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RESUMEN

Introduccion

Si bien el cancer de mama hereditario representa entre el 5-10% del total
de los canceres de mama, es importante la deteccion de pacientes porta-
doras de mutaciones patogénicas en genes BRCA1/2 y otros genes relacio-
nados con el cancer de mama ya que esta informacion permitira tomar
conductas adecuadas de prevencion y/o tratamiento tanto en la paciente
portadora como en sus familiares.

Objetivo

Llevar a cabo un analisis retrospectivo de 106 pacientes que realizaron
estudios genéticos para genes BRCA1/2 y otros genes relacionados con el
cancer de mama.

Resultados

Del total de 106 pacientes, encontramos: 17 (16,03%) con mutacion pato-
génica; 38 (35,85%) con vus (Variantes de significado incierto) informadas
en el reporte original; y 51 (48,11%) con estudios negativos.

De los 38 informes con vus, 7 (6,6%) fueron reclasificadas como vus verda-

deras a junio de 2018.
* Breast Center, Buenos Aires. Argentina.

c ectronico d et De las 17 mutaciones patogénicas encontradas, 16 correspondieron a mu-
orreo electronico de contacto: A L.
ananicastro@hotmailcom  taciones en los genes BRCA1/2 (15,09%) y 1a mutacion en el CHEK2 (3,77%).
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Conclusiones

Los estudios genéticos de predisposicion en cancer de mama son, en la ac-
tualidad, una herramienta fundamental para la atencion multidisciplina-
ria de la paciente de alto riesgo en un consultorio de patologia mamaria.

Es un deber del mastélogo pensar en la indicacion de un estudio genético
de predisposicion al cancer de mama y derivar al genetista para identificar
correctamente al paciente que se va a beneficiar de esta informacion.

Palabras clave

Cancer de mama hereditario. BRCA1/2. CHEK2.

SUMMARY

Introduction

Although hereditary breast cancer represents 5-10% of all breast can-
cers, it is important to detect patients carrying pathogenic mutations in
BRCA1/2 genes and other genes related to breast cancer as this informa-
tion will allow take appropriate prevention and / or treatment behaviors
in both the patient carrier and their family members.

Objective

To make a retrospective analysis of 106 patients who carried out genetic
studies for BRCA1/2 genes and other genes related to breast cancer.

Results

From 106 patients we found 17 (16.03%) with pathogenic mutations, 38
(35.85%) with vus (variant of unknown significance) in the original report,
and 51 (48.11%) negatives.

From 35 vus, we reclasified as true vus only 7 (6,6%) in June 2018.

From 17 pathogenic mutations in 106 patients studied (16.03%), we found
16 in the BRCA1/2 genes (15.09%) and 1 mutation in CHEK2 (3.77%).

Conclusions

Genetic predisposition tests in breast cancer are a fundamental tool for
multidisciplinary care of the high-risk patient in a breast center query.
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The mastologist has to think in the first place about the indication of a
genetic testing ofbreast cancer predisposition, and refer to the geneticist
for a prompt consultation for patients benefit.

Key words

Hereditary breast cancer. BRCA1/2. CHEK2.

INTRODUCCION

El cancer de mama (cMm) es la primera causa de muerte por tumores en
mujeres en Argentina y en el mundo occidental.’ Es considerado una en-
tidad multifactorial donde herencia, ambiente y habitos de vida interac-
cionan sobre individuos con grados variables de susceptibilidad.

Este fendmeno se traduce epidemiolégica y clinicamente en la presen-
cia de diferentes estratos de riesgo en una misma poblacién, que fueron
clasificados histéricamente en tres grandes grupos: cm esporadicos, sin
antecedentes en la familia (70-75%); cm familiares, con algunos antece-
dentes familiares de cancer (25-30%); y cm hereditarios (5-10%) por muta-
ciones heredadas de los progenitores.

En la bibliografia se describen mutaciones de los genes BRCA1/2 enun s a
20% de las mujeres con historia familiar de cancer de mama y en un 60
a un 80% entre las mujeres con historia familiar de cancer de mama y
ovario.”?

Las mutaciones germinales en uno de los genes susceptibles al cancer
de mama, como los genes BRCA1/2 de alta penetrancia, son los factores de
riesgo mas conocidos del sindrome cancer de mama y ovario hereditario
(HBOC).*

Los individuos con mutaciones BrRcA1/2 tienen riesgo de desarrollar can-
cer de mama en un 50-80% y cancer de ovario en un 30-50% a lo largo de
su vida. BRCA1/2 también estan relacionados con predisposicién de cancer
de pancreas, prostata y melanoma.’

En una parte de los casos de cm familiares, no se detectan mutaciones en
los genes BrRca1/2, 1o que hallevado ala busqueda de otros genes que estén
asociados a la enfermedad como son: TP53, PTEN, CDH1, ATM, BRIP1, PALB2 ¥
CHEK?2.% %12

El advenimiento y acceso a laboratorios con nuevas tecnologias de diag-
nostico genético tales como las plataformas de secuenciacién masiva
(Next Generation Sequencing, NGS) y la aplicacién de paneles multigénicos
asociados a sindromes de cancer hereditario permiten analizar simulta-
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neamente pacientes con varios sindromes hereditarios diferentes e in-
cluir el estudio de otros genes de moderada penetrancia en el riesgo del
cM, pudiendo identificar la causa genética de un 8 a un 10% mas de fami-
lias.”® Esto posibilité un exhaustivo analisis de las mutaciones conoci-
das y aparicién de variantes de significado incierto llamadas vus, por sus
siglas en inglés (Variants of Unknown Significance). Estas se clasifican
de acuerdo con el consenso conjunto del Colegio Americano de Genética
Meédica y Gendmica y la Asociacién para Patologia Molecular (acma).”

Larecomendacién de un estudio genético debe realizarse cuando hay his-
toria personal o familiar de susceptibilidad al cm. El test puede ser inter-
pretado adecuadamente y los resultados van a influir en el diagnéstico
o en el tratamiento médico o quirurgico del paciente o de sus familiares
ariesgo.'

En estos momentos y mas que nunca, el asesoramiento genético pre y
post estudio es imprescindible, entendiéndolo como un proceso de infor-
macién que nace dela necesidad de ayudar alos individuos y sus familias
a comprender y adaptarse a las implicaciones de los resultados genéticos,
que pueden determinar un diagnoéstico de un sindrome o una predisposi-
cién a desarrollar un cancer a lolargo de su vida, asi como la probabilidad
de transmision del riesgo a la descendencia y la posibilidad de medidas
preventivas y diagnéstico precoz.™

OBJETIVO

El objetivo del presente estudio es analizar los resultados de los estudios
genéticos de BRCA1/2 y otros genes relacionados con la predisposicion de
cancer de mama de un centro mamario de la Ciudad de Buenos Aires en
106 mujeres con historia familiar o personal de cancer de mama y ovario.

Se analizan los criterios de seleccion, la interpretacion de las mutaciones y
variantes de los genes, toma de decisiones y cambios de conductas de pre-
vencion, desarrollo de cancer de mama propio, analisis de los tipos de can-
cer de mama desarrollado en estas paciente y seguimiento de las mismas.

MATERIAL Y METODO
Este es un estudio descriptivo, de corte transversal.

Sobre un total de 3.684 pacientes atendidas entre abril de 2009 y junio
de 2018 en un consultorio privado dedicado a Patologia Mamaria de la
Ciudad de Buenos Aires (Breast Center), se solicitaron estudios de los ge-
nes BRCA1/2 y otros genes relacionados con la predisposicién de cM a 133
pacientes. De ese total, solo 106 pacientes realizaron el estudio cuyos re-
sultados se pudieron analizar.
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Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion fueron: pacientes con antecedentes personales
y/o familiares de cancer de mama/ovario con sospecha de sindrome de
cancer de mama-ovario hereditario (HBOC) y con un estudio genético rea-
lizado, ya fuera:

- Panel Ashkenazi
+ Mutaciéon puntual conocida en genes BRCA1/2
- Secuenciacion completa BRca1/2 con o sin estudio de grandes rearreglos (GR)

- Panel de genes relacionados con cancer de mama (que incluyen BRCA1/2).

Los estudios de BRCA1/2 se realizaron en diferentes instituciones segin su
cobertura de salud. Dichas instituciones fueron: cemic, Domecq y Lafage,
Biomakers, Argenomics, Myriad, Fleming. Cada uno de estos laboratorios
describe las técnicas y procedimientos en el informe (véase Apéndice.
Material suplementario).

Se evalué: la edad, laraza, la etnia, los antecedentes personales y familia-
res de cancer de mama, el estatus hormonal, el asesoramiento genético,
el analisis de las mutaciones patogénicas, vus (Variantes de Significado
Incierto) y hallazgo de variantes benignas, conductas en las pacientes
mutadas y con vus, y el desarrollo de cancer propio antes o después de
realizado el test genético.

Los resultados de los test se informan segun la clasificacién de variantes
genéticas de ACMG:

1. Clase 1. No Patogénica

2. Clase 2. Probablemente No Patogénica

3. Clase 3. Variante de Significado Desconocido

4. Clase 4. Probablemente Patogénica

5. Clase 5. Patogénica.

El analisis estadistico se efectud en la serie general de las 106 pacientes
que realizaron estudios genéticos, sobre los resultados de los tests, des-

cripcion de mutaciones y vus encontradas, en el subgrupo de pacientes
mutadas y en el subgrupo de las pacientes con cancer de mama personal.

El analisis de las mutaciones genéticas y el analisis de variantes y vus
fueron reclasificadas por la genetista en junio de 2018 de acuerdo con la
informacion a la fecha de las bases de datos ClinVar, LovD y Bic.?* * 2
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Tabla I. Caracteristicas de las pacientes (n=106)

Caracteristicas Casos %
Edad al informe

Hasta 45 afos 49 46,23

Mayor de 45 afios 57 53,77
Status hormonal

Embarazada 2 1,89

Premenopausica 60 56,60

Posmenopausica 44 41,51
Etnia Ashkenazi

Si 16 15,09

No 20 84,91
Antecedente cM Personal

No 38 35,85

Si 68 64,15

Unilateral 365 92,65
Bilateral 7,35

Antecedente cMm Familiar

0 19 17,92

1 24 22,64

2 40 37,74

3 15 14,15

4 8 7,55
Otros canceres propios

Ovario 4 3,77

Tiroides 3 2,83

Melanoma 1 0,94

No 98 92,45

Figura 1. Otros canceres familiares

Higado 0,93%
Tiroides 0,93%

Linfoma NH 1,85%

Pulmon 4,63% ]

Pancreas 12,96%

Leucemia 1,85%

feeme 105

Melanoma 13,89%

Prostata 14,81%

No 48,15%
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RESULTADOS

Desde abril de 2009 a junio de 2018 en una po-
blacion de 3.684 pacientes que fueron atendi-
das en el Breast Center de Buenos Aires, se soli-
citaron estudios genéticos para genes BRCA1/2
y otros genes a 133 pacientes con sospecha de
HBOC. De ellas, 106 (79,69%) pudieron acceder
al mismo.

Caracteristicas de las pacientes

Las caracteristicas de las 106 pacientes estudia-
das se resumen en la Tabla L.

La media de edad al momento de realizar el
estudio genético fue de 47 anos, rango de 25 a
78 anos.

Con respecto al estatus hormonal, 60 pacientes
fueron premenopausicas (56,60%), 44 postme-
nopausicas (41,51%) y 2 embarazadas (1,89%) al
momento de realizarse el estudio genético.

Todas las pacientes eran de nacionalidad ar-
gentina y raza blanca. Del total, 16 pertene-
cian a la etnia judia ashkenazi (14) (15,09%).

De las 106 pacientes 68 tuvieron cancer de
mama propio (64,15%), de las cuales 5 fueron
bilaterales (7,35%). Ademas, 8 pacientes de las
106 (7,55%) tuvieron otros canceres propios,
como ovario, tiroides y melanoma. Sesenta y
tres pacientes (59,43%) tuvieron dos o mas fa-
miliares de primer grado con cancer de mama.
Ademas, entre los canceres familiares encon-
trados se vio que habia 13% de cancer de pan-
creas, 14% con melanoma y casi 15% con cancer
de préstata. (Figura 1)

Tipos de estudios genéticos

Todas las pacientes realizaron estudio de los
genes BRCA1/2. 83 de ellas (78,3%) fueron tes-
teadas solo para genes BRCA1/2 y 23 pacientes
(21,7%) para otros genes ademas de BRCA1/2, ya
sea mutacion puntual de cHEK2 o paneles de
genes comerciales.
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Tabla Il. Tipos de estudios genéticos realizados
(n=106)

Genes Estudiados Casos
BRCA 1/2 83 78,30
BRCA 1/2 mas otros genes 23 21,70
Tipo de Estudio
Sec. Completa 50 4717
Sec. Completa + Grandes rearreglos 18 16,98
Sec. Completa + Grandes rearreglos 15 14,15
+ CHEK 2
Panel Ashkenazi 9 8,49
Sec. Completa + CHEK 2 + Panel de 5 4,72
Genes
Mutacién Puntual 3 2,83
Sec. Completa + Grandes rearreglos+ 2 1,89
CHEK 2 + Panel de Genes
Panel Ashkenazi + Sec. Completa 2 1,89
Panel Ashkenazi + Sec. Completa + 1 0,94
Grandes rearreglos
Panel Ashkenazi + Sec. Completa + 1 0,94
Grandes rearreglos + CHEK 2
Tabla Ill. Resultados de estudios (n=106)
Casos %
Generales
Estudios con mutaciones 17 16,04
Estudios con vus 38 35,85
Estudios negativos 51 48,11
BRCA
BRCA 1 Positivo 12 11,32
BRCA 2 Positivo 4 3,77
VUS BRCA 4 3,77
Negativo 86 81,13
Otros Genes (n=23)
VUS RAD 51C 1 4,35
VUS RAD 51D 1 4,35
VUS PALB2 1 4,35
Mutacién 1100delC CHEk2 1 4,35
Negativo 19 82,61
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El 4717% de las pacientes realizé secuenciacién completa de
BRCA1/2, el 31,1% secuenciaciéon completa + Gr, el 11,32% Unica-
mente mutacién puntual (ya sea del Panel Ashkenazi o muta-
cion familiar conocida). (Tabla II)

El primer estudio se realizé en el ano 2009. Los primeros 3 arnos
(2009 a 2011) se realizaron solo 3 estudios genéticos, entre el
ano 2012 y 2015 42 estudios y de 2016 a junio 2018 61 estudios.
(Figura 2)

Resultados Generales

Del total de 106 pacientes que realizaron estudios, 17 (16,03%)
arrojaron resultados positivos para mutacién patogénica, 38
pacientes presentaron (35,85%) vus informadas en el reporte
original y 51 (48,11%) estudios informados negativos. Por ulti-
mo, hubo 7 (6,6%) vus verdaderas reclasificadas a la actualidad
(junio 2018).

Resultados Genes BRCA1/2

Del total de 106 pacientes que realizaron estudios, 16 arroja-
ron resultados positivos para mutacion patogénica en BRCA1/2
(15,09%), 86 estudios fueron negativos (81,13%) y 4 estudios co-
rrespondieron a resultado incierto (3,77%). (Tabla III)

De las 16 mutaciones encontradas, 12 fueron en el gen BrRCA1
(75%) ¥ 4 en BRCA2 (25%).

Todas las mutaciones positivas estan clasificadas como pato-
génicas segun ClinVar, BIC y LovD por el tipo de variante y la
consecuencia molecular que producen.

Figura 2. Cantidad de estudios por ano

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Acum.
junio
2018
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De las 16 mutaciones de BRCA1/2, 4 (25%) fueron las mutaciones del Panel
Ashkenazi.

En BrRcal hubo 3 mutaciones Ashkenazis: 1 paciente con la mutacién
c.5266dupC (p.Gln1756Profs) y 2 pacientes con la mutacién c.68 69delAG
(p.Glu23Valfs).

En BrRCA2 encontramos la mutacién Ashkenazi c.5946delT(p.Ser1982Argfs).
(Tabla IV)

Del total de mutaciones encontradas, hay 4 que son consideradas nove-
les ya que han sido halladas por primera vez en nuestras pacientes en
Argentina.

Variantes de significado incierto (vus)

De 35 estudios BRcA1/2 con informes de resultados inciertos, solo 4 (11,4%)
fueron reclasificados por nuestra genetista como verdaderos inciertos.

En 35 pacientes se encontraron 14 vus diferentes BRCA1/2: 3 pacientes solo
en BRCA1, 10 pacientes solo en BRCA2; el resto tuvo vus en ambos genes.

De las 4 pacientes con verdaderas vus halladas en los estudios con resul-
tado incierto, 2 fueron en BrRCA1 y las otras 2 en BRcA2. De estas 4 vus, 1 fue
clasificada como clase 4, probablemente patogénica y 3 clasificadas como
clase 2, probablemente benignas. (Tablas V y VI)

Tabla IV. Mutaciones BRCA1, BRCA2 y de otros genes

ID Gen c.DNA Proteina Tipo de Variante Consec. Molecular  Reportes en Arg.
1 BRCA1 ¢.1068delA p.Asn363llefs DELECION FRAMESHIFT NO

2 BRCAl  C115T>C p.Cys39Arg VNU MISSENSE NO

3 BRCA1 €.2626_2627DELAA p.837STOP DELECION FRAMESHIFT Solano

4 BRCA1 €.2626_2627DELAA p.837STOP DELECION FRAMESHIFT Solano

5 BRCA1 €.3228_3229delAG P.Arg1067fs DELECION FRAMESHIFT 1

6 BRCA1 €.3839_3843del CTCAGinsAGGC P.Ser1280_Gin1281TerAlafs DEL - INS FRAMESHIFT 1

7 BRCA1 | p.Glu1346Lysfs DELECION FRAMESHIFT NO

8 BRCA1 cAN7G>T p.Glu1373Ter VNU NONSENSE 1

9 BRCAT c417G>T p.Glu1373Ter VNU NONSENSE 1

10  BRCAI ¢.5266dupC p.Gin1756Profs DUPLICACION FRAMESHIFT NO

1 BRCAI1 €.66_67delAG p.Glu23Valfs DELECION FRAMESHIFT

12 BRCAI €.68_69delAG p.Glu23Valfs DELECION FRAMESHIFT FRECUENTE
13 BRCA2 ¢.9381G>A p.Trp3127Ter VNU NONSENSE 1

14 BRCA2 C.9381G>A p.Trp3127Ter VNU NONSENSE 1

15 BRCA2 c.5946delT p.Ser1982Argfs DELECION FRAMESHIFT FRECUENTE
16 BRCA2  ¢.5351dupA p.Asn1784Lysfs DUPLICACION FRAMESHIFT FRECUENTE
17 CHEK2 1100delC DELECION STOPCODON

VNU: Variante de Nucleétido Unico; DEL - INS: Delecién - Insercién
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Tabla V. vus BrRcA1

Reg. Génica Cdna  Proteina Clasificacion Reevaluacion Clase
EXON 14 7397 C>T Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 10 ¢.1909+22delT Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 €.2883C>A Q961Q Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 €.3396 A>G K1132K Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 ¢.3581 G>A Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 €.6513 C>G V2171V Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 8 €.6814+56 C>T Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 11 €.6841 4+80_6841+83 Incierta  Sin significancia clinica 1
del ITTAA
EXON 14 7397 C>T A2466V Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 16 €.7806-14 T>C Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 €.4520G>C  p.R1507T Incierta Probablemente Benigna 2
EXON 16 c4776C>G  p.N1592K Incierta Probablemente Benigna 2

Tabla VI. vus BrRcA2

Reg. Génica Cdna Proteina Clasificacion Reevaluacion  Clase
EXON 14 7397 C>T Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 10 ¢.1909+22delT IVS10+12 del T Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 c.2883C>A Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 c.3316 A>G Incierta Probablemente 4
Patogénica
EXON 11 €.3396 A>G Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 c.3581 G>A Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 8 €.6814+56 C>T Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 11 c.6841 +80_6841 Incierta  Sin significancia clinica 1
+83 del ITTAA
EXON 14 €.7397 C>T Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 16 ¢.7806-14 T>C Incierta  Sin significancia clinica 1
INTRON 24 €.9257-16 T>C Incierta Probablemente Benigna 2
INTRON 10 IVS 10+12 del T Incierta  Sin significancia clinica 1
EXON 11 nt 6741 C>G Sin significancia clinica 1
INTRON 11 IVS11+80 del TTAA Sin significancia clinica 1
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Otros genes

En 1 paciente se encontré mu-
tacién patogénica 1100delC en
el gen CHEK2; 1 paciente pre-
sento variantes de significado
incierto en el gen RAD51C, 1 en
RAD51D; y 1 paciente tuvo vuUs
en PALB2.

Las variantes encontradas
para RAD51C fueron c.495G>C
(p-Meti6slle) y para RAD51D
€.137C>G (p.Ser46Cys).

Para pALB2 se encontro la vus
c.2834+At>C.

Pacientes con mutacion
patogénica

Las edades en que fueron tes-
teadas para Brca1/2 fueron las
siguientes: 13 pacientes me-
nores de 45 afios (76,47%) V 4
(23,53%) mayores de 45 afos.

Sobre un total de 17 pacien-
tes con mutacion patogéni-
ca (pMp), 12 fueron en BRCA1
(70,58%), 4 en BRCA2 (23,52%) y
una en CHEK?2 (5,88%).

Habia 4 pacientes de etnia
ashkenazi entre las 17 pmp
(23,53%).

Del total de 17 PMP, 10 (58,82%)
tenian mas de 2 familiares en
primer grado con cancer de
mama.

De las 17 pmP, 3 tenian muta-
ciones familiares conocidas
(puntual), 4 mutaciones en
Panel Ashkenazi, 1 mutacion
en CHEK 2, y 9 fueron mutacio-
nes halladas por secuencia-
cién completa de los genes.
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Tabla VII. Pacientes con mutacién patogénica (n=17)

Edad al informe
Hasta 45 afnos
Mayor de 45 afios
Etnia Ashkenazi
Sf
NO
Antecedente cM Personal
NO
SI
Unilateral
Bilateral
Edad al cm Personal
NO
Si
Hasta 35 anos
Més de 35y hasta 40 afios
Més de 40 y hasta 45 afios
Mayor de 45 afios
Tipo Histolégico
NO
Sf
@)
Ductal invasor
Lobulillar invasor
Tubular invasor
Subtipo Molecular
NO
Si
Luminal A
Luminal B
Triple Negativo
Antecedente dos 0 mas cM Familiar
NO
Sf
Tipo de Estudio realizado
Mutacién Puntual
Secuenciacion Completa
Gen Mutado
BRCA
BRCA 2
CHEK 2
Conducta
Mastec. Bilateral

Mastec. Bilateral + Ooforectomia
bilateral

Seg. Imag. Intensivo
Cirugfa s/ tipo de cancer
Fallecida

Casos

13
4

13

13
12

13

w N W,

n

13

—_ = O N

13

%

76,47
23,53

23,53
76,47

23,53
76,47
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De la serie de 17 PMP, 13 tuvieron cm personal (76,47%). La edad
promedio al diagnoéstico del cm fue de 40 anos.

Con respecto al tipo histologico del cm, vimos que habia 2 cpIs
(15,38%), 9 carcinomas ductales invasores (69,23%), 1 carcinoma
lobulillar invasor (7,69%) y 1 tubular invasor (7,69%).

Al observar el subtipo molecular de estos 13 cM, vimos que 6
eran Luminal A (46,15%), solo 1 Luminal B (7,69%) y 6 Triple
Negativos (46,15%).

Todos los tumores Triple Negativos se desarrollaron en pacien-
tes con mutaciones BRCAL.

De las 12 pacientes BRcA1 mutadas que desarrollaron cancer de
mama, la mitad (6) fueron Triple Negativos.

Realizamos 8 mastectomias bilaterales de 17 PMP (47%):
- una de ellas fue bilateral de reduccién de riesgo;

« 6 fueron mastectomias contralaterales de reduccién de ries-
go ya que tenian historia personal de c;

+ y una de ellas fue cMm bilateral.

Hubo 5 pacientes que realizaron mastectomia bilateral y oofo-
rectomia bilateral (29,41%).

Hay 3 pacientes que continuan en seguimiento imagenologi-
co intensivo. En este punto es importante hacer la siguiente
observacion: en principio, fueron 4 pacientes en seguimiento
imagenologico intensivo, de las cuales una desarrollé cm uni-
lateral (diagnosticado por RMN) a los 4 afios de haber sido ha-
llada la mutacién.

En la serie de 17 PMP, hay 2 pacientes fallecidas (11,76%), una por
cM Triple Negativo a los 27 afios y otra por cancer de ovario a
los 60 anos.

Pacientes con vus

Actualmente hay en nuestra serie 7 pacientes con vus, 4 de
ellas en BRCA1/2,1 en RAD51C, 1RAD51D y una en PALB2.

De estas 7 pacientes, 4 tuvieron cm personal (57,14%).
Una de las pacientes con vUs en BRCA2 esta clasificada como
clase 4 (probablemente patogénica), por lo cual actualmente

se encuentra con seguimiento imagenologico intensivo ya que
no tuvo cM personal.

Todas las pacientes con vus son citadas anualmente a consulta
genética para reclasificacion de las mismas.
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Pacientes con cM propio

De las 106 pacientes estudiadas, 70 tuvieron cMm antes o después de reali-
zado el estudio.

La edad promedio al momento del diagnéstico del cancer de mama fue de
43 anos; de las 70 pacientes con cancer de mama, 41 tenian hasta 45 anos
(58,57%) y 29 eran mayores de 45 afnos (41,43%).

Solo dos de las 70 tuvieron el cancer de mama después de realizado el
estudio genético. Una de ellas, mutada cHEK2, desarrolldé un carcinoma
tubular invasor hallazgo de la RMN realizada por seguimiento imageno-
logico intensivo a los 40 anos.

Se observaron los siguientes subtipos moleculares:
- 29 Luminal A (43,94%)

+ 10 Luminal B (15,15%)

+ 16 Triple Negativo (24,24%)

*11 HER+++ (16,67%).

En la serie se encontraron 4 CLIs.

El resultado del estudio genético en las pacientes con cm personal fue el
siguiente:

Tabla VIIl. Cancer de mama (cm) personal (n=70) - Para genes BRCA ', hubo 13 estudios positivos para mutacion

Edad al Informe
Hasta 45 anos
Mayor de 45 afios
Subtipo molecular (n=66)*
Luminal A
Luminal B
Triple Negativo
HER +++
Resultado Est. Genético
Positivo
Negativo

Incierto

*n=66 Hay cuatro CLIS en la serie

Casos

4
29

29
10
16

13
56

% patogénica (18,57%), 56 negativos (80%) y una vus (1,43%).
(]

« De las pacientes con cm que realizaron ademas estudio de
otros genes, hubo 1 mutacioén patogénica en el gen CHEK2 y 2

58,57
aa3 VUsen el gen RAD51C y RAD51D. (Tabla VIII)
1304 DiscusioN

1515 La identificacién de un portador de una variante patogénica
2424 €N BRCA1 0 BRCA2 y otros genes relacionados con el cM puede
16,67 tener un impacto significativo en su tratamiento médico asi
como en el de los familiares en riesgo, ya que existen varias
estrategias para reducir el riesgo de cancer. Ademas, los verda-

18,57 . .

" deros resultados negativos de las pruebas para los familiares
' de un portador conocido proporcionan seguridad y permiten
1,43

la aplicacién de pautas de deteccion de la poblacién general,
evitando asi pruebas de deteccién innecesarias y costosas y
reduciendo la ansiedad relacionada con el riesgo de cancer.”* **

En este trabajo se analizaron los estudios genéticos de predis-
posicién al cancer de mama (BRCA1/2 y otros genes relaciona-
dos) que se indicaron en un centro mamario entre 2009 a junio
de 2018.
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De las 106 pacientes que realizaron el estudio, 68 (64,15%) habian padeci-
do cM previo a la indicacién del estudio acorde a la recomendacién de las
guias de la NccN de testear al individuo afectado.'®” Sin embargo, 38 pa-
cientes realizaron el test genético por poseer antecedentes familiares de
CM sugestivos de HBOC y porque el/los familiares afectados no pudieron
testarse ya sea por haber fallecido o por no tener acceso al mismo.

En nuestra serie, en 5 (7,35%) de las pacientes con cM personal el cancer fue
bilateral. Los estudios de Lynch y col.” reportan una mayor frecuencia de
cancer de mama bilateral en pacientes con HBOC comparada con un1a
2,6% de cM bilateral en la mayoria de las series generales.*®

Hay muchos estudios que coinciden en dar un valor de riesgo a la historia
familiar. Al respecto, un metaanalisis de Pharoah y col. encontré que un
familiar en primer grado con cancer de mama confiere un riesgo relativo
de 2,1y que el riesgo varia con la edad de inicio del familiar afectado: a
menor edad, mayor riesgo.'?

En general, se considera que el riesgo de herencia es mayor segun el nu-
mero de familiares afectados y la cercania del parentesco.’” En nuestra
serie, 63 pacientes (59,43%) tenian al menos 2 familiares en primer grado
con cancer de mama.

En este trabajo se incluyeron 16 pacientes judias ashkenazi (1a) (15,09%).
Dada la alta prevalencia de mutaciones hereditarias en esta poblacién,
hay distintos criterios para los estudios genéticos que se aplica a los in-
dividuos de esa etnia, a diferencia de personas de otra ascendencia. Por
ejemplo, todos los pacientes Ja con cancer de mama tienen una indicacién
de un examen genético, independientemente de la edad del diagnéstico.”

Un estudio publicado de Finney Rutten, del atio 2012, comenta que los
descubrimientos genéticos en curso y la innovacion tecnologica du-
rante la ultima década han ampliado considerablemente la disponibi-
lidad de pruebas genéticas relacionadas con las condiciones de salud.
Concomitante con el avance de la ciencia genética, se ha dado el desa-
rrollo de dos tendencias: la comercializacién de pruebas genéticas direc-
tamente a los consumidores (es decir, a través de anuncios pagados en
medios impresos, television e Internet) y la informacién de pruebas ge-
néticas para los pacientes (es decir, a través de Internet).”!

En concordancia con este estudio, vemos que aumenté considerablemen-
te la solicitud de estudios genéticos en nuestro centro (solo 3 estudios rea-
lizados en los primeros 3 anios del presente trabajo versus 61 en los ultimos
tres afios analizados).

Esta poblacion seleccionada, de un centro de Palermo de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires (cABa), estd integrada mayoritariamente por
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argentinas que residen en cABA, todas de raza blanca, etnias europeas o
criollas, que poseen cobertura de salud de tipo prepaga, nivel de educa-
cién terciara o universitaria, que estan informadas acerca de la existen-
cia de estudios genéticos y tienen acceso a su realizacién, lo que no es
comparable con una poblacién de tipo hospitalaria.

Conrespecto a nuestros resultados, en los genes BRCA1/2 se encontraron 16
mutaciones (15,09%), coincidente con el estudio de Frank y col. en el que
encontraron un 17,2% de mutaciones en pacientes con historia familiar o
personal sugestiva de HBOC y en el que se concluye que las caracteristicas
especificas de los antecedentes personales y familiares se pueden utilizar
para evaluar la probabilidad de identificar una mutacién en BRCA1 0 BRCA2
en individuos evaluados en un entorno clinico.”

Las variantes de significado clinico incierto son el principal inconvenien-
te a la hora del asesoramiento genético, ya que se tiene poca evidencia
disponible acerca de la importancia de este cambio y su relacién con el
riesgo.

Las variantes de significado incierto (vus) son alteraciones en la secuen-
cia de ADN de un gen que tienen efectos desconocidos sobre la funcién del
producto génico o el riesgo de enfermedad. El c6digo genético para el gen
BrRCA1 contiene alrededor de 6.000 pares de bases de ADN codificador y el
gen BRCA2 es aun mas grande, con mas de 10.000 pares de bases de ADN
codificante. Debido al tamarno de estos genes, se han identificado muchas
alteraciones en la secuencia de ADN que pueden ser unicas para uno o
solo unos pocos pacientes y cuya relevancia clinica nunca se ha deter-
minado. A pesar de las pruebas de cientos de miles de pacientes, los la-
boratorios que analizan los genes BRCA continuan encontrando variantes
nuevas o raras en las secuencias genéticas. En individuos de ascendencia
europea en los Estados Unidos, los resultados de vUs representan aproxi-
madamente 5% a 6% de las alteraciones informadas en pruebas clinicas,
y entre individuos de ascendencia afroamericana, hasta 21% de las prue-
bas mostraran una vUS en BRCA1 o BRCA2. Los laboratorios de pruebas en
Europa estiman que hasta el 15% de las alteraciones en BRCA1 y BRCA2 son
vus.”

En la serie total de 106 pacientes, encontramos originalmente 35 pacien-
tes (33,01%) con estudios genéticos que informaban vus en BrRCA1/2; lue-
go de la reclasificacién por nuestra genetista, solo quedan 4 pacientes
(3,77%) con vus verdaderas a 2018 (clase 2-3-4). Esto se debe a que cada vez
hay mas informacion acerca de BRcA1/2 y mas acceso a las pruebas.

Como senalamos, en nuestra serie encontramos un total de 4 vus en
BRCA1/2 (3,77%), por debajo de las publicaciones internacionales. Cuando
el test genético se realiza en Myriad, las vus clase 1y 2 no son informadas;
ellos refieren un reporte de solo un 2% de vus clase 3.
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Figura 3. vus en el tiempo

Es muy interesante observar la Figura 3 en

40
35

donde podemos apreciar las vus a través del
tiempo en nuestra serie. Alli vemos que, cuan-

do aumenta el pedido de estudios genéticos

30
25

(a partir de 2012), 1a proporcién de vus por pa-

20

ciente es muy grande y luego disminuye hasta
la actualidad en donde se informan cada vez

menos VUs.

0
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I Cant. de pacientes (n=106)

Todas las pacientes con vus son citadas anual-
mente con la genetista para reclasificacién de
las mismas.

En las 106 pacientes encontramos 16 mutacio-
I vus BRCAT+BRCA2 nes patogénicas de los genes Brca1/2. Se halla-
ron 12 mutaciones patogénicas en BRCA1 (75%) y
4 en BRCA?2 (25%).

En este punto, la bibliografia es muy heterogénea: hay autores que pu-
blican similar frecuencia de mutaciones en ambos genes —como se ve en
una publicacién de la Dra Solano y col. en 2016-,”” mientras que otros au-
tores publican solamente mutaciones en BRCA1 0 en BRCA2.%%

Del total de mutaciones encontradas, hay 4 que son consideradas noveles
ya que no han sido reportadas aun en Argentina, todas ellas en BRCA1.
Hay, en cambio, algunas que son frecuentes en nuestro pais y una muta-
cién reportada como novel por la Dra. Solano en 2012.%°

Esta publicado en la literatura que mas del 2% de los JA tienen mutacio-
nes en BRCA1 0 BRCA2 que confieren un mayor riesgo de cancer de mama,
ovario y prostata.’” * Encontramos 4 mutaciones fundadoras ashkenazis
(25%) en un total de 16 pacientes ashkenazis, 3 en BRCA1y 1 en BRCA2. Las 4
pacientes mutadas tenian el antecedente personal de cm.

De nuestras 16 pacientes ja, solo 13 realizaron el panel de las 3 mutaciones;
hay 3 que hicieron secuenciacién completa de Brca1/2 directamente. De
estas 13 que realizaron el Panel Ashkenazi, 4 dieron mutacion patogénica
y 9 dieron negativo. De estas 9, solo 3 siguieron el estudio de los genes
mediante secuenciacion completa y/o GrR ya que hay estudios en donde se
describen mutaciones patogénicas de hasta un 7% en pacientes Ja que no
son las 3 mutaciones fundadoras conocidas.?? Nosotros no encontramos
otras mutaciones en las pacientes ja estudiadas con secuenciaciéon com-
pleta, como tampoco mutaciones ashkenazis fuera de esta etnia.

Luego de realizar el estudio genético, las pacientes son derivadas a asesora-
miento genético de rutina. Se hace especial hincapié en aquellas pacientes
con estudios positivos para mutacion patogénica y enlas pacientes con vus.

SESIONES CIENTIFICAS

REVISTA ARGENTINA DE MASTOLOGIA | 2019 | VOLUMEN 38 | N° 137

146



A. Nicastro, M. V. Colica, S. Barchuk, A. L. Margossian

OS BRCA1/2 Y OTROS GENES DE PREDISPOSICION AL CANCER DE MAMA... | PAGS. 133-159

El algoritmo de pedido de estudios en nuestro centro es el siguiente:

- Sila paciente tiene ascendencia ashkenazi, se solicita generalmente el
panel de 3 mutaciones; si diera negativo, se solicita secuenciaciéon com-
pleta BRCA1/2 ¥ GR.

- Sino tiene ascendencia askenazi, se solicita secuenciacion completa de
BRCA1/2; y si fuera negativo se solicita Gr.

Los Gr son frecuentes en algunos grupos étnicos,** aunque la Dra. Solano
muestra solo el 0,54% del total de casos en su estudio de 940 pacientes ar-
gentinas, remarcando que en los Estados Unidos los Gr representan hasta
el 11% del total.”’

Es por esto que, en todos los casos en que la secuenciacién completa dio
negativa, se les indicé a las pacientes continuar con los Gr. No obstante, de
todas nuestras pacientes solo realizaron Gr 42 pacientes (39,62%); esto se
debe a que no todos los laboratorios lo hacen de rutina junto con la secuen-
ciacién, y muchas veces las pacientes no quieren o no pueden continuar
con el estudio. Igualmente, los 42 Gr dieron negativos en nuestra serie.

Kapoor y col. reportaron un analisis retrospectivo de 337 mujeres que
cumplian los criterios de la NccN para el estudio de los genes BrRCA1/2, en
las que no se detectaron mutaciones en ambos genes. Se utilizé un panel
multigénico y se detectaron mutaciones en 25 de ellas (7,4%). Las mas fre-
cuentes fueron en PALB2 (23%), CHEK2 (15%) y ATM (15%).>*

Hay un metaanalisis que enfatiza que cHEk2* 1100delC es un gen impor-
tante que predispone al cMm, lo que aumenta el riesgo de tres a cinco veces.
Debido a que el riesgo acumulado de cancer de mama a los 70 afos entre
pacientes familiares para heterocigotos cHEK2* 1100delC es casi tan alto
como para los heterocigotos de mutacién BRCA1 y BRCA2, el genotipo para
CHEK2* 1100delC debe considerarse junto con la deteccién de mutaciones
BRCA1Yy BRCA2 en mujeres con antecedentes familiares de cincer de mama.*

En una de las instituciones cemic/H. Aleman/ Domecq-Lafage agregan de
rutina a los Gr el estudio de mutacion puntual 1100delC en CHEK>2.

Del total de nuestra serie, 23 pacientes realizaron estudio de esta mu-
tacién puntual con los GR o del gen cHEK 2 mediante panel de genes, y
encontramos esta mutacién 110o0del C en una paciente. Ella opto por el
seguimiento imagenolégico intensivo, desarrollando a los 4 anos del
diagnoéstico de la mutacion un carcinoma tubular invasor de 6 mm diag-
nosticado por Resonancia Magnética.

En algunos casos, se solicitaron paneles comerciales de predisposicion a
CM, si existian antecedentes familiares de otros canceres no relacionados
CON BRCA1/2.
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Todas las 106 pacientes fueron testeadas para BRCA1/2, y a 23 pacientes
(21,7%) se le testearon ademas otros genes de predisposicién a CM.

Encontramos 16 mutaciones patogénicas de BRCA —16/106 (15%)-y una mu-
tacion de cHEK2. En total fueron 17 pacientes con mutaciones patogénicas.

En las pacientes que realizaron paneles de genes, encontramos 3 vUs en 3
genes distintos, RAD51C, RAD51D y PALB2.

Evolucién histérica de la indicacion de estudios genéticos

En virtud del conocimiento de los médicos y de la accesibilidad del es-
tudio, el pedido de test genético tuvo un alza muy significativa después
del afio 2013, por el llamado “efecto Angelina Jolie”, quien hizo publica su
decision de realizarse una mastectomia bilateral luego de testear positi-
va para BRCA1.%

La proliferacién de laboratorios que ofrecen estudios genéticos realizados
enla Argentina y en el exterior, la cobertura de los tests por las prepagas
y la informacién de las pacientes a través de medios publicos, Internet,
etc., son factores que aceleran y multiplican el pedido de estos estudios.

Pacientes con mutacién patogénica

Como hemos senialado, en nuestro estudio encontramos 17 pmp: 16 para
BRCA (94%) y 1 para CHEK2 (6%).

Cabe senalar que la penetrancia de las mutaciones BrcA sigue siendo ma-
teria de investigacién. Es necesario invertir esfuerzos en determinar la
penetrancia del BRca1/2 ya que la informaciéon exacta de los riesgos a la
paciente es crucial para que pueda decidir con anticipacién qué tipo de
medida preventiva va a utilizar.

Recordemos que penetrancia se define como el riesgo de una mujer por-
tadora de desarrollar cancer a lo largo de su vida (usualmente se calcula
hasta los 70 afios de edad).’

Ambos, BRCA1 y BRCA2, tienen valores de penetrancia que oscilan alrede-
dor del 80%.

En concordancia con la bibliografia antes mencionada, tenemos 12 pa-
cientes (75%) de 16 mutadas para BRCA1/2 con CM personal, una de ellas bi-
lateral (8,33%). Varios estudios muestran el alto riesgo de cancer de mama
contralateral en pacientes con mutacién en Brca.*”

La otra mutacién encontrada fue en cHEek2. El gen cHEK2 (Cell Cycle
Checkpoint Kinase 2) es otro de los genes identificados que aumenta el
riesgo de cancer de mama. En un estudio que no detecté mutaciones en
BRCA1/2 en mujeres con una fuerte historia familiar de cancer de mama/
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ovario, se detecté variantes en cHek2 en el 5%.“° El riesgo acumulado de
cancer de mama en mujeres con mutacién de cHEK2 e historia familiar
de cancer de mama se ha estimado entre el 28 y el 37%, siendo mayor en
mujeres con antecedentes de cancer de mama familiar.*

Serecomienda hacer seguimiento mediante mamografia anual desde los
40 anos y considerar una RMN mamaria anual.

No hay datos sobre el beneficio de reduccién del riesgo mediante mastec-
tomia bilateral, por lo que se debe tener en cuenta junto con los antece-
dentes familiares, segun las guias de la NccN 2018."

En nuestro estudio encontramos una mutacién en cHEK2 —sobre un to-
tal 17 pmP (5,88%)-. Es la paciente antes mencionada que estuvo en segui-
miento imagenolégico intensivo hasta su diagnoéstico de cm y en la que
se opto en la cirugia por una mastectomia bilateral ya que tenia fuerte
historia familiar de cm.

Entre las 17 PMP hay 4 JA (23,53%) con antecedente de cMm personal, en con-
cordancia lo que se menciona anteriormente respecto del aumento de
mutaciones patogénicas en esta etnia.*

En este grupo de 17 pacientes, 13 tuvieron cm personal. La edad prome-
dio de cM entre estas 17 PMP fue de 40 anos —coincidentemente con lo que
muestran varios autores en cuanto al cm temprano en este grupo de pa-

cientes.* *?

En general, los canceres asociados con mutaciones BRCA1 son ductales in-
filtrantes, de tipo basal, con un alto grado histolégico, con caracteristicas
medulares, infiltraciéon linfocitaria, patrén de crecimiento sincicial, y re-
sultan ser Triple Negativos. Ademas, se asocian con un comportamiento
mas agresivo y tienen un peor prondstico. Esta es la razén por la cual los
canceres de mama que se diagnostican a temprana edad tienen la indica-
ciéon de realizar una prueba genética, mientras que los relacionados con
el BRcA2 parecen no diferir de los canceres de origen no hereditario.”” *

Coincidiendo con lo anteriormente citado, en nuestra serie hubo 6 cm
Triple Negativos, todos ellos en pacientes con mutaciones BRcA1l. También
vemos que 9 cMm fueron ductales infiltrantes (69,23%), hubo solo 1 lobuli-
llar invasor (7,69%) y 1 tubular invasor (7,69%).

Después del diagnostico inicial de cancer de mama, el riesgo de cancer
contralateral es de aproximadamente 4% por afio 0 40% en 10 afios.** El
riesgo es similar para las mutaciones BRCA1 y las BRCA2.** Mientras mas jo-
ven es la mujer en el momento en que se diagnostica el cancer de mama,
mas alto es el riesgo de desarrollar en un futuro un cancer contralateral.**
Debido al riesgo elevado, muchas portadoras tienden a optar por la mas-
tectomia bilateral. La incidencia de cancer contralateral se reduce con la

SESIONES CIENTIFICAS

REVISTA ARGENTINA DE MASTOLOGIA | 2019 | VOLUMEN 38 | N° 137

149



A. Nicastro, M. V. Colica, S. Barchuk, A. L. Margossian

OS BRCA1/2 Y OTROS GENES DE PREDISPOSICION AL CANCER DE MAMA... | PAGS. 133-159

ooforectomia y con la quimioterapia preventiva en aproximadamente
un 40% a los 10 afios.** **

Es por esto que en nuestras PMP tenemos 6 mastectomias contralaterales
de reduccién de riesgo. Una paciente realizé mastectomia bilateral de re-
duccioén de riesgo y otra mastectomia bilateral por cm bilateral. Solo 5 de
estas pacientes realizaron mastectomia bilateral y ooforectomia.

Sin embargo, hay 4 pacientes que realizaron cirugia conservadora (cc)
a pesar de estar mutadas. Al respecto, hay un metaanalisis que analiza
el riesgo de recurrencia ipsilateral (1BR) post cC en portadoras BRCA versus
no portadoras, sin diferencias significativas en 1BR entre portadores y
controles.*®

La mamografia ha demostrado una reduccién de la mortalidad del 16%,
dentro de la poblacion en general. Sin embargo, en pacientes con muta-
cion del gen Brcal, existen algunos puntos importantes a tomar en cuen-
ta, por lo que la reduccién en la mortalidad podria no ser tan significa-
tiva. Como principales puntos tenemos que la presentacién del cancer
de mama en estas pacientes se detecta a edad mas temprana y, por lo
tanto, la densidad mamaria es mayor, ademas de que los tumores aso-
ciados a este gen presentan un crecimiento mas rapido. Actualmente, la
Resonancia Magnética ha tomado un papel de gran importancia para la
deteccién en mujeres con predisposicién genética, como lo senala el estu-
dio UK-MARIBS en 2005, en el que se encontrd una sensibilidad del 75% y un
valor predictivo positivo superior al 45% en lesiones BI-RADS IV-V.

Asies que, actualmente, 3 de las pacientes de esta serie portadoras de mu-
taciones se encuentran bajo seguimiento imagenolégico intensivo.

En este punto cabe aclarar que hay otra paciente que se encuentra tam-
bién bajo seguimiento intensivo ya que su estudio genético informé vus
clase 4. Hasta el momento, esta paciente no desarrollé cm.

Por ultimo, es pertinente comentar que hay 2 pacientes fallecidas entre las
mutadas: una por cancer de ovario alos 60 anos y la otra por cm a los 27 atios.

CONCLUSIONES

« Los estudios genéticos de predisposicion en cancer de mama son en la
actualidad una herramienta fundamental para la atencién multidis-
ciplinaria de la paciente de alto riesgo en un consultorio de patologia
mamaria.

- Las prescripciones de los estudios BRca1/2 y paneles han aumentado con-
siderablemente desde nuestro primer estudio en 2009, con un punto de
quiebre en el afio 2013 por el efecto “Angelina Jolie”, siguiendo en franco y
sostenido aumento a lo largo del tiempo. La accesibilidad de la prueba por
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las aseguradoras de salud y la baja de costos de los estudios han ayudado
a este fenémeno global.

- Todas las pacientes mutadas que pertenecian a la etnia ashkenazi po-
seian una mutacién fundadora del Panel Ashkenazi.

« Hubo una mutacién encontrada en tia y sobrina que no fue reportada
enninguna base internacional. Fue hallada por primera vez en el mundo
en nuestras pacientes argentinas.

- Se encontraron 16% de mutaciones patogénicas, o sea 1 de cada 6 estu-
dios. El 15% fueron mutaciones BRCA1/2.

- E1 35,8 % de pacientes presentaban informe de vUs; pero este porcentaje
se redujo al 6,6% cuando fueron reclasificadas por nuestra genetista. Esta
sobrevaluacién de vus fue disminuyendo a lo largo del tiempo, gracias
a las bases de datos de acceso abierto con gran cantidad de informacion
cargadainternacionalmente, y al aumento exponencial de secuenciacion
completa de estos dos genes mundialmente.

+ El 50% de las pacientes mutadas BrcAal desarrollaron un cm Triple
Negativo. De todos los canceres Triple Negativos, el 37,5% tuvo mutacio-
nes en BRCAL. Estos hallazgos sugieren la importancia de la indicacién de
un estudio BRCA en pacientes con este tipo de cm.

+ Laindicacién de paneles de genes que incluyen genes no BRCA1/2 permi-
ti6 encontrar un 4% de pacientes con mutacién o vus clase 3 en otros ge-
nes, aumentando la sensibilidad de estos estudios. La aplicacién practica
de estos hallazgos se ira afinando a medida que se vaya publicando mas
informacion internacional, teniendo en cuenta la gran accesibilidad a los
mismos en el mundo.

« El cambio de conductas en pacientes mutadas nos permitié encontrar
CcM muy pequeno detectado por RMN que no hubiera sido diagnosticado
sin el seguimiento imagenolégico intensivo. Esto, ademas de torcer el
prondstico de su cM, cambia la visién de la mujer sobre su propio destino.

« En la Argentina hay muy pocas publicaciones de resultados de estos
estudios en grandes series. Creemos que este trabajo puede ser de gran
ayuda para identificar variantes en nuestra poblacion.

« Es un deber del mastélogo pensar en la indicacion de un estudio genéti-
co de predisposicion a cM, y ser el derivante al genetista para identificar
correctamente al paciente que se va a beneficiar de esta informacion.

SESIONES CIENTIFICAS

REVISTA ARGENTINA DE MASTOLOGIA | 2019 | VOLUMEN 38 | N° 137

151



A. Nicastro, M. V. Colica, S. Barchuk, A. L. Margossian L OS BRCA1/2 Y OTROS GENES DE PREDISPOSICION AL CANCER DE MAMA... | PAGS. 133-159

APENDICE. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Se describen a continuacién brevemente las técnicas utilizadas por los
diferentes laboratorios en donde se realizaron los estudios genéticos:

Myriad®

Realiza la secuenciacion de todos los exones traducidos y de las regiones
intrénicas inmediatamente adyacentes de los genes BRCA1/BRCA2, cOmo
también el andlisis de los grandes reearrarreglos (MLPA) de todos los exo-
nes de BRCA1 y BRCA2. En los casos en que se encuentran variantes benig-
nas con fuerte evidencia de que no estan asociadas a enfermedad, estas
variantes no seran reportadas.

Biomakers®

El método utilizado fue el siguiente: Extraccién de ADN con el kit comer-
cial QuiagenQIAmp® DNA kit. Los fragmentos de la libreria se construyen
por fragmentacioén del ADN, ligacién de cédigo de barras y adaptadores
y seleccién de tamano de fragmentos. La preparacién del templado, pcr
en emulsion y el enriquecimiento de Ion Sphereparticles (isp) se realiza
utilizando Ion Xpress Template kit. La calidad del isp se determina a tra-
vés del Qubit 2.0 Fluormeter, y los ISP se cargan y secuencian en un chip
314/316 utilizando el equipo Personal Genome Machine (pGMm, lon Torrent).
La presencia de mutaciones se confirma utilizando la metodologia pcr
Secuenciacion Sanger. El analisis consiste en la secuenciacién de todos
los exones y las regiones intrénicas inmediatamente adyacentes de los
genes BRCA1y BRCA2. Se utilizan las bases de datos BIC,Exac, ClinVar, NCBI,
dbSNP y BreastCancer IARC como fuente principal para categorizar como
mutaciones y/o polimorfismos las alteraciones genéticas encontradas en
los genes BRCA1 y BRCA2.

- Para las pacientes que realizaron su estudio de secuenciacion de ge-
nes BRCA1 y BRCA2 en Hospital Aleman, Laboratorio Domecq y Lafage y
CEMIC, la muestra utilizada fue sangre periférica, el método se realizé
mediante la aislacién de ADN y amplificacién mediante un community
panel para BRCA1 y BRCA2 constituido por un pool de primers con tecno-
logia Ampliseq™ disefiado y validado por expertos en el area para am-
plificar los exones y bordes exén-intrén de los genes BRCA1 y BRCA2. Los
ampliaciones se analizaron por secuenciacion mediante next generation
sequencing en la plataforma personal Genome Machine® system. La utili-
zacion de este pool de primers permite amplificar un100% de la secuencia
codificante de los genes BRCA1 y BRCA2, y se cubrieron las escasas lecturas
bajas para asegurar el 100% de cobertura de los exones mediante secuen-
ciacion con la reaccion de Sanger.
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Cuando se realizaron los rearreglos genémicos en el gen BRCA1 y BRCA2, se
analiz6 sangre periférica mediante el método mrpa (Multiplex Ligation-
Dependent Probe amplification- MLPA probemix kits Poo2 BRcA1 y Pogs
BRCA2 CHEK2 MrcHolland®) en ADN gendmico obtenido de la muestra y ana-
lisis por secuenciador automatico. Se estudiaron rearreglos genémicos, du-
plicaciones y deleciones, en las regiones 5 UTR y codificante del gen Brca,
todos los exones de BRCA2 y regién promotora y exon 10 del gen CHEK2.

En el mismo ensayo es posible evaluar la presencia de la mutacién
1100delC del gen CHEK2.

- Para las pacientes que realizaron la secuenciacién de los genes BRCA1 y
BrCA2 en el Instituto Alexander Fleming, se analizé sangre periférica me-
diante extraccién de ADN, se realizé en forma automatizada Magnapure-
Roche, secuenciacién: NGs-Ion Torrent y secuenciacién bidireccionaldi-
recta de ADN con el sistema ABI3730XL.

Se realizo la cuantificacién por pcr en tiempo real. Posteriormente, se
amplifican las regiones de interés mediante pcr multiiplex utilizan-
do el pool de primers para secuenciar BRCA1 y BRCA2 validado por 1* Ion
AmpliseqCommunity, el cual permite amplificar un 100% de las regiones
codificantes. Los datos se analizan mediante los plug-indisponibles en
Torrent Suite.

Las variantes detectadas son confirmadas mediante secuenciacion
automatica.

COLOR®

Metodologia. La prueba de color esta disenada para evaluar mutaciones
clinicamente relevantes en 30 genes asociados con riesgo de cancer he-
reditario. El ADN genémico se extrae de una muestra de saliva o sangre
periférica usando métodos estandar. Bibliotecas NGs compatibles con la
plataforma Illumina se generan y enriquecen para los 30 genes a través
de un sefiuelo Agilent SureSelect disenado a medida biblioteca. Los frag-
mentos de ADN enriquecidos a partir de estos genes se recuperan y ana-
lizan usando 2x150 pares secuencia final con un instrumento Illumina
NextSeq 500. Después del alineamiento al genoma de referencia GRChsy.
p12 (hg19), la baja calidad y las lecturas duplicadas se eliminan y las va-
riantes se detectan con GATK Haplotypecaller. Esta prueba detecta susti-
tuciones de nucleétidos unicos, pequerias deleciones e inserciones, varia-
ciones de numeros de copias e inversiones ubicadas en las secuencias de
codificacién de ADN, cercanas regiones flanqueantes (+/- 20 bp) y regiones
de empalme conocidas en los genes dirigidos por el panel Color.

La prueba de Color tiene una cobertura del 100% para todas las regio-
nes en nuestro rango reportable > 20X. Nuestra mediana de cobertura a
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través de nuestras muestras es > 250X (puede exceder 1000X) y nuestros
criterios minimos de aceptacion para la profundidad es: > 99% a> 50Xy
100% a 20X. Las variantes se clasifican de acuerdo con los estandares y
las pautas para la interpretacion de la variante de secuencia del Colegio
Americano de Genética Médica y Gendémica (ACMG).

Clasificacion de variantes: las categorias incluyen variantes patogénicas,
probablemente patégenas, de significado incierto (vus), probablemente
benigno y benigno. Todas las variantes son evaluadas por un genetista
meédico certificado o patoélogo. Se han identificado variantes probables
benignas y benignas identificadas. Todos los vus y las variantes pato-
genas probables se revisan dos veces al ano para actualizaciones en la
literatura cientifica. Las variantes clinicamente accionables (es decir, pro-
bablemente patdégenas y patégenas) se confirman usando una tecnologia
alternativa (secuenciacién de Sanger, acGH o MLPA) en conformidad con el
protocolos y lineamientos relevantes de AcMG. Para snv e indels, un mo-
delo de confianza (color.com/ variantconfidence) se usa para identificar
variantes de alta y baja confianza. Variantes de baja confianza y varian-
tes estructurales (cNv, inserciones e inversiones) se confirman utilizan-
do una alternativa tecnologia. Genes APC, ATM, BAP1, BARD1, BMPR1A, BRCA1,
BRCA?2, BRIP1, CDH1, CDK4 *, CDKN2A (p14ARF), CD- KN2A (p16INK4a), CHEK?2, EP-
CAM * GREM1 * MITF *, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2 *, POLD1 ¥,
POLE *, PTEN, RAD51C, RAD51D, SMAD4, STK11, TP53

Limitaciones. Esta prueba tiene como objetivo detectar todas las variantes
clinicamente relevantes dentro de los genes analizados (definidos ante-
riormente). La mayoria de estos genes se evaluan para encontrar varian-
tes dentro de todos los exones de codificacién (+/- 20 pb en el regiones
flanqueantes cercanas). Exones 12-15 de PMs2 y regiones homopolimeras
fuera del bacalao. Las regiones ing no pueden ser evaluadas confiable-
mente con protocolos de enriquecimiento objetivo estandar.

Para los Genes cDK4, MITF, POLD1y POLE , el riesgo elevado de cancer se asocia
con distintos regiones genémicas funcionales. Las secuencias de codifica-
cién completas de estos genes no se informan, sino solo las siguientes re-
giones: cDK4 - chri2: g.58145429-58145431 (coddn 24); MITF- chr3: g:70014091
(incluidos c.952G> A); porD1 - chrig: g50909713 (incluido c.1433G> A); y
POLE- chri12: g.133250250 (incluido c.1270C> G). En EPcAM, solo grandes eli-
minaciones y duplicados incluyendo el extremo 3 ‘del gen. Estas son las
unicas variantes conocidas para silenciar el gen MsH2 y, por lo tanto, au-
menta el riesgo de cancer asociado.

Esta prueba no esta disefiada para detectar aneuploidia cromosémica o
reordenamientos complejos tales como translocaciones. Tampoco detecta
confiablemente el mosaicismo. La sensibilidad para detectar eliminacio-
nes y duplicaciones en el rango de 40-250 pb, asi como aquellas que no se
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eliminan/duplican superposiciéon de mas de 250 pb de secuencia de codi-
ficacién contigua, puede reducirse.

La presencia de un una inserciéon grande puede interferir con la quimica
utilizada para apuntar a los genes de interés, lo que podria disminuir la
sensibilidad de deteccién. Ademas, la secuencia y la identidad de una in-
serciéon grande pueden no estar completamente resueltas Las inversiones
que incluyen al menos un exén de codificacion se detectaran solo si los
puntos de corte estan cubiertos por la prueba de Color. La sensibilidad
para detectar variantes en las proximidades de regiones homopolimeras
puede reducirse.

El Color solo informa hallazgos dentro de los genes que estan en el panel.
Es importante entender que puede haber variantes en esos genes que la
tecnologia actual no puede detectar. A nivel internacional, puede haber
genes asociados con el riesgo de cancer hereditario cuya asociacién clini-
ca aun no se ha establecido definitivamente. Por lo tanto, la prueba puede
no detectar todaslas variantes asociadas con riesgo de cancer hereditario.

Ademas, en el caso improbable de que se detecte una variante que sea
asociada con un trastorno o enfermedad que no sea cancer, esta informa-
cién se incluira en el informe. El consejo genético y / o la consulta médica
pueden estar garantizados para garantizar comprension de los resultados
de su prueba. Se cree que los factores ambientales y otros causan la ma-
yoria de los canceres. Por consiguiente, las pruebas que no detectan una
mutacién patégena o probable patogénica no eliminan en un individuo
riesgo de cancer hereditario y no garantizan la salud presente o futura.
Ademas, las causas del cancer son multifactoriales y pueden ser influen-
ciadas tanto por mutaciones genéticas heredadas como adquiridas.
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DEBATE

Dr. Terrier: Muchas gracias, doctora, muy intere-
sante el trabajo.

Dra. Noblia: Dijiste que a las pacientes mutadas
con BRCA no es necesario hacerles mastectomia
porque el riesgo de recidiva es exactamente lo
mismo que un no BRCA. Eso es cierto, pero en el
metaanalisis de Baldacci lo que mas se dice es
que hay mas segundos primarios, por eso hay
algunos que indican la mastectomia. Eso hay
que aclarar. Me parecié muy interesante el tra-
bajo. Lo que queria preguntarte es: hoy en dia,
cuando tenés una paciente con cancer de mama
y es una paciente de alto riesgo que pensas que
puede estar mutada, ;suspendés la cirugia, no
la programas hasta no tener el BrRca o hacés la
cirugia y hacés el BrRca después? Porque a veces
el BRCA nos hace cambiar la tactica quirargica.

Dra. Nicastro: Generalmente no posponemos la
cirugia. El BRcA lo vamos haciendo mientras se
operay esperamos el resultado porque tarda un
mes, y la paciente quiere operarse enseguida;
entonces no, generalmente no lo esperamos.

Dra. Noblia: ;Vos creés que no es necesario
esperarlo?

Dra. Nicastro: Si se puede hacer en un segundo
tiempo o en un futuro, la verdad que no, no es
necesario para cambiar la conducta de una ci-
rugia conservadora o una mastectomia, en esa
primera cirugia del tumor primario.

Dra. Noblia: Mi pregunta es si ustedes esperan o
no el resultado del Brca. Eso es lo que quisiera
saber.

Dra. Margossian: Quiero contestar primero la pri-
mera pregunta que hizo la doctora Noblia sobre
la cirugia conservadora. Queria aclarar que las
pacientes que tienen cirugia conservadoray es-
tan mutadas habian hecho la cirugia conserva-
dora antes de enterarse de estar mutadas; son

pacientes que habian sido operadas de cancer
mucho antes de que nosotros les hiciéramos el
estudio genético. Si nosotros nos hubiésemos
enterado después, no le hubiéramos hecho ci-
rugia conservadora probablemente. Eso por un
lado. Segundo, cuando tenemos pacientes de
muy alto riesgo... Generalmente hemos tenido
chicas muy jovenes, hace poco tuvimos dos que
fueron BrcA mutadas. Hubo tiempo de pedir-
les la puncién y, mientras tanto, les fuimos pi-
diendo el estudio genético y tuvimos la suerte
de hacerles la primera cirugia; vino el estudio
genético y decidimos hacer la mastectomia bi-
lateral cuando vino BrRcA mutada. Era una chica
muy jovencita de 34 anos. Entonces, decidimos
la conducta quirurgica con el BRcA en la mano.
A veces podemos, a veces no. Si pudiéramos lo
hariamos siempre. Ahora cada vez mas pode-
mos, porque se tarda menos. Este ano tuvimos
dos y esperamos a tener el BRcA en la mano para
hacerlo. Queria ademas hacer un comentario:
nos llama mucho la atencién el tema de c6mo
se fueron reclasificando las variantes. Al prin-
cipio, cuando empezamos a pedir los estudios
genéticos, teniamos muchas variantes incier-
tas, especialmente las que se hacian aca. La
gran mayoria de nuestros estudios son de CEMIC
y Hospital Aleman, todos de la doctora Solano.
Al principio, habia mucho desconocimiento,
muchisimos informes de variantes inciertas,
y ahora cada vez bajaron mas, lo cual hace que
—obviamente, por toda la informacién que hay
dando vuelta- el estudio sea mucho mas va-
lioso para todos nosotros, asi como la reclasi-
ficacién del genetista. La otra cosa que quiero
senalar es que, cuando nos da negativo, poder
agregar paneles, es decir, tener acceso a poder
pedir mas estudios cuando el brca nos da nega-
tivo en pacientes que sospechamos que tienen
alto riesgo genético, nos permitié encontrar en
un caso un CHECK positivo y en otro caso tres va-
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riantes de significado incierto en tres genes que
estan directamente relacionados con BrCa, que
son RAD51 y PALB2. Entonces, las consideramos
de altisimo riesgo, a pesar de que no tomamos
conductas, y las tenemos en seguimiento ima-
genologico intensivo. Tener dos vus en RAD51 y
una en PALB2 hace que sean pacientes practica-
mente mutadas para nosotros. Eso antes no lo
teniamos.

Dr. Terrier: Nosotros como especialistas sabemos

perfectamente bien, y ya desde el interrogato-
rio y la presentacién del caso clinico, la pacien-
te que probablemente puede tener un BrRCA. Una
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paciente joven que aparece con una tumora-
cién generalmente grande, que en sus controles
no aparecia nada, lo primero que uno tiene que
pensar es que puede ser un tumor del intervalo,
y, si es un tumor del intervalo en una paciente
joven, el Triple Negativo “le pega ahi” . Yla dife-
rencia es que tener el gen mutado te cambia el
tratamiento también. Seguramente puede te-
ner una respuesta patolégica completa al trata-
miento previo, y después se hara el tratamiento
quirurgico adecuado.

Dr. Terrier: Muchas gracias, doctora, muy intere-

sante el trabajo.
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