencadenan en diferentes trastornos, como el cancer y el
envejecimiento (Chatterjee & Walker, 2017; Wolters S. & Schumacher B., 2013; Alexandrov
et al., 2013). En el caso del cancer, las variantes patogénicas acumuladas son variables de

acuerdo al tipo celular y los agentes causales (Alexandrov et al., 2013).



1.5.1 Recombinaciéon homaéloga

Uno de los mecanismos de reparacion del ADN mas importantes para el SCMOH es RH,
debido a que alteraciones en sus componentes (BRC1/2 y PALB?2) se asocian a una mayor
predisposicion a la enfermedad. Este mecanismo se encarga de la reparacion de las rupturas
de doble cadena en el ADN. Estos dafios son reparados durante la fase S y G2 del ciclo
celular, con un aumento niveles en los niveles de expresion de las proteinas de este
mecanismo durante la fase S (Venkitaraman, 2001; Chatterjee N. & Walker, 2017; Nielsen
et al., 2016)

Esta respuesta a la ruptura de doble cadena ocurre de manera espacio-estructural y requiere
alertas de los puntos de control del ciclo celular que por consiguiente genera el reclutamiento
secuencial y coordinado de los factores de la maquinaria de reparacion (Figura 4). Esta
respuesta consta de subvias que le permiten utilizar como molde la cadena de la

eucromatina hermana, sintetizando con alta fidelidad.

Como se describe en la Figura 4; se puede comprender la importancia de los factores que
componen el andamiaje encargado de la reparacién, ya que ademas de reparar via RH
también se ven involucrados en reparar entrecruzamientos de hebras en coordinacion con
los genes de AF; mantener la estabilidad de la horquilla de replicacion que por ende causara
un impacto en la transcripcién de ciertos genes. Cuando no se genera una correcta
reparacion de la ruptura de doble cadena o entrecruzamiento de cadenas, se genera una
mayor susceptibilidad a agentes genotdxicos e inestabilidad cromosdmica afectando la
segregacion durante la metafase (Venkitaraman, 2001; Chatterjee N. & Walker, 2017;
Kobayashi et al., 2013; Nielsen et al., 2016).

1.5.2 Reparacién por bases mal apareadas

La via de MMR es altamente conservada en eucariontes y procariontes; su importancia
radica en la eliminacién de bases mal apareadas, inserciones y deleciones; generadas a

partir de una mala incorporacién de nucleétidos por la ADN polimerasa (Malik et al.,2018;
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Modrich & Lahue., 1996). Esta respuesta a dafio actua durante la fase S del ciclo celular y
se caracteriza por la generacién de heterodimeros para su correcto funcionamiento; se divide
en cuatro fases: i) reconocimiento de la lesion, ii) inicio de la reparacion, iii) eliminacion de la
lesion y iv) sintesis de novo del ADN como se muestra en la Figura 4 (Chatterjee N. & Walker,
2017; Peéina-Slau et al., 2020).

El fallo en esta via de reparacién genera sustitucion de bases, deleciones, inserciones,
incremento en la tasa de mutaciones espontaneas y alteraciones en la longitud de los
microsatélites lo que genera una de inestabilidad microsatélite; caracteristica clave en la
etiologia del cancer. Aunado a esto, se describe una correlacidon entre secuencias repetitivas
e interacciones con sitios remodeladores de histonas y cromatina lo que genera un impacto

a nivel de expresion (Kobayashi et al., 2013; Peéina-Slau et al., 2020).

Un ejemplo de susceptibilidad a cancer es el SCMOH y cancer colorrectal hereditario no
polipdsico, también conocido como sindrome de Lynch; el cual presenta variantes
patogénicas germinales de alta penetrancia en MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 (Nielsen et al.,
2016; Chatterjee N. & Walker, 2017). En el caso de SCMOH, estos genes son de baja o
penetrancia aun desconocida, sin embargo, la pérdida de estas proteinas promueve la

quimioresistencia (Malik et al.,2018).
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Figura 4. Interrelacion de mecanismos de reparacion de ADN. Convergencia de factores
correspondientes a cuatro mecanismos de respuesta a dafio de ADN y patologias asociadas a la
falla de estos.

1.6 Firmas mutagénicas

Existen multiples factores que producen mutaciones a lo largo de la vida de un individuo, Los
procesos mutacionales causados por factores endégenos como la edad, deficiencias en los
MR del ADN, asi como factores exégenos como el consumo de tabaco, exposicion a luz UV,
entre otros, dejan patrones especificos de mutacion en el ADN denominados firmas
mutacionales (Polak et al., 2017; Nik-Zainal et al., 2012; Alexandrov et al.,2013).

Las firmas mutacionales se clasifican en cuatro grandes grupos; i) sustitucion unica de
nucledtido con un contexto de 96 SBS, considerando seis tipos de posibles sustituciones; ii)

sustitucion doble de nucledtido con un total de 78 tipos de DBS; iii) variaciones de numero
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de copias con un esquema de 48 clases; iv) e inserciones y deleciones pequefias con un
total de 83 clases (Alexandrov et al.,2013; Alexandrov et al., 2020; COSMIC 2020).

Como se muestra en la Figura 5, el CM presenta firmas en el contexto de SBS, DBS e ID.
Estos cambios distintivos son ocasionados por diferentes procesos mutagénicos como
desaminacion de 5 metilcitosina (SBS 1) deficiencias en MMR (SBS 6, 20 y 26), actividad de
APOBEC (SBS 2 y 13), deficiencia en BRCA1/2 (SBS 3) y como consecuencia de la firma 3
se genera un incremento en la incidencia de la firma 8. (Nik-Zainal & Morganella, 2017;
Alexandrov et al., 2020; COSMIC, 2020).

La presencia de distintas firmas mutacionales en CM es muestra de su etiologia
heterogénea, definida por la combinacion de distintos procesos mutagénicos; a diferencia
del cancer de piel o pulmén, los cuales se caracterizan principalmente por la firma 7
(asociadas a la luz ultravioleta) y la firma 4 (fumar tabaco), respectivamente (Nik-Zainal et
al., 2016; Gerstung et al., 2017).
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Figura 5. Firmas mutagénicas caracteristicas de CM. Descripcion e identificaciéon de firmas
mutagénicas en tres contextos diferentes. A) Cambios de nucleétido unico con presencia de firma
mutagénica S1, S2, S3, S5y S13. B) Contexto de doble nucledtido con las firmas S2, S4, S6 y S9 C)
e indels con las firmas S1, S6 y S8 presentes en tejido tumoral mamario.

La importancia de la identificacion de patrones moleculares radica en la mejora del
diagndstico, tratamiento y prognosis del paciente, por lo que las mutaciones somaticas
postcigéticas como las sustituciones de un solo nucleétido o indels presentes a lo largo del

desarrollo son de gran relevancia, ya que participan en la carcinogénesis, como causa
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directa o coadyuvante (Maley et al 2017). Actualmente falta describir y desarrollar sistemas
para establecer distinciones clinicas relevantes entre cémo evolucionan los diferentes tipos
de tumores o como afectan de manera global al individuo portador de variantes patogénicas
de origen germinal. Sin embargo, la identificacion de dichos cambios somaticos en el
organismo, tanto en tejido normal y tumoral, representa un reto debido a la complejidad para
determinar la diferencia entre firmas que se empalman durante el desarrollo de la neoplasia.
Aunado a esto, la baja fraccion alélica de mutaciones causadas por procesos mutacionales
menos activos presenta un reto para la clasificacion y deteccion de nuevos patrones

mutacionales (Martincorena et al., 2015; Alexandrov et al., 2020).

No obstante se han realizado grandes esfuerzos con el fin de detectar la contribucién de
factores mutagénicos sobre tejidos tumorales y normales; como el caso de la contribucién
de clonas a partir de la exposicion solar en piel sana; el analisis global de exomas de
distintos tipos de cancer a partir de bases de datos para discernir la carga mutacional a partir
de variables germinales; o la plétora de mutaciones somaticas en tejido sano asociadas a la
mutacion germinal de MUTYH y su contribucion a las firmas descritas por Alexandrov (Wei
et al., 2021; Vali-Pour et al., 2022; Robinson et al., 2022; Alexandrov et al., 2020). Una
perspectiva inexplorada del panorama molecular del CM es analizar el impacto que generan
las variantes patogénicas germinales asociadas a MR en tejido sanguineo sano. Debido a
que su tasa proliferativa elevada (2x10"" eritrocitos y plaquetas; y 7x10'° granulocitos), los
procesos mutacionales en pacientes con variantes patogénicas germinales podrian producir
la acumulacion de mutaciones con caracteristicas distintivas utiles para establecer un patron
y en consecuencia tener una mejor estrategia de deteccién y/o tratamiento (Slavin et al.
2017; Bellantuono I., 2004). Sin embargo, actualmente los enfoques que se tienen en cuanto
al analisis de mutaciones en el tejido sanguineo lo han contemplado la identificacion de la
fraccidn alélica mutacional cuando existe hematopoyesis clonal en personas sanas en
comparacidn con pacientes que presentan patologias hematicas; asi como la evaluacién del
impacto de las mutaciones adquiridas en linfocitos T en leucemia aplastica (Genovese et al.,
2014; Lundgren et al., 2021).
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Por tales motivos, el siguiente trabajo propone evaluar e identificar el patron mutacional
asociado a defectos en mecanismos de reparacion de ADN de origen germinal, presentes
en el tejido sanguineo de pacientes con SCMOH, con el fin de identificar un patrén
mutacional caracteristico de los portadores de variantes patogénicas hereditarias que
permita mejorar la deteccion temprana y aumente nuestra comprension de los eventos

moleculares que influyen en la progresion del SCMOH.
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JUSTIFICACION

El sindrome de cancer de mama y ovario hereditario es una patologia compleja con multiples
agravantes; se caracteriza por tener heterogeneidad de locus y variantes patogénicas
implicadas en respuesta a dafio de ADN como BRCA1/2, responsables del mecanismo de
recombinacion homodloga o en genes encargados de reparar bases mal apareadas. Por
ende, la falta de eficacia en los mecanismos de reparacion puede ser ocasionada por la falla
de uno o varios componentes del complejo, lo que compromete la integridad del ADN
modificando la tasa de mutaciones espontaneas durante la replicacion celular. Dichos
defectos en los mecanismos de reparacion del ADN a lo largo de décadas podrian generar
la acumulacion de mutaciones con una fraccion alélica muy baja en las células sanguineas
de las personas portadoras que desarrollan SCMOH. En estas pacientes, los genes
involucrados en el mecanismo por recombinacion homologa BRCA1/2 presentan las
variantes patogénicas hereditarias con mayor incidencia y penetrancia. Los genes asociados
MMR presentan una baja incidencia, pero generan una alta tasa de mutaciones somaticas.
A la fecha, no existe una caracterizacion del impacto mutacional que tienen las variantes de
origen germinal en la tasa de mutaciones somaticas asociadas a la falla de RH y MMR, lo
cual permitiria tener un mayor entendimiento de los mecanismos mutacionales de esta

patologia heterogénea.

Por tal motivo, el siguiente trabajo se enfoca en describir los patrones de mutaciones en
pacientes de Latinoamérica con SCMOH con deficiencias en los mecanismos de reparacion
del ADN de RH, MMR.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar patrones de mutacion causados por alelos patogénicos germinales en genes de

reparacion del ADN en pacientes con el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario.
OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Generar una base de datos de pacientes con SCMOH secuenciadas con variantes

patogénicas en genes involucrados en los mecanismos de reparacioén del ADN.

2) Evaluar la tasa de mutaciones somaticas en un panel de 143 genes (618,732 pb) en las

pacientes con deficiencias en los mecanismos de reparacion del ADN.

3) Caracterizar los cambios de nucledtido unico y el tipo de mutaciones en las muestras con

deficiencias en los mecanismos de reparacion del ADN.

4) ldentificar las firmas mutagénicas generadas por las variantes patogénicas en genes que

participan en los mecanismos de reparacion del ADN.

HIPOTESIS

Las mujeres con SCMOH que presentan variantes patogénicas en genes que participan en
los mecanismos de reparacién del ADN por recombinacion homdloga y bases mal apareadas
tendran una mayor tasa de mutaciones somaticas en células sanguineas que controles sin

mutaciones en estos genes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las variantes patogénicas germinales en genes de reparacion de ADN favorecen la

acumulaciéon de mutaciones somaticas en las células sanguineas?
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Se utilizaron 186 archivos fastq (R1 y R2) de secuenciacion masiva de nueva generacion
(Mlumina DNA-seq); los cuales se obtuvieron a partir del analisis de un panel de genes
asociados a cancer hereditario en muestras de gDNA extraido de sangre periférica de
individuos con SCMOH e individuos normales. Estos datos derivan del proyecto realizado
por el Consorcio Latinoamericano para el estudio del cancer de mama y ovario hereditario

(LACAM) (Qliver et al., 2019) y del estudio realizado por Quezada y colaboradores en 2018.

Para este trabajo se incluyeron aquellas pacientes que cumplieron los siguientes criterios de
seleccién: i) muestras secuenciadas con Hiseq 4000, ii) profundidad minima de 500kx, iii)
mujeres con SCMOH con variantes patogénicas en genes involucrados en RH y MMR, iv)
muestras con variantes con significado clinico incierto, y v) muestras de individuos control
sin predisposicion a SCMOH. Los datos clinicos se obtuvieron de los cuestionarios sobre
habitos y estilo de vida; a través de la base de datos del Consorcio LACAM en la plataforma
RedCap (Quezada et al., 2018; Oliver et al., 2019).

Los datos analizados se generaron a partir de un panel de genes asociados a susceptibilidad
a cancer hereditario en distintos érganos blanco (Figura suplementaria 1). El primer panel
utilizado fue NGHS-013X, “Human Cancer Predisposition Panel” generado por la empresa
QIAGEN, el cual cuenta con una tecnologia de enriquecimiento dirigido basada en PCR
multiplex y un algoritmo de primers para maximizar la cobertura de 143 genes y minimizar la
amplificacion de regiones no especificas. De este panel se usaron un total de 93 muestras
de las cuales 28 contenian variantes patogénicas en BRCA1 o0 BRCAZ2, 5 en genes de MMR,
30 muestras de individuos con SCMOH sin variantes patogénicas en BRCA1/2 (Figura7),y
30 muestras de individuos control sanos sin SCMOH (panel de normales) pareados por

quinquenio de edad y codigo postal con poblacién de estudio.

El otro panel usado fue “Custom Hereditary Cancer Solution for the LACAM Consortium”
generado por el Consorcio LACAM en la plataforma Sophia Genetics; el cual posee una
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tecnologia de enriquecimiento por captura de hibridos detectando la region exénica completa
de 74 genes. Se analizaron un total de 20 muestras; 9 de ellas contienen variantes
patogénicas en BRCA1 o BRCA2, 2 en genes de MMR y 9 muestras de individuos con
SCMONH sin variantes patogénicas en BRCA1/2.

Analisis bioinformatico

Los archivos fastq de secuenciacibn masiva para Qiagen y Sophia genetics fueron
procesados en sus respectivas plataformas usando hg19 y human_g1k v37 como referencia
del genoma humano, respectivamente, para la generacion de archivos de lectura bam.

Con base en los archivos fastq evaluados con el panel de 74 genes de Sophia genetics se
genero un alineamiento local de las secuencias con referencia al genoma hg19 a partir del
BWA, usando el algoritmo bwa-mem; tras el alineamiento se ordend por coordenadas y se
convirtié a un archivo binario (“.bam”), al cual se le marco y organizo las regiones duplicadas
y se le generd un indice (“.bai”); después de ello se generd una tabla de recalibracion para
el BSQR y finalmente se generd un archivo binario con las correcciones del error sistematico.
Mediante el uso del algoritmo samtools se evaluo la profundidad y el nUmero de lecturas de

manera aleatoria.

Llamados de variantes germinales

Se utilizaron los programas germinales de QIAGEN, Sophia genetics y Haplotypecaller para
comparar el llamado de variantes a partir de algoritmos de deteccidén de variantes
patogénicas de origen germinal con el fin de seleccionar aquellas variantes con un
porcentaje de mutacion por region <20% en comparacion con la referencia de genoma hg19

(fracciones alélicas <20%).

Tras el llamado inicial de cada uno de los programas se analizo el archivo vcf y se generé
un anotado con ANNOVAR (WANNOVAR, s. f.) de las regiones exonicas; se filtraron los
datos, incluyendo aquellos que presentaban fraccion alélica <20%; profundidad mayor a

500x; frecuencias alélicas menor a 0.01 en las bases de datos 1000genomes, ESP6500si y
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gnomAD; y variantes heterocigotas variantes de alta calidad de acuerdo con los criterios

propios de cada algoritmo.

Panel basado en amplicones (QIAGEN)

Se evaluaron 6 muestras pertenecientes al panel de 143 genes, tres de ellas con deteccion
de variantes patogénicas en BRCA1 y las otras 3 mujeres con SCMOH sin variantes
patogénicas en genes relacionados a mecanismos de RH. Las muestras se interpretaron de
manera directa con las especificaciones propias establecidas por QIAGEN para una

deteccion de variantes con significado clinico previamente reportado en bases de datos.

Panel basado en captura de hibridos (SOPHIA Genetics)

Se valoraron 18 muestras alineadas con el algoritmo bowtie y el genoma human_g1k_v37
del panel de 74 genes, nueve de ellas provenientes de individuos con variantes
probablemente patogénicas. y nueve con variantes patogénicas en genes involucrados en
RH (BRCA1/2). Estas muestras se interpretaron de manera directa en el software DDM
Sophia genetics generando un archivo vcf por muestra. Para el filtrado del anotado se

seleccionaron muestras arriba de 1000x.

Llamado de variantes germinales por reensamblaje de haplotipos (Haplotypecaller)

Se evaluaron 18 muestras descritas anteriormente, correspondientes al panel de 74 genes
alineadas con human_g1k_v37 y modificadas con la adicién del encabezado. Las muestras
se evaluaron con Haplotypecaller para generando un llamado de variantes germinales como
se describe en GATK (Poplin et al., 2017).

Algoritmos especificos para llamado de variantes somaticas

Se utilizaron los programas Platypus, VarDict, Somaticseq, Needlestack y Muetct2 para
comparar la deteccion de variantes somaticas en modalidades que no requieren un llamado

pareado (tejido normal y tejido tumoral).
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Todos los programas se evaluaron con muestras pertenecientes al panel de 143 genes de
QIAGEN a excepcion de Needlestack el cual utilizd 18 muestras del panel de 74 genes.
Posterior al llamado de cada programa se hizo un anotado en ANNOVAR con criterios de

seleccion especificos, como se describe en el flujo de trabajo final (Figura 6B "Filtrado").

Ensamblaje de novo de haplotipos para identificacion de variantes (Platypus)

Para evaluar el algoritmo especializado en datos de secuenciacién con enfoque clinico
(Platypus) se usaron las seis muestras provenientes de 143 genes de QIAGEN; a partir de
los archivos vcf se realizé un anotado, el cual se filtré incluyendo todos los datos que pasaron
los filtros de calidad, muestras de individuos heterocigotos con frecuencia alélica < 0.01

reportadas en las tres bases de datos anteriormente descritas.

Identificacion de variantes con aplicacidon en investigacion del cancer (VarDict)

Utilizamos las 6 muestras pertenecientes al panel de 143 genes de QIAGEN, descritas
anteriormente. El programa se ejecuté de acuerdo a las recomendaciones descritas en
GitHub. El archivo vcf fue anotado con WANNOVAR Yy filtrado para eliminar las variantes con
artefactos por secuenciacion, incluyendo las muestras de heterocigotos con frecuencia
alélica menor a 0.01 (Lai, 2014).

Clasificador de prediccion de mutaciones a través de cinco callers (Somaticseq)

El llamador somatico fue probado con tres muestras provenientes del panel de 143 genes
de QIAGEN. Este integrador de programas fue ejecutado con la paqueteria de anaconda 3
y para la deteccion de variantes se utilizd Mutect, VarDict, Lofreq, Scalpel y Strelka. Para el
ensamblaje e integracion de los archivos vcf se le adiciona un archivo bed con las regiones
presentes en el panel de genes para restringir la cantidad de regiones a las cuales se genera
el llamado (Fang et al., 2015).
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Identificacion ultra-sensible de variantes somaticas (Needlestack)

El llamador de variantes somaticas y germinales fue ejecutado con las 18 muestras
anteriormente descritas del panel de 74 genes las cuales fueron alineadas con el genoma
hg19 y el algoritmo BWA (Delhomme et al., 2020). Las muestras procesadas se conjuntaron
en un solo archivo el cual fue anotado y curado incluyendo las muestras que pasaron los
filtros de calidad establecidos por el programa, variantes con frecuencia alélica <0.001,
variantes sin strand bias, variantes heterocigotas y se excluyeron aquellas variantes con

fraccion alélicas mayor al 20%.

Se evalud por separado la deteccién de variantes tras modificar el valor preestablecido por
Needlestack de BQ (calidad de base) de 13 a 30 y MQ (calidad de mapeo) de 0 a 30.

Modelo bayesiano para identificacidén de variantes somaticas (Mutect2)

Se utilizé el programa de llamado de variantes somatico Mutect2, modalidad (tumor-only)
con el genoma de referencia hg19 para las muestras provenientes de los dos paneles de
genes (Quezada et al., 2018; Oliver et al., 2019). Este programa se evalué con diversas

modificaciones con el fin de establecer una mayor deteccion con un nivel éptimo de precision.

Para la interpretacién bioldgica de los datos se generaron anotados con ANNOVAR vy se
obtuvo el archivo el archivo delimitado por comas con los resultados de las regiones

exonicas.

Para definir las variantes verdaderas de alta confianza se aplicaron los siguientes criterios
de seleccion: 1) variantes que pasaron los filtros de calidad (PASS), 2) variantes con
frecuencia alélica poblacional <0.01 en las bases de datos 1000 genome, gnomAD vy
ESP6500, 3) variantes heterocigotas; para eliminar el sesgo de error y obtener una fraccién

alélica derivada de mutaciones somaticas.
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Llamado basal

Se genero el flujo de trabajo como se describe en las practicas de GATK; sin modificacion
alguna de los parametros establecidos, usando la version 4.1.81. de GATK (Cibulskis et al.,
2013, Broad Institute, 2019, Broad Institute, 2021).

Delimitacion de region de llamado de variantes somaticas

Se generd un archivo de texto BED con las regiones genémicas que componen al panel de

genes de 143 genes usando como referencia el genoma hg19.

Al llamado de variantes con Mutect 2 “tumor-only” se le adicioné el archivo BED para reducir
el tiempo de ejecucion e identificar las regiones blanco, evitando falsos positivos en regiones

inespecificas.

Optimizacion de parametros predeterminados

Las seis muestras del panel de 143 genes se llamaron con el archivo BED y se analiz6 por
separado la deteccién de variantes tras modificar el valor preestablecido por Mutect2 de la
MMBQ 20(Media minima de calidad de base) a 25 y 30; MRPS 0 (minimo de lecturas por
cadena) a 1,2y 3; FDR 0.05 (tasa maxima de falsos positivos) a 0.01; fSB 1 (f-score beta)
de 1a0.9; y UARQ 0 (limite inferior en el numero de lecturas unicas del alelo alternativo)

a 1; como control se utiliz6 MMMQ 30 (media minima de calidad de mapeo) .

Tras las modificaciones individuales se gener6 un llamado con el conjunto de modificaciones;
se evaluando los cambios con los siguientes parametros; MMBQ de 25 + MRPS de 2 + fSB;
MMBQ de 30 + MRPS de 2 + fSB; MMBQ de 30 + MRPS de 3; y MMBQ de 30 + MRPS de
2.

Los 54 archivos fueron anotados y curados bajo las especificaciones descritas (Figura 6).
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Llamado con el panel de normales

Se secuenciaron 30 muestras de individuos sanos (sin SCMOH), en el equipo Hiseq400 con
una profundidad minima de 1000x con el panel de 143 genes de QIAGEN. Se generd6 un
conjunto de datos (panel de normales) para filtrar variantes a nivel de sitio, eliminando

artefactos de secuenciacion y variantes frecuentes en la poblacion (Figura suplementaria 2).

Para obtener la mayor precisién y sensibilidad del llamado de variantes se ejecuto el
programa con la version de GATK 4.1.8.1, panel de normales, archivo BED, la habilitacion
de todas las regiones para la generacion de haplotipos (parametro - - force active TRUE), se
elimind la restriccion de 50 lecturas para la busqueda de variantes (parametro - -max read
pear aligmend strand 0) y se filtré con una calidad minima de MQ 30, de acuerdo a la escala
Phred.

Posteriormente se hizo un anotado de cada muestra y se filtré6 de acuerdo con los criterios

establecidos en la Figura 6.
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Fig 6. Diseno del estudio y esquema de flujo de trabajo con Mutect2 (tumor -only). A)
Caracteristicas de las muestras y grupos establecidos para el estudio. B) Procesamiento de datos y

analisis posteriores.

Visualizacién en Integrative Genomics Viewer (IGV)

La valoracion de las variantes obtenidas en los programas de llamado de variantes
somaticas y llamado de variantes germinales se realiz6 a través del visualizador Integrative
Genomics Viewer. A partir del archivo bam y bai cargados a IGV se compagind que la
mutaciones somaticas estuvieran presentes en la cadena antisentido y sentido, descartando
las variantes con sesgo en una de las cadenas (strand bias), aunado a esto en el caso de

las muestras del panel de 143 genes se verifico que las mutaciones no estuvieran a los
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extremos de los amplicones ya que el enriquecimiento de las muestras provenientes de este
panel fue a partir de PCR, caso contrario a el panel de 74 genes el cual fue enriquecido por

captura de hibridos.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante pruebas estadisticas con la paqueteria “nortest”,
“tidyr”, “DataCar” de R. Para determinar la distribucién de los datos se usé la prueba de
Shapiro, seguido de esto se realizd la prueba de Levene para identificar si los datos
presentaban homocedasticidad. Con base en estos resultados se realizé la prueba ANOVA
o Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas. Para identificar la diferencia entre

grupos se utilizé la prueba de Tukey y la correccion de Holm.
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RESULTADOS

Caracteristicas de pacientes con SCMOH

Para realizar la caracterizacion molecular de las pacientes con sindrome de cancer de mama

y ovario hereditario con variantes patogénicas en genes encargados de reparacion por RH

y MMR, se seleccionaron 63 pacientes de acuerdo con los criterios de seleccion

anteriormente mencionados (Tabla 1). Los pacientes fueron divididos en tres grupos: a) 30

pacientes SCMOH, sin variantes patogénicas en genes encargados de reparacion de ADN,

b) 28 pacientes con variantes patogénicas en BRCA1/2 y c) 5 pacientes con variantes

patogénicas en MMR (Figura 7). El grupo de SCMOH present6 una edad promedio de 45.4
(x4.8), BRCA1/243.5 (£ 6.32) y MMR 42.5 afios (+ 2.12); todos los pacientes seleccionados

para los grupos de estudio son mujeres, se tiene una falta de datos del 14% en edades y un

17.18% en el sexo de los pacientes.
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Figura 7. Composicion de variantes patogénicas germinales.
patogénicas germinales en los grupos SCMOH, BRCA1/2 y MMR.

Pacientes con variantes
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y moleculares de las pacientes seleccionadas este estudio.

SCMOH BRCA MMR
ID Edad Sexo ID Edad Sexo ID Edad Sexo
IMS720105 33 Femenino ISEM-07 51 Femenino = PJA_231
IMS720106 43 Femenino ISEM-39 49 Femenino . PJA_206
IMS720109 42 Femenino IMS720052 39 Femenino = PJA_095
IMS720110 45 Femenino IMS720055 34 Femenino . Col_517 41 .
IMS720112 41 Femenino IMS720076 48 Femenino  IMS720061 44 Femenino
IMS720113 40 Femenino IMS720079 38 Femenino
IMS720114 50 Femenino IMS720086 49
IMS720126 50 Femenino IMS720090 Femenino
IMS720127 43 Femenino IMS720101 42 Femenino
IMS720128 50 Femenino IMS720104 40 Femenino
IMS720129 42 Femenino IMS720108 46 Femenino
IMS720130 48 Femenino IMS720115 49 Femenino
IMS720131 43 Femenino IMS720118 42 Femenino
IMS720132 37 Femenino IMS720143 44 Femenino
IMS720133 50 Femenino IMS720145 32 Femenino
IMS720134 48 Femenino IMS720151 56 Femenino
IMSS72111 47 Femenino IMS0400139 33 Femenino
IMSS72120 37 Femenino IMS0400145 40 Femenino
IMSS72125 50 Femenino IMS0400155 44 Femenino
IMS0400137 42 Femenino IMS0400179 37 Femenino
IMSS7272 45 Femenino MDH-4539
IMS720152 50 Femenino JRS-4763 :
IMS720153 50 Femenino Col_501 45
IMS720154 52 Femenino Col_539
IMS720155 46 Femenino Col_549
IMS720156 50 Femenino IMS720065 47 Femenino
IMS720157 44 Femenino ZHC_4630 .
IMS720158 45 Femenino ISM0026 50 Femenino
IMS720159 50 Femenino
IMS720160 50 Femenino
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Deteccidn de variantes producto de artefactos de secuenciacion

Las variantes detectadas por los programas bioinformaticos (QIAGEN, SOPHIA genetics,
Haplotypecaller, Platypus, VarDict, Somaticseq, Needlestack y Mutect 2 tumor-only sin panel
de normales) mostraron una heterogeneidad en numero de variantes totales y fracciéon
alélica; lo que genero sobreestimaciones al correr los programas de modo predeterminado
y subestimaciones al modificar el parametro de calidad de bases, aumentando el valor
minimo de 30 con respecto a la escala Phred ( escala logaritmica de error). También se
observé una tasa de falsos positivos >20% y la presencia de errores recurrentes al detectar
mutaciones en una sola hebra del ADN. La inspeccién en IGV reveld que las mutaciones de
baja fraccion alélica eran errores de secuenciacion y se encontré un error compartido en la
deteccion de falsos positivos en los extremos de los amplicones en las muestras
correspondientes al panel de 143 genes, el cual utiliza PCR para enriquecer las secuencias

durante el proceso de secuenciacién (Figura suplementaria 3).

Precision en el llamado de variantes somaticas con Mutect2 (tumor-only)

Como se muestra en la Tabla 1, hubo una disminucién en el numero de variantes cuando se
delimitd la regidn blanco y se realizé el ajuste del parametro de calidad de mapeo al valor de
MQ30 (correcto mapeo dentro de las coordenadas gendmicas de valor 30 en escala Phred).
A pesar de la implementacion de estos parametros de calidad del lamado aun se detectaron
falsos positivos. El porcentaje de bases mutadas con respecto al total (fraccion alélica) eran
de origen germinal (~ >50%), no habia complementariedad total en las cadenas y se
detectaron falsos positivos en una sola de las cadenas del ADN y variantes en los extremos

de los amplicones a pesar de delimitar las regiones exdnica del panel de 143 genes.
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Tabla 2. Promedio de variantes somaticas detectadas por paciente y rango de fracciéon
alélica detectada sin el filtro de frecuencia alélica <0.01%.

QIAGEN AF QIAGEN SOPHIA AF SOPHIA
Tumor-only 241.6 <25% 863.5 <25% vy 75%
Tumor-only 51 <30% 43 <1% y 25-50%

BED

El uso de los parametros de calidad de alineamiento, calidad de base, tasas de falsos
positivos, f-score, lecturas minimas en el alelo alternativo y la combinacion de estas
mostraron una tasa de error >20%. Ya que el algoritmo no podia por si solo incrementar la
precision en la deteccion de variantes se generd un panel de normales para hacer el llamado

mas preciso.

Eliminacion de artefactos de secuenciacion

El uso de GATK version 4.1.81, los parametros a) - -max read pear aligmend strand 0 b) - -
force active TRUE, panel de normales (muestras secuenciadas con panel de 143 genes)
(Figura suplementaria 2) y un minimo de calidad de mapeo y de base de 30, permitié hacer
un llamado 6ptimo sin la deteccion de artefactos. Lo anterior, en conjunto con la eliminacién
de variantes frecuentes en la poblacion (punto de corte=0.001), la eliminacién de errores en
extremos de los amplicones permitié la deteccion de datos de buena calidad. Las métricas
de profundidad de las variantes obtenidas con Mutect2 se confirmaron en IGV y una similitud
en el reporte de profundidades entre lo establecido por Mutect2 y IGV, corroborando. Con el
resultado de los parametros de optimizacion mencionados, se selecciond este flujo de
trabajo de procesamiento de datos para hacer los analisis de los tres grupos de estudio de

las pacientes.
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Mayor tasa de mutaciones somaticas en pacientes con defectos por mecanismos de
recombinacién homodloga

Para identificar el numero de variantes somaticas presentes en los diferentes grupos con
SCMOH, se realizé el analisis bioinformatico de datos provenientes de la secuenciacion
masiva de bibliotecas enriquecidas, como ya se definié6 en la seccion de “Materiales y
meétodos”. Se identificaron 1757 variantes totales (SCMOH 574, BRCA1/2 1055 y MMR 128;
Figura 2A). La distribucion de las mutaciones entre los grupos fue heterogénea con una
media de 19.79, 37.67, 25.60 en SCMOH, BRCA1/2, MMR, respectivamente (Figura 8). Las
pacientes con BRCA1/2 tuvieron la mayor tasa de mutaciones, con diferencia significativa
(p=0.00144) entre SCMOH y BRCA1/2. Por otra parte, se evalu¢ las fracciones alélicas entre
los grupos, se identifico una media de 0.0111 en SCHMO, 0.02135 en BRCA1/2'y 0.0303 en
MMR, con una diferencia significativa entre el grupo SCMOH y BRCA1/2 (p=<2x10"15); y
SCMOH y MMR (p=2x10-%) (Figura 8 C). Para determinar la correlacion entre la edad y el
numero de variantes somaticas se realizé una regresion lineal. No se encontré correlaciéon

entre la edad y la acumulaciéon de mutaciones somaticas (Figura 8D).
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Figura 8. Variantes somaticas de los 3 grupos de pacientes. A) Numero total de variantes por
paciente y B) por grupo en las pacientes con SCMOH. Para establecer la significancia estadistica se
realizé la prueba de ANOVA y la prueba de Tukey con un p<0.05 *. C) Distribucion de la fraccion
alélica (AF<0.25) por grupo. Analisis estadistico realizado con Kruskal-Wallis seguido por la prueba
de Holm con diferencia significativa de p<0.05*. D) Correlacion de edad y mutaciones adquiridas en
las pacientes con SCMOH.
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Predominio de transiciones en cambios de nucleétido tinico

Para identificar los tipos de mutaciones de cambio de nucleétido unico se realizé una
clasificacion en dos grupos: i) transversiones (C>A/G>T, C>G/G>C, A>T/T>Ay A>C/T>G) y
ii) transiciones (C>T/G>A y A>G/T>C). De acuerdo con la distribucion de la fraccion alélica
por paciente y su tipo de mutacion se observoé una mayor AF en la transicion (A>G/T>C).
Los grupos SCMOH y BRCA1/2 tuvieron una diferencia significativa entre los tipos de SNV
(p< 0.05*) (Figura 9). Las pacientes pertenecientes a SCMOH tuvieron diferencias
significativas entre todos los tipos de cambio de nucledétido unico, excepto las transversiones
C>A/G>T con A>T/T>A y C>G/G>C con A>C/T>G con p=0.664 y 0.381 (Figura 8B). El grupo
BRCA1/2 obtuvo diferencias significativas (p<0.05*) en el tipo de cambio de nucleétido a
excepcion de A>T/T>A con respeto a C>A/G>T (p =0.3184) (Figura 9B). En contraste, el

grupo MMR no presenté diferencias significativas (Figura suplementaria 4).
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Figura 9. Mayor tasa de transiciones. A) Distribucion de las variantes obtenidas de cada uno de
los individuos con respecto a la fraccion alélica y cambio de nucleétido unico. B) Conteo de tipo de
cambio unico de nucleétido con respecto a los tres grupos.

34

.
. .
. .
.
.
. . .
. . . 2 3
. H 5
. ] ] ¥
. .
< . ils : .
: o 3 1oy ®
-~ 3 : 08 '
LR | . by . -
g | e 8 : r sgtitiidali L) | ) — o= s -
: ofalBiSaR RN ..
] R R |
- - . MR
. g 4 M

I conveet
B cccc
W c-ea
B we1mea

A>G/T>C
|| ACIT>G



El grupo de MMR presenta mayor numero de mutaciones no sinénimas y sinénimas

Para identificar el numero y el tipo de mutaciones presentes en los tres grupos de pacientes,
se clasificaron las variantes en tres grupos: a) indels, deleciones e inserciones pequenas; b)
mutaciones no sinénimas, variantes que codifican para un aminoacido diferente o adquieren
una ganancia o pérdida de codones de paro; y ¢) mutaciones sindnimas, variantes que no
cambian la estructura de la proteina (Figura 10). Los tres grupos presentaron una media de
indels de 0.48, 0.67, 0.2 para SCMOH, BRCA1/2, MMR, respectivamente. No se observo

ninguna diferencia significativa entre los grupos.

Las mutaciones no sinébnimas se distribuyeron de manera heterogénea entre los grupos, con
una media de 13.68 SCMOH, 24.85 BRCA1/2 y 12 MMR. A partir de los datos normalizados,
se observd una diferencia significativa entre MMR, BRCA1/2 con respecto a SCMOH
(p=0.0095 y p=0.0031, respectivamente). Las mutaciones sindnimas presentaron una media
de 6.03, 12.14 y 8.80 en SCMOH, BRCA1/2 y MMR, respectivamente. A partir de los datos
normalizados se encontrd diferencias significativas entre MMR, BRCA1/2 con respecto a
SCMOH (p=0.0016 y 0.004, respectivamente) y entre BRCA1/2 y MMR (p=0.004) (Figura
10).
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Figura 10. Cambios de nucleétido unico con impacto en el marco de lectura. Los datos se
normalizaron de acuerdo al numero de muestras de cada grupo. Se realiz6 la prueba de ANOVA en
el grupo de los indels (p<0.05*) y Kruskal-Wallis para mutaciones no sinénimas y sinénimas
(p<0.05%), evaluando la diferencia entre grupos con prueba de Tukey y correccion de Holm,
respectivamente.

Mutaciones adquiridas en genes implicados en la respuesta al dano de ADN

Para comprender mejor el impacto de las variantes somaticas detectadas en vias de
sefalizacion relevantes para el proceso de carcinogénesis, se evaluaron las variantes en
genes conductores del cancer. También se evalud la recurrencia de las variantes en las

mismas posiciones genomicas.

En los datos obtenido con el panel de 143 genes, se detectaron variantes en 21 genes y sélo
10 ellos presentaron diferencias significativas (BRCA2, NF1, ATM, BRCA1, BRIP1, PALB2,
BARD1, MLH1, CDH1 y CDK2A) con p<0.05 (Figura 11A). En estos genes se analizo la
posicion gendmica donde se encontraba cada una de las variantes somaticas; identificando
4 sitios recurrentes repetidos mas de dos veces (Figura 11B). Con base a los datos de

ClinVar, las variantes en la p.P102Q en RAD51D son de significado clinico incierto, el cambio
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p.A1057T en NF1 se describe como posible benigna. Las variantes p.L1753l y p.L1748L en

BRCA1 no tuvieron informacion en esta base de datos.
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Figura 11. Genes con mutaciones de nucleétido unico. A) Se detectaron mutaciones en 21 genes
de susceptibilidad a cancer hereditario, con diferencias significativas (p<0.05%, p<0.01**, p< 0.001***);
MLH1 y ATM mostraron diferencias significativas entre los tres grupos (+). B) Se identificaron 4
posiciones recurrentes en NF1, BRCA1y RAD51D (n>2).
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Se identificaron variantes patogénicas en 15 pacientes, 7 en el grupo SCMOH y 8 en
BRCA1/2. Las variantes patogénicas se hallaron en 11 genes (ATM, BRCA2, BARD1, TP53,
BRCA1, RAD51D, MSH6, PMS2, CDH1, MSH2 y MLH1) (Figura 12).
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Figura 12. Composicion de variantes patogénicas no germinales. Pacientes con variantes
patogénicas somaticas en los grupos SCMOH y BRCA1/2.

Identificacion de firmas mutacionales propias de daiio en MMR

Para identificar los procesos mutagénicos que actuan en las células sanguineas de las
pacientes del estudio se realiz6 un analisis de deteccidn de patrones mutacionales conocidos

como firmas mutacionales.

En los tres grupos se presento la firma S01, asociada a las mutaciones acumuladas a lo

largo de la edad y la firma S12 de etiologia desconocida. También se detecté la firma S09
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en el grupo de BRCA1/2. Esta firma esta asociada a las mutaciones inducidas por la
polimerasa n durante la replicacién de linfocitos como respuesta inmune adaptativa en el
proceso de hipermutacion somatica. En el grupo MMR encontramos firmas propias de la
deficiencia de reparacion con bases mal apareadas con la identificacion de las firmas S21 y
S26 (Figura 13).

B so1 Edad

S12 E. desconocida
S16 E. desconocida
B s21vvr
526 MMR
. S09 polimerasan

Frecuencia
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Figura 13. Frecuencia relativa de las firmas mutacionales de cada grupo. Se observaron dos
firmas mutagénicas compartidas en los tres grupos (S01 y S12). Adicionalmente, el grupo BRCA1/2
present6 la firma S09 y el grupo MMR dos firmas asociadas a la deficiencia en el mecanismo de
MMR (S16 y S21).
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Discusion

El propédsito de este estudio fue identificar patrones mutacionales causados por la deficiencia
germinal en la funcion de genes que participan en la reparacion del ADN por RH y MMR en
pacientes con SCMOH. En esta enfermedad la pérdida monoalélica de la funcién de los
genes BRCA1/2 se asocia a un alto riesgo de desarrollar distintos tipos de cancer. Por otro
lado, los genes participantes en la reparacion del ADN por el mecanismo de MMR tienen
una menor prevalencia de pérdida de la funcién en estos pacientes, sin embargo, se asocian
con altas tasas de mutacion somatica e inestabilidad microsatélite, como se ha observado
en el cancer colorrectal (Kobayashi H., et al 2013; Roberts et al., 2018). Los efectos a nivel
somatico de la inactivacion germinal de los genes BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, MSH6,
EPCAM y PMS2 se han descrito con bastante detalle en muestras de tejido tumoral. No
obstante, se ha estudiado muy poco el impacto de dichas alteraciones germinales en tejidos
normales (Roberts et al., 2018; Wei et al., 2021; Robinson et al., 2022).

Por ello, en este analisis retrospectivo se seleccionaron muestras de sangre periférica de 63
muestras de pacientes con SCMOH que presentan variantes germinales patogénicas en
dichos genes, a partir de datos de 1000 pacientes secuenciadas por el consorcio LACAM
(Oliver J., et al 2019). Los datos de secuenciacion se obtuvieron empleando la tecnologia
mas avanzada, con el uso del equipo Hiseq 4000 con profundidades promedio de 2000X, a
partir de un panel de 143 genes con susceptibilidad a cancer hereditario. Para identificar
variantes somaticas que se acumulan de manera progresiva a lo largo de la vida de estas
pacientes y comprender mejor su impacto en el contexto de pacientes con defectos
germinales en genes de reparacion del ADN, realizamos los siguientes analisis: i) la
identificacion de variantes somaticas totales con fraccion alélica <0.20; ii) la correlacion de
la edad y la tasa de mutaciones; iii) la composicion de los cambios de nucledtido unico; iv)
el efecto biolégico de cada mutacion; v) la evaluacion de genes de relevancia clinica que
presentaron con mutaciones somaticas; vii) y la descripcion del patrén de firmas

mutacionales.
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En la primera etapa de nuestro analisis realizamos una estandarizacién técnica exhaustiva
de los procedimientos bioinformaticos de analisis de las variantes, con el objetivo de eliminar
los errores sistematicos de la secuenciacion. De esta manera, buscamos contar con datos
confiables que no tuvieran variantes falsas positivas ni causadas por las senales de fondo

(“ruido de fondo”) de la tecnologia de secuenciacion.

Para la estandarizacion se utilizaron programas de identificacion de mutaciones germinales
y somaticas, ya que existen varios programas de alta sensibilidad en deteccién de
mutaciones somaticas a partir de muestras de tejido normal y tejido adyacente al tumor
(tejido normal) y pocos programas tienen algoritmos capaces de procesar muestras solo del
tumor, por lo contrario, los programas disefiados para identificar variantes patogénicas
germinales no requieren una muestra pareada y unicamente hacen uso del genoma de
referencia. Debido al origen del tejido de la muestra (tejido sanguineo), se opto por el uso de
callers de variantes germinales, eliminando la deteccion germinal (fraccién alélica >50%) y
reteniendo los datos clasificados como de origen somatico (fraccion alélica <20%), sin
embargo, las variables detectadas presentaban falsos positivos y una alta cantidad de
artefactos, esto es concordante con el disefio de los algoritmos que precisan y especifican
la deteccién basada en datos de frecuencia alélica poblacional y clasifican de manera
general los datos de frecuencias alélica <0.01 (Cibulskis et al., 2013; Koboldt, 2020). Para
los programas especializados en la deteccidn de variantes somaticas se requiere un llamado
pareado, sin la muestra de tejido adyacente al tumoral no genera una deteccion; en cambio
los programas que tiene un llamado con la modalidad de solo tumor detectan muchos
artefactos de secuenciacion como SNV de baja fraccion alélica; ademas se reporta una alta
tasa de falsos positivos al usar PCR multiplex (McCall et al., 2014). Los falsos positivos
generados son dificiles de filtrar con este tipo de programas debido al balance que tiene el
algoritmo entre precision y sensibilidad. Sin embargo, Mutect2 tumor-only permite la adicion
de multiples parametros y la construcciéon de un panel de normales que elimina artefactos
de secuenciacion y variantes frecuentes en la poblacion, lo que incrementa la sensibilidad y
precision del llamado de variantes, dando una deteccidn certera en comparacion al resto de
programas a pesar de tener una muestra de origen sanguineo; razon por la que se utilizd

este programa (Cibulskis et al., 2013; Benjamin D. et al., 2021).
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Se observo una tasa mayor de mutaciones en el grupo de BRCA1/2, con una media de 37.67
y con diferencia significativa (p=0.00144) con respecto al grupo SCMOH. Estos hallazgos
son consistentes con las funciones reparadoras de los genes BRCA1 y BRCA2. Ambos
genes participan en la reparacion de rupturas de doble cadena, de entrecruzamiento de
cadenas y gaps de cadena sencilla que generan estrés durante la replicacion celular,
evitando el colapso de la horquilla de replicaciéon (Venkitaraman A., 20001; Kobayashi et al.,
2013; Deans & West, 2011). Los genes BRCA1y BRCAZ2 también participan en la reduccion
del estrés celular causado durante la transcripcion, la exposicion a radiaciones ionizantes, la
quimioterapia con agentes intercalantes, la exposicidén a agentes alquilantes como sales de
platino, entre otros. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que el aumento en el numero de
mutaciones somaticas en las células sanguineas observado en el grupo BRCA1/2 puede
estar asociado a la deficiencia germinal monoalélica en esos genes. (Chatterjee N. & Walker,
2017; Krejci et al., 2012; Deans & West, 2011).

Por el otro lado, la tasa de mutaciones que presenté en el grupo MMR fue superior al grupo
SCMOH a pesar de ser elevada, con un promedio de 25.60, no mostrd una tasa exacerbada
de mutaciones como se observa en los tejidos tumorales. En los tumores con deficiencia de
MMR debida a la pérdida de la funcion de MLH1, MSH2, MSH6, y PMS2, se presenta
inestabilidad microsatélite, resultando en una alta tasa de mutaciones. Sin embargo, cabe
resaltar que la inestabilidad microsatélite actua en regiones repetitivas en el ADN, las cuales
constituyen el ~3% del genoma. La mayoria de las regiones microsatélites o repeticiones en
tandem se encuentran en zonas intronicas y sitios de splicing, y en menor medida en
regiones codificantes, como las que se evaluaron en este estudio. Esto podria explicar el por
que no detectamos una alta tasa de mutacion que supera los niveles de los otros grupos, ya
que en este trabajo empleamos un panel de genes que incluye unicamente regiones
codificantes y de splicing (Peéina-Slaus et al., 2020; Kobayashi H., et al 2013; Vogelstein et
al., 2013). Otro factor que podria influir en el nuUmero de mutaciones observadas en el grupo
MMR es que soélo se contd con cinco pacientes de este grupo. Dos de las cinco pacientes
(ID IMSS72_61 e ID PJA_95) presentaron un alto numero de mutaciones (>30).
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Para evaluar el efecto mutagénico acumulativo de las variantes germinales en genes de
reparacion del ADN analizamos la correlacion entre la edad de las pacientes y el numero de
mutaciones. En los grupos SCMOH y BRCA1/2 no se encontrd una correlacion entre la tasa
de mutaciones y la edad de los pacientes. Estos resultados difieren con los antecedentes
descritos en la literatura, en los cuales se ha descrito en tejidos sin cancer el efecto
progresivo en la acumulacion de mutaciones ocasionadas por procesos intrinsecos como la
replicacion celular, asi como mutaciones ocasionadas por la exposicion a mutagenos a lo
largo de la vida (Martincorena I. & Campbell P. J., 2015; Wei et al., 2021; Robinson et al.,
2022). Esta tasa también se incrementa en algunos tipos de cancer presentes en tejidos que
se renuevan continuamente como el tejido epitelial y sanguineo (Vogelstein et al., 2013;
Yoshida et al., 2020). Las edades de las pacientes del grupo SCMOH se encuentran en un
intervalo de 33-52 afios y las del grupo BRCA1/2 en 32-56 con una media de 45.4 y 43.5,
respectivamente. Es posible que la acumulacién progresiva de mutaciones sea detectable
en intervalos de edad mas grandes a los de las pacientes reclutadas para este estudio. Para
mejorar este analisis seria necesario realizar un estudio de disefio prospectivo, dando
seguimiento a cada paciente a lo largo de varios afios 0 décadas, para evaluar si existe un

aumento progresivo de las mutaciones somaticas en sus muestras sanguineas.

En nuestros datos, las pacientes heterocigotas mostraron variantes somaticas con
fracciones alélicas de 0.0111-0.0303. Con la eliminacién de las variantes con traccién alélica
20.2 descartamos la inclusion de variantes de origen germinal que pudieran tener efecto
confusor para nuestro analisis. Adicionalmente, eliminamos las variantes comunes de las
poblaciones latinas que incluyen mexicanos, a partir de los datos de gnomAD, 1000genome
y ESP, empleando un corte de frecuencia alélica de 0.001. De esta manera excluimos
variantes genéticas y polimorfismos compartidos en la poblacion de estudio. Con esta
estrategia nos fue posible determinar las mutaciones somaticas adquiridas en las células
sanguineas de las pacientes (Figura 6C). Los valores de fraccidon alélica mutante que
encontramos no coinciden en su totalidad con la deteccion de variantes en hematopoyesis
clonal ya que se reporta una fraccion alélica de 20-30% pero si coinciden con las fracciones
alélicas reportadas en estudios realizados a tejidos epiteliales sanos. En estos trabajos se
reportan fracciones alélicas de 1-10%, a pesar de ser tejidos distintos (Genovese et al., 2014;
Wei L., et al 2021).
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La presencia de variantes con baja fraccion alélica es congruente con un proceso somatico
de acumulacion aleatoria de mutaciones a lo largo del genoma. De acuerdo al apareamiento
canonico de las bases se puede distinguir entre dos tipos de mutaciones, transiciones y
transversiones. En nuestros analisis obtuvimos como resultado una alta tasa de transiciones
(A>G/T>C y C>T/G>A), destacando la transiciéon de pirimidinas. Esta transicion esta
asociada a procesos de mutacion exogenos y enddgenos como el consumo de alcohol, la
accion directa de radiacion ionizante y radicales libres producidos por el metabolismo de
xenobidticos o ionizacion del agua (Chatterjee & Walker, 2017). Un fendmeno comun
ocasionado por radicales libres es la oxidacién de guaninas (oxiguanina) lo que inhibe el
apareamiento canonico entre G-C y aparea G-A; otro factor que ocasiona transiciones de
pirimidinas es la exposicion a rayos UVB. (McCulloch & Kunkel, 2008; Chatterjee & Walker,
2017, Alexandrov et al., 2013).

El contexto especifico de cada mutacion determina los efectos en la funcién genética. Por
ello, evaluamos el impacto biolégico de las variantes somaticas detectadas en relacién a los
cambios en el marco de lectura, sustituciones no sinébnimas o indels. Los resultados
muestran una baja cantidad de indels, destacando que para el grupo MMR no se identifico
ninguna. No encontramos diferencias significativas del tipo de variantes detectadas entre los
grupos. Esta observacion puede ser explicada por la actividad del mecanismo MMR presente
en los grupos BRCA1/2 y SCMOH, ya que es muy probable que este mecanismo opere de
manera correcta. Por el contrario, la falta de indels en el grupo MMR no coincide con lo
descrito en la literatura, ya que las inserciones y deleciones producidas durante la replicacion
celular son reparadas por este mecanismo, por lo que su deficiencia deberia producir un
incremento de indels (Chatterjee & Walker, 2017; Modrich P. & Lahue R., 1996; Peéina-Slaus
et al., 2020). En contraste, las mutaciones no sindnimas fueron las mas abundantes en todos
los grupos, con una media de 13.68, 24.85 y 12 en SCMOH, BRCA1/2 y MMR,
respectivamente. Ademas presentan diferencias significativas entre los grupos SCMOH y
MMR, asi como entre los grupos SCMOH y BRCA1/2 (datos normalizados). El grupo
BRCA1/2 tuvo la tasa de mutaciones mas alta lo cual se asocia a su funcion bioldgica en
mantenimiento de integridad del ADN, al reparar diferentes dafos; en el grupo de MMR es
congruente la alta tasa de mutaciones de nucledtido unico por la falla en este mecanismo.

Sin embargo, cabe resaltar que las mutaciones ocurren de manera aleatoria a lo largo de
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todo el genoma, pero el conocer qué impacto genera es de vital importancia tanto a nivel
estructural como nivel funcional; nuestros datos provenientes de panel de genes indican que
existe una modificacion estructural en las proteinas, este impacto se puede analizar en los
genes que presentan dichas mutaciones, asi como las vias implicadas (Chatterjee N. &
Walker, 2017).

Para entender mejor el impacto biolégico potencial de las variantes somaticas detectadas
evaluamos la funcion molecular de los genes que presentaron variantes. Dentro del panel
de 143 genes unicamente detectamos mutaciones en 21 de ellos (ATM, APC, BRCA2, NF1,
BRCA1, MSH6, PALB2, BRIP1, MLH1, CHEK2, RAD51D, PMS2, MSH2, BARD1, CDH1,
EPCAM, TP53, RAD51C, STK11, PTEN, CDKNZ2A), de los cuales los que presentaron mayor
frecuencia de mutaciones son BRCA2, NF1 y ATM. De manera global, todos genes
anteriormente mencionados se encuentran implicados en mecanismos de respuesta a dafio
de ADN, ademas de causar un aumento en la susceptibilidad a cancer de mama. Dentro de
los genes con mutaciones somaticas destacan cuatro grupos, i) genes implicados en
mecanismos de recombinacién homologa (BRCA1, BRCA2, PALB2, BRIP1, RAD51D,
BARD1C, CHEK2 y BARD1) y ii) genes encargados de reparacion de bases mal apareadas
(MSH6, MSH2, MLH1 y PMS?2); iii) genes supresores de tumor (CDKN2A, ATM, TP53,
STK11y PTEN); y iv) genes involucrados en adhesion celular y proliferacién (APC, CDH1,
EPCAM y NF1). Las mutaciones somaticas presentes en el grupo (i) de estos genes
concuerdan con la susceptibilidad reportada en cancer de mama hereditario (Foulkes, W.
D.,2008; Hu, C. et al., 2021). Asimismo, se ha descrito que la adquisicidon de mutaciones en
los genes STK11, PTEN, CDKN2A promueven la acumulacién de rupturas de doble cadena,
asi como la inestabilidad cromosdmica; lo cual es consistente con la tasa mayor de
mutaciones detectada en el grupo BRCA1/2 (Kobayashi et al., 2013; Nielsen et al., 2016;
Slavin et al., 2017). Las proteinas codificadas por los genes del grupo (ii) participan en la
reparacion de bases mal apareadas e identificacion de indels en la cadena de ADN, asi como
de generar el andamiaje de proteinas que permite la degradaciéon del ADN dafado e inicio
de sintesis de novo del ADN (Negrini et al., 2010; Peéina-Slaus et al., 2020). Si bien estos
genes son responsables del MMR, también se ha descrito un sobrelapamiento de la via MMR
con la de anemia de Fanconi (FA-BRCA), via encargada de reparacion entrecruzamiento de

cadenas (Kim, H., & D'Andrea, 2012). En contraste, las mutaciones en estos genes son
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menores en pacientes con cancer de mama hereditario pero muy alta en sindrome de Lynch,
el cual al igual que SCMOH es una enfermedad autosémica dominante que también presenta
metastasis en ovario (Ferrer Marquez et al., 2011). El grupo de genes supresores de tumor
permite las mutaciones conductoras las cuales favorecen de manera global al fenotipo
mutador ya que se ve comprometido el mantenimiento de la integridad del genoma. Los
genes APC, CDH1, EPCAM y NF1 implicados en adhesion celular y proliferacion se
encuentran asociados a cancer de colon y ovario; sin embargo, la interconexion de vias de
sefalizacion permiten tener multiples respuestas como es el caso particular de APC, el cual
es caracteristico de sindrome de Lynch y se encuentran en un 70% mutado o hipermetilado
en cancer de mama esporadico; se ha descrito en modelos in vitro e in vivo que la pérdida
de APC contribuye a la quimioresistencia a través de la disminucién de la respuesta de dano
a ADN (Kim, H., & D'Andrea, 2012;VanKlompenberg et al. 2015, Stefanski et al., 2017). Estos
hallazgos son de gran relevancia, ya que se detectaron cambios de relevancia clinica en 11

genes con variantes patogénicas (Foulkes, W. D., 2008).

La perspectiva global del entendimiento de los cambios de nucledtido unico, cambios en el
marco de lectura en regiones exodnicas y el impacto que tiene este sobre genes conductores,
nos permite establecer un panorama general sobre las vias y procesos de senalizacién que
se ven afectados o desregulados. El impacto que tiene la acumulacién de mutaciones de
nucledtido unico muestra un perfil mutacional basado en la sustitucién de una sola base que
discrimina entre transiciones y transversiones; permitiendo establecer una posible etiologia
molecular. En este estudio se identificaron dos firmas compartidas entre los tres grupos S01
y S12 caracterizadas por la transicion de pirimidinas, la primera es una firma asociada a la
edad ya que se ve un incremento en la tasa de mutaciéon con respecto a la edad. Estas
mutaciones son producidas por la desaminacion de la 5-metilcitosina, o que produce un
cambio de C > T. Esta firma se encuentra activa en todos tejidos sanos del cuerpo y en todos
los tipos de cancer (Nik-Zainal et al., 2012; Alexandrov et al., 2013); En contraste la S12 es
de etiologia desconocida, se caracteriza por un cambio de T>C y se presenta en su mayoria
en el cancer de hepatocelular. Estas dos firmas fueron las unicas identificadas para el grupo
SCMOH, debido a que los genes con variantes patogénicas en este grupo no desarrollan
una firma mutacional caracteristica (Swanton et al., 2015; Alexandrov et al., 2015). En el

grupo BRCA1/2 se detectd la firma S09 asociada a la deficiencia en la polimerasa n,
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polimerasa de baja fidelidad sin actividad exonucleasa, presente en mayor cantidad durante
la fase G2 en comparacion a la fase S de la sintesis celular (Narod S. A., & Foulkes., 2004;
Kobayashi et al., 2013; Duijf et al., 2019). Posee un rol en sintesis de translesion (mecanismo
de reparacion del ADN posterior a la replicacién) que asegura la duplicacién del genoma y
la supervivencia, en hipermutacion somatica durante la especializacion de la respuesta
inmune de los linfocitos B, y en BER para la sintesis de ADN tras la reparacion de
entrecruzamiento de cadenas (Chatterjee N. & Walker, 2017; Cruet-Hennequart et al., 2009).
Si bien la pol n no participa en RH, se encuentra en mayor cantidad en el momento del ciclo
celular donde la recombinacion homologa actua; aunado a esto la deteccion de esta firma
concuerda con el origen de nuestras ya que se ve implicada en la hipermutacién somatica y
se asocia a linfomas (Alexandrov et al., 2013; COSMIC | SBS - Mutational Signatures, 2020).

Por ultimo, el grupo MMR mostré tres firmas adicionales, S16, S21y S26. La firma 16 es de
etiologia desconocida y se asocia a dafios en las cadenas no transcritas del ADN y se ha
reportado en el cancer hepatocelular (Alexandrov et al., 2013; Nik-Zainal et al. 2016 COSMIC
| SBS - Mutational Signatures, 2020). No obstante, se caracteriza por una transicién de
pirimidinas T>C, el cambio mas prevalente en nuestros resultados. Las firmas S21 y S26
estan relacionadas a la deficiencia en el mecanismo de reparacién de bases mal apareadas
e inestabilidad microsatélite. Se caracterizan por la transicion de pirimidinas y se ha
reportado una asociacion entre ambas firmas (Alexandrov et al., 2013; Nik-Zainal et al.
2016). La distribucion de la S21 y S26 en los tejidos concuerda con el tipo de cancer que
tiene nuestra poblacion de estudio (SCMOH) ya que estas firmas se distribuyen en mama,
colon, ovario, entre otros (COSMIC | SBS - Mutational Signatures, 2020).

Los hallazgos de este estudio nos permiten vislumbrar la complejidad e interconectividad de
vias de senalizacion, observando el impacto a nivel clinico lo que repercute en la calidad de
vida de los pacientes, teniendo un incremento en la tasa de mutaciones somaticas en
mujeres con variantes patogénicas en BRCA1/ 2 como respuesta a esta mutacion germinal,
aunado a esto, los resultados obtenidos del analisis de tejido normal nos permitieron
identificar variantes patogénicas adquiridas y la identificacion de firmas mutagénicas. Lo que
posibilita un acercamiento a una herramienta de prevencion, deteccion temprana y mejora

de tratamiento para mujeres con sindrome de cancer de mama y ovario hereditario.
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Conclusiones

e Las mujeres con SCMOH con variantes patogénicas en genes que participan en los
mecanismos de recombinacion homologa y bases mal apareadas tienen una mayor
tasa de mutaciones somaticas en células sanguineas que controles sin mutaciones
en estos genes, por lo que nuestros datos sugieren que variantes patogénicas
germinales en genes responsables de reparacion de ADN favorecen la acumulacion

de mutaciones somaticas en las células sanguineas.

e Las pacientes que presentan variantes patogénicas germinales en BRCA1/2

muestran una mayor tasa de mutaciones somaticas en las células sanguineas.

e Las variantes germinales en MMR y RH favorecen la acumulacion de transiciones
(A>G/T>C)
e El patron de firmas mutacionales sugiere una asociacién con las variantes

patogénicas germinales.
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Perspectivas

Incrementar el numero de muestras con mutaciones en genes responsables de

MMR para tener mayor precision estadistica.

Obtener el historial clinico completo de todos las participantes en el estudio para
correlacionar el estadio clinico, terapia oncolégica, subtipo molecular y subtipo

histologico con la cantidad de mutaciones adquiridas.

Para determinar con mayor precision la composicién de las firmas mutacionales y el
impacto de las mutaciones somaticas utilizar secuenciacion de exoma completo o

genoma completo.
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ANEXO

PANELES MULTIGENICOS: 143 genes y 74 genes
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Figura Suplementaria 1. Panel de 143 genes y 74 genes susceptibles a cancer hereditario.

Relacién de los genes con la distribucion corporal.
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Panel de normales
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Figura Suplementaria 2. Flujo de trabajo para generar el Panel de Normales. Procesamiento
de muestras normales para generar una matriz de datos genémicos.

Human (GRCNIIM919) v o v hea:55,956,166.55,956,203 o f « » DO X FH S unnnnnnnnni®

PI6Z  pI15.33 P12 pisd  pid i3 pIl Q321 q3zd QM. Q3

“O.I!N by 5956100 bp 910 b 55954, 10 bp

MSS_111_CK_am Covarags

A:1(0%,1+,0-)

C : 628 (78%, 313+, 315.)
G:0

T 176 (22%, 85+, 91.)
N:0

Figura Suplementaria 3. Artefactos en extremos de amplicones. Sin la delimitacion de regiones
Mutect 2 busca variantes en todas las regiones que estén presenten en el archivo.
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Figura suplementaria 4. Conteo de tipo de cambio unico de nucleétido con respecto a los

SCMOH
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tres grupos de estudio. La diferencia significativa (p<0.05) se marca con <0.05*, <0.01**y <
0.001***los grupos que no muestran diferencia significativa entre ellos se sefialan con “<”.
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