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Identificacién de mutaciones de linea germinal en genes asociados al

cancer de mama hereditario

Resumen

Introduccién. La deteccion de mutaciones de linea germinal en los genes BRCAl y
BRCAZ2 en pacientes con cancer de mama e historial familiar de la enfermedad, es de gran
importancia para un diagndéstico y tratamientos mas oportunos. En 2012 Villarreal-Garza y
col. disefiaron un panel para rastrear mutaciones frecuentes en poblacién hispana
(HISPANEL) y se realiz6 el tamizaje en 97 pacientes con cdncer de mama y antecedentes
familiares, provenientes de la Ciudad de México. Reportaron una frecuencia de mutaciones
del 11%, correspondiendo un tercio de ellas a la delecion de los exones 9 al 12 en el gen
BRCAL, reportada anteriormente como mutacién fundadora para poblacion mexicana. Para
aplicar el panel al diagnéstico oportuno en la regiéon NE de México es necesario conocer la
frecuencia de mutaciones que abarca dicho panel en las mujeres afectadas.

Material y métodos. Con el ADN recuperado de sangre periférica de 81 mujeres
diagnosticadas con cancer de mama y antecedentes familiares de ésta enfermedad asi
como también de 13 mujeres diagnosticadas con cancer de mama antes de los 35 afios sin
antecedentes familiares, oriundos del NE de México, se probé el HISPANEL para rastrear
114 mutaciones. La deteccion de variaciones nucleotidicas se realizé en una plataforma de
espectrometria de masas (Sequenom), asi como mediante un ensayo de PCR con 3
primers que alinean en los puntos de ruptura del ADN para detectar el rearreglo genémico
gue consta de la referida delecién de los exones 9 al 12 (abarca 15.4 kpb) del gen BRCAL.

Resultados. 9 (11.1%) pacientes con antecedentes familiares de cancer de mama
presentaron mutaciones, padeciendo el 88.8% de ellas de sobrepeso y obesidad. De las
pacientes que resultaron positivas en el rastreo de las mutaciones, 8 (88.8%) presentaron
mutacion en el gen BRCAL y una (11.1%) en el gen BRCA2. La delecion multicitada en el
gen BRCAL fue encontrada en una (11.1%) paciente, asimismo las mutaciones BRCA1
185delAG, BRCA1l 943ins10, BRCAl1 330A>G (R71G) y BRCA2 3492insT fueron
detectadas cada una en una paciente, mientras que la mutacion BRCA1 2552delC se
presentd en 4 (44.4%) sujetos. 6 (75%) de las mutaciones encontradas en BRCAL
involucran al exén 11, mientras que la Unica mutacion detectada en BRCA2 se encuentra
en el exén 11. A excepcién de la delecion de los exones 9 al 12 en el que se pierde el
dominio de unién al ADN, todas las mutaciones detectadas originan una proteina truncada.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas al asociar la presencia de las
mutaciones con la condicién triple negativo de los tumores (p=0.002), asi como con la edad
de inicio de la enfermedad (p<0.0001), confirmando que presentar la mutacién origina un
tipo de enfermedad mas agresivo y de inicio mas temprano.

Conclusiones. Los resultados concuerdan con otros estudios en que el gen BRCAL se
encuentra mutado con mayor frecuencia respecto al gen BRCA2. Ninguna paciente sin
historial familiar de cancer de mama tenia la condicién de triple negativo ni se encontraron
mutaciones en ellas. El rastreo de mutaciones debe ser considerado fundamental en
personas con historial familiar de cancer de mama, particularmente en aquellas con
tumores triples negativos y de aparicion temprana, ademas se probd por primera vez la
utilidad del HISPANEL para ensayos en poblacion del NE de México, sugiriendo que la
deteccion de mutaciones en el exén 11 de ambos genes puede ser un primer enfoque para
apoyar el diagnéstico temprano.



CAPITULO |

1. Introduccidén

1.1 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama (CM) es actualmente la segunda neoplasia maligna
con mayor incidencia en mujeres a nivel mundial particularmente en los paises
en vias de desarrollo, donde la mayoria de los casos son diagnosticados en
estadios tardios de la enfermedad y por consecuencia las tasas de mortalidad
son mayores respecto a los paises desarrollados[1,2,3,4]. El CM abarca el 25%
de todos los canceres que afectan a las mujeres. En el 2012 se registraron
1.677 millones de nuevos casos y 522 mil muertes a causa del CM en el planeta
y segun la OMS a partir del 2020 se registraran cada afio 20 millones de casos
nuevos de CM en el mundo. A pesar de que del 65% al 70% de los canceres de
mama afectan a mujeres de 50 afios o mas, miles de mujeres cada vez aun
mas jovenes son diagnosticadas cada afio con alguna patologia mamaria

malignal5,6,7].

En Europa las tasas de mortalidad por CM han disminuido alrededor del
19% desde finales de los afios ochenta[8,9,10]. Globalmente, la mayoria de los
descensos en cuanto a la mortalidad han ocurrido en paises occidentales con

elevada participacion en programas nacionales de cribado del CM iniciados a
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principios de la década de los 90. Estos han adoptado y facilitado de forma
rapida el acceso a nuevos tratamientos, y ademas han reestructurado sus
servicios médicos en unidades multidisciplinarias que atienden un elevado

volumen de casos[11].

La Secretaria de Salud (SS) de México reporté en 2011 una incidencia
promedio nacional de 23.70 por cada 100, 000 mujeres de 20 afios y mas, con
una tasa de mortalidad de 14.05 por cada 100,000 observandose que las
entidades federativas con mayor desarrollo econdémico registran mayores tasas

de incidencia[12] (Figura 1).

1.2 Factores de riesgo

Dentro de los factores de riesgo que predisponen a padecer CM se

enlistan las siguientes caracteristicas[13,14,15,16,17,18]:

a) Factores de riesgo reproductivos

o Primera menstruacion a edad muy temprana (<11 afios).
o Menopausia tardia (>50 afos).
o Tener un hijo a edad avanzada (>30 afos).

o Nuliparidad.
° No haber amamantado.

o Uso prolongado de la terapia de reemplazo hormonal.



Por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas
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Figura 1. Incidencia de tumor maligno de mama en mujeres de 20 afios y

mas, por entidad federativa en 2011.

b) Otros factores de riesgo

o Envejecimiento.

o Tener antecedentes familiares de CM o de otras enfermedades
no cancerosas

o Haber recibido algun tipo de radioterapia en el pecho o en la



mama.
o Densidad de la mama determinada por mamografia (mas grande

de lo normal).

o Sobrepeso y obesidad.
o Consumo de bebidas alcoholicas.
o No hacer ejercicio regularmente.

1.3 Tipos de cancer de mama

De acuerdo a las caracteristicas de su presentacion se puede clasificar
en tres grandes grupos[19,20]: EI CM Esporadico (CME), el cual abarca el
mayor porcentaje de los casos reportados (50-65%) presentes en casos Unicos
dentro de una familia. EI CM Familiar (CMF) es aquel que se presenta con una
probabilidad y frecuencia (10-30%) mayores que el CME donde los factores
ambientales y genéticos juegan un papel importante; y por ultimo, el CM
hereditario (CMH) que con una frecuencia del 5 al 10% es aquel en el que el
componente genético es el mas importante y relacionado principalmente con
mutaciones en los genes de susceptibiidad BRCAl1 (Breast Cancer
Susceptibility Gene 1) y BRCA2 (Breast Cancer Susceptibility Gene 2). Afecta a
un namero mayor de individuos dentro de una familia presentdndose en la

mayoria a una edad temprana (< 40 afos)[21].



1.3.1 Principales genes de susceptibilidad al CMH: BRCA1y BRCA2

El analisis de ligamiento de familias con multiples casos de CM y Cancer
de Ovario (CO) permitio identificar en 1990 la primera region cromosémica
(17921) candidata a contener un gen de alto riesgo en CMH. En 1994, mediante
clonacién posicional se identifico el gen causal, denominado BRCA1l. De
manera similar en 1995 se identific6 BRCA2[22,23]. La identificacién de los
genes BRCA1 y BRCA2 supuso un gran avance en el manejo de las familias
con CMH, ya que ofrecio la posibilidad de realizar un test genético mediante el
cual se podia identificar a los individuos de alto riesgo en las familias, recibir

consejo genético y realizar medidas preventivas y de seguimiento adecuadas.

Ambos genes presentan gran tamafio en cuanto a su secuencia
codificante: BRCAL con 5,592 nucleotidos repartidos en sus 24 exones se
extiende a lo largo de 100 kb de ADN genomico y se traduce a una proteina de
1,863 aminoacidos, BRCA2, aun mayor, posee 11,385 nucleétidos, distribuidos
a lo largo de 70 kb de ADN gendmico, compuesto de 27 exones y traducido a

una proteina de 3,418 aminodacidos[24].

Las proteinas BRCA1 y BRCA2 muestran escasa similitud entre si,
presentando una estructura compleja. BRCA1l contiene en su extremo
amino-terminal un dominio (RING) de union a zinc altamente conservado,

mediante el que interacciona con proteinas como BARD1 adquiriendo



capacidad de ubiquitinacion. La region central de BRCAL presenta un sitio de
fosforilacion por CHEK2. Su extremo carboxilico terminal posee dominios que
interaccionan con PALB2 y ATM, destacando las dos copias en tandem del
dominio BRCT (BRCAL1 C-terminal) con capacidad de union a BRIP1, entre
otras proteinas. De la estructura de BRCA2 destaca el extremo N-terminal de
unién a PALB2, ocho dominios centrales BRC de union a RAD51 y una regién

de union al ADN [25](Figura 2).

BRCT
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Figura 2. Estructura de BRCA1 y BRCAZ2, y las regiones de interaccion

con otras protein as.

1.3.2 Funciones de los genes BRCAl1y BRCA2

BRCA1 y BRCA2, como la mayoria de los genes implicados en
sindromes de cancer hereditario, pertenecen al grupo de los genes supresores

de tumores, cuya funcién clave es el mantenimiento de la integridad genémica.



El proceso principal en el que estan implicadas ambas proteinas es en la
reparacion de roturas de ADN de doble cadena mediante recombinacion
homdloga (RH), el mecanismo méas importante para proteger la integridad del
genoma en células proliferantes. La RH precisa que el dafio en la doble cadena
del ADN sea reconocido por las cinasas ATM y ATR, la mediacién en las
sefiales se realice por CHEK2 y BRCAL, y la reparacion la completen los
efectores BRCA2 y RAD51. Existen ademas proteinas facilitadores de la RH,
entre las que destacan BRIP1 y PALB2, que interaccionan con BRCAL y

BRCA2, respectivamente[26,27].

Mientras que la funcion de BRCA2 parece principalmente limitada a su
papel en la RH. El papel de BRCAl es mas complejo dado que interactia con
multiples proteinas participando en mas procesos ademas de la reparacion del
ADN por RH. Tales procesos abarcan: sefalizacion del ciclo celular, control de
la transcripcion, remodelacion de la cromatina y ubiquitinacion de proteinas
(Figura 3). Otra funcién de BRCAL a destacar es la originada por la interaccion
de sus dominios BRCT con la enzima Acetil-CoA Carboxilasa-a (ACCA),
manteniendo ésta en estado inactivo. La ACCA es una enzima clave en la
sintesis de acidos grasos de cadena larga al catalizar la carboxilacion de
Acetil-CoA a Malonil-CoA, indipensable en la lipogénesis endogena. Se ha
hipotetizado que la funcion supresora de tumores de BRCAL también pudiese
residir en su interaccion con ACCA, dado que al mantenerse esta enzima en su

forma inactiva, se imita un estado de baja energia celular, que se sabe bloquea



el anabolismo de las células tumorales y suprime el fenotipo maligno. Estudios
epidemiologicos apoyarian la importancia del metabolismo lipidico al haber
asociado el ejercicio fisico y la ausencia de la obesidad (dieta de baja energia y
elevado gasto energético) en la adolescencia con retraso significativo en la
aparicion de CM en cohortes de mujeres portadoras de mutaciones en

BRCA1[28].

1.3.3 Analisis molecular

El analisis molecular de los genes BRCA1l y BRCA2 es de gran
laboriosidad debido a su tamafio y a la enorme variedad de mutaciones y SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), distribuidas a lo largo de todo el gen. Se
han registrado alrededor de 4,000 cambios en la secuencias de ADN de BRCA1
y BRCA2[29,30,31,32,33,34] (mutaciones deletéreas, polimorfismos, variantes
de significado incierto, etc.), recogidas en la bases de datos Breast Cancer

Information Core (BIC) (http://research.nhgri.nih.gov/bic/).

Estudios epidemioldgicos realizados en poblacion anglosajona con CM
no seleccionada por la historia familiar, estiman que globalmente la prevalencia
de mutaciones deletéreas en BRCA1 y BRCA2 en afectados esta en el rango
de 2 a 3%, mientras que en la poblacion general sin CM, la prevalencia de
portadores es inferior al 0,7% para cada uno de los genes. Sélo del 16 al 20%
del aumento de riesgo de CM se debe a mutaciones en BRCAl vy

BRCAZ2[35,36,37]. Globalmente, todos estos resultados nos indican la
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importancia de la historia familiar a la hora de determinar la probabilidad de que
esté presente una mutacion en BRCA1 y BRCA2. Otro factor a tener en cuenta
es que en ciertas poblaciones unas pocas mutaciones se presentan con
frecuencias inusualmente altas. Los andlisis de haplotipos han demostrado que
en poblaciones pequefias con cierto grado de endogamia existen mutaciones
fundadoras que provienen de un Unico ancestro portador. Tras generaciones
sucesivas, estas mutaciones aumentan su presencia en la poblacion, pasando a
ser cambios altamente recurrentes o incluso caracteristicos de un grupo étnico
particular y/o area geografica mas o menos definidas. Aunque las mutaciones
fundadoras mas intensamente estudiadas en el mundo son propias de la
poblacién judia Ashkenazi[38,39,40] (185delAG y 5382insC en BRCAl y
6174delT en BRCA2), presentes en mas del 2% de los individuos de esta etnia,
este tipo de mutaciones también han sido identificadas en muchas poblaciones.
En los individuos de origen europeo destaca la importancia del efecto fundador
en BRCA1l y BRCA2 en poblaciones escandinavas, holandesa, polaca,
franco-canadiense (Quebec) e italiana (Calabria y Cerdefia), pero en casi todas
las poblaciones del mundo podemos encontrar mutaciones fundadoras. En
México la primera mutacién fundadora reportada fue el rearreglo genémico que
consta de la delecion de 15.4 kb correspondientes a los exones 9 al 12 en
BRCAL[41]. La presencia de mutaciones fundadoras facilita el estudio de
ambos genes en linea germinal al permitir realizar el tamizaje mutacional

mediante métodos de analisis mas rapidos y econdmicos; estudiar mas



individuos con criterios menos astringentes en una poblacion, ademas de

estimar de forma mas precisa el riesgo de cancer asociado[42].

El estudio de las vias donde actian BRCA1l y BRCA2 ha dado como
resultado el uso de nuevas estrategias terapéuticas para tratar el CM, una de
las cuales es la mastectomia profilactica en portadoras de mutaciones en
BRCAL1 y BRCAZ2, la cual disminuye considerablemente el riesgo de padecer
CM[43,44]. Ademas de la cirugia, se han desarrollado alternativas como el uso
de los inhibidores de la Poli-(ADP ribosa) Polimerasa (PARP), enzima que
participa en la reparacion de rupturas de cadena sencilla del ADN mediante
escision de bases. Cuando hay una disminucion en la funcion de PARP se
incrementan las lesiones al ADN que son reparadas mediante RH. Ya que
BRCAL y BRCA2 participan en la RH, aquellas células que son deficientes en
BRCAL y BRCA2 y que son de rapida proliferacion, disminuyen
significativamente su viabilidad al inhibir la funcion de PARP, y en combinacién
con quimioterapia poseen una alta tasa de efectividad de eliminacion de células

malignas[45,46].

El Insituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en su reporte del
afio 2013 menciona la importancia sensibilizar a la poblacion acerca de la
importancia de identificar mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, ya que el
retraso en el diagnostico de estos pacientes es comun y el prondstico de

sobrevida en pacientes diagnosticados en etapas tardias es bajo[12].
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Figura 3. Principales interacciones de las proteinas BRCA1 y BRCA2 en

la reparacion del ADN y tumorogénesis.
1.3.4 Penetrancia

Las mutaciones de linea germinal en BRCA1 o BRCA2 confieren alto
riesgo para el desarrollo de CMH y tumores como CO, pancreas, prostata entre
otros. Poder conocer con la mayor exactitud posible la penetrancia de

mutaciones en ambos genes que predisponen al cancer, es de vital importancia
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a la hora de tomar decisiones clinicas sobre medidas de diagnéstico temprano y

reductoras de riesgo[36,47,48].

La penetrancia puede ser variable entre las mujeres portadoras de la
misma mutacion en BRCAL1 y BRCA2 dentro de una familia, lo que sugiere que
el riesgo de padecer cancer puede estar influenciado tanto por genes
modificadores, como por cofactores ambientales y hormonales[49]. En relacion
con estos ultimos factores, un reciente estudio multicéntrico espafiol confirma
gue la paridad puede ser un factor protector en portadoras de mutacion. En la
actualidad, existen dos consorcios internacionales, el IBCCS (International
BRCAL1/2 Carrier Cohort Study) y el CIMBA (Consortium of Investigators of
Modifiers of BRCA1 and BRCA2) creados para la identificacion de factores
exdégenos como la influencia del uso de anticonceptivos orales en
portadoras[50] y genes modificadores del riesgo, respectivamente. El primer
resultado, y de los mas relevantes publicados por CIMBA, es la confirmacién de
gue un polimorfismo en el gen RAD51 (c.135G>C) incrementa el riesgo de
desarrollar CM en portadoras de mutaciones en BRCA2, especialmente cuando
aparece en homocigosis[51] (HR: 3,18, 95% IC, p = 0,0007). Actualmente, el
consorcio CIMBA centra sus esfuerzos en estudiar si los loci de susceptibilidad
al cancer de mama de elevada frecuencia y bajo riesgo identificados a través de
GWAS (Genome-Wide Association Study) modifican el riesgo de cancer en

portadoras BRCAl1 y BRCAZ2.
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En relacion con las mujeres afectadas por cancer de mama portadoras
de mutacion en los genes BRCAL1 y BRCAZ2, el riesgo de CM contralateral es
significativamente mayor (4 veces mas) en comparacion con la poblacion

general[52].

Las mujeres portadoras supervivientes a CM tienen elevado riesgo de
presentar CO, con un riesgo a 10 afios del diagnéstico del CM del 12,7% y
6,8% para BRCAl1 y BRCAZ2, respectivamente[53]. Una cuarta parte de las
mujeres portadoras de mutacion en BRCA1 y BRCA2 con CM estadio | fallecen
por CO. Un meta-andlisis reciente demostro que la salpingo-ooforectomia
bilateral profilactica en mujeres BRCA1 y BRCA2 positivas reduce el riesgo de
CO y trompa de falopio cerca del 80%, pero se debe tener en cuenta que existe
un riesgo de presentar carcinoma peritoneal primario de hasta el 4,3% hasta

veinte afios después de la intervencion ovarica reductora de riesgo[54,55].

La presencia de cancer de pancreas a edades jovenes en una familia
con antecedentes de CM y/o CO puede ser un factor predictivo de la presencia

de mutacion, especialmente en BRCA2.

1.3.5 Otros genes de susceptibilidad

En una parte de los casos de CMH no se detectan mutaciones en los

genes de susceptibilidad BRCA1 y BRCA2, lo que ha llevado a la busqueda de
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nuevos loci que estén asociados a la enfermedad. Diversas vias de
sefalizacion y reparacion del ADN han sido estudiadas con el fin de identificar

mutaciones relevantes[20,56,57,58].

TP53 codifica para una proteina supresora de tumores, que contiene tres
dominios: oligomerizacion, de union al ADN y de activacion transcripcional.
TP53 participa en la respuesta de estrés celular regulando la expresion de
ciertos genes que participan en el arresto celular, apoptosis, senescencia,
reparacion del ADN y cambios en el metabolismo. Las mutaciones en el gen de
TP53 han sido asociadas con una mayor agresividad del CM y un pronostico

desfavorable[59].

El gen CHEK2 actia en respuesta al dafio del ADN, asi como en
interrupciones de la replicacion, es un regulador del ciclo celular, considerado
como un supresor de tumores. Cuando la proteina codificada por CHEK2 es
activada, interactia con P53 estabilizandola, ademas de fosforilar a la proteina
BRCAL1 provocando su activacion y reparando los dafios al ADN. Se ha
reportado una frecuencia de mutaciones en el gen CHEK2 de hasta 4.3% en

casos de CMH[60].

PTEN es otro gen que se ha visto involucrado en el desarrollo de CMH
cuando su secuencia esta alterada. Este gen codifica una fosfatasa que fosforila

principalmente sustratos fosfoinositidos.
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Ademas de los mencionados existen otros genes que han sido asociados

al CMH aunque con frecuencia de mutaciones bajas (Cuadro 1).

Gen Frecuencia de mutaciones* (%) Referencia

BARD1 1 [62,63]

MRE11A 1 [68]

RAD50 1 [60]

PALB2 0.4-3.4 [72,73]

PTEN 10-22 [78,79]

CDH1 4-8 [60,80,81]

MSH6 2.3 [73]

Cuadro 1. Otros genes asociados al cancer de mama hereditario

*Respecto al total de mutaciones encontradas en el estudio

1.4 Prevencion
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Existen diversos enfoques para ayudar a prevenir el CM, como:

e Modificar el estilo de vida: Una dieta mas saludable, hacer ejercicio,
limitar el consumo de alcohol, etc.

e Conocer los antecedentes de enfermedades en la familia

e Realizarse con regularidad pruebas de deteccion temprana:
Autoexploracién, mamografia, examen clinico de mamas, andlisis

genéticos, etc.

Se ha reportado que la sensibilidad de la mamografia varia de 62 al 94%;
ademas la autoexploracion y el examen clinico de mamas no han demostrado
disminuir el riesgo de padecer CM. Mas, cuando se conocen bien los
antecedentes de CM en la familia, es de gran utilidad un analisis genético, el

cual puede determinar el riesgo de CMH con mejor precision[6,85,86].

1.5 El proceso del asesoramiento genético en cancer

El descubrimiento de los genes BRCA1 y BRCA2 supuso un gran avance
en el manejo de las familias afectadas con CMH, ya que permitié ofrecer
consejo genético y valorar la realizacion de un test genético que permitiese
identificar a los individuos portadores en familias de alto riesgo, estableciendo

medidas preventivas, de seguimiento y reductoras de riesgo adecuadas.

16



La Sociedad Nacional de Asesores Genéticos (NSGC, por sus siglas en

inglés) en Estados Unidos de América define el consejo genético como “el

proceso de asesoramiento que permite a los individuos entender y adaptarse a

las implicaciones médicas, psicologicas y familiares de los aspectos genéticos

de una enfermedad”. Este proceso integra los siguientes elementos[87]:

Interpretacion de la historia médica y familiar para establecer el riesgo de
aparicion de la enfermedad genética y/o su recurrencia.

Educacion acerca de aspectos hereditarios, estudios genéticos, manejo
clinico, prevencion e investigacion de la enfermedad genética.
Asesoramiento para facilitar la toma de decisiones informadas y la

adaptacion al riesgo de desarrollar la enfermedad genética.

El proceso de asesoramiento genético en cancer se divide en varias

etapas[87]:

Sospecha clinica de un sindrome de cancer hereditario: elaboracion del
arbol genealdgico detallado incluyendo al menos tres generaciones
consecutivas; motivos por los que el paciente acude a la visita y
evaluacion de las razones que tiene para solicitar las pruebas; valoracion
de la percepcion del riesgo de cancer; educacion sanitaria sobre
prevencion primaria; adopcion de habitos de vida saludables y promocién

de la salud.
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e Valoracion de la indicacidén del estudio genético: determinar si existe la
sospecha clinica de un sindrome determinado del cual se conocen los
genes asociados y cuyo resultado puede interpretarse a nivel clinico.

e Informacion sobre las implicaciones médicas personales y familiares de
la identificacion de una susceptibilidad genética.

e Asesoramiento sobre los beneficios y limitaciones de cada tipo de
estudio genético: implicaciones sobre la toma de decisiones médica de
deteccion precoz, prevencion y tratamiento, asi como las limitaciones
relacionadas con la sensibilidad limitada de algunas técnicas
diagnosticas o la posibilidad de identificar variantes de significado
incierto.

e Realizacion del estudio genético, previo consentimiento informado en los
casos en que se considere indicado.

e Interpretacion e informacion del resultado del estudio genético cuando se
haya realizado.

e Plan de seguimiento médico en funcién del resultado del estudio genético
o de la historia personal y familiar si no se consider6 oportuno realizar el

test.

1.6 Estudios genéticos

Se puede definir al estudio genético de predisposicién al cancer como el

analisis que nos informa si un individuo ha heredado una alteracién genética
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gue aumente el riesgo para ciertos tipos de canceres. Los resultados del test

genético tienen repercusiones tanto en el individuo como en sus familiares.

Segun la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO, por sus
siglas en inglés), el estudio genético sélo deberia ofrecerse cuando:

1. El individuo tenga altas probabilidades de ser portador de alguna
mutacion.

2. Se pueda garantizar con fiabilidad la interpretacion del resultado.

3. Los resultados puedan ayudar al diagnostico y manejo médico del
paciente o sus familiares con riesgo hereditario al cancer.

4. Las pruebas genéticas se realicen en el marco de asesoramiento

genético.

Previo a realizar cualquier estudio genético, los individuos en riesgo
deben estar informados de las opciones para la prevencién, diagnostico precoz
y tratamiento. Se recomienda iniciar el estudio genético en una familia a partir
de la persona que tenga mas posibilidades de ser portadora de la mutacion. Si
se identifica la mutacion en el caso indice, podra ampliarse el estudio a otros

familiares a riesgo de ser portadores.

El estudio genético puede tener los siguientes resultados o
interpretaciones:
e Resultado no concluyente o de significado incierto: es un resultado

negativo en ausencia de una mutacion conocida en la familia o un
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resultado del cual se desconoce su significado patolégico. Las
interpretaciones de este resultado pueden ser varias: la alteracion
genética reside en un gen desconocido o las técnicas empleadas no han
sido suficientemente sensibles y no han detectado la mutacion en los
genes estudiados.

Resultado verdadero positivo: en la primera persona estudiada en la
familia si se identifica una mutacion en alguno de los genes estudiados,
el resultado es informativo y se interpreta como la existencia de
predisposicion a padecer un tipo determinado de CMH. Es una
oportunidad para que esta persona pueda informar a otros familiares
interesados en clarificar su riesgo.

Resultado verdadero negativo: existe una mutacion identificada en la
familia, pero el individuo testado no es portador de dicha mutacion. Por lo
tanto, no tiene riesgo de padecer CMH y su riesgo es similar al de la

poblacién general.

Aunque se ha hipotetizado que la realizacion de estudios genéticos

podria tener un profundo impacto emocional provocando sintomas ansiosos y/o

depresivos en relacién con el temor a padecer cancer, y/o sentimientos de

culpabilidad por la posibilidad de transmitir la mutacién a la descendencia, se ha

demostrado la eficacia del consejo genético a la hora de disminuir la ansiedad y

mejorar la percepcion del riesgo en mujeres con historia de CMH. En la clinica

habitual tampoco parece existir morbilidad psicoldgica significativa atribuible a la

realizacion de estudios genéticos a corto y largo plazo[88].
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1.7 Estudios en poblacién Hispanay en México

La falta de investigaciones de la prevalencia de mutaciones de BRCA en
Hispanas ha limitado el estudio sobre factores genéticos y ambientales
asociados a esta poblacion, asi como la implementacion de medidas
preventivas. Resulta muy relevante, pero aun poco explicado, la alta
prevalencia del CM no sensible a hormonas (triple negativo) en Hispanas y la
edad temprana de diagnostico del CM en Meéxico. Estos resultados
epidemiologicos sobre el CM en México se pudiesen explicar mediante la
identificacion de situaciones particulares de alto riesgo como la proporcion de
pacientes portadoras de mutaciones en BRCAl1 y BRCA2.
Desafortunadamente, el acceso al analisis de mutaciones de BRCA1 y BRCA2
y al asesoramiento del riesgo de cancer, que son medidas consideradas como
estandares de atencion en la mayoria de los paises desarrollados, no se

encuentran disponibles en la mayor parte de México.

En un estudio reciente publicado en 746 Hispanas con historia
personal/familiar de CM y/o CO residentes en EUA desarrollado por el Dr.
Jeffrey N. Weitzel y su equipo en el Beckman Research Institute,
Comprehensive Cancer Center de City of Hope, Duarte, California, EUA, se
documentaron 189 mutaciones deletéreas en BRCA1 y BRCA2 del total de los
casos (25%), (124 BRCAL, 65 BRCA2). Se identificaron 9 mutaciones

recurrentes que comprendieron el 53% del total de éstas[41].
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Basadndose en la informacién de genotipificacion sobre Hispanas
residentes en EUA en los estudios previos publicados por Weitzel et al., asi
como en informacién de ascendencia Hispana de la base de datos BIC, el Dr.
Weitzel y su equipo desarrollaron un panel para detectar 114 mutaciones con
significancia clinica en BRCAl1 y BRCA2 (HISPANEL) que incluye
inserciones/deleciones y mutaciones puntuales que se han encontrado como
recurrentes en estas poblaciones para utilizarse en la plataforma MassArray de
Sequenom®. Adicional a este panel, se incluyo en el test genético la mutacion
gue se origina por la delecion de los exones 9 al 12 en BRCAL1 (BRCAldel ex9-
12) que en estudios previos fue reportada como la primera mutacion fundadora
de la poblacion Mexicana, probablemente originada en el estado de

Puebla[89,90].

Mediante el HISPANEL se han analizado mas de 1,500 muestras a la
fecha. La informacion preliminar indica que la sensibilidad del panel es de
aproximadamente 80%, comparado con la secuenciacion completa de los
genes BRCA. La precision del estudio se respalda en el hecho que el 100% de
las mutaciones han sido confirmadas mediante secuenciacion comercial (Myriad
Genetics Laboratory, Salt Lake, City, UT). Esta informacion preliminar sobre el
uso del panel de mutaciones de BRCA en Hispanas sugiere que mediante el
empleo de esta prueba se ha logrado la deteccion de mutaciones recurrentes
de BRCA. El procedimiento de tamizaje (con un costo estimado de $50 USD

por prueba del estudio del panel) ha demostrado ser factible y econémico en
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una clinica de genética y cancer de referencia en EUA que atiende a poblacién

Hispana con acceso limitado a atencion médica.

En México se desconoce si existen en alguna proporcion, mutaciones
representativas de la poblacion, ya que hasta el momento se han realizado
pocos estudios. En el afio 2002 Ruiz-Flores y cols., realizaron un estudio en 51
pacientes mexicanas con CM de inicio temprano (menores a 35 afos) y fue
reportada una frecuencia de mutaciones con significancia clinica de 6.25% en
BRCA1 y 2.08% en BRCAZ2. En el afio 2005 Calderon-Garciduefias y cols.,
estudiaron a 22 pacientes con CM de inicio temprano (menores a 35 afos) que
fueron diagnosticadas consecutivamente en un periodo de un afio en un
hospital publico del norte del pais; reportaron una frecuencia mutacional de
4.5% para cada uno de los genes (BRCA1 y BRCA2) y del 18% para variantes
de significado clinico incierto[91]. En el afio 2009, Vidal y cols., estudiaron a 40
pacientes, 29 de ellos con sindrome de CM-CO hereditarios y 11 con CM de
inicio temprano (< 40 afos); la frecuencia de mutaciones patogénicas que
reportaron fue del 5.4%][92]. En ambos reportes se ha resaltado la importancia
de conocer la prevalencia de CM y CO atribuibles a mutaciones en BRCAL1 y
BRCA2 en la poblacibn mexicana. Recientemente, el Insituto Nacional de
Cancerologia (INCan) realizé un estudio en colaboracién con el Dr. Weitzel
donde se incluyeron 189 pacientes con cancer (92 casos con CO y 97 con CM),
encontrando una prevalencia de 14% de mutaciones en ambos genes (17% en

aquéllas con CO y 11% con cancer de mama).
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Resulta primordial comprobar la utilidad clinica de este panel de
mutaciones de BRCA1 y BRCA2 Hispano en pacientes mexicanas con alto

riesgo de ser portadores del sindrome de CM-CO hereditarios.

La importancia de determinar el estatus de una paciente respecto a una
mutacion germinal de predisposicibn a cancer radica en la posibilidad de
calcular el riesgo de segundas neoplasias, estudiar a los familiares e intervenir
mediante medidas de prevencion, deteccion temprana e incluso tratamiento

tanto en el paciente como en los familiares que presenten la predisposicion.

1.7.1 Hispanel

Diversas técnicas han sido utlizadas para la identificacion de
mutaciones, entre las que se puede mencionar: PCR-SCCP (PCR-
polimorfismos conformacionales de cadena sencilla), DGGE (electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante) para analisis de heteroduplex,
Secuenciacion por quimica de Sanger y recientemente la secuenciacion
masiva. La secuenciacion por quimica de Sanger es el estandar de oro en la
identificacibn de mutaciones, pero presenta la desventaja de un costo elevado
al analizar genes grandes. La secuenciacibn masiva representa una gran
ventaja cuando se requiere analizar muchas muestras asi como muchos genes,
sin embargo es demasiado costosa. La creciente necesidad de identificar los

casos con mayor riesgo de padecer CM llevé al grupo de colaboradores del Dr.

24



Jeffrey N. Weitzel a buscar alternativas para realizar el tamizaje de mutaciones

a un menor costo.

El HISPANEL esté4 basado en la tecnologia iPLEX de SEQUENOM® que
utiliza terminadores (nucle6tidos) con masa modificada (Cuadro 2) para facilitar
la deteccion mediante diferencias en la masa-carga a través de un sistema de
espectrometria de masa, lo que permite ademas realizar multiples ensayos

simultdneamente.

Terminador A C G T
A 0 -24 16 55.9
C 21 0 40 79.9
G -16 -40 0 39.9
T -55.9 -79.9 -39.9 0

Cuadro 2. Diferencia en masa entre los terminadores iPLEX (masa en

Daltons)

El ensayo comienza con una amplificacion por PCR multiple de
diferentes regiones (114 regiones) que componen el HISPANEL y que
posteriormente son purificadas por un tratamiento con fosfatasa alcalina de
camaron (SAP) para la eliminacién de los nucle6tidos no incorporados puesto
gue en la segunda reaccion de PCR pueden interferir y modificar la masa del

producto que serd detectado. Una vez concluida la reaccion con SAP se
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procede a realizar una segunda PCR llamada “extension”, donde en los
reactivos de la reaccion van afiadidos los terminadores. Al momento de llevarse
a cabo la PCR sélo un nucleétido serd incorporado a la reaccion debido a la
carencia del hidroxilo en la posicion 3" por lo que al final la reaccion el producto
sera el primer (de masa conocida) mas un nucleétido y con ayuda del software
TyperAnalyzer® es asignado el genotipo de acuerdo a la masa detectada (ver

Cuadro 2).
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CAPITULO I

2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Obtener la frecuencia de las principales mutaciones en los genes BRCA1
y BRCAZ2 descritos en la poblacion hispana y determinar la utilidad del

HISPANEL en pacientes con CM de alto riesgo del Noreste de México.

2.2 Objetivos Especificos

1. Integrar un grupo de estudio con pacientes con historial familiar de CM
del Noreste de México e informacion demografica, clinica vy
epidemiologica, para examinar sus factores de riesgo

2. Tamizar en el grupo de estudio las mutaciones en los genes BRCAl y
BRCA2 por medio de la tecnologia MassArray, utilizando el HISPANEL.
3. Determinar la posible asociacion entre las mutaciones detectadas y las

caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de las pacientes afectadas.
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CAPITULO IlI

3. Materiales y métodos

3.1 Sujetos de estudio

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica y Comité de
Investigacion de la Facultad de Medicina y el Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” (con numero de registro BI10-002). Se invito a participar en
el estudio a mujeres del noreste de México con diagndstico confirmado de CM
que acudieran a la consulta de oncologia del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”, asi como al Hospital de Especialidades No. 25 del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) y que tuvieran al menos un pariente en
primer o segundo grado afectado con CM. Para cada paciente se obtuvo una
muestra de sangre venosa periférica en tubos vacutainer con EDTA, previa
firma del consentimiento informado. Las caracteristicas demogréficas, clinicas y

epidemiolodgicas se ingresaron a una base de datos confidencial.

3.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevé a cabo mediante el buffer de lisis TSNT
(1% Triton, 1% SDS, 100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM EDTA),

seguido de wuna doble extraccion con fenol-SEVAG (cloroformo:alcohol

28



isoamilico 24:1 v/v). El ADN fue resuspendido en buffer TE 1X (10 mM Tris pH

8.0y 1 mM EDTA) y almacenado a 4°C hasta su uso.

3.2.1 Cuantificacién y determinacién de la calidad del ADN

Se realiz6 la cuantificacion del ADN por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a 260 nm usando el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). El ADN
fue considerado como de buena calidad cuando los valores de la relacion de
absorbancia 260/280 estuvieron dentro del rango 1.8 a 2.0 y las de la relacion
260/230 fueran > 2.0. Se verifico la integridad del ADN en una alicuota de este,
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con solucidon de
bromuro de etidio a 0.5 mg/mL esperando ver una masa de ADN de alto peso
molecular y sin que de esta se desprendiera sefial a manera de barrido hacia el

fondo del gel que evidenciara degradacion.

3.3 Deteccion de mutaciones

Para evaluar la utilidad, en poblacion mexicana, de las mutaciones

frecuentemente reportadas en hispanos, se realiz6 el tamizaje de las 114

mutaciones que corresponden al HISPANEL, mas la mutacion fundadora

reportada en mexicanos BRCAL ex9-12del en dos ensayos por separado.

3.3.1 Deteccidn de la mutacién BRCA1 ex9-12del
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Para detectar la delecion de 15.4 kb en el gen BRCAL, se realiz6 un
ensayo con tres primers [564 (+) GGAAGCCTTTTAAGAAGAGC, 567 (-)
CCCAGTTTGAATTCTGAGC y 570 (-) CTCCTGTTGTTTATTGGTCC]. Los
primers 564 (+) y 567 (-) amplifican una region de 1146 pb en el alelo tipo
silvestre y los primers 564 (+) y 570 (-) amplifican una region de 745 pb en el
alelo mutado. La reaccién consistié de 17.9 uL de agua, 2.5 uL de buffer 10X,
0.5 pL de dNTP Mix a 10 mM cada uno, 1 pL de MgCl; a 25 mM, 0.5 pL del
primer 564 (+) a 20 uM, 0.5 pL del primer 570 (-) a 20 uM, 1 uL del primer 567 (-
) a 20 uM, 0.125 pL de Tag DNA Polimerasa de Qiagen a 5 U/uL y 1 del
templado a 50 ng/uL, con el siguiente programa: 94°C/Smin de
desnaturalizacion inicial, seguido por 28 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/30s,
alineamiento a 60°C/30s, extensidon a 72°C/lmin y una extension final a

72°C/7min.

3.3.2 Genotipificaciéon con HISPANEL

3.3.2.1 Amplificacion de los loci

Primeramente se realiz6 la amplificacion de los loci donde se han
reportado las 114 mutaciones (Cuadro 3). En una placa de 96 pozos (Fisher
Scientific) se afiadieron 20 ng de ADN de cada paciente mas los siguientes
reactivos: 2.98 pL de agua (desionizada grado HPLC), 0.8 uL de buffer 10X
(MgCl, a 15 mM), 0.8 uL de MgCl, a 25 mM, 0.4 puL de dNTP Mix a 10 mM

cada uno, 0.8 pL de Mix de primers (1 uM cada uno) y 0.22 pL de HotStart Taq
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Plus de Qiagen a 5 U/uL, con las siguientes condiciones: 94°C/5min
desnaturalizacién inicial seguido por 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/20s,
alineamiento a 56°C/30s, extension a 72°C/1lmin y una extensién final a

72°C/3min.

Nota: La reaccion de amplificacion se realiz6 con cinco mixes por

separado para cubrir las 114 regiones.

3.3.2.2 Tratamiento con SAP

Al finalizar la amplificacion de los loci se hizo un tratamiento con SAP
afiadiendo a cada pozo los siguientes reactivos: 1.91 pL de agua (desionizada
grado HPLC), 0.213 pL de buffer SAP 10X y 0.375 pyL de enzima SAP a 1.7
U/uUL. Se incubo a una temperatura de 37°C/40min seguido por una inactivacion

de la enzima a 85°C/15min.

3.3.2.3 Reaccion de extensién (iPLEX)

Para la reaccion de extensiéon, a cada pocillo se afiadieron 0.7 pyL de
agua (desionizada grado HPLC), 0.225 uL de buffer iPLEX plus 10x, 0.225 uL
de Mix de terminacion iPLEX, 1.058 uL de Mix de primers y 0.046 uL de enzima
iIPLEX. Las siguientes condiciones se aplicaron a la reaccion: desnaturalizacion
inicial a 95°C/30s, seguidos por 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C/5s,

alineamiento y extension (52°C/5s y 80°C/5s, respectivamente) x 5 veces y una
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extension final a 72°C/3min. Se afiadieron 40 pL de agua ultra pura (Invitrogen)
al producto y se limpié con la resina SpectroCLEAN (Sequenom) durante media
hora. Se acondicion6 el chip 384-sample SpectroCHIP (Sequenom) con el
nanodispensador y posteriormente se introdujo el chip en el espectrometro de
masas para la genotipificacion (Cuadro 3).

Nota: La reaccion de extensién se realizO con 5cinco mixes por

separado.
BRCA1 Exon rs BRCA2 Exon rs
(Nomenclatura (Nomenclatura
BIC) BIC)

185delAG 2 80357713 | 802delAT 7 80359533

300T/G (C61G) 5 28897672 | 886delGT 8 80359604

4153delA 11 80357711 | 957del4 9 90359645

5382insC 20 80357906 | 1538del4 10 80359280

330A/G(R71G) 5 80357382 | 2452C/T (Q742X) 11 80358494

666+1G/T 8 80358030 | 3036del4 11 NA

(IVS8+1G/T)

943ins10 11 NA 3417del4 11 80359374

1135insA 11 80357569 | 3492insT 11 80359380

2079A/T (K654X) 11 80357355 | 3710insGA 11 NA

2415delAG 11 80357780 | 4150G/T 11 80358638
(E1308X)

2552delC 11 80357524 | 5423delT 11 NA

2800delAA 11 80357971 | 6027del4 11 80359538

2983A/C 11 80357295 | 6174delT 11 80359550

(S955X)

3450del4 11 80357903 | 6503delTT 11 11571658

3717CIT 11 62625307 | 7640dell10 14 80359649

(Q1200X)

4184del4 11 80357508 | 7986G/A 16 80359003
(W2586X)

4458CIT 13 80357067 | 8550insT 18 80359706

(Q1447X)

5154del5 17 80357623 | 9254del5 23 80359741

5242C/A 18 28897696 | 9610C/T 25 80359212

(A1708E) (R3128X)
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5272-1G/A
(IVS18-1G/A)
331+1G/A
(IVS5+1G/A)
589delCT
1205del56
1793delA
2525del4

2576delC
2731C/G
2925del4
3148delCT

3767insA
3936C/T
(Q1273X)
4446CIT
(R1443X)
4671C/T
(Q1518X)
5083del19
5396+1G/A
(IVS20+1G/A)
5420T/A
(C1767X)
208T/A (L30X)
2080delA
2156delGinsCC
2428C/A
(S770X)
2859del11
3124delA

3596delAAAG
3878delTA

4134GIT
(E1339X)
5105+6T/C
(IVS6+6T/C)
5370C/T
(R1751X)
5443T/G
(M1775R)

19

11
11
11

11
11
11
11

11
11

13

15

16
20

21

11
11
11

11
11

11
11

11

20

21

80358137

80358042

80357887
80359875
80357600
80357674

80357669
NA
80357832
80357510

80357902
80357208

41293455

80356881

80359876
80358150

NA

NA
80357522
NA
80357063

NA
80357846

80357781
80357520

80357021

80357123

41293463

373G/T (E49X)
999del5

5164del4
5301insA
6006delTG
7261C/T
(Q2345X)
9538delAA
9927del4
2663insA
3394C/T
(Q1056X)
5377delG
5844delAGTAA

6252insC
7784insC

7907delTT
9345G/A
(P3039P)
295+2T/C
(IVS2+2T/C)
1825delA
2604C/A (Y792X)
3034delAAAC
4265delCT

6076delGTTA
6265A/T
(K2013X)
6633delCTTAA
6884C/G
(S2219X)
9463delG

1384delG
2041insA

4167C/Pu
(Y1313X)

11
11
11
12

25
27
11
11

11
11

11

15

16
23

10
11
11
11

11
11

11
11

24

10

10

11

80358435

80358675

80359473

80359480

80359536
NA

80359756
80359775
NA
79728106

NA
80359525

NA

80359660

80359673
28897756

81002885

80359292
80358503
80359351
80359421

80359543
80358840

80359585
80358893

NA

NA

80359308

80358641
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5482G/A 22 80357069 | 4232insA 11 NA

(G1788D)

189insTGTC 2 80357536 |4673del5 11 NA

917delTT 11 80357724 | 4859delA 11 80359461

2448delT 11 80357725 | 5025delT 11 80359465

2883delACAG 11 80357822 | 5117C/G 11 80358711
(S1630X)

3118delA 11 80357991 | 7990delATAINSTT 16 NA

3587delT 11 NA 8605G/A 19 80359082
(G2793R)

3837C/T 11 80356903

(Q1240X)

4476+1GIA 13 80358027

(IVS13+1G/A)

5454delC 22 80357590

5472C/T 22 80356969

(Q1785X)

Cuadro 3. Lista de las 114 mutaciones que componen el HISPANEL

NA: No existe rs reportado

3.4 Validacién por secuenciacion Sanger

Se valido por secuenciacion con la técnica de Sanger la mutacion que se
presentd con mayor frecuencia. Se amplificé la region donde se detecto la
mutacion con el HISPANEL (ver 4.2). 3 uL de ADN Gendmico a 200 ng/uL, 1 pL
del primer BRCA1-11F4 (5’-TGG CAC TCA GGA AAG TAT CTC G-3') 10 uM, 1
uL del primer BRCA1-11R1 (5’-GAT GAC GTC CTA GCT GCT TGA A-3’ )
10uM, 12.5 pL de GoTag® colorless master mix 2X (Promega) y 7.5 yL de
Agua libre de nucleasas (Promega), con el siguiente programa en el
termociclador: Desnaturalizacion inicial a 95°C/5min seguido por 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C/35s, alineamiento a 60°C/1min, extension a 72°C/90s

y posteriormente una extension final a 72°C/10 min.
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Después de la amplificacién se hizo un tratamiento afiadiendo 4 pL de
ExoSap-IT (Affymetrix) a 10 pL de producto amplificado y se puso en el
termociclador (Veriti® Termociclador 96 pozos) a una temperatura de trabajo
37°C/30min, seguido por una inactivacion de la enzima a 80°C/15min. Se
hicieron dos reacciones de secuenciacién en paralelo para cada primer con los
siguientes reacrtivos: 5 pL de producto tratado con ExoSap-IT, 2 uL de BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 1 uL de Primer 5
UM, 2uL de Agua libre de nucleasas (Promega), con el siguiente programa de
temperaturas: 96°C/1lmin seguido de 25 ciclos de 96°C/10s, 50°C/5s,
60°C/4min. Terminado el programa se mantuvo el producto a 4°C hasta su

purificacion.

La purificacion se llevo a cabo mediante una precipitacion con etanol. A
cada reaccién se anadio 2.5 pL de EDTA 125 mM y 25 pL de Etanol 100%, se
mezclo y se incubd a temperatura ambiente 15min en oscuridad y
posteriormente se centrifugd por 30 min a 3000 g. Luego se hizo una
centrifugacion con la placa invertida por 10 s a 185 g, se afiadieron 30 pL de
etanol al 70%, se mezcld y se centrifugd 15 min a 1650 g. De nueva cuenta se
invirti6 la placa y se centrifugd durante 1 min a 185g. El contenido se
resuspendio en buffer de inyeccidén y se procedié a inyectarlo en el Analizador
Genético 3130 ABI PRISM®. Los resultados fueron analizados con el programa

Sequence Scanner V1.0.
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CAPITULO IV

4. Resultados

4.1 Sujetos de Estudio

94 mujeres con diagnéstico de CM aceptaron participar en el estudio, de

las cuales se obtuvieron muestras de sangre, asi como las caracteristicas

clinicas, demograficas y epidemiologicas (Cuadro 4).

Caracteristicas demograficas

Origen %

Nuevo Ledn 52.7
Coahuila 31.2
Zacatecas 4.3

Veracruz 3.2
Jalisco 2.2
Tamaulipas 2.2
D.F. 1.1

Caracteristicas clinicas
Tipo Histologico

NA 12.8
Adenocarcinoma Ductal Infiltrante 67

Adenocarcinoma Lobulillar infiltrante 7.4
Adenocarcinoma Mucinoso infiltrante 2.1
Adenoma Ductal poco diferenciado 2.1
Adenocarcinoma Insitu diferenciado 1.1
Adenocarcinoma Canalicular 3.2
infiltrante

Adenocarcinoma Coloide 1.1

Estadio Clinico
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NA 26
| 5.6
A 15
1B 15
A 14
B 15
lc 2.2
v 9
Grado de Obesidad

Normal 23.6
Sobrepeso y Obesidad 76.4
Lado del cancer

Derecho 46.2
Izquierdo 44.1
Bilateral 9.7
Caracteristicas epidemiologicas

Uso de Anticonceptivos orales

No 67
Si 33
Reemplazo Hormonal

No 95
Si 4
Lactancia

No 25.3
Si 74.7
Consumo de alcohol

No 83
Si 17
Consumo de tabaco

No 80.9
Si 19.1
HF de CO

No 98
Si 2

Cuadro 4. Caracteristicas de las pacientes

Las principales caracteristicas epidemiolégicas que aumentan el riesgo

en mujeres se detallan en el Cuadro 4, en el Cuadro 5 se presenta el resultado
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del analisis de descriptivo de edad, peso, indice de masa corporal (IMC), edad

de menarquia y menopausia.

Edad Peso IMC Edad de Edad de
(anos) (kg) (kg/m2) Menarquia Menopausia
(afnos) (afos)
Media 49 71 29.5 12 44
Desv. Est. 134 138 6.2 1.54 5.8
Valor min. 20 38 16.2 9 31
Valor max. 85 103 58.4 16 56

Cuadro 5. Analisis descriptivo

4.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN dio como resultado un rendimiento de 60 a 120 ug
de ADN por mililitro de sangre utilizado, con concentraciones de ADN de 150 a
300 ng/uL que fueron almacenados en tubos eppendorf de 1.5 mL a 4°C hasta

Su uso.
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4.2.1 Cuantificacion y determinacion de la calidad del ADN

Se realizaron geles de agarosa al 0.8% (Figuras 3, 4 y 5) para evaluar la
integridad del ADN, comparado con un marcador de peso molecular de 1 kb, asi
como con ADN extraido de blogues de parafina que es conocido que se posee
una degradacion considerable (Figura 4). Se realizé una dilucidn de todas las
muestras a una concentracion entre 10 y 20 ng/uL para los estudios

posteriores. Los resultados de la cuantificacion y calidad del ADN se detallan en

la Cuadro 4.
1.? '.. - . . . —
ADN genémico ‘ ' ' ' B —
extraido de ‘ “ ‘ .
sangre
Marcador de ‘
peso molecular = ’ ADN "
1Kb : . ‘ ¢ gilno%lcg
extraido de

bloque de
parafina

l—-.-v—-—..- PR

songoirs (L TR "n"-"-

sangre

Marcador de ‘

peso molecular
1Kb

Figura 4. Gel de Agarosa al 0.8% para evaluar la integridad de las

muestras de ADN. Se utilizaron 1 ug de ADN en cada pocillo.
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Numero Muestra Concentracion Absorbancia Absorbancia 260/280 260/230
(ng/uL) (260 nm) (280 nm)
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42 289 20.7 0.414 0.222 1.86 1.37

84 471 16.8 0.335 0.206 1.63 1.69
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85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

476
480
488
491
494
495
499
508
509
510

15
12.1
20.1
15.7
16.8
14.9
13.4

11
10.1
10.9

0.3
0.242
0.403
0.315
0.336
0.297
0.268
0.221
0.201
0.218

0.162
0.165
0.25
0.231
0.242
0.185
0.161
0.118
0.099
0.113

1.85
1.46
1.61
1.36
1.39
1.6
1.67
1.88
2.03
1.93

1.48
0.96
1.56
1.38
1.38
1.93
1.6
3.23
2.57
242

Cuadro 6. Concentraciones de ADN en un volumen de 50 pL y relaciones

de absorbancia para la evaluacién de la calidad.

4.3 Deteccion de mutaciones

De las 94 pacientes analizadas, el 9.57% (9/94) fueron positivas para

mutaciones. Ocho de ellas albergan mutaciones en el gen BRCAL y una en

BRCA2 (Cuadro 5).

Mutaciones detectadas por MassArray

Mutacion
(BIC)

185delAG
330A>G
2552delC
2552delC
2552delC
2552delC

943ins10

Exoén

11

11

11

11

11

Gen

BRCAl

BRCA1l

BRCAl

BRCA1l

BRCAl

BRCA1

BRCA1

Efecto
enla
proteina
Pt
(AA39)
R71G, Pt
(AAB4)
Pt
(AA814)
Pt
(AA814)
Pt
(AA814)

(AA275)

Tipo
histolégico

AM

ADI

ADI

ADI

ADI

ADI

ADI

ER

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

SD

NEG

PR

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

SD

NEG

Her2

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

SD

NEG

Edad

28

38

40

70

28

33

31

IMC

Ob1
Ob2
N
Sp
Sp
Sp

Sp

Origen

S.L.P.
N.L.
Coah.
Coah.
N.L.
N.L.

N.L.
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3492insT 11 BRCA2 Pt ADI NEG NEG POS 37 Sp Coah.

(AA1098)
Mutacion detectada por PCR convencional
Mutacién Exé6n  Gen Efecto Tipo ER PR Her2 Edad IMC Origen
en la histolégico
proteina
ex9-12del 9-12 BRCA1 Sin unién ADI NEG NEG NEG 33 Sp N.L.
al ADN

Cuadro 7. Mutaciones detectadas. Pt: Proteina truncada, AA: Posicién
del aminoacido, ADI: Adenocarcinoma ductal infiltrante, AM: Adenocarcinoma
metastasico, N: Normal, Sp: Sobrepeso (IMC >25), Obl: Obesidad grado 1
(IMC >30), Ob2: Obesidad grado 2 (IMC >35). NL: Nuevo Leo6n. Coah.:
Coahuila. SD: Sin datos. ER: Receptor de estrogenos. PR: Receptor de

progesterona. Her2: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.

4.3.1 Deteccion de la mutacion BRCA1 ex9-12del

Una paciente (1/94) fue positiva para la delecion de los exones 9 al 12 en

BRCAL (Figura 5) que representa el 11.1% de todas las mutaciones detectadas.

Las caracteristicas principales de la paciente se muestran en la Cuadro 5.
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BRCA1 ex9-12del

Control

13 20 34 48 65 80 98 101 44 110  positivo

1146 pb
745 pb

Figura 5. Deteccion de la mutacion BRCA1 ex9-12del por PCR punto

final.

4.3.2 Genotipificacion con HISPANEL

Todas las muestras analizadas pasaron el control de calidad y se
reportaron 8 mutaciones (siete en BRCA1 y una en BRCA2, ver Cuadro 5).

Todas las pacientes con mutaciones fueron del tipo heterocigotas.

4.4 Validacion por secuenciacién Sanger

La mutacibn BRCA1l 2552delC que se detect6 en el 50% de las
pacientes con mutacion en el gen BRCA1 fue validada por secuenciacion
Sanger en tres muestras de pacientes que contenian suficiente ADN para la
prueba (Figura 5). La mutacion se origina por la delecién de una Citosina en la
posicion 2552 de la secuencia codificante, por lo que el marco de lectura se
corre y en esa misma posicion al ser heterocigota se observan dos nucleotidos

(Citocina y Adenina) ya que el siguiente nucléotido es Adenina. Esta mutacion
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origina un codén de paro en la posicion aminoacidica 814 de la proteina

BRCAL.

Muestra 206

A T T 6 6 AG GC C C ¢ A G A A AC A A T ¢cCT 6 6 6 T 6 6T C

|

.P\
MWAMQMMA/MA

AT T T 6 A A A A C C C CA G 6 6 66 C T T A T T T CT G 6 6 T G

1
OM - .‘m N W

Muestra 446

Muestra 429

Figura 6. Validacién de la mutacion BRCA1 2552delC
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CAPITULO V

5. Discusioén

El estudio de los factores de riesgo es importante en la poblacion, ya que
se puede identificar a las mujeres sensibles de padecer CM. De las
caracteristicas que se recopilaron de las pacientes, la presencia de mutaciones
esta asociado a la condicion triple negativo del tumor (p=0.002), el cual se
caracteriza principalmente por su agresividad y a la dificultad de tratamiento,
puesto que no tiene un blanco especifico; asi como a la presentacion temprana
de la enfermedad (< a 40 afios, p<0.0001) y esto es de gran importancia, ya
gue tiene implicaciones en la deteccién temprana del CMH, asi como en la toma
de decisiones al momento de ordenar en qué pacientes es recomendable

realizar un test genético[93,94,95].

La deteccion temprana del CMH a través de métodos moleculares es un
tema relativamente nuevo en México, ya que se han llevado a cabo pocos
estudios sobre los genes causantes de esta enfermedad. En este estudio, el
9.57% de las pacientes analizadas fueron positivas para mutaciones en BRCA1
(8.5%) y BRCA2 (1.07%) que son los principales genes de predisposicion al
CMH; analisis realizado con un panel de mutaciones (HISPANEL) que se

presume pueda abarcar al menos el 80% de todas las mutaciones en hispanos.
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A la fecha, Unicamente se ha publicado un estudio en México de
secuenciacion completa de los genes BRCAl1 y BRCA2, que incluyé a 39
pacientes con historial familiar de CM, en el cual se reportdé una frecuencia de
mutaciones de 5% para cada uno de los genes, ademas de reportar un 10% de
variantes con significado clinico incierto pero clasificadas como posiblemente
patolégicas por el programa Polyphen V2[96]. Estas variantes deben ser
analizadas en las familias donde se identifico las portadoras para evaluar su

patogenicidad.

Comparando el estudio de secuenciacion completa con el presente
trabajo se puede afirmar que el HISPANEL es de gran utilidad en la poblacion
Mexicana, ya que también se ha utilizado el HISPANEL en el centro del pais
para determinar su funcionalidad. Esto se debe a que la mayoria de los
pacientes hispanos analizados en California por medio del HISPANEL son
mexicanos y/o de ascendencia mexicana (79%)[41]. Aunque todavia faltan los
estudios que comprueben la sensibilidad (secuenciacion completa de ambos
genes en pacientes negativos en el estudio de HISPANEL) en ambos caso
(Centro y Norte), la referencia del estudio de secuenciacion completa y la
validacion de la mutacion mas frecuente supone la efectividad del método como

un primer recurso para el tamizaje de mutaciones.

Es interesante que todas las mutaciones detectadas por el HISPANEL en
este estudio generen una proteina trunca en el dominio que corresponde al

exbén 11 o antes de él, lo que resalta la importancia de este exén. La mutacion
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de sentido erroneo, R71G, que provoca el cambio del nucleétido citosina por
guanina en la posicion 330 de la secuencia codificante, esta en el sitio de corte
y empalme, por lo que se genera un ARN mensajero distinto, con un codon de
paro prematuro y se ha comprobado que este efecto predomina sobre el cambio
de arginina por glicina en la posicién aminoacidica 71[97]. Ademas la mutacion

detectada en BRCAZ2 también se encuentra en el exén 11.

La delecion de los exones 9 al 12 en BRCA1 no genera una proteina
truncada, sin embargo involucra la delecion completa del dominio BRCT con el

cual la proteina BRCAL ejerce su funcion primordial[41].

Los primeros judios llegaron a México con Hernan Cortés y desde
entonces ha habido una serie de migraciones de éstos a México; la propia
ciudad de Monterrey fue fundada por judios. No es de extrafiarse encontrar en
mexicanos alguna de las mutaciones fundadoras inherente a los judios. Tal es
el caso de la mutacion que se detectd en una paciente originaria de San Luis
Potosi; BRCAL 185delAG, una de las tres mutaciones fundadoras de los Judios
Askenazi que causa la terminacion de la proteina BRCALl en la posicion
aminoacidica 39. Diversos estudios han determinado que esta mutacion tiene
una alta penetrancia que pudo comprobarse en este trabajo ya que la paciente

refirié tener al menos cinco parientes afectados con CM[98,99,100,101].

Similar al caso de la mutacién BRCA1 185delAG, BRCA1 3302>G es una

mutaciéon fundadora de la poblacion espafiola, originada en Galicia. Esta
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mutacion como ya se menciono tiene dos efectos, el principal es la traduccién
del mensajero a una proteina trunca en la posicibn aminoacidica 64 y el
segundo un cambio de arginina por glicina, probablemente por estos dos
efectos que provoca es que esta mutacion se ha reportado como de baja

penetrancia[102,103].

La mutacion BRCA1 2552delC fue reportada comun en hispanos que
residen en el sur de California, sin embargo todas las mutaciones se
encontraron en pacientes mexicanos y/o con ascendencia mexicana. La
frecuencia de esta mutacion en el trabajo que se realizé en el centro del pais
fue del 18%. En este estudio, esta mutacion representd el 50% de las
mutaciones detectadas el gen BRCAL, lo que sugiere que pueda ser
considerada como una mutacion fundadora de la poblacién mexicana, ademas
de la delecién de los exones 9 al 12[41]. Un estudio con un numero mayor de
muestras podria confirmar esta hipotesis. También existen reportes de que esta
mutacion ha sido detectada en coreanos y es interesante que desde 1905 se
hayan documentado migraciones de coreanos a México[104]. Un analisis de

ancestria en las pacientes podria determinar el origen de la mutacion.

Los resultados de estudios en hispanos muestran que la mutacion
BRCAL 943ins10 es recurrente. Esta mutacion tiene su origen en el oeste de
Africa con un promedio de apariciéon de la enfermedad de 64 afios a diferencia

de este estudio donde a la paciente se le diagnosticé el CM a los 31 afios[105].
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La UOnica mutacién detectada en el gen BRCA2 confirma las
investigaciones previas que reportan una frecuencia de mutaciones en el gen
BRCAL superior respecto a las del gen BRCA2 en pacientes con CM. BRCA2
3492insT origina una proteina trunca en el dominio principal de funcion de
BRCA2 y ha sido reportada en diferentes poblaciones (espafioles,

estadounidenses, latinos/caribefios)[106].

Todas las pacientes fueron heterocigotas para las mutaciones que se
detectaron, siendo una confirmacion de los estudios donde se menciona que las
mutaciones deletéreas que se presentan en homocigosis son incompatibles con
la vida[107]. Esta evidencia representa una oportunidad de estudio en las
parejas del sexo masculino de las pacientes para determinar el riesgo de

abortos en portadores de mutaciones en BRCA1 y BRCA2.

Recopilar la informacion relevante de frecuencias en los genes de
mediana y baja penetrancia que han sido reportados frecuentemente en
hispanos para afadirla al HISPANEL, puede incrementar su sensibilidad en los

casos de CMH.
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CAPITULO VI

6. Conclusiones

El abordaje mediante el HISPANEL, del rastreo de mutaciones de linea
germinal en genes asociados al CMH, en pacientes del noreste de México,

permitio detectar estas en el 9.57% de las pacientes del grupo estudiado.

Este porcentaje de positividad para mutaciones en los genes BRCAL y
BRCA2 en pacientes con CM, cae dentro del rango esperado, lo que demuestra

la utilidad del HISPANEL en el Noreste de México.

Con los resultados obtenidos del rastreo de las mutaciones, se esta

ahora en la posibilidad de ofrecer el asesoramiento genético a los familiares que

tan desinteresada y altruistamente apoyaron este trabajo de investigacion.
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