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Resumen

Un porcentaje no desdefiable de mujeres jévenes con cancer de mama esporadico
son portadoras de mutaciones germinales en BRCA1/2. Esta prevalencia esta
estrechamente condicionada por otras variables como el tipo de poblacion,
fenotipo tumoral y edad de diagnostico de cancer de mama. La presencia de una
estructura familiar no informativa es una variable predictiva de la presencia de
mutaciones en BRCAI/2 en estas pacientes, pero este hallazgo no ha sido
debidamente validado en cohortes independientes. Existe una fuerte asociacion
entre las mutaciones en BRCAI y los tumores mamarios de tipo triple negativo
(TN). En el presente trabajo analizamos la utilidad de las variables estructura
familiar no informativa y fenotipo TN como variables predictivas de mutaciones
germinales en BRCA1/2 en una cohorte de mujeres jévenes (< 35 afios) con cancer
de mama esporddico previamente remitidas (1998-2012) a unidades de
asesoramiento genético espafiolas (n = 341). Retrospectivamente, la estructura
familiar fue clasificada en informativa, no informativa o no clasificable mediante la
revision centralizada de los pedigrees disponibles en el momento de realizarse los
respectivos estudios genéticos. Asimismo, los tumores de mama fueron
clasificados en TN, no-TN y no clasificables mediante la revisién de las historias
clinicas. Veinticuatro pacientes (7.12 %) fueron portadoras de mutaciones
patogénicas, 14 en BRCA1 y 10 en BRCAZ. Tanto la estructura familiar no
informativa (OR = 3.61, p = 0.027) como el subtipo TN (OR = 3.14, p = 0.013)
fueron variables independientes de la presencia de mutaciones germinales en
BRCA1/2. La prevalencia de mutaciones en el subgrupo de mujeres con al menos
un factor predictivo (estructura familiar no informativa, subtipo TN o ambos) fue
del 13.5 %, frente al 2.8 % en aquellas mujeres con estrucutra familiar informativa
y tumores no-TN (OR = 5.31, p = 0.006). Demostramos, con la informacién
disponible en un contexto de practica clinica rutinaria, la utilidad de la estructura
familiar y el fenotipo TN como modelo predictivo de mutaciones germinales en
BRCA1/2 en mujeres jévenes con cancer de mama esporadico. Nuestro estudio
sugiere que restringir el analisis tan solo a aquellas mujeres con al menos un factor
predicitivo podria ser una estrategia valida para optimizar la realizacién de

estudios genéticos en este subgrupo de mujeres.
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Summary

1. Introduction

The risk of breast cancer in first-degree relatives of women with breast cancer is
approximately two times higher than in women from the general population. So
far, BRCA1 and BRCAZ are the best characterized breast cancer high-risk genes, but
they only explain approximately 20% of the excess familiar risk. Since BRCA1 and
BRCA2 germ-line deleterious mutations (hereafter referred as BRCA mutations)
cause autosomal dominant hereditary cancer syndromes, a positive family history
of breast and/or ovarian cancer is the most relevant clinical feature guiding BRCA
mutation testing in daily clinical practice. However, germ-line mutations are
present in a non-negligible fraction of the sporadic breast and ovarian cancer
cases, although prevalence estimates are very much dependent on ascertainment
factors such as ethnicity, tumor subtype and age of diagnosis. Since the
identification of BRCA germline mutations is clinically relevant, most current
guidelines include sporadic early-onset breast cancer as an inclusion criterion for
BRCA mutation testing. Unfortunately, there is no consensus defining early-onset
breast cancer, with age of diagnosis varying enormously (threshold ranging from
30 to 50 years) depending on the authors.

In a seminal paper, Weitzel et al. demonstrated that limited family structure is a
significant predictor of BRCA germline mutations in sporadic early-onset (<50y)
breast cancer cases, highlighting the importance of comprehensive family data
collection (including both maternal and paternal branches) for proper
breast/ovarian cancer genetic risk assessment in this group of patients. Yet, as far
as we know, these findings have not been validated in an independent cohort of
sporadic early-onset breast cancer cases.

An overwhelming amount of data supports a strong association between Triple
Negative Breast Cancer (TNBC) and BRCA1 germline defects. BRCA mutation
testing in TNBCs below 50 has demonstrated to be cost-effective, and current
clinical guidelines have incorporated TNBC as a criterion for BRCA testing,

regardless of family history. However, the role of TNBC as predictor of BRCA status
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in the subgroup of sporadic early onset breast cancers with limited family
structure has not been formally addressed.

In the present study, we have analyzed the prevalence of BRCA mutations, TNBC
subtype, and Limited Family Structures in a cohort of early-onset (<35y) sporadic
breast cancer patients ascertained through Genetic Counseling Units from Spain.
Our primary objective was to evaluate the feasibility of limited family structure
and TNBC subtype as predictors of BRCA germline defects in this subgroup of

patients.

2. Methods

2.1. Clinical Variables

We have included in the present study a cohort of 341 female breast cancer
patients that, at the time of risk assessment (1998-2012 period), were considered
sporadic (no personal or familiar history of breast and/or ovarian cancer in first
and second-degree relatives) but selected for genetic testing because of an early
onset diagnosis (< 35 years). The cohort included 3 patients diagnosed of bilateral
synchronic breast cancers. Data was contributed by six Academic Hereditary
Cancer Clinics from Spain. For the purpose of this study, all clinical variables were
retrieved from multigenerational pedigrees and medical records available at the
time of risk assessment and genetic testing. Breast cancer cases were classified
into 3 different categories according to a family structure variable. For that
purpose, we centrally reviewed the corresponding multigenerational pedigrees.
The family structure variable was defined as in Weitzel et al. (limited family
structure defined as fewer than two first or second-degree female relatives
surviving past age 45 years in either the maternal or paternal lineage; otherwise
the participant was considered to have an adequate family structure), with the
single notable difference that, in addition to limited and adequate family
structures, we have introduced a third category of non-assessable family
structures. The latter reflects the fact that some pedigrees do not provide all
information required for proper classification into limited or adequate family

structures (for instance, missing ages in relatives). As in Weitzel et al., if maternal
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and/or paternal pedigree information was missing (for whatever reason, including
adoptees), the family structure was classified into the limited category.

Breast cancer cases were classified as well into 3 different categories according to
information on estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), and human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) statuses retrieved from medical
records. Centrally reviewing of primary pathology reports was not attempted, so
ER, PR and HER2 status were scored as positive or negative according to
standardized criteria for routine clinical practice in each institution. Tumours with
negative expression data for all 3 markers were considered TNBCs. Tumours with
positive expression data for one or more markers were considered non-TNBCs.
Tumours with missing data for all 3 markers, or combining lack of expression for
some markers with missing data for other markers, were considered non-

assessable for TNBC subtype.

2.2. BRCA 1 and BRCAZ germline mutations

Germ-line mutation scanning included the full coding sequence and intron/exon
boundaries of both genes. Depending on the participating centre and/or year of
analysis, mutation scanning was performed by direct sequencing, dHPLC, DGGE or
HRM. BRCA1 mutation scanning was performed in all 341 participants, whereas
BRCAZ mutation scanning was performed in 332 participants (out of 9 participants
not tested for BRCA2 mutations, five were carriers of BRCA1 mutations).

BRCA mutations were considered pathogenic (disease causing) if they are
predicted to introduce premature termination codons and/or are defined as such

by the Breast Cancer Information Core (BIC).

2.3. Statistical analysis

In all statistical analysis, bilateral synchronic cases were considered as
independent events. Association between categorical variables were investigated
using the Fisher’s exact test. Analyses were performed with JavaStat software
(www.statpages.org). Binary Logistic Regression Analyses were performed with
the SPSS statistical package for windows (version 13.0). The enter method was
used to calculate the logarithm of odds of carrying a pathogenic mutation in

BRCA1, BRCAZ, or both, as a linear function of TNBC and Limited Family Structure.
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3. Results

A total of 341 sporadic breast cancer cases were included in our study. The median
age of diagnosis was 32 year-old. No statistically significant differences across
contributing institutions were observed. According to family structure, breast
cancer cases classified as follows: 166 cases displayed an adequate family
structure (48.6%), 99 cases displayed a limited family structure (29%), and the
remaining 76 cases were considered non assessable (22.3%). The cohort included
57 TNBCs (16.7%), 213 non-TNBs (62.5%) and 71 non-assessable tumours
(20.8%). A total of 216 breast cancer cases (63.3%) were assessable for both
family structure and TNBC.

Twenty-four patients (7.12 %) carried a deleterious germ-line mutation, 14 in
BRCA1 (4.10 %) and 10 in BRCAZ (3.01%). None of the 3 women diagnosed of
bilateral synchronic breast cancer carried a deleterious germ-line mutation. We
detected germ-line mutations in 13.1% of the sporadic breast cancer cases with
limited family structure. The prevalence dropped to 4.8% in cases with adequate
family structure, and to 4% in cases with non-assessable family structure. The
enrichment of germ-line mutations observed in sporadic cases with limited family
structures was statistically significant (OR=3.17; 95% CI 1.29-7.94, p=0.006). The
analysis was performed as well in the subset of patients with assessable family
structures (N=265), with similar findings (OR=2.99; 95% CI 1.10-8.24, p=0.016).
Apparently, both BRCA1 and BRCAZ contributed to this finding with similar size-
effects, although gene-specific analyses did not reach statistical significance in all
cases.

As expected, we identified a strong association of BRCA1 germ-line mutations with
TNBC tumours (OR=5.82, 95% CI 1.57-22.33, p=0.004). No association between
BRCAZ germ-line mutations and immune-phenotypic data was observed. We did
observe an excess of colorectal, prostate, gastric and melanoma malignancies
among first and second-degree relatives of mutation carriers if compared with
non-mutated counterparts. However, no statistically significant association was
found except for a marginally significant association of melanoma and BRCAZ

mutations (OR 7.80, 95% CI 0.99-48.07, p=0.046).
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Logistic regression analysis indicated that both TNBC and limited family structure
are significant predictors of BRCA mutation status with similar size effects.
Remarkably, gene-specific analysis suggested that limited family structure is a
predictor of both BRCA1 and BRCAZ mutation status. For BRCA1, the size effect of
TNBC is higher than the size-effect of limited family structure. TNBC did not
predict BRCA2 mutation status.

The highest prevalence of BRCA mutations was observed in TNBCs with limited
family structure (25%). Out of 216 breast cancer cases assessable for TNBC and
family structure, approximately half (N=111) were positive for at least one BRCA
mutation predictor (TNBC, limited family structure, or both). The prevalence of
BRCA germ-line mutations in this subgroup of breast cancer cases was 13.5%,
whereas it dropped to 2.8% in non-TNBCs with adequate family history (N=105).
The difference was statistically significant (OR=5.31, 95%CI 1.38-23.89, p=0.006).
The prevalence of germ-line mutations in the group of sporadic cases with non-

assessable predictors (family structure, TN status, or both) was 4.8% (N=125).

4. Discussion

In 2007, Weitzel et al. published a seminal study highlighting the importance of
family structure when estimating BRCA mutation prevalence in sporadic breast
cancer patients. In particular, they demonstrated that limited family structure is a
significant predictor of BRCA genetic defects in single cases of early-onset (<50y)
breast cancer (OR=2.88, 95% CI 1.16-7.36, p=0.018). The study was conducted in
306 single-case breast cancer patients diagnosed at age < 50 year. Despite its
clinical relevance, so far only the NCCN guidelines consider limited family
structure as independent criteria for mutation testing. Probably, the lack of
validation studies might have limited its clinical use. Indeed, a recent report failed
to replicate the predictive role of limited family structure in a larger cohort
(N=474) of early-onset (<40y) sporadic breast cancer cases from Korea (OR=1.26,
95% CI 0.55-2.98). It is possible that the definition of limited family structure as
proposed by Weitzel et al. is not directly applicable to other populations. As the
Korean authors asseverate, breast cancer in Asian women trends to develop at

younger ages and this, together with other epidemiologic and environmental

-17 -



factors, might have underscored the value of family structure for mutation
prediction in this subset of patients. As far as we know, no other study conducted
to investigate the predictive role of family structure has been reported so far.

In the present study, we show that limited family structure predicts BRCA
mutation status in a large cohort (N=341) of Spanish early-onset (<35y) sporadic
breast cancer cases. Moreover, the effect size is very similar to that reported
previously by Weitzel et al. (OR of 2.99 vs. OR of 2.88). However, our study shows
as well remarkable differences. First, Weitzel et al. do not report non-assessable
family structures (apparently, all pedigrees are classifiable into limited or
adequate categories), whereas up to 22.3% of our pedigrees are non-assessable.
This certainly reflects the daily routine in representative genetic counseling units,
where obtaining a detailed pedigree is not always feasible. Our data strongly
support the need of comprehensive family data collection and should serve to
improve this practice. Second, in the Weitzel et al. cohort limited family structures
were observed in up to 50% of all breast cancer cases (50% of all assessable
pedigrees), whereas we observed limited family structure in only 29% of all breast
cancer cases (37% of all assessable pedigrees). Third, we have incorporated TNBC
subtype into the analysis. Central pathologic reviewing was not performed.
Whereas this might imply a sort of heterogeneity in pathologic diagnosis, probably
make our data more reproducible for the real-world clinical practice setting.
Regardless of these differences, we have been able to replicate Weitzel et al.
observations in an independent population. Indeed, our study expands Weitzel et
al. findings by supporting that limited family structure is a predictor of both BRCA1
and BRCAZ mutation status separately, with similar size-effects, regardless of
TNBC subtype. Further on, despite the limitations commonly linked to routine
clinical practice, we have been able to elaborate a model with Family Structure and
TNBC subtype as independent predictors of BRCA mutation status.

Current guidelines recommend BRCA testing in all sporadic early-onset breast
cancers (<35), regardless of family structure and TNBC subtype. Our data suggests
that restricting these analyses to the subset of cases featuring at least one

predictive factor (limited family structure, TNBC, or both) might be cost-effective.
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Introduccion

1. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL CANCER Y ASESORAMIENTO GENETICO

1.1. Principios basicos de la susceptibilidad genética al cancer

El cancer es una enfermedad genética y en la mayoria de los casos esporadica.
Alteraciones gendémicas acumulativas a nivel celular conllevan a la adquisicion de
capacidades bioldgicas aberrantes que finalmente daran lugar a la transformacién
neoplasica(1). La mayoria de estos eventos gendmicos y/o epigendmicos ocurren a
nivel del DNA somatico. No obstante, algunas mutaciones pueden acontecer en
linea germinal y podrdn ser transmitidas en sucesivas generaciones,
incrementando el riesgo de cancer en aquellos individuos que las heredan. La
susceptibilidad genética al cancer se puede agrupar en tres grandes bloques en
funcion de la penetrancia, riesgo relativo (RR) y frecuencia poblacional de los

genes (alelos) implicados en esta susceptibilidad(2):

a. Genes de baja frecuencia y alto riesgo: El RR de desarrollar cdncer en portadores
respecto a no portadores suele ser muy elevado (> 10-20) y por tanto las
mutaciones germinales en estos genes dan lugar a patrones de herencia
mendelianos, cuya susceptibilidad se transmite en la mayoria de los casos de
forma autosémica dominante(3). Su determinacién se ha realizado mediante
estudios de ligamiento de familias afectas. Clinicamente se manifiestan como
sindromes hereditarios clasicos que cumplen caracteristicas comunes, a saber: alta
incidencia de cancer en la familia en sucesivas generaciones, aparicion de cancer a
edades tempranas, ocurrencia de los mismos tipos de cancer o varios canceres en
el mismo individuo, bilateralidad en 6rganos pares o multifocalidad entre otros(4).
Estos sindromes son poco frecuentes y los alelos implicados no explican mas del
5-10 % de la susceptibilidad genética al cancer(2).

b. Genes de moderada/baja frecuencia y riesgo intermedio: El segundo grupo de
alelos se caracterizan por ser en general poco frecuentes (1-2 %), conferir un
riesgo moderado de padecer la enfermedad (RR 2-4) y co-segregar de manera
incompleta con el fenotipo. Habitualmente no cumplen un patrén de herencia
mendeliana clasica y sus efectos se suelen interpretar en el contexto de una

herencia poligénica(2). Clinicamente no suelen presentar caracteristicas tipicas de
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Introduccion

los sindromes hereditarios(3,5). Su identificacion se realiza mediante estudio de
casos y controles de genes candidatos(2).

c. Genes de elevada frecuencia y bajo riesgo: el tercer bloque representa un grupo de
alelos cuyas variantes genéticas son frecuentes o muy frecuentes en la poblacion
general (> 10 %) pero el riesgo en portadores de forma aislada es muy bajo (RR
1.05-1.5). Cada alteracion genética por si sola no seria relevante, pero el riesgo se
incrementaria de forma multiplicativa si se asocia a otras de similares
caracteristicas en base a un modelo poligénico acumulativo(6). Los polimorfismos
de nucleétido unico (SNPs, del inglés single nucleotide polimorphisms) son las
variantes genéticas mas frecuentes en la poblacion general, por lo que son buenos
candidatos para estudiar este modelo. Tras conocerse la secuencia completa del
genoma humano, la identificaciéon de estos alelos se estad realizando a través de
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, del inglés genome-wide
asociation studies) mediante el “tipaje” de cientos de miles de SNPs en miles de

casos y controles(2).

Por otro lado, la mayoria de estos sindromes de cancer hereditario son
consecuencia de mutaciones en genes supresores. A diferencia de los proto-
oncogenes, las mutaciones en genes supresores son recesivas a nivel celular y es
necesaria la alteracion de ambos alelos para dar lugar a la transformacion
neoplasica. En los sindromes hereditarios, el primer alelo mutado es heredado

(mutacion en DNA germinal) y el segundo se altera a nivel somatico(1,5).

1.2. El proceso de asesoramiento genético en cancer

Un mayor conocimiento de las bases genéticas de susceptibilidad al cancer y la
creciente realizacion de estudios genéticos a individuos predispuestos ha
convertido al consejo genético en una especialidad que requiere la participacion de
un equipo multidisciplinar formado por onc6logos médicos, genetistas, biélogos
moleculares y psicologos. Las personas consideradas a riesgo de padecer un
determinado sindrome de cancer hereditario deben ser remitidas a estas unidades

especializadas para recibir un correcto asesoramiento genético(2,7).
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Podriamos dividir el proceso de asesoramiento genético en varias etapas(3,7,8):

- Sospecha clinica de un sindrome de cancer hereditario: a diferencia de la practica
meédica habitual centrada en el individuo, el asesoramiento genético se centra en la
familia. Como punto de partida, la obtenciéon de un adecuado arbol genealdgico
familiar (pedigree o genograma) multigeneracional (al menos 3 generaciones) que
incluya una detallada historia personal y familiar de cancer sera la herramienta
que nos permitira identificar posibles sindromes de predisposicion hereditaria al
cancer(4,7).

- Valoracién de la indicacién de estudios genéticos: Una vez hecho esto, la selecciéon
de pacientes candidatos a realizar test genéticos estara basada no solo en la
probabilidad “a priori” de detectar una determinada mutacién, sino también en los
potenciales beneficios clinicos derivados del resultado del mismo y en los aspectos
psicosociales de la persona a estudio(2,7). Debemos tener presente que los
resultados del test genético tienen repercusiones tanto en el individuo como en sus
familiares. Las guias de la sociedad americana de oncologia médica (ASCO, del
inglés American Society of Clinical Oncology) consideran que un estudio genético
solo deberia realizarse si se cumplen uno de los siguientes supuestos: a. El
individuo presenta altas posibilidades de ser portador en base a la presencia de
historia personal y familiar sugerente de susceptibilidad genética al cancer; b. Los
resultados de los test genéticos pueden ser adecuadamente interpretados; c. Estos
resultados supondran una implicaciéon clinica en cuanto a tratamientos y
estrategias de prevencidn; d. Las pruebas genéticas se realizan en el marco del
asesoramiento genético(2,9).

- Informacidn sobre las implicaciones personales y familiares de la identificacion
de un gen ligado a un incremento de la susceptibilidad genética a cancer, asi como
del riesgo de padecer cancer en portadores de mutacion.

- Asesoramiento sobre los beneficios y limitaciones de los test y resultados
genéticos. Esto incluye informar acerca del riesgo de padecer cancer en portadores
(resultado verdadero positivo o informativo), posibilidad de obtener resultados no
concluyentes o de significado incierto y el significado de un resultado negativo en
su contexto personal y familiar.

- Realizacidén de estudio genético previa obtencién de consentimiento informado.

- Interpretacion e informacién del resultado.
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- Plan de tratamiento y/o seguimiento médico en funcién de los resultados del
mismo. Incluird recomendaciones clinicas, apoyo psicolégico y la importancia de
estudiar a otros componentes de la familia si fuera necesario.

Es importante destacar que estas premisas y todo asesoramiento genético en la
actualidad estd basado en detectar y asesorar aquellos sindromes monogénicos
que derivan de genes de alta penetrancia, ya que estos resultados son
interpretables y se pueden ofrecer recomendaciones clinicas especificas en funcion
de los mismos. Los avances en genémica del cancer estan permitiendo identificar
multiples alelos de susceptibilidad de moderada y baja penetrancia que permiten
explicar parte del modelo poligénico de heredabilidad del cadncer. No obstante, son
resultados dificilmente aplicables por el momento a la practica clinica y por lo

tanto su empleo y deteccion debe considerarse actualmente experimental (3,5,7,9).

2. CANCER DE MAMA y CANCER DE MAMA HEREDITARIO

2.1. CAncer de mama. Generalidades

2.1.1. Epidemiologia v factores de riesgo

Globalmente el cancer de mama es la neoplasia mas frecuente y una de las
principales causas de muerte en la mujer en paises industrializados(2,10,11). En
Espafia se diagnostican aproximadamente 22.000 casos al afio, y al igual que el
resto de paises de la Union Europea, es la principal causa de mortalidad por cancer
en la mujer(6,12,13).

Diversos estudios epidemiologicos han identificado multiples factores de riesgo,
entre los que se incluyen factores genéticos, reproductivos, hormonales y
medioambientales. Destacan entre todos ellos la presencia de antecedentes
familiares y la edad como los mas importantes. Algunos estudios epidemiolégicos
han estimado un RR para el desarrollo de caAncer de mama entre 2-3 veces superior

en mujeres con familiares de primer grado afectas(2,14,15).

2.1.2. Biologia y taxonomia molecular del cdncer de mama

Desde hace tiempo se ha advertido que el cancer de mama es una enfermedad

heterogénea, afirmacién que hasta hace pocos afios estaba basada en aspectos
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clinicos y morfo-patolégicos. Desde un punto de vista morfoldgico, el carcinoma
ductal infiltrante (CDI) supone el 70 % de todas las neoplasias de mama. EI CDI es
realmente un diagnoéstico por defecto, ya que incluye todos aquellos tumores no
clasificables en subtipos histolégicos concretos y diferenciados. Entre estos
ultimos se incluyen el lobulillar, medular, tubular, mucinoso y otros subtipos
menos comunes(16). Por tanto la morfologia no permite clasificar de forma precisa
a pacientes con comportamientos bioldgicos y clinicos homogéneos. Durante la
ultima década, las plataformas o “arrays” basados en el analisis del mRNA de
tumores de mama han permitido establecer una clasificacion mas homogénea en
base a perfiles moleculares(17,18). Perou et al. publicaron por primera vez en el
afio 2000 una clasificaciéon de cancer de mama en subtipos intrinsecos basados en
perfiles de expresién gendémica. Utilizando un “array” de cDNA en 38 tumores de
mama, clasificaron estos tumores en 4 subtipos diferentes: luminales, HERZ,
basales o “basal-like” y “normal breast”(19). Trabajos posteriores permitieron
clasificar los tumores luminales en luminal A y B, ademas de otorgar un valor
prondstico diferente a cada uno de estos subtipos moleculares(20). Este hallazgo
ha tenido una implicacion clinica importante, en la medida en que ha permitido
reconsiderar la forma de entender y tratar esta enfermedad. Posteriormente se
han afiadido otros subtipos moleculares a esta clasificacion (“clauding-low”)(20) y
recientemente se ha planteado la existencia de hasta 10 subtipos de cancer de
mama diferentes(21). Las principales caracteristicas de la clasificacién molecular

universalmente aceptada hasta el momento se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Subtipos moleculares de cancer de mama (adaptado de Eroles et al.)(20)

Subtipo Frecuencia | Marcadores Patrén Grado Prondstico
molecular mioepiteliales | inmunohistoquimico histoldgico
(CK5/6,
EGFR)
Luminal A 50-60 % - RE+, RP+, HER2- Bajo Bueno
Luminal B 10-20 % - RE+, RP-/+, HER2-/+ | Moderado/Bajo | Intermedio
“Basal-like” 10-20 % +++ RE-, RP-, HER2- Alto Malo
HER 2 10-15% +/- RE-, RP-, HER2+ Alto Malo
“Normal 5-10% ++ RE-/+, HER2- Bajo Intermedio
breast”
“Claudin- 12-14 % +/- RE-, RP-, HER2- Alto Malo
low”
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2.1.3. Cdncer de mama triple-negativo (TN) v el subtipo “basal-like”

La determinacidon mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) de la expresién
de receptores hormonales (RE, RP) y la oncopreteina HER2 es una herramienta
indispensable para la clasificaciéon y el tratamiento del cancer de mama en la
practica clinica (tabla 1). La sobreexpresidon de estos receptores (sobre todo la
amplificaciéon en el caso de HER2) es factor predictivo de respuesta a terapia
antihormonal e inhibidores la actividad quinasa de HER2 respectivamente(20).

Se denominan tumores TN a aquellos que carecen de expresién (y/o amplificacion
en el caso de HER2) de los tres receptores. Desde un punto de vista epidemiolégico
suponen aproximadamente entre un 10-20 % de todos los tumores de mama. Se
diagnostican con mas frecuencia en mujeres jovenes, y estan sobre-representados
en determinadas poblaciones como las mujeres Afro-Americanas(22). Respecto a
su historia natural, constituyen en subtipo de tumores que globalmente presentan
mal prondstico, con recaidas que habitualmente acontecen entre los 3-5 afios del
diagnostico (a diferencia de los tumores RE positivos, las recaidas tardias son muy
poco comunes). Frecuentemente tienen alto grado histolégico y elevados indices
de proliferacién celular. Este rapido crecimiento y su ocurrencia en mujeres
jovenes hace que en ocasiones pasen desapercibidos en programas de prevenciéon
secundaria(23). En cuanto al tratamiento médico, no existe por el momento un
farmaco diana-especifico frente a estos tumores, siendo un campo de enorme
interés para la investigacidn clinica y traslacional(24).

Es importante destacar que si bien la mayoria de los tumores TN (hasta un 80 %)
se engloban dentro del subtipo “basal-like” en base a perfiles gen6micos de
expresion, no son términos completamente equiparables(23). Algunos tumores TN
se engloban dentro de otras clasificaciones moleculares como los “claudin-low” o
los “normal-breast” y hasta un 40 % de los tumores “basal-like” no tienen un
fenotipo TN. Quiza lo mas caracteristico de los tumores “basal-like” es su elevada
expresion de genes de codifican para proteinas basales o mioepiteliales(23,25,26).
Existe una estrecha asociacion entre el gen de susceptibilidad a cancer de mama
BRCA1 (BReastCAncergenel) y los tumores TN y “basal-like”(23,26). Como
analizaremos posteriormente con mas detalle, la mayoria de los tumores de
portadoras de mutacién germinal en BRCA1 (80 %) son TN o pertenecen al subtipo

“basal-like”, y la prevalencia de mutaciones patogénicas en BRCA1 en cohortes de
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pacientes con tumores TN es superior a la esperada(26,27). Por otro lado, se ha
descrito que BRCA1 puede ser disfuncional y estar infra-expresado por
mecanismos de “silenciacion” epigenética en algunos tumores de mama
esporadicos de tipo basal en ausencia de mutaciéon germinal patogénica

(“BRCAness”)(28).

2.1.4. Cdncer de mama en mujeres jovenes

El punto de corte para considerar que una mujer ha desarrollado cancer de mama
a una edad joven es arbitrario, pero en general se define como aquel que acontece
por debajo de los 40 afios. Aproximadamente 1 de cada 300 mujeres < 40 afios
desarrollaran cancer de mama, una incidencia que es similar en todos los paises
del mundo(29). No obstante, se ha descrito que en determinadas areas geograficas
y poblaciones como la asiatica o en mujeres afroamericanas, la edad de
presentaciéon de cancer de mama es inferior a la poblacién caucasica(30). Los
factores de riesgo conocidos son similares a los de la poblacién de mayor edad, y al
igual que en la poblacion general, se estima que aproximadamente un 10 % tienen
un componente hereditario(29).

Existen caracteristicas histopatolégicas especificas de los tumores que aparecen en
mujeres jovenes respecto a los que se dan en la poblacion general. Cabe destacar la
baja frecuencia de carcinomas in situ, entre otras razones por que estas mujeres no
son incluidas en programas de deteccién precoz(29). Por otro lado, determinados
subtipos histoldgicos y moleculares como los tumores TN, HERZ positivos y
luminales B parecen estar sobre-representados en este grupo poblacional, en parte
por su baja positividad para RE(29,31).

Las mujeres jovenes con cancer de mama tienen peor pronostico comparadas con
la poblacion general. No esta claro si estas diferencias se deben exclusivamente a la
edad o son en realidad secundarias a aspectos patologicos o a perfiles de expresion
genética caracteristicos de estas pacientes(29,31,32). En cualquier caso, varios
estudios han mostrado que la edad joven es un factor pronéstico independiente de

recaida local, cAncer de mama contralateral y muerte tras recaida(29).
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2.2. Cancer de mama hereditario

2.2.1 Bases genéticas del cancer de mama hereditario

Desde una perspectiva epidemioldgica, entre los casos incidentes de cancer de
mama en la poblaciéon general, aproximadamente un 80 % son esporadicos
(ausencia de antecedentes familiares significativos reportados), un 10-15 % de los
mismos presentan agregaciones familiares pero sin un patrén de herencia evidente
y en torno a un 5-10 % de los casos presentan agregaciones familiares compatibles
con un patréon de herencia mendeliana, y se englobarian dentro de lo que
entendemos como sindromes genéticos clasicos o hereditarios(15,33,34). Un
hecho contrastado es que el riesgo de cancer de mama en familiares de primer
grado de pacientes afectas es el doble que en mujeres de la poblacién general(15).
Estudios epidemiolégicos han demostrado que las causas genéticas y no las
medioambientales son responsables de este agrupamiento familiar(6). A pesar de
extensos esfuerzos, este componente genético del cancer de mama no esta
completamente aclarado (figura 1). El cancer de mama hereditario es
probablemente el paradigma de los tumores hereditarios y sus los alelos o genes
de susceptibilidad conocidos se agrupan en los 3 grupos previamente

comentados(2,35) (tabla 2).

a. Genes de alta penetrancia: A comienzos de los afios 90, el analisis de ligamiento

de familias con multiples casos de cancer de mama y ovario (CMO) se localiz6 la
primera region cromosomica (17q12-q21) compatible con contener un gen de
herencia mendeliana y transmision autosémica dominante que explicaba el exceso
de cancer observado en estas familias(36). Este gen fue clonado en 1994 y
conocido como gen BRCA1(37). Posteriormente, y estudiando familias que no
presentaban ligamiento para BRCA1 y las cuales contenian varones con cancer de
mama, se localizé el segundo locus de susceptibilidad a nivel del cromosoma
13q12-13q, identificado posteriormente como el gen BRCAZ
(BReastCAncergene2)(38,39). Ambos constituyen los principales genes de
susceptibilidad al cancer de mama conocidos. Se estima que tan solo el 20 % de la

heredabilidad del cAncer de mama es atribuible a mutaciones en BRCA1/2 (figura
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1)(40), pero explican en torno al 50 % de los casos de cancer de mama que
englobariamos dentro de los sindromes hereditarios clasicos. Se han llevado a cabo
numerosos estudios de ligamiento para identificar otros genes de alta penetrancia
que expliquen el exceso de riesgo restante pero ninguno de ellos esta
especificamente relacionado con el sindrome de CMO. Probablemente uno de los
mas relevantes y recientemente descubiertos es el gen RAD51C(41), si bien se
postula que probablemente predispone fundamentalmente a cancer de ovario(42).
Por ultimo existen otros genes de alta penetrancia también relacionados con
cancer de mama hereditario pero cuya alteracién en general forma parte de otros
sindromes genéticos con un fenotipo mas complejo. Ejemplos de ello son los genes
TP53 (sindrome de Li-Fraumeni), PTEN (sindrome de Cowden), LKB1 (sindrome
de Peutz-Jeghers) y CDH1 (sindrome de cancer gastrico difuso) (tabla 2) (2,43).

b. Genes de moderada penetrancia: Este segundo grupo de alelos han sido

identificados mediante estudios de asociaciéon en casos y controles de genes
candidatos, en su mayoria genes que intervienen conjuntamente con BRCA1 y
BRCAZ en los procesos de reparacion del DNA. Destacan el gen ATM, CHEKZ, PALBZ2
y BRIP1 (tabla 2)(44). Su frecuencia poblacional es variable pero en general baja,
si bien en determinadas subpoblaciones pueden ser frecuentes e incluso tener
mutaciones fundadoras (la mutacién 1100delC en el gen CHEKZ estd presente
hasta en el 1 % en poblacién germana y finlandesa)(2). En conjunto, estos alelos de
riesgo moderado representan aproximadamente el 5 % de la susceptibilidad

genética en cancer de mama (figura 1)(45).

c. Genes de baja penetrancia: La tercera categoria de genes se ha identificado

mediante estudios pangendmicos de asociacion (GWAS) en extensas series de
miles de casos y controles. Tedricamente estos alelos explicarian el componente
geneético responsable del exceso de riesgo restante en base a un modelo
poligénico(6,40,43). Hasta el momento tan solo se han identificado 72 regiones en
el genoma que conjuntamente explicarian aproximadamente el 14 % de la

heredabilidad del cAncer de mama (tabla 2, figura 1)(35).
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Genes Identificacion | Frecuencia RR en Heredabilidad
poblacional portadores del cancer de
mama
BRCA1,
Penetrancia BRCAZ2, Estudios de Muy baja Elevado 20-25 %
alta RADS51, TP53, ligamiento (<0.1%) (>10-20)
PTEN, LKB1,
CDH1
Estudios de
Penetrancia | ATM, CHEK?2, asociacion de
moderada PALBZ2, BRIP1 genes Baja Moderado 5%
candidatos en (<1%) (2-4)
casosy
controles
Penetrancia > 70 loci GWAS en Comun Bajo 14 %
baja casosy (10-50 %) (1.05-1.5) (conocido)
controles

Estos alelos de susceptibilidad en absoluto solapan individualmente con los

patrones epidemiolégicos previamente referidos, tal y como representamos en la

figura 2. Por ejemplo, un determinado porcentaje de tumores esporadicos se

explica o presentan mutaciones patogénicas en los genes BRCA1/2, al igual que,

aunque poco frecuente, un determinado numero de casos catalogados como

“hereditarios” se explican por genes de moderada o incluso baja penetrancia.
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Figura 1. Base genética de la heredabilidad en cancer de mama
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Figura 2. Epidemiologia y heredabilidad del cancer de mama
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2.2.2 Principales genes de susceptibilidad a cancer de mama: BRCA1 y BRCA2

2.2.2.1. Aspectos moleculares

Estructura de los genes y proteinas BRCA1/2

El locus BRCA1 se localiza en 17q21.31 y tiene un tamafio aproximado de 81kB. El
transcrito maduro de referencia, de 7094 nucleétidos, esta formado por 23 exones
(22 exones codificantes) y codifica para una proteina de 1863 aminoacidos (220
kD) denomionada BRCA1(46). Esta proteina contiene 2 importantes regiones
filogenéticamente muy conservadas y similares a otras unidades funcionales
conocidas: un dominio RING de unién a zinc de 109 aminodacidos en su extremo
amino-terminal y dos copias en tandem del dominio BRCT (BRCA1 C-Terminal) en
su extremo carboxi-terminal(47). El dominio RING media las interacciones entre
diversas proteinas como BARD1 adquiriendo capacidad de
poliubiqiitinizacién(46). Por otro lado, el dominio BRCT funciona como unidad de
anclaje a fosfoproteinas implicadas en la respuesta al dafio en el DNA(47). Ademas
de estos 2 dominios existen otros de vital importancia que median las
interacciones entre BRCA1 y otras proteinas implicadas en mantener la estabilidad
genodmica como CHEK2, PALB2 y ATM entre otras(48). Entre ellos se encuentran 2
sefales de localizacidn celular codificadas por el exén 11 (NLS, del inglés nuclear
localization signals), los dominios de uniéon a DNA y el dominio SCD (SQ-Cluster
Domain)(46)(figura 3).

El locus BRCAZ se localiza en 13q13.1 y tiene un tamafio aproximado de 84kb. El
transcrito maduro de referencia, de 10.930 nucleédtidos, esta formado por 27
exones (26 exones codificantes) y codifica para una proteina de 3410 aminoacidos
(384kD) denominada BRCA2. Su dominio mas importante y filogenéticamente
mas conservado (codificado por el ex6n 11) contiene 8 copias (repeticiones BRC)
de unos 80-300 aminodacidos en la porcion central de la proteina, claves en para su
funcion de reparacion del DNA y su unién a la proteina RAD51. Existe un segundo
dominio de uniéon a RAD51 en el extremo carboxi-terminal (TR2), donde también

se encuentran las sefiales de localizacion nuclear (NLS)(46)(figura 3).
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Figura 3. Estructura de los genes BRCA1 y BRCA2
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Funciones de las proteinas BRCA1/2

Los genes BRCA1/2 actiian como genes supresores de tumores y codifican para
sendas proteinas nucleares implicadas en numerosos procesos celulares, incluidas
la regulacién del ciclo celular y la transcripciéon. Ambas proteinas juegan un papel
comun y crucial en mantener la integridad gen6émica a través de mecanismos de
reparacion de los dafios inducidos en el DNA, y en concreto en la reparacion de las
rupturas en la doble hebra del DNA(48). Estas rupturas pueden ocurrir de forma
endégena (durante la replicaciéon o la meiosis) o ser consecuencia de agentes
exdgenos como la luz ultravioleta(49). Un fracaso completo en los mecanismos de
reparacion de estas roturas de doble hebra dara lugar a la apoptosis celular,
mientras que una reparacion defectuosa de los mismos puede dar lugar a un
acumulo de mutaciones y/o alteraciones cromosdémicas que en ultima instancia
podrian desencadenar el proceso de carcinogénesis(49). Para prevenir esto, las
células eucariotas disponen de 2 grandes mecanismos de reparacion de los dafios
en la doble hebra del DNA: los mecanismos de recombinaciéon homologa, mediada

bien por conversion génica (CG, que implica la “invasiéon” de la secuencia homologa
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en la cromatide hermana para emplearla como “molde” o “plantilla” para el
proceso de reparacion) o mediante el anillamiento de cadena sencilla (SSA, del
inglés single strand annealing, que emplea secuencias homologas pero no utiliza la
invasioén de la cromatide hermana), y la reparacién mediante unién de extremos no
homologos (NHE], del inglés non homologous end-joining)(48). Mientras que los
mecanismos de recombinaciéon homologa mediados por CG (ruta dependiente de
RAD51) son en general “libres de error”, el SSA (independiente de RAD51) y el
NHE] son propensas a cometer errores durante la reparaciéon del DNA, con el
consiguiente acimulo de mutaciones e inestabilidad gendémica.

Tras una ruptura en la doble hebra del DNA, las células normales optaran por
mecanismos de recombinacién homologa libres de error para repararlos, via
RAD51 y CG. De forma simple y esquematica, el proceso requiere que el dafio en la
doble cadena del DNA sea reconocido por las quinasas ATM y ATR, la mediacién en
las sefiales se realice por CHEK2 y BRCA1, y la reparacion la completen los
“efectores” BRCA2 y RAD51. Hay ademas otras multiples proteinas implicadas en
el proceso que interaccionan con BRCA1/2, entre las que destacan BRIP1 y
PALB2(50). Sin embargo, las células con un funcionamiento inadecuado de los
genes BRCA1/2, los procesos de recombinaciéon homoéloga estaran ausentes o seran
ineficaces, por lo que la célula solo podra repararlos mediante sistemas propensos
a la introduccién de errores como NHE] y SSA. Esto darad lugar bien a muerte
celular o a la acumulacién sucesiva de errores en el DNA gendmico e inestabilidad
genomica, que podria conducir a la transformacion neoplasica de la célula(48-50).
Como hemos visto, BRCA1/2 juegan papeles diferentes en este mantenimiento de
la integridad del genoma(50). BRCA1, a través de la formacion de varios complejos
proteicos, juega un papel central como regulador de este proceso, tanto como
mediador en la reparacion del DNA a través de recombinacién homoéloga como en
el control del ciclo celular, procesos de ubiqiiitinizaciéon proteica, remodelacion de
la cromatina y regulador de varios factores de transcripcidn entre otros, lo que le
convierte en uno de los principales reguladores de la estabilidad e integridad
gendmica(47). BRCA2 parece tener un papel mas limitado, y su principal funcién
seria actuar localmente como efector de los procesos de reparacion via CG, a través

de su interaccién con RAD51(51).
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Mutaciones en los genes BRCA1/2

Las mutaciones en BRCA1/2 se distribuyen a lo largo de todo el gen. Hasta el
momento se han detectado aproximadamente 3500 cambios en la secuencia de
estos genes que estan recogidas en 2 bases de datos principales: la base de datos

BIC (del inglés Breast Cancer Information Core) (www.research.nhgri.nih.gov/bic/)
y LOVD (del inglés Leiden Open Variation Database) (www.lovd.nl/3.0). Estas

mutaciones se pueden clasificar en 3 grandes grupos en funcion de su

patogenicidad:

a. Mutaciones patogénicas: alteraciones genéticas capaces de causar sindromes
hereditarios de CMO y que, por tanto, son de utilidad en el proceso de consejo
genético. La inmensa mayoria de las mutaciones patogénicas en BRCA1/2 dan
lugar a proteinas truncadas y/o inactivas. Estas alteraciones pueden ser de
naturaleza variada, a saber: alteraciones en la secuencia del DNA en forma de
inserciones o deleciones que provoquen codones de parada prematuros (bien
alterando el marco de lectura o directamente; frameshift y non-sense
respectivamente); alteraciones en la secuencia del DNA que den lugar a cambios de
aminodcido (missense) en lugares estructural y filogenéticamente muy
conservados de la proteina (por ejemplo en el dominio RING en BRCA1);
mutaciones adyacentes a regiones intréon-exén que den lugar a la alteraciones de
los mecanismos de splicing; alteraciones genéticas que afecten a la integridad y/o
estabilidad del mRNA; grandes reordenamientos del gen(52).

b. Mutaciones no patogénicas: También denominadas “neutras” o “variantes de
escaso significado clinico”, son aquellas variantes en la secuencia del DNA que no
causan sindromes hereditarios de CMO. Muchas mutaciones se consideran no
patogénicas por estar presentes en > 1 % de la poblacién general, o son mas raras
pero se ha demostrado que no segregan con la enfermedad, o se han identificado
en trans con mutaciéon patogénica(53).

c. VSC o variantes de significado incierto: Estas alteraciones incluyen en la mayoria
de los casos mutaciones tipo missense que dan lugar a cambios de aminoacido cuyo
significado es desconocido. No obstante, también pueden afectar por ejemplo a
secuencias intrénicas o exoénicas cuya repercusion en los procesos de splicing sea

desconocida o variantes en las secuencias reguladoras que podrian afectar a la
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transcripcion génica. Se estima que hasta en un 15 % de los analisis genéticos se
detectan variantes genéticas de significado incierto(52) y se han descrito
aproximadamente 1800 tipos de estas variantes hasta la fecha(53). Existe un
consorcio internacional (ENIGMA, del inglés Evidence-Based Network for the
Interpretation of Germline Mutant Alleles) que combina variables genéticas, clinicas
y morfo-patolégicas de las VSC a lo largo de todo el mundo para tratar de

clasificarlas en base a modelos de probabilidad a posteriori(53).

Correlacion genotipo-fenotipo. Penetrancia de las mutaciones en BRCA1/2

Las estimaciones de penetrancia para el desarrollo de CMO son altamente
variables y dependen nuevamente tanto de la poblacién como del tipo de familias
estudiadas. Las primeras estimaciones se hicieron en las mismas familias que se
habian empleado para identificar BRCA1/2 mediante andlisis de ligamiento. Estos
resultados estaban claramente sobrestimados debido al evidente sesgo de
seleccidon(54,55). Posteriormente se realizaron estudios poblacionales analizando
mutaciones fundadoras sobre poblaciones muy concretas y mas recientemente en
familias mas representativas seleccionadas de las unidades de consejo genético.
Estos datos han sido recogidos en 2 grandes metaanalisis y concluyen que el riesgo
es mas moderado(56,57). Asi, el metaanalisis mas reciente estima una penetrancia
acumulada a los 70 afios para cancer de mama del 57 % (IC 95 % 47-66) en
portadoras de mutacion en BRCA1 y del 49 % (IC 95 % 40-57) para portadoras de
mutacidon en BRCAZ. El riesgo acumulado de desarrollar cancer de ovario a los 70
afios seria del 40 % (IC 95 % 35-46) y 18 % (IC 95 % 13-23) para portadores de
mutacion en BRCA1 y BRCAZ respectivamente(57). De igual forma, ambos son
consistentes en concluir que el riesgo acumulado de CMO a los 70 afios es mayor
para BRCA1, y en particular estas diferencias son mas notables para el desarrollo
de cancer de mama a edad joven y para cancer de ovario(56,57). En lo que respecta
a cancer de mama joven, se estima que el RR de desarrollar cancer de mama entre
los 30-39 afios es de 33 (IC 95 % 23-49) para las portadoras de mutaciéon en BRCA1
frente a no portadoras, y de 16 (IC 95 % 6-39) para BRCAZ respectivamente(56).
Un estudio multicéntrico espafiol (no incluido en estos metaanalisis) ha llegado a
conclusiones similares y ha estimado una penetrancia de cancer de mama a los 70

afios del 52 % (IC 95 % 26-69) para portadoras de mutacién en BRCA1 y 47 % (IC
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95 % 29-60) para BRCAZ2, y de cancer de ovario del 22 % (IC 95 % 0-40 %) y 18 %
(IC 95 % 0-35 %) respectivamente(58). Es importante recordar que estos datos
son valores globales y no deben ser aplicados a todos los portadores por igual. La
expresion fenotipica esta individualmente condicionada por factores genéticos y
ambientales que actian a modo de modificadores de riesgo(44). Uno de los
principales y mas relevantes hallazgos en este contexto fue la confirmacion de que
un polimorfismo en RAD51 (135G>C) triplicaba el riesgo de desarrollar cancer de
mama en portadoras de mutaciéon en BRCAZ cuando aparece en homocigosis (HR
3.18, IC 95 % 1.39-7.27)(59). En los ultimos afios, el estudio de SNPs identificados
mediante GWAS en poblaciéon general y realizando GWAS en portadoras de
mutacion, se han identificado varios loci que podrian modificar el riesgo de CMO
en portadoras de mutaciones patogénicas en BRCA. El consorcio internacional
CIMBA (del inglés Consotium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2) esta
destinado a la identificacién e integracién de todos estos loci(60). Por otro lado, la
estimaciéon del riesgo de una mujer portadora no se puede considerar
independiente de su propia historia familiar particular. Estas consideraciones
deben tenerse en cuanta a la hora ofrecer informacién acerca de la probabilidad de

desarrollar la enfermedad en un probando concreto(61).

Mutaciones en BRCA1/2 v anatomia patoldgica de los tumores de mama

Los tumores de mama asociados a mutaciones germinales en BRCA, y mas
concretamente a BRCA1, presentan caracteristicas morfologicas,
inmunofenotipicas y moleculares especificas con respecto a los tumores
esporadicos(62,63). Para los objetivos de este trabajo, tan solo abordaremos las
caracteristicas distintivas en lo que respecta a patrones inmunofenotipicos.

Sin duda la caracteristica mas especifica de los tumores que asientan en
portadoras de BRCA1 respecto a los esporadicos es la negatividad para RE(26,63).
Esto ha sido corroborado y cuantificado en numerosas series y se estima que en
torno a 60-90 % de estos tumores son RE negativos. Con mucha frecuencia carecen
también de expresion de RP y HER2, por lo que la inmensa mayoria de ellos (hasta
un 80 %) son tumores TN(64-66). En esta misma linea, la inmensa mayoria de
estos tumores expresan marcadores mioepiteliales de los tumores “basal-like”(67)

y varias series han intentado utilizar estos marcadores a nivel
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inmunohistoquimico para ayudar a predecir mutaciones germinales en BRCA1(68-
71). Los tumores que asientan en portadores de mutacion en BRCAZ son mas
heterogéneos desde un punto de vista inmunohistoquimico, lo que dificulta
distinguirlos de los tumores esporadicos. A diferencia de BRCA1, ningun parametro
inmunofenotipico estd claramente asociado a tumores BRCAZ respecto a los
esporadicos(62). La prevalencia de expresion de RE es muy similar a lo observado
en tumores esporadicos (64,65) pero la positividad para la proteina HER2 es muy

infrecuente (0-3 %)(63).

2.2.2.2 Epidemiologia de las mutaciones en BRCA1/2

Las estimaciones de prevalencia de mutaciones germinales en BRCA1/2 esta
estrechamente condicionada por numerosas variables, entre las que se incluyen
como mas importantes el tipo de poblacién o etnia estudiada, la historia y
estructura familiar de nuestra paciente probando, la edad de presentaciéon de CMO
y los subtipos histolégicos de cancer de mama(72). Esto supone que para realizar
estimaciones de prevalencia precisas en una determinada cohorte, deberiamos
conocer la informacién acerca de estas variables. Existen numerosos y
heterogéneos estudios publicados al respecto, que trataremos de clasificar en

funcién de los criterios de inclusion y tipo de pacientes estudiadas.

a. Prevalencia poblacional

La prevalencia poblacional de portadoras de mutaciones en BRCA1/2 es muy
dificil de estimar debido al tamafio y la laboriosidad en analisis de ambos genes.
Determinadas poblaciones o areas geograficas presentan mutaciones cuya
prevalencia es inusualmente alta. Andlisis de haplotipos han demostrado que
tienen un origen “fundador” y por tanto provienen de un ancestro portador comun.
Estas mutaciones, en regiones con cierto grado de endogamia, serian transmitidas
en sucesivas generaciones y a lo largo de los afios constituirian mutaciones
altamente recurrentes y caracteristicas de estas areas geograficas. Las mas
conocidas y extensamente estudiadas son las propias de los judios Ashkenazi
(185delAG y 5382insC en BRCA1 y 6174delT en BRCAZ) o la mutacién fundadora

islandesa en BRCAZ (999del5), si bien pueden aparecer el multiples areas
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geograficas de todo el mundo(72). En Espafia destaca la mutaciéon c.330A>G en
BRCA1 en poblacion gallega. Dado que este tipo de mutaciones representan la
inmensa mayoria de las mutaciones patogénicas en dichas etnias y/o areas
geograficas, el analisis genético dirigido a la deteccion especifica de las mismas
posibilita el estudio genético de poblaciones muy amplias. De esta forma se ha
estimado que hasta un 2 % de la poblacion judia Askenazhi es portadora de alguna
de las tres mutaciones fundadoras(73). De igual forma, en Islandia el 0-4-0.6 % de
la poblacién general seria portadora de la mutacién 999del5 en BRCA2(74). No se
han realizado estudios semejantes para mutaciones no fundadoras precisamente
por su gran coste y laboriosidad, pero estudios realizados en poblaciéon
anglosajona han estimado una prevalencia poblacional aproximada entre 0.07-

0.11 % para BRCA1 y 0.12-0.14 % para BRCAZ respectivamente(75,76).

b. Prevalencia en cohortes de mujeres con cdncer de mama no seleccionadas

Varios grupos cooperativos y estudios multicéntricos han analizado la prevalencia
de mutaciones patogénicas en cohortes de pacientes con CMO no seleccionadas por
historia familiar, edad de presentacién u otras variables de alto riesgo. Son
cohortes de casos extraidos de la poblacién general y su prevalencia en funcién de
las diferentes areas geograficas se ha estimado en torno a 0-7 % para BRCA1y 1-3

% para BRCAZ2(72).

c. Prevalencia en cohortes de mujeres seleccionadas por criterios de alto riesgo

La mayoria de los analisis genéticos en la practica clinica se realizan en base a un
elevado numero de familiares afectos de CMO y/o a una edad temprana de
presentacion de CMO. Existe una enorme variabilidad en funcién de si ambas
variables se presentan conjuntamente en la misma familia y también del area
geografica y etnia estudiadas, con prevalencias que varian entre 20-40 % para
ambos genes y pudiendo superar el 50 % en casos de familias con CMO en la

misma rama(72,77).
d. Prevalencia en cohortes de mujeres jévenes con cdncer de mama

Numerosos estudios realizados en poblaciones de todo el mundo se han centrado

en investigar la prevalencia de mutaciones en mujeres jévenes con cancer de
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mama independientemente de su historia familiar u otros factores (tabla 3). Estas
cohortes son bastante heterogéneas en cuanto al punto de corte de edad
establecido, la presencia y el nimero de familiares afectos y las técnicas empleadas
en la deteccién de mutaciones entre otras variables. Por ello, las estimaciones no
son completamente reproducibles en todos ellos, pero en general estiman una
prevalencia no superior a 15-20 %, siendo en muchos estudios < 10 % para ambos
genes conjuntamente.(30,75,76,78-100). En Espafia se han llevado a cabo 2
estudios de este tipo y ambos muestran una prevalencia del 1 y 5 % para BRCAl y

BRCAZ respectivamente(90,91).

e. Prevalencia en cohortes de mujeres con cdncer de mama esporddico.

Desde un punto de vista epidemioldgico, el término esporadico se traduce en la
ausencia antecedentes familiares pero no implica la ausencia de un componente
genético. El término genera cierta confusiéon y de hecho algunos estudios han
considerado esporadico a aquellos casos que no cumplen criterios de alto riesgo o
criterios estrictos para analisis genético, y podian por tanto incluir mujeres cuya
historia familiar no se consideraba significativa(101,102). Sin embargo,
centrandonos solo en aquellos estudios que han seleccionado mujeres con cancer
de mama estrictamente esporadico, estiman una prevalencia de mutaciones que no

supera el 2 %(103-105) (tabla 4).

f- Prevalencia en cohortes de mujeres jovenes con cdncer de mama esporadico

En la tabla 5 mostramos algunos de los estudios que han seleccionado cohortes de
mujeres en base a una edad joven de presentacion y la ausencia de antecedentes
familiares de CMO. La mayoria de ellos han incluido mujeres que han sido
remitidas a unidades de alto riesgo o consejo genético y, si bien la edad de
seleccion no es homogénea en todos ellos, son bastante consistentes en estimar
prevalencias entre 2-5 % para ambos genes por separado(106-110). Ninguno de
ellos aporta datos acerca del fenotipo tumoral de las pacientes sometidas a los

analisis genéticos.
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e. Prevalencia en mujeres con tumores TN

En base a la asociacién entre tumores TN/”Basal-Like” con las mutaciones
fundamentalmente en BRCA1, numerosos estudios han tratado de establecer la
prevalencia de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 en cohortes de mujeres con
tumores TN, bien no seleccionadas o seleccionadas en base a otros criterios como
edad y/o ausencia de historia familiar de CMO (Tabla 6). Se ha estimado una
prevalencia de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 en un 10-15 % de pacientes no
seleccionadas, ascendiendo a un 20-35 % en aquellas pacientes con alguno de los 2

factores de riesgo en las diversas series(70,111-119).

-4(0 -



Introduccion

Tabla 3. Prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en cohortes de mujeres con cancer de mama seleccionadas por edad

Estudio Aiio Poblacion Muestra N Edad | Mutacion B1 | Mutacion B2 Mutacion B1 Mutacion B2
esporadicos esporadicos
Fitzgerald et al. (78) 1996 EEUU 30 <30 13.3% - NE -
Poblacional
Filtzgerald et al. (78) 1996 Askenazhi 39 <40 20.5% - NE -
Langston et al. (79) 1996 Washington Poblacional 80 <35 7.5 % - NE -
Krainer et al. (80) 1997 EEUU 73 <32 12 % 2.7 % NE NE
Poblacional
Krainer et al. (80) 1997 Askenazhi 39 <40 20.5 %* 5.1 %* NE NE
254 <36 3.5% 24 % 11/562 (2 %)~ | 13/562 (2.3 %)™"
Peto etal. (75) 1999 Reino Unido Poblacional
363 36-45 1.9% 2.2 % 2/291 (0.6 %) 5/291 (1.7 %)
Hooper et al. (81) 1999 Australia Poblacional 388 <40 2.3% 2.3 % 6/266 (2.2 %) 5/266 (1.8 %)
ABCSG (76) 2000 Reino Unido Poblacional 1435 <55 0.7 % 1.3% NE NE
Malone et al. (82) 2000 EEUU Poblacional 203 <35 59% 34 % 1/96 (1 %)* 0/96 (0 %)
Gershoni-Baruch etal. (83) 2000 Askenazhi Hospitalaria 172 <42 24.4 %* 8 %* 6/93 (6.4 %) 3/93 (3.2 %)
Plaschke et al. (84) 2000 Alemania Poblacional 40 <40 - 12.5% NE NE
Tonin et al. (85) 2001 Canada Hospitalaria 61 <40 6.5 %** 6.5 %** 0/26" 1/26 (3.8 %)"
Loman et al. (86) 2001 Suecia Poblacional 234 <41 6.8 % 21 % 3/140 (2.1 %) 2/140 (1.4 %)
Yassaee et al. (87) 2002 Iran Hospitalaria 83 <45 3.6 % 2.4 % 0/69 (0 %) 1/69 (1.4 %)

* BRCA1 (185delAG y 5382insC) y BRCA2 (6174delT).
** BRCA1 (4446C>T, 2953del3+C and 3768insA) y BRCA2 (2816insA, 6085G>T, 6503delTT and 8765delAG).

" Solo especifica la ausencia de antecedentes para cancer de mama.
~MSolo incluye pacientes de primer grado.
B1: BRCA1; B2: BRCAZ; NE: no especificado
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Tabla 3. Prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en cohortes de mujeres con cancer de mama seleccionadas por edad (cont.)

Estudio Aio Poblacion Muestra N Edad | Mutaciéon B1 | Mutacion B2 Mutacion B1 Mutacion B2
Esporadicos Esporadicos

Laloo et al. (88) 2003 Reino Unido Poblacional 99 <30 9 % 7% 1/63 (1.5 %) 1/63 (1.5 %)
Hamann et al. (89) 2003 Alemania Hospitalaria 91 <41 33 % 2.2% 2/50 (4 %) 1/50 (2 %)
De Sanjose et al. (90) 2003 Espafia Poblacional | 136 <46 0.7 % 58 % 0/73 (0 %) 2/73 (2.7 %)
Martinez-Ferrandis etal. (91) | 2003 Espaiia Hospitalaria | 124 | <41 0.8% 4% 0/96 (0 %)™ 3/96 (3.1 %)"*
Choi et al. (92) 2004 Korea Hospitalaria 60 <40 8.3 % 6.6 % NE/52 NE/52
Bonadona et al. (93) 2005 Francia Poblacional | 232 <45 6.5 % 2.6 % 5/121 (4.1 %) 3/121 (2.4 %)
LubinskKi et al. (94) 2006 Polonia Poblacional | 3479 | <50 5.7 %* - NE NE
Loizidou et al. (95) 2007 Chipre NE 26 <40 7.7 % 15.3 % 1/11 (9 %) 1/11 (9 %)
Musolino et al. (96) 2007 Italia Poblacional 66 <40 15.1% 9% 2/23 (8.7 %) 1/23 (4.3 %)
Haffty et al. (30) 2009 Varias Hospitalaria | 333 <45 9.6 % 5.7% 9/177 (5 %)" 5/177 (3 %)"
Ghadirian et al. (97) 2009 Canada Hospitalaria | 564 | <50 1.2 %** 3.5 %** 18/408 (4.4 %)*" 18/408 (4.4 %)""
Lee SC etal. (98) 2012 Malasia Hospitalaria | 100 <35 11% 6% NE NE
Carraro et al. (99) 2013 Brasil Hospitalaria 55 <35 12.7 % 7.3 % NE NE
Pal et al. (100) 2013 | Afroamericana | Poblacional 46 <50 22% 43 % NE NE

*4153delA, 5328insCy C61G.

**BRCA1 (C4446T, 3875delGTCT, G1081A, 2953delGTA/insC ) BRCAZ (3398delAAAAG, 6085 G>T, 8765delAG).
~Solo especifica la ausencia de antecedentes para cancer de mama.
~"Solo incluye pacientes de primer grado.
“No especificado por tipo de gen mutado.

B1: BRCA1; B2: BRCAZ; NE: no especificado
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Tabla 4. Prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en cohortes de mujeres con cancer de mama esporddico sin seleccion por edad

Estudio Aiio | Poblacion Muestra N Edad (M) Mutacion B1 | Mutaciéon B2 | Mutacion B1 Mutacion B2
jovenes jovenes
(edad) (edad)
Garcia Patifio etal. (101) 1998 Espafia Hospitalaria 105 46-62 (55) 5.7 % - 2/55 (3.6 %) -
(<50)
Hong Seo et al. (103) 2004 Korea NE 97 35-73 (45) 2% 1% NE NE
Han etal. (104) 2006 Korea NE 793 NE 1% 1.5% NE NE
De Juan Jimenez et al. 2012 Espafia Hospitalaria 476 32-87 (55) 0.4 % 0.6 % NE NE
(102)
De Leener etal. (105) 2012 Bélgica Hospitalaria! | 170" | 24-68 (36) 7% 2.3% 10/142 (7 %) 3/142 (2 %)
(<40) (<40)

1La muestra corresponde a mujeres remitidas a unidades de consejo genético para analisis genéticos.
~Corresponde solo a los casos indices de cancer de mama. El estudio incluye 17 varones y 6 mujeres indices con cancer de ovario.
B1: BRCA1; B2: BRCAZ; NE: no especificado; M: mediana

Tabla 5. Prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en mujeres con cancer de mama esporddico y seleccionadas por edad

Estudio Ailo | Poblacién Muestra N Edad Definicién esporadico Mutacién B1 | Mutacién B2
Ellis et al. (106) 2000 | Reino Unido Hospitalaria!? 110 <35 No h2 de CMO 3.6% -
Weitzel et al. (107) 2007 EEUU Hospitalaria!? 306 <50 No h? de CMO en 2 generaciones 5.8% 3.5%
Theng Toh etal. (108) | 2008 Malasia Hospitalaria 37 <40 No h2 de CMO en 2 generaciones 2.7 % 54%
Beristain et al. (109) 2009 Espafia Poblacional 81 <40 NE 0% 1.2 %
Ho Son et al. (110) 2012 Korea Hospitalaria! 625 <40 No h2 de CMO 3.5% 5%

1La muestra corresponde a mujeres remitidas a unidades de consejo genético para analisis genéticos.
B1: BRCA1; B2: BRCAZ;NE: no especificado; H2: historia; CMO: cancer de mama y ovario
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Estudio Aiio Poblacion N Criterios de seleccion Mutacion B1 Mutacion B2
Edad Historia familiar

Youngetal. (111) 2009 Canada 54 <40 Ausente/Escasa 5(9%) 1(1.9%)
Collins et al. (70) 2009 EEUU 144 No seleccionada No seleccionada 20 (14 %) -
Gonzalez-Angulo et al. (112) 2011 EEUU 77 No seleccionada No seleccionada 11 (14 %) 3(3.9%)
Comen etal. (113) 2011 Ashkenazhi 64 No seleccionada No seleccionada 19 (30 %) 6 (9%)
Evans etal. (114) 2011 Reino Unido 63 <41 Ausente 8 (12.7 %) 0
Robertson etal. (115) 2012 Reino Unido 308 <50 No seleccionada 45 (14.6 %) -
Hartman et al. (116) 2012 EEUU 199 No seleccionada No seleccionada 13 (6.5 %) 8 (4 %)
Fostira etal. (117) 2012 Grecia 403 No seleccionada No seleccionada 65 (16 %) -
Greenup etal. (118) 2013 Varias* 450 No seleccionada? No seleccionada? 106 (23 %) 32 (7 %)
Andres etal. (119) 2013 Espafia 93 <50 Ausente 7 (7.6 %) -

‘Incluye mujeres caucasicas, asiaticas, africanas, judias Ashkenazi u otras.

1Es una cohorte de alto riesgo extraida de unidades de asesoramiento genético.

B1: BRCA1; B2: BRCA2
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2.2.2.3. Identificacion y criterios de seleccion de estudio genético de BRCA1/2

Para los objetivos de este trabajo abordaremos los 2 primeros puntos del
asesoramiento genético en lo que respecta al sindrome de CMO asociado a
mutaciones germinales en BRCA1/2: identificacion de una posible mutacion
patogénica en una familia y valoracién de la indicacién de realizar el estudio

genético.

Identificacion: La importancia del pedigree en el sindrome CMO asociado a BRCA1/2

El asesoramiento genético, a diferencia de la practica médica convencional basada
en el individuo, se basa en la familia. La construccién de un arbol familiar es por
tanto la herramienta fundamental para representar los datos y relaciones
familiares de los individuos de la familia a estudio y nos permitira identificar
posibles sindromes genéticos asi como sus patrones de herencia(7). El caso
concreto del sindrome de CMO hereditario asociado a mutaciones en BRCA
presenta una serie de caracteristicas particulares que conviene tener en cuenta a la
hora de la identificacién de casos de cancer de mama asociados a BRCA1/2 en una
determinada familia. Una herencia autosémica dominante, una penetrancia
incompleta y una expresion fenotipica mayoritariamente ligada al sexo femenino
pueden explicar un porcentaje no desdefiable de casos esporadicos de cancer de
mama ligados a mutaciones en BRCA1/2, que carezcan de antecedentes familiares
precisamente como consecuencia de una estructura familiar poco informativa. Es
decir, en el contexto de familias de pequefio tamafio, con poco nimero de mujeres
y con una herencia por via paterna podrian enmascarar la evidencia del sindrome
CMO asociado a BRCA(7). Esto fue especificamente demostrado en un estudio
prospectivo llevado a cabo en una cohorte de mujeres jévenes (< 50 afios) con
cancer de mama esporadico. Weitzel et al. demostraron que una estructura
familiar no informativa (definida como la presencia de < 2 familiares de primer y
segundo grado de sexo femenino > 45 afios en ambas ramas paterna y materna)
predecia de forma significativa la presencia de mutaciones patogénicas en
BRCA1/2, con una prevalencia del 13.7 % en mujeres con estructura familiar no
informativa comparado con un 5.2 % para aquellas con estructura familiar

informativa (p = 0.02). El estudio también demostré que la presencia de una
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estructura familiar no informativa afectaba a la precision de los modelos
estadisticos para predecir la probabilidad pre-test (Couch, Myriad y BRCAPRO) de
ser portadora de mutacion en BRCA1/2(107). Si bien la edad precoz de
presentacion de cancer de mama (< 40-50 afios) es per se uno de los criterios
clinicos para la realizacion de estudio mutacional de BRCA1/2, estos datos implican
que a pesar de que no existan antecedentes familiares (o no sean aparentes), la
obtencion de un detallado pedigree en estos casos Unicos de cancer de mama es de

vital importancia en la practica clinica.

Criterios de seleccion v _modelos estadisticos para la deteccion de mutaciones en

BRCA1/2

En la actualidad el andlisis genético de BRCA1/2 en linea germinal no se puede
recomendar de manera indiscriminada, por razones derivadas de su coste y
laboriosidad y también por su impacto clinico y ético-legal. La selecciéon de
pacientes candidatos a la realizacion de estos test genéticos dependera de
determinadas caracteristicas personales y familiares, recogidas en su mayor parte
en el genograma(34).

Diversos grupos de consenso a nivel nacional e internacional han tratado de
establecer una serie de criterios de seleccidn de familias para estudio de los genes
BRCA1/2. A diferencia de otros sindromes hereditarios, en el sindrome de CMO
asociado a BRCA no existen unos criterios universalmente aceptados para guiar la
realizacion de test genéticos, y pueden variar entre diferentes paises en base a
diversos factores como la prevalencia de mutaciones en una determinada
poblacion(120,121). No obstante, todas la guias reconocen y establecen unos
criterios clinicos que deberian ser capaces de detectar una tasa de mutaciones en
torno a un 10 %(122). Como es de esperar, las variables con mas peso a la hora de
establecer estos criterios son la presencia y numero de antecedentes familiares y la
edad de presentacion de CMO. Otras variables contempladas por algunas de estas
guias son las caracteristicas patolégicas de los tumores de mama de la paciente
probando (fundamentalmente el estatus TN) y la presencia de antecedentes
familiares de otros tumores no mama/ovario que pudieran estar ligadas al
sindrome de CMO (pancreas, melanoma, préstata). En el apéndice 1 se recogen los

criterios de seleccion de las principales guias empleadas en nuestro medio para la
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deteccidén de mutaciones, como son las guias americana (NCCN, del inglés National
Comprehensive Cancer Network guilines)(8) y la elaborada por la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica (SEOM)(34). Las guias realizadas y empleadas en
otros paises de la Union Europea estan recogidos en wun articulo
independiente(120).

Por otro lado, y en parte debido a la ausencia de criterios clinicos estandar y
homogéneos, se han desarrollado modelos de estadisticos para predecir la
probabilidad pre-test de ser portadora de mutaciéon en BRCA1/2. Estos test se
emplean como herramienta complementaria para guiar la realizacién de estudios
genéticos en ciertos paises y unidades de consejo genético. Existen tres
aproximaciones para determinar esta probabilidad pre-test: los modelos
empiricos, modelos mendelianos y las tablas de prevalencia. Ninguna los tres
modelos ha demostrado ser superior, pero algunos de ellos se ajustan mejor a
determinadas caracteristicas de una familia(61). La aproximacién empirica se basa
en un modelo estadistico multivariable (derivado de la identificacién de variables
de interés tras el estudio de familias a las que previamente se les ha realizado
analisis genéticos), y establece la probabilidad pre-test en base a la combinacién de
variables concretas que presente una determinada familia. Por otro lado, los
modelos mendelianos calculan esta probabilidad en base a parametros genéticos
(como la frecuencia alélica y la penetrancia) y a las leyes de herencia mendeliana.
Entre ellos destacan el BOADICEA y el BRCAPRO como los méas conocidos y
utilizados(123). Por ultimo, la tercera aproximacion se basa en asumir que la
probabilidad de identificar una mutacién en una familia es igual a la prevalencia de
mutaciones calculada en esa categoria de familia en concreto. Se trata de un
método sencillo, pero su fiabilidad dependerda mucho tanto de en que medida
nuestra familia a estudio se ajuste a la categoria de familias de las que se extrajo el
dato de prevalencia de mutaciones, asi como del nadmero de familias previamente
estudiadas para este mismo fin(61). Siguiendo este modelo, en el ano 2002 se
publicaron tablas de prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en 10.000 familias
clasificadas en 42 categorias (laboratorios Myriad)(124). Estos datos se actualizan
peridédicamente y pueden ser consultados en internet

(www.myriadpro.com/prevalence-tables).
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2.2.2.4. Otras neoplasias no mama/ovario asociadas a mutaciones en

BRCA1/2

Existen pocos estudios que hayan analizado de forma especifica la relacion de
mutaciones en BRCA1/2 con otro espectro de tumores no mama/ovario. Los datos
mas consistentes indican un mayor riesgo de cancer de prostata en varones
portadores de mutaciones en BRCAZ (15 vs. 8 % de riesgo acumulado para
portadores de BRCAZ y poblacién general respectivamente)(125,126). También se
ha descrito que aquellas mujeres portadoras de mutaciones germinales en
BRCA1/2 tienen el doble de riesgo de desarrollo de cancer de pancreas respecto a
la poblacién general(127). Asimismo, parece existir una posible asociaciéon entre
cancer de pancreas a edades jovenes y mutaciones en BRCAZ(128) Otro tumor que
parece asociarse con mutaciones en BRCAZ es el melanoma, en particular el
melanoma uveal(129). No se ha demostrado de forma muy consistente el
incremento de otros tumores en portadores de BRCA1, aunque algunos estudios

sugieren que podria incrementar el riesgo de cancer es6fago-gastrico(129).
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Hipdétesis y objetivos

Nuestra hipétesis reside en que la prevalencia de mutaciones patogénicas en
BRCA1 y BRCA2 en una cohorte de mujeres joévenes con cancer de mama
esporadico esta directamente condicionada por la estructura familiar y el estatus
TN. La combinacién de ambas variables podria optimizar la seleccién de pacientes

candidatas a andlisis genéticos en este subgrupo de mujeres.

Objetivo primario: Establecer la viabilidad y utilidad de una estructura familiar no

informativa y el estatus TN como variables predictivas de la presencia de

mutaciones patogénicas en BRCA1/2 en este subgrupo de pacientes.

Objetivos secundarios:

- Estimar la prevalencia de mutaciones germinales en BRCA1/2 en una cohorte de
mujeres jovenes con cancer de mama esporadico.

- Estimar la prevalencia de mutaciones germinales en BRCA1/2 en mujeres con
tumores TN.

- Analizar si la presencia de antecedentes de otros tumores no mama/ovario en
familiares de primer y segundo predicen la presencia de mutaciones germinales en

BRCA1/2 en este subgrupo de pacientes.
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1. Diseiio del estudio y variables clinicas

Nuestro estudio se compone de una serie consecutiva de mujeres con carcinoma
de mama esporadico que durante el periodo comprendido entre 1998-2012 fueron
remitidas a unidades de consejo genético y seleccionadas para analisis genéticos
en base a una edad precoz de diagnostico de cancer de mama (< 35 afios). El
estudio incluye datos clinicos y genéticos de 6 centros espafoles participantes:
Hospital Clinico San Carlos y Hospital de la Paz de Madrid; Instituto Catalan de
Oncologia-ICO de Barcelona; Hospital Clinico de Valencia; Fundacién Publica
Gallega de Medicina Xendémica (FPMGX-SERGAS) de Santiago de Compostela;
Centro de investigacion del cancer, Universidad de Salamanca. Con la excepcién de
FPGMX, todos los centros participantes llevan a cabo tanto asesoramiento genético
como realizacién de test genéticos. La FPGMX es un laboratorio centralizado para
la realizacién de andlisis genéticos, pero el asesoramiento genético se realiza en
distintas unidades de consejo genético de la comunidad gallega (tabla 7). Todos
los datos clinicos han sido recopilados de manera retrospectiva a través de la
revision de los genogramas e historias clinicas de cada una de las pacientes. Los
datos representados corresponden al momento en el que se llevo a cabo el analisis

genético para BRCA1 y BRCAZ en cada una de las pacientes.

1.1. Definicion de cdancer de mama esporddico

Para los objetivos de este trabajo, se definieron como esporadicos y por tanto
fueron incluidos en el estudio aquellos casos de cancer de mama en mujeres sin
antecedentes de CMO en familiares de primer y/o segundo grado,

independientemente de su estructura familiar u otras variables.

1.2. Recogida de los genogramas y clasificacion de las familias

Todos los genogramas de las familias incluidas fueron solicitados a los respectivos
centros participantes para su revision centralizada (Hospital Clinico San Carlos)
(Tabla 7). Se utilizé el criterio propuesto por Weitzel et al. para definir la
estructura familiar(107), y las familias fueron clasificadas en 3 subgrupos
diferentes en funcién de la informacién obtenida a través de los pedigrees (algunos

ejemplos pueden ser consultados en el apéndice 2):
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a. Familias informativas: Familias con al menos 2 mujeres familiares de primer y

segundo grado del caso indice > 45 afios de edad en linea materna y paterna.

b. Familias no informativas: Familias con < 2 mujeres familiares de primer y

segundo grado del caso indice > 45 afios bien en la rama paterna y/o materna. Tal
y como fue propuesto por Weitzel et al, aquellas mujeres cuya informacién
genealodgica en la rama materna y/o paterna no era conocida por cualquiera que
fuera el motivo (incluyendo mujeres adoptadas) fueron clasificadas dentro de este
subgrupo.

c¢. Familias no clasificables: Se trata de aquellas familias cuyos genogramas o bien

no pudieron ser recopilados para su revisiéon centralizada o no aportaban la
informacién suficiente para poder ser clasificadas en informativas/no informativas
(debido por ejemplo a la falta de recogida de la edades de los familiares del caso

indice).

1.3. Clasificacién inmunofenotipica de los tumores

Se recopilaron datos morfopatolégicos e inmunofenotipicos de los tumores de
todas las pacientes incluidas. Para los objetivos de este trabajo, las pacientes
fueron clasificadas en 3 grupos diferentes en base al estatus de los RE, RP y HER2
(TN, no-TN y no clasificable). Aquellas pacientes cuyos tumores carecian de la
expresion de los 3 marcadores fueron clasificados como TN. Aquellos con un
resultado positivo para al menos uno de los 3 marcadores fueron clasificados como
no-TN. Por ultimo, aquellos tumores con resultado desconocido para los 3
marcadores o con resultado negativo para alguno de los 3 pero desconocido para
el resto se consideraron no clasificables. Los tumores bilaterales (n = 3 pacientes; 6
tumores) fueron clasificados como eventos Unicos en las pacientes de la siguientes
manera: los 2 tumores de la primera paciente eran no clasificables y por tanto se
contabilizaron como un Unico caso no clasificable; la segunda paciente presentaba
2 tumores no-TN y también se contabilizaron como un unico tumor; la tercera
paciente presentaba un tumor no-TN y el otro no clasificable y fue contabilizada
como no-TN. No se llevé a cabo una revisidon patologica centralizada, por lo que
dicha informacién fue obtenida a través de la revision de las historias clinicas y/o

informes patoldgicos en los respectivos centros (Tabla 7).
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2. Mutaciones germinales en BRCA1/2

El estudio mutacional incluyé todas las secuencias codificantes asi como las
secuencias frontera intron/ex6n de ambos genes. Dependiendo de los centros
participantes y en funcién del afio en el que se realizé la determinacion, el analisis
genético se llevd a cabo mediante secuenciacion directa (método sanger), dHPLC
(del inglés denaturing High Pressure Liquid Chromatography), DGGE (del inglés
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) o HRMA (del inglés High Resolution
Melting Analysis). Todos estos protocolos estan estandarizados y su metodologia
ha sido previamente descrita (Tabla 7). El estudio mutacional de BRCA1 se llevé a
cabo en el total de las 341 pacientes incluidas, mientras que el analisis de BRCAZ se
llevo a cabo en 332 mujeres (BRCAZ no fue analizado en un total de 9 pacientes, 5
de las cuales eran portadoras de mutaciéon en BRCA1).

Las mutaciones en BRCA1/2 fueron consideradas patogénicas si daban lugar a
codones de parada prematuros y/o eran consideradas patogénicas en la base de

datos BIC.

3. Analisis estadistico

Para todos los analisis estadisticos, los casos de cincer de mama bilateral fueron
considerados como un Unico tumor tal y como se ha descrito previamente. La
asociacion entre variables cualitativas fue analizada mediante el test de Fisher en

el software JavaStat (www.statpages.org). Se realizd un analisis de regresion

logistica bivariante mediante la version 13.0 de SPSS para Windows. Se utiliz6 el
método “enter” para calcular la probabilidad de ser portadora de mutacién en
BRCA1, BRCAZ o ambas ajustando por las variables estatus TN y estructura familiar
mediante una funcion lineal. Se acept6 un nivel de significacion estadistica del 5 %

para todos los andlisis.
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Tabla 7. Prevalencia de mutaciones y variables predictivas de mutacion para cada uno de los centros participantes

Centros participantes Estudio mutacional Estructura familiar Fenotipo TN
ID! Periodo N Métodos? Mut (%)3 | Clasificable (%)* NI (%)> Clasificable (%)® TN (%)’
reclutamiento

HCSC 1998-2012 79 DGGE, HRM, MLPA 10 76 37 78 26
1CO 1999-2011 100 Sec, MLPA 7 88 41 82 13
HPaz 2006-2011 38 Sec, MLPA 10 97 22 97 32
HClin 2006-2011 34 Sec, MLPA 3 73 48 97 15
FPGMX 2005-2011 50 Sec, MLPA 4 46 39 46 13
CIC 2006-2011 40 fCSGE, MLPA 5 80 37 83 30

THCSC (Hospital Clinico San Carlos, Madrid), Hpaz (Hospital de la Paz, Madrid), ICO (Instituto Catalan de Oncologia, Barcelona), HClin (Hospital Clinico de Valencia),
FPGMX (Fundaci6én Publica Galega de Medicina Xen6mica, Santiago de Compostela), CIC (Centro de Investigacién del Cancer, Universidad de Salamanca, Salamanca)
2DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, desde 1998 a 2006). HRM (High Resolution Melting, desde 2007-2013). MLPA (Multiplex Ligation Probe
Amplification). Sec (Secuenciacion directa). fCSGE (fluorescent Conformation Sensitive Gen Electrophoresis). 3 Prevalencia mutacional BRCA. 4 Numero de familias
clasificables como informativas/no informativas (ver material y métodos). 5 Prevalencia de familias con estructura familia no informativa entre las familias
clasificables. ¢ Casos de cancer de mama clasificables como TN/no-TN (ver material y métodos). 7 Prevalencia de mujeres con tumores TN entre los casos
clasificables. NI: no informativa
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1. Caracteristicas demograficas de nuestra poblacion

Un total de 341 familias fueron incluidas en nuestro estudio, cuyas caracteristicas
demograficas estan representadas en la tabla 8. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para las variables incluidas entre los diferentes
centros participantes. La mediana de edad fue de 32 afos, con un total de 107
mujeres (31 %) < 30 afios. La mayoria de nuestras familias fueron informativas
(48.6 %, n = 166), frente a un total de 99 familias con estructura familiar no
informativa (29 %). Los 76 casos restantes (22.3 %) corresponden a familias que
no pudieron ser clasificadas (incluyendo 22 genogramas que no pudieron ser
recopilados para su revision centralizada). Nuestra cohorte incluy6 57 mujeres con
tumores TN (16.7 %), 213 no-TN (62.5 %) y 71 casos no clasificables (20.8 %). Un
total de 216 casos (63.3 %) disponian de la informacién suficiente para ambas
variables predictivas (estructura familiar y estatus TN). Tres pacientes de nuestra
cohorte presentaban tumores de mama bilaterales sincrénicos en el momento de
realizacion del test genético. La mayoria de nuestras pacientes presentaban
antecedentes familiares de otros tumores no mama/ovario en familiares de primer
y segundo grado (64 %), siendo los mas frecuentes el carcinoma colorrectal y el
carcinoma de prostata. Asimismo, el 12 % de las mujeres incluidas en nuestro
estudio tenian antecedentes familiares de carcinoma de mama/ovario en
familiares lejanos, con un total de 22 mujeres con antecedentes en familiares de

tercer grado.
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Tabla 8. Caracteristicas demogrdficas de nuestra cohorte

Resultados

Caracteristica N (%)
Edad
<30 107 (31)
30-35 234 (69)
Estructura familiar
Informativa 166 (49)
No informativa 99 (29)
No clasificable 76 (22)
Cancer de mama bilateral (sincronico)
Si 3(0.01)
No 338 (99.99)
Historia familiar de otros tumores no mama/ovario
Cancer colorrectal 61 (27.60)
Cancer de prostata 55 (24.88)
Cancer gastrico 39 (17.64)
Cancer de prostata 17 (7.69)
Melanoma 12 (5.42)
Fenotipo tumoral
RE
Negativo 116 (34)
Positivo 172 (50)
Desconocido 53 (16)
RP
Negativo 137 (40)
Positivo 150 (44)
Desconocido 54 (16)
HER2
Negativo 163 (48)
Positivo 77 (22)
Desconocido 101 (30)
TN
Si 57 (17)
No 213 (62)
No clasificable 71(21)

RE: Receptor de estrégenos; RP: Receptor de progesterona; TN: Triple-negativo

2. Prevalencia de mutaciones germinales en BRCA1/2

2.1. Prevalencia global

Veinticuatro pacientes (7.12 %) de nuestra cohorte eran portadoras de mutaciones

germinales patogénicas, 14 en BRCA1 (4.10 %) y 10 en BRCAZ (3.01 %). Ninguna

de las 3 mujeres con carcinoma de mama bilateral sincrénico fueron portadoras de

-58 -



Resultados

mutacidn. La siguiente tabla muestra la secuencia genética de las mutaciones

deletéreas encontradas en nuestras pacientes.

Tabla 9. Mutaciones patogénicas de nuestra poblacion de pacientes

Descripcion de las mutaciones

Gen Nivel de nucleétido* Nivel proteico** N

BRCA1
c.68_69delAG p.Glu23ValfsX16 1
c.211A>G p.Arg71Gly 3
¢.815_824dup10 p.-Thr276AlafsX25 1
c.1806C>T p.GIn563Ter 1
¢.3008_3009delTT p.Phe1003Terfs 1
c.4165_4166dupAG p-Ser1389fs 1
¢.5123C>A p.Ala1708Glu 2
¢.5153-1G>A - 1
5236 G>A p.Gly1706Glu 1
¢.5333-198_5387del - 1
¢.5441_5444delCTTA p.Thr1738llefsX2 1

BRCA2
c.67+1G/T - 1
c.345_346delAA p.Leul17SerfsX5 1
c.2701delC p.Ala902LeufsX1 2
¢.3264dupT p.GIn1089SerfsX9 2
c.4889C>G p-Ser1630Ter 1
€.6444_6447dellTATT plle2194LysfsX17 1
¢.9018C>A p.Tyr3006Ter 1
c.9182T>G p.Leu3060Ter 1

* De acuerdo a las secuencias de referencia de Ensembl ENST00000357654 para BRCA1 y
ENST00000380152 para BRCAZ

** De acuerdo a la secuencia de referencia ENST00000357654 para BRCA1 y ENST00000380152
para BRCAZ

2.2. Prevalencia en funcion de estructura familiar

El 13.1 % de las pacientes con estructura familiar no informativa eran portadoras
de mutaciones patogénicas en BRCA1/2. La prevalencia mutacional descendia al
48 % y 4 % para los casos con estructura familiar informativa y familias no
clasificables respectivamente. Comparativamente, el exceso de mutaciones
observadas en el subgrupo de mujeres con familias no informativas alcanzé la
significacion estadistica (OR 3.17, IC 95 % 1.29-7.94, p = 0.006). Se encontraron
resultados similares restringiendo el analisis tan solo a aquellas familias
clasificables (n = 265: OR 2.99, IC 95 % 1.10-8.24, p = 0.016). Tanto BRCA1 como
BRCAZ contribuyeron a estos resultados con una magnitud del efecto similar. Las
diferencias en el anadlisis separado no alcanzaron la significacién estadistica

probablemente por el bajo nimero de pacientes en los subgrupos (Tabla 10).
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Tabla 10. Prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en funcion de la estructura familiar

Resultados

Estructura familiar Nlvs.I NI vs. global#
NI N (%) IN (%) No clasificable N (%) OR IC95 % p OR IC95 % p

Portadoras 13 (13.1) 8 (4.8) 3(4)

BRCA 299  1.10-8.24 0.016 3.17 1.29-7.94  0.006
No portadoras 86 (86.9) 158 (95.2) 73 (96)
Portadoras 7(7.1) 4(2.4) 3(3.9)

BRCA1 3.08 0.78-1291 ns 2.55 0.78-8.37 ns
No portadoras 92 (92.9) 162 (97.6) 73 (96.1)

BRCAZ* Portadoras 6(63) 424 0 (0) 265 064-1152  ns | 387 0941675 0.028
No portadoras 90 (93.7) 159 (97.6) 73 (100)

NI: No informativa; I: informativa; IC: intervalo de confianza; ns: no significativo
# Adecuadas + no clasificables. * 9 pacientes no fueron testadas para mutaciones en BRCAZ2 (5 de ellas portadoras de mutacién en BRCA1).

- 60 -




Resultados

2.3. Prevalencia en funcidn del estatus TN

Se encontr6 una fuerte asociacidn entre la presencia de mutacion en BRCAI y el
estatus TN (OR 5.82, IC 95 % 1.57-22.33, p = 0.004), con una prevalencia de
mutacion en BRCAI en mujeres con tumores TN del 12.3 % frente a un 2.3 % en
aquellas con tumores no-TN. No se encontré una asociacion estadisticamente
significativa entre el fenotipo tumoral y la presencia de mutaciones en BRCAZ. Los
datos correspondientes a la asociacion entre la presencia de mutaciones
patogénicas y el estatus de RE son superponibles y de una similar magnitud a los

del estatus TN (Tabla 11).

2.4. Prevalencia en funcion de los antecedentes familiares de otros tumores

Se encontr6 un exceso de antecedentes familiares de primer y segundo grado con
tumores colorrectales, prostata, gastricos y melanomas en pacientes portadoras de
mutaciéon en BRCA1/2 comparado con las pacientes no portadoras. Sin embargo, no
se encontré una diferencia estadisticamente significativa a excepcion de una
diferencia marginal para el caso de melanoma y mutaciones en BRCA2 (OR 7.80, IC
95 % 0.99-48.07, p = 0.046). Entre otros tumores analizados, las pacientes con
antecedentes familiares de carcinoma de pancreas mostraron la mayor prevalencia
de mutaciones (17.6 %, 3/17), fundamentalmente a expensas de BRCAI. La
prevalencia de mutaciones en BRCAZ para las mujeres con historia familiar de
melanoma fue del 16.6 %, sin ninguna portadora de mutacién en BRCA1 en estas

familias. (tabla 12).
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Tabla 11. Prevalencia de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 en funcion del fenotipo tumoral

Resultados

RE RP
Positivo Negativo o Positivo Negativo o
N (%) N (%) OR IC95 % p N (%) N (%) OR IC95 % p
Portadoras 2(1.16) 10(8.62) 4 (2.56) 8(5.83)
IBRCA1 8.02 1.61-54.1 0.002 2.26 0.6-9.17 ns
No portadoras  170(98.84) 106(91.38) 143(97.33) 129 (94.16)
Portadoras 7(4.11) 1(0.88) 7 (4.43) 1(0.75)
IBRCA2 0.21 0.01-1.71 ns 0.15 0.01-1.25 ns
No portadoras 163 (95.88) 112(99.12) 141(95.27) 133 (99.25)
HER2 TN
Positivo Negativo o Si No o
N (%) N (%) OR IC95% p N (%) N (%) OR IC95 % p
Portadoras 1(1.3) 11(6.75) 7(12.28) 5(2.35)
BRCA1 5.5 0.71-116 ns 5.82 1.57-22.33 0.004
No portadoras 76(98.7) 152(93.25) 50(97.72) 208(97.65)
Portadoras 0(0) 8(5.03) 1(1.82) 7(3.40)
IBRCA2 Undefined 0.025 0.52 0.02-4.41 ns
No portadoras 100(100) 151(94.97) 54(98.18) 199(96.60)

RE: Receptor de estrégeno; RP: receptor de progresterona; IC: intervalo de confianza; TN: triple negativo

-62 -



Resultados

Tabla 12. Prevalencia de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 en funcion de historia familiar de otros tumores no mama/ovario

Colon Proéstata Gastrico
N (%) OR IC95% p N (%) OR IC95 % p N (%) OR IC95 % p
Portadoras 2(3.28) 4(7.27) 3(7.7)
BRCA1 0.76 0.11-3.71 ns 2.51 0.61-9.66 ns 2.21 0.46-9.11 ns
No portadoras 59(96.72) 51(92.73) 36(92.3)
Portadoras 3(4.92) 3(5.66) 1(2.56)
BRCAZ2 1.95 0.39-8.71 ns 2.39 0.48-9.54 ns 1.19  0.05-10.60 ns
No portadoras 58(95.08) 49(94.34) 38 (97.44)
Portadoras 5(8.2) 7(12.73) 4(10.26)
BRCA 1.22 0.38-3.68 ns 2.53 0.87-7.15 ns 1.61 0.44-5.39 ns
No portadoras 56(91.8) 48(87.27) 35 (89.74)
Pancreas Melanoma
N (%) OR IC95 % p N (%) OR IC95% p
Portadoras 2(11.76) 0(0)
IBRCA1 3.47 0.49-18.79 ns 0.00 0.00-10.80 ns
No portadoras 15(88.24) 12(100)
Portadoras 1(6.25) 2(16.67)
IBRCA2 1.99 0.09-17.23 ns 7.80 0.99-48.07 0.046
No portadoras 15(93.75) 10(83.33)
BRCA Portadoras 31765 309 065-1285  ns 2(1667) 379 039-1494  ns
No portadoras 14(82.35) 10(83.33)

IC: Intervalo de confianza; ns: no significativo
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3. Modelo predictivo de la presencia de mutaciones en BRCA1/2 combinando

la estructura familiar no informativa y el estatus TN

En nuestro modelo de regresion logistica se evidencié que tanto la estructura
familiar no informativa como el estatus TN eran factores predictivos
independientes de la presencia de mutaciones en BRCA1/2. Cabe destacar que la
estructura familiar fue una variable predictiva de mutaciones tanto en BRCA1 (OR
3.66,1C 95 % 0.94-14.21) como en BRCAZ (OR 4.58, IC 95 % 1.07-19.72), mientras
que el estatus TN parecia predecir inicamente mutaciones en BRCA1 (OR 9.48, IC
95 % 1.80-19.83). En el caso de BRCA1, la magnitud del efecto en cuanto a
capacidad predictiva de mutaciones fue mayor para estatus TN en comparacion

con la estructura familiar no informativa (Tabla 13).

Una vez establecida la capacidad predictiva de ambas variables de forma
independiente analizamos las 216 familias que fueron evaluables tanto para la
estructura familiar como el estatus TN de forma conjunta. Aproximadamente la
mitad de ellos (n = 111) presentan al menos una o ambas caracteristicas. La
prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en este subgrupo de pacientes fue del 13.5
%, comparado con un 2.8 % en aquellas mujeres con tumores no-TN y estructura
familiar informativa (n = 105). Esta diferencia alcanzo6 la significacion estadistica
(OR 5.31, IC 95 % 1.38-23.89, p = 0.006). El subgrupo con una mayor prevalencia
de mutaciones en BRCA1/2 fue el compuesto por mujeres con tumores TN y
estructura familiar no informativa (25 %, n = 16). La prevalencia de mutaciones
patogénicas fue del 4.8 % en el subgrupo de mujeres no clasificables para la

estructura familiar, estatus TN o ambos (n = 125) (tabla 14).
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Tabla 13. Modelo de regresion logistica predictivo de mutaciones en BRCA1/2

N Covariable Exp(B) IC95 % p
ma_we N m4 Mmoo
BRoaT 216 M a6 osaaz  ooen
BRCAZ 213 Tl;ll;l 2:2523 196076--149'.3762 0.211

TN: Triple negativo; NI: No informativa

Tabla 14. Prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 estratificada por estructura

familiar y estatus TN

N Mut % N Mut % N Mut %
No informativa 16 4B1 25 59 2B1+5B2 12 24 1B1+1B2 8
Estructura
familiar Informativa 36 3B1+1B2 11 105 1B1+2B2 3 25 1B1 4
No clasificable 5 - 0 49 2B1 4 22 1B2 4
TN No TN No clasificable
Estatus TN

Mut: Mutacién; B1: BRCA1; B2: BRCAZ; TN: triple negativo
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La edad precoz de presentacién es una de las manifestaciones clinicas distinitivas
de los sindromes hereditarios de cancer. La presencia de cancer de mama a edades
jovenes es por tanto criterio de seleccién para estudio mutacional de BRCA1/2 en
la mayoria de guias clinicas, independientemente de la historia familiar.
Desafortunadamente, no existe un consenso establecido para definir cual es el
corte de edad para definir un cancer de mama como precoz y tampoco un criterio
homogéneo para guiar los test genéticos en base exclusivamente a la edad, con
rangos variables entre los 30-50 afios dependiendo de los autores y las guias
clinicas(8,29,34,120,121). Nuestra cohorte de pacientes se compone de mujeres
con cancer de mama esporadico que fueron remitidas a sus respectivas unidades
de consejo genético para estudio mutacional de BRCA1/2 en base a que
desarrollaron la enfermedad a una edad muy joven (< 35 afos). A excepcion de las
guias de la SEOM publicadas en 2011 (< 30 afios)(34), este punto de corte esta
universalmente aceptado como indicacién de realizacion de test genético por todas
las guias clinicas mas empleadas en nuestro medio, independientemente de otros
factores como la presencia de antecedentes familiares de CMO o el subtipo de
cancer de mama(8,120,121). Esto estd refrendado por numerosas series
indepedendientes que han establecido una prevalencia de mutaciones patogénicas
en mujeres con cancer de mama jéven (independientemente de otros factores) lo
suficientemente alta como para justificar la realizacion de estudios genéticos
(tabla 3, introduccién). Si nos centramos tan solo en aquellos que han
seleccionado pacientes jovenes con tumores esporadicos (tabla 5, introduccién),
nuestra prevalencia global de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 (7.12 %) es
comparable a lo observado en estos estudios. No objetivamos diferencias en
cuanto a prevalencia global en el subgrupo de mujeres comprendidas entre los 30-
35 anos (7.4 %, n = 234) con respecto a aquellas < 30 afios (6.5 %, n = 107), lo cual
no sustentaria restringir el estudio a aquellas < 30 afios tal y como se recoge en las
guias de la SEOM. En cualquier caso, el objetivo de nuestro estudio no era
determinar una edad de corte para la realizacion de test genéticos en casos de
cancer de mama esporadico, si no mas bien demostrar que existen otras variables
que directamente condicionarian la prevalencia de mutaciones germinales en
BRCA1/2 en cohortes de mujeres jovenes con cancer de mama esporadico, a pesar

de que todas ellas, solo por la edad, cumplan criterios para realizaciéon de estudio
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genético. El objetivo era por tanto establecer un modelo predictivo de la presencia
de mutaciones germinales en BRCA1/2 en una cohorte de mujeres jovenes con
cancer de mama esporadico que incluyera 2 variables en principio accesibles y
disponibles en el momento de realizar la valoracion inicial del riesgo y que
potencialmente pudieran ayudar a optimizar la realizacion de analisis genéticos en

estas pacientes: la estructura familiar no informativa y el fenotipo tumoral TN.

En el afio 2007, Weitzel et al. publicaron un estudio de gran relevancia que
demostraba como la presencia de una estructura familiar no informativa predecia
de forma significativa la presencia de mutaciones germinales en BRCA1/2 en una
cohorte de mujeres jovenes (< 50 afios) con cancer de mama esporadico. Ademas
de ello, advertia como la estructura familiar afectaba directamente a la capacidad
predictiva de la presencia de mutaciones en base a modelos probabilisticos
frecuentemente empleados en algunos contextos de asesoramiento genético
(Couch, Myriad, BRCAPRO). Todo ello enfatizaba la importancia de la estructura
familiar como variable critica a la hora de establecer la probabilidad o prevalencia
de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 en este subgrupo de mujeres. Las cohorte
de pacientes del estudio (n = 306) fue extraida de un registro de mujeres remitidas
a una unidad de cancer hereditario y a las que se les habia realizado estudio
genético de BRCA1/2 entre los afios 1997-2007 (n = 1543). La mayor parte de las
mujeres estudiadas eran caucasicas, incluyendo un 24 % de mujeres hispanas y un
20 % de mujeres con descendencia judia Ashkenazi. Un total de 185 mujeres (60
%) eran < 40 afios de edad. Definieron como cancer de mama esporadico a la
ausencia de antecedentes familiares de CMO en familiares de primer y segundo
grado. En cuanto a la estructura familiar, establecieron la presencia de 2 o mas
familiares de primer y segundo grado > 45 afios en ambas ramas (paterna y
materna) como requisito para definir una familia como informativa. En su
ausencia, la estructura familiar fue considerada como no informativa. Aplicando
estos criterios el 50 % de sus familias (n = 153) fueron clasificadas como
informativas y el 50 % restante en no informativas. Aquellas mujeres de las cuales
no se disponia de informacion relativa a su historia familiar (por ejemplo las
pacientes adoptadas) fueron clasificadas como familias no informativas. Se

observé un exceso de mutaciones en familias no informativas en comparacién con
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las familias informativas que alcanz6 la significacion estadistica (OR 2.88, IC 95 %
1.2-6.7; p = 0.02), siendo la prevalencia mutacional del 13.7 % frente al 5.2 % para
las familias no informativas e informativas respectivamente. Esta magnitud del
efecto fue similar para el subgrupo de mujeres < 40 afios (15.4 % versus 6.4 %
respectivamente), si bien no alcanz6 la significacién estadistica posiblemente
debido al pequefio tamafio muestral (OR 2.67, IC 95 % 0.9-8.23; p = 0.08)(107).
Pese a su indudable interés clinico, resulta ciertamente sorprendente el escaso
registro disponible en la literatura cientifica de intentos de validar estos hallazgos.
En nuestro trabajo hemos replicado por primera vez estos resultados en una
cohorte independiente de mujeres muy jovenes con cancer de mama esporadico (<
35 afios, n = 341). La magnitud del efecto de una estructura no informativa como
variable predictiva de mutaciones patogénicas en BRCA1/2 es muy similar entre
los 2 estudios, con una OR de 2.99 (IC 95 % 1.10-8.24) en nuestro estudio frente a
una OR de 2.88 en el estudio de Weitzel et al. Sin embargo, nuestro trabajo
presenta diferencias destacables comparado con el estudio de Weitzel et al. En
primer lugar, Weitzel et al. no tienen familias cuya estructura familiar es no
clasificable (aparentemente todos los genogramas de su estudio disponen de la
informacién suficiente para clasificar a las familias en informativas o no
informativas), mientras que hasta un 22 % de nuestras familias eran no
clasificables. Ciertamente este dato es representativo de lo que sucede en la
mayoria de unidades de consejo genético e indirectamente deja a relucir cierta
inexactitud a la hora de recoger los datos para realizar un genograma completo en
un contexto de practica clinica rutinaria. El hecho previamente referido de que una
edad < 35-40 afos estd universalmente aceptada como criterio de seleccién para la
realizacion de estudio de BRCA1/2 independientemente de los antecedentes
familiares en estas mujeres podria ser una de las razones que explique estos
hallazgos. En cualquier caso, la presencia de familias no clasificables no afecté
negativamente en la asociacién de estructura familiar no informativa y presencia
de mutaciones en BRCA1/2. De hecho, comparando la prevalencia mutacional en
familias no informativas frente a todas las demas (informativas y no clasificables)
observamos una OR de 3.17 (IC 95 % 1.29-7.94, p = 0.006). En segundo lugar, el
numero de familias no informativas en nuestro estudio es menor (29 % frente a un

50 % en Weitzel et al.). No encontramos una explicacion obvia para este hallazgo,
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pero ciertamente refleja la practica rutinaria de unidades de consejo genético
representativas en Espafia. Y en tercer lugar, describimos que la estructura
familiar no informativa predice con una magnitud similar la presencia de
mutaciones en BRCA1 y BRCAZ. Un estudio reciente no pudo replicar esta
asociacion entre estructura familiar no informativa y el estatus genético en una
cohorte amplia de mujeres Koreanas con cancer de mama < 40 afios (n = 625).
Considerando tan solo a aquellas familias clasificables (76 %, n = 474), el estudio
no mostro diferencias significativas en la prevalencia de mutaciones en BRCA1/2
entre familias no informativas (6.9 %, n = 292) e informativas (5.5 %, n=182) (p =
0.56)(110). Es posible que la definicion de estructura familiar no informativa
propuesta por Weitzel et al. no sea directamente aplicable a otras poblaciones.
Como los propios autores indican, el cancer de mama en mujeres Koreanas tiende
a desarrollarse en edades mas jovenes y este hecho, junto con otras variables
epidemiolégicas y ambientales, puede haber subestimado la capacidad predictiva
de la estructura familiar en el estatus mutacional de BRCA1/2. Nuestra serie de
pacientes es ciertamente mas comparable a la cohorte de Weitzel et al., donde la
mayoria de pacientes analizadas eran mujeres caucasicas y un 24 % eran mujeres
latinas. A pesar de la importancia y potencial utilidad clinica de la estructura
familiar como variable predictiva de mutaciones en BRCA1/2, la ausencia de una
validacion en cohortes y/o poblaciones independientes podria haber limitado su
uso en el contexto de la practica clinica diaria. De hecho, entre las guias clinicas
mas empleadas en nuestro medio, tan solo las guias de la NCCN la incluyen como
criterio de seleccion independiente para estudio mutacional en mujeres < 50
afios(8). A la vista de nuestros resultados, probablemente la estructura familiar
deberia emplearse como herramienta adicional en el asesoramiento genético
rutinario de mujeres jévenes con cancer de mama esporadico, a pesar de que no
este formalmente incorporado en las guias actuales de la ESMO (del inglés,
European Society of Medical Oncology) (121) y SEOM como criterio de seleccion de
estudio genético (34).

Varios trabajos han demostrado la capacidad predictiva de la negatividad de RE y
el fenotipo TN para predecir mutaciones germinales en BRCA1, con OR que oscilan

entre 8-13 para RE negativo y OR de 3 para el subtipo TN (frente a RE positivo y
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fenotipo no-TN respectivamente)(65,68,71,130,131). Como se ha comentado
previamente, ningiin pardmetro anatomo-patolégico ha demostrado capacidad de
predecir mutaciones en BRCAZ2. Esta fuerte asociacion entre el fenotipo TN y las
mutaciones en BRCA1 ha motivado la publicacién de numerosas series estimando
la prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en cohortes de mujeres con tumores TN
(Tabla 6, introduccién). Si bien el disefio de todos ellos es similar difieren
fundamentalmente en las caracteristicas de la poblacion incluida (edad e historia
familiar), y también son algo heterogéneos en cuanto al criterio empleado para
definir negatividad de receptores hormonales y/o HERZ2. El rango de variabilidad
respecto a la expresion de RE/RP oscila entre criterios muy estrictos (< 1 %)
empleados en algunos estudios(70,116,117) a criterios mas laxos (5-10
%)(112,113) o rutinariamente empleados en la practica clinica (no
especificado)(111,114,115,118,119). Hay 3 conclusiones fundamentales derivadas
de los resultados de estas series. En primer lugar, la prevalencia de mutaciones
patogénicas en BRCA en mujeres con tumores TN es mayor que la esperada para
una cohorte de mujeres de similares caracteristicas pero no seleccionadas por
criterios anatomo-patolégicos. Hartman et al., tomando como referencia las tablas
de prevalencia de Myriad, determinaron que la prevalencia observada en la
mayoria de subgrupos de su cohorte de mujeres con tumores TN era entre 2-3
veces superior a la esperada para la poblacion general. Esta diferencia alcanz6 la
significacion estadistica en un modelo de regresion lineal (p = 0.0005). El Unico
subgrupo del estudio donde la prevalencia observada fue similar a la esperada fue
en mujeres > 50 afios sin historia familiar (2.2 % vs. 2.3 %)(116). En este sentido
se ha demostrado que el estudio genético de BRCA1/2 en mujeres < 50 afos con
tumores TN es una estrategia coste efectiva(132). Esto ha motivado que muchas de
las guias clinicas internacionales y nacionales incluyan el estatus TN como criterio
de seleccion para estudio genético en mujeres jévenes (< 35-60 afios dependiendo
de las guias clinicas) aun en ausencia de antecedentes familiares(8,34,120). En
segundo lugar, la prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en mujeres con tumores
TN sigue siendo muy dependiente de la edad y la historia familiar de las pacientes.
Asi por ejemplo, la prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 puede alcanzar el 40 %
en mujeres < 40 afios no seleccionadas por historia familiar, pero en general no

superan el 15 % en mujeres jovenes sin antecedentes familiares de CMO (tabla 6).
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Y por ultimo, como cabia esperar, la capacidad predictiva del fenotipo TN en
cuanto a la presencia de mutaciones en BRCA parece ligada exclusivamente a las
mutaciones en BRCAI. No obstante, un estudio reciente que ha analizado las
caracteristicas anatomo-patolégicas de los tumores de una cohorte de pacientes
portadoras de mutaciones germinales en BRCA1/2 ha descrito que la proporcién
de tumores TN decrece con la edad en el caso de BRCA1 pero puede alcanzar el 30
% en > 50 afos para el caso de BRCAZ(66).

En nuestro trabajo, acorde con lo previamente publicado, tanto la negatividad para
RE (OR 8.02, p = 0.002) como el estatus TN (OR 5.82, p = 0.004) fueron
fuertemente predictivas de mutaciones en BRCA1. No encontramos asociacidon
entre mutaciones en BRCAZ y fenotipo tumoral. Como también era esperable en
una cohorte de mujeres jovenes, el 90 % de las mutaciones en BRCA entre las
mujeres con tumores TN eran mutaciones en BRCAI1 (7/8). En nuestra serie la
proporcién de tumores TN fue del 16.7 %. El porcentaje de tumores no
clasificables de nuestro trabajo obliga a interpretar este resultado con cautela,
pero es similar a lo publicado por Collins et al. en una cohorte de mujeres con
cancer de mama < 40 afos (21 %)(31). Nuestro estudio no fue disefiado para
establecer la prevalencia de mutaciones en BRCA1/2 en mujeres con cancer de
mama TN, pero los resultados obtenidos en cuanto a prevalencia son comparables
a las series y/o subgrupos con nuestros mismos criterios de seleccion (< 35 afios y
ausencia de historia familiar). Asi, un 14 % de prevalencia de mutaciones en
BRCA1/2 de nuestro estudio es comparable con el 12.7 % en el estudio de Evans et
al. (restringido solo a BRCA1)(114) y 10 % en la serie de Young et al(111). Datos
extrapolados de la serie no seleccionada publicada por Hartman et al. estiman una
prevalencia del 9 % en mujeres < 50 afos sin antecedentes familiares. Unos
criterios mas restrictivos en cuanto a la negatividad de receptores hormonales (< 1
%) y el rango de edad podrian explicar las pequefias diferencias encontradas
respecto a nuestro trabajo. El hecho de no disponer de una revision anatomo-
patoldgica centralizada y el nimero de casos no clasificables o desconocidos obliga

a interpretar nuestros resultados con cautela.

Como hemos visto, todas las mujeres de nuestro estudio cumplian criterios para

realizacion de analisis genéticos pero algunas tenian mucho mas riesgo de ser
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portadoras en base a tener una estructura familiar no informativa y/o a la
presencia de tumores TN. Esto también implica que para poder comparar las
estimaciones de prevalencia entre las numerosas series publicadas de mujeres con
cancer de mama precoz (tablas 3, 4 y 5, introduccion), es indispensable conocer la
informacion acerca de estos aspectos. Con el objetivo de establecer si estas 2
variables podrian predecir de forma inter-independiente la presencia de
mutaciones en BRCA1/2 realizamos un modelo de regresion logistica bivariante.
Pudimos observar como efectivamente la estructura familiar no informativa y el
fenotipo TN son variables que predicen de forma independiente y con una
magnitud del efecto similar (OR 3.14 y OR 3.61 respectivamente) la presencia de
mutaciones en BRCA1/2. En el caso de BRCA1, la capacidad predictiva del estatus
TN (OR 9.48, IC 95 % 1.80-19.83) era mayor que la estructura familiar (OR 3.66, IC
95 % 0.94-14.21). Si bien no se alcanza la significacién estadistica en el caso de
estructura familiar no informativa y mutaciones en BRCA1, esto probablemente se
debe al escaso nimero de mutaciones patogénicas en nuestra cohorte, como es
claramente apreciable en la magnitud de la OR y la amplitud del IC. Lo que si
parecia evidente es que el fenotipo TN no predecia la presencia de mutaciones en
BRCAZ2 (OR 0.52). Por el contrario, la estructura familiar era predictiva tanto de
mutaciones en BRCAI como en BRCAZ (OR 4.58, IC 95 % 1.07-19.72). Existen
algunas limitaciones a este modelo predictivo propias del disefio retrospectivo de
nuestro estudio. En primer lugar, el nimero de mujeres clasificables tanto para
estructura familiar como para el estatus TN fue 216, lo cual podria no ser
representativo del global de pacientes de nuestra cohorte. No obstante, el hecho de
no haber encontrado diferencias respecto al numero de mujeres y familias
clasificables entre los respectivos centros hacen pensar que probablemente no
existan sesgos mayores al respecto, y por tanto estos resultados serian
representativos del global de la poblaciéon analizada. En segundo lugar, no
llevamos a cabo una revision anatomo-patoldgica centralizada de los tumores. Esto
implica por un lado una menor objetividad a la hora de establecer el diagndstico y
por otro la ausencia de un criterio homogéneo para definir
positividad/negatividad en la expresion de receptores hormonales y HERZ2.
Realmente esto se alejaba de nuestros objetivos, ya que pretendiamos establecer

un modelo predictivo con la informaciéon que habitualmente se dispone en un
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contexto clinico. Por un lado, el diagndstico anatomo-patolégico en la practica
clinica raramente se establece por 2 pat6logos independientes y por tanto siempre
esta sujeto a cierta subjetividad. En segundo lugar, si bien la ausencia de criterios
inmunohistoquimicos homogéneos podrian ser fuente de heterogeneidad en
nuestro estudio, creemos que por otro lado otorgan a nuestros resultados mas
reproducibilidad a la hora de trasladarlos a un contexto asistencial. En definitiva, a
pesar de las limitaciones inherentes a las condiciones de practica clinica rutinaria,
hemos sido capaces de establecer un modelo predictivo de mutaciones germinales
en BRCA1/2 con las variables estructura familiar y estatus TN.

Una vez establecido el papel predictivo independiente de ambas variables,
calculamos la prevalencia de mutaciones patogénicas entre aquellas mujeres con al
menos uno de estos factores de riesgo (n = 111) frente a aquellas sin ninguno de
estos factores (n = 105). La prevalencia para el primer subgrupo fue del 13.5 %,
mientras que descendia al 2.8 % en mujeres con tumores no-TN y estructura
familiar informativa (OR 5.31, p = 0.006). Estos datos reflejan un hecho
interesante. Probablemente, y de un modo general, una probabilidad a priori del 2-
3 % en mujeres jovenes con tumores no-TN y estructura familiar informativa no
justifique la realizacién de estudios genéticos en la mayoria de unidades de
asesoramiento genético, a pesar de que cumplan criterios para analisis genéticos
basados exclusivamente en la edad (< 35 afios). Posiblemente orientar el estudio
tan solo a aquellas mujeres cuya estructura familiar sea no informativa y/o tengan
tumores TN sea mas eficiente para la practica clinica. Es de destacar que hasta 1/3
de las mujeres de nuestra cohorte, en principio representativa de mujeres jovenes
remitidas a unidades de alto riesgo espafiolas, tienen tumores no-TN y una
estructura familiar informativa. Aplicando nuestro criterio, corresponde a un
porcentaje sustancial de casos de la poblacion general en los que razonablemente,
y desde un punto de vista general, podriamos obviar el estudio genético.
Obviamente esto no implica que todas ellas deban quedar excluidas de realizar
analisis genéticos. Esta decision debera ser individualizada y balanceada teniendo
en consideracién las caracteristicas y necesidades particulares de estas

mujeres/familias junto con su bajo riesgo de ser portadoras.
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El exceso de carcinomas de origen pancreatico, prostitico y melanoma en
portadoras de mutacién en BRCA1/2 con respecto a las no portadoras en nuestra
cohorte es compatible con lo publicado en la literatura, y merece ser evaluado en
otros estudios especificamente disefiados para demostrar esto. El escaso tamafio
de la muestra de nuestra cohorte y la ausencia de una confirmacién patolégica de
estos tumores hacen que nuestros resultados sean puramente descriptivos pero no

concluyentes.
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VI. Conclusiones
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Conclusiones

1) La prevalencia de mutaciones germinales en los genes BRCA1/2 en mujeres
espafiolas con cancer de mama esporadico joven (< 35 afos) alcanza el 7% (4%
para BRCA1 y 3% para BRCAZ). Los resultados son comparables a los obtenidos en

otras cohortes con criterios de seleccién similares.

2) Nuestro estudio es el primero en validar la estructura familiar como factor
predictivo de mutacion germinal en mujeres jovenes con cancer de mama
esporadico, tal y como propuso originalmente Weitzel et al. A diferencia de
Weitzel et al, nuestro estudio permite demostrar que la estructura familiar es

factor predictivo tanto para BRCA1 como para BRCAZ.

3) Confirmando estudios previos, demostramos que el status TN es factor
predictivo de mutacion germinal en BRCA1 (pero no en BRCA2) en mujeres jévenes

con cancer de mama esporadico.

4) Demostramos por primera vez que la estructura familiar y el status TN son
factores predictivos de mutacién en BRCA1/2 independientes. Ademas, concluimos
que la informacién limitada con la que normalmente se cuenta en una consulta de
cancer familiar es suficiente para definir un status TN y una estructura familiar

con valor predictivo.

5) Nuestro estudio sugiere que orientar el analisis tan solo a aquellas pacientes
que presenten al menos un factor predictivo (estructura familiar no informativa

y/o tumor TN) podria ser mas eficiente y coste efectivo.

6) Nuestros resultados son potencialmente aplicables con un impacto notable para
la practica clinica. Probablemente son necesarios otros estudios que validen
nuestros resultados en cohortes mas amplias e independientes para poder

trasladar definitivamente estos resultados al asesoramiento genético rutinario.
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Apéndices

Apéndice 1. Criterios de seleccion para estudio genético de BRCA1/2

**Solo se incluyen los criterios para realizacion de andlisis genéticos sobre individuos

afectos

a. Guias NCCN

Historia personal de CM junto con uno de los siguientes criterios:

- Diagnosticado a una edad < 45 afios.

- Diagnosticado a una edad < 50 afios con uno de los siguientes:

*Historia personal de segundo tumor primario de mama.

*> 1 familiar de 1er, 2do o 3er grado con historia de CM a cualquier edad.
*Estructura familiar no informativa.

- CM triple negativo diagnosticado a una edad < 60 afios.

- Diagnosticado a cualquier edad con uno de los siguientes:

*Un familiar de 1ler, 2do o 3er grado con CM < 50 afios.

*> 2 familiares de ler, 2do o 3er grado con CM a cualquier edad.

*> 1 familiar de ler, 2do o 3er grado con CO.

*> 2 familiares de ler, 2do o 3er grado con cancer de pancreas y/o proéstata
Gleason > 7 a cualquier edad.

*Un familiar de 1er, 2do o 3er con CM en el varodn.

*Etnia judia Askenazhi.

Historia personal de CO a cualquier edad.

Historia personal de CM en el varon.

Historia personal de cancer de pancreas/préstata (Gleason > 7) a cualquier edad
junto con > 2 familiares de ler, 2do o 3er grado con CM y/u ovario y/o
pancreas/préstata (Gleason > 7) a cualquier edad.

*En el caso de cancer de pancreas en judios Askenazhi solo se requeire 1 familiar
afecto con los mismos criterios.

Mutaciones deletéreas previamente identificadas en la familia.

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario
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Apéndices

Apéndice 1 Criterios de seleccion para estudio genético de BRCA1/2 (cont.)

b. Guias SEOM

Familias con > 3 casos de CM y /u O en rama paterna o materna.

Familias con > 2 casos de CM y /u O si se cumple al menos uno de los siguientes
criterios:

- Uno caso de CM en varon.

- Un caso con CO, trompa de Falopio o peritoneal primario.
- Ambos casos CM < 50 afios.

- Un caso con CM bilateral y el otro <50 afios.

Familias con un solo caso de CM u O si:

- Historia de CM y O en la misma mujer.
- CM < 30 anos.
- CM bilateral < 40 afios.

Mutaciones deletéreas previamente identificadas en la familia.

CM: Cancer de mama; CO: Cancer de ovario; O: Ovario
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Apéndices

Apéndice 2. Genogramas representativos de la nuestra clasificacion de

familias

a. Familia informativa
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Apéndices

Apéndice 2. Genogramas representativos de la nuestra clasificacion de

familias (cont)

b. Familias no informativas
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Apéndices

Apéndice 2. Genogramas representativos de la nuestra clasificacion de

familias (cont)

c. Familia no clasificable
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