ARTICULO ORIGINAL
Rev Méd Urug 2017; 33(2):102-107

Cancer de mama y ovario hereditario en
Uruguay: resultados del screening para
mutaciones en genes de susceptibilidad
por secuenciacion de nueva generacion

Dres. Adriana Della Valle, Carlos Acevedo, Patricia Esperon, Florencia Neffa,
Nora Artagaveytia, Guianeya Santander, Mariana Menini, BQ. Carolina Vergara,
BQ. Florencia Carusso, Lic. Marta Sapone

Grupo Colaborativo Uruguayo: Investigacion de Afecciones Oncoldgicas Hereditarias.
Asociacion Civil sin Fines de Lucro

Resumen

Introduccion: el cancer de mama representa la primera causa de muerte por cancer en mujeres de Uruguay. Se estima que
cerca de 7% son causados por mutaciones en el acido desoxirribonucleico germinal. Los costos de la secuenciacion genéti-
ca han descendido draméticamente gracias a la aparicion de la secuenciacion de nueva generacion (NGS). El cambio tecno-
I6gico abri6 una nueva etapa en el estudio del cancer hereditario en nuestro pais.

Objetivo: comunicar los resultados de la utilizacidn de tecnologia NGS y paneles multigénicos en familias uruguayas con
alto riesgo de cancer de mama hereditario.

Pacientes y método: se secuenciaron 135 familias de alto riesgo que provenian de la consulta de consejeria genética que
funciona en el Grupo Colaborativo Uruguayo: Investigacion de afecciones oncoldgicas hereditarias. Cuando la historia fami-
liar sugeria claramente un sindrome de cancer de mama y ovario hereditario se efectuéd secuenciacion NGS exclusiva de los
genes BRCA1 y 2; cuando el patrén familiar no configuraba claramente se utilizo un panel multigénico.

Resultados: se efectud NGS exclusiva de genes BRCA1y 2 en 62 familias y un panel multigénico en 73 familias. Se identifi-
caron en total 29 mutaciones patégenas (21 en genes BRCA y 8 en otros genes). Dos de ellas fueron noveles y tres pueden
considerarse recurrentes en la poblacién uruguaya.

Conclusiones: este trabajo es el primero en Uruguay en reportar el resultado de esta nueva tecnologia en el cancer de
mama hereditario. El hallazgo de 29 mutaciones patdégenas nos ayuda a delinear el perfil mutacional de nuestro pais.
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Introduccion

El cancer de mama representa la primera causa de muer-
te por cancer en mujeres de Uruguay'". Si bien la mayo-
ria de los canceres de mama son esporadicos, se estima
que cerca de 7% son causados por mutaciones en el aci-
do desoxirribonucleico germinal ®.

En los ultimos cinco afos los costos de la secuencia-
cion genética han descendido dramaticamente en el
mundo gracias a la aparicion de la secuenciacion de nue-
va generacion (Next Generation Sequencing o NGS).
Estanueva tecnologia logrd que las plataformas, que se-
cuenciaban 1.000 bases por dia, multiplicaran su capaci-
dad alcanzando la secuenciacion de miles de millones de
bases diarias"”.

El cambio tecnologico abrié una nueva etapa en el
estudio del cancer de mamay ovario hereditario en nues-
tro pais, ya que el screening de mutaciones que hace una
década era inaccesible para la mayoria de la poblacion,
actualmente estd siendo incorporado paulatinamente en
la practica médica de Uruguay.

Hasta el momento, la tinica experiencia local en se-
cuenciacion para genes de cancer de mama hereditario
data de la época pre NGS. En la misma, se secuenciaron
42 familias de alto riesgo para mutaciones BRCA 1y 2,
encontrando siete mutaciones patogénicas'®.

El objetivo de nuestro estudio es comunicar los re-
sultados de lautilizacion de la tecnologia NGS y paneles
multigénicos en 135 familias uruguayas con alto riesgo
de cancer de mama hereditario y comenzar a delinear el
perfil uruguayo de mutaciones en cancer de mama y
ovario hereditario.

Pacientes y método

Todos los individuos provenian de la consulta de conse-
jeria genética que funciona en el Grupo Colaborativo
Uruguayo: Investigacion de afecciones oncoldgicas
hereditarias.

Se obtuvieron muestras de sangre, mucosa yugal o
saliva para los estudios subsiguientes.

En todos los casos se firmé un consentimiento infor-
mado antes de extraer la muestra y antes de entregar el
resultado, agendando una segunda consulta para conse-
jeria postest.

La indicacién de secuenciacion para mutaciones re-
lacionadas al cancer de mama y ovario se efectud siem-
pre segln el criterio de los consejeros genéticos del gru-
po y apoyandose en las pautas de la National Com-
prehensive Cancer Network (NCCN)® y en el modelo
de riesgo BRCAPRO toda vez que se considerd necesa-
rio.

Cuando la historia familiar sugeria claramente un sin-
drome de cancer de mama y ovario hereditario (HBOC por

su sigla en inglés) se indic una secuenciacion NGS ex-
clusiva de los genes BRCA1 y 2 (laboratorio Genia,
Montevideo, Uruguay, www.genia.com.uy).

Cuando el patron familiar no configuraba claramen-
te un sindrome HBOC, se utilizé un panel multigénico
(Common Hereditary Cancers Panel, Invitae, San Fran-
cisco, Estados Unidos, www.invitae.conm), o de color
test, golor Genomics, San Francisco (www.color.com).

Estos paneles utilizan tecnologia NGS para la se-
cuenciacion genética de entre 30 y 42 genes, incluyendo
BRCAI1 y 2, ademas de otros genes relacionados al can-
cer de mama y ovario tipo hereditarios como: CHEK2,
ATM, PALB2, PTEN, TP53, CDHI, RAD51C, BRIPI,
STK11, entre otros.

En caso de ausencia de mutaciones puntuales todos
los laboratorios realizan la busqueda de grandes rearre-
glos de los genes estudiados.

Toda vez que una variante patogénica o de significa-
do incierto (VUS) fue identificada por NGS, se efectud
su confirmacion por método de Sanger.

Los criterios utilizados para clasificar las variantes
se realizo seglin las normas del Colegio Americano de
Genética de Medicina Genémica (ACGM)©.

Resultados

Fueron analizadas 62 familias por NGS exclusiva de
genes BRCAL1 y 2, y73 familias por panel multigénico.
Del total de las 135 familias secuenciadas, solo tres eran
de etnia judia ashkenazi.

Se identificaron en total 29 mutaciones patégenas
(21 en genes BRCA y 8 en otros genes) que se detallan
en la tabla 1.

Entre las mutaciones patogenas de BRCA1 y 2, dos
de cllas fueron noveles (no reportadas anteriormente en
bases de datos) y tres se repitieron en nuestra serie y pue-
den considerarse recurrentes en la poblacion uruguaya
(sin evidencias de cosanguineidad).

No encontramos mutaciones patogénicas en ninguna
de las familias de etnia judia ashkenazi.

Adicionalmente se encontraron diez VUS: tres en
BRCAL, tresen BRCA2, dosen CHEK2 y dos en TP53.
Discusion
Aproximadamente el 15% de las pacientes con cancer
de mama tiene antecedentes familiares cargados, pero
solo en la mitad de ellas se identifican mutaciones res-
ponsables de la enfermedad®”. En la otra mitad de los
casos, incluso cuando la pesquisa de mutaciones es ne-
gativa, no debe considerarse que ese grupo de pacientes
tenga un riesgo estandar de desarrollar la enfermedad®.

Es por ello que resulta de fundamental importancia
la figura del consejero genético que es quien debe indi-
car este tipo de estudios genéticos y, aun mas importan-
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Tabla 1. Resumen de las mutaciones encontradas por gen y caracteristicas de los casos indice.

# Mutacion Gen # mama Promedio edad cancer
de mama
1 €.798_799delTT BRCA1 2 26,5
2 €.798_799delTT BRCA1 5 42,6
3 c.211 A>G BRCA1 4 40,75
4 .5464_5465insT BRCA1 4 37,6
5 c.211A>G BRCA1 3 36,6
6 c.213_12A>G BRCA2 1 41
7 .302-2A>G BRCA1 1 42
8 c.1504_1508delTTAAA BRCA1 1 48
9 c.211A>G BRCA1 3 39,3
10 delecion exén 14 BRCA1 2 31,5
11 c.5144_5147delTGTA BRCA2 5 48
12 ¢.2806_2809delAAAC BRCA2 3 543
13 €.2806_2809delAAAC BRCA2 3 478
14 ¢.5946delT BRCA2 0 NC
15 .8878C>T BRCA2 2 39,5
16 €.6645C>G BRCA2 3 36,6
17 ¢.9808delG BRCA2 1 31
18 c.2C>T BRCA2 3 373
19 €.2979G>A BRCA2 1 44
20 c.4222C>T BRCA2 4 39
21 .4889C>G BRCA2 2 375
22 c.743G>A/¢.1921C>T p53/BARD1 1 27
23 ¢.375G>A Tp53 5 35
24 c.818G>A Tp53 2 38,1
25 c473G>A tp53 2 355
26 c.916C>T Tp53 1 33
27 c.709C>T RAD51C 1 45
28 c.846+1G>C CHEK2 1 55

# mama: nimero de tumores mamarios por familia; promedio edad mama: edad promedio de edad de aparicion de cancer de mama; NC: de-
but con cancer de ovario.
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te, establecer la pauta con que deberan ser manejados los
pacientes luego de conocidos los resultados de la se-
cuenciacion.

Por este motivo, en las pacientes con historia fami-
liar de cancer de mama u ovario el médico de atencion
primaria no debe solicitar estudios genéticos, sino deri-
var el caso a uno de los centros especializados en onco-
genética que trabajan en nuestro medio. En dicha con-
sulta el consejero genético evaluara el riesgo especifico
del individuo y decidira si corresponde o no la realiza-
cion de un estudio genético para confirmar o descartar la
sospecha clinica de cancer hereditario.

En nuestra serie de 135 familias pesquisadas se en-
contraron mutaciones patoégenas en 29 (21,5%), pro-
porcién que es consistente con la de la mayoria de las
series de la literatura en que se estudian pacientes de al-
to riesgo".

Entre las mutaciones en los genes BRCA, y siguien-
do la tendencia de la mayoria de las series publicadas''”,
hubo una proporcion balanceada entre BRCAL y
BRCA2 (48% vs 52%, respectivamente). La gran mayo-
ria de las mutaciones halladas ya estaban reportadas en
las bases de datos y fueron descritas fundamentalmente
en poblaciones de Europa occidental y Europa del este,
lo que se explica por la elevada proporcion de ancestria
europea (77%) que se ha descrito en nuestro pais‘'".

Dos mutaciones en el gen BRCA1 (c.1504
1508delTTAAA y delecion completa del exon 14) fue-
ron noveles (no reportadas previamente en bases de
datos).

Tres mutaciones se presentaron como recurrentes en
nuestra serie: dos en BRCAIl (c.211A>G, ¢.798
799delTT, ¢.2806 _2809delAAAC) y una en BRCA2
(c.2806_2809delAAAC). Una cuarta mutacion
(BRCA1¢c.5464 5465insT) fue descrita previamente en
una serie de Uruguay®, por lo cual puede ser considera-
da como recurrente para nuestro pais.

Una de ellas, la mutacion en el gen BRCAI
¢.211A>G (de alta prevalencia en la poblacion de Gali-
ciay descrita como la mutacion recurrente mas frecuen-
te en una serie argentina''?') se presenté tres veces en
nuestra casuistica.

Ninguna de las mutaciones de nuestra serie coincide
con las reportadas en series de hispanoparlantes de Esta-
dos Unidos y México por Weitzel'?, creador del panel
multigénico HISPANEL. Este hecho reafirma el con-
cepto de Solano"? y Ossa''? de que las mutaciones de
las poblaciones latinoamericanas difieren de las encon-
tradas en los hispanoparlantes de Norteamérica.

La ausencia de mutaciones fundacionales de la etnia
judia ashkenazi se explica seguramente por la bajisima
proporcion de familias con este tipo de ancestria en
nuestra cohorte.

Un hallazgo peculiar en nuestro estudio es el alto
porcentaje de mutaciones patogenas en genes no BRCA.
Solo las mutaciones en el gen TP53 representaron el
17% del total de mutaciones deletéreas encontradas.
Este porcentaje triplica al descrito en la mayoria de las
series de la literatura'>'® y resalta la importancia del es-
tudio con panel multigénico, ya que de haberse secuen-
ciado solo los genes BRCA1/2, estas mutaciones pato-
genas hubiesen pasado inadvertidas.

Conclusion

Este trabajo es el primero en Uruguay en reportar el re-
sultado de la aplicacion de la tecnologia NGS y los pa-
neles multigénicos en el estudio del cancer de mama y
ovario hereditario.

El hallazgo de 29 mutaciones patdgenas en genes de
susceptibilidad para cancer de mama y ovario permite,
junto a otras series locales, comenzar a delinear el perfil
mutacional de nuestro paisy sienta las bases para la futu-
ra formacion de un registro nacional de mutaciones.

Conlflicto de intereses: los autores formamos un gru-
po de estudio de enfermedades oncoldgicas hereditarias
y la Fundacién financia la realizacion de algunos estu-
dios moleculares a familias. No percibimos sueldo u otra
forma de bonificacioén alguna.
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Abstract

Introduction: breast cancer is women’s first cause of
death in Uruguay. According to estimations, around 7%
of cases result from germinal mutations by deoxyribo-
nucleic acid. The cost of genetic sequencing has drama-
tically dropped thanks to the arrival of next-generation
sequencing (NGS). This technological change opened a
new era in the study of hereditary cancer in our country.

Objective: to communicate the results of using NGS
technology and multigenic panels in Uruguayan fami-
lies with high risk of hereditary breast cancer.

Method: 135 high risk families referred by the gene-
tic counselling consultation that is provided at the Uru-
guayan Collaborative Group (Hereditary Oncological
Conditions Research) were sequenced. When the family
history clearly suggested hereditary breast and ovary
cancer was a possibility, exclusive NGS sequencing was
done for BRCA1 and BRCA2 genes; when the family
pattern was not clear to this respect, multigenic panels
were used.

Results: exclusive NGS sequencing for BRCA1 and
BRCA2 genes was done in 62 families, and multigenic
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panels were used in 73 families. 29 pathogenic muta-
tions were identified (21 in BRCA genes and 8 in other
genes). Two of them were new to the disease and three
could be considered recurrent in the Uruguayan
population.

Conclusions: this study is the first one in Uruguay to
report the results of this new technology in hereditary
breast cancer. The finding of 29 pathogenic mutations
contributes to outlining the mutational profile of our
country.

Resumo

Introducio: o cancer de mama ¢ a primeira causa de
morte por cancer em mulheres no Uruguai. Estima-se
que aproximadamente 7% sejam causados por mutag-
oes no acido desoxirribonucleico germinal. Os custos
da sequenciagdo genética diminuiram dramaticamente
gragas ao aparecimento da sequenciag@o de nova gerag-
30 (NGS). Esta nova tecnologia deu inicio a uma nueva
etapa no estudo do cancer hereditario no nosso pais.

Objetivo: comunicar os resultados da utilizagdo de
tecnologia NGS e painéis mutagénicos em familias uru-
guaias com alto risco de cancer de mama hereditario.

Pacientes e método: 135 familias de alto risco origi-
narias do aconselhamento genético que funciona no
Grupo Colaborativo Uruguaio: Pesquisa de afecgoes
oncologicas hereditarias foram sequenciadas. Quando
a historia familiar sugeria uma sindrome de cancer de
mama e ovario hereditarios fez-se a secuenciacao NGS
exclusivamente dos genes BRCA1 e 2; quando o padréo
familiar ndo era claro foi utilizado um painel multigéni-
co.

Resultados: realizou-se NGS exclusivamente de
genes BRCA1 e 2 em 62 familias e um painel multigéni-
co em 73 familias. Foram identificadas 29 mutagdes pa-
togénicas (21 em genes BRCA e 8 em outros genes).
Duas eram novas e trés podem ser consideradas como
recorrentes na populagéo uruguaia.

Conclusdes: este trabalho ¢ o primeiro que apresen-
ta os resultados desta nova tecnologia aplicada ao cancer
de mama hereditario no Uruguai. O achado de 29 mutag-
Oes patogénicas ajuda a definir o perfil mutacional do
Nnosso pais.
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