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Capitulo I.
Resumen.
Antecedentes: Las variantes patogénicas (PV) de los genes BRCA conllevan un
riesgo de por vida de desarrollar cancer de mama en el 50% -85% de los
portadores. Su prevalencia en diferentes poblaciones ha sido reportada
previamente. Sin embargo, hay poca informacion sobre los VP mas comunes de
estos genes en los latinoamericanos. Este estudio identificé las frecuencias
BRCAL1 y BRCA2 PV en una poblacion femenina de alto riesgo del noreste de
México y determind la asociacion de estas mutaciones con las caracteristicas
clinicas y patologicas de los pacientes.
Métodos: Las mujeres se dividieron en tres grupos: <40 afios de edad al momento
del diagnostico y / o factores de riesgo de cancer de mama hereditario (n = 101),
edad> 50 afios con cancer de mama esporadico (n = 22) y mujeres sanas (n = 72).
Su ADN se obtuvo a partir de muestras de sangre periférica y se analizaron
mediante la secuenciacion de proéxima generacion.
Resultados: se detectaron PV en 13,8% de pacientes del grupo 1 (BRCA1L, 12
pacientes, BRCA2, 2 pacientes). Solo dos pacientes en el grupo 2 y ninguno en el
grupo 3 exhibieron PV BRCAL. Las variantes de significado incierto se informaron
en 15.8% de pacientes (n = 16). En el grupo 1, incluidos los pacientes con el
subtipo triple negativo, la frecuencia de PV fue del 40% (12/30). La prevalencia del
cancer de mama en las mujeres jovenes examinadas en este estudio fue mas alta
que la informada por la Vigilancia del Instituto Nacional del Cancer, Epidemiologia
(15.5% vs. 5.5%, respectivamente).
Conclusiones: La frecuencia detectada de BRCA1 y BRCA2 PV fue similar a la
informada en otras poblaciones. Nuestros resultados indican que los datos clinicos
deben evaluarse antes de las pruebas genéticas y recomendar pruebas genéticas

en pacientes con el subtipo triple negativo y otros aspectos clinicos.



Capitulo II.
Marco Tebdrico.

2.1 Epidemiologia.

El cAncer de mama es la segunda neoplasia mas frecuente en el mundo, después
del cancer de pulmén, segun cifras publicadas por GLOBOCAN en el 2012. ® Sin
embargo es por mucho la enfermedad maligna de mayor frecuencia en mujeres en
el mundo. A nivel global, en el afio 2010, se reportaron poco mas de un millon y
medio de casos. Cerca de la mitad de los casos y el 60% de las muertes ocurren
en paises en vias de desarrollo. Alrededor de 508,000 muertes por cancer de
mama fueron reportadas en el 2011. Representa el 23% de todos los casos de
cancer. Siendo la causa lider de muerte por cancer en la mujer con un 14% del
total. México no es la excepcion, ya que representa el 11.34% de todos los
canceres en el pais, ocupando el primer sitio en frecuencia en el sexo femenino. @
Aunqgue las formas familiares llegan a comprender de un 20% a un 30% de todos
los canceres de mama, la mayoria de los genes responsables aun estan por ser
definidos. Las mutaciones en la linea germinal representan alrededor del 5 al 10%
del total, mientras que el resto son explicados por alteraciones genéticas

somaticas. Fig 1.

2.2 Fisiopatologia.

Se ha mencionado que la enfermedad genética juega un rol central en el
desarrollo del cancer. La mejor forma de ser comprendida es estudiando las
alteraciones del ADN, las cuales llevan al desarrollo del cancer. Sin embargo, un
entendimiento mas profundo requiere comprender como los cambios genéticos

alteran los programas celulares que llevan al crecimiento, invasion y metastasis.

La induccion quimica de los tumores generalmente requiere la aplicacion
secuencial de dos tipos de agentes, un “iniciador” y un “promotor”. El iniciador

generalmente es un mutageno que tiene efectos irreversibles y precede la accion



del promotor. Este modelo indica que el evento de la génesis tumoral inicia por
una mutacion y la progresion tumoral subsecuente puede ser generada por

mecanismos genéticos o epigenéticos. &

El cancer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea causada por un
cumulo de aberraciones genéticas, incluyendo mutaciones puntuales,
amplificaciones cromosomicas, deleciones, rearreglos, translocaciones vy

duplicaciones.

Todos los canceres se desarrollan como resultado de la afectacion de ciertos
genes, como aquellos involucrados en la regulacién del crecimiento celular y/o en
la reparacion del DNA. Sin embargo, no todas estas mutaciones son heredadas
por los padres. Por ejemplo, las mutaciones pueden ocurrir solamente en células
somaticas o tumorales y mutaciones de novo pueden ocurrir en células germinales
(ej. Ovulo o espermatozoide) o en el huevo fertilizado durante la embriogénesis.

Cabe mencionar que la caracterizacion biologica en base al analisis de expresion

genética a gran escala aiin se mantiene en estudio.
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Fig 1. Susceptibilidad genética en cancer de mama. Clin Cancer Res 2008;14(24): Fig 1.)



Los genes que generan susceptibilidad para el desarrollo de cancer de mama
pueden ser clasificados en tres categorias de acuerdo con su frecuencia y nivel de
riesgo que confieren: Baja frecuencia - Alto grado de penetrancia, Baja frecuencia

— grado intermedio de penetrancia y Frecuentes con bajo grado de penetrancia.

Alrededor del 15% al 40% de los casos de cancer de mama hereditario se deben a
variantes patogénicas (PV) en los genes BRCA. (3,5) BRCAL se encuentra en el
cromosoma 17921 y BRCA2 en 13qg12-13. (6,7) BRCA PV puede estar presente
en 1 de 8 pacientes con cancer de mama de menos de 40 afios y con dos
familiares afectados. (3) El riesgo de desarrollar cAncer de mama a los 70 afios es
del 60% (intervalo de confianza [IC] del 95% = 44% - 75%) y 83% (IC 95% = 69% -
94%) para cancer de mama contralateral. (8) Hay otras enfermedades malignas
asociadas a las mutaciones en los genes BRCA, como el cancer de ovario, cancer
de pancreas, cancer de prostata y melanoma, que deben tenerse en cuenta en los
antecedentes familiares de los pacientes. La identificacion de mutacion de genes
con alto grado de penetrancia ha brindado beneficio en el desarrollo de medidas

preventivas en los genes BRCA1 y BRCA2.

La prevalencia en la mutacion varia dependiendo de los grupos étnicos en estudio
y pueden estar influenciadas por las llamadas “mutaciones fundadoras”, como han
sido detectadas en judios Askenazi e islandeses. Sin embargo, las prevalencias y

grado de penetrancia reportadas han sido en su mayorfa controversiales.

Desde la identificacién de las mutaciones en BRCAL1 y BRCA2 ha ido en aumento
el nUmero de pruebas moleculares para la deteccion de variables genéticas con la
finalidad de integrarlos a la clinica oncoldgica. Las distintas variantes génicas son
especificas para diferentes grupos de poblacion. La prevalencia de mutaciones en
la linea germinal BRCA1 / 2 varia entre los grupos étnicos y las zonas geogréficas.
Se ha descrito una clara variabilidad entre los paises latinoamericanos explicada
por la mezcla de europeos, africanos y antepasados amerindios. (9) Una mutacién

fundadora, ex9-12del, ha sido descrita previamente en la poblacion hispana. (10)



Aunque se describié en una poblacion del sur de los Estados Unidos, también se
documento en el centro de México en un grupo no seleccionado para el estudio de
historia de cancer familiar, registrando una frecuencia del 29%. (11) México es un
pais genéticamente heterogéneo y la informacion sobre BRCA PV es escasa en

general utilizando la tecnologia de secuenciacion de proxima generacion (NGS).

En un estudio poblacional en California reporté una prevalencia en la mutacién de
BRCA1 del 3.5% en una poblacion hispanica. Asi como del 1.3%, 0.5%, 8.3% y
2.2% en las poblaciones Afroamericanas, asiaticas, Judios Askenazi y otra
poblacion no hispana. De este estudio se estim6 que en la poblacién general de
hispanos la deteccion de la mutacion seria de 0.27%. Ya que estas mutaciones
son muy raras, la mejor forma de identificarlas es en pacientes jévenes con
antecedente familiar de cancer de mama, ya que se ha reportado que dentro de
los factores de riesgo mas importantes para presentar esta variante genética es la
historia familiar de cancer de mama ® En un estudio poblacional, (Australian
Breast Cancer Family Study), entre mujeres con 2 o mas familiares con cancer de
mama, se encontré la mutacién en 1 de cada 2 pacientes. En aquellos con un solo

familiar, la mutacion se present6 en 1 de cada 16 pacientes. Fig 2.

Ademas del grupo étnico, la edad es otro factor que afecta la prevalencia de la

mutacion. En la poblacion general excluyendo Askenazi es de 1 en 400 o 0.2 5%
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Sin embargo se ha llegado a reportar 1 en 10 mujeres menores de 40 afios de

edad, el equivalente al 10%. 2

En un estudio que incluy6 una poblacion de origen hispano en Estados Unidos de
Ameérica se analizd la prevalencia de mutaciones genéticas. Se incluyeron 109
pacientes clasificadas como de alto riesgo para portar la mutacién. Mediante un
modelo prondstico se estimo6 que el riesgo de portar la mutacion era de alrededor
de 19.6%. La edad media de las pacientes fue de 37 afios. Se realizo
secuenciacion completa de exones y se flanquearon los segmentos intronicos. Se
reporté un 30.9% con mutaciones deletéreas en BRCA en el 73% mutaciones en
BRCAL y el restante 27% en BRCA2. En un 22.7% se detectaron una o mas

variantes no clasificadas. El 46.4% no se detectaron mutaciones en estos genes.
(13)

Otro factor que influye en la prevalencia de mutaciones en estos genes es la
caracteristica biolégica de la célula tumoral en relacidbn con la presencia de
receptores hormonales (estrdgeno y progesterona) y la sobreexpresion de la
proteina HER2Neu. La prevalencia estimada en mujeres menores de 40 afos de
edad con el estatus de receptores de estrédgeno, progesterona y sobreexpresion
de la proteina HER2Neu negativos, o triple negativo, se ha reportado en un 23.5%
(IC 95% 15 — 30%), independientemente de la no selecciébn de antecedente
familiar. Mientras que para el subgrupo de mujeres menores de 50 afios con
caracteristica del triple negativo, la prevalencia estimada fue de 17.5% (IC 95% 10
— 25%). 14

En la dltima década se han incluido en las guias de practicas clinicas del National
Comprehensive Cancer Network la informacion de evaluacion para personas con
alto riesgo en cancer de ovario y mama de origen familiar / hereditario. De igual
manera en Espafia se desarrollaron programas de consejos genético en cancer
hereditario. Todo esto a raiz de los avances en el descubrimiento de genes

asociados al desarrollo de cancer.



Recientemente la Dra. Villarreal-Garza ha publicado los resultados de una serie de
188 pacientes con cancer de mama u ovario. La seleccion de los pacientes no fue
restringida a antecedentes familiares de cancer asociados. Se reportd una
prevalencia de 21% en el grupo general en la mutacion BRCA. En el subgrupo con
diagnoéstico de cancer de ovario se documentd un 28%. Mientras que para el
subgrupo con diagnéstico de cancer de mama fue del 15%. La mutacién reportada
como fundadora (BRCAL1 ex9-12del) fue detectado en un 7%. (11)

En nuestra comunidad se carece de informacion cientifica en esta area. El
propésito del presente trabajo es identificar las mutaciones en los genes BRCAl y
BRCAZ2 en una poblacién de alto riesgo con diagnostico de cancer de mama, en la
poblacién originaria del noreste de México para establecer su prevalencia, asi

como determinar el tipo de mutacion mas frecuente.



Capitulo Il

3.1 Sintesis del problema.

El 10% de los canceres de mama estan asociados a alguna mutacion genética.
Los genes de mayor prevalencia son BRCA1 y BRCAZ2, los cuales comprenden
cerca del 50% de los casos. El portar la mutacién se asocia con un riesgo del 75-
85% de desarrollar cancer en el transcurso de la vida. Se han reportado cerca de
1,000 mutaciones diferentes en estos genes y varia su prevalencia y relevancia

clinica dependiendo de la zona geogréafica y etnia.

El 10% del total de los canceres de mama no es un numero despreciable al ser la
neoplasia de mayor prevalencia en la mujer. Es el equivalente a 167,000 casos
nuevos de forma anual en el mundo. Este niumero supera a la totalidad de
canceres de colon reportados en el 2014 en Estados Unidos de América (136,830

casos totales).

Hasta el momento no se cuenta con evidencia cientifica sobre cuédles son los
candidatos adecuados para realizar el estudio. El detectar una mutacién de alta
prevalencia permitiria disminuir los costos al realizar un estudio de tamizaje que
permita investigar un panel reducido de mutaciones. Los paneles propuestos
hasta el momento son el resultado de poblaciones con ascendencia hispana que
reside en estados unidos de américa por lo que podria no representar las

caracteristicas genéticas de nuestra region.

3.2 Justificacion del estudio.

Existe poca informacién sobre mutaciones especificas en nuestro pais. Se carece
de informacion en mutaciones en la linea germinal. El disefio de los estudios
publicados son series de casos con resultados descriptivos. Estos resultados
requieren ser replicados en otras zonas del pais, asi como agregar analisis

estadistico a los datos descriptivos ya reportados.

3.3 Originalidad.



En este estudio se analiza una poblacion del Noreste del pais de México con
criterios genéticos de alto riesgo para portar mutaciones germinales en los genes
BRCA1 y BRCA2 mediante secuenciacion masiva de nueva generacion y su

correlacion con datos clinico-patologicos.

3.4 Aportacion.

Informacién genética que facilite el establecimiento de métodos de tamizaje en
poblacion con alto riesgo de portar mutacién en los genes BRCA1 y BRCA2.
Informacién sobre el comportamiento clinico de la enfermedad. Descrito en
desenlaces de importancia como periodo libre de enfermedad, sobrevida libre de
progresion y respuesta clinica al tratamiento.

Informacién sobre las caracteristicas inmuno-histoquimicas en el estatus de
expresion en los receptores de estrogeno, progesterona y sobreexpresion
HERZ2neu.



Capitulo IV.

Material y Métodos.

4.1 Disefio de estudio.

Se realizara un estudio observacional con disefio de casos y controles. El estudio
propuesto pretende, ademas de detallar la prevalencia en la mutacion de BRCAl 'y
BRCAZ2, describir presentacion clinica, respuesta a tratamiento y periodo libre de

enfermedad de manera retrospectiva.

Se optd por este disefio ya que los estudios de casos y controles son de maxima
utilidad para el estudio de enfermedades de baja frecuencia poblacional y
entregan como medida epidemioldgica especifica un estimador de riesgo

expresado como razéon de momios u “odds ratio”.

4.2 Recoleccidbn de datos. Retrolectiva. Se rastrearon pacientes mediante
expediente electrénico, previamente diagnosticados en el Centro Universitario
Contra el Cancer. Se seleccionaron casos con caracteristicas descritas en criterios
de inclusion, asi como rastreo de casos con sospecha de asociacién genética
familiar. Posteriormente fueron entrevistados de manera telefénica para
confirmaciéon de datos en el historial médico. Tras acceder al participar en el
estudio fueron entrevistados en el Centro Universitario Contra el Cancer para firma

de consentimiento y toma de muestra de sangre periférica.

Los controles enfermos fueron seleccionados del mismo universo poblacional que
los casos y llevaron el mismo proceso previamente comentado. Los controles
sanos fueron seleccionados de la poblacibn general, mediante platicas

informativas sobre cancer de mama.

4.3 Casos.
Criterios de Inclusion.

« Hombres y mujeres.



Mayores de 18 afios de edad.

Diagndéstico histopatolégico con cancer de mama.
o Adultos < 40 afios de edad al diagnostico o
o Cancer de mama bilateral antes de los 40 afios (al menos uno de los
tumores) o
o Un cancer de mama y un cancer de ovario en la misma paciente o
o Cancer de mama con antecedente de 3 o mas familiares con cancer
de mama o
o Cancer de pancreas con antecedente de cancer mama y ovario en la
familia.
« Antecedente de cancer de mama en familiar masculino de primer grado.
e Originarios del Noreste de México; Coahuila, Nuevo Ledén y Tamaulipas.
Incluyendo ascendencia de primero y segundo grado.
« Firma del formato de consentimiento informado.
Criterios de Exclusion.
e Sospecha de cancer primario de otro sitio sin incluir cancer de pancreas u
ovario
e Mujeres embarazadas
Criterios de Eliminacion.
o Muestras sanguineas insuficientes o de mala calidad*.
o ADN insuficiente o de mala calidad*.
e Datos incompletos.
* Las muestras insuficientes o de mala calidad seran tomadas nuevamente del

mismo paciente con la intencion de no eliminar el caso.

4.4 1er Grupo Control. Cancer de mama.
Criterios de Inclusion.
e Mujeres.
o Edad mayor de 50 afos.
« Diagndstico por patologia de cancer de mama.

« Estatus de receptores hormonales de estrOgeno y progesterona positivos.



Originarios del Noreste de México; Coahuila, Nuevo Lebén y Tamaulipas.
Incluyendo ascendencia de primero y segundo grado.
Firma del formato de consentimiento informado.

Criterios de Exclusion.

Mutacion conocida en la familia que implique susceptibilidad para cancer de
mama.

Familiares de ler y 20 grado con antecedente de cancer de mama u ovario.
Antecedente de cancer de ovario 0 2 canceres primarios.

Cancer de mama bilateral.

Criterios de Eliminacion.

Muestras sanguineas insuficientes o de mala calidad.*
ADN insuficiente o de mala calidad*.

Datos incompletos.

* Las muestras insuficientes o de mala calidad seran tomadas nuevamente del

mismo paciente con la intencion de no eliminar el caso.

4.5 20 Grupo Control sano.

Hombres y Mujeres.

Edad > 18 afios.

Sin antecedente de cancer familiar o personal y

Originarios del Noreste de México; Coahuila, Nuevo Lebén y Tamaulipas.
Incluyendo ascendencia de primero y segundo grado.

Firma del formato de consentimiento informado.

Criterios de Exclusion.

Mutacion conocida en la familia que implique susceptibilidad para cancer de
mama.
Antecedente de biopsia en mama por cualquier razon.

Antecedente de Radioterapia.

Criterios de Eliminacién.

Muestras sanguineas insuficientes o de mala calidad*.

ADN insuficiente o de mala calidad®.



e Datos incompletos.
* Las muestras insuficientes o de mala calidad seran tomadas nuevamente del

mismo paciente con la intencion de no eliminar el caso.

4.6 Coleccion de muestras

Se colectaran 5 ml de sangre venosa periférica, mediante venopuncion, en tubo
con EDTA. El paciente no requerira de un ayuno especial para la recoleccién de la
muestra, la cual debera ser identificada y ser transportada para su

almacenamiento y proceso.

4.7 Extraccion y cuantificacion de ADN.

Se aislard ADN gendmico (ADNg) a partir de las muestras sanguineas colectadas.
Las muestras se procesaran en el equipo QlAcube (Qiagen) haciendo uso del
estuche comercial QlIAamp® ADN Investigator, siguiendo las indicaciones del
fabricante. El ADN extraido cumplira un intervalo de calidad dada por la relacion
de absorbancia 260/230 y 260/280 (Rango: = 1.8 y < 2.0), midiéndose estos

pardmetros con un espectrofotdmetro de la marca NanoDrop.

4.8 Secuenciacion de nueva generacion (NGS) de bibliotecas genémicas.

Se utilizara la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (NGS, del inglés
Next Generation Sequencing), usando plataforma de lon Torrent® de Applied
Biosistem®.

4.9 Preparacion del chip de secuenciacion

Se utilizara el estuche comercial lon PGM™ Template OT2 200 V2, que contiene
reactivos de preparacion de la plantilla. Con la ayuda del equipo lon OneTouch™,
que permitira la generacion de microreactores para la amplificacion clonal masiva
en paralelo. EI mismo sistema permitira recuperar las particulas utilizando una
minicentrifugacién que tiene integrado el sistema y finalmente las esferas seran

recuperadas.



4.10 Preparacion de ISP positivas y alineamiento de la secuenciacion al cebador
Se usara el kit lon Sphere™ Quality Control, del cual se tomaré el tubo del control
que pertenece al estuche y se centrifugara por 2 s antes de tomar alicuotas y
enseguida se afiadira 5 ul del control directamente al enriquecido, en un tubo de
PCR 0.2 ul (no de poliestireno). Se resuspendera el contenido del tubo y se
centrifugara por 2 min a 15.500 g. El sobrenadante se eliminara dejando 15 pL de
liguido en un tubo separado. Se agregaran 12 pL de Sequencing Primer para un
volumen total es de 27 pl; hecho lo anterior se resuspendera la mezcla. El
programa por usar en el termociclador es de 95 °C por 2 min y 37 °C por 2 min,
usando la opcion tapa calentada. La reaccidon se dejard a temperatura ambiente y
luego se procederé a colocarla en el chip de secuenciacion, y se utilizara el chip
lon 316™,

4.11 Validacion de secuenciacion por PCR cuantitativa (QPCR)

La validacion de los resultados se realizara por qPCR utilizando la tecnologia del
OpenArray. El disefio del arreglo estara sujeto a los resultados obtenidos de la
secuenciacion. Debido a que los oligonucledtidos y sondas se encuentran
adheridos a la placa, el mix de reaccion contendra solamente 2.5ul de TagMan®
OpenArray® Master Mix y 2.5ul de ADNg a una concentracion de 50 ng/ul. Se
utilizara el termociclador GeneAmp® PCR System 9700. Finalizado el programa
del termociclador, se colocaran los TagMan OpenArray en el lector de placas
OpenArray® NT Imager y se transferiran los datos de cada muestra en un archivo
qgue contiene las coordenadas de cada SNP determinado. Con el uso SPSS se
realizara la caracterizacion genotipica de las muestras de ADN y se transferiran

los datos en un archivo de texto para su analisis posterior.



Capitulo V
5.1 Hipdtesis.
La prevalencia en las mutaciones en la linea germinal de BRCA1 y BRCA2 en
pacientes de alto riesgo en la poblacion del Noreste de México no difiere a lo

reportado en la literatura.

5.2 Hipdtesis Nula.
La prevalencia en las mutaciones en la linea germinal de BRCA1 y BRCA2 es
mayor en pacientes de alto riesgo en la poblacién del Noreste de México a lo

reportado en la literatura.



Capitulo VI
Objetivos.
6.1 Objetivo General.
Analizar la presencia de mutaciones en BRCA1 y BRCA2 en mujeres con cancer
de mama heredo-familiar en una poblacion del Noreste de México para establecer

su prevalencia y describir las mutaciones mas frecuentes.

6.2 Objetivo Especificos.

1.- Caracterizacion inmuno-histoquimica sobre el estatus de receptores de
estrégeno, progesterona y HER2neu.

2.- Descripcion de desenlaces clinicos; Respuesta clinica al tratamiento sistémico
y/o citotoxico, periodo libre de enfermedad, sobrevida libre progresion.

3.- Asociacién genotipo — fenotipo y genotipo — ambiental. Variables ambientales

incluidas; Obesidad, anticonceptivos orales, tabaquismao.



Capitulo VI
Analisis Estadisticos.

7.1 Tamafo de muestra.

Se utilizé el programa de software para célculo de muestra de epitools para una
muestra de casos y controles con una proporcion esperada en el grupo de casos
del 85% y Odd ratio de 10. Con error alfa de 0.05 y beta de 0.8. Resultando en 25

por grupo.

7.2 Herramientas Estadisticas.

Las variables clinicas cuantitativas se presentaron en medias (m) con
desviaciones estandar (DS) y proporciones cuando fue el caso. Se hizo una
comparacion entre grupos (hereditaria familiar vs esporadica y portadora versus
no portadoras) mediante la prueba t para la comparacion de dos medias
independientes y la prueba de Chi cuadrado para la comparaciéon de dos
proporciones expresadas por porcentaje. Hicimos una razén de momios (OR) para
la edad, el cancer bilateral, la historia familiar y las variables triples negativas. La
version 20 de SPSS (IBM, Armonk, NY) para Windows 7 se usé6 para el andlisis

estadistico.



Capitulo VIII
8.1 Lineamientos éticos.
El estudio se llevé a cabo tras la aprobacion del comité de ética hospitalario.
Todo el tramite y realizacion del estudio estd apegado a las buenas practicas

clinicas y buen manejo de expediente médico. Numero de registro: (GEN15-002)

Capitulo IX
9.1 Conflicto de Interés.
Los autores declaran que no tienen conflicto de intereses para la realizacion de

este estudio.



Capitulo X

Resultados.

Todos los sujetos nacieron en el noreste de México. Desde enero de 2005 hasta
agosto de 2015, 3,065 pacientes fueron registrados en la base de datos del Centro
Universitario Contra el Cancer. Eliminamos a 265 pacientes porque la edad
registrada no era confiable. Hubo 436 pacientes (15,5%) con edades <40 afios en
el momento del diagndstico, de los cuales 335 no se localizaron o no aceptaron
participar. Finalmente, se incluyeron 101 pacientes con cancer de mama familiar /
hereditario, 22 pacientes con cancer esporadico (controles positivos) y 72 mujeres
sanas (controles negativos). Las caracteristicas clinicas de los pacientes y los
grupos de control positivo se muestran en la Tabla 1. Como era de esperarse
basado en los criterios de inclusion, la edad media del grupo de cancer de mama
familiar fue significativamente menor (36,9 + 5,2 afios). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en las variables
sociodemogréficas. Con respecto a la histopatologia tumoral, el 53% de los
pacientes en el grupo de cancer hereditario exhibié grado nuclear 3 en

comparacion con solo el 10% en el grupo de cancer esporadico (p <0,001).

El andlisis mutacional de BRCA1 y BRCA2 reveld 16 portadores de mutaciones.
14 portadores (13.8%) presentan 10 PV diferentes en el grupo 1 (Ver Tabla 2). En
general, se detectaron 12 PV diferentes, y la mayoria de ellos (82%) fueron de
BRCA1 (13/16), mientras que solo el 18% (3/17) fueron de BRCAZ2. Entre estos,
10 variantes fueron clasificadas como patégenas y siete como probablemente
patdgenas. Usando NGS, identificamos el 62% de las variantes genéticas (13/21),
y el 38% restante (8/17) se identificaron mediante MLPA. De este ultimo grupo,
dos variantes correspondieron a deleciones que representaron el 28.5% de las
variantes genéticas: ex9-12del y ex16-17del. Se detectaron dos PV (1 en BRCAly
uno en BRCA2) en el grupo de control positivo. No se detectaron PV en las 72

mujeres sanas.

Una comparacion de caracteristicas demogréficas y clinicas entre los grupos de



mutacion y no mutacion solo revel6 una diferencia en la frecuencia de la lactancia
(35.2% de los pacientes mutados realizaron la lactancia materna en comparacion
con 59.3% de los pacientes no mutados, p = 0.04). En cuanto a las caracteristicas
tumorales, el subtipo triple negativo se observo con mayor frecuencia en pacientes
con BRCA PV que en aquellos sin PV (65% frente a 22,6%, p <0,001). La
asociacion del subtipo triple negativo con PV de BRCA mostré un OR de 6,4 (IC
del 95%, 2,22-18,70). Otras caracteristicas clinicas y tumorales no difirieron

estadisticamente entre los grupos de mutacion y no mutacion (Tabla 3).

Capitulo XI
11.1 Discusion.
El centro de oncologia de la universidad presta atencion a la region noreste de
México. Al menos el 30% proviene de otros estados y en su mayoria son personas
de bajos ingresos que viven en zonas rurales. Por lo tanto, la invitacion a participar
por teléfono y el costo de viajar provocaron este estudio una baja tasa de
participacion en comparacién con la poblacién encontrada en la base de datos

local, pero el tamafio de la muestra se completd como se estimo previamente.

Debido a la falta de caracterizacion genética de los genes BRCA en México, se
incluyeron 72 mujeres sanas como control negativo. La mayoria de los estudios
previos se realizan sobre hispanos de diversos origenes. Debido a la poca
informacion en México en poblacion sana este estudio intentd captar nueva
informacion en este subgrupo. Sin embargo, variantes patogénicas locales no se
detectaron entre los controles sanos. Poca informacién en México existe sobre las

variantes de BRCA en esta poblacion.

La frecuencia de PV en los genes BRCA1 / 2 informados por las clinicas que
atienden a las poblaciones de alto riesgo genético en América del Norte es de
aproximadamente 9,3% [15]; Por el contrario, la frecuencia de PV reportados en la
poblacién hispana del sudoeste de los Estados Unidos es tan alta como 25% [16].

En el presente estudio de casos y controles, se observo una frecuencia del 20,7%



de PV en una poblacién del noreste de México, que es similar a la informada
previamente [17]. En México, se ha informado que la frecuencia de PV de estos
genes es del 4% al 27%, dependiendo de la poblacion estudiada (por ejemplo,
casos con factores de riesgo y casos esporadicos) y las caracteristicas del tumor
[17-20]. Particularmente, entre las poblaciones con caracteristicas familiares /
hereditarias, la frecuencia fue de 10.2% en México, que no es estadisticamente
diferente de nuestro estudio (p = 0.14) [17].

Se han descrito mas de 1.500 VP clinicamente significativas para cada gen BRCA
[21, 22]. Entre la poblacion mexicana, 53 variantes gendmicas patogénicas de
BRCA1 / 2 (24 en pacientes con inicio temprano o antecedentes familiares de
cancer de mama, 28 en poblaciones no seleccionadas, y una en poblaciones no
seleccionadas y en aquellas con inicio temprano o antecedentes familiares de
cancer de mama). cancer de mama). Es importante destacar que, a excepcion de
una reordenacion genémica grande (c.548? _4185? Del), que se considera una
mutacion fundadora en los mexicanos, no hubo otras mutaciones recurrentes en

estos pacientes (Tabla 4).

Algunos laboratorios han introducido ensayos multiplex, que analizan las variantes
genéticas mas comunes. En el presente estudio, ademas de la variante gendmica
fundadora, todos los pacientes analizados hasta la fecha eran portadores de
diferentes variantes patogénicas. A partir de estos datos, podemos inferir que el
uso de estos paneles puede proporcionar informacion faltante, al menos para las

poblaciones mexicanas.

Las nuevas tecnologias, como el NGS, se utilizan actualmente para las pruebas
genéticas porque ahorran tiempo, son rentables y tienen una mayor sensibilidad y
especificidad [23]. Sin embargo, es importante utilizar al menos dos tecnologias
gendmicas diferentes, en casos negativos mediante un solo método, para
descartar variantes gendémicas, porque como se observd en este estudio, el uso
de MLPA permiti6 la identificacion del 38% de los PV.



Debido a que estas tecnologias no estan disponibles en todos los entornos
clinicos, se deben considerar los criterios clinicos para seleccionar pacientes para
pruebas genéticas. Recientemente, los criterios para el cancer de mama
hereditario han cambiado, con una expansion en el rango de edad relacionado con
el riesgo, los antecedentes familiares y las caracteristicas patologicas [24]. Los
pacientes con el fenotipo triple negativo incluso pueden ser mayores (> 50 afios)
[22]. En un estudio previo en Australia y Polonia que incluia pacientes no
seleccionados por edad o antecedentes familiares de cancer, la prevalencia
estaba entre el 9,3% y el 9,9% [25]. En un estudio similar de una poblacién
mexicana con una mediana de edad de 43 afios (rango, 23-50 afios) y el fenotipo
triple negativo, la prevalencia de PV de BRCA fue del 23% [26]. En este estudio, la
frecuencia fue tan alta como el 43,3%, que representa el 65% (OR, 6,4, IC 95%,
2,2-18,7) de los pacientes con PV, como se menciond anteriormente. Este
hallazgo indica la importancia de los aspectos clinicos en la toma de decisiones
con respecto a la necesidad de pruebas genéticas.

Los datos personales y ambientales son caracteristicas importantes para el
asesoramiento y para disminuir el riesgo de cancer de mama y otras
enfermedades malignas hasta cierto punto. La lactancia materna se considera un
factor de proteccion importante para el desarrollo del cancer. En el presente
estudio, una menor proporcion de mujeres con PV realizaron lactancia materna.
En consecuencia, es importante recomendar la lactancia a los portadores de PV
BRCA. Se ha descrito que este ultimo factor de riesgo modificable es significativo
para disminuir el riesgo de cancer de mama, con un riesgo relativo de 0,63 (IC
95%, 0,46-0,86) en poblaciones de BRCA1 mutadas [27]. Hasta donde tenemos
conocimiento, este es el primer estudio que compara el efecto de la lactancia
materna en el cancer de mama de los jovenes entre los portadores de los PV de
BRCA vy los no portadores en México. El estado del gen BRCA es importante para
la selecciéon del tratamiento. El uso de analogos de platino ha demostrado mas

beneficios en casos de metastasis, con una respuesta favorable del 54% en



comparacion con el 19% para el uso de otras terapias [28]. Nuevas terapias que
involucran inhibidores de poli (ADP-ribosa) polimerasa han mostrado ventajas
cuando se usan en combinacion con quimioterapia para casos BRCA-positivos
[29].

En este estudio, la terapia no se decidié sobre la base del estado del gen BRCA.
En el presente estudio, las PV's de BRCA se detectaron con una frecuencia del
20% en una poblacién de alto riesgo, utilizando secuenciacion completa de genes
junto con MLPA.

Capitulo Xl
12.1 Conclusiones.
Los datos y discusion presentada resaltan la necesidad de realizar pruebas
genéticas no solo para el asesoramiento genético sino también para el
tratamiento.
Debido a que existe una alta variabilidad en el tipo y la frecuencia de las variantes
del gen BRCA en la poblacibn mexicana, proponemos el uso de tecnologias
basadas en NGS y MLPA para documentar de la mejor manera la presencia de
variantes patogeénicas en los genes BRCA1 y BRCA2.
También afirmamos que los aspectos clinicos pueden facilitar la toma de
decisiones con respecto a la necesidad del andlisis BRCA. El subtipo triple
negativo tiene una buena correlacion con las mutaciones de BRCA, por lo que es
dificil excluir esta poblacion del andlisis. Las estrategias para promover un
ambiente mas saludable se deben incluir en el consejo médico a los pacientes. La
lactancia materna como un factor de riesgo modificable debe ser parte de los
analisis en futuros estudios para determinar el impacto en grupos de alto riesgo no

solo de cancer de mama sino también de cancer de ovario.



Capitulo Xl

13.1 Anexos.

.
\ |

Esquema I. 1 paciente fue excluida tras revision de expediente médico, no cumpliendo
criterios de inclusion en el grupo de controles. 3 personas fueron excluidas ya que eran de la
misma familia nuclear, se concluyé que no contribuirian con mayor informacién para
analisis genético.




TABLE 1. Caracteristicas Basales de los grupos con cancer Familiar y Esporadico;

Factores de riesgo, caracteristicas del tumor y tratamiento.

Edad al diagnostico (DS)

Cancer Tipo Familiar

Edad a la menarca (DS)

Nuliparidad

Lactancia

Tabaquismo

36.9 (5.2)

54 (53)

12.3 (1.4)

18/100 (18)

48/76 (63)

17 (17)

53.1 (4.8) p =0.0001

00 p=0.0001

12.7 (1.3)

1(5)

11/20 (55)



Grado nuclear

2 31/80 (39) 18/21 (86) p =0.0001

3 42/80 (53) 2/21 (10) p =0.0004

0-1 29/100 29% 11/22 (50) p =0.058
2 37/100 37% 7/22 (32) p=0.65
3 25/100 25% 3/22 (14) p=026
4 9/100 9% 1/22 (4) p=0.43

IHC

ER (+) 52/95 55% 22/22 100% p =0.0001
PR (+) 47/95 49% 19/93 21/22 95% p =0.0001
HER (+) 20% 5/22 23% p=0.75
Triple negativo 30/93 32% 00% p=0.002




Tipo de Quimioterapia

Neoadyuvante 28/100 28% 4122 18% p=0.33
Adyuvante 62/100 62% 15/22 68% p =059
Basada en Antraciclinas ~ 9/62 15% 7/15 40% p=0.03
Antraciclina-Taxano. 45/6272% 6/1547% p=0.06

DS, Desviacidon estandar; IHC, Inmunohistoquimica; ER, receptor estrogeno; PR,

receptor progesterona.

Tabla 2. Variantes Patogénicas

BRCA1 Exon Intron Posicion # de Pacientes

genémica

€.1576C > T; p.GIn526Ter 10 41245972 1

€.4327C > T, p.Argl443Ter 12 41234451 1

€.4484+39A >G 13 41228466 1




17 41215920 1

*c.5123C > A, p.Alal708Glu

¢.557C > A; p.Ser186Tyr 8 41249297 1

**¢.5278-?_5406 +?dup 21-22 1

** .5487_4185 ?del 9-12 3

€.6923A > C; p.Lys2308Thr 12 32918776 1

BRCA2

c9117G > A 23 32954050 1

Tabla 3. Grupo Cancer Hereditario. Caracteristicas demograficas, factores de

riesgo y caracteristicas tumorales.




Edad: m (DS) 35.6 (4.5) 37.3 (5.4) p=0.18

IMC, m (DS) 27.8 (5.0) 27.7 (5.5) p = 0.94

No. Embarazos m (DS) 2.4 (2.1) 2.3(1.5) p=0.80

Edad al 1er embarazo, m (DS) 20.7 (4.9) 21.6 (5.6) p=0.50

Uso Anticonceptivos (%) 40% 37.9% p=0.86

Histologia, ductal. (%) 88% 89% p=0.90

Etapa. (%)

0 4.7% 0% p = 0.0002
I-11 71.4% 52.5% p=0.12
11 23.8% 42.5% p=011

v 0% 5% p=0.29



Positivo 50% 62% p=0.33

m, media; DS, desviacién estandar; IHC, Inmunohistoquimica; ER, receptor estrogeno; PR,

receptor progesterona

Estudio EXON BRCA1 BRCA2
Calderdn-Garciduefias 11 3587delT 2664InsA
2005
Vaca — Paniagiia 2012 NE €.2805_2808del AGAT €.2639_2640delTG
€.3124 3133delAGCAATATTA c.5114 5117delTAAA
e




2 185delAG
5 330A G (R71G)
3717C T(Q1200X)
11 2415delAG
Villarreal-Garza 2017
2925del4
3878delTA
943ins10
del exon9-12
2452C T(Q742X)
13 4446C T(R1443X)
18 5242C A (A1708E)
9-12 €.548?_4185?del

2971del5

4321insAA

4534del AT

€.1016-1017insA

5859delC




Torres-Mejia 2015 11 €.2071-2071delA 6686delC
€.2296-2297delAG €.2808-2811delACAA
€.2433delC €.3264-3265insT
c.3598C>T c4111C>T

c.5542delA
€.6486-6489delACAA
10 €.1796-1800del TTTAT
13 c4327C>T
18 €.5123C> A
8 *c.557C > A; p.Ser186Tyr
9 €.682_683insSAGCCATGTGG;
Zayas-Villanueva 0.Gly228GIufs*15
*¢.1137T > G; p.1le379Met
10 €.1576C > T; p.GIn526Ter
*¢.2351C > T, p.Ser784Leu
12 c.4327C > T; p.Argl443Ter *C.6923A>C; p.Lys2308Thr
1-12 *c.4358-10C>T
1-13 *c.4484 + 39A > G
15 *c.4682C > T; p.Thr1561lle
17 *¢.5123C > A; p.Alal708Glu




21 €.5346G > A; p.Trpl782Ter

€.8488-1G > A
19
c.8377G > A,
p.Gly2793Arg
9-12 €.548-?_4185 +?del
16-17 | c.4676-?_5074 +2del
21-22 | c.5278-? 5406 +?dup
23 c.9117G > A

P2 |c.-716-2_80 +2del

variante patogénica que recurri6 entre dos estudios. *Probablemente Patogénica.

I. Intron. Dos variantes patogénicas fueron detectadas en la region intronica. 1 rearreglo grande fue la Gnica

Familias con un dnico caso de cancer de mama
-Cancer de mama diagnosticado antes de los 30 afos, o
-Cincer de mama primario bilateral antes de los 40 afos (al menos uno
de los tumores) o
‘Un cincer de mama y un cincer de ovario en |a misma paciente

Familias con dos casos en familiares de primer grado *
‘Dos casos de cincer de mama o cincer de mama bilateral, al menos uno
diagnosticado antes de los 50 anos, o
‘Dos o mds casos de cincer de ovario (independientemente de la edad), o
‘Un cincer de mama y un cincer de ovaric en dos familiares (indepen-
dientemente de la edad), o
‘Un casos de cincer de mama en varon y otro de mamaflovario mujer
(independientemente de la edad)

Familias con tres o mas casos afectados por cancer de mama, al
menos dos en familiares de primer grado

Mo considerar a los varones al conabilizar el grado de parentesco.
*Familiares de primer grado son madres, hijas o hermanas
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