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Resumen

Introduccion:

El cancer de mama es la neoplasia mas comun en mujeres de todo el mundo, y, también de
Colombia. 5% a 10% de todos los casos son causados por factores hereditarios; 25% de estos
casos tienen mutaciones en los genes BRCA1/BRCA2.

Objetivo:

El propdsito de este estudio fue el de identificar mutaciones asociadas con riesgo de cancer de
mama y/u ovario familiar en pacientes del pacifico colombiano.

Métodos:

Fueron revisados para mutaciones en BRCA1 y BRCA2 de linea germinal mediante SSCP y
secuenciacion 58 familias de alto riesgo para cancer de mama y/u ovario y 20 controles

Resultados:

cuatro familias (6.9%) presentaron mutaciones en BRCA1 y ocho familias (13.8%) en BRCAZ2.
En BRCA1, encontramos tres variantes de significado clinico desconocido (VUS), de las

cuales concluimos, usando herramientas bioinformaticas, que c.8112C>G y c.3119G>A
(p-Ser1040Asn) son probablemente deletéreas, y c.3083G>A (p.Arg1028His) es probablemente
neutral. En BRCA2, encontramos tres VUS: una mutacién nueva y dos previamente descritas,
usando analisis bioinformaticos, concluimos que c.865A>G (p.Asn289Asp) y c.6427T>C
(p-Ser2143Pro) son probablemente deletéreas y c.125A>G (p.Tyr42Cys) es probablemente
neutral. Solo una de ellas ha sido reportada previamente en Colombia. También identificamos
13 polimorfismos (4 en BRCA1 y 9 en BRCA2), dos de ellos asociados con un moderado
incremento del riesgo para cancer de mama (BRCA2 ¢.1114A>C and ¢.875566T>C).

Conclusion:

de acuerdo con nuestros resultados, la poblacion del suroccidente colombiano presenta
un espectro mutacional diverso para los genes BRCA que difiere de lo encontrado en otras
regiones del pais.
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Abstract

Introduction:

Breast cancer is the most common neoplasia of women from all over the world especially
women from Colombia. 5%10% of all cases are caused by hereditary factors, 25% of those
cases have mutations in the BRCA1/BRCAZ2 genes.

Objective:

The purpose of this study was to identify the mutations associated with the risk of familial breast
and/or ovarian cancer in a population of Colombian pacific.

Methods:

58 high-risk breast and/or ovarian cancer families and 20 controls were screened for germline mutations
in BRCA1 and BRCA2, by Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) and sequencing.

Results:

Four families (6.9%) were found to carry BRCA1 mutations and eight families (13.8%) had
mutations in BRCA2. In BRCA1, we found three Variants of Uncertain Significance (VUS), of
which we concluded, using in silico tools, that ¢.8112C>G and ¢.3119G>A (p.Ser1040Asn)

are probably deleterious, and c.3083G>A (p.Arg1028His) is probably neutral. In BRCA2, we
found three variants of uncertain significance: two were previously described and one novel
mutation. Using in silico analysis, we concluded that c.865A>G (p.Asn289Asp) and ¢.6427T>C
(p-Ser2143Pro) are probably deleterious and ¢.125A>G (p.Tyr42Cys) is probably neutral. Only
one of them has previously been reported in Colombia. We also identified 13 polymorphisms
(4 in BRCA1 and 9 in BRCA2), two of them are associated with a moderate increase in breast
cancer risk (BRCA2 c.1114A>C and c.875566T>C).

Conclusion:

According to our results, the Colombian pacific population presents diverse mutational spectrum
for BRCA genes that differs from the findings in other regions in the country.

Contribucion del estudio

1)Por que se hizo este estudio?

La prevalencia y el tipo de mutaciones de la linea germinal BRCA1 o BRCA2, varia considerablemente entre
diversos grupos étnicos y dreas geogréficas. La poblacion del Pacifico colombiano tiene un trasfondo genémico
especial con alto grado de mezcla poblacional entre amerindios, afrodescendientes y europeos. Los datos sobre la
contribucién de las mutaciones de la linea germinal BRCA1 / BRCA2 para cancer de mama en la poblacién co-
lombiana son escasos. El propésito de este estudio fue identificar las mutaciones asociadas con el riesgo de cancer
de mama y/o ovario familiar en una poblacion del Pacifico colombiano.

2) Cuales fueron los resultados mas relevantes?

Se realiz6 un tamizaje mutacional de los genes BRCA1 y BRCA2 para toda la regién de codificacion y los limites
ex6n-intrén en familias colombianas de alto riesgo, seleccionadas en funcién de sus antecedentes familiares de
cdncer de mama y de ovario. Fueron examinadas 58 familias con alto riesgo y con antecedentes de cdncer de
mama y/u ovario y 20 controles, para detectar mutaciones de la linea germinal en BRCA1 y BRCA2, mediante
polimorfismo de conformacion de cadena simple (SSCP) y secuenciacion. Se encontrd que cuatro familias por-
taban mutaciones BRCA1 y ocho familias tenfan mutaciones en BRCA2. En BRCA1, encontramos tres variantes
de significancia incierta (VUS), de las cuales concluimos, utilizando herramientas in silico, que ¢.8112C> G y
¢.3119G> A (p.Ser1040Asn) son probablemente perjudiciales, y c.3083G > A (p.Arg1028His) es probablemente
neutrales. En BRCA2, encontramos tres variantes de significado incierto, utilizando el analisis in silico, conclui-
mos que ¢.865A> G (p.Asn289Asp) y c.6427T> C (p.Ser2143Pro) son probablemente perjudiciales y c.125A> G (
p-Tyr42Cys) es probablemente neutrales. También identificamos 13 polimorfismos (4 en BRCA1 y 9 en BRCA2),
dos de ellos estan asociados con un aumento moderado en el riesgo de cincer de mama (BRCA2 c.1114A> Cyy
¢.875566T> C).

3) Que significan los hallazgos?

La poblacién del Pacifico colombiano presenta un espectro mutacional diverso para genes BRCA que
difiere de los hallazgos en otras regiones del pais. Por lo tanto, la extrapolacion de resultados de una region
al resto de la poblacién colombiana es arriesgada; Estos hallazgos indican que la poblacién colombiana
tiene un espectro heterogéneo de mutaciones BRCA, por lo que es de suma importancia generar estudios
en los que estén representadas las diferentes regiones del pais, con el fin de hacer un enfoque real del
espectro mutacional colombiano
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Introduccion

El cancer de mama (BC) es el tipo de cancer mds comun entre las mujeres, con un valor
estimado de 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados en el afio 2012 '. En Colombia, esta
neoplasia es la principal causa de muerte por cdncer en mujeres ' y para Santiago de Cali, que es
el principal centro urbano del Sur Occidente de Colombia, el cancer de mama ocupa el primer
lugar en incidencia y mortalidad en la poblacion femenina .

De todos los casos de cancer de mama, alrededor del 5%-10% tienen un fuerte componente
hereditario, de los cuales 25% es explicado por mutaciones germinales en los genes de
predisposicion a cancer de mama de alta penetrancia, BRCA1? y BRCA2*. El riesgo de cancer de
mama para portadores de mutaciones en BRCA1 a los 70 afios, ha sido estimado en un rango
de 40%-87% y para cancer de ovario de 16%-68%; el riesgo correspondiente para portadores de
mutaciones en BRCA2 fue estimado en 40%-84% para cancer de mamay 11-27% para cancer
de ovario®. El riesgo no explicado por los genes de alta penetrancia se debe a genes de baja 'y
moderada penetrancia ¢/, cada uno teniendo un pequefio efecto sobre el riesgo de cancer de
mama ®.

La prevalencia y tipo de mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2 varian considerablemente
entre diversos grupos étnicos y areas geograficas. Se han descrito mutaciones especificas y
recurrentes en poblaciones, entre los judios Ashkenazi, Islandia, Paises Bajos, Suecia, Noruega,
Alemania, Francia, Espafia, Canada, paises del este y sur de Europa °y en poblaciones
Latinoamericanas, como Chile, México, Brasil y Costa Rica '°. Miles de mutaciones encontradas
en los genes BRCA, en familias con cancer de mama ovario se describen ahora en varios sitios
web, como The Breast Cancer Information Core (BIC) (https://research.nhgri.nih.gov/bic/),
The Leiden Open Variation Database (LOVD) (http://www.lovd.nl/3.0/home) y The Universal
Mutation Database (UMD) website (http://www.umd.be/).

La poblacién del pacifico colombiano tiene un background genémico especial con un alto
grado de mezcla entre poblacién Amerindia, Afrodescendiente y Europea. . Los datos sobre la
contribucién de mutaciones germinales en BRCA1/BRCA2 al cancer de mama en la poblacién
colombiana son escasos; Torres et al. ', evaluaron ambos genes utilizando las metodologias
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), DHPLC (Denaturing High Performance
Liquid Chromatography) y PTT (Protein Truncation Test), y reportaron cinco mutaciones
deletéreas para la region central de Colombia.

Los trabajos adicionales conducidos en el pais se han enfocado en la busqueda de mutaciones
especificas'®'* o en la evaluacion de paneles mutacionales'>'¢. En este estudio, un barrido
mutacional fue realizado para toda la regién codificante y los limites exdn-intrén de los

genes BRCA1 y BRCA2 en un grupo de 58 familias de alto riesgo seleccionadas con base en su
historia familiar de cancer de mama ovario.

Materiales y Métodos

Familias de alto riesgo para BC/OC (Cancer de Mama/Cancer de Ovario) del pacifico
colombiano fueron seleccionadas de las historias clinicas de 4 instituciones que ofrecen
atencion a la poblacion de la region pacifica. Las familias seleccionadas cumplieron al menos
uno de los siguientes criterios: al menos tres miembros de la familia con cancer de mama

u ovario a cualquier edad; dos miembros de la familia de primer grado afectados, al menos
uno, con cancer de mama antes de los 41 afos o con cancer de ovario a cualquier edad; un
caso de cancer de mama diagnosticado antes de los 35 afos o un caso de cancer de ovario
diagnosticado antes de los 32 afios.

Los pedigries fueron construidos con base en un caso indice; ninguna de las familias cumplié
con los criterios estrictos para otros sindromes conocidos que involucran cancer de seno, como
el sindrome de Li Fraumeni, la ataxia telangiectasia o la enfermedad de Cowden

Poblacion control

La muestra de controles colombianos sanos fue reclutada de la comunidad de Cali. Muestras de
ADN fueron tomadas de individuos no relacionados, sin antecedentes personales o familiares
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de cancer. Estos individuos fueron entrevistados e informados acerca de los objetivos del
estudio. La muestra de control fue apareada por edad, sexo y estado socioeconémico con
respecto a los casos.

Las muestras de ADN de pacientes y controles fueron obtenidas de acuerdo a las
consideraciones de requisitos éticos y legales de la Universidad del Valle y la ley colombiana
para la investigacion en humanos.

Analisis mutacional BRCA1y BRCA2

DNA Genoémico fue extraido a partir de linfocitos de sangre periférica, basado en el

método descrito por Miller et al"’. Toda la region codificante y los limites ex6n-intrén de

los genes BRCA1 y BRCA2 fueron amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa
usando los cebadores descritos por Barker '* y por base de datos BIC. Los fragmentos obtenidos
fueron analizados usando SSCP . Los fragmentos que mostraron diferencias de movilidad
fueron directamente secuenciados en ambas direcciones. La secuenciacion fue realizada en un
analizador genético ABI 3130 (Applied Biosystems, United States).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software ChromasPro version 1.7.6 (http://
technelysium.com.au/wp/chromaspro/). La presencia y localizacién de mutaciones fue obtenida
por alineamiento de secuencias usando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),

y las secuencias de referencia usadas fueron para BRCA1: ADN NG_005905.2, ARN
NM_007294.3 y para BRCA2: ADN NG_012772.3 and ARN MN_000059.3. Dos tipos de
nomenclatura fueron usados para verificar si las variantes detectadas habian sido reportadas
en bases de datos o en la literatura; el sistema tradicional de la bases de datos BIC y la
nomenclatura de la Human Genetic Variation Society (HGVS) (http://www.hgvs.org/).

Analisis computacional

Con el fin de determinar los posibles efectos de alteraciones de secuencia de significancia clinica
desconocida, los siguientes software de prediccion fueron corridos, para sustituciones missense:
AlignGVGD (http://agvgd.iarc.fr/index.php), PANTHER (http://pantherdb.org/), PolyPhen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/), PROVEAN (http://
provean.jcvi.org/index.php), MutPred (http://mutpred.mutdb.org/) y SNPs&GO (http://snps.
biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html). Alineamientos nativos de cada algoritmo fueron
usados. Para mutaciones intronicas, predicciones de splicing fueron realizadas con: SSF, Max-
EntScan, NNSplice y HSF algorithms, a través de Alamut Visual Software v.2.7 (http://www.
interactive-biosoftware.com/). Condiciones predeterminadas fueron usadas para todos los
analisis. Para la interpretacion de las predicciones de estos cinco algoritmos, utilizamos los
criterios descritos por Thery et al*'.

Resultados

Un total de 72 casos indices pertenecientes a 58 familias de alto riesgo para BC/OC, fueron
examinados para BRCA1 y BRCA2. En la muestra de familias seleccionadas, 57% (33/58)
presentaban solo BC, 24% (14/58) presentaban BC y OC, 7% (4/58) presentaban BC y cancer.

Tabla 1. Criterios de seleccion y caracteristicas clinicas de las familias incluidas en este estudio

Criterio de Seleccion Familia n (%)
>3 miembros de la familia con cancer de mama y al menos un cancer de ovario. 5(8.6%)
>3 miembros de la familia con cancer de mama. 13 (22.4%)
2 miembros de la familia con cancer de mamay al menos un cancer de ovario 8 (13.8%)
2 miembros de la familia con cancer de ovario. 18 (31.0%)
1 miembro de la familia con cAncer de mama y al menos un cancer de ovario 7 (12.1%)
Un individuo afectado con cancer de mama < 35 afios 6(10.4%)
Un individuo afectado con cancer de ovario < 31 afios 1(1.7%)
Total 58 (100.0%)

Colombia Médica | http://dx.org/1025100/cm.v50i3.2385 Sep 30,2019 166


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B20
http://agvgd.iarc.fr/index.php
http://pantherdb.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.bii.a-star.edu.sg/
http://provean.jcvi.org/index.php
http://provean.jcvi.org/index.php
http://mutpred.mutdb.org/
http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html
http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html
http://www.interactive-biosoftware.com/
http://www.interactive-biosoftware.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B21

Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en una muestra de familias con cancer de mama y/u ovario
del pacifico colombiano.

Tabla 2. Mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2 detectadas en familias de alto riesgo de cancer de mama/ovario del pacifico colombiano

E/I no. cDNA gfol?e?;% l\;lrllllt)z;)c?c’)en Familia F?r?;ga Caso indice (edad) Hlséc(é;l/%l:/aa 1)llar Otros canceres
BRCA1
12 c.81-12C>G NA Intrénica ELSL% Br/Ov BrCa(42)OvCa(42,44) 7 BrCa4 OvCa Prostata, cérvix, pulmén
. . Columna Prostata
E11 c¢.3083G>A p.Argl028His Missense F57 Br Br BrCa (45) BrCa (59) 2BrCa3BrCa Gastrico Linfatico
E11 c.3119G>A p.Ser1040Asn Missense F56 Br BrCa (50) 2BrCa -
BRCA2
E3 c.125A>G p.-Tyr42Cys Missense F44 Br BrCa (39) 4 Br Ca Pulmon, estomago
E10 c.865A>G  p.Asn289Asp Missense F9 Br BrCa (41) 3BrCa -
F37 Br BrCa (47) 4 BrCa Pulmén, Colon
F38 Br/Ov BrCa (49) 1BrCa1lO0vCa Proéstata Ovario
F49 Br BrCa (65) 3BrCa -
F52 Br BrCa (45) 2 BrCa Columna
F53 Br BrCa (51) 2 BrCa Colon
E11 c.6427T>C  p.Ser2143Pro Missense F34 Br BrCa (40) 2 Br Ca prostata, melanoma

E/I= ex6n/intrén, Br and BrCa: Cancer de mama, Ov y OvCa: Cancer de Ovario.

Las caracteristicas clinicas de las familias incluidas en este estudio se muestran en la Tabla 1. El
diagndstico de cancer se certificé solicitando a todos los casos indice sus informes de patologia
originales. El promedio de edad de los pacientes al diagnostico fue 41.7 afios (rango entre 30-66
afios). E146.6% de los pacientes fueron diagnosticados antes de los 40 afios, y el 87.9% fueron
diagnosticados antes de los 50 afios. El 31 % de las familias presentaban 3 o mas o mas parientes
de primer grado con cancer de mama y/o de ovario.

Mutaciones germinales en BRCA1 o BRCA?2 fueron encontradas en 12 (20,6%) de las 58
familias de la region pacifica colombiana estudiadas. Nosotros detectamos 6 variantes
de significancia clinica desconocida (3 en BRCA1 y 3 en BRCA2) (Table 2), solo una de
ellas reportada previamente para Colombia y también encontramos 13 polimorfismos (4
en BRCA1 y 9 en BRCA2) (Tabla 3).

Individuos sin antecedentes personales o familiares de cancer de mama fueron invitados
a participar como controles en el estudio. Reclutamos 20 controles de la ciudad de Cali
(Colombia) que cumplieron con los criterios de inclusién como se indica en los métodos.

Mutaciones BRCA1

Para BRCA1 encontramos 3 VUS, 2 corresponder al tipo missense y la otra es de tipo intrdnica.
Las mutaciones encontradas fueron identificadas en 4 familias (6.9%) de nuestra Cohorte, tres
de estas familias presentaban cancer de mama y una familia presentaba cancer de mama/ovario.

La mutacién ¢.8112C>G, fue encontrada en 3 hermanas, 2 con cancer de ovario (42 y 44 afios,
respectivamente) y una con cancer de mama and (42 afios) (Tabla 2 y Fig. 1). Esta mutacién
ha sido reportada 9 veces en el BIC y se ha encontrado principalmente en descendientes de

Tabla 3. Polimorfismos detectados en BRCA1 y BRCA2 en familias de alto riesgo de cancer de mama/ovario.

E/I no. Cambio Nucleétido Cambio Proteina dbSNP Tipo de Mutacién pacientes n=72 controles n=20

BRCA1

17 c.442-34C>T NA rs799923 Intrénica 3 2
E11 c.2311T>C p.Leu771= rs16940 S 7 6
E11 c.3113A>G p-Glu1038Gly rs16941 M 32 12
E16 c.4837A>T p.Ser1613Cys rs1799966 M 48 12
BRCA2

E2 c.-26G>A NA rs1799943 5'UTR 23 2
14 c.426-89T>C NA rs3783265 Intrénica 2 0
E10 c.1114C>A p-Asn372His rs144848 M 25 2
E11 c.2971A>G p-Asn991Asp rs1799944 M 1 0
E11 ¢.3396A>G p.Lys1132= rs1801406 S 34 9
E11 c.6513C>G p-Val2171= rs206076 S 4 4
111 c.6841+80_6841+83delTTAA NA rs3783265 Intrénica 4 1
121 c.8755-66T>C NA rs4942486 Intrénica 40 9
E22 c.8851G>A p.Ala2951Thr rs11571769 M 23 6

E/I: ex6n/intrén, S: sinénima, M: missense, NA: No aplica, 5’UTR: 5’ Region no traducida
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Figura 1. Cromatograma de secuenciacion capilar que muestra la variante BRCA1 ¢.8112C>G
(marcada con la flecha).
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Afroamericanos. A la fecha, en Sur América, no ha sido reportada previamente esta mutacion.
Ademas de esta mutacion intrdnica, las tres pacientes también presentaron los polimorfismos
c.3113A>G y c.4837A>T en BRCAL

La mutacién ¢.3083G>A (p.Argl028His) fue encontrada en 2 familias, los casos indices fueron
diagnosticados a los 45 y 49 afios (Table 2 y Fig. 2). Esta mutacion ha sido reportada 13 veces en
la base de datos BIC, 6 de los reportes son de Latino- América. Adicionalmente, Arias-Blanco et
al., reportaron esta mutacion en la poblacion colombiana

La mutacién BRCAI ¢.3119G>A (p.Ser1040Asn), fue encontrada en una familia con 2
casos de cancer de mama (Table 2 y Fig. 3). En la base de datos BIC, ha sido reportada 68
veces, en Latino-América ha sido reportada en Brasil %, Argentina ** y Venezuela %. Las
mutaciones missense ¢.3119G>A y ¢.3083G>A, fueron siempre encontradas junto con el
polimorfismo BRCA1 ¢.3113A>G.

R

Figura 2. Cromatograma de secuenciacién capllar que muestra la variante BRCA1 ¢.3083G>A (p.Argl028His) (marcada con la flecha).
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Figura 3. Cromatograma de secuenciacion capilar que muestra la variante BRCA1 ¢.3119G>A (p.Ser1040Asn)
(marcada con la flecha).
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Mutaciones BRCA2

En BRCAZ2 nosotros detectamos tres variantes missense de significado incierto

Una nueva mutacion no descrita previamente fue encontrada en el gen BRCA2, la transicion
¢.6427T>C que genera un cambio de serina por prolina (p.Ser2143Pro), esta variante no ha
sido reportada en las base de datos BIC, ni en otras bases de datos consultadas. Debido a que es
una mutacién missense, la consideramos como una VUS. Esta mutacién fue encontrada en una
familia con dos casos de cancer de mama y un caso de cancer de prostata (Tabla 2). Ninguno de
los controles presentd la mutacién.

La mutaciéon mds prevalente fue c.865A>G, se encontro en seis (10.3%) de las familias analizadas,
en cinco de ellas la edad de diagndstico de los casos indice fue entre 41 a 51 anos (Tabla 2). Esta
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Figura 4. Cromatograma de secuenciacion capilar que muestra la variante BRCA2 ¢.125A>G (p.Tyr42Cys)
(marcada con la flecha).
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Tabla 4. Resultados de los analisis bioinformaticos para mutaciones en BRCA1 y BRCA2

Cambio i PANTHER (Sub- PolyPhen-2 MutPred SNP&GO (RI;

Gen cDNA Proteina Align-GVGD SPEC) SIFT (Score) PROVEAN (Score) (Prob.)  (Prob.) EA)
. Neutral Tolerated . Neutral Disease

SRCAL c.3083G>A p.Arg1028His Co (-2.90) (0.23) Neutral (0.12) Benign (0) (0.391) (4; 72%)
¢.3119G>A p.Ser1040Asn C0Damaging (-3.46) Tolerated (1) Neutral (-1.69) Probati)rl]}é ?Sgl?% 1(\10e111t2r?:;1)1 (;).ig%%/sot)e

125A Tolerated . Neutral Disease

c >G p.Tyr42Cys co NA (0.113) Neutral (-1.32) Benign (0.09) (0.243) (6; 78%)

BRCA2 c865A>G  p.Asn289Asp co NA Da?(;aog(")‘é% Neutral (-1.14)  Benign (0.055) I(‘Ioe‘l*gg)l (gi;%%zg
.6427T>C  p.Ser2143Pro CODamaging (-3.38) Da{‘(‘fogi‘;% Neutral (-1.22) Pr"bati’rll}é ?Sg‘;‘gj I(“Oe_‘l‘;r;‘)l (gig%%zg

mutacién genera un cambio de asparagina por aspartato (p.Asn289Asp) en la proteina BRCA2 y
ha sido reportada 13 veces en la base de datos BIC, donde es clasificada como una VUS; sin
embargo, este es el primer reporte en Sur América. En este trabajo, estd mutacion fue encontrada
en todos los casos acomparfiada por el polimorfismo BRCA2 ¢.8755-66T>C.

La mutacién c.125A>G (p.Tyr42Cys) fue identificada en un paciente diagnosticado con cancer
de mama a los 39 afios, cuya madre y dos tias también presentaron la neoplasia (Tabla 2 and Fig.
4). De los 144 reportes en la base de datos BIC, solo dos de ellos son de Latino-América,
adicionalmente, Ruiz-Flores et al. %, reportaron esta mutacién en poblacién mexicana.

Ninguna de las mutaciones identificadas fue encontrada en la muestra control. Todas las
familias con mutaciones en los genes BRCA, también presentaron polimorfismos. Con respecto
a los polimorfismos encontrados, es importante sefialar que la mayoria de estos se detectaron
tanto en pacientes como en controles, a excepcion de ¢.426-89T> Cy c.2971A> G, observados
solo en pacientes (Tabla 3).

BRCA2 ¢.6841+80_6841+83delTTAA ha sido reportada como una VUS, 223 veces en la base
de datos BIC. En este estudio, esta alteracién fue encontrada en estado homocigoto, teniendo en
cuenta la presencia de la mutacién en doble dosis, y dado que, esta fue encontrada en pacientes
y controles, concluimos que esta variante no tiene importancia clinica.

Analisis in silico

Para predecir la posible importancia clinica de VUS en BRCA1 y BRCA2, se utilizaron
herramientas bioinforméticas. Estos analisis in silico fueron realizados para 4

variantes missense (2 en el gen BRCA1 y 3 en el gen BRCA?2) y para una variante intrénica.
A partir de estos resultados las mutaciones ¢.8112C>G, ¢.3119G>A (p.Ser1040Asn)

en BRCA1 and ¢.865A>G (p.Asn289Asp), c.6427T>C (p.Ser2143Pro) en BRCA2,

fueron clasificadas como probablemente deletéreas y las mutaciones BRCA1 ¢.3083G>A

(p.Argl028His) y BRCA2 c.125A>G (p.Tyr42Cys), como probablemente neutrales. Los detalles
de los resultados de los andlisis in silico son mostrados en (Tablas 4 and 5).

Discusion

Un gran numero de mutaciones han sido caracterizadas en los genes BRCA1 y BRCA2. A
excepcion de algunos grupos étnicos especificos, no existe una mutaciéon predominante

que explique la mayoria de los casos de cancer de mama hereditario ¥. A pesar de la alta
prevalencia de cdncer de mama en Colombia, los datos para esta poblacién son escasos '>'.
Una extrapolacion de los resultados obtenidos en otras poblaciones es riesgosa debido a que la
poblacién colombiana es el resultado de un complejo proceso de mezcla .

Tabla 5. Resultados del andlisis bioinformatico para la variante intrénica de BRCA1

Gen cDNA 5' 0 3" score modificacion (% variacion)

BRCA1 c.81-12C>G c.81N SSF: 70.09 - - -100.0%
c.81N MaxEnt: 7.05 - 5.37 -23.8%
c.81N NNSPLICE: 0.52 > - -100.0%
c.81N GS: 446 > 3.40 -23.8%
c.81N HSF: 7726 » 75.36 -2.5%
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Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en una muestra de familias con cancer de mama y/u ovario
del pacifico colombiano.

En este estudio, examinamos 72 pacientes (58 familias) con cancer de mama y/o ovario familiar
de la region Suroccidental de Colombia, con el propdsito de identificar el espectro mutacional
de los genes BRCA1 y BRCAZ2. Para el gen BRCA1, encontramos 7 variantes de secuencia, de
las cuales 3 habian sido clasificadas previamente como de significancia clinica desconocida y 4
como polimorfismos. Para el gen BRCA2, encontramos 12 variantes, de las cuales 2 habian sido
clasificadas previamente como de significancia clinica desconocida y una mutacién nueva la
cual no ha sido descrita previamente, y 9 polimorfismos.

La mutacién mas recurrente en este estudio fue BRCA2 ¢.865A>G (p.Asn289Asp). El

andlisis con SIFT clasifica esta variante como probablemente dafina (score: 0.008), asi como
SNP&GO (RI: 9) (Tabla 4). c.865A>G estd localizada en una region de activacién de activacién
transcripcional. %, y en la region de interaccion con la proteina ALIX (aminodcidos 203300) *,
esta proteina es parte de la maquinaria que media el evento final de abscisién de membrana *.
El posible papel de BRCA2 en este proceso es controversial, pero es probable que reclute y
entregue ALIX y otras proteinas, facilitando la finalizacién de la abscision *. Considerando esta
evidencia y los resultados de nuestros anilisis in silico, sugerimos que la mutacion p.Asn289Asp
es probablemente deletérea.

Interesantemente, p. Asn289Asp fue encontrada en todos los casos acompaiiada por el
polimorfismo ¢.875566T>C, el cual ha sido asociado con un incremento en riesgo de 1.79
veces para cancer de mama (95% CI: 1.16-2.78, p= 0.009) *, por lo tanto, es probable que la
convergencia de p.Asn289Asp con el polimorfismo ¢.875566T>C incremente aiin mas el riesgo
de mal funcionamiento de la proteina.

Por lo tanto, se sugieren, estas variantes como marcadores a considerar en el diagnéstico de la
predisposicién al cancer de mama y de ovario en pacientes colombianos, teniendo en cuenta la
alta frecuencia en que se encontrd, ya que el 10,3% de las familias exhibieron esta alteracién

También en el gen BRCA2, reportamos una nueva mutacién la c.6427T>C (p.Ser2143Pro),

esta mutacion fue encontrada en un caso indice que presento BC a los 40 afios ¢.6427T>C
(p.Ser2143Pro). Para esta mutaciéon missense PANTHER (3.38), SIFT (0.015) y Polyphen2
(score: 0.999) (Tabla 4) predicen que esta variante es dafiina, debido a que la Ser2143 est en
una posicion altamente conservada, adicionalmente, SNP&GO predice que es patoldgica (RI 8),
indicando una alta probabilidad de que se afecte la estructura tridimensional y probablemente
su funcién. Por lo tanto, proponemos BRCA2 ¢.6427T> C como una variante a ser considerada
en el diagndstico de predisposicion a cancer de mama, a la fecha, exclusiva de la poblacion de
Colombia, considerando que no ha sido reportada previamente.

La otra VUS encontrada en el gen BRCA2 fue la alteracion c.125A>G (p.Tyr42Cys), clasificada
como no patogénica por la mayoria de las herramientas in silico (Table 4). Esta variante ha sido
clasificada como una variante neutral **. Wu et al. * y Kuznetsov et al. *, usando diferentes
ensayos funcionales compararon las formas mutantes y silvestres de BRCA2 y concluyeron

que la variante p.Tyr42Cys no afecta la funcién de BRCA2 Estos resultados son consistentes
con los resultados obtenidos en nuestro andlisis in silico, por lo que sugerimos que la

variante BRCA2 p.Tyr42Cys es probablemente neutral.

Para la variante intrénica BRCA1 ¢.8112C>G la herramienta integrada Alamut predijo que el
sitio natural de empalme en el exdn 3 (c.81N) podria ser alterado, como se muestra en la Tabla
5, donde cuatro de las cinco herramientas de empalme mostraron un porcentaje de variacion
superior al 10%.

Para entender mejor el efecto de esta mutacion en el sitio aceptor del exén 3, usamos el programa
NNsplice, el programa predice que con la mutacidn el sitio aceptor normal podria ser alterado y
un nuevo sitio alternativo posible podria ser usado, el programa otorga a este sitio una puntuacién
de 0,97, el cual corresponde al sitio aceptor del exdn 4 (tag//ATTTTGC), esto llevaria a la pérdida
del ex6n 3 y la generacién de un codén de parada prematuro. Por lo tanto, sugerimos que la
mutacién BRCA1 ¢.8112C>G es probablemente deletérea debido a la generacion de cambios
significativos en la proteina BRCA1; esta mutacion fue encontrada en tres hermanas, que
pertenecen a una familia con una alta incidencia de BC (7 casos) y OC (4 casos).
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Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en una muestra de familias con cancer de mama y/u ovario
del pacifico colombiano.

Otra mutaciéon missense identificada en BRCA1 fue ¢.3119G>A (p.Ser1040Asn), el algoritmo
PolyPhen-2 predice este cambio como probablemente dafino (0,974), tal como PANTHER
(3.46) y SNP&GO (7. 85%) (Tabla 4). La region en la cual esta localizada esta variante, se ha
sugerido es una region de interaccién directa de BRCAlcon la proteina RAD51, esta unién
directa con RAD51 se ha propuesto que ocurre en los aminodcidos 758-1064 de BRCA1 *; sin
embargo, a la fecha, todavia no hay consenso sobre si esta interaccion es directa o indirecta ¥/,
la controversia sobre el rol de esta variante necesita ser clarificada puesto que algunos autores
la clasifican como neutral **. Teniendo en cuenta la interaccién con RAD51 y el hecho de
que tres de los programas muestran esta posiciéon como altamente conservada, sugerimos

que esta variante es probablemente deletérea. Para la mutacion missense BRCA1 ¢.3083G>A
(p.Argl028His), la mayoria de las herramientas in silico utilizadas predicen que esta variante es
neutral o tolerada (Tabla 4), Solo el algoritmo SNP&GO predice esta variante como inductora
de la enfermedad; sin embargo, el indice RI carece de suficiente confianza para la prediccion.

Estos resultados son consistentes con estudios previos, entre ellos se encuentra un analisis de
variacion de secuencia interespecifica en el que la variante p.Arg1028His es clasificada como
probablemente neutral o de poca importancia clinica *. Teniendo en cuenta la evidencia previa,
Podemos concluir que esta variante es probablemente neutral.

A pesar de que BRCA2 ¢.1114A>C (p.Asn372His) es considerado como un polimorfismo, esta
variante estd localizada dentro de una regién que interactia con el dominio acetil transferasa
de la proteina factor asociado a P300/CBP (PCAF) * y ha sido asociada con un incremento en
riesgo de 2.29 veces (95% CI: 1.164.49; p= 0.016).

En familias sin mutaciones en BRCA1/2 con alto riesgo de BC *.. Wen-Qiong et al. *, realizaron
un andlisis agrupado, donde la variante BRCA2 p.Asn372His se asoci6 significativamente con
un mayor riesgo de cancer general (modelo dominante: OR= 1.07, 95% CI: 1.01-1.13; modelo
recesivo: OR= 1.12, 95% CI: 1.02-1.23). Por lo tanto, sugerimos que esta variante podria ser
considerada como un alelo de baja penetrancia para cancer de mama.

Adicionalmente, el polimorfismo BRCA2 ¢.426-89T>C fue encontrado en 2 familias, en ambos
casos acompafado por la mutacion c.865A>G (p.Asn289Asp) y los polimorfismos 8755-66T>C
and ¢.8851G>A. La base de datos BIC reporté esta variante 37 veces y es una variante alélica
normal que no juega un papel directo en la generacién de tumores en cancer de mama *.

Encontramos, en la region del pacifico colombiano, que 11 (18.9%) de las familias estudiadas
presentaron mutaciones germinales en BRCA1 o BRCA2 y 9 de ellas fueron probablemente
patogénicas. Por lo tanto, estas mutaciones explican el 15.5% de los casos de cancer de mama/
ovario en nuestra muestra. Adicionalmente, todos los individuos analizados tenian, al menos,
un polimorfismo y ninguno de los controles presentd las mutaciones clasificadas como
probablemente deletéreas en este estudio.

El barrido mutacional fue realizado usando una combinacién de SSCP (polimorfismos
conformacionales de cadena sencilla) y secuenciacion. Teniendo en cuenta que el método
SSCP tiene una sensibilidad del 94% * es posible que alrededor del 6% de las mutaciones en la
region codificante de los genes BRCA1 y BRCA2 no hayan sido detectadas. Adicionalmente,
este trabajo no incluyd la busqueda de grandes deleciones ni reordenamientos genémicos que
explican aproximadamente el 10% de todas las mutaciones BRCA1".

El espectro de mutaciones encontradas en este estudio es diferente de las reportadas en estudios
previos, los cuales evaluaron pacientes de la region central de Colombia '>*>***. Sugerimos

que la razon principal de estas diferencias entre estudios es que la poblacién colombiana es el
resultado de un complejo proceso de mezcla entre Europeos, Africanos y Nativos-americanos,
en diferentes grados dependiendo de la region *.

Por lo tanto, la extrapolacion de los resultados de una regién al resto de la poblacién
colombiana resulta riesgosa, por ejemplo, la poblacion del Suroccidente de Colombia tiene una
dindmica poblacional especifica y esta es diferente a la de la region central *'.

Estos hallazgos indican que la poblacién colombiana tiene un espectro heterogéneo de
mutaciones BRCA, por lo cual es de suma importancia generar estudios donde estén
representadas las diferentes regiones del pais, con el fin de hacer un acercamiento real al
espectro mutacional Colombiano.

Colombia Médica | http://dx.org/1025100/cm.v50i3.2385 Sep 30,2019 172


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/table/t5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/table/t4/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B44
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B50
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B28
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/tools/article-previewer/articles/instance/2049814/#B51

Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en una muestra de familias con cancer de mama y/u ovario
del pacifico colombiano.

Conclusiones

Encontramos que 11 de las familias estudiadas presentaron mutaciones germinales
en BRCA1 o BRCA2 y 9 de ellas fueron probablemente deletéreas. Estas mutaciones explican el
15.5% de los casos de cancer de mama/ovario de nuestra muestra.

La mutacién mas recurrente en este estudio BRCA2 ¢.865A>G, sugerimos que la mutacién
p-Asn289Asp es probablemente deletérea. También, en el gen BRCA2 reportamos una nueva
mutacion, ¢.6427T>C (p.Ser2143Pro), proponemos esta mutacion como una variante a ser
considerada como exclusiva de la poblaciéon colombiana.

Sugerimos que la variante intrénica BRCA1 c.81 12C>G es probablemente deletérea; esta
mutacién fue encontrada en una familia con alta incidencia de BC y OC. En el gen BRCAL,
también reportamos la variante ¢.3119G>A (p.Ser1040Asn) y sugerimos que es probablemente
deletérea.

Consideramos entonces, que actualmente, el uso de pruebas genéticas basadas en paneles
mutacionales para BRCA1 y BRCA2 en pacientes colombianos, no seria suficientemente
informativo, debido al espectro mutacional diverso de esta poblacion, el cual es evidenciado
en este trabajo. Por lo tanto, el barrido mutacional de toda la region codificante de los

genes BRCA1 y BRCA2 es necesario para el diagndstico genético molecular de pacientes
colombianas con alto riesgo de cancer de mama.
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