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PROLOGO

Dra. Ruth Vera
Presidenta de SEOM.

Hace casi dos décadas que la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) y la Fundacion
Instituto Roche aunaron sus esfuerzos para potenciar la formacidn de los oncélogos médicos en
el campo del cancer hereditario; fruto de esta union, se publico el primer Libro SEOM de Cancer
Hereditario, que se situd en poco tiempo como el referente en esta materia para los oncélogos
médicos que iniciaban su andadura en las consultas de cancer hereditario o consejo genético en
cancer, y también para aquéllos que estaban en formacion o para los que querian profundizar en
aspectos concretos de una determinada patologia.

Tengo el honor de presentar la tercera edicion del Libro SEOM de Cancer Hereditario, que, al
igual que las ediciones anteriores, esta elaborado por profesionales de reconocido prestigio en
el area de cancer hereditario, los cuales han sido seleccionados con minucioso cuidado por
el Comité Editorial, compuesto por oncélogos médicos y con la colaboracién inestimable de
bidlogos moleculares expertos.

El contenido se ha actualizado para incorporar la informacidn mas reciente relacionada con las
caracteristicas genéticas hereditarias del cancer, anadiendo aspectos clinicos de los sindromes
hereditarios de cancer mas relevantes e introduciendo nuevos datos sobre la traslacion de la
genética molecular a la clinica, especialmente en los aspectos relacionados con la prevencion
y la terapéutica oncoldgica. Esta tercera edicidn se ha dividido en cuatro mddulos: el primero,
sobre las bases de cancer hereditario, en el que se analizan los aspectos genéticos, abundando
en la predisposicion hereditaria al cdncery el riesgo poligénico, la clasificacidon de las variantes
genéticas, e incidiendo en las nuevas técnicas diagnosticas de secuenciacidn masiva que se han
incorporado recientemente a la practica clinica; el sequndo maodulo, sobre los principios del
asesoramiento genético, atiende los aspectos relevantes del proceso de consejo genéticoy de la
comunicacion a los pacientes y a sus familiares, también se analizan aspectos éticos y legales,
muy importantes estos Ultimos para la puesta al dia respecto a la nueva Ley de Proteccion de
Datos, y, ademas, se recoge el impacto psicolégico de las actuaciones médicas en este ambito; el
tercer mddulo hace referencia a los aspectos molecularesy clinicos de los principales sindromes
de predisposicion hereditaria al cancer; vy, finalmente, el cuarto médulo, examina las nuevas
perspectivas en el cancer hereditario, cuales son los genes de predisposicion que se utilizan
como dianas terapéuticas y qué medidas de prevencidn farmacologica han demostrado eficacia
para reducir el riesgo de cancer, ademas, de sondear métodos de gestion de la informacion y de
la investigacion colaborativa en cancer hereditario y el papel de las asociaciones de pacientes.

Espero que esta publicacion ayude a los oncélogos médicos a manejar mejor a los pacientesy a
sus familiares con canceres hereditarios. Ademas, deseo que sea una fuente Util y de interés para
que los profesionales aprendan mas sobre el asesoramiento genético, la biologia del cancer, los
estudios genéticos, la evaluacion del riesgo, los tipos de sindromes y las implicaciones sociales,
psicologicas y éticas del estudio de los canceres hereditarios.
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BASES GENETICAS DEL CANCER

El cadncer o desarrollo tumoral se caracteriza por un crecimiento excesivo y descontrolado
de un grupo de células que invaden y danan tejidos y 6rganos. Es una de las causas mas
frecuentes de mortalidad ocupando un segundo puesto en los paises desarrollados detras
de las enfermedades cardiovasculares o coronarias. La incidencia del cancer ha aumentado
en las Ultimas décadas, si bien es notorio que ha habido una disminucion de la mortalidad en
los Ultimos anos, siendo este hecho consecuencia directa de los grandes avances producidos
en los tratamientos terapéuticos y en el diagnostico precoz. El cancer es el resultado de dos
procesos sucesivos: el aumento de la proliferacion de un grupo de células formando un
tumor o neoplasiay la posterior adquisicion por parte de estas células de capacidad invasiva,
permitiéndoles asi migrar desde su lugar de origen a otros tejidos u 4rganos, proceso

conocido como metastasis.

Para entender o estudiar la carcinogénesis hay que tener en cuenta su alta complejidad,
la cual se refleja en la gran heterogeneidad y variabilidad morfoldgica y pronostica de los
tumores y en el gran numero de alteraciones moleculares oncogénicas descritas. Estas
seguirdn aumentando conforme se avance en el conocimiento de nuevas moléculas o nuevas
funciones de moléculas ya conocidas, cuya activacion o inactivacién puedan afectar a los
procesos de proliferacion y diferenciacion celular, ya sea a nivel del ciclo celular, a nivel de
apoptosis etc.

EL CANCER ES UNA ENFERMEDAD GENETICA

A veces se describe el cancer como una enfermedad del DNA, lo que intenta reflejar el
hecho de que cualquier cancer es una enfermedad genética en el sentido méas profundo del
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término. El cancer se considera una enfermedad genética esporadica y excepcionalmente
hereditaria.

Existen dos posibles conjuntos de alteraciones genéticas: cambios en la secuencia del ADN
y cambios epigenéticos que afectan a la expresion de genes. Las alteraciones a nivel de
secuencia pueden ser deleciones de regiones cromosomicas, que implican pérdida de genes
que pueden estar relacionados con la regulacion negativa del ciclo celular, como es el caso de
los genes supresores de tumores; mutaciones génicas que pueden activar o inactivar distintas
proteinas; amplificaciones génicas que conllevan la sobreexpresion de genes especificos; e
incluso, pérdidas y ganancias de cromosomas enteros. En cuanto a alteraciones epigenéticas
nos encontramos con el silenciamiento de genes causado por hipermetilacion de las islas CpG
localizadas en sus promotores, como es caso de p16INKéa, el gen MLHT o el gen BRCAT.

Podemos resumir que los distintos procesos moleculares que se asocian con la formacion
y progresion tumoral son:

a) activacion de oncogenes

b] inactivacion de genes supresores

c) alteracion en los genes de reparacion del ADN

d] alteracion de genes relacionados con la apoptosis

e] otros mecanismos tales como la activacion de telomerasa, reparacion de la
oxidacion mediada por radicales libres procedentes del metabolismo celular,
de desaminacidn, etc.

f] inestabilidad genética (microsatélites y cromosémical

Sefalizacion Evasion
=g proliferativa supresores de e
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Figura 1. Procesos que interfieren en cada una de las capacidades adquiridas y necesarias para el crecimiento y la
progresion tumoral. [Modificado de Hallmarks of Cancer: The next generation).
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El reciente desarrollo de nuevas tecnologias de analisis genético, en particular la
secuenciacion masiva en paralelo (NGS, delinglés Next-Generation Sequencing), ha permitido
la caracterizacidon del genoma de numerosos tumores solidos individuales con un nivel de
resolucion sin precedentes. En conjunto, estos analisis han demostrado de forma concluyente
la hipotesis de que el cancer es en ultimo término un proceso evolutivo impulsado por la
seleccidn natural actuando sobre mutaciones somaticas pre-existentes adquiridas de forma
estocastica’.

Este modelo darwiniano de carcinogénesis [modelo CGE, del inglés Clonal Genome Evolution)
predice que las alteraciones genéticas identificadas en las muestras tumorales pueden
clasificarse en mutaciones drivers y mutaciones passenger, en funcion de su papel evolutivo®.
Por definicion, las mutaciones drivers proporcionan una ventaja adaptativa fundamental,
mientras que las mutaciones passenger no tienen ningun valor adaptativo, aunque puedan
contener informacion clinicamente relevante, como puede ser el tipo de inestabilidad
genética en el tumor*, o la capacidad del tumor para evolucionar en el futuro adaptandose a
nuevos cambios ambientales (como, por ejemplo, la aparicion de poblaciones resistentes a
determinados farmacos anticancerigenos).

Por supuesto, las mutaciones drivers no ocurren con igual probabilidad en todos los genes
del genoma. Estimaciones recientes indican que el niUmero de genes humanos capaz de
comportarse como drivers del proceso carcinogénico es relativamente bajo: probablemente
menosde 200 genesde ungenoma que contiene aproximadamente 20.000 genes codificadores
de proteinas®.

Las mutaciones drivers deben permitir a las células tumorales (o en proceso de llegar a ser
tumorales) adquirir habilidades tales como la capacidad de proliferacién celular répida,
indefinida e independiente de sefiales externas (lo que a su vez implica alterar los mecanismos de
senalizacion entre la membranay el nucleo celulares, suprimir los mecanismos de senescencia
inducidos por stress replicativo, reactivar mecanismos preservadores de la longitud telomérica,
y modificar el metabolismo energético), la capacidad de evadir los controles del sistema inmune,
la capacidad de suprimir los mecanismos inductores de apoptosis (mecanismos exégenos y
enddgenos), la capacidad de neo-vascularizacion del tejido tumoral en crecimiento (angiogénesis),
y la capacidad de movilidad, extravasacion, invasion y metéastasis®. De acuerdo al modelo CGE,
la adquisicién de todas estas caracteristicas se alcanza mediante un proceso secuencial de
expansiones clonales, cada una de ellas motivada por la adquisicién de una mutacion en un
gen driver que confiere ciertas ventajas selectivas a un sub-clon de células. Probablemente, el
numero de mutaciones drivers (y por tanto el nimero de expansiones clonales) que “explican”
cada tumor individual en el momento del diagndstico es relativamente bajo. Algunos estudios lo
cifran en torno a 10 mutaciones drivers por tumor °.

En cualquier caso, es facil comprender que en un proceso de este tipo la probabilidad de
que llegue a emerger un tumor clinicamente relevante en el periodo relativamente corto
de la vida de un individuo aumenta si aumenta la tasa de mutaciones. De hecho, hoy en
dia esta firmemente establecida la nocidn de que una de las caracteristicas de las células
tumorales es la adquisicion temprana de inestabilidad genética®. Sin embargo, la relacion
entre inestabilidad genética y céncer (;causa o consecuencia?) fue fuente de acaloradas
disputas cientificas durante anos. Como veremos, algunos de los sindromes hereditarios de
cadncer mas comunes en la poblacién estdn causados por mutaciones en genes relacionados
con el mantenimiento de la estabilidad genética. Esta observacion fue una de las primeras
evidencias que apuntaban a la naturaleza causal de la inestabilidad genética?.



Desde un punto de vista genético, el modelo CGE permite clasificar cualquier gen involucrado
en cancer (independientemente de su funcion bioldgica precisal como oncogén (si el proceso
carcinogénico ha seleccionado mutaciones que implica ganancia de funcién), o gen supresor
(si el proceso carcinogénico ha seleccionado mutaciones que implican reduccién o pérdida
de funcion).

SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL CANCER.

El modelo CGE nos habla de un proceso eminentemente estocastico. Sin embargo, de forma
en apariencia paradgjica, el cadncer es una enfermedad que tiende a ocurrir en individuos
genéticamente predispuestos. Numerosos estudios epidemioldgicos realizados desde
mediados del siglo XX han venido indicando de forma consistente que los familiares en
primer grado de afectos de cancer tienen un riesgo de desarrollar la enfermedad 2 o 3 veces
superior a la poblacién general, lo que parece implicar un componente de susceptibilidad
genética al cancer (compatible con factores no genéticos como los ambientales y/o los
infecciosos).

En el ano 2000, el grupo de Lichetensein y colaboradores logré discriminar la importancia
relativa de los factores ambientales y genéticos como causantes del céncer®. Los
investigadores pudieron estimar la Heredabilidad de numerosos canceres considerando
esta como una medida de la carga genética asociada a un fenotipo dado. De forma rigurosa,
la Heredabilidad se define como la proporcion (normalmente expresada en tanto por uno) de
la variabilidad fenotipica observada en una poblacién (en este caso concreto desarrollar o no
desarrollar cancer) que puede atribuirse a una variabilidad genética en dicha poblacién. Por
tanto, una Heredabilidad de 0 equivale a ausencia de componente genético, mientras que
una Heredabilidad de 1 equivale a un fenotipo completamente determinado genéticamente.
De acuerdo al estudio de Lichtenstein, la Heredabilidad de algunos de los cidnceres mas
comunes en la poblacion oscila entre 0,22 (cédncer de ovario) y 0,42 (cancer de prostata), con
valores de 0,26, 0,27,0,35y 0,36 para los canceres de pulmon, mama, colorrectaly pancreas,
respectivamente®.

HEREDABILIDAD Y ARQUITECTURA GENETICA SUBYACENTE.

Desdeelpuntodevistadelatraslacionalaclinica(asesoramiento genéticoen cancerfamiliar),
muchomasrelevante que elvalorabsolutode la Heredabilidad de un céncer, eslaarquitectura
genética subyacente a dicha Heredabilidad. Por arquitectura genética entendemos el nimero
total de loci asociados al riesgo de desarrollar la enfermedad, la frecuencia poblacional de
los alelos de riesgo existentes en cada locus, la magnitud de la asociacion al riesgo para
cada uno de los alelos individuales y la existencia o no de interacciones genéticas entre loc.
Logicamente, cuanto mayor sea la magnitud de la asociacidén con el riesgo atribuida a un
locus individual y mayor la frecuencia poblacional de los alelos de riesgo presentes en dicho
locus, mayor serd la contribucion individual de dicho locus a la Heredabilidad (y més facil su
traslacion a la clinica). Por ejemplo, en una situacion extremadamente simple donde tan sélo
existiese un locus en el genoma asociado con el riesgo de desarrollar un determinado tipo de
cancer, la contribucion de dicho locus a la Heredabilidad seria del 100%, y el valor absoluto
de la Heredabilidad vendria determinado por la frecuencia poblacional de los alelos de
riesgo existente en dicho locus y la magnitud de la asociacion con el riesgo. En otra situacidn



teorica en la cual existiesen 5 loci asociados con riesgo de desarrollar un determinado tipo
de cancer, con frecuencias alélicas y asociaciones con el riesgo equivalentes en los 5 loc/,
cada uno de los loci explicaria un 20% de la Heredabilidad. Pero, la arquitectura genética
real subyacente al cancer (y por tanto la contribucion de cada uno de los loci individuales a la
Heredabilidad) es mucho méas compleja, pudiendo estar determinada por centenares de loci
asociados a niveles de riesgo y frecuencias poblacionales enormemente variables.

De forma un tanto arbitraria, aunque justificable desde un punto de vista metodoldgico, la
arquitectura genética subyacente a la Heredabilidad del cancer se suele descomponer en
3 modelos principales: loci donde se localizan variantes genéticas muy poco frecuentes en
la poblacion pero asociadas a riesgo muy elevado de desarrollar la enfermedad (muchos de
estos loci se identificaron en el periodo 1985-1995 mediante anélisis de ligamiento y clonaje
posicional], loci donde se localizan variantes genéticas comunes en la poblacion asociadas
a incrementos muy modestos en el riesgo de desarrollar cancer (la mayoria localizados en
el periodo 2005-2018 mediante estudios GWAS, del inglés genome-wide asociacién studies),
y loci donde se localizan variantes genéticas relativamente raras de riesgo intermedio, con
toda la ambigledad que esta definicion implica (precisamente, la identificacion de este tipo
de loci y la caracterizacion precisa de su contribucion al riesgo es una de las areas de la
investigacion en genética del cdncer mas activa en la actualidad). Figura 2
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Figura 2: Heredabilidad genética asociada a niveles de riesgo a desarrollar un cancer

Desde un punto de vista clinico, tiene mucho mas sentido diferenciar entre susceptibilidad
genética asociada a niveles de riesgo accionables o no accionables. Por ejemplo, en
el Reino Unido, con una incidencia de cancer de mama en la poblacién general en torno
al 9%, un Riesgo Relativo (RR) de 4 corresponda aproximadamente a un riesgo absoluto
(riesgo acumulado a lo largo de la vida) del 32%¢. Si desde un punto de vista clinico esta
Jjustificado manejar a las mujeres sanas con un RR de 4 de forma distinta a las mujeres
sanas de la poblacion general (por ejemplo proponiendo cirugias reductoras de riesgo a
determinada edad), tendra sentido identificar mujeres con ese nivel de riesgo genético (el
nivel de riesgo serd accionable, independientemente de que lo queramos describir como



riesgo intermedio o alto). Del mismo modo, un RR de 2 corresponde aproximadamente a un
riesgo absoluto del 18%. Si desde un punto de vista clinico también esta justificado manejar
a las mujeres sanas con un RR de 2 de forma distinta a las mujeres de la poblacién general
(tal vez adelantando la edad a la que se inician las pruebas mamografica de screening, o
reduciendo el intervalo entre pruebas), tendra sentido identificar mujeres con ese nivel de
riesgo genético (independientemente de que lo consideremos riesgo bajo o intermedio]. Si
por el contrario consideramos que ese nivel de riesgo no justifica ningun manejo clinico
diferenciado del que se realiza en la poblacidn general, estaremos ante un nivel de riesgo no
accionable. Por ejemplo, en Estados Unidos tanto las guias NCCN (National Comprehensive
Cancer Network) como la Sociedad Americana de Cancer recomiendan complementar el
screening mamografico con una exploracién anual por resonancia magnética siempre que
el riesgo acumulado a lo largo de la vida de desarrollar cdncer de mama alcance el 20%’less
expensive sequencing of multiple genes than was possible only a few years ago. Advances
In bioinformatics also facilitate the interpretation of large amounts of genomic data. New
strategies for cancer genetic risk assessment include multiplex sequencing panels of 3 to
more than 100 genes (in which rare mutations are often associated with at least two times
the average risk of developing breast cancer. De acuerdo a estas guias consenso, un RR de
2 estaria en el limite de ser accionable.

Es facil comprender que dependiendo del tipo de tumor, de su incidencia en la poblacion
general, de las opciones de manejo clinicos disponibles para prevenir y/o detectar
precozmente la enfermedad y de las guias de consenso existentes en cada pais, los niveles
de RR accionables pueden ser muy distintos.

Amodode ejemplo, vamos a describir lo que conocemos hoy en dia de la arquitectura genética
subyacente al cancer de mama, destacando en su caso semejanzas y diferencias notables
en relacion a otros tumores comunes en la poblacion. En la Figura 3 se representa de
forma esquematica el espacio bidimensional imaginario que suele emplearse para describir
la arquitectura genética, definido por coordenadas de frecuencia alélica (abscisa) y riesgo
(ordenadal. Las frecuencias alélicas en la poblaciéon (f] normalmente se expresan en tanto
por uno. El riesgo en forma de riesgo relativo (RR]. Por tanto, la posicién que cada locus
ocupa en el espacio bidimensional define tanto el riesgo como la frecuencia poblacional.



Exceso de Riesgo Familiar: Arquitectura Genética Subyacente al CM
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Figura 3: Arquitectura genética subyacente en el cancer de mama relacion entre frecuencia alélica y riesgo relativo
[Figura adaptada de Ghoussaini et al, 2013 PMID: 23973388)

Lo primero que llama la atencion de la gréafica es la correlacién inversamente proporcional
entre RR y f (a mayor riesgo, menor frecuencia). Esta correlacion inversa es generalizable
a otros canceres y tiene una doble justificacién epidemioldgica y analitica. Por un lado, la
incidencia del cancer en la poblacidn es afortunadamente incompatible con la existencia
de alelos frecuentes en la poblacién (MAF>0,01) asociados a riesgos moderados o elevados
(=RR>2] de desarrollar cancer. Por otro lado, cuanto menor sea la f de una variante genética
en la poblacion, mayor debera ser el RR asociado si queremos tener poder estadistico para
detectar la asociacion. Los epidemidlogos estiman que las variantes genéticas conocidas en
la actualidad (resumidas en las figura 2] explican en torno al 30%-50% de la Heredabilidad
existente en la poblacion (figura 3). Dicho de otro modo, las estimaciones actuales indican que
pese a los enormes avances experimentados en los Ultimos anos, una parte muy significativa
de la susceptibilidad genética al cancer sigue sin ser identificada.

GENES DE RIESGO ELEVADO (GENES DE ALTA PENETRANCIA)

Sinos fijamos en la regidn correspondiente a f<0,001 identificamos un minimo de 7 senales.
Corresponden a genes (BRCA2, BRCAT, PALB2, TP53, CDH1, STK11, y PTEN) en los que se
han identificado determinadas variantes genéticas (variantes patogénicas) que se asocian
con riesgos que podemos considerar entre elevados (PTEN, PALB2 se asocian con riesgos
relativos en torno a 4} y muy elevados (BRCA2, BRCA1, TP53, CDH1y STK11 se asocian con
RRs>6). Es comun referirse a estos genes (en particular a los segundos) como Genes de
Alta Penetrancia. Por supuesto, la f<0,001 no se refiere al total de variantes genéticas
existentes en estos genes, sino al subgrupo de variantes patogénicas. Con la excepcion de
BRCAT, BRCAZ,y PALB2, el cancer de mama no es la principal manifestacion clinica asociada



con defectos en estos genes. Como veremos, la pleiotropia es un tema recurrente en la
arquitectura genética de la susceptibilidad al cancer. Determinados loc/ son escasamente
pleiotropicos (BRCAT, se asocia fundamentalmente al riesgo de desarrollar cdncer de mama
y ovario, PALB2 al riesgo de desarrollar cancer de mamay pancreas), mientras otros loci son
enormemente pleiotrépicos (se asocian con el riesgo de desarrollar tumores muy diversos
y otras manifestaciones clinicas). También es comun la heterogeneidad genética. Por
ejemplo, las manifestaciones clinicas asociadas a variantes patogénicas en BRCATy BRCAZ
son dificiles de diferenciar. Si por algo se caracteriza la arquitectura genética subyacente a
la susceptibilidad del cancer de mama, es por la “excepcionalidad” que representa el hecho
de que variantes patogénicas en dos Unicos loci (BRCAT y BRCA2) expliquen un porcentaje
muy elevado (=17%-20%) de la Heredabilidad’less expensive sequencing of multiple genes
than was possible only a few years ago. Advances in bioinformatics also facilitate the
interpretation of large amounts of genomic data. New strategies for cancer genetic risk
assessment include multiplex sequencing panels of 5 to more than 100 genes (in which
rare mutations are often associated with at least two times the average risk of developing
breast cancer. Esto es asi porque los loci BRCAT y BRCAZ combinan de forma excepcional
RRs muy elevados con f relativamente elevadas (=0,001). Las variantes patogénicas en los
genes TP53, CDHT, PTEN, STKT1, y NF1 se asocian con RRs similares o incluso superiores
(TP53, CDHT1), pero las variantes patogénicas tienen una f tan baja en la poblacion (<0,0001)
que su contribucion a la Heredabilidad del Cancer de Mama es minima. En este sentido,
el cancer de ovario podria ser incluso mas excepcional, pues BRCAT y BRCAZ podrian
explicar hasta un 40% de la Heredabilidad existente en la poblacion®. Este aumento en
el porcentaje de Heredabilidad explicado no se debe a variaciones en la f [nos estamos
refiriendo esencialmente a las mismas variantes genéticas en los mismos genes) si no al
hecho de que los RRs asociados a céancer de ovario (en particular en el caso de BRCAT)
son muy elevados. En el caso del cancer colorrectal, las variantes patogénicas en los genes
MLHT1, MSH2, MSHé, PMS2 constituyen el sindrome familiar conocido como Sindrome de
Lynch y esto lo diferencia de otros sindromes familiares no ligados a mutaciones en los
genes MMR” y también de otros tumores colorrectales con inmunohistoquimica alterada y
presencia de inestabilidad de microsatélites (MSI) pero sin mutaciones en los genes MMR
estando caracterizado este grupo por la presencia de hipermetilacion del promotor del gen
MLHTy representa el 10-12% de todos los tumores colorrectales’. De esta forma, podemos
considerar que todos los tumores colorrectales con MSI son el resultado del Sindrome de
Lynch o de la metilacion adquirida de MLHT™. En relacién a la poliposis familiar son las
mutaciones en el gen APC las responsables de este sindrome y representan menos del
1% de todos los tumores colorrectales. Los GWAS llevados a cabo desde el ano 2007 han
identificado genes de baja penetrancia asociados al riesgo de cancer colorrectal y esta
asociacion se ha confirmado en estudios casos control independientes de tal forma que se
estima que explican en conjunto como maximo un 10% de la Heredabilidad'!, un porcentaje
relevante pero sensiblemente menor al explicado por BRCATy BRCA2 en cancer de mama.
La diferencia no puede atribuirse a diferencias en los RRs [son semejantes], sino méas bien
a una menor f de variantes patogénica en la poblacion (en el caso de APC, mucho menor].
Hay otros tumores sélidos comunes, como el cancer de pulmon o el de prostata, donde la
contribucidn de este tipo de genes a la Heredabilidad es mucho menor. En el caso del cancer
de pulmaon, tanto TP53 como RB se asocian con RRs muy elevados, pero la f de las variantes
patogénicas es muy baja en la poblacion. En el caso del cancer de préstata, lo mas parecido
a un gen de alta penetrancia descrito hasta la fecha es BRCAZ, pero se asocia con un RR
mucho mas bajo que el descrito para cancer de mama.



Se consideramuy poco probable que en elfuturo se identifiquen nuevos genes de susceptibilidad
acanceres comunes en la poblacion, que de forma individual tengan una contribucion relevante
a la Heredabilidad (dicho de otro modo, si existen genes no identificados que se asocien a RRs
elevados, la fen la poblacidn de las variantes patogénicas serd muy bajal.

VARIANTES GENETICAS COMUNES DE BAJO RIESGO

Sivolvemos a la Figura 1y nos fijamos en la region correspondiente a f 10,05, observamos
numerosas senales, la inmensa mayoria localizadas en coordenadas correspondientes a
f>0,1 y RR<1,2 (es comun referirse a estas sefales como variantes genéticas comunes de
bajo riesgo). A diferencia de lo que hemos comentado anteriormente, estas sefales no
corresponden necesariamente a genes concretos en los que seidentificanvariantes genéticas
de riesgo. Muy al contrario, corresponden generalmente a marcadores genéticos de riesgo
(en general Single Nucleotide Polymorphism: SNPs] identificados en estudios de asociacion
(comparando la f de los marcadores genéticos en casos y controles). En la mayoria de los
casos, se desconoce cuél es la variante genética responsable de la asociacion (en algunos
casos podria ser el propio SNP marcador, pero lo mas probable es que se trate de alguna
otra variante, o variantes, en desequilibrio de ligamiento con el marcador). El cualquier caso,
la mayoria de SNPs asociados con el riesgo de desarrollar cancer de mama [y en general
con el riesgo de desarrollar cancer) se han identificado y/o confirmado mediante grandes
estudios pan-gendmicos de asociacion (GWAS] realizados en los Ultimos 5 afos. En principio,
este tipo de estudios permite interrogar el genoma de forma agnostica para identificar
marcadores SNP en loci moduladores del riesgo. Diferentes estudios GWAS realizados en
los ultimos anos han identificado loci altamente pleiotropicos que se asocian al riesgo de
desarrollar multiples cadnceres', loci que modulan el riesgo de desarrollar un tipo de cancer
en particular: por ejemplo cdncer de mama', cancer de ovario', cancer de prostata', cancer
colorrectal’, cancer de pulmdn' y loci que modulan el riesgo de desarrollar un sub-tipo
de cancer en particular: por ejemplo cancer de mama RE negativo'®, o cancer de ovario
mucinoso'. En el caso de los estudios en cancer de pulmén (particularmente complejo por
existir un modificador del riesgo ambiental tan potente como el tabaco) los datos sugieren
que la arquitectura genética subyacente a la Heredabilidad en fumadores y no fumadores es
fundamentalmente distinta’.

Finalmente, es importante senalar que todos los hallazgos comentados en esta seccidn se
han centrado en poblacion blanca de origen europeo, y no son necesariamente trasladables
a otras poblaciones. En el caso de los genes de riesgo elevado (o de los genes de riesgo
intermedio que discutiremos a continuacion) somos capaces de identificar las variantes
genéticas causales. En el caso de las variantes genéticas comunes de bajo riesgo tan
sblo estamos hablando de marcadores genéticos (SNPs) de riesgo, presumiblemente en
desequilibrio de ligamiento con las variantes genéticas causales. Dado que la estructura del
desequilibro de ligamiento puede ser muy distinta en distintas poblaciones (por ejemplo, en
poblacién africana subsahariana los bloques de desequilibrio de ligamiento suelen tener un
tamafo medio mucho méas pequeno que en poblacién europeal, los marcadores genéticos
asociados al riesgo no tienen por qué ser necesariamente los mismos. En este sentido, es
probable que los estudios GWAS que se han comenzado a realizar en poblaciones no europeas
aporten informacion muy relevante que ayude, entre otras cosas, a realizar un mapeo fino
de las regiones de interés que permita en Ultima instancia identificar las variantes genéticas
causales?.



GENES DE RIESGO INTERMEDIO

Sivolvemos a la Figura 1y nos fijamos en la regidn correspondiente a f en el rango 0,0001-
0,05 observamos 5 senales, dos de ellas correspondientes a los genes BRCAT y BRCAZ.
Ya hemos comentado en la seccidén 3.1 lo excepcional que resulta encontrar genes con
variantes de alta penetrancia y frecuencias relativamente altas (lo que se traduce en una
contribucion muy alta a la Heredabilidad del cadncer de mama y ovario). El resto de senales
corresponden a 3 genes (PALB2, CHEK2, y ATM) en los que se han identificado determinadas
variantes genéticas (variantes patogénicas) que se asocian con riesgos que podemos
calificar, por comparacion con lo descrito en las secciones 3.1y 3.2, de intermedios. Bajo la
denominacion comun de genes de riesgo intermedio se suelen agrupar un conjunto de loci
de susceptibilidad al cdncer enormemente heterogéneos en lo que se refiere a frecuencia
y riesgo relativo (compérese en la figura 1 ATM con PALB2) cuyo Unico denominador comdn
es que suelen tener riesgos demasiado bajos para poder ser identificados facilmente por
analisis de ligamiento y frecuencias demasiado bajas para poder ser detectados facilmente
por estudios de asociacion.

En principio, el mejor método agnostico disponible hoy en dia para identificar este tipo de
loci intermedios es la secuenciacién de exomas (0 méas raramente genomas) en individuos o
familias candidatas. Sin embargo, esta aproximacion ha sido relativamente poco productiva
en lo que se refiere a la identificacion de genes de susceptibilidad implicados en cancer. En
el caso de la susceptibilidad al cancer de mama, la secuenciacion de exomas ha permitido
identificar algunos genes candidatos como FANCC, BLM, FANCM (en cancer de mama triple
negativo), XRCC, y RECQL, pero se requieren mas estudios para poder confirmar su asociacion
y definir de forma precisa el RR asociado®’.

Mucho mas informativo que la secuenciacion de exomas ha sido la secuenciacion de “genes
candidatos” en individuos seleccionados en funcidn de su historia familiar y/o personal de
cancery sin alteraciones conocidas en genes de alta penetrancia. La historia del gen PALB2
y su implicacion en la susceptibilidad genética al cancer de mama ilustra perfectamente
esta aproximacion. En el ano 2002 se descubrid que las mutaciones bialélicas en BRCAZ eran
responsables de un subtipo de Anemia de Fanconi denominado FANCD1%'. Con la perspectiva
de los anos, este descubrimiento se ha revelado fundamental para la mejor comprension de
la susceptibilidad genética al cancer de mama y ovario. En el ano 2006 se identifico PALBZ?
(partner and localizer of BRCA2) como una proteina que interactuaba fisicamente con BRCA2.
Enelano 2007 se comprobd que las mutaciones bialélicas en PALBZ eran responsables de un
subtipo de Anemia de Fanconi [FANCN] asociado a manifestaciones clinicas muy parecidas
a las del subtipo FANCD1%. Inmediatamente, los investigadores concluyeron que PALB2 que
podia ser un gen de susceptibilidad al cancer de mamay ovario, era un “gen candidato” obvio.
Para testar la hipotesis, secuenciaron PALB2 en 923 casos indice de familias BRCAX (familias
con multiples casos de cancer de mamas no relacionadas con defectos BRCATy BRCA2)y en
1084 controles, identificando mutaciones deletéreas en 10 casos y ningun control. El estudio
demostraba que PALBZ era un “nuevo gen de susceptibilidad al cancer de mama“?, conun RR
estimado de =2,2, aunque el diseno del estudio no permitia estimar con precision el riesgo.
El estudio también demostraba que el porcentaje de familias con mutaciones deletéreas en
PALB2 era muy bajo. Recientemente se ha publicado un estudio que, analizando 154 familias
con mutacién deletérea en PALB2. El estudio concluye que en lo que se refiere al cancer de
mama, el riesgo acumulado a los 70 anos podria ser similar al observado para las mutaciones
deletéreas en BRCA2%. Sin embargo, las estimaciones de riesgo son muy imprecisas en este



tipo de genes. De hecho, en muchos de los genes descritos en la literatura cientifica actual
como de riesgo intermedio, las estimaciones de riesgo son suficientemente imprecisas como
para no poder decir si son o no accionables en una consulta de cancer familiar. En el caso
de PALB2, un meta-analisis reciente habla de un RR de 5,3 (corresponde a lo representado
en la Figura 1), con un intervalo de confianza del 90% en el rango 3,0-9,0 ¢ Tabla 1.

Método CM (RR) RA
BRCA1 (11,4) 75%
BRCA2 (11,7) 76%
Meta-analisis
PALB2 (5,3:3-9,4, p=4x10—10] 45%
(Easton et al, 2015)6
ATM (2,8: 2,2-3,7, p=ox10-1 1) 27%
CHECK 1100delC (3,0:2,6-3,5, p=8x10—37] 29%

Tabla 1: Variantes genéticas que contribuyen al riesgo familiar de cancer de mama. RR [riesgo relativo] RO [riesgo
absoluto). ARadir Easton et al 2015 a la bibliografia

Otros estudios recientes asignan a PALBZ un RR algo mas bajo, en el rango 3,0-5,07. Lo que
si parece claro es que las mutaciones deletéreas en PALB2 son raras (dependiendo de la
poblacion se han identificado mutaciones en aproximadamente el 0,4-3,4% de las familias
BRCAX analizadas) y por tanto, su contribucién a la Heredabilidad del Cancer de Mama,
modesta®. Ademas de PALBZ, hoy en dia se considera que la asociacién con cancer de mama
estd firmemente establecida para CHEK2 (RR de =3, aunque la estimacion estd basada casi
exclusivamente en la mutacién fundadora 1100delC), ATM (RR de =3} y NBN (RR de =3, aunque
de nuevo basado en una Unica mutacion fundadora c.657del5), aunque se han propuesto
muchos otros genes candidatos con diverso grado de evidencia®’. El papel de los genes RADSTC,
RADS51D y BRIPT como genes de susceptibilidad a cancer de mama no esta claro, aunque si
esta firmemente establecido su papel en cancer de ovario®. Es evidente que en esta situacion
resulta muy dificil trasladar “los nuevos genes de susceptibilidad” a la clinica’. La situacion
solo se podra aclarar cuando se concluyan diversos proyectos de investigacion actualmente
en marcha que estan secuenciando paneles de genes candidatos en varias decenas de miles
de casos y controles. Estos estudios prometen proporcionarnos en un plazo de unos 3 anos
estimaciones precisas de riesgo para muchos de estos genes. En cualquier caso, los datos
existentes en la actualidad sugieren que pueden existir numerosos genes de susceptibilidad al
cancer convariantes genéticas que se asociena RRsenelrango 2-5, por lo que su contribucidn
global a la Heredabilidad si podria ser relevante.



EL MODELO POLIGENICO DE SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER.

En esencia, el modelo poligénico establece que para determinar con precision el nivel de
susceptibilidad genética al cancer de un individuo [y por tanto su manejo clinico) se deberian
analizar no solo genes de alta penetrancia (la practica habitual en los Gltimos 20 afos), sino
todos los loci implicados conocidos (independientemente del RR conferido por cada uno de
ellos). Si esto fuese posible, podriamos en principio estratificar toda la poblacién en funcion
de su riesgo genético de un modo mucho mas preciso que el actual y, muy importante, las
estimaciones de riesgo serian independientes de los antecedentes familiares.

Recientemente se ha analizado esta cuestion testando todas las posibles interacciones por
parejas en SNPs asociados al riesgo de cancer de mama, sin encontrar ninguna evidencia
de desviacion respecto a la combinacion de riesgos multiplicativa?. De este modo, se ha
estimadoqueelcalculodeunRR poligénico (PRS, delinglés polygenicrisk score) simplemente
multiplicando los RR de 90 SNPs permite estratificar la poblacion en niveles de riesgo que
pueden tener relevancia clinica. En base al PRS, el 5% de las mujeres tienen un RR de 2 de
desarrollar la enfermedad, y el 0.7% alcanzan un RR de 3%. El PRS es capaz de estratificar
el riesgo tanto en mujeres sin historia familiar como en mujeres con historia familiar®. Se
han definido PRSs con capacidad de estratificar el riesgo en otros tumores, como el cancer
de prostata?’, melanoma?®, ovario %, cancer colorrectal ** y cancer de mama en varén®'.

También se ha podido comprobar que el modelo de RRs multiplicativo es valido cuando
se introducen en el modelo genes de alta penetrancia. En concreto, en cancer de mama
se puede combinar multiplicativamente un PRS basado en SNPs con el RR conferido por
mutaciones patogénicas en BRCAT y BRCA2. En este caso, es comun referirse a los SNPs
como “modificadores del riesgo” en portadores de mutacion. Las evidencias actuales indican
que, una vez estratificados los tumores en RE positivos y negativos, el efecto modificador del
riesgo asociado al PRS es equivalente en portadoras de mutacion patogénica en BRCAT,
en BRCAZ, y el observado en la poblacién general’. Légicamente, el riesgo absoluto es
mucho mayor en portadores. El PRS permite una estratificacion del riesgo en portadores
de mutacion patogénica en BRCAT y BRCA2 que puede tener implicaciones clinicas. Por
ejemplo, utilizando un PRS del cancer de mama basado Unicamente en 10 SNPs, se puede
estratificar el riesgo absoluto de las portadoras de mutacion en BRCAT (Figura 4) de tal
modo que el grupo de mayor riesgo alcanza un riesgo acumulado de desarrollar cancer de
mama del 100% (penetrancia completa) mientras el grupo de menor riesgo tiene un riesgo
acumulado de alrededor del 25%. Del mismo modo, utilizando un PRS de cancer de ovario
basado exclusivamente en 7 SNPs (Figura 4), se puede estratificar el riesgo de tal modo que
el grupo de mayor riesgo tiene un riesgo acumulado de mas del 90%, mientras el grupo de
menor riesgo no llega al 10%%2.
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Figura 4: Modelo poligénico riesgo acumulado en portadores de BRCAT (adaptado de Couch et al, PLOS Genetics, 2013%)

Por supuesto, para desarrollar un modelo que permita establecer con precision el RR de
desarrollar céncer, habréd que combinar el modelo poligénico en desarrollo con factores
no genéticos (ambientales, habitos de vida) que pueden ser tan o mas determinantes que
los factores genéticos. Los pocos datos existentes en relacion a la interaccion de factores
no genéticos con portadores de mutacion en BRCAT y BRCAZ no son concluyentes®. Otro
estudio sugiere que en cancer de mama, un modelo multiplicativo explica la interaccion
entre factores ambientales (historia reproductiva, consumo de alcohol, terapia hormonal
sustitutoria, altura e indice de masa corporal] y un PRS basado en 77 SNPs®".

SINDROMES HEREDITARIOS DE CANCER.

Al describir la arquitectura genética de la susceptibilidad al cancer nos hemos referido a los
loci de riesgo elevado (o genes de alta penetrancia). Son precisamente estos loci los que
explican la existencia de sindromes hereditarios de cancer y los Unicos que, hasta fechas
muy recientes, han tenido un impacto real en las consultas de cancer familiar y consejo
genético.

Se han descrito alrededor de 200 genes capaces de causar sindromes hereditarios de
cancer®. Estos sindromes, la mayoria extraordinariamente raros en la poblacién, pueden
no obstante llegar a explicar en conjunto aproximadamente el =5-10% de todos los casos de
cancer®. Se suelen caracterizar por edades de diagndstico mas tempranas, multiples casos
de cancer en un individuo (y/o bilateralidad) y antecedentes familiares.

La mayor parte de los sindromes hereditarios de cancer se ajustan a un patrén de herencia
autosomica dominante, y estdn causados por mutaciones germinales que causan pérdida
de funcion en genes supresores de tumores (en el sentido amplio del término gen supresor
sugerido en el modelo CGE). Algunos ejemplos cldsicos son el Sindrome de Li-Fraumeni
(OMIM: 151623) causado por mutaciones germinales en el gen TP53 (OMIM: 191170), la



Poliposis Adenomatosa Familiar (OMIM: 175100) causada por mutaciones en el gen APC
(OMIM: 611731), el Sindrome de Lynch (OMIM: 114500) causado mayoritariamente por
mutaciones en los genes MLHT (OMIM: 120436) y MSH2 (OMIM: 120435) y el Sindrome de
Céncer de Mama y Ovario Hereditario (OMIM: 604370) causado por mutaciones en los genes
supresores de tumor BRCAT (OMIM: 113705) y BRCA2 (OMIM: 600185). Existen no obstante
sindromes hereditarios de cancer que se desvian de la norma, bien por asociarse a patrones
de herencia recesivos, bien por estar causados por mutaciones germinales en oncogenes.
Un ejemplo clasico de sindrome hereditario de cancer autosémico recesivo es la poliposis
atenuada causada por mutaciones germinales bi-alélicas (homocigotas o heterocigotos
compuestos) en MYH". La Neoplasia Multiple Endocrina Tipo 2 [MEN-2) es un ejemplo
clasico de sindrome autosémico dominante de cancer causado por mutaciones germinales
que provocan ganancia de funcidén en un oncogén (en este caso el oncogén RET)*® (Tabla 2).

Tabla 2. Principales sindromes de predisposicion hereditaria al cancer

Patologia Incidencia Gen
Sindrome de Lynch 1/200-1000 MSH2 MLH1 MSH6 PMS2
Cancer de mama/ovario

Hereditario (CMOH] 1/500-2.500 BRCAT BRCA2
Neoplasia Endocrina

Multiple 1 (MEN1] 2-10/100.000 MEN1
Neoplasia Endocrina

Multiple 2 (MENZ] 1/25.000 RET
Poliposis adenomatosa

de colon familiar (PAF) 1/8.000-13.000 APC
Sindrome de PTEN -

hamartomas 1/200.000 PTEN
Sindrome de 1/36.000-45.000 VHL

von Hippel-Lindau

Retinoblastoma

hereditario 1/13.500-25.000 Rb1

En estas familias la descendencia de un individuo portador de mutacién tiene un 50% de
probabilidades de heredar el gen alterado y un alto riesgo de desarrollar un cancera lo largo
de su vida.

Elcanceresunaenfermedad compleja, cadavez mas presente enlapoblacidn. Eselresultado,
entre otros factores, del aumento en la esperanza de vida, ya que mas individuos alcanzan
una edad promedio donde la frecuencia de las enfermedades malignas se incrementa. Por
esta razon, es necesario contar con mejores herramientas de prevencion, diagnostico, y
tratamiento que estén al alcance de nuestra poblacidny estar al dia de los nuevos hallazgos
encontrados. Es aqui donde la investigacion traslacional juega un papel crucial trasladando
el conocimiento generado al dmbito clinico redundando en el beneficio de los pacientes.
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INTRODUCCION

Todos los tumores se desarrollan como resultado de variantes patogénicas (VP] en genes
implicados en la regulacion del ciclo celular o en la reparacion del DNA, pero no todas
las VP son heredadas de algun progenitor. En la mayoria de casos aparecen en células
somaticas (tumores esporadicos) y menos frecuentemente pueden aparecer VP de novo en
la célula germinal (évulo o espermatozoide) o incluso ya en el cigoto o en las primeras fases
de la embriogénesis'. A pesar de la importancia de la carga genética en el desarrollo de los
tumores, la etiologia de éstos es multifactorial ya que son multiples los factores genéticosy
ambientales que interactian en el desarrollo de una neoplasia®.

Se estima que el cancer hereditario representa entre el 5-10% del total de los canceres
diagnosticados. En términos globales esto representaria aproximadamente una incidencia
de 1,4 millones de casos nuevos diagnosticados al ano en todo el mundo®.

Los canceres hereditarios se caracterizan por presentar VP germinales en determinados
genes, como por ejemplo BRCAT o MLHT (asociados con cancer de mama y cancer de colon,
respectivamente), que son genes de alta penetrancia y que se heredan siguiendo un modelo
mendeliano, normalmente autosémico dominante. En estos tumores existe una primera




mutacion germinal heredada, pero normalmente se requiere una segunda mutacion (“second
hit") o pérdida del otro alelo para que se desarrolle el tumor. Los individuos portadores de
una mutacion germinal en algun gen de predisposicion al cancer tienen un riesgo mayor de
desarrollar determinados tumores a lo largo de la vida y normalmente a edad mas temprana
que en la poblacion general. La mayoria de genes que se analizan con utilidad diagnostica
suelen presentar alta penetranciay modelos de herencia autosémica dominante, aunque existen
algunos sindromes con herencia autosémica recesiva o herencia ligada al cromosoma X.

En algunas familias se observa una agregacion familiar de un determinado tipo de cancer
con una frecuencia superior a la observada en la poblacién general pero sin un patron de
herencia claro. En estos casos se hipotetiza que esta agregacion es debida a la combinacion
de variaciones genéticas en genes de baja penetrancia sumada a factores ambientales
compartidos en la familia“.

El diagnostico de un sindrome de predisposicién hereditaria al cancer es importante en la
prevencion (estrategias reductoras de riesgo y diagndstico precoz] y también, en el caso de
pacientes ya diagnosticados de cancer, en el tratamiento®. Cada vez disponemos de mas
tratamientos dirigidos contra los tumores de base hereditaria como son, entre otros, los
inhibidores del PARP en el cancer de ovario o la inmunoterapia en el cancer colorrectal.
También la eleccion del tipo de cirugia puede variar en funcién de la identificacion o no de
una mutacion genética germinal. Otro aspecto a destacar es el importante papel que juega
la identificacion de una mutacién germinal en un individuo para la planificacion familiar
(diagndstico prenatal y preimplantacional). La identificacién de VP genéticas germinales
en determinados individuos es fundamental para personalizar la estrategia preventiva
permitiendo escoger las mejores alternativas en cada caso, separando los individuos en
diferentes grupos de riesgo, optimizando el beneficio del cribado y minimizando los posibles
dafos asociados al mismo®.

USODE LA SECUENCIAC'I()N MASIVAY PANELES MULTIGENES EN
EL DIAGNOSTICO DEL CANCER HEREDITARIO

Aproximadamente se han descrito en la literatura unos 100 genes de predisposicion
hereditaria al cancer (revisado en Rahman 20147} asociados a un gran ndmero de
neoplasias (Tabla 1). La introduccién de la secuenciacién masiva (NGS, por sus siglas en
inglés) en los andlisis genéticos de la practica clinica diaria ha cambiado la manera en que
se realizan estos estudios genéticos, tanto en la forma como en los tiempos de obtencidn
de los resultados®. La secuenciacion Sanger, considerada el gold estdndar hasta la fecha, es
un procedimiento laborioso y costoso; la secuenciacion masiva para el diagndstico genético
permite estudiar un mayor nimero de genes simultaneamente a un coste menor y se esta
utilizando de forma rutinariaen muchos laboratorios”'®. Asi, actualmente se realiza un estudio
simultaneo de multiples genes usando paneles multigenes sustituyendo el estudio secuencial
(gen a gen) realizado hasta entonces. Existen mas de 50 sindromes de predisposicion
hereditaria al cancer (revisado en Lindor 2008'""), ademas, un mismo sindrome o sindromes
parecidos pueden estar causados por VP en mas de un gen (Tabla 2). El uso de paneles
multigenes permite anadir un cribado oportunista de genes de alta penetrancia con elevada
utilidad clinica preventiva (Feliubadalé et al, manuscrito sometido a publicacién) asi como
anadir también genes descritos asociados con predisposicon herediaria al cancer de riesgo
moderado, con la intencion de aumentar el nimero de individuos y familias identificadas con



predisposicion hereditaria al cancer'?3. A pesar de esto, debe tenerse en cuenta que el uso
de paneles multigenes aumenta de forma significativa el niumero de variantes de significado
desconocido detectadas, porlo que se debera ser especialmente cuidadoso en la interpretacion
y comunicacion de las mismas, minimizando la incertidumbre que a menudo puede provocar

su interpretacion en los pacientes y facultativos clinicos no especializados en genética™.

Otra consecuencia derivada del uso de paneles multigenes en la practica clinica diaria es la
identificacion de individuos con VP en maés de un gen, conocido como MINAS (siglas en inglés de
Multilocus Inherited Neoplasia Alleles Syndrome)™®, que se estd evaluando actualmente, y clinicamente

supone un gran desafio en el proceso de consejo genético y personalizacion del riesgo.

Tabla 1. Principales genes de predisposicion hereditaria al cancer y tumores

asociados.
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Mam= Mama; Ova:Ovario; Col:Colorrectal; En: Endometrio; Mel:Melanoma; Pan: Pancreas; Gas: Gastrico; Pro: Préstata; Ren: Renal; Otr: Otros



Tabla 2. Sindromes de predisposicion hereditaria al cancer y genes responsables

SINDROMES DE PREDISPOSICION HEREDITARIA AL CANCER HERENCIA GEN

CANCER DE MAMA Y OVARIO HEREDITARIO AD BRCAT, BRCA2
CANCER DE MAMA HEREDITARIO AD ATM, PALB2, BARD1, NBN
CANCER DE OVARIO HEREDITARIO AD BRIP, RAD51C, RAD51D
SINDROME DE LYNCH AD MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM
POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR [FAP) AD APC

NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLE TIPQ 1 AD MEN1

NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLE TIPQ 2 AD RET

NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLE TIPO 4 AD CDKN1B

POLIPOSIS ASOCIADA A MUTYH (MAP) AR MUTYH

SINDROME DE COWDEN AD PTEN

VON HIPPEL - LINDAU AD VHL
RETINOBLASTOMA HEREDITARIO AD RB1

SINDROME PEUTZ-JEGHERS AD STK11

SINDROME DE LI-FRAUMENI AD TP53, CHEK2
SINDROME GORLIN AD PTCH1, SUFU, PTCH2
ESCLEROSIS TUBEROSA AD TSC1, TSC2
MELANOMA FAMILIAR AD CDKN2A, CDK4, TERT, MITF
NEUROFIBORMATOSIS 1 AD NF1
NEUROFIBORMATOSIS 2 AD NF2
SCHWANOMATOSIS AD SMARCB!
PARAGANGLIOMA/FEOCROMOCITOMA FAMILIAR AD SDHB. SDHC, SDHB, SDHAF2
CANCER GASTRICO DIFUSO HEREDITARIO AD CDH1

POLIPOSIS JUVENIL AD SMAD4, BMPR1A
SINDORME BIRT-HOGG-DUBE AD FLCN

ANEMIA FANCONI AR FANCA-FANCM
SINDROME BLOOM AR RECQL3

COMPLEJO DE CARNEY AD PRKRATA
DISQUERATOSIS CONGENITA AD, LIGADA AL X DKC1

CANCER DE PROSTATA HEREDITARIO AD HOXB13

SINDROME WERNER AR RECQL2

XERODERMA PIGMENTOSUM AR XPA-XPG, DDB2
ATAXIA TELEANGIECTASIA AR ATM

DEFICIT CONSTITUCIONAL DEL MISS-MATCH REPAIR AR MLH1, MSH2, MSHé, PMS2,
SINDROME CARNEY-STRATAKIS AD SDHB, SDHC, SDHD
CARCINOMA RENAL PAPILAR FAMILIAR AD MET

LEIOMIOMATOSIS CUTANEA Y UTERINA HEREDITARIA AD FH

ENFERMEDAD DE DUNCAN LIGADA AL X SH2D1A

SINDROME DE SOTOS AD NSD1

SINDROME DE CURRARINO AD HLXB9

SINDROME CHEDIAK-HIGASHI AR LYST

SINDORME DE TUMORES ASOCIADOS A BAP-1 AD BAP1

SINDROME DE ROTHMUND-THOMSON AR RECQL4

SINDROME DICER1 AD DICER1

TUMORS DE WILMS FAMILIAR AD WT1

SINDROME DE BECKWITH-WIEDEMAN AD KIP2 (CDKN1C)
SINDROME DE COSTELLO AD HRAS

GIST FAMILIAR AD KIT, PDGFRA
SINDROME NIJMEGEN AR NBS1

PANCREATITIS HEREDITARIA AD PRSS1

SINDROME POLE/POLD AD POLE, POLD
SINDROME SIMPSON-GOLABI-BEHMEL LIGADA AL X RECESIVA GPC3

CANCER DE TIROIDES NO-MEDULAR FAMILIAR AD HABP2

AD: Autosémica dominante; AR: Autosomica recesiva



USO DE LOS GENES DE MODERADA PENETRANCIA
EN LA PRACTICA CLINICA DIARIA

La aplicaciéon de las técnicas de secuenciacion masiva no sélo ha conllevado la
identificacion de nuevos genes de alta penetrancia responsables de sindromes
de cancer hereditario sino también el descubrimiento de variantes genéticas que
confieren un riesgo moderado a cancer (riesqgo relativo entre 2-5J); aunque el limite
que separa los genes de moderada penetrancia de los de alta sea una definicidn
completamente arbitraria. Asi, por ejemplo, las guias NICE para cancer de mama
familiar consideran un riesgo moderado de cancer de mama aquel entre el 17-30% a
lo largo de la vida; implicando un riesgo del 3-8% entre los 40 y los 50 afios (https://
www.nice.org.uk/quidance/cg164/ifp/chapter/How-breast-cancer-risk-is-described).

En los ultimos cinco anos multiples estudios han identificado variantes de moderada
penetrancia en un 1,1-9,4% de los individuos analizados (revisado en Tung et al.
2016)"%yeste nimero sigue creciendo de forma constante con la publicacién de nuevos
estudios. Estos resultados han originado un gran debate cientifico y clinico sobre el
uso de estas variantes genéticas de riesgo moderado. Por un lado, técnicamente es
factible, facil y econdmico el anélisis de cientos de genes o incluso de todo el exoma
de forma casi rutinaria; por otro lado, existe una gran incertidumbre sobre el manejo
clinico adecuado en los portadores de las mismas.

El problema en nuestro contexto radica en la validez clinica de la asociacion entre
una variante en un gen de moderada penetrancia y la probabilidad de desarrollar
cancer asi como la falta de evidencias que muestren mejores resultados clinicos tras
la intervencion clinica en los pacientes portadores de la misma (utilidad clinica).

La Sociedad Americana de Oncologia (ASCO, por sus siglas en inglés) considera que
en paneles destinados a la clinica deberian incluirse Unicamente aquellos genes con
utilidad y accionabilidad clinicas claras para el manejo de los portadores' mientras
que el resto de genes/variantes deberian estudiarse en un contexto de investigacién
e incorporarse a la practica clinica una vez validados (Tabla 3J.

En definitiva, aunque el uso de paneles extensos (o exomas e incluso genomas) es
factibleaun preciocomparable al de otras pruebas clinicas, el desafio mas importante
esta en el uso e interpretacion de los resultados y en no perjudicar al paciente con
actuaciones médicas e intervenciones clinicas inapropiadas que puedan conllevar
desde un estrés psicoldgico por un hallazgo inesperado a un manejo clinico agresivo
frente a un resultado de una variante genética en un gen de moderada penetrancia
(o incluso frente a una variante de significado bioldgico desconocido). Es por todo lo
expuesto que el proceso de asesoramiento genético pre y post test es fundamental
y debe realizarlo personal adecuadamente preparado y siempre acompanado de un
consentimiento informado apropiado (revisado en Robson 2015™).



Tabla 3. Genes de moderada penetrancia con accionabilidad clinica (16,34,35))

TIPO DE CANCER

GEN

RIESGO RELATIVO MEDIO

CANCER DE MAMA

ATM

2,8(90% C12,2-3,7)

CHEK2 [TRUNCANTE]

3(90% CI 2,6-3,5)

CHEK2 (1157T)

1,58 (95% CI 1,42-1,78)

NBN (C.657DELS5)

2,8(90% C11,9-3,7)

PALB2

5,3 (90% CI 3-9,4)

CANCER DE COLON

BRIP 1 3,41 (95% Cl 2,12-5,54)
CANCER DE OVARIO RAD51C 5,2 (95% CI 1,1-24)

RAD51D 12 (95% CI 1,5-90)

APC(1130K] 2,17 (95% Cl 1,64-2,86)

CHEK2 (1100DELC)

1,88 (95% C1 1,29-2,73)

MUTYH (MONOALELICA)

1,18 (95% CI1 1,01-1,34)

RIESGO POLIGENICO

Hasta la fecha el cribado poblacional del cancer de mama o colon se basa principalmente en la edad.
Por ejemplo, el cribado poblacional para cancer de mama en nuestro pais consiste en la realizacion
de una mamografia bienal de los 50 a los 69 afos (https://www.seom.org/es/informacion-sobre-
el-cancer/prevencion-cancer?start=2). Considerar Unicamente la edad para valorar el riesgo de
desarrollar cancer de mama es insuficiente, ya que este riesgo esta también determinado por
factores genéticos de susceptibilidad, el estilo de vida y la historia reproductiva. Otras formas de
calcular el riesgo de un individuo a desarrollar cancer pueden ser mediante modelos matematicos,
como el modelo de Gail, o mediante la historia familiar, como en el caso del modelo BOADICEA.

Actualmente el riesgo basado en variantes genéticas comunes se esta incorporando en modelos
de prediccién de riesgo clinico de varios tumores.

Los estudios de asociacion de todo el genoma (conocidos como GWAS, por sus siglas en inglés)
han permitido descubrir multiples SNP comunes de bajo riesgo asociados a diversas patologias.
En el caso del cancer de mama se han publicado mas de 90 polimorfismos de un solo nucledtido
(“single-nucleotide polymorphisms” o SNP) que se cree que explican entre el 15y 20% del riesgo
de cancer de mama hereditario’. El riesgo asociado a un solo SNP es bajo con una odds ratio de
0,8-1,3, pero la combinacion de multiples SNP puede tener un impacto relevante clinicamente'. El
riesgo poligénico (PRS, por sus siglas en inglés) puede calcularse a partir de las odds ratio asociadas
a cada genotipo y modelos de regresion logistica o también mediante métodos bayesanos?.

En estudios de gran escala dentro del entorno de COGS (Collaborative Oncological Gene-
environment Study] se ha identificado un gran ndmero de estas variantes de bajo riesgo. La
investigacion COGS trata de determinar la contribucion de variaciones genéticas comunes en el
cancer de mama, préstata y ovario mediante el genotipado de SNP en una amplia poblacion de
casos y controles. Esta investigacion ha permitido identificar 74 nuevos loci de cancer de mama,
ovario y prostata y ha permitido calcular la magnitud de la contribucidn total de estas variantes
comunes en estos tumores. El porcentaje del riesgo relativo familiar (FRR, por sus siglas en inglés)
atribuido a estos loci y a los genes de alta-moderada penetrancia en el cancer de mama es del 15
y 21%, respectivamente, en el cancer de préstata es del 31y 5%, respectivamente, y en el cancer
de ovario es del 4 y 36%, respectivamente (Figura 1). Estos anélisis se han realizado asumiendo
un efecto multiplicativo de estas variantes asociadas a la enfermedad. Su efecto podria verse
influenciado también por factores ambientales.



La utilizacién de forma combinada del efecto de multiples SNP puede lograr un grado de
discriminacion del riesgo que podria ser de utilidad en los programas de prevencién del
cancer, como en el caso del cribado de cancer de mama (Burton 2013). Mavaddat el al")
estudiaron el riesgo de cancer de mama, tanto en tumores con receptores estrogénicos
positivos como negativos, en diferentes grupos de edad en funcién de 77 SNP identificados
previamente por COGS. El riesgo estimado de cancer de mama a los 80 anos para las mujeres
con el menor y mayor 1% de PRS era respectivamente de 3,5% (IC95%=2,6 a 4,6%) y 29%
(IC95%=24,9% a 33,5%). Para el menor y el mayor quintil de PRS era respectivamente de
5.3% (IC95%=5,1 a 5,7%) y 17,2% (IC95%=16,1 a 18,1%). En funcién de la historia familiar el
riesgo de desarrollar cancer de mama a los 80 anos era en el menor y el mayor quintil de
PRS respectivamente de 5,2% y 16% en el grupo sin historia familiar, y de 8,6% vy 24,4% en
el grupo con historia familiar.

El porcentaje de riesgo de cancer de mama a 10 anos que tiene una mujer de 47 afos en la
poblacién general es del 2.4%. Utilizando este riesgo como ejemplo para indicar el cribado
con mamografia, en este estudio este riesgo se alcanzaba a los 32 anos en el percentil 99%
de PRS, mientras que en los percentiles del 20 al 40 se alcanzaba a los 57 anos y en los
percentiles menores nunca llegaba a alcanzarse (poblacion que quizas no requeriria cribado
poblacionall.

El efecto conjunto del PRSy la historia familiar era consistente con un modelo multiplicativo.
Se observo un mayor FRR en menores de 40 anos, sugiriéndose un mayor efecto de los
SNP en edades jévenes. EL PRS en este estudio identificaba el 8% de todas las mujeres en
un grupo de riesgo de cancer de mama a lo largo de la vida superior al 17% (porcentaje de
riesgo a partir del cual las guias NICE recomiendan incrementar el cribado de cancer de
mama), independientemente de la historia familiar u otros factores de riesgo. Es posible
que en un futuro el PRS pueda incorporarse a modelos basados en la historia familiar como
BOADICEA, aunque tanto el PRS como la historia familiar deberian combinarse también
con otros factores de riesgo relacionados con el cancer de mama. En este sentido, se ha
publicado recientemente un estudio de casos-controles?’ que examina conjuntamente
multiples factores bien establecidos de cancer de mama como son el PRS (calculados en este
caso con 67 SNPJ, la densidad mamaria (medida en mamografia) y niveles hormonales tras
la menopausia dentro de los modelos de Gail y Rosner-Colditz, mejorando dichos modelos
sin la incorporacion de estos tres biomarcadores en el calculo del riesgo. Dichos estudios
deberian validarse de forma prospectiva en una poblacion independiente. Se ha estudiado la
utilidad también del PRS en la determinacion del riesgo de cancer de mama contralateral a
10 anos?, en mujeres con cancer de mama familiar sin VP identificadas en BRCAT/BRCA2%
e incluso en un contexto de tratamiento preventivo con tamoxifeno en mujeres con mayor
riesgo de cancer de mama?®.

Se han identificado también SNP de riesgo para otros tumores, como el cancer de pancreas
familiar®y el cancer colorrectal®.

MODIFICADORES DEL RIESGO EN INDIVIDUOS CON VARIANTES
PATOGENICAS EN GENES DE ALTA PENETRANCIA

Incluso en aquellos casos de mayor predisposicion al cancer asociados a genes de alta
penetrancia existe una significativa variabilidad tanto entre familias con la misma mutacion,



como dentro de una misma familia, sugiriendo que existen factores modificadores genéticos
y ambientales que pueden alterar este riesgo en cada uno de los portadores?. Los estudios
de GWAS en pacientes con VP en genes de alta penetrancia como BRCAT y BRCAZ han
reportado fuertes asociaciones con SNP y riesgo de cancer?®?. En varones portadores de
VP germinales en BRCAT y BRCA2, Lecarpentier et al*® han estudiado el riesgo de cancer
utilizando un PRS mediante SNP modificadores determinados por GWAS. Las VP en BRCATy
BRCAZ representan el 10% de cancer de mama en hombres y el 2% del cancer de prostata.
Elriesgo de cancer de mama en hombres es del 5-10% para BRCA2y del 1 al 5% para BRCAT,
mientras que el riesgo de cancer de préstata es del 40% para BRCAZ y del 20% para BRCAT.
Se observaron importantes diferencias en el riesgo de cancer de prostata a 80 afnos entre
hombres en el percentil 5y 95 de PRS, siendo en BRCAT del 7% al 26%, y en BRCAZ del 19%
al 61%, y un riesgo de cancer de mama en este grupo para BRCAZ2 del 5% al 14%, en ambos
percentiles respectivamente. Esto podria permitir optimizar el cribado en estas poblaciones.
Este estudio representa una validacion externa de los SNP de riesgo utilizados, aunque no
analizo el efecto de la historia familiar en estos grupos.

a Unexplained: 50%

icOGS — .
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BRCA2
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ICOGS SNPs
SNPs pre-iICOGS

Figura 1. Proporcién de cancer del FRR atribuida a las diferentes variantes genéticas en (a): mama; [b): ovario;
y [c] préstata. Extraida de https://www.nature.com/icogs/primer/common-variation-and-heritability-estima-
tes-for-breast-ovarian-and-prostate-cancers/#60



ESTUDIOS DE CRIBADO PERSONALIZADOS

Actualmente en EEUU estad en marcha el estudio WISDOM?®' con la finalidad de evaluar el cribado
de cancer de mama basado en una clasificacion previa de riesgo para cada mujer. Este estudio
tiene como objetivo determinar si el cribado personalizado en funcion del riesgo de cada mujer es
una estrategia de prevencion mejor que la actual. Las mujeres se reparten al azar para realizar el
cribado estandar anual en EEUU o el cribado personalizado. La rama estudio (personalizada) incluye
una valoracion del riesgo basado en la determinacion de SNP de riesgo (http://wisdomstudy.org). EL
estudio internacional MyPeBS My Personalized Breast Cancer Screening) evalia la posibilidad de
incrementar la frecuencia de cribado mediante Resonancia Magnética mamaria en mujeres con alto
riesgo de cancer de mama, a la vez que evalUa también prolongar los intervalos de cribado en mujeres
de bajo riesgo o incluso eliminar el cribado en estos grupos. Este estudio incorpora también datos de
SNP y variables clinicas (http://mypebs.eu). El Swedish Karolinska Mammography Project for Risk
Prediction (Karma study) es un estudio que trata de caracterizar las mujeres y sus tumores para
entender mejor el riesgo de desarrollar subtipos especificos de cancer de mamay la posibilidad de
prevenirlos (https://karmastudy.org/). El estudio PERSPECTIVE I&! (Personalized Risk Assessment
for Prevention and Early Detection of Breast Cancer: Integration and Implementation Study) tiene
también el objetivo de mejorar la evaluacion personalizada del riesgo (https://mww.genomecanada,ca/
en/personalized-risk-assessment-and-early-detection-breast-cancer-integration-and).

Todos estos estudios permitiran mejorar el cribado poblacional y minimizar sus riesgos. Se
prevé que estos estudios identifiquen una importante proporcién de mujeres con un riesgo
muy bajo de cancer de mama que realmente no se benefician del cribado y en cambio se
exponen a los riesgos y perjuicios del mismo ®?, y por otro lado identifiquen mujeres con un
riesgo superior beneficiarias de un cribado mas intensivo.

Debe tenerse especial precaucion en la comunicacion del riesgo poligénico, ya que su utilidad
puede variar en funcion de otros factores como el tipo de cancer o factores ambientales
asociados al estilo de vida *¥. También debe tenerse en cuenta que en la mayoria de estudios
el PRS se ha calculado en individuos de origen mayoritariamente europeo.

RESUMEN

Existen mas de 50 sindromes y mas de 100 genes asociados a cancer hereditario. A dia de hoy,
la utilizacion de paneles multigenes por NGS en la practica clinica diaria permite estudiar
de forma rapida y precisa sindromes hereditarios que pueden estar causados por mas de un
gen, y también permiten realizar un cribado oportunista o identificar pacientes con mas de una
mutacion (MINAS]. Aunque la mayoria de paneles incluyen genes de moderada penetrancia, el
uso clinico de los mismos se deberia limitar a los genes con accionabilidad clinica demostrada.
Se debe ser cuidadoso en la interpretacion de los resultados de estos paneles multigenes y
tener en cuenta que van asociados a un incremento en el nimero de Variantes de Significado
Desconocido (VSD) identificadas. Los SNP confieren de forma individual un bajo riesgo, pero en
conjunto tienen un peso importante en la etiologia de los canceres hereditarios. Del mismo modo,
se han descrito multiples SNP con efecto modificador de los genes de alta penetrancia. El riesgo
conferido por un conjunto de SNP puede ser calculado de forma multiplicativa mediante un PRS.
Existen multiples estudios en marcha para tratar de incorporar el PRS junto con otros factores
de riesgo de cancer en la practica clinica diaria, aunque a dia de hoy dichos SNP requieren
todavia, en la mayoria de casos, de una validacion prospectiva independiente.
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0.- INTRODUCCION

Las técnicas de Diagndstico Molecular, mediante las cuales se realiza el estudio y analisis
de las moléculas de la herencia, los acidos nucleicos, desempenan un papel cada vez mas
importante en el diagndstico en Medicina.

Losacidos nucleicossondos: elADN o &cido desoxirribonucleicoyel ARN o acido ribonucleico;
de éste Ultimo podemos distinguir tres tipos: ARN ribosémico (ARNr], ARN de transferencia
(ARNt) y ARN mensajero [ARNm)J. La especie humana tiene su ADN organizado en forma de
doble hélice y empaquetado en el nlcleo de las células en 23 pares de cromosomas, aunque
hay que tener en cuenta que no es el Unico ADN presente en las células, ya que también
existe ADN en el interior de las mitocondrias.

En el ADN gendmico nuclear se encuentran la mayor parte de los genes (unos 22-25.000 en la
especie humana), organizados en exones -regiones de ADN codificante-, e intrones -regiones
de ADN no codificante-. Los exones son los fragmentos del gen que se transcribiran a ARNm
y a través del proceso de traduccion daran lugar a una proteina funcional. Estas proteinas
son las moléculas que finalmente realizaran su funcion, que puede ser tanto estructural
como funcional (metabdlica por ej.), etc.

ELADN gendmico se encuentra entodas las células nucleadas delorganismo; por el contrario,
el ARNm, especifico de cada gen, se encuentra sélo en las células en las que dicho gen
se expresa. Por ello, al realizar un diagnostico estudiando el ADN, se obtiene informacion
de las caracteristicas estructurales de un gen, por ejemplo si existen alteraciones que
puedan afectar a su funcion, pero no de cémo esa alteracidon esta afectando al correcto
funcionamiento celular. El estudio del ARNm nos indicara cémo influyen esas variaciones en
la cantidad o el tamano del ARN, pudiendo dar lugar a cambios en la proteina.

Las moléculas de ARNm son muy inestables, por lo que para su analisis en el laboratorio
se pueden transformar en ADN complementario (ADNc]. Se trata de una molécula que se
produce in vitro, utilizando una reaccion de retrotranscripcion a partir del ARNm. Como el
ADNCc deriva del ARNm, es de cadena simple y su estructura estara formada solamente por
los exones del gen, sin intrones (salvo que existan alteraciones).

En un laboratorio de Diagndstico Molecular, no sélo es importante conocer en cada caso cual
es la molécula de eleccion para el estudio, sino también cual es la muestra bioldgica mas
adecuada para obtener esa molécula. En el caso del cancer hereditario, si lo que queremos,
por ejemplo, es averiguar si en un paciente hay alteraciones germinales (aquellas que estan
en todas las célulasy se trasmiten a la generacion siguiente), una simple muestra de sangre
nos bastara para el diagnostico, esté donde esté el tumor. En cambio, las alteraciones
somaticas (aquellas que aparecen de novo en un individuo y que sélo estan en algun tipo
celular del mismo) generalmente no se trasmiten (salvo que ese tipo celular en el que se
hayan producido de novo sean los gametos), por lo que la Unica manera de estudiarlas es
tomando la muestra del tejido afectado.

En la practica diaria, los genetistas expertos en laboratorio de Diagnostico Molecular y los
clinicos tienen que tener claro qué tipo de estudio se va a realizar para saber cual es el tipo
de muestra adecuado que deben solicitar y qué técnicas seran las mas adecuadas para
hacer el estudio en cada caso. Este capitulo pretende tratar todo esto de una forma rapida
y sencilla. Para quién quiera profundizar mas, existe una extensa literatura al respecto, por
lo que hemos preferido no ir dando citas en el texto, ya que se pueden consultar diversos



manuales, desde los mas sencillos hasta el mas completo existente para profesionales del
laboratorio’, no olviddndonos por supuesto de las inmensas herramientas que nos facilita
hoy dia Internet, de las que citamos sélo un par de ellas?®por su gran utilidad. Sélo algunas
de las técnicas mas recientes estan referenciadas en este capitulo.

1.- EXTRACCION DE Acmos NUCLEICOS A PARTIR
DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Existe una gran cantidad de muestras a partir de las cuales se puede obtener ADN y ARN.
Citaremos entre otras las mas utilizadas, como la sangre periférica, las células epiteliales
bucales, la médula dsea, los ganglios, los tejidos tumorales, el liquido amniodtico, las
vellosidades coriales y las blastomeras obtenidas para el Diagndstico Preimplantacional. De
todas ellas, la sangre periférica es la fuente mas utilizada para extraer el ADN gendmico, ya
que proporciona un ADN abundante y de alta calidad.

En la sangre se encuentran varios tipos celulares, los mas abundantes son los gldbulos rojos'y
los glébulos blancos, aunque Unicamente las células nucleadas que en ella se encuentran, los
glébulos blancos, son la fuente de ADN empleada para los estudios de rutina. Se ha de trabajar
preferentemente con sangre total, sin separar sus componentesy sin coagular, lo que se consigue
recogiéndola en tubos con anticoagulante, cominmente acido etilendiaminotetracético (EDTA).
A partir de unos 10 ml de sangre recogidos en buenas condiciones, se obtienen suficientes
microgramos de ADN como para realizar todo tipo de analisis.

En el caso de querer estudiar alteraciones o variantes somaticas, es necesario extraer el
ADN del propio tejido afectado (como es el caso de los tumores o los aspirados de médula
6seal, ya que estas alteraciones estan presentes Unicamente en dicho tejido. Lo ideal en
estos casos es que la muestra llegue al laboratorio en fresco (por ejemplo, directamente del
quiréfano en el caso de la extraccidon de un tumor] y se procese de inmediato, o se congele
para su conservacion hasta la extraccion, bien a -70°C o bien sumergiéndolo directamente
en nitrogeno liquido. Sin embargo, también se consigue aislar ADN de manera satisfactoria a
partir de especimenes patoldgicos conservados en parafina. La calidad del ADN que se obtiene

en estos casos dependera de la edad del tejido y de las condiciones de fijacion y conservacion.

En el caso de sindromes hereditarios graves, en los que se plantee un Diagndstico Prenatal, sera
necesario utilizar muestras fetales que pueden ser de diferente naturaleza. La mejor fuente de
ADN de un feto es la biopsia de vellosidades coriales. Su extraccion la realizan los ginecdlogos,
guiados por ecografia, hacia las 10-12 semanas de gestacion; la muestra extraida se transfiere
en el momento a un tubo estéril con una solucidn de suero salino fisiologico. Para el analisis de
este tipo de muestra, cuya obtencion se realiza atravesando tejido materno, es fundamental la
eliminacion de células maternas contaminantes con la ayuda de un microscopio binocular de bajo
aumento. En los casos en los que el embarazo supera las 12-13 semanas, existe la posibilidad
de extraer ADN fetal también de las células contenidas en el liqguido amnidtico mediante una
amniocentesis o puncién transabdominal ecoguiada. Segun el tipo de estudio/técnica que se vaya
a emplear a posteriori, para los que varian los requerimientos de calidad y cantidad de ADN fetal
necesario, muchas veces el liquido amniotico se ha de cultivar, lo que ralentiza el estudio prenatal.

Sin embargo, con el desarrollo del Diagndstico Genético Preimplantacional (mas conocido como
DGP), cada vez es mas utilizada esta técnica con respecto al Diagnéstico Prenatal, siempre que
las caracteristicas del paciente (p.ej. dificultades en cuanto a la obtencién de ovocitos viables)



y de la patologia que presenta [p.ej. que el comité de ética nacional dé el visto bueno al DGP
en esa patologia) lo permitan. En el DGP, la extraccién de ADN se realiza a partir de una o
varias células, en el estadio de blastocisto de un embrién de 3-5 dias. Como cabe esperar, y sin
entrar en detalles, este procedimiento es extremadamente complejo y requiere de instalaciones
y de personal altamente cualificado. Quién desee profundizar en las peculiaridades de este
procedimiento puede consultar el Atlas of Preimplantation Genetic Diagnosis®.

Con respecto a las extracciones de ARN, lo mas importante a tener en cuenta es la facilidad de
degradacion enzimética de esta molécula por las ribonucleasas (RNAsas). Como las RNAsas son
enzimas muy estables y activas, presentes en multiples sistemas bioldgicos, las precauciones
que se han de tomar a la hora de extraer una muestra para ARN han de ser extremas. Todo el
material que entre en contacto con la muestra debe estar libre de RNAsas y completamente
esterilizado, asi como los materiales y soluciones utilizadas, que han de estar tratadas con
inhibidores de las RNAsas como el dietilpirocarbonato (DEPC]. Si se utilizan tejidos liquidos
(sangre y aspirado medular] para extraer ARN, éstos han de tener anticoagulante para una buena
obtencién del mismo. Debido al problema mencionado de la degradacion, se han comercializado
tubos especiales que combinan un anticoagulante con reactivos libres de RNAsas que mantienen
la estabilidad del ARN durante un periodo aproximado de 72 horas. Para la extraccion de ARN de
tejidos sdlidos, ésta se debe realizar de inmediato o, si no fuera posible, introduciendo el tejido en
soluciones estabilizadoras y congelandolo hasta su procesamiento.

1.1.- Protocolos de extraccion de ADN

Como existe una gran variedad de fuentes a partir de las cuales se puede obtener ADN, se han
desarrollado muy diversos protocolos de extraccion, que se pueden llevar a cabo tanto de forma
automatica como manual. Estas técnicas de extraccion de ADN son relativamente sencillas y
basicamente las mismas para todo tipo de células. En todos los casos, el objetivo es obtener
la maxima cantidad de ADN y de éptima calidad y pureza, evitando toda destruccion enzimatica
o mecanica del mismo. Existen innumerables métodos que permiten obtener ADN: extraccion
organica, tecnologia basada en silica, separacién magnética, tecnologia de intercambio anidnico,
precipitacion por sales, gradientes de densidad de cloruro de cesio, resina chelex 100, etc.

La mayoria de los protocolos constan de las siguientes fases:

1-Lisis celular:con mezcla de sus componentes, ya sea por métodos mecanicos, osmoticos
y/o quimicos, asi como con detergentes que disuelven las membranas celulares.

2 - Incubacion enzimatica: para liberar al ADN de las proteinas que tiene asociadas;
la mas utilizada es la proteinasa K.

3 -Separacion del ADN: del resto de constituyentes de la célula utilizando
bolas magnéticas, una mezcla con fenol-cloroformo, soluciones salinas
sobresaturadas...

4 -Precipitaciéon y purificacion del ADN: mediante la utilizacion de etanol para
eliminar sustancias que puedan influir posteriormente en las técnicas en las
que va a ser estudiado.

5 -Resuspensién del ADN: se disuelve nuevamente en agua o tampdn (el mas
empleado TE, Tris-HCI+EDTA).



A partir de ahi, el ADN disuelto se cuantifica y se realizan las técnicas analiticas
correspondientes; o se conserva congelado a -20/-70/-80°C, hasta su utilizacién.

Estos protocolos varian para cada muestra, sobre todo en el manejo inicial de la misma,
como se describe muy someramente a continuacion para las muestras mas habitualmente
utilizadas en los estudios de cancer familiar.

1.1.1.- Sangre periférica

Las muestras de sangre periférica en tubos con EDTA se procesan inmediatamente, pero
en el caso de que no pueda ser asi, la muestra se puede congelar el tiempo necesario y
descongelarla justo antes de que se vaya a extraer el ADN.

En los ultimos anos, debido al gran nimero de extracciones de ADN que se realizan, se
dispone de extractores que llevan a cabo el proceso de forma automatizada.

Aunque en la mayoria de los laboratorios se han incorporado aparatos de extraccion
automatizados, sobre todo en el caso de sangre periférica, en algunos casos puede seguir
utilizandose los métodos manuales tradicionales: extraccién orgénica (en la que se da una
precipitacion con disolventes (fenol:cloroformo:isoamilalcohol), la precipitacion por sales (o
salting out) y tecnologia basada en silica (en la que se utilizan columnas con membranas a
las que se une al ADN para realizar diversos lavados).

Todo lo aqui expuesto se puede aplicar a la médula ésea, pues tratandose de un tejido liquido,
su procesamiento es muy parecido salvo pequenas diferencias.

1.1.2.- Tejido fresco

Los tejidos humanos son una muy buena fuente de ADN gendmico por su alta densidad
celular. Por ejemplo, un gramo de tejido hepatico contiene aproximadamente 10° células;
mientras que, para obtener un numero equivalente de células nucleadas sanguineas, se
requeriria aproximadamente un litro de sangre. Pero tienen el inconveniente de la facilidad
de degradacion de los acidos nucleicos, lo que se soluciona procesandolos tan pronto como
sea posible tras su recogida o congelandolos de inmediato.

Para la extraccion de ADN de tejidos, se requiere un proceso previo: la homogenizacién,
esto es, romper el tejido en trozos muy finos que permitan a las soluciones de extraccidn
del ADN llegar mejor a las células, facilitando su lisis. Esto se puede realizar, bien cortando
finamente la muestra con un bisturi, o, en el caso de tejido congelado, machacandola en
un mortero. Una vez homogenizadas, las muestras se incuban en una solucion de lisis el
tiempo necesario para que el tejido se rompa y se libere el ADN de los nucleos celulares.
Posteriormente, se continla con el resto del proceso de extraccidn. Al igual que ocurre con
la sangre, a partir de la homogenizacion la extraccion puede ser automatizada utilizando los

kit apropiados, o emplearse los métodos manuales con disolventes u otras tecnologias.

1.1.3.- Tejido embebido en parafina

Muy frecuentemente, las muestras de tejidos humanos procedentes de biopsias se
encuentran fijadas en formalinay embebidas en parafina, porque asi fueron procesadas para
su analisis histopatoldgico. Este método de conservacidn es excelente para el mantenimiento
de la estructura de los tejidos y de los epitopos de sus proteinas, por lo que es utilizado de
forma rutinaria por los anatomo-patélogos como método de conservacion de muestras; sin

embargo, hace que los acidos nucleicos sufran modificaciones quimicas, se fragmenten y



resulten dificiles de extraer. A pesar de todo, hay ocasiones en las que las Unicas muestras
de tumores o tejidos disponibles se encuentran en estas condiciones, como es el caso de los
estudios en individuos fallecidos o cuando buscamos variantes somaticas.

Para trabajar con estas muestras y antes de extraer el ADN, los bloques se han de
desparafinar, esto es, quitar la parafina mediante un tratamiento con xileno. Este proceso es
muy agresivo y hace que el ADN se degrade aln mas, por lo que las moléculas resultantes
seradn escasas y de pequeno tamano. En el caso de biopsias de tumores, es muy importante
diferenciar ademas qué parte de la muestra es tejido normal y qué parte es tumoral. Para
ello, se han implantado hoy dia técnicas muy precisas, como la microdiseccién laser, que
permiten obtener las fracciones cortadas directamente en un tubo, evitando la manipulacion
y facilitando que no se mezclen las fracciones de tejido normal con las tumorales. El resto de
la técnica de extraccion de ADN sera idéntica a la descrita en los apartados anteriores. De
una biopsia de algunos miligramos, se pueden recuperar varias docenas de microgramos
de ADN de esta forma.

1.2.- Protocolos de extraccion de ARN

Lo que diferencia esta extraccion de la del ADN es que se han de tomar todas las precauciones
necesarias en el laboratorio para evitar cualquier fuente de contaminacion con RNAsas.
Como hemos comentado, el ARN se degrada con mucha facilidad por estas enzimas por lo
que habra que seguir unas medidas previas en cuanto al tratamiento del material y de las
superficies donde se va a trabajar: 1) todas las superficies de trabajo deben estar tratadas
con etanol al 70% y con productos especiales como el RNAse ZAP"R"; 2] es necesaria la
utilizacion de guantes estériles durante cualquier manipulacion del ARN; 3] todo el material
fungible con el que se realiza la extraccidn, tales como tubos y puntas, han de ser certificados
libres de nucleasasy en el caso de las puntas deberan ademas llevar filtro; 4) los tampones,
el agua y demas soluciones de trabajo de extraccién han de estar certificadas libres de
nucleasas. Por ultimo, hay que evitar ademés la contaminacion con ADN, por lo que, en la
medida de lo posible, la zona de trabajo de ADN ha de ser diferente a la de ARN y se tendra
que incubar la muestra ademas con una enzima que degrada el ADN, llamada DNAsa, para
eliminar los posibles restos de ADN.

Siguiendo todas estas precauciones, las técnicas de extraccion de ARN consisten en
obtener, en primer lugar, unas células lo mas limpias posibles - bien de leucocitos de
sangre periférica, bien de células de cualquier otro tejido una vez homogeneizadas- que
posteriormente lisaremos para obtener el ARN. Estas células, una vez obtenidas, se pueden
congelara-80°C conuna solucion estabilizadora. En este caso, es aconsejable que el proceso
de la congelacion se haga en alicuotas debido a la inestabilidad del ARN, para asegurar que

mientras se trabaja con un tubo, no se degradan los demas.

Existen diversos kits en el mercado. Salvo el protocolo de extraccidon con trizol, que fue el
primero que se utilizé y cuya composicion es algo diferente, badsicamente todos siguen los
MIismos pasos esenciales:

1.-Lisiseficazdelascélulasydesnaturalizacionde loscomplejosdenucleoproteinas
presentes en los extractos celulares: se utiliza para ello una combinacion de
detergente (SDS) con tiocianato de guanidina (TCGJ, que inactiva las RNAsas,
permitiendo asi que el ARN quede en solucion y aislado de proteinas.



2.- Inactivacion de la actividad de las ribonucleasas presentes en la célula: llevado
a cabo con la combinacién de TCG y B-mercaptoetanol.

3.- Eliminacidn de las proteinas: este paso se realiza gracias a la precipitacion
de las proteinas celulares a altas concentraciones de TCG mientras el ARN
permanece en solucion. Seguidamente una centrifugacion limpia el lisado
celular de proteinas y restos, logrando que el ARN precipite selectivamente.

4.- Eliminacién del ADN contaminante de las células: se suele incubar con el
enzima DNasa | libre de RNAsas.

5.- Dilucion del ARN: ELARN total se disuelve en agua también libre de RNAsas.

Con este ARN asi extraido, se puede trabajar con cualquier técnica analitica para ARN.

2. TECNICAS DE ANALISIS DEL MATERIAL GENETICO

A partir del ADN y el ARN extraido, las técnicas de analisis y diagndstico molecular son
idénticas paratodo tipo de tejido, e independientes de cudl ha sido su protocolo de extraccion.
Por ello, a partir de aqui ya no nos vamos a referir en este capitulo a la muestra de origen,
sino solo al acido nucleico utilizado.

Desde que se conocid la longitud del ADN (6x107 pares de bases en unos 2 m de longitud
por célula), se supo que, para analizar esta molécula, sélo se podria hacer estudidndolo por
fragmentos.

El primer paso se dio gracias al descubrimiento, a principios de los anos 70, de unos enzimas
que actlan como “tijeras” cortando el ADN: las endonucleasas de restriccion. Quince afos
mas tarde, otro hallazgo de vital importancia fue el descubrimiento de otro enzima: la Taq
polimerasa, que esta vez, lo que permitia era amplificar in vitro fragmentos muy concretos.
Con ella llegd la técnica que revoluciond los estudios genéticos, la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa o PCR. Estas dos familias de enzimas son auténticas herramientas en la Biologia
molecular, gracias a las cuales es posible hoy dia realizar todas las técnicas diagndsticas
disponibles. Este capitulo no puede abordar méas que de una forma muy resumida todo ello,
pues corresponde a manuales mas especificos la profundizacién en el tema'.

2.1.- Las herramientas de la Genetica Molecular
2.1.1.- Endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que se caracterizan por cortar el ADN en
zonas con secuencias de bases especificas. Las endonucleasas se descubrieron en bacterias
y se conocen mas de 1.000, nombrandose en la mayoria de los casos por medio de las
abreviaturas del microorganismo del que se han extraido. Los puntos de corte corresponden
a secuencias de 4, 6 0 mas bases que se llaman zonas o sitios de restriccion y que estan
repartidas por todo el genoma. La mayoria de los enzimas de restriccion que se usan en
Genética Molecular cortan el ADN en el interior de su zona de reconocimiento, presentando
un eje de simetria llamado palindromico, es decir, la secuencia leida de 5" a 3" es igual a su
complementaria, leida también de 5" a 3', o sea a la inversa (Figura 1).



Las endonucleasas de restriccion fragmentan el ADN en partes siempre igualesy previsibles,
por lo que una alteracion en una zona de restriccion altera ese corte y por lo tanto el
tamano del fragmento. Este fue uno de los primeros métodos que permitié detectar de una
forma sencilla las variantes genéticas puntuales. Las aplicaciones de las endonucleasas
siguen siendo muy variadas hoy dia; en el caso del cancer, por ejemplo, en los estudios
de metilacion del promotor de varios genes, asi como en algunos estudios de NGS que
requieren de la fragmentacion previa del ADN. Pero es importante recordar ademas, que
han estado presentes en el origen del descubrimiento de muchos genes, asi como de los
primeros diagndsticos indirectos, gracias a los RFLPs o fragmentos de restriccion de
longitud polimdrfica que se pueden producir con sus cortes.

Nombre Secuencia

Eco RI 5 ....GYAATT C.....3~
3'.....C TTAALG....5’

Eag | 5 .. C'GGCC G....3°

3'.....6 CCGG.LC....5"

Hinf I 5 .....GYANTC.....3’

Pstl §......C TGCAYG.....3"
3 G.ACGT C.....5
Not | 5.....6CYGGCC GC.....3"
3 . CG CCGG.LCG.....5

Figura 1: Algunas endonucleasas de restriccion utilizadas en Diagndstico Molecular con sus sitios de restriccidn o
puntos de corte.

2.1.2.- La Tag-polimerasa

Las ADN polimerasas son enzimas que catalizan la incorporaciéon de nucledtidos simples
a una molécula creciente de ADN, produciendo asi su duplicacion. Las ADN polimerasas
necesitan un molde monocatenario, y una region bicatenaria para cebar su actuacion. Pero
la temperatura ideal de actuacion de estos enzimas es inferior a la temperatura de union de
la mayoria de cebadores o primersy por supuesto muy inferior a los 95°C necesarios para la
desnaturalizacion del ADN, lo que dificultaba hace unos anos las reacciones in vitro. EL gran
hallazgo en este campo, fue el descubrimiento de ADN polimerasas en microorganismos que
viven en fuentes termales y cuya actividad no se altera a altas temperaturas. La primera de
ellas fue la que les dio nombre, la de la bacteria Thermus aquaticus (Tag-polimerasa o Taqg],
pero posteriormente se han aislado enzimas similares en otros organismos termofilicos y
se dispone asi mismo de Tags obtenidas por ingenieria genética. El uso principal de las ADN
polimerasas termoestables es la PCR, aunque también pueden emplearse en la sintesis del
ADNCc, en la secuenciacidn, etc., como veremos en este capitulo.



2.1.3. Electroforesis

Dado que el ADN estd cargado negativamente, se puede migrar mediante electroforesis
colocandolo en el extremo del catodo de una cubeta y aplicandole un voltaje que haga que
se desplace hacia el dnodo. Esta es la forma de separar los fragmentos de una digestion, o
de visualizar si tienen el tamano adecuado los fragmentos obtenidos tras una amplificacion.

La electroforesis es un proceso que se ha ido automatizando, desarrolldndose otras
metodologias de migracion, basadas fundamentalmente en la introduccién de capilares
en el proceso; algunos de los sistemas disponibles en el mercado son: QlAxcel, LabChip,
Tape Station, Fragment Analyzer, etc. A pesar de todo, el gel de agarosa, un polisacarido
purificado de agar, gelificante, sigue siendo el método mas utilizado.

Existen varios factores que afectan a la migracion del ADN: 1) la concentracion de la
agarosa, a mayor concentracion, mayor dificultad tienen los fragmentos para migrar;
2) el tamanio de los fragmentos de ADN, es decir, de su peso molecular, migrando més
rapidamente los de bajo peso molecular y 3) el voltaje aplicado, a mayor voltaje, mayor
velocidad de migracion. La adicion de un colorante a la muestra de ADN —el mas utilizado
es el azul de bromofenol- permite visualizar el avance del ADN en el gel. También
es importante colocar un marcador de peso molecular con una serie de fragmentos
conocidos, que servird de referencia para saber el tamafio aproximado de el/los fragmentos
que nos interesan. Los fragmentos de ADN se visualizan posteriormente bajo luz
ultravioleta, gracias a compuestos que también se intercalan entre las moléculas de ADN
produciendo fluorescencia y que son anadidos al gel de agarosa durante su preparacion.

2.2. Técnicas de amplificacion
2.2.1.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, como comlUnmente se conoce (del inglés,
Polymerase Chain Reaction), es un método enziméatico de amplificacién de secuencias
especificas de ADN, concebido por Kary Mullis y sus colaboradores a principios de los anos
80, basandose en las propiedades de la Tag polimerasa. Este método permite la sintesis in
vitro de un fragmento de ADN de tal forma que, en cada ciclo del proceso, se duplica el nUmero
de moléculas existentes previamente, obteniéndose asi un nimero exponencial de copias de
la secuencia concreta amplificada. Dicha metodologia supuso una auténtica revolucion en el
campo de la Biologia y la Genética moleculary su aplicacién en el diagndstico genético es en
la actualidad imprescindible.

La PCR es una técnica muy simple en el concepto y en la ejecucion, pero requiere
conocer exactamente la secuencia que se va a amplificar. Con esta secuencia, se disenan
unos pequenos segmentos de nucledtidos - llamados iniciadores, cebadores o primers-
complementarios a la secuencia de nucledtidos de los extremos opuestos de las cadenas
que flanquean dicha secuencia. A partir de estos primers se iniciara la elongacién o sintesis
de nuevas cadenas en el extremo 3’ de cada iniciador (Figura 2J.

Para una buena efectividad de la PCR, son importantes los siguientes parametros: un
suministro abundante de primers y de desoxinucledtidos trifosfatados ([dNTPs); una fuente
renovada de Taqg polimerasa, y unos ciclos precisos y peridédicos de cambios de temperatura.
Estos uUltimos se realizan mayoritariamente en tres etapas: la desnaturalizacion del ADN



a unos 95°C, la hibridacion de los primers con las secuencias de interés (habitualmente,
entre 50 y 65°C] y la sintesis del ADN o elongacion a 72°C. Las temperaturas varian en
esos margenes en funcidn de la secuencia del fragmento que se desee amplificar, que es lo
importante para determinar las condiciones de la reaccion. Para poder pasar de una forma
eficaz y cémoda de una temperatura a otra, se realiza todo el proceso de forma automatica
en unos aparatos llamados termocicladores. Con ellos, el poder de la amplificacién por PCR
es tan alto, que hasta los mas pequenos contaminantes pueden ser también amplificados,
proporcionando falsos positivos, por lo que el material y las soluciones a emplear deben
estar muy controlados.
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Figura 2: Esquema general del principio de la reaccion de la PCR.

Enuna PCR, siseincluye sélo una pareja de primers, obtendremos un Unico producto de PCR;
pero pueden anadirse mas de una pareja de primers obteniéndose asi mas de un producto
de PCR; esto es lo que se conoce como PCR multiplex. Para poder incluir mas de una pareja
de primers en la reaccion de PCR es necesario que las condiciones de amplificacion sean las
mismas.

Las aplicaciones de la PCR son multiples y parecen estar solo limitadas por la imaginacion
de los cientificos. Los productos de PCR se someten a todo tipo de electroforesis y/o técnicas
complementarias que se describiran a continuacion, para analizar el fragmento amplificado.

2.2.2. Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)

La RT-PCR es un método sensible y versatil empleado para obtener ADNc libre a partir
de ARNm, que puede ser facilmente adaptado para identificar alteraciones genéticas en
las secuencias transcritas y medir la expresion de un gen cuando la cantidad de ARNm es
limitante y/o cuando el ARN de interés se expresa en muy bajo nivel.



La RT-PCR utiliza como molde ARNm, y el enzima que sintetiza las nuevas moléculas es
una ADN polimerasa dependiente de ARN llamada transcriptasa inversa o reversa. La
transcriptasa reversa es una enzima utilizada por todos los retrovirus y retrotransposones
que transcriben a ADN su informacion genética en forma de ARN, para que pueda integrarse
en el genoma del huésped. Igual que en los organismos vivos, el primer paso de la RT-
PCR en el laboratorio es la conversion enzimatica del ARN a un ADNc de cadena simple
antes de la formacién de la doble cadena, para lo que se utiliza un primer sintético de
oligodeoxinucledtidos que se hibrida al ARNm y es extendido por la transcriptasa reversa.
Dependiendo del propdsito del experimento, el primer para la sintesis del ADNc puede ser
especificamente disenado para hibridarse a una regién particular de un ARNm en concreto,
0 puede unirse a todos los ARNm; en este caso utilizaremos los llamados random hexamers.
Estos son hexanucledtidos que actuan como primers, uniéndose a zonas del ARN comunes
a la mayoria de los ARNm, de forma que son copiados a ADNc todos los ARNm que se han
extraido y no sélo los de un gen en concreto.

2.2.3. PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real, también [lamada PCR cuantitativa a tiempo real (RTQ-PCRJ, es un
método que permite amplificary cuantificar simultaneamente el ADN. Para ello, se utiliza un
marcaje fluorescente que se intercala en las cadenas dobles de ADN que se estan sintetizando
y modifican las sondas de oligonucledtidos de ADN que fluorescen cuando se hibridan con
un ADN complementario. Normalmente, la PCR a tiempo real se utiliza combinada con la
RT-PCR, de tal forma que permite cuantificar la cantidad de ARNm, es decir, la expresion

relativa de un gen en un tiempo, en una célula particular, o en un tipo de tejido.

Como en las anteriores técnicas de PCR que hemos visto, son necesarios diversos pasos
para desarrollar un ensayo de PCR cuantitativa. Esto incluye la obtencion de una muestra
limpia, el disefo de primers especificos, y la optimizacion de las condiciones de reaccion.
Para algunos genes, todas estas condiciones de PCR estan organizadas en una base de datos
accesible on-line [(http://www.realtimeprimers.org) que facilita la realizacién del ensayo.
Como en cualquier otra reaccion de PCR, el producto de la PCR en tiempo real se duplica en
cada ciclo y las sondas que se unen al ADN de doble cadena emiten una fluorescencia que
es recogida por un termociclador adecuado para este tipo de reaccion, de esta forma se va
cuantificando.

2.2.4. PCR Digital

La PCR digital es un método de cuantificacion absoluta muy util a la hora de identificar
variantes genéticas presentes en porcentajes muy bajos. El concepto en el que se basa la
PCR digital fue ideado en los anos 90 por diferentes grupos (Sykes y col., Kalinina y col. y
Vogelstein y col.). Bdsicamente, consiste en dividir la muestra en multitud de particiones,
en general cdmaras o gotas, en las que se va a llevar a cabo la reaccién de PCR, de tal
manera que cada una de estas particiones albergue una Unica molécula de ADN o ninguna.
El producto de PCR obtenido en cada particion se detecta gracias a que los primers utilizados
estan marcados fluorescentemente. Asi se consigue una amplificacién no sesgada de todas
las moléculas de ADN, tanto las minoritarias como las mayoritarias, obteniendo una medida
exacta de la proporcidn existente entre unas y otras. Presenta una sensibilidad mayor que
la PCR cuantitativa. Se trata de un método con un gran potencial en la deteccién de grandes
reordenamientos o CNVs (variaciones en el niumero de copias), variantes genéticas en
mosaico y variantes somaticas presentes en una baja proporcion®®.



3. TECNICAS DE DETECCION DE VARIANTES GENETICAS

La deteccidn de variantes genéticas es el aspecto fundamental en el diagnostico molecular
de las enfermedades hereditarias, confirmando la causa genética de la enfermedad, ademas
de contribuir al entendimiento de la estructura de las proteinas, su funcionamiento y
expresion. También es importante en el diagndstico de pacientes asintomaticos, estudiando
el modo de herencia en una familia, descubriendo portadores e intentando predecir el
fenotipo clinico, sobre todo en los casos de familias con penetrancia incompleta o con
variantes genéticas nuevas. La deteccion precisa de una variante genética la dara la lectura
de su secuencia de ADN mediante técnicas de secuenciacion. Durante los anos 90y primera
década de los anos 2000 existian diversas tecnologias (DGGE, CSGE, SSCP, DHPLC, etc) que
servian para identificar la presencia de diferencias en las secuencias sin precisarlas, y asi
reducir el nimero de muestras que era necesario secuenciar. A lo largo de los anos se ha
ido viendo que estas tecnologias o técnicas de cribado de variantes genéticas presentaban
especificidades y sensibilidades muy inferiores a la técnica de secuenciacién directa. Este
hecho, unido a la disminucidn en el coste de las técnicas de secuenciacion, tanto la clasica
como la secuenciacion de segunda generacidon que veremos mas adelante en este capitulo,
ha hecho que el uso de estas tecnologias de cribado no esté actualmente recomendado en
el area del diagndstico genético.

Sin embargo, las técnicas de secuenciacion no son capaces de identificar todos los tipos de
variantes genéticas que se pueden encontrar en nuestro ADN, como puede ser el caso de
grandes reordenamientos (deleciones e inserciones que afectan a varios exones o incluso a
genes completos) o variantes genéticas en mosaico (presentes en un reducido nimero de
células), por lo que se dispone de otras técnicas moleculares para identificarlas.

3.1. Secuenciacion Sanger

Para cambios de una o unas pocas bases, la secuenciacion es considerada como la técnica
ultima, la definitiva (Gold Standard), aquella por la cual se sabe exactamente si un fragmento
estd o no alterado y qué cambio lleva. Actualmente es la técnica recomendada para la
deteccidn de variantes en todo laboratorio de diagndstico genético.

La secuenciacion Sanger, también conocida como secuenciacion directa o clasica, ideada
por el equipo de Sangery colaboradores en el ano 19777, se basa en la utilizacion de la ADN
polimerasay de los terminadores de cadenas llamados didesoxinucledtidos (ddNTPs). Se trata
de una sintesis enzimatica que, por accién de una ADN polimerasa y a partir de un primer de
secuencia complementaria a la molécula del ADN a estudio, va incorporando al extremo 3" de
la cadena en crecimiento dNTPs (2 "-desoxinucledtidos) y ddNTPs (2,3 -didesoxinucledtidos),
marcados con diferentes moléculas fluorescentes, una por cada uno de los cuatro terminadores
que se utilizan, que se encuentran juntos en la mezcla de reaccion. Los ddNTPs difieren de
los dNTPs en que les falta el grupo hidroxilo del carbono 3" del azlcar, de manera que su
incorporacion evita la formacion del enlace fosfodiéster entre la cadena en crecimiento y el
siguiente nucleotido a incorporar, y esto consigue que no se incorporen mas nucledtidos por
lo que la cadena que se esta sintetizando se detiene. Con ello, se generan al azar fragmentos
de ADN de todos los tamanos de forma controlada en posiciones especificas. Los fragmentos
obtenidos se identifican por el Ultimo nucledtido de cada fragmento gracias al tipo de molécula
fluorescente que tiene ligada. Ademas, en el mismo secuenciador automatico se realiza la
separacion electroforética de los fragmentos y la deteccién de los productos.



Los secuenciadores contienen un laser que excitan las moléculas fluorescentes en
una longitud de onda y la fluorescencia es detectada por una cdmara de deteccion.
Los datos obtenidos por esta cdmara son transmitidos a un software adecuado que los
interpreta y les asigna el nucleotido. Con ello, los resultados se muestran en forma
de electroferogramas que presentan a los fragmentos de ADN marcados en forma de
picos en el eje de las "Y", con el tiempo de la electroforesis en el eje de las "X". Cada
pico es identificado segun el fluorocromo usado para los cuatro nucledtidos: A, T, G, o
C (Figura 3).
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Figura 3.Electroferogramas de secuencias: Al Fragmento del exdn 16 del gen BRCAZ: la flecha indica una mutacidn
puntual; B] Fragmento del exdn 10 del gen CHEK?Z: la flecha indica la posicidn de la delecion 1100delC.

3.2. Secuenciacion de segunda generacion (NGS)

La NGS o secuenciaciéon de segunda generacion, también llamada secuenciacién masiva
0 secuenciacion en paralelo, surgid tras el éxito del proyecto genoma humano en 2005
con el fin de reducir el coste y el tiempo de la secuenciacién gendmica. Basicamente,
consiste en la secuenciacion en paralelo y en una Unica reaccién de un gran numero
de secuencias de ADN diferentes. Existen varios sistemas que se diferencian en su
tecnologia de secuenciacién y en la quimica de deteccion que utilizan, lo que provoca
diferencias en el tamano de los fragmentos que son capaces de secuenciar, la cobertura
que son capaces de alcanzaroelnimero de lecturas que pueden hacer en cada carrera®”’.
Estos y otros muchos factores [como el precio por carrera y que todos tienen ventajasy
desventajas) son los que hay que tener en cuenta a la hora de adquirir un secuenciador
de nueva generacién. Todos ellos tienen en comun la preparacion de las librerias o
secuencias a analizar.

Antes de seguir, hay que definir una serie de conceptos ampliamente utilizados en esta tecnologia
y que debemos conocer a la hora de elegir una u otra plataforma. Estos conceptos son:



Cobertura: Cantidad (porcentaje)] de secuencia de interés de un gen, conjunto de genes
(paneles) o de la totalidad de las regiones codificantes de los genes (exomal que esté
representado en la region a analizar. Las técnicas de captura o de amplificacion de las
secuencias, asi como la propia secuenciacion, pueden provocar que alguna region concreta
no se secuencie completamente y por ello se pierda informacion de una o varias regiones.
Se debe establecer qué porcentaje de cobertura minimo se necesita para dar un diagnostico,
y en caso contrario repetir la prueba. Es aconsejable que este pardmetro aparezca en el
informe, siendo un 100% de cobertura la situacidn ideal, aunque se pueden aceptar coberturas
ligeramente inferiores si son muchos los genes analizados. En este caso ademas, si de algun
gen no se cubre alglin exén importante, se puede completar con secuenciacién Sanger.

Profundidad (o coverage): Nimero de veces que cada base del genoma esté presente en las
lecturas o reads de secuenciacion producidos. Este valor es uno de los factores determinantes
para evaluar la fiabilidad del nucledtido asignado a esa posicion del genoma. Asi, en los
protocolos de secuenciacidn es habitual generar una cantidad de datos que permiten leer cada
base de un gen entre 30 y 100 veces, de tal forma que si hay una variante genética, varias de
esas lecturas contendran la misma variante, a diferencia de si hay un error de secuenciacion,
en cuyo caso la probabilidad de que haya mas de una lectura con el mismo error es muy baja.

3.2.1. Preparacion de librerias

Una libreria es el conjunto de diferentes secuencias de ADN de diferentes pacientes,
debidamente identificadas, que queremos secuenciar en una Unica reaccion. Existen distintos
tipos de librerias y su utilizacién dependera de lo que queramos secuenciar (panel de genes,
exoma o genoma completo). La libreria debe contener secuencias de ADN flanqueadas por
adaptadores universales, que no son mas que pequenas secuencias de nucledtidos que
nos sirven, en general, para identificar correctamente cada paciente (llamada secuencia
index) y para llevar a cabo la reaccién de secuenciacion (primer universal para secuenciar).
Algunas plataformas también requeriran que esos adaptadores contengan secuencias que
por complementariedad puedan fijarse a ciertas superficies para llevar a cabo la reaccion
de secuenciacion.

Una libreria de amplicones no es mas que el conjunto de un gran numero de secuencias
de ADN diferentes amplificadas por PCR. Ademas, durante esa reaccion de PCR se habran
introducido los adaptadores flanqueando cada secuencia o amplicon. Esta libreria sera la
que elijamos si queremos secuenciar un numero reducido de genes (panel de genes).

La libreria se obtiene mediante la fragmentacion de todo el genoma y posterior ligacion de
los adaptadores. Esta fragmentacién puede ser enzimatica o mecanica. La fragmentacion
enzimatica consiste en la utilizacién de transposones que se van insertando en diferentes
regiones del genomay que sirven para que la fragmentacion se produzca de forma especifica
en esas regiones mediante la utilizacién posterior de enzimas de restriccion. Se trata de una
técnica rapiday sencilla, pero que conlleva un ligero sesgo ya que esos transposones se van
a insertar en ciertas regiones de forma recurrente. En cuanto a la fragmentacién mecanica,
siendo la sonicacion la mas usada, es una técnica mas laboriosa pero con la que se obtiene
una fragmentacién del genoma mas uniforme. Como cabe esperar, esta libreria utilizaremos
para secuenciar un genoma completo (mas conocido como WGS, whole genome sequencing).



Este tipo de libreria se obtiene a partir de una fragmentacién completa del genoma, y
“enriqueciéndola” mediante el uso de sondas que van a hibridar sélo en aquellas regiones
que nos interesa secuenciar. Es la libreria que elegiremos si lo que nos interesa es realizar
un panel grande de genes o un exoma (secuenciacion de los exones o regiones codificantes
de los genes).

3.2.2. Plataformas de secuenciacion masiva

La tecnologia de Roche fue la primera que se comercializé en 2005. La libreria con sus
adaptadores se hibridan a una secuencia complementaria que estara localizada en una especie
de bolita o bead, en la que se llevard a cabo la amplificacion de las muestras (PCR en emulsion).
Posteriormente, la reaccion de secuenciacion se lleva a cabo en una placa que contiene millones
de pocillos microscopicos que albergaran cada una de estas bolitas. Este sistema utiliza el
mecanismo de pirosecuenciacion, que consiste en la deteccion de la molécula de pirofosfato
que se libera tras la incorporacién de un nucledtido. Consigue unas lecturas de hasta 700 pb
y su mayor ventaja es su rapidez'’. Sin embargo, presenta una tasa de error importante ante
secuencias de poli-nucledtidos mayores de 6bp y los reactivos son relativamente costosos con
respecto a otras plataformas, lo que perjudica su utilizacion en la clinica.

Este sistema de secuenciacién se comercializdé en 2006 por Illumina, que adoptd la
tecnologia de secuenciacion por sintesis. Todo el proceso ocurre en una superficie soélida
llamada flowcell, llena de pequenas secuencias de nucledtidos ancladas de forma covalente
a dicha superficie. La libreria a estudio se une mediante complementariedad de bases a esta
superficie, ya que los adaptadores que se utilizan en este sistema contienen, ademas del
index y de los primers de secuenciacidn, unas secuencias complementarias a las secuencias
fijadas covalentemente a la flowcell. A continuacion se produce una amplificacion de la
libreria obteniendo un millén de copias de cada secuencia que se localiza fisicamente
formando grupos o clusters. En la reaccidn de secuenciacion se utilizan dNTPs modificados
que contienen un terminador marcado fluorescentemente que impide la polimerizacion una
vez que se incorpora, consiguiendo asi la lectura de la secuencia. La tecnologia de Illumina
es la que presenta un ratio costo-efectividad mas adecuado.

En 2007, Life Technologies comercializd SOLID (secuenciacién mediante ligacién y deteccion
de oligonucledtidos). Esta tecnologia utiliza la ligacién de sondas de hibridacién marcadas
fluorescentemente para determinar la secuencia de una muestra de ADN. La libreria con sus
adaptadores se hibrida a unas beads donde se lleva a cabo la PCR en emulsion. Entonces,
las beads se inmovilizan en un cristal donde comienza la reaccion de secuenciacién al anadir
el primer de secuenciacion universal y las sondas de oligonucledtidos fluorescentemente
marcadas. Esta reaccion estad basada en el reconocimiento de las sondas y lo que mide es
la ligacion serial al ADN del oligonucleotido marcado. Se trata de la tecnologia mas precisa
que existe, aunque el tamano de las lecturas es limitado y el proceso es dificil de utilizary
costoso.



En 2010, Life Technologies sacé al mercado un nuevo secuenciador masivo, lon Torrent,
basado en un método de secuenciacion de ion semiconductor de forma que, cada vez que
se incorpora un nuevo nucledtido a la cadena en sintesis, se libera un protéon (H*) que
modifica el pH, detectando la incorporacion del mismo. Esta técnica de secuenciacion inicia
su procesamiento con una PCR en emulsidn con microgotas y usa semiconductores para
detectar los H+ desprendidos en la incorporacion de los dNTPs.

3.3. Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)

La técnica MLPA permite detectar cambios en el nimero de copias de la secuencia del
genoma, es decir, permite averiguar si hay duplicaciones, inserciones y deleciones, tanto
para fragmentos pequenos, como para fragmentos grandes, y del orden de varios exones e
incluso de genes enteros. Es una técnica que utiliza muy poca cantidad de ADN al basarse
en PCR multiplex y permite amplificar simultdneamente hasta 60 secuencias especificas.
Siendo imprescindible la MLPA en el diagndstico molecular, hoy dia existen softwares con
calculos bioestadisticos que permiten detectar reordenamientos y CNVs a partir de los datos
obtenidos de una carrera de NGS, en cuyo caso no seria necesario su uso.

El principio de la MLPA™ [cuyo protocolo de trabajo estad disponible en la pagina Web:
www.mrc-holland.com) se basa en la hibridacién del ADN a estudio con dos oligonucleétidos
o sondas, seguida por una union (ligacién) de ambas sondas y posterior amplificacion por
PCR de los productos ligados. La sonda de la izquierda presenta una secuencia de union
especifica para cada fragmento a estudio y una secuencia terminal que es comun a todas
las sondas y que posteriormente servira de region de union para los primers en la PCR. La
sonda de la derecha es mas larga y esta compuesta por las dos regiones presentes en la
sonda de la izquierda mas una secuencia espaciadora. Esta secuencia espaciadora se ha
disenado de manera que tenga diferente nimero de bases para cada fragmento, con lo que
se determina asi el tamano final de cada uno de los productos amplificados por PCR, lo que
permite disenar multiples fragmentos diferentes que, tras migrar en un secuenciador, se
separaran seguln su tamano.

La misma casa comercializadora de los kits de MLPA pone a disposicion de los laboratorios
una herramienta de analisis de resultados llamada Coffalyser.NET. Este software permite
introducir directamente los archivos que se obtienen del secuenciadory, en funcién del kit
utilizado y basandose en las muestras de referencia que se incluyen en cada experimento de
MLPA, realiza los célculos necesarios para la deteccidon de deleciones/duplicaciones en los
genes analizados (Figura 4).
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Figura 4: Diagrama de resultado de un paciente con delecidn de los exones 4 a 8 del gen MSHZ2, causa de Sindrome
de Lynch, analizado con el software Coffalyser NET.

Como en todas estas técnicas, se requiere un equipamiento adecuado en el laboratorio y un
entrenamiento en la interpretacion de los electroferogramas. Se trata de una técnica rapida,
con una elevada sensibilidad y versatilidad, y ademas existen en el mercado un gran niumero
de kits para diferentes genes que estan en constante desarrollo.

3.4. Tecnologia de microarrays

Un microarray es una matriz donde existen miles de sondas de material genético con
una secuencia conocida. Al poner una muestra problema en estas matrices, aquellas
moléculas con una secuencia complementaria a las del microarray hibridaran. Para analizar
los resultados, se emplean diversos programas informaticos complejos, y el tratamiento
computerizado de los datos permite determinar qué secuencias no hibridan.

Esta tecnologia se puso a punto inicialmente para el estudio de la expresion de los genes,
es decir, con sondas de ARN, lo que permitia el analisis comparativo y simultaneo de la
expresion de cientos de genes en un solo experimento. Para el estudio de tumores, estos
microarrays son de extrema utilidad, sobretodo en el ambito del tratamiento, debido a la gran
cantidad de proteinas implicadas.

Con el avance de la técnica, sobre todo en el apartado de la inmovilizacién de las muestras
en la matriz, se han desarrollado otros tipos de microarrays: de cadenas de oligonucledtidos,
de ADNc, de proteinas, para el estudio de la metilacion, etc.... A pesar de lo sofisticado de
esta técnica, el proceso de laboratorio no es complicado: una hibridacién con la muestra
problema seguido de la eliminacion de todas las cadenas que no se han unido mediante
lavados (s6lo las moléculas que hibridan permanecerdn en el micorarray), y el revelado
mediante un escaner éptico o con microscopia laser. Dentro de todo este proceso, la fase
mas importante es el revelado ya que es entonces cuando se visualizan los puntos de la
matriz en los que se ha producido hibridacion. Suelen emplearse marcadores fluorescentes,
que son estimulados por una cierta longitud de onda y liberan fotones en una longitud de



onda distinta, la cual serd detectada por un dispositivo que captura la imagen en forma
de puntos de diferente intensidad. Si se emplean varios marcadores se obtienen sucesivas
imagenes de la muestra a diferentes longitudes de onda, obteniéndose a continuacién un
ratio de intensidades. Normalmente se marcan en rojo y verde, uno para las sondas unidas
al microarray o soporte y el otro para marcar la muestra a analizar. Segun haya hibridacidn
o no y la cantidad que haya de hibridacion, obtendremos un patron de intensidad que ha
de ser interpretado. Con toda esta informacidn, se iniciara el analisis de los datos con un
software especializado siendo el estudio e interpretacidon de los resultados el apartado de
mayor complejidad'.

L. OTRAS TECNICAS

Existen otras técnicas moleculares que se realizan en las piezas tumorales para estudiar
la inestabilidad del ADN vy las alteraciones epigenéticas, como la metilacion, la pérdida de
heterocigosidad y la inestabilidad de microsatélites entre otras, que se describen en funcién
del cancer al que se aplican en sus capitulos correspondientes.

5.- RESUMEN

e Las técnicas de Diagnostico Molecular en el Cancer Hereditario se realizan
a partir de muestras bioldgicas del paciente con cancer, fundamentalmente
sangre periférica, pudiéndose ampliar el estudio a sus familiares.

e Las técnicas de analisis del material genético han evolucionado enormemente
en las ultimas décadas, pasando del analisis de uno o varios fragmentos,
mediante PCRy secuenciacion Sanger, al analisis de millones de ellos de forma
simultéanea con la secuenciacién de nueva generacion.

e Para los reordenamientos mas complejos, novedosas y prometedoras técnicas
como el MLPA y los microarrays estan logrando descubrir hoy dia nuevos y
diferentes tipos de mutaciones responsables de la produccién de canceres
hereditarios.
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1. INTRODUCCION

La identificacidon de variantes patogénicas en genes de predisposicion al cancer permite el
diagndstico clinico de los sindromes de cancer hereditario. Los pacientes y las familias en
riesgo necesitan disponer de una informacidén clara que les permita adoptar las decisiones
de seguimiento, tratamiento y opciones reproductivas que consideren necesarias. Sin
embargo, los estudios genéticos identifican frecuentemente variantes que no tienen una
interpretacion clinica clara. Son las denominadas variantes de significado desconocido (VSD).
Estas variantes representan una limitacion evidente ya que la imposibilidad de clasificarlas
adecuadamente impide que las personas con sospecha de sindrome de cancer hereditario
se puedan beneficiar de la identificacion precisa de quien estad predispuesto a desarrollar
tumores. Ademas, la implementacion de la tecnologia de secuenciacién masiva en la
rutina diagndstica, con la rapida y progresiva incorporacién de los denominados paneles
de genes o subexomas, ha supuesto un incremento claro del nUmero de genes analizados
en cada paciente. La magnitud del problema es significativa: hasta el 20% de las variantes
identificadas en genes bien conocidos, como genes reparadores (MMR o MisMatch Repair]
o BRCAT y BRCA2 '?, y probablemente mas prevalentes en los nuevos genes de cancer
hereditario (e.g. POLE, POLD1 o ATM), de los cudles tenemos menos informacion.

Solo una clasificacién adecuada de las variantes permitird avanzar de manera sélida en el
conocimiento del espectro fenotipico de los nuevos genes y sentara las bases para ofrecer
el mejor manejo posible de los pacientes. Ademas esta clasificacién permitird conocer con
precision la contribuciéon de mas de una variante patogénica en un mismo paciente a la
predisposicion a desarrollar tumores, lo que se conoce en inglés como Multilocus Inherited
Neoplasia Alleles Syndrome (MINAS).

La clasificacion de las variantes es por definicion compleja y se basa en la utilizaciéon de
multiples lineas de evidencia que deben ser interpretadas por equipos multidisciplinarios,
en los que se integre un conocimiento fragmentado y donde todos los expertos trabajen de
manera coordinada para ofrecer una clasificacion de impacto clinico claro. En este capitulo
repasaremos brevemente las principales herramientas que se utilizan para la clasificacion
de variantes en genes de predisposicion al cancer identificadas en linea germinal.

2. EVIDENCIAS UTILIZADAS EN LA CLASIFICACION DE VARIANTES

Las evidencias a tener en cuenta para la clasificacion de variantes germinales pueden ser
de tres tipos, basadas en: (i) la secuencia de DNA,; [ii) la asociacién con diferentes variables
clinico-patoldgicas; y (i) las derivadas de la evidencia experimental generada mediante
estudios funcionales.

a. Evidencias basadas en la secuencia de DNA

La naturaleza de una variante y su localizacién dentro de la secuencia génica es una
informacion muy relevante. En genes supresores de tumores las variantes que truncan un
dominio funcional de la proteina tienen alta probabilidad de ser patogénicas (e.qg. nonsense,
frameshift, variantes que afectan un sitio candnico de splicing +1y +2). En cambio, el efecto de
otro tipos de variantes (e.g. intronicas, missense,...) es méas dificil de predecir. La importancia
que se debe dar a este criterio debe matizarse para los genes en los que la pérdida de
funcion no es el mecanismo de patogenicidad (e.g. oncogenes).



b. Evidencias clinico-moleculares
i. Fenotipo

La asociacion con caracteristicas clinicas puede ser en algunos casos de mucha ayuda.
Algunos sindromes de cancer hereditario presentan una penetrancia casi completa y un
fenotipo clinico muy caracteristico (poliposis adenomatosa familiar, neurofibromatosis de
tipo 1, Cowden...]. En estos casos la informacién clinica puede considerarse como un dato
importante en la evaluacion de la patogenicidad de una variante poco frecuente, aunque
nunca debe ser el Unico, ya que una variante en cis no identificada podria ser la responsable
del fenotipo. En los sindromes de herencia dominante la apariciéon de novo de una variante
deletérea en el gen responsable supone una evidencia adicional de patogenicidad. En
cambio, para otros sindromes con fenotipos menos especificos y de menor penetrancia
(Lynch, céncer de mama y ovario hereditario,..] el valor de la informacion fenotipica es
relativamente menor.

ii. Cosegregacion

La cosegregacion de una variante con la enfermedad en familias extensas o en distintas
familias implica una elevada probabilidad de patogenicidad y ha sido durante anos la
informacion mas utilizada para asociar variantes a fenotipos determinados. Sin embargo
este analisis no siempre es sencillo debido principalmente a la penetrancia incompleta de
algunos sindromes, la posibilidad de fenocopias y el tamano de las familias analizadas, que
en los paises occidentales ha ido disminuyendo de manera muy significativa en las Ultimas
décadas®”.

iii. Frecuencia alélica

Cuanto mas elevada es la frecuencia alélica de una variante en poblacion control o poblacién
general menor es la probabilidad de que sea patogénica; en cambio, los datos de frecuencia
alélica permiten identificar variantes suficientemente raras como para ser consideradas
candidatas a ser patogénicas. En este campo la amplitud y riqueza de la informacion
disponible de manera publica ha crecido de manera exponencial. Existen numerosas bases
de datos publicas con este tipo de informacion en series amplias de pacientes (gnomAD,
1000 Genomes Project, ExomeVariant Server, dbSNP...) en los que el genoma ha sido analizado
a menudo de manera muy exhaustiva, permitiendo conocer la variabilidad genética de
diferentes poblaciones. Es importante mencionar que algunas variantes patogénicas pueden
presentar frecuencias elevadas en determinadas poblaciones debido a un efecto fundador
o0 por ser puntos calientes (hotspots) de mutacion. Por otro lado, cuando la prevalencia de
una variante en individuos afectos bien caracterizados esta estadisticamente incrementada
respecto a controles supone una evidencia a favor de su patogenicidad.

iv. Caracteristicas anatomopatoldgicas

A nivel patoldgico algunos tumores se dan con mas frecuencia en portadores de variantes
patogénicas en genes concretos (e.g. tumores de mama triple negativos en portadores
BRCAT), mientras que en algunos sindromes polipdsicos la histologia de los pélipos es muy
caracteristica (e.g. adenomas en poliposis adenomatosa, hamartomas en Peutz-Jeghers y
poliposis juvenil,...).

Asimismo, la deficiencia reparadora caracterizada por la presencia de inestabilidad de
microsatélites (IMS] y/o pérdida de expresion de proteinas reparadoras de apareamientos



erréneos [mismatch repair, MMR], asi como la ausencia de la variante BRAF V600E y
de metilacién somatica en MLHT, son caracteristicas de los tumores de pacientes con
sindrome de Lynch. Por este motivo, estas caracteristicas se utilizan para la evaluacion de
la patogenicidad de variantes en genes MMR?®.

v. Co-ocurrencia

Para aquellas variantes que se detectan junto a una variante patogénica en el mismo gen el
estudio de la fase alélica es importante, ya que este dato, en combinacién con la informacion
acerca del fenotipo del individuo portador, puede ser de interés para su clasificacion. Este
analisis es especialmente relevante para variantes en los genes MMR, BRCAZ o ATM, en los
cuales el sindrome asociado a variantes patogénicas bialélicas es distinto al de portadores
monoalélicos (deficiencia constitucional en MMR respecto a Lynch, anemia de Fanconi
respecto a cancer de mama y ovario hereditario, y cancer de mama respecto a ataxia
telangectasia, respectivamente] o bien en sindromes recesivos como la poliposis asociada
a MUTYH.

c. Evidencias funcionales

Las evidencias funcionales describen las consecuencias moleculares de una variante e
incluyen tanto el resultado de ensayos experimentales como las predicciones in silico sobre
su efecto en la funcidn. Estas evidencias reciben mucha atencidn, se utilizan con frecuencia
para caracterizar variantes en contextos experimentales y son muy intuitivas para los
investigadores experimentales. Sin embargo su utilizacién para ayudar a la clasificacién de
la variacion germinal debe ser siempre cautelosa y puesta en el contexto de las evidencias
disponibles.

i. Resultado de las predicciones in silico

Existen numerosos predictores in silico del posible efecto de una variante a nivel de RNA o
de proteina®’. Debido a su moderada sensibilidad y especificidad®’ las predicciones deben
considerarse evidencias adicionales a otros datos y es recomendable el uso de diferentes
programas. Cuando existe una elevada coincidencia entre los diferentes programas
disponibles se incrementa el valor de la prediccidn. Vale la pena destacar que los predictores
son muy Utiles en la priorizacién de las variantes a estudiar experimentalmente a nivel
funcional.

ii. Resultados experimentales

Los ensayos funcionales, que incluyen andlisis tanto a nivel de RNA como de proteina,
evalian el impacto de una variante a diferentes niveles moleculares' (Figura1). No
obstante, la relevancia clinica de los resultados experimentales es a menudo limitada,
debido principalmente a la ausencia de ensayos estandarizados robustos y que puedan ser
replicados en diferentes contextos experimentales.
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Figura 1. Los ensayos funcionales evaluan el impacto de variantes a diferentes niveles. La figura esquematiza este
concepto para los genes MMR. Adaptado de'.

Estudios funcionales a nivel de RNA

Las variantes genéticas pueden tener impacto a nivel de transcripcidn, en el procesamiento
(splicing) del transcrito o en su estabilidad. Por lo general, las predicciones in silico se utilizan
para identificar variantes que pueden alterar el procesamiento del mRNA. La validacidn
técnica de estas predicciones incluye ensayos a partir de tejido de pacientes portadores
y minigenes®'"'2. Tal como se ha comentado anteriormente, el disponer de reactivos de
referencia adecuados, protocolos que detallen como se procesan las muestrasy los detalles
técnicos relacionados con la busqueda de transcritos alternativos son fundamentales para
poder interpretar los resultados.

Estudios funcionales a nivel de proteina

El resultado de los ensayos funcionales a nivel de proteina es importante en la evaluacion de
la patogenicidad de una variante, siempre que la propiedad evaluada sea relevante para el
mecanismo de patogenicidad del gen en esa enfermedad*™.

Una variante puede tener impacto en la proteina a diferentes niveles, como por ejemplo:

e La expresion de la proteina: Para el estudio de la expresidn de una proteina
generalmente se realiza el ensayo Western blot de la proteina expresada
ectdpicamente en una linea celular deficiente. Sin embargo, la interpretacion
de los datos obtenidos mediante esta técnica no siempre es sencilla'. Asi por
ejemplo, la sobreexpresion de la proteina podria alterar su funcién o enmascarar
una pérdida parcial de actividad, mientras que su infraexpresion podria dar un
resultado falso positivo.



e |ocalizacion subcelular de la proteina: algunas variantes pueden afectar
la correcta localizacién de la proteina en la célula (por ejemplo afectando la
secuencia de sefalizacidén nuclear en proteinas nucleares), que es un requisito
para su correcto funcionamiento.

e Funcién de las proteinas: para abordar el impacto de una variante en la
funcionalidad de la proteina se han desarrollado ensayos especificos para cada
gen. De esta manera, se evalla la capacidad de reparacion de apareamientos
erréneos en variantes de genes MMR'"! la actividad endonucleolitica (escision
de bases) de proteinas purificadas en variantes de MUTYH'™ y la capacidad
de corregir errores en variantes en POLE/POLD1'. Cabe destacar que este
tipo de aproximaciones pueden llegar a ser muy complejas para proteinas
multifuncionales como BRCA1 y BRCA2, para las que se han desarrollado
diferentes ensayos para evaluar sus distintas funciones™". Es importante
tener en cuenta si el ensayo: (i) se ha realizado en condiciones fisioldgicas; (ii)
si el modelo experimental es humano; (iii) si se evalda la funcion de la proteina
completa; y (iv) si los resultados son concordantes cuando los ensayos se han
realizado en diferentes laboratorios.

3. SISTEMAS DE CLASIFICACION
a. Categorias de clasificacion

El sistema de clasificacion de la International Agency for Research on Cancer (IARC) ha tenido
y tiene una importancia crucial en la categorizacion estandarizada de las variantes en cuanto
a su potencial impacto clinico. Esta clasificacion identifica 5 clases de variantes'®: variantes
patogénicas (clase 5), probablemente patogénicas (clase 4), de significado desconocido [clase
3), probablemente benignas (clase 2] y benignas (clase). Cada una de estas categorias puede
asociarse a una medida cuantitativa de probabilidad de patogenicidad o a una interpretacion
validada de datos cualitativos.

Este sistema ha sido asociado a unas recomendaciones clinicas de manejo y vigilancia™
(Tabla 1). Asi, los estudios predictivos y el sequimiento de alto riesgo se recomiendan en
portadores de variantes de clase 5y 4, los individuos portadores de variantes de clase 1y 2 se
consideran no informativos (sin variantes responsables detectadas), y las variantes de clase
3 no deben usarse en estudios predictivos o para realizar recomendaciones de seguimiento
selectivo en funcion de ser portador o no de una variante.



Estudio

Clase Probabilidad de predictivo de Recomendaciones de seguimiento

patogenicidad familiares en en familiares portadores
riesgo
5. Patogénica >0,99 Si Seguimiento de alto riesgo
4. Probablemente 0,95-0,99 Si* Seguimiento de alto riesgo
patogenica
3. De significado 0,05-0.949 No* Basado en historia familiar y otros
iIncierto factores de riesgo

Tratado como individuo sin
0,001-0,049 No* variantes responsables detectadas
para el sindrome
Tratado como individuo sin
1. Benigna <0,001 No* variantes responsables detectadas
para el sindrome

2. Probablemente
benigna

Tabla 1. Sistema de clasificacidn de variantes en 5 clases y recomendaciones de manejo y vigilancia [basado en'é).
[*] Se recomienda ampliar el estudio en el probando si existen técnicas adicionales disponibles (e.qg. estudio de
grandes reordenamientos).

b. Calculo multifactorial de patogenicidad

Con la intencidn de ser mas objetivos, en el campo de la clasificacion de variantes ha habido
mucho interés para convertir las diferentes evidencias utilizadas en variables cuantitativas.
Asi, las evidencias previamente mencionadas se han incorporado a algoritmos bayesianos
multifactoriales que se basan en razones de verosimilitud (likelihood ratios, LR). Estos LR
comparan para cada componente la probabilidad de que se observe un dato asumiendo
que la variante es patogénica frente a la probabilidad de que sea benigna. Como el modelo
asume que los componentes individuales de un modelo multifactorial son mutuamente
independientes, las LR para cada tipo de evidencia pueden ser multiplicadas para obteneruna
probabilidad posterior de patogenicidad. El sistema fue inicialmente desarrollado para genes
BRCAT y BRCA2 y posteriormente modificado para genes MMR'"20, En genes reparadores,
por ejemplo, el modelo multifactorial desarrollado combina el resultado de predicciones
in silico, LR de cosegregacion y LR de las caracteristicas moleculares de los tumores (IMS
y BRAF)?°. A pesar de su utilidad estos modelos no se han desarrollado para la mayoria de
genesy los disponibles se podrian mejorar con la incorporacion de LR procedentes de otras
evidencias. A pesar de que han ayudado mucho a clasificar las variantes desde el punto de
vista metodolégico se han cuestionado parcialmente por la gran cantidad de presunciones
sobre las variables que tienen los modelos estadisticos utilizados.

c. Guias de clasificacion

Se han propuesto varios esquemas para la clasificacidén de variantes genéticas en el entorno
clinico. Todos ellos se basan en la combinacidn de evidencias cualitativas y cuantitativas, y
estan destinados a distinguir las variantes de alta penetrancia. Es importante destacar que
estas guias no consideran la clasificacion de variantes de riesgo intermedio.

En el afo 2014, el comité de interpretacion de variantes de InSIGHT (International Societyfor
Gastrointestinal Hereditary Tumours) desarrolld un esquema de clasificacién estandarizado
para variantes en genes MMR basado en multiples lineas de evidencia, que incluye datos



Criterios para la clasificacion de las variantes genéticas
segun su significado clinico

clinico-moleculares y funcionales (Figura 2] y que sirvié para reclasificar dos tercios de
las variantes informadas hasta el momento (Thompson et al., 2014). Una estrategia
similar fue desarrollada por ENIGMA (Evidence-based Network for the Interpretation of
Germline Mutant Alleles) para la clasificacion de variantes en los genes BRCAT y BRCA2
(https://enigmaconsortium.org/library/general-documents/enigma-classification-criteria).
Laprevalenciade estasvariantesy la existenciade bases de datos muyamplias facilitaron este
trabajo que sin duda ha impactado en la redaccién de normas de clasificacion generalistas
que se pueden utilizar para cualquier gen implicado en las enfermedades mendelianas.

Clase 5 Clase 4 Clase 3 Clase 2 Clase 1
(patogénica) (probablemente (variante de (probablemente (benigna)
patogénica) significado benigna)
dmnoddol Frecuencia alélica >1% en
pobiaciones sspecifices Frecuencia alélica >1% en
[:] mm
WVariante sindnima o o
ntrdnica sin aberracian
‘ Sitio candnica de splicing i s [ PP=<0,001
(]
=]
: PP=0,001:0043 | 4
- puntos de evidencia si no
Pe0850.9 o hay perdida de funcidn. Sin
A evidencia funcional, 4
1 puntos dt evidencia: Ml ::‘,Tﬁz m!‘;: puntos de evidencia:
o evidencia funcional, 3
Pérdida da funcida, .
concurrencia entranscon ||  Evidencias insuficientes errei ok bdncman Sin pérdida de funcién o
mutacio patogénica y para clasificar co-ocurtencla en trans con
fenatipo CMMRD, o L Sin pérdida de funcién o miutacid patogénica sin
presents en haplotipos co-ocurrencla en trans con fenotipo CMMRAD
4 puntaos de evidencia: diferentes mutacit patogénica sin -
. fenotipo CMMRD Frecuencia alélica 0,01-1%
Cosegregacion con la ® o
enfermedad Frecuencia alélica 0,01-1% Mo cosegregacian con la
[-3 o enfermedad
Al menos 2 tumores con Mo cosegregacion con la o
deficiencia reparadora enfermedad Al menos 3 tt.l'r:lﬁ
=] colarrectales
Al menos 3 tumores deficiencia reparadora
olorrectales si o
d:l::hnch mwin OR <4 en estudios caso-
a control (CI>35%)
DR <4 en estudios caso-
control (CI>95%)

Figura 2: Descripcidn general de las pautas de clasificacion InSIGHT en 5 niveles para variantes en genes MMR2.
PP: probabilidad posterior de patogenicidad. OR: proporcion de probabilidad (odds ratio).

En 2015, el American College of Medical Genetics and Genomics [ACMG]) junto con la Association
for Molecular Pathology (AMP) estandarizaron la interpretacion clinica de variantes genéticas
asociadas a enfermedades mendelianas. Se fundamenta en 28 criterios clasificados segun
el grado de evidencia basados principalmente en datos poblacionales, in silico, funcionales
y de segregacion’. Recientemente, las pautas de clasificacion de variantes ACMG-AMP se
han mejorado gracias al sistema Sherloc, que introduce 108 refinamientos adicionales,
proporcionando un enfoque mas consistente y transparente para la clasificacién de variantes
(Figura 3)*.
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Criterios para la clasificacion de las variantes genéticas
segun su significado clinico
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Figura 3: Umbrales de puntuacion de clasificacién Sherloc y categorias de evidencia. a] Umbrales de puntuacion

para la clasificacion de variantes patogénicas [P), probablemente patogénicas, variantes de significado desconocido,
probablemente benigna y benigna (B). Las evidencias de las variantes patogénicas y benignas se califican por separa-
do. b] Las cinco categorias de evidencia en el orden de evaluacion y con el valor en puntos de los criterios de seleccidn
indicados. Los criterios clinicos incluyen datos de poblacidn y hallazgos clinicos. Los criterios funcionales incluyen
observaciones de secuencia, estudios moleculares e informacién indirecta y computacional (traducido de'?).

d. Informacion disponible acerca de la clasificacion de variantes

Existen bases de datos publicas sobre la interpretacion clinica de variantes genéticas. Por
un lado, existen bases de datos especificas de locus, que presentan informacién agregada
procedente de diferentes fuentes previamente revisadas. En estas bases la clasificacién de
las variantes se consigue por consenso de un panel de expertos antes de ser pUblicamente
accesible. Asi por ejemplo, la base de datos de InSiGHT contiene informacion sobre la
clasificacion de variantes en genes de cancer de colon hereditario (https://www.insight-
group.org/variants/databases/) y la base de Enigma contiene informacién sobre variantes
en genes BRCATy BRCA?Z (https://enigmaconsortium.org).
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Por otro lado, la base de datos ClinVar [(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) es una
recopilacion de clasificaciones de diferentes fuentes (contribuciones individuales y paneles
de expertos), por lo que a dia de hoy sus clasificaciones necesitan ser interpretadas
criticamente.

4. NUEVAS APROXIMACIONES

Actualmente sélo se utilizan algunas caracteristicas tumorales en la clasificacién de
variantes. Seria de interés, por ejemplo, explorar si las firmas mutacionales y/o la carga
mutacional podrian utilizarse en la clasificacion de variantes en genes como MUTYH, POLE,
POLDTy NTHLT, puesto que estas caracteristicas reflejan el proceso neoplasico subyacente®.

Por otro lado, la tecnologia de edicién génica basada en CRISPR/Cas9 permite introducir
variantes de forma precisa en modelos experimentales?’. Asi por ejemplo, organoides
de colon en los que se han introducido mutaciones de interés han reproducido firmas
mutacionales tumorales asociadas a las alteraciones genéticas?. Asimismo, el desarrollo
de la tecnologia para la reprogramacion de células somaticas a células madre pluripotentes
(iPSC), ha permitido la generacion de iPSC especificas de paciente, acelerando el desarrollo
de modelos personalizados de enfermedades?. Estas nuevas tecnologias abren la posibilidad
de utilizar estos modelos para la evaluacién de la patogenicidad de VSD.

5. CONCLUSIONES

En los genes de predisposicion al cancer, la interpretacion clinica de variantes genéticas es
extremadamente importante, debido a las implicaciones que tiene en el consejo genético
de los individuos analizados y sus familias. La clasificacion de variantes implica un trabajo
multidisciplinar para la recoleccién de datos relacionados con multiples niveles de evidencia
(clinicas, genéticas, anatomopatoldgicas, funcionales,...). En los Gltimos afnos el desarrollo
de sistemas de clasificacion estandarizados ha permitido mejorar la reproducibilidad vy
transparencia del proceso de clasificacion de variantes?*’. Ademas, la creacion de bases
de datos relacionadas con la clasificacion de variantes ha permitido difundir el esfuerzo
realizado por consorcios y centros individuales.

A pesar de estos importantes avances realizados, la calibracién del peso relativo de cada
una de las evidencias de manera especifica para cada gen y la estandarizacién de ensayos
funcionales sonretos importantes para los proximos anos. En el campo del cancer hereditario
el trabajo de consorcios multidisciplinares de expertos de cada sindrome sera clave para
consensuar la clasificacion de variantes, lo que permitira maximizar la utilidad clinica de los
estudios genéticos. Estos consorcios seran fundamentales para ir incorporando las nuevas
evidencias que vayan emergiendo en un campo en continua evolucion dada la progresiva
diseminacién de la gendmica en la medicina.
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FL CONSEJO GENETICO
COMO PROCESO

Y LA COMUNICACION

\

«El conocimiento genético tiene poder solo si ambos, el clinico y el paciente,
estan preparados para avanzar mas alla de un resultado, hacia una accion,

incluso si eso simplemente significa vivir bien con lo que conocemos’».

Shekinah N.C. Elmore,
M.D., Harvard Radiation Oncology Program,
Boston, portadora de sindrome de Li-Fraumeni

1.- INTRODUCCION.

El proceso de Consejo Genético (CG) necesita adaptarse continuamente al creciente
conocimiento bioldgico del tumor, y de la predisposicion a cancer, derivado de los avances
cientificos y tecnoldgicos; asi como al progresivo desarrollo clinico de medidas de prevencidn
y tratamiento. Detras de los datos genéticos y clinicos, el proceso de CG debe avanzar hacia
formas mas precisas, y también sensibles, de asimilar esta informacion, que ayuden al
paciente a saber como vivir con un sindrome hereditario o con un riesgo incrementado de
cancer. En el presente capitulo ubicaremos los principios del CG como proceso asistencial,
dentro de un marco de permanente progreso cientifico y de diferentes modelos de
asesoramiento, destacando la comunicacién como herramienta principal del CG.



2.- PROCESO DE CONSEJO GENETICO EN CANCER HEREDITARIO.
2.1.- Definicion.

EL CG en cancer hereditario es un proceso que ayuda a entender la contribucion genética en
la aparicidon de cancer, y que facilita la adaptacion a las implicaciones médicas, psicoldgicas
y familiares que conlleva esta predisposicion genética?.

El tiempo asistencial en CG no estéd prefijado; el proceso puede iniciarse en diferentes
momentos de la vida segun el sindrome, el tumor y el paciente; extenderse cuanto sea
necesario, con la frecuencia de consultas precisa para cumplir con su finalidad y transcender
generaciones.

La dinamica del CG como proceso requiere habitualmente varias visitas clinicas. En una
etapa previa, es necesario seleccionar dentro de la poblacion aquellas familias con algun dato
de sospecha de sindrome hereditario de cancer. La primera consulta se centra en revisar
y verificar la informacion médica de la familia, abordar aspectos psicolégicos y sociales,
informar sobre como establecer con precisién el riesgo personal y familiar de céncer,
valorar la indicacion de un estudio molecular y anticipar su manejo clinico (interpretacion
y comunicacion de resultados, medidas de control de riesgo de cancer). Las consultas
sucesivas tratan de fijar el riesgo personal de cancer, comunicar estrategias de prevencion
y tratamiento, mantener el soporte psicoldgico necesario y, ademas, orientar el proceso al
resto de la familia.

2.2.- La comunicacion en el proceso de consejo genético.

Transmitir y compartir informacion, asegurarse de una correcta recepcion y percepcion de
la misma, para utilidad del individuo, la pareja y su familia, constituyen la comunicacidn
indispensable en el proceso de CG.

Enelambito terapéutico del cancer, los marcadores moleculares de pronosticoy predictivos,
definen una evolucion y determinan tratamientos, lo que lleva a una comunicacion
habitualmente directiva. Sin embargo; en el proceso de CG, dentro de un contexto de
penetrancia genética y riesgos incompletos, con diferentes estrategias de prevencion,
no inocuas, con sus ventajas e inconvenientes donde aparecen diversas expectativas y
valores vitales propios de cada paciente, la comunicacién ha de ser no directiva. Ante la
demanda de posicionamiento clinico, el profesional implicado en el proceso de CG no puede
tomar opciones por el paciente, sino favorecer una decision libre a través de una correcta
comunicacion. Infundir confianza en este ejercicio de libertad reduce el coste de oportunidad
asociado a todo proceso de toma de decisiones.

Conocer las motivaciones para iniciar un proceso de CG, abordar conceptos genéticos y
clinicos y presentarlos de forma inteligible para individuos con diferente bagaje cultural,
medir el impacto psicoldgico y emocional, evaluar necesidad de soporte, acondicionar la
informacion para una correcta percepcién, plantear diferentes opciones clinicas, ayudar a
tomar decisiones, facilitar vivir sin certezas plenas, explorar las relaciones inter-familiares,
contener nuestras reaccionesy sentimientos (contratransferencial... no son tareas sencillas.
Adquirir habilidades y técnicas de comunicacién mejora su desempeno.

En un escenario cientifico con abundancia de datos genéticos y clinicos, tendemos a un
proceso de CG orientado al contenido, en detrimento de un CG orientado hacia las emociones,



con valor terapéutico en si mismo. Entre las habilidades de comunicacién, debemos
favorecer la expresion de preocupaciones por parte del paciente, establecer una relacion
empatica y facilitar la informacion que sea solicitada. Dar espacio a la reciprocidad permite
conocer cual es el mejor canal para hacer llegar bien el mensaje. Diferentes técnicas pueden
contribuir en este sentido: escucha activa, alternancia de preguntas abiertas y cerradas,
silencios para descarga emocional, verbalizar aquello que facilite sobrellevar situaciones
complicadas, comprobar el estado animico, y ofrecer soporte asi como aportar estrategias
para afrontamiento de dificultades.

2.3.- Situacion actual y nuevos retos.

En nuestro pais, el CG esta regulado legalmente® para garantizar al paciente un desarrollo
adecuado del proceso: la indicacién del estudio genético, la informacion previa, el
consentimiento informado, la confidencialidad, proteccién, acceso y preservacién de los
datos genéticos. La ley de Investigacién Biomédica también plantea exigencias al profesional
que realiza el CG con requisitos de idoneidad tanto para el personal como para los centros
donde se lleva a cabo. La Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM] ha creado una
acreditacion que marca un estandar de calidad para los médicos especialistas que realizan
CG, buscando la excelencia en la atencion de pacientes y familias. Previamente, SEOM
habia establecido unas recomendaciones sobre estructura, funcionamiento y recursos para
Unidades de Consejo Genético (UCG]) eficientes®. Estos hitos pueden considerarse el marco
de referencia para el CG en cancer en nuestro sistema de salud.

Los rapidos y numerosos avances en el conocimiento biolédgico de la predisposicion
hereditaria al cancer, en el desarrollo clinico de tratamientos y medidas de reduccion de
riesgo especificas, hanhecho que surjan nuevos desafios parael procesode CG. Laadaptacion
a los mismos, respetando las garantias establecidas, constituye una oportunidad para la
correcta evolucién del proceso de CG. Los modelos asistenciales en el sistema sanitario
también precisan una renovacion apropiada en la misma linea.

Marcadores moleculares germinales y somaticos propios de ciertos sindromes de
predisposicion hereditaria al cancer han alcanzado ya un valor predictivo para definir
tratamientos oncologicos especificos. Por este motivo, el ritmo asistencial del proceso de
CG, en algunos casos, se ha sincronizado con el resto de consultas terapéuticas oncoldgicas
para atender esta necesidad. La alternativa de realizar un asesoramiento en las mismas
consultas ordinarias de oncologia cuando se solicitan los estudios predictivos debe ejercerse
cuidadosamente para noamenazar la integridad del proceso, ni poner en peligro las garantias
para el paciente.

Las técnicas de Next Generation Sequencing (NGSJ, acompanadas de potentes algoritmos
bioinformaticos, permiten ampliar los estudios a paneles de genes, exoma o genoma
completos, generando una cantidad masiva de datos. Este salto cuantitativo y cualitativo ha
supuesto una transicion desde la genética hacia la gendmica.

A pesar de la razonable validez analitica de esta tecnologia, implementar su utilidad clinica
en cancer hereditario exige una adaptacion correcta del proceso de CG que contemple
aspectos éticos, legales y sociales®®.

Por otra parte, muchos tests gendmicos directos al consumidor, basados principalmente en
su accesibilidad, suponen un peligro si adolecen del necesario ajuste en el proceso de CG.



Las plataformas de anélisis multi-gen en linea germinal con tecnologia NGS plantean nuevos
retos muy importantes como la realizacidon de un asesoramiento pre-test que cubra los aspectos
fundamentales del estudio y debe acompanarse de un consentimiento informado que lo refleje
comprensiblemente; en ocasiones se pretenden resolver estas cuestiones tan importantes
simplemente haciendo mencion en el consentimiento a aspectos generales de la susceptibilidad
hereditaria a cancer. Cuestiones clave como la interpretacion de resultados en genes de
moderada penetrancia, o en genes de alta penetrancia no sospechados por el fenotipo familiar,
aparte del numero de variantes de significado desconocido que aumenta proporcionalmente,
deberian ser comentadas y resueltas satisfactoriamente antes de realizar la prueba.

La comunicacion en el proceso de CG, como ha ocurrido siempre que se ha utilizado frente
a problemas complejos, puede ayudar a salvar estos obstaculos elaborando programas
sensibles, orientados al tratamiento de las emociones, para aprender a vivir con la
incertidumbre incluso, conjuntamente, clinico y paciente.

3.- EVOLUCION DE LAS INDICACIONES PARA CONSEJO GENETICO.

Se ha pasado en las Ultimas dos décadas de la seleccion cuidadosa de los individuos y las
familias con susceptibilidad hereditaria a cdncer mediante criterios clinicos estrictos que
garantizaran un alto rendimiento de los estudios moleculares, a realizar cribado universal
molecular en varias patologias que consiguen una gran sensibilidad para detectar individuos
con alguna predisposicidn hereditaria al cancer.

Esta evolucidn ha marcado también el perfil de las familias que llegan a las unidades de
cancer familiar. De una gran preocupacion por los numerosos casos familiares, hemos
pasado a pacientes remitidos por unas peculiaridades somaticas o germinales relacionadas
con su tumor que pueden llegar a tener implicaciones para ély sus familiares.

La secuenciacion tumoral (somatica) con plataformas de NGS identifica pacientes con cancer
metastasico que pueden beneficiarse de ciertos tratamientos dirigidos lo que favorece el
desarrollo y la aprobacién de nuevos farmacos, habiendo llevado a la primera autorizacion
por la FDA de un panel multiple de genes con estos objetivos.

Estas plataformas multigen de analisis somatico pueden contribuir también a detectar
pacientes con predisposicién hereditaria a cancer, con una sensibilidad diagndstica superior
a los criterios clinicos o estrategias universales reconocidas’®. Cuando la cuantificacion
alélica de una alteracion es elevada, y se sitaa entre 30% y 70%, puede reflejar no solo una
proliferacién clonal dominante, sino también la posibilidad de una mutacion heterozigota
germinal’. Para esta inferencia del estado mutacional germinal, sobre todo con biopsia
solida, también es recomendable valorar cambios en el nimero de copias, pureza tumoral,
correlacién con el porcentaje tumoral, calculo del estado de pérdida de heterozigosidad
(LOH), y frecuencias recogidas en bases de datos germinales y somaticas.

Con futuros avances en esta direccidn, la asistencia oncologica diaria puede llegar a imponer
derivaciones para la realizacion de CG de una forma mas universal, segun los estudios
de secuenciacion masiva con panel de genes en tejido tumoral solicitados con intencidn
predictiva (figura 1).

El concurso de especialistas en CG dentro de los Comités Moleculares Tumorales (CMT]
puede serimportante para la metodologia de un posible cribado de alteraciones germinales,
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velando por la inclusiéon de informacion apropiada en el consentimiento de los estudios, asi
como por la derivacién a las Unidades de Cancer Familiar para un correcto proceso de CG
cuando corresponda.

ANALISIS NGS PANEL GENES (INCLUYENDO GENES PREDISPOSICION
HEREDITARIA+MSI*+TMB*+HRD*) EN CANCER AVANZADO

MUTACION EN GENES NO MUTACION EN GENES DE
NO ALTERACIONES PREVALENTES EN SINDROMES PREDISPOSICION
HEREDITARIOS HEREDITARIA

VALORAR OTRAS VALOR
INFERENCIA DE PRESENCIA
ESTRATEGIAS/CRITERIOS GERMINAL: VALORAR CG PRONOSTICOY

DE DERIVACION PARA CG PREDICTIVO

Figura 1. Influencia de las plataformas NGS para cancer avanzado en el cribado de cancer hereditario. Los paneles
de NGS tumoral, empleados con intencidn de prondstico y predictiva, pueden contener genes implicados en pre-
disposicién hereditaria a cancer. Mutaciones en estos genes hacen valorar si se debe iniciar un proceso de CG para
estudiar su presencia a nivel germinal por un sindrome hereditario de cancer. La ausencia de estas alteraciones
genomicas en linea germinal podria tener diferentes explicaciones; p. ej., una doble mutacion somatica diagnos-
ticaria un tumor esporédico. Alteraciones en otros genes, con una inferencia de presencia mutacional germinal,
podrian requerir CG para el diagnéstico de cuadros hereditarios menos prevalentes’.

*Algunas plataformas de NGS tumoral estan dotadas con herramientas para evaluar MSI, pueden determinar TMB
y perfiles gendmicos asociados a HRD. La presencia de MSI, alta TMB, o HRD, obliga a ver si en el panel existe
alguna alteracion gendmica responsable y que deba ser estudiada en linea germinal si implica a genes de predis-
posicion hereditaria.

HRD: homologous recombination deficiency [déficit de recombinacion homdloga). MSI: microsatellite instability
linestabilidad de microsatélites). NGS: next generation sequencing. TMB: tumor mutation burden (carga mutacional
tumoral).
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4.- MODELOS DE ASESORAMIENTO EN PREDISPOSICION
HEREDITARIA.

4.1.- Contexto de centros académicos-de referencia / equipos
multidisciplinares: unidades de cancer familiar y consultas
de cancer familiar.

El modelo de Unidad de Cancer Familiar hospitalaria en un gran centro de referencia se
define por un grupo de profesionales con experiencia en el area de la de la susceptibilidad
hereditaria al cancer, que atiende a un volumen importante de casos anualmente, y que actua
coordinadamente con otros especialistas de su institucion para poner en practica las diferentes
medidas de diagnoéstico molecular, de reduccion de riesgo, terapéuticas especificas o de otro
tipo, necesarias para una atencion integral de calidad.

Es habitual que las Unidades de Cancer Familiar de centros de referencia den soporte a otros
centros de un tamano y complejidad menor, donde existen Consultas de Cancer Familiar con
un funcionamiento a tiempo parcial, y donde se atienden las situaciones mas habituales de
susceptibilidad hereditaria de cancer.

Enlas Consultas de Cancer Familiar se lleva a cabo la evaluacion inicialy en funcion de su complejidad,
experiencia de sus integrantes, y la disponibilidad de personal especializado de apoyo en el centro
para realizar el sequimiento, se puede asumir la valoracion y atencion integral del caso, o bien la
derivacién a la Unidad de Cancer Familiar de referencia.

Dado que el volumen de casos que se atienden anualmente en estas Consultas de Cancer
Familiar es menor que en las unidades de referencia, suele ser recomendable que la
evaluacion de casos complejos y el seguimiento de individuos de alto riesgo, particularmente
los portadores de alteraciones genéticas germinales, se lleve a cabo en la Unidad de Cancer
Familiar de referencia que corresponda.

Una de las caracteristicas fundamentales de las Unidades de Cancer Familiar de los centros de
referencia deberia ser disponer de agendas correctamente dimensionadas para el proceso de
comunicacion inherente al CG. A diferencia de las consultas ordinarias de Oncologia Médicay
de otras especialidades médicas, donde es habitual el analisis de unos datos médicos objetivos
y la comunicacién directiva y répida de recomendaciones, todo el proceso de CG necesita unos
tiempos que no deberian estar por debajo de 45 minutos para una primera visita o para la
comunicacion de resultados en familias de alto riesgo. En situaciones de riesgo intermedio
o poblacional, o en el caso de comunicacion de pruebas de cribado, estos tiempos se pueden
acortar muy sensiblemente.

En el contexto actual y futuro, donde estudios moleculares somaticos y/o germinales tendrén un
interés diagndstico-predictivo-terapéutico creciente en los pacientes oncologicos, es particularmente
importante que las Unidades y Consultas de Cancer Familiar tomen parte activa en el diseno del
modelo de asesoramiento que debe realizarse en las consultas asistenciales ordinarias a la hora de
proponer dichos estudios, asegurando procesos de CG con suficientes garantias.

Parece razonable que los casos que dependen de estudios germinales para decisiones
terapéuticas, y con una historia familiar de riesgo adicional, sean remitidos a las Unidades
o Consultas de Cancer Familiar con caracter preferente para un asesoramiento reglado.
Cumplir un objetivo predictivo, anadido al propio proceso de CG, exige que las Unidades o
Consultas de Cancer Familiar tengan la dotacidn de recursos, estructura y funcionamiento



adecuados parasatisfacerlosritmosasistencialesdemandadoseneldmbitode laterapéutica.

En situaciones de estudios germinales predictivos aplicados a casos aparentemente
esporadicos, podria considerarse tanto un asesoramiento adaptado que cumpla con los
requisitos de calidad reglamentariamente establecidos® desde la consulta terapéutica, como
la derivacion preferente a las Unidades o Consultas de Cancer Familiar.

Los hallazgos de estudios moleculares somaticos, sean realizados con intencién de cribado de
susceptibilidad hereditaria y/o predictiva-terapéutica, no tienen por qué correlacionarse directamente
con alteraciones germinales concretas. En ocasiones, a partir de estos datos se puede inferir una
determinada condicion hereditaria de predisposicion a cancer lo que permitiria, en un segundo
tiempo, la realizacion de un correcto proceso de CG en Unidades o Consultas de Cancer Familiar.
No obstante; es exigible que al plantear determinados analisis moleculares en el tumor, se valore en
las consultas del especialista solicitante la carga familiar, e informacion sobre la posibilidad de un
hallazgo con implicacién en susceptibilidad hereditaria familiar, que puedan requerir de entrada una
derivacion para valoracion especifica en las Unidades o Consultas de Cancer Familiar.

4.2.- Modelos desarrollados desde centros no de referencia.

Existen hospitales del sistema publico o privado que no disponen de Consultas de Cancer Familiar
especificas pero sus diferentes especialistas tienen bien identificados a los centros de referencia
donde derivar cada una de las patologias oncoldgicas donde la susceptibilidad hereditaria puede
ser importante. En el sistema publico, es habitual que dichos hospitales estén asignados a una
de las Unidades de Cancer Familiar de referencia donde canalizar a los pacientes.

La comunicacion entre los especialistas referentes y los del centro de referencia, y el
establecimiento de criterios de derivacion claros, juegan en estos casos un papel importante
para garantizar una atencion de calidad.

4.3.- Atencion primaria en el proceso de asesoramiento.

La Atencion Primaria es un punto clave en cualquier cuestion de salud publica, y no lo es
menos en la identificacion y el asesoramiento inicial cuando se sospecha una susceptibilidad
hereditaria al cancer.

Sea por un nuevo diagndstico de cancer en un paciente que acude a su médico de cabecera o
bien porque se consulte por los diagndsticos acontecidos en la familia, cada dia es mas frecuente
que los pacientes lleguen a las Unidades de Cancer Familiar remitidos desde Atencion Primaria.

Los directores de continuidad asistencial son las piezas del sistema sanitario que hacen de
puente entre los hospitales y sus respectivas areas de atencidn primaria y pueden facilitar
un acceso directo. Ademas favoreceran la comunicacién entre los responsables de las
Unidades de Cancer Familiary los coordinadores de los centros de salud del &rea sanitaria,
para establecer unos criterios de derivacidn claros y consensuar la informacién que desde
Atencion Primaria se puede hacer llegar a la poblacion general sobre este tema.

Siempre es deseable que la persona que deriva a los pacientes a la Unidad de Cancer
Familiar, sea un médico de primaria u otro especialista, les proporcione los elementos
minimos necesarios para que conozcan cual es el objeto de la consulta y que la expectativa
se ajuste lo maximo posible a la realidad. Esta tarea depende de una buena comunicacidén
entre los distintos especialistas responsables de la red sanitaria.



4.4.- Otros modelos/ tests directos al consumidor.

La falta de regulacion especifica a la hora de limitar el acceso a estudios genéticos en linea
germinal contratados directamente en internet por el usuario, ha introducido desde hace
algunos anos esta nueva modalidad de “autogestion” de los estudios genéticos que no es
apoyada por las principales Sociedades de Genética Humana'®.

Dentro de los estudios que se pueden contratar en internet en relacion con la susceptibilidad
hereditaria al cancer pueden distinguirse dos grandes grupos: los que tratan de delimitar
un perfil de riesgo, por encima o por debajo de la media, en una determinada patologia
(por ejemplo, cancer de mama) y los que analizan genes de moderada o alta penetrancia
asociados con una o varias condiciones hereditarias.

Los primeros se basan en algoritmos que incorporan multiples variantes polimérficas ([SNPs]
asociadas a aumento o reduccidn de riesgo discreto-moderado en el individuo en cuestidn.
Los resultados de los sequndos pueden tener implicaciones clinicas relevantes en términos
de riesgo y las decisiones que tomar al respecto.

En ambos casos seria fundamental un asesoramiento experto pre-test sobre los objetivos,
limitaciones, ventajas e inconvenientes del estudio en cuestion.

Es un grave error buscar las explicaciones o asesoramiento so6lo a posteriori y cuando las
dudas que suscita el resultado motivan al individuo a consultar, situacion indeseable por
definicion en el proceso de CG.

En este sentido, es también frecuente una interpretacién erréneamente tranquilizadora o
incompleta, cuando se realiza por individuos no expertos o por profesionales de la salud no
familiarizados con la genética médica.

No debemos olvidar que la Ley de Investigacién Biomédica 14/2007°, marco legal para la
realizacion de estudios genéticos en nuestro pais, no contempla la posibilidad de realizar
estudios sin el asesoramiento profesional apropiado.

5.- ETAPAS DEL PROCESO DE CONSEJO GENETICO.
5.1.- Antecedentes de la consulta.

El primer contacto con la persona que consulta en la Unidad de Cancer Familiar es la
presentacion de los interlocutores, identificando correctamente a las personas que van a
recibir asesoramiento. En este sentido es importante conocer el grado de parentesco o de
relacion de los acompanantes con el principal consultante para poner en contexto todas las
cuestiones y preocupaciones que puedan surgir durante la entrevista.

Posteriormente, es fundamental averiguar el motivo de la consulta y las motivaciones
del consultante acerca de ella. Obtendremos claves importantes sobre las que incidir
posteriormente durante el asesoramiento como son el nivel de riesgo percibido, estilo de
afrontamiento ante dicho riesgo, focalizacidn de la preocupacidén en uno mismo o en terceros,
estado de animo inducido por las experiencias previas con la enfermedad...

En ciertas Unidades de Cancer Familiar el primer contacto con la persona que consulta se
establece a través de una entrevista telefonica donde se revisa el motivo de la derivacion,



el objetivo de la consulta que tendra lugar unos dias/semanas mas tarde, y se revisa la
informacion fundamental sobre los antecedentes familiares. Ademas de centrar el objeto
principal de la consulta, se puede elaborar un primer genograma, y se pueden derivar
ventajas importantes como identificar algun familiar directo cuya asistencia a la consulta
pudiera ser especialmente importante (p. ej. si es el probando idéneo), insistir en recuperar
ciertos informes meédicos clave, o adelantar ciertas pruebas de cribado rutinarias para
disponer del resultado el dia de la consulta (p.ej. cribado inmunohistoguimico).

5.2.- La historia familiar.

La elaboracion del arbol familiar serd muy importante para documentar debidamente los
antecedentes personalesy familiares que cubran al menos tres generaciones.

La nomenclatura normalizada del arbol genealdgico méas aceptada es la publicada
inicialmente en 1995 por la National Society of Genetic Counsellors actualizada en 2008™
(figura 2).
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Figura 2. Genograma incluyendo tres generaciones con datos clinicos. QT: quimioterapia.

Emplear una aplicacion para genogramas donde se identifique con un cédigo propio a cada
familia y que permita actualizar esta informacion en las visitas sucesivas de cualquier
miembro, sinnecesidad de volverarecogerdatos, eslomasapropiado. Condicha herramienta
también se deberia registrar la fecha de nacimiento de los familiares mas directos de nuestro
probando, lo que nos da una idea exacta de su edad, y por tanto de los riesgos o cuestiones
particulares que por razones etarias cada uno pudiera presentar.

Es importante tratar de documentar lo mas precisamente los antecedentes oncoldgicos del
probando y del resto de la familia mediante informes médicos. Cuando una prueba documental
fundamental falta para la correcta evaluacion del riesgo, seria oportuno dar las indicaciones para
intentar conseguir una copia incluso, si es necesario, dirigiéndose a los centros sanitarios donde
fue atendido el caso problema. Si este hubiera fallecido, la ley da derecho a sus familiares de primer
grado para acceder a su informacion médica®. Para ello es necesario que acudan a los servicios
de atencion al paciente correspondientes, acreditando convenientemente el grado de parentesco.



Cuando definitivamente no se pueden recuperar los informes médicos de un caso clave para
la evaluacion del riesgo familiar, es muy Util preguntar por los procedimientos diagndsticos
y/o terapéuticos (con o sin cirugia y de qué tipo), en qué institucién y momento se llevaron a
cabo, asi como la supervivencia obtenida posteriormente. Con esta informacion se pueden
descartar algunos supuestos diagndsticos con bastante probabilidad. Por ejemplo, el relato
de que una abuela de nuestra probando tuviera un cancer de ovario tratado con éxito en los
anos 1960s sélo con cirugia y con una supervivencia posterior de 20 anos lo hace muy poco
verosimil, al menos un diagnostico de cancer epitelial de ovario.

Cuando un diagnodstico se ha documentado fehacientemente, se aconseja dejar constancia
de ello en el genograma y/o en la historia clinica para que cualquier persona que vuelva a
revisar el caso en el futuro no tenga dudas.

Ilgualmente, cualquier estudio molecular previamente llevado a cabo en la familia deberia
anotarse incluyendo la técnica de diagndstico molecular, el afno en que se llevo a cabo, el
laboratorio y la notacion correcta con nomenclatura actualizada.

5.3.- Exploracion de la dinamica de las relaciones familiares.

Através de la recogida de los datos del genograma, con un poco de habilidad se puede llegar
a perfilar una visiéon global de las relaciones familiares.

Detalles como el conocimiento o el desconocimiento de datos médicos o de filiacion de
familiares proximos puede llevarnos a preguntar qué tipo de barrera de comunicacion existe
entre esas personasy si de alguna manera puede ser salvable.

Problemas de comunicacion entre padres e hijos pueden ocurrir, particularmente si se
encuentra una mutacion patogénica que confiere un alto riesgo de cancer. En estos casos
la sensacion de culpabilidad del padre/madre hacia el hijo puede bloquear el canal de
comunicacion en un sentido o en otro.

Otros problemas frecuentes de comunicacion son disputas familiares o simplemente
distanciamiento previo al proceso de asesoramiento. La mediacién de terceros familiares
que puedan mantener una buena relacion con todos los implicados es una de las estrategias
que obtiene mejores resultados, re-estableciendo en muchos casos la comunicacion.
También puede ser Util aconsejar que se traten estos temas en reuniones familiares, donde
la presencia fisica y el ambiente colectivo facilitan abordar estas cuestiones.

La exploracion e identificacién de distorsiones en la dinamica familiar en la etapa del
asesoramiento inicial o pretest permite su analisis y la busqueda de soluciones con los
consultantes. Si esta situacion se detectay se intenta resolver tras una evaluacion exhaustiva
de riesgo o cuando ya se ha comunicado el resultado de un estudio genético, las dificultades
para vencerlo suelen ser mucho mayores.



5.4.- Estimacion de riesgo de cancer.

La modulacion de la percepcion del riesgo asociado a una situacion de susceptibilidad
hereditaria de cancer depende de diferentes factores, pero en una posicion nuclear estan
la delimitacién de su magnitud y capacidad de la persona que realiza el asesoramiento de
transmitirlo de manera comprensible.

En las familias donde encontramos mutaciones germinales con alta penetrancia para cancer
es frecuente la presencia de varios antecedentes oncoldgicos lo que alerta a sus miembros
sobre un nivel elevado de riesgo. No obstante, la introduccidén de estrategias de cribado
molecular germinal universal ante determinados fenotipos (p.ej, BRCA1-2 tras el diagnéstico
de cancer de ovario) exige estar especialmente alerta ante personas que pudieran no tener
esa percepcion por la ausencia de historia familiar.

Esta cuestion clave de la cuantificacion del riesgo debe resolverse por parte del profesional
del CG aplicando el modelo probabilistico/ empirico apropiado para después procesar esa
informacion y ser transmitida a nuestro interlocutor en términos comprensibles y aplicables
para las alternativas de reduccidn de riesgo.

Las probabilidades en forma riesgo acumulado a lo largo de la vida suelen ser més sencillas
de comprender que las probabilidades en un intervalo de tiempo acotado. Por ejemplo, el
riesgo acumulado a lo largo de la vida de un 20% frente al riesgo en los proximos 5 anos de
la misma enfermedad del 3%. Es cierto, que para alguna toma de decisiones [mastectomia
inmediata frente a diferirla 5 afos y realizar cribado durante ese intervalo), la probabilidad
acotada en dicho periodo puede ser de utilidad. Es imprescindible poder ofrecer una
comparativa de dicha estimacion con la situacién de riesgo poblacional para facilitar la
comprension sobre la magnitud del problema (riesgo acumulado a lo largo de la vida 20%
frente al 10% de la poblacién general, es decir 2 veces més).

Antes de progresar a etapas posteriores del asesoramiento, la comprensidn del riesgo es
imprescindible. Previo al CG sobre las medidas de reduccidn de riesgo, deberiamos llegar a
encuadrar al individuo y su familia en uno de estos tres escenarios:

1- Riesgo poblacional o bajo riesgo: seria el asimilable al de la poblacién general.
No implicaria cambios en cuanto a las recomendaciones de estrategias de
cribado habituales para la poblacidon general.

2- Riesgo intermedio o moderado: implicaria un moderado incremento de riesgo
con respecto a la poblacidén generaly, en la mayoria de las ocasiones, adelantar
las medidas de cribado unos anos con respecto a la poblacion general. En este
grupo de familias/individuos, con cierta frecuencia, puede ser recomendable
realizar estudios de cribado molecular para detectar un pequeno porcentaje de
situaciones de susceptibilidad hereditaria al cancer con mutacion germinal.

3- Alto riesgo: riesgo notablemente incrementado con respecto a la poblacion
general que hace recomendable estudios moleculares en la mayoria de los
casos, y medidas de reduccion de riesgo especificas, se halle o no una mutacion
que lo caracterice.

No todas las familias donde se lleva a cabo un estudio molecular de predisposicion
hereditaria deben considerarse familias de alto riesgo para el seguimiento post-test. Por
ejemplo, en una familia con tres casos de cancer de mama entre 60-70 anos en las que se



ha realizado un estudio de susceptibilidad hereditaria a cancer de mama no informativo, si
aplicamos herramientas de evaluacién de riesgo ad hoc (p.ej. BOADICEA] situariamos a sus
descendientes como individuos de riesgo intermedio/moderado de cancer de mama.

En las familias con test informativo, la mutacion patogénica encontrada suele ser el
determinante fundamental del riesgo de cancer, aunque con matizaciones particulares
como se mencionara después.

5.5.- Eleccion del probando idoneo para estudios
moleculares en la familia.

Cuando se plantea un estudio molecular para caracterizar mejor el riesgo de una familia,
denominamos probando idéneo a la persona de cuyo resultado se pueden sacar las
conclusiones mas relevantes, y que habitualmente son aplicables para mas miembros de la
familia. Suele tratarse de aquel miembro de la familia que presenta el fenotipo tumoral mas
compatible con una predisposicion hereditaria.

Es muy importante transmitir durante el CG que la susceptibilidad hereditaria a cancer
implica a toda la familia y que la comunicacidn fluida entre sus miembros es muy importante
para enfrentarse a este problema. Tanto a la hora de compartir informacién como de solicitar
colaboracién de alguno de sus miembros para realizar estudios moleculares, obtendremos
mejores resultados si desde la primera visita hemos incidido en la importancia de este
aspecto.

5.6.- Proceso de consentimiento informado.

El proceso de CG y consentimiento informado tradicional en predisposicion hereditaria a
cancer ha tenido que adaptarse a la llegada en los ultimos anos de los estudios NGS de
panel multigen, y de los estudios moleculares a nivel somatico con intencion predictiva que
en ocasiones pueden apuntar incidentalmente a alteraciones germinales.

El asesoramiento pre-test donde se describe el objetivo, posibles resultados y las
implicaciones propias y de terceros, sigue siendo fundamental y valido en todo el proceso.
Preservando estos conceptos generales, se deben incluir ciertos matices importantes para
aplicarlo a las nuevas situaciones descritas (Tabla 1)



Tabla 1. Elementos del consentimiento informado y asesoramiento pre-test
(modficado de ASCO 2015 policy statement update on genetic and genomic
testing for cancer susceptibility)

Asesoramiento pretest clasico previo a los estudios dirigidos de susceptibilidad hereditaria

1. Informacién sobre los riesgos asociados a las variantes patogénicas de los genes
estudiados

2. Implicaciones de los riesgos asociados a dichas variantes

3. Posibilidad de que un test no sea informativo
4. Mecanismo de transmision de estos genes e implicaciones de terceros.
5. Consideraciones de estudios genéticos en menores segun el caso

6. Estrategias de reduccion de riesgo disponibles.

7. Importancia de compartir la informacidn de los resultados con familiares

Asesoramiento pretest en estudios con panel multi-gen en linea germinal:

1.Informacidon sobre grupos de genes que estanasociadosaunadeterminada predisposicion
pues suele ser dificil repasar las implicaciones gen a gen. Los genes de alta penetrancia
incluidos si deberian explicarse por separado y detalladamente. Si se van a estudiar
algunos de ellos a pesar de no estar ante un fenotipo o historia familiar sugestivo se
debe mencionar

2. Se deben mencionar las posibles implicaciones e incertidumbre que pueden originar
los resultados en genes de moderada penetrancia y en los genes de alta penetrancia
estudiados no sugeridos por la historia familiar

3. Se debe mencionar que existen altas posibilidades de encontrar VSD (variantes de
significado desconocido)

Asesoramiento pretest en el estudio de alteraciones somaticas con posibles hallazgos

incidentales que sugieran alteraciones germinales:

1. Discusion de la posibilidad de encontrar alteraciones sugestivas de origen germinal en el
estudio somatico planteadoy posibles riesgos asociados a dichos hallazgos incidentales.
Se debe facilitar la posibilidad de declinar conocer dicha informacion y esta posibilidad
debe serincluida en el consentimiento

2. En caso de que haya posibilidad de encontrar variantes sugestivas de origen germinal
deberia describirse la metodologia por la que se van a estudiar

3. Si la intencidn es predictiva, se debe informar que el objeto del test no es detectar una
alteracion hereditaria de predisposicion al cancer, pero que si los hallazgos la sugieren,
existe posibilidad de realizar una consulta especifica en una Unidad de Cancer Familiar
si fuera necesario.

4. Habria que comentar que los hallazgos incidentales que sugieren una alteracion
hereditaria podrian llegar a implicar a familiares directos




5.7.- El estudio genomico en linea germinal.

Las técnicas de NGS por su capacidad de secuenciacion masiva, tiempo de retorno de
resultados, y coste, se han impuesto como herramienta de diagndstico en linea germinal
para cancer hereditario. Para su empleo, debemos asegurarnos de su validacién analitica,
escogiendo aquella prueba con la profundidad, y cobertura de estudio necesarias, que
aseguren la precision diagndstica deseada. Para analisis de genes concretos, se mantienen
las indicaciones que existian con las metodologias de estudios moleculares convencionales.

En familias seleccionadas, los paneles multigen a nivel germinal se han empleado cuando
el sindrome no esta claro y diferentes genes podrian explicar el fenotipo. No obstante,
interpretar resultados en genes de alta penetrancia no sugeridos claramente por el fenotipo
constituye una limitacion.

También se han empleado en familias con clara sospecha de un sindrome hereditario de
cancer (p. ej.: sindrome de cadncer de mama y ovario hereditario) en las que no se encuentra
mutacion en los genes habitualmente implicados. Los paneles comerciales pueden incluir
genes de penetrancia no bien conocida en los que se encuentren mutaciones patogénicas, y
el riesgo se deba establecer entonces con cautela, tomando en cuenta la historia de cancer
de estas familias y otros factores. En lo posible, es preferible limitar este tipo de genes en
los paneles.

5.8.- Comunicacion de resultados.

Si finalmente se decide por la opciéon del estudio molecular en un caso de posible
susceptibilidad hereditaria a cancer, habria que programar una visita de resultados.

Para comunicar el resultado y las implicaciones del mismo en una familia de alto riesgo se
suele emplear practicamente el mismo tiempo que para una primera visita.

Cabe resenar que si en la primera visita acudieron varias personas subsidiarias de un estudio
genético (por ejemplo, varias hijas de una portadora/portador de una alteracion germinal BRCAT),
se debe advertir que a la visita de resultados acudan por separado o en todo caso en pequenos
grupos de 2 particularmente bien avenidos. Las explicaciones necesarias para cada persona
difieren y requieren ademas de privacidad un ritmo y cariz de las explicaciones intransferible.

Por otra parte, en las familias del alto riesgo donde observamos que se obtiene un resultado
no informativo, es particularmente importante antes de comunicar el mismo repasar las
implicaciones de los resultados informativos y no informativos. Muchas veces si no se
subraya el hecho de que el resultado no informativo sigue implicando aumento de riesgo y
medidas preventivas que poner en marcha, tras la comunicacion del mismo puede quedar
difuminado e incluso borrado de nuestros interlocutores.

Sintéticamente hemos de recordar los posibles resultados que podemos obtener:

e Verdadero positivo: cuando se identifica una mutacion patogénica. El resultado
es informativo y se interpreta como una mayor predisposicion a padecer uno o
varios tipos de cancer en las personas portadoras. Estudiando a otros parientes
cercanos al probando podremos clasificar a los individuos de la familia en
portadores (personas con riesgo aumentado) y en no portadores [mismo riesgo
que la poblacion generall.



e Resultado no informativo o estudio no concluyuente: no se han encontrado
alteraciones genéticas resenables. Si la familia cuenta con importantes
antecedentes oncoldgicos, a pesar de este resultado se estima en ella un
incremento del riesgo de cancer pero no podriamos clasificar a los individuos
en los grupos anteriores de riesgo aumentado y riesgo poblacional.

e Variante genética de significado incierto o de efecto bioldgico desconocido:
cuando se encuentra una variante genética o mutacion de efecto desconocido;
no se puede excluir que pudiera tener una relacion con la enfermedad pero,
a efectos practicos, estas familias se suelen considerar como si el resultado
obtenido fuera no concluyente o no informativo. Las variantes genéticas
actualmente se clasifican segun una escala de potencial patogenicidad desde
1 [no patogénico, equivalente a polimorfismo) a 5 (patogénica)’. Las variantes
de significado desconocido mas habituales serian las de clase 3.

Si se lleva a cabo un estudio genético en linea germinal en una familia de alto riesgo
donde previamente habiamos obtenido una mutacion patogénica, los estudios en parientes
proximos tienen interpretaciones mas sencillas:

e En caso de que la mutacion no se detecte en el individuo estudiado: se trata
de un verdadero negativo. Se interpreta que el individuo no es portador de
dicha mutacién vy, por lo tanto, si no concurren otros factores, no tiene riesgo
aumentado de padecer cancer sino que su riesgo es similar al de la poblacidn
general.

e Encasode que la mutacion se detecte en el individuo estudiado: se trata de un
verdadero positivo. Elindividuo presenta el incremento del riesgo de cadncer que
corresponda a los portadores del sindrome del que estemos hablando. Ademas,
si el mecanismo de herencia es autosémico dominante podria transmitir esta
mutacion a priori al 50% de sus descendientes.

5.9.- Elaboracion de estrategias de reduccion de riesgo.

Tras estimar correctamente el riesgo del individuo o la familia, ya sea ayudados con el
resultado de un estudio molecular o sin él, debemos hacer el planteamiento de las distintas
opciones de reduccion de riesgo.

Es importante matizar que dichas medidas no sélo deben ser apropiadas y actualizadas
para la condicion hereditaria sino también para cada uno de los individuos de la familia y sus
circunstancias particulares.

Eneste sentidoesfundamental haberregistrado previamente las motivacionesy experiencias
previas de nuestro consultante para entender mejor sus preferencias o reticencias sobre
ellas.

Tras la comunicacién de resultados de estudios genéticos, particularmente en casos de
estudios informativos sobre condiciones hereditarias de alto riesgo, es frecuente que la
persona quede bloqueada con capacidad limitada para la comprensiony latoma de decisiones
sobre alternativas que se le plantean. En esos casos, es preferible concertar una cita unas
semanas después para retomar el asesoramiento.

Una estrategia de reduccion de riesgo que se debe mencionar en los sindromes hereditarios



asociados a mutaciones germinales claramente patogénicas, que tienen alta penetrancia o
consecuencias potencialmente graves, es la opcidn de la planificacion de la descendencia
mediante fecundacién in vitro (FIV] y diagnéstico genético preimplantacional.

Nuestra Ley de Reproduccién Humana Asistida 14/2006 incorpora en su articulo 12 que las
enfermedades hereditarias graves, de aparicion precoz, y no susceptibles de tratamiento
curativo postnatal con arreglo a los conocimientos cientificos actuales, podrian beneficiarse
de este abordaje.

Es importante que el asesoramiento sobre estas cuestiones se lleve a cabo en centros con
experiencia en el procedimiento y los tramites necesarios

5.10.- La continuidad asistencial en las familias de alto riesgo
con las unidades de consejo genético.

Las familias de riesgo alto de cancer, ya sean o no portadoras de una mutacién germinal,
suelen estar sometidas a una serie de controles en unidades especializadas de por vida.

El registro sistematizado de sus datos permitird transmitirles periddicamente las
actualizaciones tanto en los avances de caracterizacion molecular, como en las medidas
o modificadores de su riesgo, o bien en las nuevas estrategias de reduccion de riesgo, o
nuevos tratamientos. Esta conexion es clave para una atencion de calidad y progresar en el
conocimiento de este tipo de situaciones.

Es recomendable incluir en un apartado al final de los informes de las unidades de cancer
familiar un recordatorio para que, las familias de riesgo moderado o alto con nuevos
diagndsticos oncoldgicos de una esfera de interés [mismo tipo de tumor dominante en la
familia o relacionados), comuniquen el nuevo diagndstico a su unidad de cancer familiar de
referencia para revisar las recomendaciones dadas.

6.- EL ESTUDIO DE PREDISPOSICION HEREDITARIA EN NINOS
Y ADOLESCENTES.

En principio estaria recomendado realizar un estudio de susceptibilidad hereditaria en ninos o
adolescentes cuando la condicion que pretendiéramos identificar tuviera como consecuencia
el inicio de controles médicos especificos que les pudiera beneficiar en caso de demostrarse
portadores. Cuando la utilidad del estudio es clara en la edad pediatricay el nino cuenta con mas
de 10-12 anos, se recomienda incluirle plenamente en el asesoramiento y la toma de decisiones.

7.- ALGUNAS CUESTIONES DE INTERé§ A VALORAR
EN LAS VISITAS POSTERIORES AL ANALISIS GENOMICO.

La interpretacion clinica del estudio gendmico para susceptibilidad a cancer con panel
multiple de genes depende de la precision en la seleccion y valoracion de las alteraciones
encontradas. Aun asi, el 11% de las variantes pueden tener discrepancias sobre su
patogenicidad segun los diferentes laboratorios que las reportan, lo que puede condicionar
un manejo clinico distinto de los pacientes y las familias'. El laboratorio que informa de
las alteraciones gendmicas debe ofrecer garantias de calidad, y contribuir al esfuerzo para
estandarizar una clasificacion correcta.



A pesarde intentar reducir la conflictividad en la interpretacién, y de catalogar correctamente
las alteraciones, muchas variantes quedan clasificadas como variantes de significado
desconocido. El incremento en el nimero de variantes de significado desconocido es una
constante en los analisis genomicos con paneles de genes. Ademas de los esfuerzos por
aclarar sus significado clinico, el National Institute for Health and Care Excellence (NICE)
exige que seantodasrecogidas enbasesde datos electréonicasactualizadas frecuentemente™.
Es recomendable el registro de sus portadores, trazando el seguimiento de los resultados
clinicos, compartiendo toda esta informacion por la comunidad cientifica internacional.

Cuando se producen resultados no informativos, conviene asegurarse que el probando no
sea una fenocopia (paciente con cancer esporadico, no portador de una mutacion patogénica
existente en la familia), o que concurran diferentes factores de riesgo, y hay que valorar
si puede haber otro probando ideal en quien realizar el estudio. También es aconsejable
considerar si se ha empleado la tecnologia de estudio adecuada y si procede la ampliacidn
del analisis a otros genes de predisposicidon. Se debe promover la investigacién en familias
no informativas que nos ayude a establecer el riesgo de cancer y su manejo clinico.

En ocasiones, no se dispone de probando vivo con cancer en la familia para iniciar el
analisis gendmico. Si existe una probabilidad alta de mutacidon germinal, preocupacion de
la familia y posibilidad de beneficio de CG en sus componentes, se puede considerar, de
forma excepcional, el estudio en familiares sanos de primer grado. La ausencia de mutacion
deletérea constituiria un resultado indeterminado. Si se decidiera realizar estudios
moleculares en las neoplasias de la familia con intencidn diagndstica, es recomendable que
sea valorado por un especialista en el manejo de estas situaciones.

En los resultados verdaderos positivos, la valoracion de riesgo se basa en la penetrancia
y en estudios especificos prospectivos, pero éstos son mas escasos y, en ocasiones, con
resultados variables entre ellos. Las cohortes prospectivas de portadores pueden pertenecer
a familias con elevada agregacion de cancer, por lo que el riesgo podria estar influido por
factores modificadores. Cuando se detectan familias con predisposicion hereditaria sin alta
carga tumoral, el riesgo debido a la mutacion genética puede cifrarse por estudios realizados
en poblacidn con cancer no seleccionada.

El planteamiento sincronico o secuencial de medidas terapéuticas loco-regionales vy
profilacticas, precisa también de una correcta estimacion de riesgo de segundas neoplasias,
asi como del riesgo de recidiva del tumor previo.

8.- CONCLUSIONES

El proceso de comunicacion en CG de Cancer Hereditario implica a las personas vulnerables
en sus dimension individual y familiar tanto como a los profesionales sanitarios que las
atienden. La organizacién de unared multidisciplinar convocacién de continuidad que permita
compilar, organizar y descifrar los datos clinicos y moleculares generados continuamente
es fundamental para una asistencia de calidad y un progreso del conocimiento en esta area.
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INTRODUCCION

En las dos Ultimas décadas el diagndstico genético se ha desarrollado cuantitativa y
cualitativamente de una forma muy notable en Espana, y para un futuro cercano se plantean
numerosos retos y también oportunidades'?. Desde los afios noventa algunos juristas y
fildsofos han contribuido en nuestro pais a la identificacién de los conflictos y a la propuesta
de soluciones alrededor de esta practica®®. La regulacién de esta materia ha evolucionado
con la contribucién de distintos actores en diferentes niveles de actuacion [(nacional e
internacional; legislativo, politico y profesionall. En las siguientes paginas se describirdn
los principios sobre los que se basa el marco normativo y las reglas concretas que se
han articulado para hacer frente a las singularidades que platea la realizacion de analisis
genéticos, con la finalidad de garantizar los derechos y la seguridad de los involucrados en
el proceso de consejo genético.



LAS ('ZARACTERI'STICAS SINGULARES DEL DIAGNOSTICO
GENETICO

La gestion clinica de los datos genéticos esta sujeta a unas reglas especificas en relacion
con las mas generales aplicables al tratamiento de los datos de salud de los pacientes. Esta
singularidad se debe a unas caracteristicas particulares, que se han reconocido como tales
a nivel internacional. El articulo 4 de la Declaracion Internacional de la UNESCO sobre los
datos genéticos humanos, del ano 2003, las recoge en estos términos:

a) Los datos genéticos humanos son singulares porque:
i) pueden indicar predisposiciones genéticas de los individuos;

i) pueden tener para la familia, comprendida la descendencia, y a veces
para todo el grupo al que pertenezca la persona en cuestion, consecuencias
importantes que se perpetien durante generaciones;

iii) pueden contener informacidn cuya relevancia no se conozca necesariamente
en el momento de extraer las muestras bioldgicas;

iv)] pueden ser importantes desde el punto de vista cultural para las personas o
los grupos.

b] Se deberia prestar la debida atencién al caracter sensible de los datos genéticos
humanos e instituir un nivel de proteccion adecuado de esos datos y de las
muestras biolégicas”.

Escierto que el excepcionalismo genético, que propugnaba la distincion entre datos genéticos
y datos de salud y reclamaba un estatus distinto para ambas categorias, es una corriente hoy
superada en general®®. No obstante, la constatacion de dilemas especificos en la gestidn de
lainformacidn genética, derivados de las caracteristicas antes citadas, justifican la necesidad
de concretar una proyeccion del régimen mas general del tratamiento de datos de salud®"
y contemplar los datos genéticos como una subcategoria con entidad propia.

Esta subcategoria se refiere a la «informacion sobre las caracteristicas hereditarias de las
personas, obtenida por anélisis de cidos nucleicos u otros anélisis cientificos» (articulo 2.i de
la Declaracion Internacional de la UNESCO sobre los datos genéticos humanos), descripcién
recogida por la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, en su articulo 3 j, y que delimita
su objeto de regulacion. Se debe tener en cuenta, por otra parte, que la 14/2007, igual que
la Declaracion de la Unesco y el Protocolo al Convenio de Biomedicina relativo a analisis
genéticos clinicos, de 2008, contempla diferentes formas de acceso a esa informacion que
quedan abarcadas por el término “analisis genético”. El analisis genético no se limita a
pruebas “directas” sino que también abarca las “indirectas” para acceder a la informacion
genética'®. Esto significa que, si de una prueba se deduce la heredabilidad de una condicion,
sin que sean precisas otras posteriores para ratificarlo, debe ser considerada un analisis
genético a efectos juridicos y se le debe aplicar el correspondiente régimen juridico (este
es el criterio que establece el Informe Explicativo al Protocolo Adicional al Convenio de
Biomedicina del Consejo de Europa, relativo a los anélisis genéticos clinicos, parrafo 35).

A efectos de las particularidades de la gestion clinica de la informacion genética, las dos
caracteristicas mas relevantes, puesto que de ellas se derivan los principales retos en
el tratamiento de esta informacidén, son su capacidad predictiva y su heredabilidad. Asi,



los debates mas intensos y estudios mas profusos en relacion con el tratamiento de la
informacion genética se han referido y todavia se refieren a sudimension familiar, al derecho
alaignoranciaya la potencial estigmatizacion de las personas motivada por la predisposicion
genética a padecer enfermedades. Mas recientemente, y debido a la disponibilidad de nuevas
técnicas, mas precisas y asequibles, se han abierto nuevas lineas de discusion relativas, por
ejemplo, a la aplicacién clinica de pruebas de secuenciacién masiva'?, a la regulacion de la
practica de analisis de manera directa al consumidor® ', al intercambio internacional de
datos genéticos'®, o a la constitucion de redes supranacionales con designacidn de centros
de referencia para diagndstico y tratamiento'”.

MARCO NORMATIVO DEL TRATAMIENTO DE DATOS GENETICOS
CON FINES DE SALUD

Desde los anos noventa se ha incrementado la preocupacién por regular la obtencién y
utilizacion de la informacion genética en general y la que se gestiona en el contexto clinico
en particular. Esta inquietud se ha reflejado en una respuesta tanto en el nivel nacional
como internacional, y desde diferentes instancias, profesionales, administrativas e incluso
judiciales.

En el ano 1998 la UNESCO promulg6 la Declaracion Universal sobre el Genoma y Derechos
Humanos donde se prohibia la discriminacidon por razones genéticas y se establecia la
obligacién de proteger la confidencialidad de los datos genéticos asociados a un individuo
identificable. También la UNESCO aprobo en el ano 2003 la Declaracidn Internacional sobre
Datos Genéticos Humanosdonde seabordalarecogida, tratamiento, utilizacidony conservacion
de los datos genéticos y protedmicos humanos. La Declaracion define qué se entiende por
datos genéticos, protedmicosy muestras bioldgicas,ycon qué finalidades pueden sertratadas
y conservadas, con preceptos que han inspirado legislaciones nacionales, como la espanola,
que luego se analizara. El consentimiento informado es uno de los puntos centrales de la
Declaracion, que lo configura como requisito indispensable para la obtencion de los datos,
su utilizacion y su conservacion. Se recoge ademas el derecho a no ser informado de los
resultados de los analisis.

El Consejo de Europa ha sido una institucion muy activa en la redaccion de recomendaciones
y otros instrumentos relativos a la genética. Destaca el Convenio de Derechos Humanos y
Biomedicina del Consejo de Europa, en vigor en Espana desde el ano 2000, que contiene un
capitulo dedicado al “Genoma Humano” donde se prevén limitaciones para la realizacion de
analisis genéticos: "Sélo podran hacerse pruebas predictivas de enfermedades genéticas o
que permitan identificar al sujeto como portador de un gen responsable de una enfermedad,
o detectar una predisposicion o una susceptibilidad genética a una enfermedad, con fines
médicos o de investigacién médicay con un asesoramiento genético apropiado” (articulo 12).
En 2008 se adoptd un Protocolo Adicional sobre analisis genéticos clinicos con previsiones
mas desarrolladas, que giran en torno al eje de la necesidad de que los analisis genéticos
con fines de salud sélo se realicen en un contexto de consejo genético de calidad. Estos
textos son legalmente vinculantes para los paises que los integren en sus ordenamientos
juridicos. Son interesantes también las numerosas Recomendaciones que ha publicado
esta institucion, como la Recomendacion CM/Rec(2016)6 sobre investigacion con material
bioldgico de origen humano, y otros materiales divulgativos elaborados, como el folleto
informativo sobre analisis genéticos clinicos'.



En el marco de la Unién Europea, es importante destacar que la Carta de Derechos
Fundamentales, del ano 2000, incluyé la prohibicion especifica de discriminacion por razones
genéticas (articulo 21). En el afio 2005, la Comisidn presenté las 25 Recomendaciones sobre
las Repercusiones Eticas, Juridicasy Sociales de los Test Genéticos'. En este documento se
insiste en laimportancia del respeto a la autonomia de los sujetos, al derechoano saberyala
confidencialidad de la informacion; en la necesidad de informar sobre la responsabilidad de
las personas que se someten a los analisis en relacion con sus familiares; en la obligacion de
garantizar laigualdad de acceso a la asistencia sanitaria asi como el control de las muestras
bioldgicas de origen humano y el de los datos en investigacion.

Mas recientemente se ha aprobado una nueva normativa sobre proteccion de datos
(Reglamento 2016/679, General de Datos, ya mencionado] que incorpora como objeto
especifico de proteccion los datos genéticos y las muestras bioldgicas humanas. También se
ha aprobado el Reglamento (UE]) 2017/746, sobre los productos sanitarios para diagndstico in
vitro, cuyo articulo cuatro se refiere “Informacion genética, asesoramiento y consentimiento
informado”?.

lgualmente, en el marco internacional o supranacional, se han ocupado de este asunto otras
importantes instituciones, como la OECE, que publicd en el ano 2007 una Directrices para
garantizar la calidad de los estudios genéticos moleculares, de diciembre de 20077

En Espana, la Constitucidén incluye elementos, explicitos o implicitos, en los cuales el
asesoramiento y la informacidén genética pueden ser enmarcados?. El tratamiento de la
informacion genética incide en varios derechos fundamentales, tales como el derecho a
la intimidad, a la autodeterminacion informativa, al libre desarrollo de la personalidad, a
la integridad y a la no discriminacion y en el principio de respeto a la dignidad humana
(dignidad entendida a nivel individual y también colectivo.

El asesoramiento genético, especialmente cuando se trata de estudios predictivos, actla
como herramienta de prevencion y en este sentido la Constitucion encomienda de forma
explicitaalos poderes publicos vertebrar la salud publica a través de las medidas preventivas.
El asesoramiento genético se contempla dentro del catalogo de prestaciones sanitarias
del Sistema Nacional de Salud. La Orden SSI/2065/2014, de 31 de octubre, por la que se
modifican los anexos |, Il'y Il del Real Decreto 1030/2006, de 15 de septiembre, por el que se
establece la cartera de servicios comunes del Sistema Nacional de Salud y el procedimiento
para su actualizacion, prevé la atencion a los pacientes y familiares en el drea de genética en
el Sistema Nacional de Salud (articulo Unico, apartado 5.3.10.1) y describe las indicaciones
especificas.

En el ano 2007 se publico la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica (LIBJ, que
en su Titulo V requla los “analisis genéticos, muestras bioldgicas y biobancos”, referidos, los
primeros, tanto al ambito de la investigacién como al asistencial, al contrario de lo que ocurre
con la regulacion de las muestras y los de biobancos, que se refiere s6lo a su utilizacién con
fines de investigacién biomédica. A pesar de su titulo y su objeto de regulacion (cuestiones
relativas a la investigacién biomédical, la incursién en el contexto clinico se justifico en
el predmbulo en los siguientes términos: “(...] por razones de coherencia sustantiva y
sistematica y en atencion a los importantes derechos de las personas que pueden hallarse
implicados en este tipo de analisis, esta Ley no podia renunciar a establecer el marco juridico
en el que ha de situarse la realizacion de analisis genéticos con cualquier finalidad, incluida
la diagnodstica”.



La LIB ha concretado y ha dado efectividad a los principios ya recogidos en otros textos
internacionales, proyectando y, en ocasiones adaptando, algunas de las normas mas
generales que ya existian en nuestro ordenamiento juridico a este marco especifico;
ademas, se introducen definiciones novedosas y relevantes, como la de analisis genético,
dato genético de caracter personal, muestra bioldgica o biobanco.

Los principios rectores establecidos en el titulo V la LIB se refieren a la accesibilidad y
equidad; al respeto a los principios de proteccidn de datos; a la gratuidad de todo el proceso
de obtencion y utilizacion de muestras y datos; y a la calidad de los datos, asi como a la
pertinencia de su utilizacidn, puesto que sélo en el &mbito asistencial o de la investigacidn
biomédica se podran realizar analisis genéticos. Es importante subrayar que los analisis
genéticos siempre se tienen que llevar a cabo en el marco de un proceso, el consejo
genético, definido como el “procedimiento destinado a informar a una persona sobre las
posibles consecuencias para él o su descendencia de los resultados de un analisis o cribado
genéticos y sus ventajas y riesgosy, en su caso, para asesorarla en relacién con las posibles
alternativas derivadas del anélisis. Tiene lugar tanto antes como después de una prueba o
cribados genéticos e incluso en ausencia de los mismos” (articulo 3 e de la LIB).

Estos principios se plasman, primero, en la exigencia de que antes de la obtencidn, utilizacion,
almacenamiento o cesidn de los datos, el sujeto deba consentir por escrito y después de
haber recibido informacion sobre el significado y consecuencias del andlisis (articulos 47, 48
y 55); segundo, en la posibilidad de ejercicio del derecho a no saber (articulo 49); tercero, en
la obligacién de confidencialidad para los profesionales incluso frente a familiares (articulos
50y 51); cuarto, en la exigencia de calidad en la realizacion de los andlisis (articulos 55, 56y
57);y, quinto, en la regulacién de los programas de cribado genético (articulo 54).

Queda todavia por regular el régimen de almacenamiento de las muestras en el exclusivo
ambito asistencial, a las que, por analogia, parece procedente aplicar el de la historia clinica.
En tanto la utilizacion de este material se refiera a fines de investigacidn, aunque sea de
manera secundaria o residual, sera de aplicacion lo dispuesto en los capitulos Il y IV del
Titulo V de la LIB. Para la utilizacién de datos clinicos con aquellos fines, se aplicara lo
dispuesto en la Ley Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales
y garantia de los derechos digitales.

Paraterminareste apartado, vienealcasorecordarlalabor que estan llevando a caboen Espana
instituciones profesionales entre las que destacan la SEOM (con la Seccién de Cancer Familiar
y Hereditario] y la Asociacién Espafiola de Genética Humana, involucradas activamente en el
objetivo de que las pruebas genéticas se practiquen en condiciones que garanticen la proteccion
de los pacientesy ciudadanos en general. Su aportacion en la deteccidn de riesgos o conflictos,
en la redaccion de la normativa y su difusion, y en tareas didacticas, es imprescindible.

OBTENCION, ARCHIVO, UTILIZACION Y CESION DE LA
INFORMACION EN EL PROCESO DE CONSEJO GENETICO

El titular de los datos genéticos, quien ostenta derechos sobre ellos, es el sujeto fuente
de la muestra. En el plano juridico la familia no se constituye en una suerte de “paciente
colectivo”™ con potestad sobre los datos que se obtengan en el proceso asistencial, que si
puede adquirir una dimension supraindividual. Nuestro ordenamiento juridico reconoce al
paciente (individuo) la facultad exclusiva de decisién sobre sus datos como manifestacion de



su derecho a la intimidad (reserva) y a la autodeterminacién informativa (control). La normativa
general sobre derechos de los pacientes (Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacion
clinica -LAP-]y la LIB se basan en esta concepcidn, que también se manifiesta en el Reglamento
General de proteccién de datos (los datos genéticos, sobre el que el titular ostenta capacidad de
control, son los obtenidos “del anélisis de una muestra bioldgica de tal persona” (articulo 4.13).

Este punto de partida no significa que los intereses de terceros queden desatendidos en la
regulacion de la practica de los analisis genéticos en el contexto asistencial: si bien los familiares
del paciente no son titulares de la informacidn, lo cierto es que eventualmente la pueden compartir
(cosa que no se sabe con certeza hasta que se les realicen a ellos los correspondientes andlisis),
y este hecho se tiene en cuenta en la articulacion de soluciones de ciertos conflictos que pudieran
surgir, pero sin que se justifique el reconocimiento de un correspondiente derecho sobre la
informacion. Por ejemplo, cuando el titular opta por no conocer los resultados de un analisis,
pero estos pueden ser relevantes para la salud de sus familiares, se articulan mecanismos para
hacerles llegar a estos la informacidn. Es el derecho a la proteccién de la salud y a la integridad
fisica, y no el derecho de acceso a los propios datos, el titulo juridico que justifica la comunicacion
de la informacidén en estos casos?.

Este planteamiento general y fundamental se proyecta en la regulacion de todo el proceso de
consejo genético en los términos que se describen a continuacion.

LA REALIZACION DEL ANALISIS GENETICO

Si bien, en general, no es preciso el consentimiento del interesado para la obtencidn de datos
relativos a la salud con fines de diagndstico clinico (articulo 9.2 h del Reglamento General de
Protecciéon de Datos), en el caso de datos genéticos la LIB dispone que el consentimiento por
escrito es siempre necesario (art. 45.d de la LIBJ. Para que este consentimiento sea vélido es
preciso que se emita de forma libre, inequivoca, especifica e informada, por una persona capaz
0 por su representante autorizado (art. 48.1 de la LIB).

Antes de emitir el consentimiento, el paciente debe recibir informacién sobre los siguientes
aspectos: 1. Finalidad del analisis genético para el cual consiente. 2. Lugar de realizacion del analisis.
3. Prevision sobre el destino de la muestra: destruccidon, almacenamiento con fines asistenciales
o almacenamiento con fines de investigacion. En el Ultimo caso se solicitara el consentimiento
correspondiente. 4. Personas que tendran acceso a los resultados de los andlisis cuando aquellos no
vayan a ser sometidos a procedimientos de disociacion o de anonimizacion. 5. Derecho a conocer los
datos genéticos que se obtengan a partir del analisis de las muestras donadas. 6. Advertencia sobre
la posibilidad de hallazgos inesperados y su posible trascendencia para el sujeto, asi como sobre
la facultad de este de tomar una posicion en relacion con recibir su comunicacion. 7. Advertencia
de la implicacién que puede tener para sus familiares la informacion que se llegue a obtenery la
conveniencia de que él mismo, en su caso, transmita dicha informacién a aquellos. 8. Compromiso de
suministrar consejo genético, una vez obtenidos y evaluados los resultados del anélisis (articulos 47 y
48 de la LIB). A esto se debe anadir lo dispuesto en la normativa relativa a proteccion de datos sobre
responsable del fichero, delegado de proteccion de datos o derecho de acceso??.

En otro orden de cosas, como se dijo, el analisis genético sélo se puede llevar a cabo en
condiciones que garanticen la calidad de los resultados y la adecuada atencidn al paciente,
también en la fase previa a la realizacion del andlisis (articulos 56 y 57 de la LIB].



LA TRANSMISION DE LA INFORMACION Y EL DERECHO A NO
SABER

Eldeber de informar del resultado de los anélisis se refiere a datos cientificamente validados
y que puedan tener relevancia para la salud del sujeto (entendida en sentido amplio) o la de
sus familiares, sin perjuicio del derecho de acceso a cualquier resultado, que requiere una
solicitud especifica posterior por parte del sujeto.

Este deber tiene por objeto los datos genéticos con relevancia para la salud, que ha de ser
valoradaentérminosde gravedad, posibilidades de tratamiento presente o futuro, repercusion
en la toma decisiones reproductivas o de otro tipo, etc. El objeto de este derecho abarca la
informacion que se busca (lo que no plantea problema puesto que es la finalidad de la pruebal)
y la que no se busca pero se sabe que se va a encontrar (hallazgos secundarios] e incluso
la que se encuentra inesperadamente (hallazgos inesperados)?. Los hallazgos inesperados
son informacion sobrevenida, no buscada, ni esperada, dentro del objetivo inicial del analisis
genético, pero que puede aportar datos relevantes para el sujeto fuente. La mayor dificultad
en la gestion de los hallazgos inesperados, que eventualmente se presenta en diferentes
pruebas médicas, tiene un especial interés en el contexto de los analisis genéticos. Es una
cuestion que preocupay a la que cada vez se presta mas atencién?.

Como se dijo, el ordenamiento juridico reconoce el derecho del sujeto a controlar la
informacion que le concierne, asi como a tomar decisiones libremente en el contexto
sanitario. Por esta razon, se debe respetar su decisidon en relacion con la comunicacion o
no de esta informacidn (“El sujeto fuente serd informado de los datos genéticos de caracter
personal que se obtengan del analisis genético segun los términos en que manifestd su
voluntad, sin perjuicio del derecho de acceso reconocido en la legislacion sobre proteccion
de datos de caracter personal, que podra suponer la revocacién de la previa manifestacion
de voluntad libre otorgada. 2. Cuando el sujeto fuente haya ejercido el derecho a no ser
informado de los resultados de un analisis genético solo se suministrara la informacion que
sea necesaria para el seguimiento del tratamiento prescrito por el médico y aceptado por el
paciente”. Articulo 49.1 de la LIB).



ARCHIVO DE LA INFORMACION CLINICA

Como informacidn relativa al proceso asistencial, el resultado de los analisis genéticos y el
resto de la documentacidn generada en el proceso de consejo genético debera ser archivada
en la historia clinica que, como se sabe, es un instrumento fundamental para la adecuada
asistencia al paciente (capitulo V de la LAP).

La historia, segun senala la LAP, comprende el conjunto de los documentos relativos a los
procesos asistenciales de cada paciente (articulo 14), es decir, es un archivo referido a un
Unico sujeto que, a su vez, ostenta derechos sobre el mismo, ya que comprende datos de
caracter personal de los que es titular. En este sentido, el articulo 51.1 de la LIB senala que,
en el caso de analisis genéticos a varios miembros de la familia, los resultados se archivaran
y comunicaran a cada uno de ellos de forma individualizada.

Esto no significa que en la historia clinica de un paciente se deba omitir cualquier informacion
de terceros que pueda facilitar el diagndstico o tener otras repercusiones para su salud.
Asi, podrian establecerse conexiones entre historias de familiares que acuden juntos a
una consulta de consejo genético o podria también archivarse la documentacién relativa al
diagndstico familiar. Ademas, pueden elaborarse historias familiares para uso profesional
con documentacion que luego se traslade en las individuales de cada uno de los pacientes. En
estos casos es importante tener en cuenta que, si los datos revelan informacion de terceros,
el paciente no tendra derecho de acceso a los mismos sin consentimiento de sus titulares.
Como advierte el articulo 18 de la LAP “el derecho al acceso del paciente a la documentacion
de la historia clinica no puede ejercitarse en perjuicio del derecho de terceras personas a
la confidencialidad de los datos que constan en ella recogidos en interés terapéutico del
paciente [...)".

En cuanto al periodo durante el cual se deben archivar los datos generados en el proceso de
consejo genético, puede alargarse mas alla del previsto con caracter general para el resto
de documentacion clinica y se puede extender indefinidamente a tenor de lo previsto en el
articulo 52 de la LIB: "1. Los datos genéticos de caracter personal se conservaran durante
un periodo minimo de cinco anos desde la fecha en que fueron obtenidos, transcurrido el
cual el interesado podra solicitar su cancelacion. 2. Si no mediase solicitud del interesado,
los datos se conservaran durante el plazo que sea necesario para preservar la salud de la

persona de quien proceden o de terceros relacionados con ella”.

REVELACION DE INFORMACION GENETICA A FAMILIARES

La LIB prevé el deber de secreto para los profesionales sanitarios en relacion con la
informacion genética (articulos 45 b; 50 y 51). Ahora bien, como se mencioné més arriba, el
interés de los familiares en relacion en esta informacion a efectos de proteccién de la salud
(también reproductival, se tiene presente en la regulacion del proceso de consejo genético.
Por eso, el sujeto debe ser advertido, antes de la realizacidon del analisis, de la implicacion
que puede tener para sus familiares la informacion que se llegue a obtenery la conveniencia
de que él mismo, en su caso, transmita dicha informacion a aquéllos (articulo 48 de la
LIB). Esta advertencia supone que, si bien la voluntad del paciente debe ser respetada, el
profesional ejercera una labor didactica que ayude a comprender la trascendencia de su
decision y las ventajas o inconvenientes que pueda tener. Mas alld de esta advertencia, el
profesional no tiene un deber de informar a familiares eventualmente afectados, pero si de



confidencialidad y también de garantizar que el paciente ha comprendido la importancia
de su decision. Es mas, la obligacién de secreto Unicamente se podrad romper en casos
excepcionales justificados por la necesidad de revelar la informacién para evitar un dano
grave en la salud del familiar. La LIB no contempla expresamente este supuesto, pero se
corresponde con las reglas generales aplicables al deber de secreto médico.

Por otra parte, si el paciente optd por ignorar los resultados del anélisis, es obvio que
no podrd comunicarlo a sus familiares. En este caso, al contrario de lo que se acaba de
explicar, se deberdn establecer mecanismos para hacer llegar estos resultados a los
familiares eventualmente afectados: “Cuando el sujeto fuente haya ejercido el derecho a no
ser informado de los resultados de un analisis genético solo se suministrara la informacidn
que sea necesaria para el seqguimiento del tratamiento prescrito por el médico y aceptado
por el paciente. Cuando esta informacidn sea necesaria para evitar un grave perjuicio para
la salud de sus familiares bioldgicos, se podra informar a los afectados o a su representante
legalmente autorizado. En todo caso, la comunicacion se limitara exclusivamente a los datos
necesarios para estas finalidades” (articulo 49.2 de la LIB). El paciente deberia conocer esta
posibilidad.

ANALISIS GENETICOS A MENORES DE EDAD

Como regla general se puede afirmar que “el paciente participara en la medida de lo posible
en latomade decisionesa lo largo del proceso sanitario” (art. 9.5 de la LAP). Por consiguiente,
el paciente menor es quien debe ser informado y consentir en relacién con las actuaciones
en el ambito sanitario cuando su grado de madurez lo permita. Se entiende que cuando se
han cumplido dieciséis anos se reunen ya las condiciones de madurez necesarias a estos
efectos. Por debajo de esa edad, el médico implicara al menor en la informaciony en la toma
de decisiones en funcién de la apreciacion de su madurez. No obstante, cuando se trate de
una actuacion de grave riesgo y a criterio del facultativo, los padres seran informados y su
opinién sera tenida en cuenta para la toma de la decision correspondiente. En esta linea,
por la trascendencia de la informacion genética, la LIB prevé que cuando se lleve a cabo un
estudio genético familiar los datos que resulten de los analisis de los menores de edad sean
comunicados a sus tutores o representantes legales (art. 51.2 de la LIB].

En cuanto a laindicacion de los analisis en menores, la LIB no establece nada al respecto. El
articulo 8 de la Declaracion Internacional sobre datos genéticos de la UNESCO advierte que
solo sera éticamente aceptable, por regla general, practicar pruebas o cribados genéticos
a los menores de edad o los adultos incapacitados para dar su consentimiento cuando de
ahi se sigan consecuencias importantes para la salud de la personay cuando ello responda
a su interés superior. En un sentido parecido, el Protocolo al Convenio de Biomedicina del
Consejo de Europa, relativo a analisis genéticos en el ambito sanitario, senala que cuando
un menor no tenga capacidad para consentir por si mismo a un analisis genético, éste sdlo
deberia llevarse a cabo cuando de no hacerse se pudiera derivar un perjuicio para la salud
o bienestar del menor (articulo 10). No obstante, el articulo 13 de este protocolo, prevé, por
via de excepcion, la posibilidad de realizar analisis en menores cuando sea imprescindible
llevarlos a cabo para beneficio de sus familiares.

Este asunto se ha desarrollado en la Orden SSI/2065/2014, de 31 de octubre, por la que se
modifican los anexos |, Il y Il del Real Decreto 1030/2006, de 15 de septiembre, por el que se
establece la cartera de servicios comunes del Sistema Nacional de Salud y el procedimiento



para su actualizacion. Esta disposicion sefala que: “En el caso de menores, el estudio genético
presintomético en enfermedades que aparecen en la edad adulta debera diferirse hasta que
la persona tenga la madurez y competencia necesaria para comprender la naturaleza e
implicaciones de su decision, salvo que existan medidas preventivas eficaces aplicables en la
infancia. En enfermedades que aparecen en la infanciay que pueden ser prevenidas o tratadas
adecuadamente se debera realizar lo mas cercano posible a la fecha en la que se deben iniciar
dichas medidas preventivas y/o terapéuticas [..] El estudio genético de portadores “no se
realizara hasta que el menoralcance la madurezy competencia necesarias para comprender la
naturaleza de su decisiony sus implicacionesy sea, a su vez, capaz de dar su consentimiento”.

Debido al riesgo de aparicion de hallazgos inesperados, es muy recomendable restringir
el uso de NGS (Next Generation Sequencing) en menores con finalidades diagndsticas o
de investigacion no predictivas y focalizar en lo posible el analisis de variantes o genes
relacionados con la patologia usando los filtros adecuados?.

CONSEJO GENETICO Y REPRODUCCION

La relevancia de los analisis genéticos en la toma decisiones relativas a la reproduccion es
un tema con importantes implicaciones éticas y juridicas?.

La LIB no contiene una regulacién especifica sobre las implicaciones particulares de los
analisis genéticos preconceptivos, como procedimiento para tomar decisiones relativas a la
reproduccion. Se enmarcan en los requisitos generales del consejo genético (articulo 55): se
debera transmitir la informacion relativa a la trascendencia del diagndstico y a las alternativas
sobre las que el sujeto puede optar, incluida, por tanto, la posibilidad de acudir a procesos de
reproduccion asistida. En todo caso, la informacion debe transmitirse de manera adecuada
e inteligible y respetando el criterio de la persona interesada. Por otra parte, estd prevista
como finalidad del cribado genético, la deteccidon de riesgos para la salud del participante
0 su descendencia, con la finalidad de tratar la enfermedad u ofrecer el acceso a medidas
preventivas; de manera que podrian establecerse, si estuvieran indicados y autorizados
(articulo 55), programas de cribado genético en el &mbito del diagndstico preconceptivo.

En cuanto alanalisis genético preimplantacionaly prenatal, el articulo 48.4. de la LIB dispone
que “La realizacién de andlisis genéticos sobre preembriones in vivo y sobre embriones y
fetos en el Utero requerira el consentimiento escrito de la mujer gestante”. Si se trata de
preembriones invitro habra que estar a lo dispuesto en la Ley sobre técnicas de reproduccién
humana asistida.

Segun el articulo 12 de la Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre técnicas de reproduccion humana
asistida, son finalidades de este diagnéstico la deteccion de “enfermedades hereditarias
graves, de aparicion precoz y no susceptibles de tratamiento curativo posnatal con arreglo a los
conocimientos cientificos actuales, con objeto de llevar a cabo la seleccién embrionaria de los
preembriones no afectos para su transferencia”y “la deteccion de otras alteraciones que puedan
comprometer la viabilidad del preembrién”. Pero, ademas, este diagnodstico puede llevarse a
cabo con otra finalidad si es que es autorizado en el caso concreto, por la Comision Nacional de
Reproduccion Humana Asistida, que debera evaluar las caracteristicas clinicas, terapéuticas y
sociales de cada caso”. Es decir, no queda descartada la posibilidad de diagnostico preconceptivo
de mutaciones relativas a susceptibilidades, o a enfermedades no graves, o de aparicion tardia,
o para determinar la posibilidad de una eventual donacién de células a tercero.



Por lo que se refiere al diagndstico prenatal, de preembridn o feto en el Utero, s6lo podran
llevarse a cabo intervenciones “cuando tengan un propdsito diagndstico o terapéutico en su
propio interés, sin perjuicio de lo previsto legalmente sobre la interrupcion voluntaria del
embarazo (articulo 30 de la LIB). La propia Ley de Reproduccion Asistida (14/2006.) prevé
como uno de sus objetivos el empleo de estas técnicas para la prevencion y tratamiento de
enfermedades de origen genético (articulo 1.1b). Estas indicaciones estan recogidas también
en la Orden SSI/2065/2014, de 31 de octubre, referida mas arriba.

UTILIZACION DE MUESTRAS Y DATOS CLiNICOS CON FINES DE
INVESTIGACION

Los capitulos Il y IV del Titulo V de la LIB establecen el régimen de obtencidn, utilizacidn,
almacenamiento y cesion de muestras y biobancos con fines de investigacién biomédica,
pero, salvo alguna prevision muy particular, no se refieren al régimen de las muestras
“exclusivamente asistenciales”, a las que, parece, habra de aplicarse, por analogia, el
régimen previsto para la historia clinica. La LIB ha sido desarrollada en esta linea por el
Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos
de autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomeédica y del
tratamiento de las muestras bioldgicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y
organizacion del Registro Nacional de Biobancos para investigacidén biomédica.

Esta regulacidn se aplicara a las muestras que se obtengan directamente para investigacion
pero también a las que se utilicen con este propdsito, aunque su obtencion hubiera estado
motivada por una necesidad asistencial.

En ambos casos, sera preciso un consentimiento expreso y escrito del sujeto en relacién con
este uso (aunque el articulo 58 de la LIB admite excepciones), precedido de una informacion
que el RD 1716/2011 detalla en el articulo 23:

a) Descripcion del proyecto de investigacion en el que se vaya a utilizar la muestra
o de las investigaciones o lineas de investigacion para las cuales consiente.

b) Identidad de la persona responsable de la investigacion, en su caso.

c) Indicacidon de que la muestra donada sélo pueda ser utilizada en el &mbito de
las finalidades indicadas en el apartado 2 del articulo 22.

d) Indicacion de que el biobanco y la persona responsable de la coleccion o
proyecto de investigacidn tendran a disposicién del donante toda la informacion
sobre los proyectos de investigacion en los que se utilice la muestray de que el
comité de ética externo del biobanco o el Comité de Etica de la Investigacién que
evalud el proyecto de investigacion decidiran en qué casos sera imprescindible
que se envie la informacion de manera individualizada.

e] Beneficios esperados del proyecto de investigacién o del biobanco.

f] Posibles inconvenientes vinculados con la donacion y obtencidn de la muestra,
incluida la posibilidad de ponerse en contacto con el sujeto fuente con el fin de
recabardatos o muestras adicionales, proporcionarle lainformacion prevista en el
parrafo i) u otros motivos justificados, para lo que podra solicitarsele informacion
sobre el modo de hacerlo, asi como su facultad de tomar una posicién al efecto.



g)

h)

U

Lugar de realizacion del analisis y destino de la muestra al término de la
investigacion. En el caso de que estos extremos se desconozcan en el momento,
se establecerd el compromiso de informar sobre ello en cuanto se conozcan.

Indicacion de que la muestra o parte de ella y los datos clinicos asociados o
que se asocien en el futuro a la misma seran custodiados y en su caso cedidos
a terceros con fines de investigacion biomédica en los términos previstos en la
Ley 14/2007, de 3 de julio, y en este real decreto.

Posibilidad de que se obtenga informacidn relativa a su salud o la de sus
familiares, derivada de los analisis genéticos que se realicen sobre su muestra
bioldgica, asi como sobre su facultad de tomar una decision en relacion con su
comunicacion

Mecanismos para garantizar la confidencialidad de la informacién obtenida,
indicando la identidad de las personas que vayan a tener acceso a los datos de
caracter personal del sujeto fuente respecto a los cuales no se haya previsto
someter a procesos de anonimizacion.

Derecho de revocacién del consentimiento, total o parcial, a ejercer en
cualquier momento, y sus efectos, incluida la posibilidad de la destruccién o de
la anonimizacién de la muestra y de que tales efectos no se extenderan a los
datos resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo.

Posibilidad de incluir alguna restriccion sobre el uso de sus muestras.

m) Renunciaacualquierderechode naturalezaecondmica, patrimonial o potestativa

n)

p)

sobre los resultados o potenciales beneficios que puedan derivarse de manera
directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con la muestra
que cede para investigacion. No obstante, y sin perjuicio de lo establecido en
el articulo 7 de la Ley 14/2007, de 3 de julio, podra fijarse una compensacion
econdmica por las molestias fisicas, los gastos y otros inconvenientes que
puedan derivarse de la toma de la muestra.

En el caso de almacenamiento de muestras de menores de edad, garantia de
acceso a la informacién indicada en el articulo 32 sobre la muestra por el sujeto
fuente cuando éste alcance la mayoria de edad.

Que, de producirseuneventualcierredelbiobancoorevocaciénde laautorizacion
para su constitucion y funcionamiento, la informacion sobre el destino de las
muestras estara a su disposicién en el Registro Nacional de Biobancos para
Investigacion Biomédica con el fin de que pueda manifestar su conformidad o
disconformidad con el destino previsto para las muestras, todo ello sin perjuicio
de la informacion que deba recibir por escrito el sujeto fuente antes de otorgar
su consentimiento para la obtencion y utilizacion de la muestra.

En caso de muestras utilizadas en proyectos de investigacion concretos, y
en el caso de colecciones para fines de investigacion biomédica conservadas
fuera del &mbito organizativo de un biobanco, la opcidn escogida por el sujeto
fuente entre las posibles como destino de la muestra al finalizar el proyecto o
la investigacion.



3. Cuando las muestras vayan a ser anonimizadas, solo se debera aportar la informacion
mencionada en los parrafos al, b), cJ, e} y f)".

Existe también la posibilidad de utilizar muestras de pacientes fallecidos, para lo cual se
aplicara lo previsto en el articulo 26 de este Real Decreto: sera preciso averiguar si existio
en vida alguna manifestacion de voluntad al respecto para lo que se consultara el registro
de instrucciones previas y, en ausencia de éstas, se consultara a los familiares mas
proximos del fallecido y a los profesionales que le atendieron en el centro sanitario. Si no
se constata oposicion, la legislacion abre la posibilidad de utilizacion del material. Por otra
parte, las personas vinculadas al sujeto fallecido por razones familiares o analogas podran
solicitar, justificando la concurrencia de un interés relevante, la cancelacion de los datos o
la anonimizacion de las muestras'?’.

La reciente aprobacion de la Ley Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales (LOPDyGDD) ha concretado las previsiones del
RGPD en relacién con el tratamiento de datos con fines de investigacion cientifica.

El nuevo marco normativo se ubica en la Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sanidad
(LGS), a cuyo Titulo VI se anade un nuevo Capitulo Il relativo al “Tratamiento de datos de la
investigacion en salud” (Disposicién final quinta de la LOPDyGDD).

Interesa especialmente para el tema que aqui se esta abordando, lo previsto en relacion con
la reutilizacion para investigacion biomédica de datos que hubieran sido obtenidos con otro
propésito(por ejemplo, asistenciall.

De acuerdo con la Disposicién Adicional decimoséptima de la LOPDyGDD, que recoge el
contenido de aquel nuevo Capitulo Il de la LGS, se considera licito el uso de datos personales
seudonimizados con fines de investigacion biomédica siempre que: se proceda a la “separacion
técnica y funcional entre el equipo investigador y quienes realicen la seudonimizacién vy
conserven la informacién que posibilite la reidentificacion”; “exista un compromiso expreso
de confidencialidad y de no realizar ninguna actividad de reidentificacion” por parte de los
investigadores; y “se adopten medidas de sequridad especificas para evitar la reidentificaciony
elacceso de terceros no autorizados”. Esta previsto que se pueda reidentificar a los sujetos-"en
origen” si fuera necesario para “garantizar una adecuada asistencia sanitaria”.

Para evitar contradicciones entre este nuevo régimeny el establecido en la LAP sobre el uso de
la historia clinica, se reforma su articulo 16 que, ahora, incluye una remision a la LOPDyGDD.

Este trabajo se ha realizado con el apoyo del proyecto de investigacion “Functional and
Clinical Impact of Genomic Analysis in CLL” cofinanciado por el Instituto de Salud Carlos lll
y el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER).
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INTRODUCCION

Los estudios genéticos en cancer hereditario permiten identificar personas con elevado
riesgo de cancer con el fin de disminuir su riesgo y/o promover un diagndstico precoz. Sin
embargo, conocer esta informacion puede tenerimplicaciones psicoldgicas. Para limitar este
impacto y facilitar que los pacientes tomen una decision informada los estudios genéticos
deben ir acompanados de asesoramiento genético llevado a cabo por personal debidamente
cualificado antes y después del estudio genético tal y como recoge el articulo 55 de la Ley
14/2007 de investigacion biomédica en nuestro pafs.

Elasesoramiento genético es el proceso comunicativo a travées del cual un profesional ayuda
a los pacientes a entender y adaptarse a las implicaciones médicas, psicologicas y familiares
de las contribuciones genéticas a una enfermedad. El proceso incluye 1) interpretacion de
historia personal y familiar y evaluacién de riesgo, 2} un proceso educacional y 3] evaluacién
y apoyo emocional y psicosocial' (o counselling en inglés, término del que surge el nombre
de la profesidn: genetic counselling, traducido al castellano como asesoramiento genético).

Los principales objetivos del asesoramiento genético son: facilitar la toma de decisiones
de acuerdo con los valores y creencias del paciente, reducir el impacto psicoldgico del
resultado de un estudio genético, aumentar la sensacion de control personal (empowerment
o empoderamiento) y promover la adaptacion al riesgo o enfermedad genética.



1. IMPACTO PSICOLOGICO DEL ASESORAMIENTO GENETICO
EN CANCER HEREDITARIO

Habitualmente el impacto psicoldgico del asesoramiento genético esta intimamente ligado
al impacto psicoldgico de los estudios genéticos y por lo tanto es dificil discernir entre uno
y otro. Sin embargo, el diseno experimental de algunos estudios de investigacién permite
diferenciar el efecto de los dos procesosy en este apartado analizamos el impacto psicologico
del asesoramiento genético independientemente del estudio genético.

Eltérminoasesoramientogenéticoesampliamente utilizado parareferirseaunaconversacion
que tiene lugar entre un paciente y un profesional sanitario acerca de los riesgos genéticos de
una condicion, como por ejemplo el cancer. Sin embargo, es posible que esta conversacion
sea distinta en funcién del profesional que la lleve a cabo. Por ejemplo, las habilidades y
competencias de un médico y un asesor genético coinciden en algunos aspectos (como
el conocimiento en genética, la evaluacion de riesgo y la capacidad de ofrecer estudios
genéticos) mientras difieren en otros (por ejemplo, un médico tiene como competencias el
examen fisico, la indicacion de pruebas diagndsticas o la pauta del tratamiento, mientras
que la formacién de un asesor genético esta mas centrada en la comunicacién y el apoyo
psicosocial al paciente). Los resultados incluidos en este apartado provienen de estudios en
los que el asesoramiento genético fue proporcionado por un asesor genético formado y/o
acreditado (incluyendo asesores genéticos formados a través de un master y enfermeros
especializados y formados en asesoramiento genético en cancer) y se desconoce si son
extrapolables a consultas de asesoramiento genético realizadas por otros profesionales.

Conocimiento

Segun una revision reciente, la mayoria de los estudios muestran un aumento en los niveles
de conocimiento tras el asesoramiento genético en cancer hereditario respecto a niveles
basales o en comparacion con pacientes que no reciben asesoramiento genético. Sin
embargo, algunos de estos estudios muestran que el conocimiento también aumenta tras
una intervencion educacional por un programa de ordenador?.

Ansiedad, depresion, preocupacion por el cancer y distress

Enalgunos estudios se observa una disminucion de ansiedad, depresion, preocupacion por el
cancer o distress (definido como un sentimiento negativo de preocupacion, tristeza o ansiedad
y que podria traducirse como afliccién) mientras que en otros no se observa cambio en estas
variables tras el asesoramiento genético. Un estudio mostré que la ansiedad disminuye
tras el asesoramiento genético presencial pero no tras una intervencion educacional por un
programa de ordenador?,

Percepcion de riesgo

La mayoria de los estudios muestran que la percepcidon de riesgo disminuye en alguno
o varios subgrupos, lo cual se interpreta de forma positiva puesto que la mayoria de los
participantes sobreestiman su riesgo antes del asesoramiento genético. En algunos estudios
la percepcion de riesgo es estable?.

Unestudiomostroqueladisminucionenlapercepcionderiesgoesmenortrasunaintervencion
educacional con ordenador que tras asesoramiento genético presencial. En la misma linea,
una revision sistematica concluyo6 que las intervenciones puramente educacionales no eran



tan efectivas mejorando la percepcién de riesgo como las intervenciones que incluian apoyo
psicosocial*

En algunos casos, las familias tienen ideas preconcebidas que pueden influir en sus
decisiones. Para mejorar la percepcion de riesgo de los pacientes es fundamental acceder
a estas ideas preconcebidas, asi como evaluar su comprensién durante la consulta de
asesoramiento genético y disipar conceptos erréneos o inexactos.

Empowerment

Uno de los principales objetivos del asesoramiento genético es el empowerment de los
pacientes, definido como “las creencias que hacen que una persona de una familia con una
condicién genética sienta que tiene control y esperanza frente al futuro™. Pese a ser uno de
los objetivos mas valorados por los pacientes no ha sido extensamente analizado. En 2011
McAllister et al publicaron una escala (6C0S-24) para medir el impacto del asesoramiento
genético centrado en el empowerment de los pacientes®. La utilizacion de esta escala ha
demostrado que el asesoramiento genético mejora la sensacion de poder de los pacientes,
aunque no se han publicado resultados de una cohorte formada Unicamente por participantes
con riesgo de cancer hereditario. Un mayor empoderamiento implica mayor control sobre la
toma de decisiones, mayor regulacion emocional y mas esperanza frente al futuro.

Tabla 1: Resumen del impacto psicoldgico del asesoramiento genético.

Los niveles de conocimiento aumentan tras el

Conocimiento . L.
asesoramiento genetico.

Ansiedad, depresion, La ansiedad, depresion, preocupacién por el cancery
preocupacion por el distress disminuyen o se mantienen constantes tras el
cancer y distress asesoramiento genético.

La mayoria de los estudios muestra una disminucion en la

Percepcion de riesgo y . . -
percepcion de riesgo tras el asesoramiento genetico.

El asesoramiento genético mejora la sensacion de poder, que
Empowerment se traduce en mayor control sobre la toma de decisiones,
regulacion emocional y esperanza frente al futuro.



2. IMPACTO DE LOS ESTUDIOS GENETICOS DE UN SINDROME DE
CANCER HEREDITARIO

Los estudios genéticos de susceptibilidad al cancer pueden tener muchas implicaciones
para los pacientes. Por esta razon es importante que los pacientes reciban un asesoramiento
genético adecuado. Durante este proceso los pacientes reciben informacion sobre su riesgo
de cancer en el futuro, el riesgo de cancer de sus hijos y otros familiares, la posibilidad de
seguimiento y/o medidas de prevencion, sus opciones reproductivas y la responsabilidad de
tener que compartir los resultados con sus familiares. Algunos pacientes expresan tristeza,
ira, ansiedad, culpabilidad por la posibilidad de transmitir la mutacidn a su descendenciay
preocupacion por su riesgo de cancer. Es importante entender el impacto psicoldgico de los
estudios genéticos puesto que influye en la toma de decisiones sobre el sequimiento y las
medidas de prevenciéony en la comunicacién familiar.

Lospacientesindicanquesus principales motivaciones pararealizarse unestudiogenético
son disminuir la sensacion de incertidumbre, tomar decisiones sobre seguimiento vy
ayudar a sus familiares a tener informacion sobre su riesgo de cancer, especialmente a
sus hijos.

2.1 Sindrome de cancer de mamay ovario hereditario

Las variantes patogénicas en los genes BRCAT y BRCA2 [BRCA1/2) aumentan el riesgo de
cancer de mamay ovario. EL manejo médico se basa en la deteccidén precozy en la prevencidn
del cdncer de mama y ovario mediante seguimiento o cirugias reductoras de riesgo. Se han
realizado numerosos estudios con la finalidad de evaluar la motivacién, aceptacion e impacto
psicoldgico de los estudios genéticos en los genes BRCA1/2.

Aceptacion

Los resultados sobre aceptacion de estudios genéticos son variados. Algunos estudios
muestran una aceptacion de hasta el 74% entre mujeres recién diagnosticadas de cancer de
mama. Sin embargo, otros estudios muestran una aceptacion menor.

Se ha observado que edad joven, elevado nivel de educacion, mayor sueldo e historia
familiar de cancer se asocian, con mayor aceptacion de la visita de asesoramiento genético
y realizacion de estudio genético.

Impacto psicoldogico de los resultados

Algunos estudios muestran un incremento en la ansiedad a corto plazo en portadores de
mutacidn que vuelve a niveles basales tras un ano, mientras que otros estudios no muestran
un cambio en el estado psicoldgico tras recibir resultados positivos®. En poblacion espanola
un estudio multicéntrico mostré que los niveles de ansiedad y depresion no aumentaban tras
el estudio genético independientemente del resultado®.

En un metaanalisis se observd que, tras recibir un resultado predictivo positivo, los niveles
de ansiedad y de distress por el cdncer aumentan, aunque vuelven a niveles basales a los 6
meses. Entre los no portadores (verdaderos negativos) los niveles de ansiedad y de distress
por el cancer disminuyen a corto plazo. Pasados 6 meses, los niveles de ansiedad vuelven a
niveles basales mientras que los de distress por el cancer contintan siendo mas bajos que
inicialmente’.



Esimportante destacar que un resultado negativo no implica automaticamente la ausencia de
distress. Los pacientes con un resultado predictivo negativo pueden experimentar emociones
contradictorias como alivio, felicidad, culpabilidad, miedo y enfado e incluso pueden seguir
preocupados por su riesgo de cancer.

Encuantoalospacientes que reciben como resultado unavariante de significado desconocido,
los estudios indican que tienen menos probabilidades de recordar las implicaciones clinicas
de su resultado y un 30% interpretan dichos resultados como un mayor riesgo de cancer®.

Los primeros estudios a largo plazo no encontraron diferencias entre portadoras y no
portadoras de BRCA1/2 o entre distress basal y a largo plazo. Sin embargo, algunos estudios
posteriores han demostrado un mayor distress 5 anos después del estudio genético en
portadoras medido con escalas mas especificas como la escala MICRA (Multidimensional
Impact of Cancer Risk Asessment)®.

Impacto psicoldgico de las cirugias reductoras de riesgo

Debido al elevado riesgo de cancer de mama y ovario, las guias recomiendan discutir con
las mujeres portadoras de mutacién en BRCA1/2 la posibilidad de mastectomia bilateral
y/o salpingo-ooforectomia reductora de riesgo. Estas mujeres, deben tomar decisiones
sobre sus opciones de manejo médico integrando informacién compleja a nivel cognitivo y
emocional.

Mastectomia

La mastectomia bilateral reductora de riesgo es una alternativa al sequimiento con pruebas
de imagen. Las mujeres indican que el proceso de toma de decisiones sobre la mastectomia
es estresante y emocional. La decision de llevar a cabo mastectomia se asocia con edad
joven, distress sufrido por la muerte de un familiar cercano con cancer de mama u ovario,
historia familiar de cancer y el deseo de alargar su esperanza de vida por los hijos u otros
familiares. La edad a la que un familiar fue diagnosticado o muri6 de cancer de mama influye
en la decision mas que el riesgo a desarrollar cancer de mama ajustado por edad para la
paciente. Se ha observado que frecuentemente las mujeres que optan por la mastectomia
profiléctica sobreestiman su riesgo de cancer de mama.

El porcentaje de mujeres con mutacion en los genes BRCAT/2 que opta por la mastectomia
en lugar de seguimiento varia en funcion de los paises y los estudios. En un estudio en
Australia este porcentaje fue de 21% mientras que en dos estudios en Europa fue del 40-
50%?®. En poblacién espanola, Moreno et al indicaron que desde 2006 hasta 2014 un 37% de
mujeres portadoras sanas habian optado por la mastectomia profilactica, aunque matizan
que durante este periodo de tiempo el porcentaje ha ido en ascenso’.

Tras la cirugia, algunas mujeres reportan peor o menos frecuente vida sexual y se sienten
menos atractivas mientras que otras sienten que sus pechos han mejorado. En varios
estudios se ha observado una disminucion de la ansiedad tras la cirugia. La mayoria de las
mujeres no se arrepiente de haber elegido la cirugia pero opinan que hubieran encontrado
util una consulta con un psicélogo para ayudarles a tomar la decision®.

Distintas revisiones concluyen que es importante dar informacion sobre otras mujeres que
han llevado a cabo una cirugia similar para ayudar en la toma de decisiones. Asimismo, es
importante discutir con las mujeres las implicaciones que tendrian para ellas los potenciales
cambios en la imagen personal, psicosociales, y en la actividad fisica y sexual.



Salpingo-ooforectomia

Las mujeres con elevado riesgo de cancer de ovario pueden optar por el seguimiento o
la cirugia reductora de riesgo aunque el seguimiento con marcador tumoral y ecografia
transvaginal no ha demostrado ser efectivo. La extirpacion de los ovarios y trompas, que si
es efectiva, conlleva los riesgos propios de la cirugiay, si se realiza antes de la menopausia,
los efectos de la deprivacion hormonal como osteoporosis, enfermedades cardiovasculares
y sintomas de una menopausia precoz.

La decisidn de llevar a cabo cirugia se asocia con factores demograficos (mayor edad, tener
hijos, menor nivel de educacién), médicos (historia familiar de cancer de ovario o personal
de cancer de mama, previa mastectomia profilactica) y psicosociales [mayor percepcién de
riesgo de cancer de ovario, mayor distress asociado a cancer).

En 2015 Hirshberg et al reportaron en su revision que entre el 60 y el 90% de las mujeres
portadoras optaban por la salpingo-ooforectomia®. En poblacién espanola, Moreno et al
reportaron que un 62% de los pacientes entre 2006 y 2014 llevaron a cabo esta cirugia,
aunque matizan que el porcentaje va en ascenso por lo que se puede concluir que ha sido
mayor en los Ultimos anos’.

Tras la cirugia, el nivel de percepcion de riesgo de cancer de ovario y la ansiedad asociada a
cancer se reducen. Los sintomas de la menopausia son la mayor desventaja, particularmente
para mujeres pre-menopausicas que no toman terapia hormonal sustitutiva. La calidad de
vida a largo plazo no difiere en comparacion con la de la poblacion general. Sin embargo, las
mujeres que optan por la cirugia tienen mas sintomas endocrinos y menor funcionamiento
sexual. La terapia hormonal sustitutiva mejora estos sintomas aunque no hasta niveles pre-
cirugia. La mayoria de las mujeres estan satisfechas con la decision de llevar a cabo cirugia
reductora de riesgo. Sin embargo, algunas mujeres consideran que no tenian suficiente
informacion sobre la terapia hormonal sustitutiva antes de tomar la decision.

Impacto de los estudios genéticos con finalidad terapéutica

En los ultimos anos se ha demostrado que el resultado del estudio genético puede tener
implicaciones en el tratamiento de pacientes con cancer. En concreto, el resultado de
BRCA1/2 aporta informacion sobre la efectividad de los inhibidores del PARP y puede influir
en las decisiones quirdrgicas. Por este motivo, a algunas mujeres recién diagnosticadas de
cancer se les ofrece el estudio genético para personalizar el tratamiento del cancer, lo que
se conoce como test genético orientado al tratamiento (en inglés treatment focused genetic
testing o TFGT). Las unidades de asesoramiento genético en céncer o el propio oncélogo
médico son los encargados de ofrecer el estudio genético.

Las mujeres diagnosticadas de cancer de ovario a las que se les ofrece TFGT en el momento
del diagndstico indican que la principal razén para aceptar el estudio es su implicacién en el
tratamiento. En este contexto la tasa de aceptacion del TFGT es muy elevada.

La mayoria de mujeres recién diagnosticadas de cancer de mama manifiestan que creen que
podrian integrar el resultado del estudio genético sin que les cause un estrés psicoldgico
inadecuado. Sin embargo, aquellas mujeres a las que se ofrece TFGT y obtienen un resultado
positivo en ausencia de historia familiar reportan peor adaptacién 12 meses después del
diagndstico™ por lo que se debe prestar atencién especial a este grupo.



La informacion disponible hasta el momento sugiere que las pacientes con cancer de mama
u ovario consideran positivamente el TFGT, independientemente de si se lo ofrece el médico
oncologo o una unidad especialista en genética.

Impacto de los estudios mainstream

Cada vez es mas frecuente que el oncdlogo médico ofrezca los estudios genéticos
con finalidad terapéutica para reducir el tiempo de entrega de resultados sin saturar
las unidades de genética o cancer hereditario. De este modo las pacientes no
reciben asesoramiento genético por un asesor genético y solo las pacientes en las
que se identifica una variante patogénica o variante de significado desconocido son
derivadas a las unidades de genética o cancer hereditario. Este modelo se denomina
mainstream.

Hay pocos datos sobre el impacto psicolégico de los estudios genéticos mainstream, pero
los datos disponibles en pacientes diagnosticadas de cancer de ovario sugieren una elevada
aceptabilidad y satisfaccion, y sugieren que las pacientes no perciben el estudio genético
como un estrés adicional tras el diagndstico de cancer.

En un estudio de no inferioridad para analizar el impacto psicoldgico en pacientes a las
que el oncologo ofrece el estudio genético no se observaron diferencias en la preocupacion
por el cancer, la ansiedad ni la angustia en comparacion con las mujeres que recibian
asesoramiento genético antes y después del estudio. Tampoco se observaron diferencias en
la aceptacion de cirugias reductoras de riesgo.

La percepcién actual es que, mientras se realice con sensibilidad y cuidado, las pacientes
aceptan el estudio genético mainstream de BRCA1/2 con finalidad terapéutica, y comprenden
las implicaciones familiares del mismo. Sin embargo, puesto que es un modelo reciente,
es necesaria mas investigacion para comprender mejor las implicaciones de los estudios
genéticos realizados por otros profesionales.

Impacto psicologico del asesoramiento genético telematico

Debido a la elevada solicitud de estudios genéticos, las unidades de genética o cancer
hereditario estan disefando y probando herramientas que permitan hacer mas accesible
el asesoramiento genético antes del estudio. Una de ellas es el asesoramiento genético
telematico.

La aceptacion por parte de las pacientes diagnosticadas de cancer de mama y ovario
del asesoramiento genético telefénico es muy alta, aunque se ha asociado a menor
aceptacion del estudio genético. Las mujeres que reciben una sesion de asesoramiento
genético previa al estudio genético por via telefdnica junto a informacion escrita y
digital reportan una elevada satisfaccién y bajos niveles de malestar psicoldgico
después del resultado, a corto y largo plazo. Parece ser que el malestar en las
pacientes recién diagnosticadas se ve determinado por el diagndstico de cancer y no
por la via del asesoramiento genético recibido. Sin embargo, la preferencia es que la
visita de asesoramiento genético previa al estudio genético o la entrega de resultados
sea presencial'?.



2.1 Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch se asocia principalmente a una susceptibilidad a cancer de colony
endometrio, aunque también forman parte del espectro el cancer de ovario, gastrico, sistema
nervioso central, vias urinarias y vias biliares. El seguimiento se basa esencialmente en
prevencion del cadncer de colon mediante colonoscopias y el manejo de cancer ginecoldgico
que puede incluir la opcién de cirugias profilacticas.

Aceptacion

Para mejorar la identificacién de familias con sindrome de Lynch en algunos centros se
realiza cribado de sindrome de Lynch en los tumores de todos los pacientes diagnosticados
de cancer colorrectal antes de los 70 anos. Aquellos con posible sindrome de Lynch se
derivan para asesoramiento y estudio genético. En los ultimos anos se ha observado
que la aceptacion del asesoramiento genético tras este proceso no es tan elevada como
previamente, cuando la derivacion se basaba Unicamente en la historia familiar. Distintos
estudios han encontrado una aceptacién del asesoramiento genético de en torno al 30% en
este contexto. Sin embargo, si el paciente es contactado directamente por el asesor genético
el porcentaje es mucho mayor.

Se han identificado varios factores que predicen la aceptacion de un estudio genético de
sindrome de Lynch: menor edad, mayor percepcion de riesgo de cancer, mayor confianza
en que se podra lidiar con los resultados, historia familiar de sindrome de Lynch, mayor
educacion, menores sintomas de depresion y estar casado. La tasa de aceptacion es similar
en hombres y mujeres. Una de las motivaciones principales para aceptar el estudio genético
en este grupo de pacientes es su utilidad para prevenir el cancer y pautar el seguimiento.

Impacto psicologico de los resultados

Los resultados de estudios que analizan el impacto psicolégico de un estudio genético
de sindrome de Lynch son variados, aunque la mayoria muestran una disminucion en la
ansiedady depresion global tras el asesoramiento genético. Algunos estudios muestran que
los participantes que reciben un resultado positivo experimentan un incremento temporal
en la ansiedad independientemente de su historia personal de cancer, pero estos valores se
normalizan tras 6 o 12 meses®".

Hay pocos estudios que analicen el impacto psicolégico de sindrome de Lynch a largo
plazo. Uno de ellos no encontro diferencias en los niveles de ansiedad en comparacion con
los niveles previos al estudio genético, mientras que otro estudio concluy6é que un 6% de
los participantes todavia tenian niveles significativos de distress asociado a cancer 4 anos
después de recibir los resultados®.

Impacto psicologico de las cirugias reductoras de riesgo

Enmujeres con sindrome de Lynch se pueden plantear cirugias reductoras del riesgo de cancer
ginecoldgico (endometrio y ovarios) dependiendo de la edad, la historia personal y familiar de
cancer, la tolerancia al seguimiento, el gen alterado y las preferencias de la paciente.

Los datos relacionados con el impacto de las cirugias ginecoldgicas reductoras de riesgo son
limitados. Sin embargo, los hallazgos sugieren que, salvo en algunos dominios relacionados
con los sintomas de la menopausia (disfuncion sexual y sintomas debilitantes) la mayoria de
las mujeres tienen una buena calidad de vida, buena salud general y menos preocupacion



por el cancer. De forma similar a las mujeres que realizan salpingo-ooforectomia tras la
identificacion de una variante patogénica en BRCA1/2, las mujeres que optan por histerectomia
con salpingo-ooforectomia se sienten poco preparadas para los sintomas relacionados con la
menopausia. Se ha observado que la discusion sobre los efectos asociados a la menopausia
precozy el uso de terapia hormonal sustitutiva ayuda a afrontar mejor el resultado de la cirugia.

2.3 Otros sindromes

La mayoria de los estudios que analizan el impacto psicoldgico de un estudio genético se han
realizado en pacientes con sospecha de sindrome de cancer de mama y/o ovario hereditario
o de sindrome de Lynch. Estos dos sindromes se caracterizan por implicar un elevado riesgo
de cancer pero también por la existencia de guias de manejo clinico que han demostrado
utilidad para mejorar el diagnostico precoz o la prevencidn de cancer. Para otros sindromes,
las guias de seguimiento no han demostrado una robusta utilidad clinica (por ejemplo: el
sindrome de Li-Fraumeni) o las Unicas opciones de prevencion son cirugias profilacticas
agresivas (como el sindrome de cancer gastrico difuso hereditario o la poliposis adenomatosa
familiar) por lo que el impacto psicoldgico puede ser distinto. En este apartado analizaremos
el impacto psicoldgico del asesoramiento genético de algunos de estos sindromes.

Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

La PAF es un sindrome de predisposicion al cancer de colon en el que se desarrollan cientos
o miles de polipos en el colon. Las manifestaciones extracolonicas pueden incluir polipos
gastricos y duodenales, tumores desmoides e hipertrofia congénita de epitelio pigmentario
de la retina. El seguimiento se realiza con colonoscopias hasta que el nimero o las
caracteristicas de los pélipos indican que es necesario realizar colectomia.

En una revision publicada en 2011 se concluyoé que los pacientes con PAF o sus familiares no
exhibian clinicamente problemas psicoldgicos tras el diagndstico o el estudio genético. Sin
embargo, si hay grupos de pacientes mas vulnerables a la angustia o al malestar. También
se observé que la comunicacion familiar puede ser problematica en estas familias'™.

Se han descrito factores predictivos de una peor adherencia al seguimiento en pacientes con
diagndstico genético de PAF. Los méas relevantes son: mayor edad, ausencia de historia familiar
de cancery haberse realizado una cirugia mas reciente. Aquellos pacientes que no se adhieren
al control endoscdpico tienen una percepcion mas positiva de la PAF y se sienten menos
afectados emocionalmente en comparacion con aquellos que se adhieren al seguimiento.

El estudio genético de PAF se ofrece a ninos y adolescentes ya que el sequimiento se ofrece a
partir de los 10-12 anos. Los estudios llevados a cabo hasta ahora concluyen que el impacto
psicoldgico adverso en menores es raro a corto plazo. Sin embargo, en algunos estudios se ha
observado un incremento no significativo de sintomas de depresidn tras el estudio genético.
Estos estudios advierten que es posible que los ninos experimenten un efecto negativo que no
se ha detectado con las escalas empleadas hasta ahora. Ademas, no hay datos a largo plazo.

En el caso del test en ninos, los padres deben tomar la decisidn sobre el estudio genéticoy
firmar el consentimiento informado. Un estudio mostréd que el 34% de los padres prefiere
que el estudio genético se realice antes de los 12 anos mientras que el 38% lo prefiere
entre los 12y los 16 anos para que el nino sea capaz de entender el proceso y significado
del estudio genético’. En estos casos es importante incluir al menor en la conversacion
siempre que sea posible adaptando la informacién a su edad y sus necesidades.



Sindrome de Li-Fraumeni (SLF)

El sindrome de Li-Fraumeni se caracteriza por un elevado riesgo de desarrollar distintos
tipos de cancer a edad joven e incluso a edad infantil. Actualmente el sequimiento para
disminuir la incidencia de cancer o la mortalidad se basa en un protocolo de seguimiento
intensivo basado en pruebas de imagen y analiticas de sangre, aunque los estudios indican
que su eficacia es limitada de cara a la reduccién de la mortalidad por cancer.

Un estudio de investigacion identifico una aceptacion de estudio genético directo del 55%. Las
principales razones fueron tener mas certeza sobre el riesgo de cancer, estimar el riesgo
de cancer en sus hijos y planear el seguimiento. Del total de participantes, 23% reportaron
malestar clinicamente relevante asociado a SLF, pero no se observd ninguna diferencia
entre el grupo de portadores, de no portadores, o de pacientes con 50% de riesgo que decidi6
no realizar estudio genético. Ser mujer, la ausencia de apoyo social y mayor percepcion de
riesgo se asociaron con mayores niveles de malestar'.

El seguimiento empieza en la infancia por lo que el estudio genético también se ofrece a
menores. Un estudio identificd una aceptacion del 95% de los estudios diagndsticos y 79%
por los estudios predictivos en los padres de ninos a los que se propone estudio genético de
TP53. La decision fue automatica en un 60% de los estudios genéticos diagndsticos pero solo
en un 20% de los estudios genéticos predictivos'’.

Un estudio mostrd una disminucidn significativa de la ansiedad dos semanas después de la
realizacion de laresonancia magnética de cuerpo entero, lo que sugiere que este seguimiento
proporciona un beneficio psicoldgico independientemente del impacto en la morbilidad y
mortalidad asociada al sindrome.

Sindrome de cancer gastrico difuso hereditario (SCGDH)

Las variantes patogénicas en el gen CDHT confieren una susceptibilidad al cancer gastrico
difuso y a céncer de mama de tipo lobulillar. Las guias actuales de seguimiento para
los portadores recomiendan controles endoscoépicos con biopsia hasta la decision de la
gastrectomia total profilactica (GTP) alrededor de los 20 anos puesto que el seguimiento no
garantiza el diagndstico precoz de cancer gastrico. Por esta razon el impacto psicologico del
estudio genético de CDHT esta muy ligado a la cirugia profilactica. Ademas, a las mujeres se
les recomienda control anual de las mamas a partir de los 30 anos.

Los datos sugieren que uno de los principales incentivos para la decisién de la intervencion
quirdrgica es haber vivido la enfermedad y muerte de un pariente cercano. La mayoria de
los pacientes son conscientes de las limitaciones del seguimiento con endoscopias y desean
realizarse GTP, de modo que la toma de decisiones se centra en identificar el momento
adecuado para realizarla.

La mayoria de los pacientes reportan algunos sintomas de malestar psicolégico antes de la
operacion y estos se suelen mantener a lo largo del tiempo. Se ha visto una disminucién en la
vitalidad, el desarrollo social y un aumento de la afectacion del estado mental en las actividades
diarias tras la GTP y aunque estas puntuaciones se recuperan a los 3 meses, no llegan a los
niveles preoperatorios a los 24 meses después de la intervencion quirdrgica'. Aunque en general
los resultados psicoldgicos son buenos, a largo plazo [més de 2 afios después de la cirugia) los
indicadores de salud fisica y psicoldgica tienden a disminuir por lo que es importante ofrecer un
seguimiento médico y un apoyo psicosocial continuado a estos individuos.



3. IMPACTO PSICOLOGICO DE LOS PANELES DE GENES EN CANCER
HEREDITARIO

3.1Implicaciones de los paneles de genes en el asesoramiento genético

La identificacion de nuevos genes asociados a riesgo de cancer hereditario y el desarrollo de
nuevas tecnologias de secuenciacion (secuenciacion masiva o Next Generation Sequencing) han
acelerado laimplementacion de los paneles de genes, exomasy genomas en la practica clinica.
En el campo del cancer hereditario, se han comenzado a implementar los paneles de genes
que incluyen tanto genes de elevada penetrancia como genes de moderada penetranciay, en
algunos casos, genes que no estan directamente relacionados con el fenotipo de la familia.

Mientras que los riesgos asociados a genes como BRCA1/2 o los genes del sindrome de Lynch
estan bien definidos y existen guias de manejo médico que han demostrado ser clinicamente
Utiles, el riesgo asociado a los genes de moderada penetrancia es incierto y no esta claro
cual es el mejor seguimiento.

Al principio se considerd que los paneles de genes iban a suponer una revolucion en el
asesoramiento genético. Sin embargo, la percepcidn actual es que los asesores genéticos
tienen que adaptar y potenciar algunas de sus habilidades para adaptarse a los cambios
que supone la incorporacion de los paneles de genes. La informacion presentada en este
apartado se ha extraido de una revision recientemente publicada.".

Con la incorporacién de los paneles de genes podemos anticipar una serie de cambios en el
asesoramiento genético. En primer lugar, se introduce la posibilidad de identificar resultados
secundarios [no asociados con la historia familiar pero que se analizan intencionalmente).
Los asesores genéticos tienen experiencia ayudando a los pacientes a tomar decisiones
sobre los estudios genéticos, pero en estos casos el proceso de toma de decisiones puede
ser distinto debido a la ausencia de opiniones formadas o conexiones emocionales en
ausencia de historia familiar. Ademas, definir el manejo médico adecuado en ausencia de
historia familiar clasica es dificil, y a la hora de transmitir el riesgo se debe hacer un balance
entre transmitir la importancia del seguimiento sin crear una ansiedad innecesaria frente a
condiciones con penetrancia incierta.

Otro cambio importante en el asesoramiento genético es la importancia de adaptar las
expectativas de los pacientes a la realidad. Al estudiar mas genes, los pacientes tienden
a tener expectativas muy altas y con frecuencia interpretan un resultado negativo como
la ausencia de riesgo de cancer hereditario. Para ello es importante que durante el
asesoramiento genético se exploren las expectativas y creencias de los pacientes para
corregir interpretaciones erréneas o inexactas en caso necesario.

Asimismo, es importante hablar con los pacientes de la incertidumbre asociada a algunos
resultados de los paneles de genes para ayudar a decidir si desean realizarse un estudio
genético basado en sus valores y en su capacidad de tolerar la incertidumbre. También sera
importante ayudar a los pacientes a lidiar con la incertidumbre de los resultados, ya que
en algunos casos un resultado positivo no significa una estimacion de riesgo exacta o un
manejo clinico claro.

Por ultimo, otro factor importante en el asesoramiento genético de los paneles de genes
es la cantidad de informacion que se debe tratar con el paciente antes de obtener el
consentimiento informado. Los modelos tradicionales de asesoramiento genético en cancer



incluian una discusion en profundidad de las implicaciones de los posibles resultados, pero
esto no es posible con los paneles de genes debido a la variabilidad de posibles resultados.
Se han propuesto modelos de asesoramiento genético en los que la informacién se agrupa
en bloquesy en niveles. Sin embargo, lo importante es entender qué cantidad de informacion
necesita cada paciente. Esto se consigue con un asesoramiento genético conversacional (en
contraposicion con el asesoramiento genético basado en la informacion), comprobando la
comprensién de los pacientes durante la visita y ayudando al paciente a pensar criticamente
qué informacion necesita para tomar la decision. Ademas, para tomar una decision es
importante contextualizar la informacion y discutir con los pacientes las implicaciones de
esa informacioén para ellos y su familia.

Tabla 2: Implicaciones de la incorporacion de los paneles de genes y objetivos
del asesoramiento genético.

Ayudar al paciente a tomar una decisién en
cuanto al estudio genético y a los resultados
que desea conocer [si tiene opcidn).
Ayudar al paciente a adaptarse al resultado.

Hallazgos inesperados o secundarios

Manejar las expectativas del paciente. Para ello
Aumento de expectativas es necesario explorar las expectativas e ideas
preconcebidas y corregir en caso necesario.

Tratar la incertidumbre asociada a los paneles
de genes en la visita previa al estudio genético
para facilitar la toma de decisiones basadas
en sus valores y en su capacidad de tolerar
la incertidumbre y ayudar a adaptarse a la
incertidumbre en la visita de resultados.

Aumento de incertidumbre

Identificar la cantidad de informacion que cada
paciente necesita para tomar las decisiones.

Aumento de informacion Para ello hay que promover que el paciente
piense criticamente qué informacion necesita y
ayudarle a contextualizarla.

3.2 Impacto psicologico de los paneles de genes

Los datos sobre el impacto psicoldgico de los paneles de genes son limitados, puesto que se
han publicado pocos estudios hasta el momento.

Distress

Los pacientes en los que se identifica una mutacidén tras el analisis de un panel de genes
reportan niveles mas elevados de distress que los no portadores o pacientes con variantes
de significado desconocido. Sin embargo, estos valores son similares a los observados en
estudios que analizaban el impacto psicoldgico de un solo gen con las mismas escalas, lo
que sugiere que los paneles de genes no provocan una reaccion mas intensa en comparacion
con el estudio de un solo gen. En uno de los estudios se observd que los pacientes con



mutacion en genes de moderada penetrancia reportaban mas distress, pero estos resultados
estdn basados Unicamente en cuatro pacientes por lo que hace falta confirmarlo en cohortes
mayores. Otro de los estudios identificd mayores niveles de distress en portadores de variante
de significado desconocido.

Incertidumbre

Ninguno de los dos estudios que compararon los niveles de incertidumbre en los distintos grupos
de pacientes encontré que los pacientes con variante de significado desconocido tuvieran mas
incertidumbre que otros pacientes?. Sin embargo, uno de los estudios mostré que los pacientes
con mutaciones en genes de moderada penetrancia reportaban mayores niveles de incertidumbre,
aungue de nuevo estos resultados estan basados en un nimero reducido de pacientes'.

Preocupacion por el cancer

Los dos estudios que median la preocupacion por el cancer antes y después del estudio
genético con paneles de genes reportaron que no habia diferencias independientemente del
resultado del test??".

Preferencias de entrega de resultados

Los resultados son variados aunque de forma mayoritaria los pacientes desean conocer
todos los resultados, incluidos aquellos con limitada utilidad clinica. Aun asi, es importante
explicar las implicaciones de los distintos tipos de resultados para que los pacientes puedan
tomar la decisién sobre qué tipo de resultados desean conocer.

Tabla 3: Impacto psicoldgico de los paneles de genes

Pacientes con variantes patogénicas muestran niveles mas

elevados de distress que los no portadores. Los valores son
Distress similares a los identificados tras el estudio de un solo sindrome.
Un estudio mostré mayor distress en pacientes con variantes de
moderada penetrancia (basado en una poblacion pequefa).
Los pacientes con variantes de significado desconocido no
muestran niveles de incertidumbre superiores a otros resultados.
Un estudio mostré mayor incertidumbre en pacientes con variantes de
moderada penetrancia (basado en una poblacién pequenal.

Incertidumbre

Preocupacion La preocupacién por el cancer no cambia tras el estudio genético

por el cancer independientemente del resultado.

Preferencias . : :
La mayoria de los pacientes desean conocer todos los resultados. Sin

de entrega

embargo una minoria decide no conocer resultados sin utilidad clinica.
de resultados

4. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL IMPACTO PSICOLOGICO DE
LOS ESTUDIOS GENETICOS EN CANCER HEREDITARIO

Ademas del resultado del estudio genético y de los genes analizados hay otros factores que
pueden influir en el impacto psicoldgico de un estudio genético.




Tener antecedentes de ansiedad o de medicacién psicofarmacoldgica y sobreestimar el
riesgo de cancer se asocian con mayor impacto psicolégico tras recibir los resultados. Sin
embargo, el mejor predictor de distress tras los resultados es mayor ansiedad o distress
basal®. Por esta razén es importante analizar el estado psicosocial del pacientey, en caso de
que haya signos de ansiedad o depresion, considerar la derivacidn a psicologia clinica.

Tener hijos y ser la primera persona de la familia en realizar el estudio genético también
influye el en impacto psicoldgico. Otro factor predictor tanto para pacientes con sospecha
de cancer de mamay ovario hereditario o de sindrome de Lynch es la muerte reciente de un
familiar debido a cancer, especialmente si es la del padre o madre®.

La personalidad también puede ayudar a predecir el impacto psicoldgico de los estudios
genéticos. Por ejemplo, los estilos de afrontamiento pasivos o de evitacion se han asociado
con mas distress®. Por esta razon, entender el estilo de afrontamiento de los pacientes ayuda
a personalizar las consultas de asesoramiento genético.

Es predecible que estos mismos factores influyan en el impacto psicoldgico de los paneles
de genes. Por el momento, en los estudios de investigacion que se han llevado a cabo en
pacientes que se realizan un panel de genes las siguientes variables se han asociado con
mayor distress tras los resultados: la ausencia de historia personal de cancer, edad joven,
ser no-caucasico y niveles basales de preocupacion por el cancer mas elevados'’.

Factores psicologicos Factores familiares

eAntecedentes de eTener hijos eEstilo de afrontamiento

ansiedad pasivo o evitativo
sSer el probando

*Elevada ansiedad o gpn'mera persona de la

distress pre-test amiliar con estudio
genetico)

sElevada percepcion de

riesgo *Muerte reciente de un
familiar debido a
cancer hereditario

Imagen 1: Factores que se asocian con mayor impacto psicoldgico de los estudios genéticos.

5. COMUNICACION FAMILIAR

Los resultados de un estudio genético tienen implicaciones personales pero también
familiares. La comunicacion familiar es un proceso complicado y puede crear ansiedad a los
pacientes, especialmente a la hora de decidir a quién deben informar, cémo hacerlo, cuanta
informacion deben dar, entender correctamente la informacion para poder transmitirla,
decidir si contarselo a ninos o no, y qué hacer con los familiares que dicen que prefieren no
saber?.

En sindrome de Lynch se ha descrito que es mas frecuente que las mujeres adopten la
responsabilidad de transmitir la informacién a los familiares. Se ha observado que en
algunas familias el diagndstico genético empeora tensiones familiares previas mientras que
en otras sirve para fortalecer lazos afectivos'.



Aunque no es frecuente encontrar pacientes que se nieguen a informar a sus
familiares, se estima que el 15-20% de los familiares ariesgo no es informado. Se han
identificado 6 factores que influyen en la comunicacién familiar: los sentimientos del
probando en relacidén a la comunicacion familiar, la percepcion sobre la relevancia
de informar sobre los resultados y las posibles reacciones de los familiares, la
proximidad a los familiares (emocional, genética y fisical, la dindmica familiar
(por ejemplo, quien debe informar a quien), encontrar el momento adecuado y la
cantidad de informacién adecuada, y el apoyo de los profesionales?’. Explorar con los
pacientes estos temas permite identificar las barreras especificas de cada familiary
puede ayudar al paciente a sentirse mas empoderado para afrontar la comunicacion
familiar. En algunos casos, una consulta de seguimiento puede ser Gtil para discutir
la comunicacion familiar.

Esta situacion puede ser mas complicada si el estudio genético se realiza fuera de la
unidad de genética o cancer hereditario (estudios genéticos mainstream) puesto que
las implicaciones familiares son secundarias a las del tratamiento. Sin embargo es
importante recordar que todos los resultados de estudios genéticos, tanto positivos
como negativos, tienen implicaciones para el riesgo de los familiares y el modelo de
asesoramiento genético debe garantizar que los pacientes entiendan la importancia
de transmitir estos resultados.

6. OPCIONES REPRODUCTIVAS

La mayoria de los sindromes de cancer hereditario siguen un patron de herencia
autosomico dominante, lo que implica un riesgo del 50% de transmitir la mutacion
a la descendencia. Durante el asesoramiento genético se exploran las preferencias
de las parejas con deseos reproductivos y se explican las distintas opciones
reproductivas. Las posibles opciones son: tener un embarazo natural sin estudio
genético, estudio genético prenatal, estudio genético preimplantacional, donacidn de
gametos y adopcidn. Esto provoca un proceso de toma de decisiones reproductivas
que frecuentemente ha sido descrito por los pacientes como estresante y complicado
emocionalmente.

Durante la toma de decisiones las parejas consideran sus valores personales y las
ventajas y desventajas de las distintas opciones, que pueden ser fisicas, psicoldgicas,
sociales, éticasypracticas. Esfrecuenteelsentimientodeincertidumbreyculpabilidad,
especialmente entre las parejas que optan por un embarazo natural sin estudio
genético, y este puede mantenerse a largo plazo?. Los pacientes encuentran muy
Utiles los aspectos practicos y clinicos del asesoramiento reproductivo, pero indican
que necesitan mas soporte emocional a la hora de tomar decisiones reproductivas?

Es importante tener en cuenta que tanto la informacion como las emociones
son importantes en la toma de decisiones reproductivas. Por ello, la consulta de
asesoramiento genético debe tratar de empoderar a la pareja para que tome una
decisiéninformada. Estose consigue facilitando lainformacidén necesariayexplorando
los sentimientos acerca de transmitir la mutacion y las implicaciones que tendrian
para ellos las ventajas y las desventajas de las distintas opciones reproductivas.



RESUMEN

El asesoramiento genético en cancer hereditario llevado a cabo por un asesor
genético cualificado mejora el conocimiento y la percepcidn de riesgo, aumenta
la sensacién de poder de los pacientesy en algunos casos disminuye la ansiedad
y la preocupacidén por el cancer.

Los pacientes que reciben un resultado positivo de BRCA1/2 o sindrome de
Lynch experimentan un incremento temporal de distress. Este disminuye al
cabo de un anoy no llega a ser clinicamente significativo.

El proceso de toma de decisiones sobre las cirugias reductoras de riesgo es
estresante y emocional. La mayoria de las mujeres no se arrepienten de la decision
que toman, pero los estudios resaltan que durante este proceso es muy importante
aportar toda la informacidn necesaria junto con el apoyo psicosocial adecuado.

Los estudios genéticos con finalidad terapéutica realizados en las unidades
de asesoramiento genético o por el oncélogo tienen gran aceptacién y la
informacion disponible por el momento no sugiere mayor impacto psicolégico.

La incorporacion de los paneles de genes tiene implicaciones para el
asesoramiento genético puesto que existe la posibilidad de hallazgos
secundarios, y aumentan las expectativas, la incertidumbre, y la cantidad y
complejidad de informacidn. Sin embargo, los primeros estudios muestran que
los niveles de distress son comparables con los reportados tras el estudio de
un solo sindrome.

Ademas del resultado del estudio genético hay otros factores que han
demostrado estar asociados con el impacto psicoldgico. Estos factores pueden
ser psicoldgicos, familiares o de personalidad. EL mejor predictor de impacto
psicoldgico tras el estudio genético es tener mayor distress antes del estudio.

La comunicacion familiar es un proceso complicado que puede crear ansiedad
a los pacientes. Es importante explorar las barreras especificas en cada caso
con el paciente para facilitar la comunicacion.

Elproceso de toma de decisiones reproductivas es complicado emocionalmente
y estresante. Los sentimientos de incertidumbre y culpabilidad son frecuentesy
las parejas destacan la utilidad del apoyo psicosocial durante el asesoramiento
genético.
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INTRODUCCION

El cancer de mama (CM] es el céncer mas frecuente en la mujer tanto en paises
industrializados como en vias de desarrollo. En nuestro pais, el riesgo de padecer CM a lo
largo de la vida es aproximadamente un 12% (una de cada 8 mujeres). Esta baja incidencia es
similar a la de otros paises mediterraneos y menor que la de Estados Unidos, Reino Unido'y
paises centroeuropeos, pero aumenta lentamente, probablemente debido al envejecimiento
de la poblacion y a un diagndstico mas precoz. Supone la primera causa de mortalidad
por cancer en mujeres, aunque en Espafa es de las méas bajas (6.000 mujeres al ano) y
sigue descendiendo debido sobre todo a una mejor deteccion precoz y tratamiento. Por otra
parte, en todo el mundo se diagnostican al ano mas de 200.000 casos de cancer de ovario
(COJ, el cancer ginecoldgico con mayor mortalidad, ya que suele diagnosticarse en estadios
avanzados.

Los estudios epidemioldégicos han identificado multiples factores de riesgo tanto genéticos
como hormonales o medioambientales. En el CM destacan especialmente en mujeres
premenopausicas la edad, la densidad mamaria, los antecedentes personales previos y
sobre todo, los antecedentes familiares. El riesgo relativo de CM es superior en gemelas
monocigoticas que en dicigdticas y estudios epidemiolégicos muestran que el riesgo se
duplica en parientes de primer grado de mujeres con CM, mientras que el de CO se triplica
con parientes afectas de esta enfermedad’.



ALELOS DE SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER DE MAMA
y CANCER DE OVARIO

Distintas metodologias han permitido identificar alelos de susceptibilidad al CM y CO en
diversos loci. Segun su frecuencia en la poblacion y el riesgo relativo (RR) que confieren
pueden agruparse en alelos muy infrecuentes de penetrancia alta (RR>5), moderada (de baja
frecuenciay RR=2-4]) o baja (frecuentes en la poblacion y con RR<1,5).

Aproximadamente el 5-10% de todas las pacientes con CM vy el 20% de las pacientes con
CO muestran una predisposicion monogénica. En los afos 90 se identificaron dos genes de
susceptibilidad mayor, BRCATy BRCA2 (BRCAT1/2) La frecuencia poblacional de las variantes
patogénicas (VP) se haestimadoen 1/400-1/800y el riesgo de canceren portadoras es superior
a 10 veces el poblacional. BRCATy BRCAZ son los genes de alta penetrancia asociados a una
mayor proporcion de casos de CM y CO hereditario. Sin embargo, solo un 25% de los casos
con el sindrome de CM/CO hereditario se pueden atribuir a VP en BRCAT/2. Actualmente, se han
asociado al CM o CO familiar mas de 25 genes. Desde un punto de vista molecular, la mayoria
de ellos participan en el mantenimiento del genoma junto a BRCAT/2.

Una parte de los casos de CM no relacionados con BRCA1/2 se asocia a sindromes
infrecuentes debidos a mutaciones en otros genes de alta penetrancia, en los que el CM sélo
es uno de los componentes: TP53 [sindrome de Li-Fraumeni), PTEN (sindrome de Cowden),
STK11 [sindrome de Peutz-Jeghers), CDHT [cancer gastrico hereditario) o BLM (sindrome de
Bloom). Diversos trabajos han demostrado que VP de los genes PALB2 y BRIPT aumentan
considerablemente el riesgo (moderado-alto] de CM o CO, respectivamente. En general, la
mayoria de estos genes presentan frecuencias poblacionales muy bajas y su contribucion al
diagndstico molecular del CM o CO hereditario, aunque es relevante, es porcentualmente
escasa (tabla 1).



Tabla 1. Genes de susceptibilidad al cancer de mama o de ovario

GEN Mama Ovario
BRCAT X
BRCA2 X
TP53
PTEN
STK11
CDH1
PALB2
ATM
CHEK2
BRIP1
RAD51C
RAD51D ?
MLH1

MSH?2

MSHé6

PMS?2

BARD1 X?
FANCM X7
MRET1A ?
NBN X?
RADS0
SLX4
RAD51B
XRCC2
XRCC3

XX X X X X X X X

[

XX X X X X X

Se indican los genes para los que existen evidencias de asociacion a riesgo (X] o indicios publicados (?] y que for-
man parte de los paneles de analisis mas habituales. La lista no es exhaustiva.

Otra categoria de alelos de susceptibilidad, corresponde a los de penetrancia moderada
(RR=2-4), que incluye variantes infrecuentes en ATM y CHEK?2 entre otros. Estas variantes
suponen un 5% del componente genético del riesgo y junto con BRCAT/2 comprenden menos
del30% del riesgo familiar de CM. Los genes de este grupo se seleccionaron como candidatos
por su interaccion con las proteinas BRCA1y BRCAZ o su participacién en las mismas vias
de reparacion del ADN, especialmente los genes FANC, de la via de Anemia de Fanconi (FAJ.
Hasta la fecha se han identificado 21 genes asociados con FA, incluyendo BRCAT (FANCS)
y BRCA2 (FANCDT). Para algunos de ellos, como PALB2 (FANCN), BRIPT (FANCJ) o RAD51C
(FANCO), la asociacion de VP a un aumento de riesgo de CM o CO es indudable, mientras
que solo hay algunas evidencias en otros, como FANCM o SLX4 (FANCP). También se han
estudiado como genes candidatos los paralogos de la familia de RAD5T. A esta familia,
pertenecen RADSTC y RAD51D, con asociaciones confirmadas a un aumento de riesgo de CO
mayoritariamente, y los genes RADS1B, XRCCZ y XRCC3, para los cuales no hay evidencias



claras por ahora (tablal). Otros genes cuyas alteraciones aumentan el riesgo del CO se
asocian al sindrome de Lynch (MLHT, MSH2, MSH6 y PMS?2), y existen datos discrepantes
acerca de estos genesy la predisposicién al CM?.

La lista de candidatos susceptibles de aumentar el riesgo de cancer contiene otros genes
relacionados con la deteccion y reparacién de las lesiones de ADN. Por ejemplo, los genes
MRETT, RAD50y NBN (componentes del complejo MRN, implicado en el mantenimiento de la
integridad del genomal, algunos de los cuales han mostrado alteraciones deletéreas (NBN).
En otros casos, los genes candidatos se han seleccionado porque sus proteinas colaboran
o forman complejos con las de genes ya conocidos. Por ejemplo, BARDT o RAP80, Abraxas,
MERIT40, etc., cuyas proteinas forman multicomplejos con BRCAT. La contribucion de estos
genes al aumento de riesgo esta aun por determinar o descartar. También es posible que la
secuenciacion de exomas o genomas identifique en el futuro nuevos genes de predisposicion,
aunque con frecuencias muy bajas en la poblacion.

La tercera categoria de alelos se ha identificado mediante estudios pangendmicos de
asociacion (GWAS: genome-wide association studies) de grandes cohortes de pacientes e
individuos sanos. Comprende genes o loc/ de susceptibilidad cuyas variantes son frecuentes
en la poblacidn y confieren cada una de ellas un RR<1,5 de CM o CO. Por ahora, se han
descrito algunos centenares de este tipo de alelos.

GENES DE SUSCEPTIBILIDAD CON ALTA PENETRANCIA
BRCA1y BRCA2
Estructuray funcion de BRCA7y BRCA2

El gen BRCAT es un gen de gran tamano localizado en 17g921. Su secuencia de 5.592
nucledtidos, repartidos en 24 exones (dos de los cuales no se traducen), genera una proteina
de 1.863 aminoacidos, que presenta multiples interacciones con otras proteinas y desarrolla
numerosas actividades celulares. El exdn 11 codifica mas del 60% de la proteina, contiene
dos sefales de localizacion nuclear (NLS) y puede fosforilarse en diversos puntos por ATM
y ATR (proteina de ataxia telangiectasia y proteina relacionada con Rad3) tras una lesion en
el ADN.

La proteina BRCAT tiene cuatro dominios principales: RING, P300/CBP, coiled-coily BRCT*. El
dominio RING, situado en su extremo N-terminal constade 109 aminoacidos muy conservados
filogenéticamente y es rico en cisteinas. Mediante este dominio forma un heterodimero
con la proteina BARD1 (BRCAT-associated RING domain 1), adquiere propiedades de E3
ubiquitina ligasay favorece la degradacion de otras proteinas. El dominio P300/CBP regula la
transcripcion al interactuar con los dos cofactores transcripcionales P300 y CBP; El dominio
coiled-coil se une al dominio coiled-coil de la proteina PALB2, que a su vez se une al extremo
N-terminal de BRCA2. Este complejo colabora en la unién de RAD51 al ADN durante su
reparacion por recombinacion homéloga (RHJ; El extremo C-terminal posee dos copias en
tdndem del dominio BRCT (BRCAT C-terminal) con capacidad de unidn a serinas fosforiladas
y a otras proteinas: Abraxas (también conocida como FAM175A, ABRAT o CCDC98), BRIP1
(helicasa carboxilo terminal asociada a BRCAT, también conocida como FANCJ o BACH1]y
CtIP (reguladora de la transcripcion), que corresponden respectivamente a los complejos



A, By C. El complejo A estd involucrado en la reparacion del ADN por RH, y los complejos
By C acttan en los puntos de control G1/Sy G2/M del ciclo celular, respectivamente. Las
secuencias BRCT de BRCA1 pueden ademas activar la transcripcién de ciertos genes. Las
variantes genéticas que afectan a los dominios BRCT de BRCAT interfieren en sus actividades
durante la transcripcion y la reparacion del ADN mediada por RH y suelen asociarse con un
aumento de predisposicion al cancer.

Los tres complejos de BRCA1 desempenan un papel en diferentes etapas en la reparacion de
roturas de doble cadena del ADN (double strand break, DSB). Cuando se dana el ADN BRCA
se localiza en focos inducidos por la lesion, que se marcan por la variante histdnica
yH2AX fosforilada en Ser139 (yH2AX), indicando los lugares de rotura del ADN. La
histona yH2AX es esencial para la reunién de numerosas proteinas de reparacion, como
BRCAT1, el macrocomplejo RAP80 (receptor de Abraxas asociado a proteina-80), ubiqitinas,
la proteina MDC1, CtIP, etc. BRCA1 también interactia con BRCA2 mediante PALB2, durante
la captacién de RADS1 hacia la zona con DSB, y participa ademas en distintas formas de
deteccién, procesamiento y reparacion de roturas del ADN formando parte del complejo
multiproteico BASC (BRCAT-Associated Genome Surveillance Complex), que engloba el
complejo MRN (MRE11, RAD50, NBS1), las proteinas MSH2, MSHé y MLH1 (reparadoras
de apareamientos erréneos), la helicasa BLM del sindrome de Bloom, ATM y factores de
replicacion del ADN. En definitiva, la proteina BRCA1 interactla con muchas otras de genes
supresores de tumores, oncogenes, activadoresyrepresores de la transcripcion, reguladores
del ciclo celular, asi como de deteccion y reparacion de lesiones del ADN, ubiquitinacion de
proteinas, remodelacion de la cromatina, replicacion del ADN, regulacion del centrosoma,
apoptosis, etc., con la finalidad de mantener la estabilidad gendmica.

El gen BRCAZ, localizado en 13qg12, se compone de 11.385 nucledtidos, distribuidos en 27
exones, el primero de los cuales no se traduce. El exon 11 codifica mas de la mitad de la
proteina. La proteina,de 3.418 aminoacidos, alberga residuos fosforilablesy contiene diversos
dominios®. El extremo N-terminal se une a PALB2, que ayuda a la localizacion de RAD51 en
el ADN danado. El exdn 11 contiene ocho repeticiones BRC muy conservadas entre distintas
especies, de 30 a 80 aminoacidos, que se unen a RAD51 y ayudan a regular la formacion de
filamentos helicoidales de RADS1 sobre el ADN monocatenario, para que puedan tener lugar
las reacciones de apareamiento de las cadenas homologas de ADN para su reparacion. El
extremo C-terminal es la parte mas conservada de la proteina. Contiene una region de union
al ADN de unos 800 aminoacidos, en la que se disponen una estructura hélice-giro-hélice y
tres mddulos de unién a oligonucledtidos/oligosacaridos (OB). En el seqgundo dominio OB se
ubica una estructura en forma de torre (TD) de unos 130 aminoé&cidos. Los 0B1, 0B2 y OB3
se unen a ADN de cadena simpley TD a ADN de cadena doble. La region en hélice, 0B1y 0B2
se unen a DSS1, que estabiliza a BRCAZ2, promoviendo la RH, aunque DSS1 participa también
en la reparaciéon del ADN o la degradacién de proteinas. Finalmente, el extremo C-terminal
de BRCAZ2 contiene dos senales de localizacion nuclear y una segunda regién de unidén a
RAD51 (en el exdn 27) muy conservada en vertebrados. BRCA2 presenta ademas dominios
de activacion transcripcional y forma complejos con otras proteinas, como BRAF35 y P/CAF
(con actividad acetiladora de histonas), indicando su posible participacion en la remodelacién
cromatinica y el control del ciclo celular en el punto G2/M.

Las funciones de BRCAZ2 parecen mas limitadas que las de BRCA1. BRCA?2 participa
especificamente en la reparacién del ADN mediante RH y en la progresién del ciclo
celular [citoquinesis y meiosis). Tanto las células humanas como murinas sin BRCA2



funcional muestran espontdneamente inestabilidad gendmica con roturas y aberraciones
cromosdémicas, atribuibles a defectos en la reparacion de roturas de doble cadena.

Expresion de BRCA1y BRCA2 y caracteristicas tumorales

La transcripcion de BRCAT y BRCA2 es maxima en la fase G1 tardia del ciclo celular y
permanece elevada durante la fase S, indicando su participaciéon en la sintesis de ADN.
Las proteinas BRCAT y BRCA2 se expresan en la mayoria de tejidos y células analizados.
Existen varias hipotesis para explicar la especificidad tumoral, restringida al tejido mamario
y ovarico, como la existencia de algun factor de “supervivencia” (hormonas u otros agentes)
especifico en estos tejidos, que permita a las células seguir proliferando a pesar de la
pérdida funcional de dichos genes, que la reparacién del ADN en mama y ovario dependa de
BRCAT1/2, mientras que otros tejidos dispongan de mecanismos compensatorios, o bien que
dichos tejidos experimentan una pérdida de heterocigosidad en BRCA1/2 con mayor rapidez,
provocando defectos en la reparaciéon del ADN.

Los embriones de ratones knock out mueren precozmente por falta de proliferacion celular
y las células no superan el dano producido por radiacion al presentar una reparacion
defectuosa del ADN. En el caso de BrcaZ, se observa hipersusceptibilidad a la radiaciény a
radiomimeéticos. El embridn puede sobrevivir unos dias mas si tampoco expresa TP53, lo que
sugiere que la ausencia de apoptosis debida a p53 permite la acumulacion de alteraciones
durante un cierto tiempo, hasta que son excesivas para la viabilidad celular. En el ser
humano, en las células sin BRCA1/2 funcionales la reparacion por RH es defectuosa y se
emplean mecanismos mas propensos a errores como la unidén de extremos no homologa
(NHEJ), lo que produce inestabilidad cromosdémica y la acumulacién de alteraciones en
otros genes, reguladores directos del ciclo celular. Por ello, BRCAT y BRCAZ se consideran
genes supresores de tumores del tipo caretakers. La frecuente pérdida del alelo sano en los
tumores de mamay ovario de portadoras de VP germinales reafirma esta hipotesis.

Lostumoresde mamadebidosaalteracionesgerminalesen BRCA1/2difieren de los esporadicos
y de los familiares no BRCA1/2 en sus caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas vy
moleculares. La mayoria de tumores BRCAT/2 son carcinomas ductales invasivos. Comparados
con los tumores BRCAZ o esporadicos, los tumores BRCAT se caracterizan por un alto grado
histoldgico e indice mitdtico, infiltracidon linfocitica, margenes continuos expansivos, una
mayor frecuencia de areas necroticas y la proporcién de carcinomas medulares es mas alta.
Los tumores BRCA2 se asocian a una mayor presencia tubular, menores indices mitoticos
y méargenes continuos expansivos. Los tumores de mama no debidos a BRCA1/2 tienden a
presentar grados histoldgicos e indices mitdticos menores que los asociados a BRCA1/2¢.

Los CM asociados a BRCAT son maés frecuentemente triples negativos (ER-, PR- y HER2-]
y de fenotipo basal que los BRCAZ y esporadicos. La expresién de marcadores basales o
mioepiteliales (citoqueratinas 5, 6, 14y 17, EGFR, P-caderina, HIF-1ay caveolina 1) es més
frecuente en tumores BRCAT que en tumores BRCAZ y esporadicos. Los CM por BRCAT
suelen mostrar sobreexpresion de proteinas del ciclo celular (ciclinas A, B1y E) y ausencia
de expresion de genes asociados a ER (Bcl2 y ciclina D1), mientras que en los tumores
BRCA2 es mas frecuente la expresion citoplasmatica de RADS1 respecto a la nuclear.

Ambos genes no suelen presentar variantes patogénicas en tumores esporadicos de mama,
pero el silenciamiento de BRCAT por la metilacion del promotor se ha descrito en un 10-
30% de los CM esporadicos, asociada a un alto grado histoldgico, tipo medular y ausencia



de ER y PR, todas ellas caracteristicas propias de tumores BRCAT y esporadicos basales.
Sin embargo, estudios recientes indican que los tumores relacionados con BRCAT estan
causados por la transformacion de las células progenitoras luminales mutadas, capaces
de realizar una conversion a células progenitoras de tipo basal y a otros tipos celulares del
epitelio mamario, incluidas células stem.

La alteracion de la via de BRCAZ podria producirse a través del gen EMSY, cuya amplificacion
de ha descrito en menos del 20% de los CM y CO esporadicos. Aunque actualmente se
desconoce su relevancia bioldgica, podria simular los efectos de la inactivacion de BRCAZ.

En cuanto a los tumores de ovario, en general, los asociados a BRCAT/2 suelen ser de tipo
seroso de alto grado (HGSCJ, aunque, se han descrito VP en BRCAT/2 en linea germinal en
otros tipos con menor frecuencia. Los tumores BRCA1/2 suelen presentar un grado alto,
menor diferenciacién, indice mitdtico alto, atipia nuclear e infiltracidn linfocitica, y una mayor
frecuencia de un patrén de crecimiento pseudoendometrioide y transicional, a diferencia del
tradicional papilar/glandular observado en los HGSC sin alteraciones en BRCAT1/2°.

Variantes patogénicas (VP) en BRCA1y BRCA2

La prevalencia y variedad de las VP en linea germinal en BRCAT y BRCAZ se conoce en
determinadas poblaciones, la mayoria de Europa y América del Norte, a partir de diversos
estudios y de la base de datos ExAC (Exome Aggregacién Consortium)’. El consorcio CIMBA
(Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2) ha reunido datos de unas treinta mil
familias con aproximadamente 1.700 VP distintas en cada gen, observando variaciones en
el tipo y la frecuencia de las variantes segun la region geografica y etnia, en algunos casos
muy significativas, que pueden reflejar la existencia de mutaciones fundadoras en grupos
étnicos especificos. Por ejemplo, el 2% de poblacién judia asquenazi es portadora de una
de las variantes c.68_69delAG (187delAG] y ¢.5266dupC (5385insC) en BRCAT o c.5946delT
(6174delT) en BRCA2. La variante c.68_69delAG también se ha descrito en poblaciones
judias no asquenazis, indicando un origen mas antiguo, y es una de las VP recurrentes en
poblacion espanola. Otras VP frecuentes en familias espafiolas son c.124delA, c.211A>G (en
poblacién gallegal, ¢.3331_3334del4, ¢.3770_3771del2 y c.5123C>A (p.Ala1708Glu) en BRCAT
y €.2808_2811del4, c.3264dupT, c.5146_5149deld, c.6275_6276del2 y ¢.9026_9030deld en
BRCAZ2. Por ahora se han descrito en el pais mas de un centenar de mutaciones distintas
para cada gen.

La mayoria de las VP en ambos genes consiste en pequenas inserciones o deleciones que
provocan un cambio en el marco de lectura (frameshift) de la secuencia de ADN dando lugar
a la aparicion de un coddn de parada prematuro. También se han descrito sustituciones que
originan directamente codones de parada (nonsense]. Ambos tipos de alteraciones generan
presuntamente proteinas no funcionales o bien la degradacién de los mARN alterados. En
ocasiones, variantes generalmente localizadas en los lugares de corte y empalme de exones
alteran el proceso de eliminacién de intrones (splicing), causando la pérdida completa o
parcial de exones o la insercidén de secuencias intronicas en el transcrito generado. Para
interpretar su significado clinico y distinguirlas de transcritos alternativos naturales,
debe analizarse el ARNm. Los estudios de ARN realizados en diversos tejidos sanos para
conocer las isoformas o transcritos alternativos procedentes de alelos normales de BRCA1/2
mostraron mas de 60 eventos naturales de splicing alternativo en BRCAT y mas de 30 en
BRCAZ®. Los transcritos alternativos podian presentarse en proporciones variables respecto
al transcrito salvaje completo, en multiples combinaciones posibles. El conocimiento de



las isoformas naturales de ambos genes es crucial para la interpretacion de la potencial
patogenicidad de las variantes asociadas a splicing. Finalmente, también se han identificado
con baja frecuencia grandes deleciones o duplicaciones, que abarcan uno o mas exones del
gen. Ademas de las variantes claramente deletéreas, se identifican numerosas variantes
de significado desconocido, mayoritariamente missense, y multiples variantes inocuas,
frecuentes en la poblacion.

En los dos genes las VP se distribuyen a lo largo de toda su secuencia y los riesgos de CM
y CO pueden variar ligeramente segun el tipo y la ubicacién. El estudio de méas de 31.000
mujeres portadoras de VP en BRCAT1/2 [un 60% de ellas con CM/CQ), identificé en ambos
genes varias zonas asociadas a riesgos diferentes (Cancer Cluster Region) de CMy CO (BCCRYy
OCCR, respectivamente)’. Las VP que causan nmRNAdecay (NMD] se asociaron con mayores
riesgos de CM o CO y una edad mas temprana de diagndstico de CM.

Los estudios en familias espanolas muestran la identificacion de VP en un 20-25% de
ellas, consideradas globalmente. Los porcentajes mas altos corresponden a familias con
3 0 més casos de CM y CO y son menores en familias sélo con CM (10-15%) o mujeres
jovenes con CM sin antecedentes familiares (<5%). La presencia de CO es un indicador de
mayor probabilidad de alteracion en BRCAT. Mas de la mitad de familias con CM masculino
presenta alteraciones en BRCAZ.

Las estimaciones de riesgo de cancer asociado a BRCATy BRCAZ varian segun la poblacion
estudiada'. Para BRCAT, el riesgo estimado de CM es 57-65% y de CO 20-50%. Para BRCAZ,
el riesgo de CM es 35-57% y de CO 5-23%. En poblacién espanola se han obtenido resultados
semejantes 0 algo menores. Para los hombres con mutaciones en BRCAZ el riesgo absoluto
de CM se estimd enun 6% a los 70 anos, unas 100 veces superior al de la poblacion masculina
general. BRCAT también se asocia a un riesgo moderado de otros tipos de cancer (pancreas,
Utero y prostata en hombres menores de 65 afios). Para BRCA2, el riesgo relativo de cancer
de prdstata se ha estimado en 7,3 veces en menores de 65 anos. Se ha observado también
un ligero aumento de cancer de vesicula biliar, padncreas, estémago y melanoma.

La mayoria de portadores de VP en BRCAT o BRCA2 han heredado una Unica alteracion
(en heterocigosis). En poblaciones con un alto grado de endogamia se han identificado
portadoras de VP en ambos genes, que presentan CM/CO con mayor frecuencia que
portadoras hererozigotas y una menor edad al diagndstico. Se han identificado algunos
individuos portadores de VP bialélicas en BRCAZ afectados de anemia de Fanconi o tumor
de Wilms y muy escasos pacientes bialélicos para BRCAT, con una de las VP hipomdrfica
(manteniendo parte de la capacidad de reparacion del ADNJ, con un riesgo muy alto de CM o

CO de aparicion temprana y caracteristicas asociadas a la anemia de Fanconi.

La edad al diagndstico y tipo de cancer pueden manifestarse de forma muy heterogénea
entre portadoras, incluso en una misma familia. Estas diferencias son debidas a efectos
modificadores inherentes al tipo y localizacion de las VP y a variantes de otros genes, asi
como a factores ambientales y hormonales. Se han observado diferencias generacionales en
las portadoras de VP en BRCAT, con mayores riesgos de cancer en las mujeres nacidas mas
recientemente, atribuibles probablemente a cambios en el estilo de vida.

El anélisis de BRCA1/2 en tumores de ovario tiene un interés clinico creciente ya que las
pacientes con VP tanto germinales como somaticas pueden beneficiarse del tratamiento con
inhibidores de poli ADP ribosa polimerasa [PARP). Se han detectado VP somaticas hasta en



el 7% de los tumores de ovario (aproximadamente un tercio de todas las pacientes con VP en
BRCA1/2). El anélisis de ADN tumoral es ventajoso ya que en él se pueden detectar variantes
germinales y somaticas a la vez, pero las muestras suelen estar fijadas y parafinadas
causando danos en el ADN y artefactos. Ademas, una baja proporcion de células neoplasicas
respecto a las sanas en el tumor puede producir falsos negativos. Por lo tanto, el analisis en
tumor no se ha generalizado auny requiere la utilizacion de secuenciacion masiva y métodos
optimizados.

TP53

La proteina p53 desempena un gran numero de funciones celulares y es esencial en
el control del ciclo celular, retrasando su progresién o propiciando la apoptosis. Las VP
heredadas en linea germinal son infrecuentes y causan el sindrome de Li-Fraumeni (LF),
caracterizado por tumores a corta edad (sarcoma, glioma, carcinoma adrenocortical, etc.)
y CM en mujeres jovenes. Las VP en TP53 confieren un riesgo de 18 a 60 veces mayor al
poblacional en mujeres de menos de 45 anos de edad3. La probabilidad de detectar una VP
en mujeres jovenes oscila entre 5y 8% segun la serie, y se recomienda el analisis de TP53
en mujeres con CM menores de 36 afios y sin alteracion en BRCA1/2, con o sin antecedentes
familiares. Los CM en LF suelen presentarse avanzados (>5 cm, ganglios axilares positivos),
y en su mayoria con receptores HER2/neu positivos.

CDH1

El gen CDHT genera la proteina E-cadherina, una glicoproteina transmembrana del tejido
epitelial,responsabledelaadhesidnintercelularydesuprimirlainvasidoncelular. Laalteracion
de E-cadherina aumenta la motilidad celulary la capacidad metastasica tumoral. Las VP en
la linea germinal de CDH1 son responsables del cadncer gastrico difuso hereditario. Aunque
su asociacion con el CM familiar es extremadamente baja, se han detectado variantes de
CDHTen mujeres con CM lobulillar (CML]) sin antecedentes familiares de carcinoma géstrico.
En una revision bibliografica de CML sin cancer gastrico, se observd una alta frecuencia de
CM familiar y CM bilateral en las probandos y variantes deletéreas en diferentes dominios
del gen CDHT, lo que ha llevado a recomendar su analisis en linea germinal ante la presencia
de CML™.

PTEN

El gen PTEN genera una proteina fosfatasa lipidica y regula la via de la fosfatidilinositol
3-quinasa. La pérdida de su funcién causa una mayor proliferaciéon celular y supervivencia.
Las VP somaticas en PTEN se encuentran en mdultiples tumores (mama, endometrio vy
melanomal y en linea germinal causan el sindrome de Cowden (SC). En el SC aumentan
los riesgos de CM, endometrio, tiroides, colon y renales en mujeres, normalmente en edad
adulta, aunque pueden reconocerse en la infancia algunas otras caracteristicas fenotipicas
asociadas, como lesiones mucocutaneas (queratosis acral y papulas papilomatosas),
y aumenta el riesgo de enfermedad mamaria benigna. Aunque el SC es responsable de
<1% de los CM, esta es la neoplasia asociada mas comun. Las mujeres afectadas tienen un
riesgo de CM que alcanza el 50%, con una edad mas temprana al diagndstico (36-46 afios)®.



La frecuencia de enfermedad multifocal y bilateral es mayor, pero la patologia en general
es similar a la del CM esporéadico, con predominio de receptores hormonales positivos. La
frecuencia de deteccion de VP es muy variable (11-80%], y las alteraciones pueden estar
ubicadas en el propio gen o en su promotor.

SKT11

El gen SKTT1 codifica para una serina-treonina quinasa. Participa en las uniones de
membranas celulares y apoptosis y regula negativamente la via mTOR. Las VP en la linea
germinal causan el sindrome de Peutz-Jeghers (PJS), caracterizado por multiples pélipos
hamartomatosos gastrointestinales, y pigmentaciones mucocutaneas en labios, mucosa
bucaly dedos, y aumentan el riesgo de cancer colorrectal, de intestino delgado, pancreatico,
gastrico y ovarico, ademas de CM (hasta un 50%), que puede aparecer de forma temprana. El
CM suele tener una histologia similar a la de la poblacion general. Las VP en linea germinal
se detectan en un 70-80% de los pacientes con PJS®y su contribucion al CM es escasa.

GENES DE SUSCEPTIBILIDAD CON PENETRANCIA MODERADA
ATM

Elgen ATM se localiza en 11922-23y consta de 66 exones. La proteina ATM, una PI3K-serina/treonina
quinasa, es esencial para el inicio de la respuesta celular frente a roturas de doble cadena de ADN
(double strand break DSB), inducidas por radiacion ionizante, quimioterapia, estrés oxidativo o eventos
fisioldgicos como las recombinaciones meidticas o reordenamiento de genes de anticuerpos en
células B. Tras una lesion en el ADN, ATM fosforila numerosos sustratos, que a su vez fosforilan a
BRCA1y RAD51 (reparacion del ADNJ, pb3 (apoptosis) y CHEK1 y CHEK?2 (control del ciclo celular),
especialmente en fases G1-S, Sy G2-M. La reparacion de las DSB implica una amplia red de senales
con proteinas sensoras, transductoras y efectoras, como el complejo MRE11-RAD50-NBS1T (MRN],
que une ATM en los lugares de DSB, 53BP1 (proteina de unién a pb3) y BRCAT.

Los portadores en homocigosis de alteraciones de ATM padecen ataxia telangiectasia, un sindrome
autosomico recesivo caracterizado por ataxia cerebelosa, telangiectasias oculocutaneas,
inmunodeficiencia, hipersensibilidad a la radiacion ionizante, inestabilidad gendmica y un mayor
riesgo de linfomas, leucemia y otros tipos de cancer, como el CM, con un RR de 6,8 respecto a
controles.

Seestima que el0,5-1% de la poblacidén general es heterocigotay que el 3-8% de todos los CM podria
ser atribuible a ATM', especialmente los casos familiares. Estudios epidemioldgicos evaluaron en
mujeres heterocigotas un riesgo de CM del 30% a los 70 anos de edad y un RR de 2 a 4, ademas
de un mayor riesgo de cancer de pancreas, estomago, vejiga, ovario y leucemia linfocitica crénica.
En conjunto, los datos atribuyen un papel de ATM en la predisposicion al CM, especialmente en
pacientes jovenes con enfermedad familiar o bilateral, aunque moderado. No obstante, la frecuencia
de variantes germinales de ATM concretas y su asociacién a riesgo de distintos tipos de cancer es
muy dispar segun el estudio, como demuestra el alto riesgo de la variante ¢.7271T7>G calculado en un
estudio con el array de iCOGS (illumina-Collaborative Oncological Gene-Environment Study ) en méas de
42.000 mujeres con CMy otros tantos controles. En poblacion espanola el analisis de 392 familias con
CM/CQO sin alteraciones en BRCA1/2 revelé una prevalencia de 1,78% de VP en ATM, que aumentaba
a 1,94% entre las familias solo con CM™3,



CHEK2

El gen CHEKZ se localiza en 22912.1 y consta de 14 exones. Tras lesiones en el ADN ATM
fosforila a CHEKZ causando su dimerizacion y su actividad como quinasa. CHEK? fosforila a
otras proteinas, como BRCA1, BRCA2, p53, la fosfatasa CDC25C y otras quinasas o factores
de transcripcidn, relacionadas con el mantenimiento del genoma y el control de la entrada
en mitosis o la apoptosis.

Inicialmente, se identifico el alelo ¢.1100delC en familias con CM, sin buena cosegregacion
con la enfermedad, y también en controles, pero su frecuencia es mayor en los individuos
afectos. En el norte de Europa la frecuencia alélica de c.1100delC en poblacién sana es del
1%, de 1,5 a 3 veces mayor en pacientes con CM no seleccionados y del 5% en familias con
CM (4,9-11,4% segun el nimero de casos de CMJ" En poblacién espafola se han descrito
algunas familias portadoras.

Se ha estimado que ¢.1100delC causa aproximadamente la duplicacién del riesgo de CM,
que aparece mas precozmente, y de CM contralateral. Al tratarse de una variante comun
asociada a un aumento moderado del riesgo, puede causar una contribucion significativa a
las agregaciones familiares de CM (el 1% de todos los CM y el 9% de los CM masculinos).
Un estudio reciente de 86.975 individuos de poblacion general danesa, demostrd también
la asociacién de c.1100delC germinal con otros tipos de cancer™. El riesgo de CM para
portadoras doblaba el de no portadoras y fue también superior para el cdncer de estdémago,
rinén, sarcoma y prostata, aunque los intervalos de confianza eran amplios.

Ademas de ¢.1100delC, se han identificado otras variantes del gen, como la p.Ile157Thr. El
cambio [157T altera la homodimerizacion de CHEK2 y disminuye su actividad. Segun algunos
autores, podria estar asociada con la susceptibilidad al CM, rindn o colon aunque con menor
frecuencia, y aumentar el riesgo de CM en portadoras de otra variante deletérea en CHEK?.

PALB2

Elgen PALB2(Partnerand localizer of BRCAZ), ubicado en 16p12, tiene 13 exonesy 1.186 aminoacidos.
La proteina contiene un motivo conservado coiled-coil en su region N-terminal. Esta estructura es
responsable de mediar su homodimerizacion y su union a BRCA1. PALB?2 presenta ademas dos
regionesdeunional ADNyunaregiéndeasociacionde cromatina[CHAM] conservada evolutivamente
en su regién central. En su region C-terminal, PALBZ2 posee un dominio WD40, caracterizado como
una hélice compuesta de siete repeticiones de 40 a 60 aminoacidos, que contiene una senal de
exportacion nuclear (NES). A través del dominio WD40, PALB? interactta con RAD51y con BRCA2.
Por lo tanto, PALB2 actia mediando interacciones proteicas y esta implicada en la localizacion
nucleary la estabilidad de BRCA? y algunas de sus funciones en la recombinacion homdloga y en
la reparacion de lesiones de la doble cadena de ADN.

PALB?2 se definié como un gen de la anemia de Fanconi (subtipo FANCN), ademas de ser un gen de
susceptibilidad al CM. El estudio inicial de PALBZ en un millar de casos de CM familiar y controles
identificé un aumento de riesgo de CM asociado a VP (RR=2,3, mayor para mujeres jovenes). Otros
estudios en poblacién finlandesa estimaron un aumento de 2 a 4 veces para las portadoras. En
estudios posteriores, se observd que las VP de PALBZ contribuyen a un riesgo 2-30 veces mayor de
incidencia de CM, dependiendo de la VP y la poblacion analizada, asi como a la predisposicion
al CM en hombres'®.



La frecuencia de VP de PALBZ es variable en pacientes con CM segun la poblacién: alrededor
de 0,9% para cohortes de CM no seleccionadas, y superior en los casos de CM familiar,
llegando al 4,8% en poblacion finlandesa, debido a la VP fundadora c.1592delT. Se han
observado VP en 0.2-0.6% de las mujeres con CO, en trompas de Falopio y cancer peritoneal
en diversas series, pero no en todas, y asociacion de VP de PALBZ con cancer de pancreas en
algunas cohortes estudiadas. También se encontraron variantes potencialmente patogénicas
en pacientes con cancer gastrico, de prostata y colorrectal, aunque los datos son escasos.

Las VP germinales de PALBZ se asocian a tumores mamarios con fenotipo agresivo, con un
mayor grado tumoraly marcador Ki-67 de proliferaciony casi el 40% de los CM muestran un
fenotipo triple negativo.

RAD51C

RAD51C es un gen paralogo de la familia RAD5T (al que pertenecen RAD51B, RAD51C, RADS1D,
XRCC2y XRCC3) y estd involucrado en la reparacion del ADN por RH. La proteina se acumula en
los lugares de lesion del ADN junto con RAD51, actida en algunas fases del proceso de reparacion
y participa ademas en la activacion de CHEKZ2 y en el paro del ciclo celular como respuesta al
dano en el ADN. Por lo tanto, RADS1C contribuye a preservar la integridad del genoma.

El estudio inicial de RAD5TC en un millar de familias alemanas con CM/CO y controles
identifico seis VP, todas en el subgrupo de familias con casos de CO. Estudios posteriores
han encontrado frecuencias variables (0,4-2,9%) en familias con CO y no hay indicios de
asociacién con CM. Enun estudio de un millar de familias del Reino Unido con CO la frecuencia
de VP fue 0,79% y mayor en familias con multiples CO (1,3-3%]). La penetrancia se estimd en
un RR=5,9 (2,9-12) para CO, con un riesgo acumulado del 9% a los 80 anos, correspondiente
a un gen de penetrancia moderada. En series de pacientes con CO no seleccionados por
historia familiar las frecuencias fueron 0,4-1,1%"". Las VP de RAD51C en familias solo con
CM son extremadamente raras. En las poblaciones finlandesa y sueca se conocen posibles
VP fundadoras asociadas a casos de CO familiar o no seleccionados. Las familias con VP
de RAD51C pueden presentar ademas una gran variedad de tumores en distintos 4rganos,
pero no se han realizado estudios de casos y controles. En las portadoras la edad media de
diagndstico del CO es aproximadamente de 60 anos (42-81 afios), mayor que para BRCATy
similar a la poblacional. Los tumores de ovario son casi siempre adenocarcinomas serosos
de alto grado, el subtipo histoldgico mas comun tanto esporadico como hereditario.

RADS51D

La proteina codificada por RAD57D (328 aminoéacidos en 10 exones) es un miembro de la familia
de proteinas RAD51, un elemento clave en la RH. Su actividad parece estar estrictamente
regulada por un numero de cofactores codificados por los paralogos de la familia RADST.
RAD51D forma un complejo con RAD51B, RAD51C y XRCC2 (complejo BCDX2), responsable
de la atraccién o estabilizacion de RAD51 a sitios danados del ADN. Ademas, RAD51D
participa en la proteccion de los telémeros, contra su desgaste y la fusion cromosdémica.

La identificacion de VP en RAD51C en familias con CM y CO estimuld el estudio de RADSTD
en la susceptibilidad al cancer®. RAD5TD se identificd principalmente como un gen de
susceptibilidad en un estudio de un millar de familias britanicas con CM/CO y de controles



asociandose con un aumento de riesgo de CO (RR=6,3). No se encontraron VP en individuos
solo con historia de CM familiar. Esta asociacion al CO se ha confirmado en estudios
posteriores. En poblacién espariola, el anélisis de 713 pacientes con cancer familiar (491
con CM/CO, 171 con CM, 51 con COJ y 129 con CM/CO sin antecedentes, identificd VP en
cuatro familias con un caso de CO', aunque una de las alteraciones cosegregaba con CM,
sugiriendo un aumento potencial del riesgo de CM.

RAD51B, XRCC2 y XRCC3

Recientemente algunos estudios analizaron la existencia de VP monoalélicas en linea
germinal en los otros parélogos de RAD5T (RAD51B, XRCC2y XRCC3), implicados en la misma
via de reparacion del ADN y en la aparicién de diversos tipos de AF cuando se presentan
de forma bialélica. Se han descrito variantes deletéreas en RADSTB en linea germinal en
algunos casos de CM y CO, y las variantes missense raras son mas frecuentes en casos
que en controles, lo que sugiere que una proporcion de estas variantes es deletérea. No
obstante, es poco probable que RAD5TB contribuya al riesgo de CO. También se han descrito
variantes deletéreas en XRCCZ en casos familiares de CM, pero estudios poblacionales no
han confirmado la asociacidén con el riesgo de CM. En un estudio reciente, el anélisis de
2.649 pacientes con CM/CO identificé 21 variantes deletéreas en 30 pacientes (15 en casos
de CM y 15 en casos con al menos un COJ: 12 en RAD51C, 7 en RAD51D, 4 en RAD51B, 2 en
XRCC2y 5 en XRCC3. Este estudio demuestra la posibilidad de hallar variantes en pacientes
con CM o CO en todos los genes, pero dada su baja frecuencia se necesitan mas estudios
para estimar correctamente el riesgo asociado®.

BRIP1

El gen BRIP] tiene 20 exones. La proteina BRIP1 (BRCAT-interacting protein 1), de 1.249
aminoacidos, también conocida como BACH1 o FANCJ de la anemia de Fanconi, se identifico
inicialmente por suinteraccién fisica con BRCA1 a través de BRCT y tiene una gran homologia
con otras helicasas RecQ. Esta implicada en muchos procesos, en especial la replicacién del
ADN vy su reparacién por RH. Al unirse al ADN durante la replicacion evita que se pliegue
sobre si mismo para formar estructuras secundarias y lo mantiene desenrollado para que
pueda actuar la polimerasa. Las células sin BRIP1 son sensibles a radiacidn ionizante y
agentes que generan enlaces cruzados (cross-link) en el ADN y son deficientes en RH.

BRIPT se describi¢ inicialmente como un gen de moderado riesgo para el CM en diversos
estudios con casos de CM familiar y controles. En una serie de mas de 28.000 pacientes
con CM precoz o antecedentes familiares se aprecié un aumento de riesgo de (OR= 1,63],
especialmente entre las mujeres con CM triple negativo. Sin embargo, analisis posteriores
en cohortes de CMy controles no revelaron ninguna asociacion, por lo que el papel de BRIPT
en la predisposicion al CM sigue siendo conflictivo. El estudio reciente de 6.341 pacientes
alemanas con CM, 706 con CO y controles sugirié que la prevalencia de VP de BRIPT en CM
familiar podria ser debida a la concurrencia de CO en estas familias®. En este estudio se
detectaron 18 portadoras (2,55%) entre los casos de CO, una frecuencia muy superior a la
de los controles y la poblacional (0,14%), estimdndose una OR de 19,17. Por lo tanto, BRIP1
parece ser un gen de alto riesgo para CO seroso de alto grado de inicio tardio, ya que el
promedio de edad al diagndstico fue de 61 anos, algo mayor que para las pacientes con CO



familiar, con un riesgo acumulado de CO a los 80 anos de 5,8%. En el subgrupo de pacientes
con CM la OR fue de 1,85 (1,06-3,26), pero no se observd asociacion entre BRIPTy CM familiar
sin coexistencia de CO. En este estudio, con pacientes con CO familiar, la prevalencia de
BRIPT fue mas alta que entre pacientes con CO no seleccionados, con frecuencias de VP de
0,7-1,20%.

BARD1

La proteina BARD1 (BRCAT-associated RING domain protein 1), generada por el gen BARDT,
contiene 777 aminoacidosy un dominio RING (amino&cidos 46-90), tres repeticiones anquirina
(aa 420-555) y dos dominios BRCT en tandem (aa 568-777). BARD1 y BRCAT forman un
heterodimero a través de sus dominios N-terminales RING, esencial para la estabilidad de
BRCA1 y para la rapida reubicacion de BRCA1 a sitios danados de ADN. El heterodimero
actla como una ubiqiitina ligasa E3 de la ARN polimerasa Il, impidiendo la transcripcidn
del ADN danado y restaurando la estabilidad genética. Se han descrito variantes germinales
deletéreas asociadas a CM, CO y cancer de Utero. En una reciente gran serie de casos y
controles, se encontrd una mayor frecuencia de estas variantes en mujeres con CO?,
pero algunas pacientes también eran portadoras de VP en BRCAT. El papel de BARDT en
CM tampoco esta claro, ya que se han identificado variantes deletéreas en individuos con
sospecha de CM hereditario, pero sin demostrarse un aumento claro del riesgo de CM.

FANCM

La anemia de Fanconi (FA) es una rara enfermedad hereditaria y recesiva que afecta a uno de
cada 100.000 nacimientos. Los pacientes con FA presentan numerosas caracteristicas clinicas
con penetrancia incompleta, entre las cuales destacan defectos congénitos, fallo de médula dsea,
sensibilidad a agentes que causan enlaces cruzados en el ADN y susceptibilidad al cancer.
Hasta la fecha se han descrito 21 genes asociados con FA. Las proteinas de los genes A, B, C,
E, F, G, Ly M forman un complejo con actividad E3 ubiquitina ligasa que, junto con la conjugasa
FANCT, ubigtitinan a FANCD2 y el dimero FANCI (complejo I/D). Cualquier alteracién en las
proteinas del complejo inicial (genes upstream) anula este proceso. Las alteraciones en los
genes FA restantes (downstream) no impiden la monoubiqitinacion del complejo I/D a pesar de
causar también un fenotipo FA o similar por mutaciones bialélicas. Entre los componentes de FA
downstream, BRCA2/FANCD1, BRCA1/FANCS, BRIP1/FANCJ, PALBZ2/FANCN y RAD51C/FANCO son
genes de predisposicion al CM y CO familiar en portadoras monoalélicas.

FANCM no es esencial para la formacion de focos RAD51 y la RH, y su papel en la etiologia
de la enfermedad FA ha sido discutido, pero es fundamental en el proceso de replicacion de
ADN vy las variantes deletéreas monoalélicas de FANCM estan asociadas con susceptibilidad
al CM, como se observo en recientes estudios de casos y controles de poblacion finlandesa,
particularmente en casos de CM familiares (OR= 2,11] y triples negativos [OR= 3,56). La VP
c.5791C>T se detectd en una gran serie de 8.635 casos familiares de CM y 6.625 controles
de diferentes poblaciones. La asociacién al riesgo de CM (OR=3,93;IC95%1,28-12,11)% se
confirmd posteriormente. Por otra parte, se han descrito individuos homocigotos para la
pérdida de funcion de FANCM con CM vy sin caracteristicas clinicas de FA, indicando que

FANCM no es un gen FA candnico, pero si de predisposicion a CM.



GENES DE REPARACION MMR [mismatch-repair)

Los genes MLHT, MSH2, MSHé6 y PMS2 codifican proteinas del sistema de reparacion de
malapareamientos de ADN (mismatch repair, MMR) surgidos durante la replicacion del ADN.
Las VP en linea germinal en los genes MMR causan el sindrome de Lynch, caracterizado por
un aumento de riesgo de cancer colorrectal, de endometrio, estobmago y ovario, a edades
menores que en la poblacion general. Existe un debate sobre si el CM forma parte del
sindrome de Lynch ya que estudios retrospectivos proporcionan datos contradictorios.

MRE11, RAD50 y NBS1

El complejo MRN, compuesto por las proteinas MRE11, RAD50 y NBST1, participa en la
deteccién y reparacion de lesiones del ADN y en las funciones de control del ciclo celular e
interactia con BRCAT1, formando focos nucleares tras irradiacion. Esta relacidn sugiere que
mutaciones germinales en MRETT, RAD50y NBST podrian aumentar la susceptibilidad al CM.

RADS0 genera una proteina de reparacion de roturas dobles de ADN sumamente conservada. En
RAD50 se detecto, ademas de variantes de significado incierto, la variante c.687delT en dos de las
151 familias finlandesas con CM estudiadas (1,3%) y en poblacion control (0,6%), lo que sugiere
un efecto patogénico de penetrancia moderada. Posteriormente, se confirm¢ el alelo c.687delT
relativamente comun en Finlandia, aunque se le atribuyd un escaso papel en la predisposicidn
al CM, y alteraciones de MRETT en familias con CM cuyos tumores habian mostrado pérdida o
reduccion de expresion de las tres proteinas MRN. Un estudio reciente de un gran ndmero de
casos de CM precoz confirmd que variantes missense raras y truncantes de los genes MRN,
considerados conjuntamente, confieren un riesgo 2-3 veces mayor de CM%. Los datos actuales
sugieren una escasa contribucion de estos genes a la predisposicion familiar de CM, aunque
no es improbable la deteccién de nuevas variantes. Cabe anadir que no hay apenas datos de
posibles reestructuraciones gendémicas o de analisis funcionales de variantes de significado
incierto. Tampoco se conocen las frecuencias en otras poblaciones, entre ellas la espanola.

El gen NBST (o NBN), ubicado en 8qg21.3, abarca mas de 50 kb de ADN gendmico, consta de
16 exones y se traduce a la proteina nibrina. Las mutaciones en NBST causan el sindrome
autosémico recesivo de Nijmegen (Nijmegen breakage syndrome), consistente en microcefalia,
retraso del crecimiento, inmunodeficiencia, inestabilidad cromosdmica y predisposicién al
cancer. En poblacion eslava méas del 90% de los pacientes con el sindrome presentan la
delecion c.657del5. Su frecuencia en personas de origen polaco es del 0,3% (3,75% de las
familias con CM), las portadoras heterocigotas poseen el triple de riesgo de CM y los tumores
presentan pérdida alélica, concordando con una funcion supresora de tumores del gen. En
poblaciones no eslavas, la frecuencia de c.675delb es mucho mas baja. Se han identificado
otras variantes, pero no se conoce bien su asociacion a riesgo.

ALELOS DE PREDISPOSICION DE BAJA PENETRANCIA

Las VP en genes de susceptibilidad de penetrancia alta y moderada, como BRCAT, BRCAZ,
PALB2, ATM y CHEKZ se han identificado en el 5% de los casos de CM en la poblacion general
y solo en el 30-40% de los casos asociados con antecedentes familiares de CM. Durante la
Ultima década, el analisis de variantes de frecuencia poblacional alta mediante estudios de
asociacion de genoma completo (GWAS) ha identificado 182 loci de susceptibilidad al CM y



35 de CO, que supondrian respectivamente hasta un 18% y un 6% del riesgo en la poblacion
general®. Individualmente, las variantes comunes tienen efectos bastante pequenos y pueden
no ser Utiles para evaluar el riesgo de cancer, pero el efecto combinado, estimado en un valor
de riesgo poligénico (polygenic risk score, PRS), ha demostrado capacidad para mejorar las
estimaciones de riesgo en mujeres de la poblacidon general. Los PRS también se han disenado
para estratificar o personalizarelriesgo de CM en mujeres convariantes patogénicas en BRCAT,
BRCA2y CHEK2 (c.1100delC) y se seguiran desarrollando para otros genes, como PALB2y ATM.
Se han realizado también estimaciones de PRS para el riesgo de CM en general, asi como
ER-negativo y ER-positivo. ELaumento o disminucién de la estimacion de riesgo en portadoras
respecto a la portadora promedio puede conducir a cambios en las decisiones clinicas,
incluyendo tratamientos farmacoldgicos o quirdrgicos, asi como decisiones reproductivas.

ANALISIS MEDIANTE PANELES MULTIGENICOS

Hoy en dia, la capacidad de detectar multiples alteraciones germinales y somaticas en un
corto periodo de tiempoy con un coste razonable ha mejorado enormemente con las técnicas
de secuenciacion masiva, que han reemplazado en gran medida la secuenciacion capilar.
Un ndmero creciente de empresas y laboratorios ofrecen el analisis de la predisposicion al
cancer mediante paneles que abarcan desde unos pocos genes a mas de un centenar. En
todos los casos, debe verificarse su validez analitica y clinica, asi como su utilidad clinica,
para guiar la toma de decisiones pory para el paciente, ademas de sus implicaciones éticas,
legales y sociales. El uso de grandes paneles multigénicos disenados para una enfermedad
concreta es un enfoque mas eficiente tanto econdmica como clinicamente, puesto que
permite el analisis simultaneo de multiples genes relacionados con la enfermedad y una
evaluacion de riesgos mas completa.

Numerosos estudios han evaluado el rendimiento de los paneles CM/CO. En general,
los genes de CM de “alto riesgo” representan el 20-25% de CM familiar, los genes de
riesgo “intermedios” explican otro 5% y los de “bajo riesgo” afiaden acumulativamente un
14% adicional del riesgo familiar. En diversas series publicadas de pacientes con CM/CO,
se identificaron variantes deletéreas en genes distintos de BRCAT/2 en porcentajes que
oscilan entre 3-11%, dependiendo de los criterios de seleccion de las pacientes, del tipo
de panel [CM o CO o ambos] y de los genes incluidos en el panel25. Para determinar en
qué medida los genes comunmente incluidos en los paneles habituales, asi como otros
genes adicionales podian contribuir al aumento de riesgo de CM o CO, en un reciente
estudio? se secuencio6 el exoma de 11.416 pacientes con CM o COy 3.988 controles. Aparte
de BRCA1/2, se identificd un aumento del riesgo de CM alto para PALB2 y moderado para
CHEK2 (c.1100delC), ATM y MSHé, y solo cuatro genes se asociaron al aumento de riesgo de
CO, MSHé6, RAD51C, TP53y ATM, por lo que se confirmaron sélo algunas de las conclusiones
de anteriores trabajos.

Las diferencias observadas en los resultados de los estudios, las dificultades de interpretacion de
las variantes detectadas, la insuficiencia de los datos sobre el impacto de cada gen en el riesgo y
sobre el posterior manejo clinico de los pacientes y familiares, generan debates sobre el diseno
adecuado de los paneles. En el momento actual, es recomendable lograr un consenso, revisable
periodicamente, entre los centros implicados en el diagndstico sobre el contenido de los paneles,
para lograr la homogeneidad en los resultados y su interpretacion y la méxima utilidad clinica?.



RESUMEN

Globalmente, pueden distinguirse distintos genes o alelos de susceptibilidad hereditaria al CM y
CO segun su frecuencia en la poblacién y su penetrancia, que puede ser alta, moderada o baja.
Después de la identificacion de dos genes principales, BRCATy BRCAZ, que causan una cuarta
parte de los casos con el sindrome de CM/CO hereditario, numerosos estudios han aportado
evidencias crecientes de la asociacion de multiples genes a dicha predisposicion, algunos de ellos
también de alta penetrancia, como TP53, PTEN, STKT1T o CDHT, o de penetrancia moderada, como
PALB2, BRIP1, ATM, CHEKZ, RAD5TC y RAD5TD, entre otros, aunque para algunos de ellos, aun
no se conoce con certeza el grado de riesgo asociado a cada fenotipo. Existen menos evidencias
o resultados discrepantes para otros genes sugeridos como candidatos, como varios genes de
la via de la Anemia de Fanconi, de la familia RAD5T o que generan proteinas que interactlan
con BRCA1 o BRCA2 o también involucradas en la reparacion del ADN, como BARDIT, o los del
complejo MRN. Una tercera categoria de alelos, identificada mediante estudios pangendémicos
de asociacion (GWAS) comprende un gran nimero de variantes frecuentes en la poblacién y
asociadas a un bajo riesgo relativo, pero que conjuntamente generan un aumento de riesgo
a tener en cuenta. La mayoria de los genes mencionados forman parte ya de los paneles de
analisis, aunque con discrepancias en cuanto a su finalidad, diagnostica o de investigacion,
segun el laboratorio. También empiezan a cuantificarse los riesgos anadidos debidos a variantes
de baja penetrancia. La progresiva aplicacion de estas tecnologias multigénicas proporcionara
una vision mas completa y acertada de la predisposicién al CM y CO en cada poblacién.

ABREVIATURAS

CM: céncer de mama

CO: cancer de ovario

RH: recombinacion homologa

VP: variante patogénica

RR: riesgo relativo

GWAS: genome-wide association studies
NHEJ: unién de extremos no homdloga

OR: odds ratio
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INTRODUCCION

La susceptibilidad genética al cancer de mama (CM) y ovario (CO), méas alléd de los genes
BRCA1/2, se relaciona también con otros genes asociados a alto riesgo (TP53, PTEN, CDH]1,
STK11, PALB2, MLH1, MSH2, MSHé, PMS2) y riesgo moderado o bajo, algunos de los cuales con
validez clinica para CM (ATM, CHEK?Z) o para CO (RAD51C, RAD51D, BRIP1), ademas de otros
genes cuya validez clinica todavia estan en fase de investigacién. Adicionalmente, muchos
de los genes presentan penetrancia variable y sus riesgos acumulados varian en funcion
de la presencia o no de historia familiar, lo cual enfatiza la importancia de otros factores
(poligénicos modificadores del riesgo y ambientales) a considerar a la hora de individualizar
el riesgo. En este capitulo se revisaran los riesgos asociados a los genes con validez clinica
para CMy CO, los criterios de estudio genético, las implicaciones en el manejo de prevencidn
primariay secundaria del cdncery las implicaciones terapéuticas en portadores de mutacion.

1. RIESGO DE CANCER ASOCIADO
1.1 Riesgos asociados a los genes BRCA1y BRCA2

Segun las estimaciones de penetrancia iniciales valoradas del meta-analisis en pacientes
con CM o CO no seleccionadas a nivel internacional, el riesgo de CM a los 70 anos es del 65%
(IC95% 44-78) para las portadoras BRCAT y del 45% (IC95% 31-56) para BRCA2, y de CO del
39% (IC95% 18-54) para el BRCATy 11% (IC95% 2-19) para el BRCA2'. A nivel nacional, Milne
et al evaluo 155 familias portadoras de mutacion en BRCATy 164 BRCAZ, seleccionadas por
criterios clinicos en multiples centros, con estimacion de un riesgo acumulado de CM a los
70 anos del 52% (IC95% 26-69) para BRCATy del 47% (IC95% 29-60) para BRCA2. Para CO las
estimaciones fueron del 22% (IC95% 0-40) y 18% (IC95% 0-35), respectivamente.

Estos porcentajes han sido recientemente revalorados en otro estudio multicéntrico
prospectivo que estima un riesgo acumulado de CM a los 80 anos del 72% y 69% y de CO del
44% y 17% para las portadoras de BRCATy BRCAZ, respectivamente. El riesgo relativo de CM
presenta un pico maximo a la edad de 35-40 anos en las portadoras de BRCAT y 5-10 anos
después en las BRCAZ2, alcanzando posteriormente un nivel estable a medida que aumenta
la edad. El riesgo relativo de CO tiene un patron similar, con riesgo superior antes de los 50
anos que empieza a incrementarse a partir de los 40 anos para BRCAT y a partir de los 50
anos para BRCA2 mantenido hasta la 72 década para ambos genes. El riesgo de CM aumenta
conforme se incrementa el niUmero de familiares de primery segundo grado afectadas por
CM para ambos genes?. Otros tumores asociados a los genes BRCA 1y 2 son el cancer
pancreatico y melanoma, para ambos sexos y el CM y prostata, en el varon.

Entre los genes responsables del cancer de pancreas (CP) familiar, los genes BRCATy BRCA2
suponen el 0-1%y 8-19%, respectivamente. El riesgo de CP para ambos genes es moderado
(RR 2-8, riesgo acumulado de 2-17%) aunque para algunas mutaciones concretas en BRCA2
el riesgo puede ser superior. Segun las estimaciones del estudio multicéntrico retrospectivo
del Breast Cancer Family Registry, los portadores de mutacién en BRCAT tienen aumentado
el riesgo de CP (SIR=4.11; IC95%, 2,94-5,76]) y en el caso del BRCAZ es incluso superior
(SIR=5.79; 95%CI, 4,28-7,84). Para ambos casos, la asociacién no difiere segun el sexo,
aunque se detectan niveles de riesgo superiores en los individuos €50 anos.

La asociacion con melanoma es controvertida por su inconsistencia. Su evidencia se basa



en estudios retrospectivos de familias de riesgo que estiman el incremento de riesgo en las
portadoras de BRCA2 con un RR del 2,5-2,7. Los estudios que detectan su asociacién con
BRCAT son mas raros, aunque otra serie retrospectiva de una Unica institucion con 1.080
portadores detecta aumento en la incidencia de melanoma en los portadores en BRCAT
(SIR 3,312; 1C95% 1,511-6,288, p=0.004). EL CM en el vardn afecta més frecuentemente a
los portadores de BRCAZ cuyo riesgo acumulado del 12.5% a los 80 anos segun un estudio
de base poblacional danés, que incluye 290 familias (173 BRCATy 117 BRCA?Z), a diferencia
de series previas que valoraban un riesgo del 6,9-8,6% para BRCAZ y alrededor del 1% para
BRCAT.

Elcancerdepréstata(CPo)seasociaamutacionesen BRCAT/2enel0,8-5%. Aproximadamente,
el 2% de los varones con CPo precoz seran portadores de mutacion en BRCAZ2. Mientras
que el RR de CPo asociado al BRCAT respecto a la poblacion general es 1,1-3,8, en los
portadores BRCAZ este asciende al 4,7-8,6. El estudio danés, citado previamente, que incluye
37 portadores BRCAZ2 calcula un RR del 3,7 (IC95% 1,9-7,2, p < 0.001) en los portadores y de
3,1 para sus familiares de primer grado (IC95% 1,6-5,7, p= 0,001) con riesgo acumulado a
los 80 anos del 18,8% (IC95% 16,6-21,9). La edad media de los afectados era 67 afios (52-93)
y en el 40% de los casos se observé un Gleason = 8.

1.2 Riesgo de cancer asociado a otros genes de alto riesgo

el gen TP53 se asocia al 1% de los casos de CMH. Su prevalencia se estima de 1/5000-
1/20.000. Es un gen de penetrancia muy alta. Segun el estudio de Mai et al que evalua 286
portadores de 107 familias, el riesgo a los 70 anos de CM es 54%, sarcoma 15%, cerebro 6%
y osteosarcoma 5%. La edad pico de riesgo es superior a los 20 anos en la mujer a diferencia
del varon que tiene mayor riesgo en infancia y adolescencia. No se dispone de evidencia
que permita la estimacion de riesgo de otros tumores: suprarrenal, colorectal, endomerial,
gastrico, pulmoén, melanoma, ovario y pancreas.

Las mutaciones del gen PTEN se asocian a patologia de tiroides, malformaciones
cardiovasculares, mastopatia fibroquistica, enfermedad de Lhermitte-duclos, lipomas,
macrocefalia, quistes ovaricos, fiboromas uterinos y neoplasias principalmente de mama,
endometrio y tiroides. Segun la serie de 3.399 individuos del consorcio internacional, el SIR
de CM es 25,4 (19,8-32), tiroides 51 (38-67), endometrio 42,9 (28,2-62,8), colorrectal 10,3 (5,6-
17.4), renal 30.6 (17.8-49.4) y melanoma 8.5 (4.1-15.6) y los riesgos acumulados 85%, 35%,
28%, 33% y 6%, respectivamente.

En el Sindrome de Peutz-Jeghers causado por las mutaciones en el gen STKT1, segun el
estudio observacional italiano de Resta et al que describe 119 portadores, se observan RR para
CP de 139,7 y cancer cervical de 55.6 con riesgos acumulados globales a los 65 afos del 89%.

Las mutaciones en el gen CDH1 (E-cadherinal, responsable del sindrome de cancer gastrico
difuso hereditario, se asocia a un riesgo de CM acumulado a los 80 afios del 42% (CI 95%
23-68) segun la serie de Hansford et al que incluye 75 familias. La variante més frecuente es
el carcinoma lobulillar.

La prevalencia de las mutaciones en el gen PALBZ es 0.90%y su estimacion de RR de CM, extraida
del estudio de segregacion de Antoniou et al que analiza 154 familias, es de 8-9 en las mujeres
<40 anos, de 5-7 en las de 40-60 y de 4-5 en las >60 anos. El riesgo acumulado a los 70 anos es
35% (26-46) con influencia de la historia familiar de CM (33% sin historia, 58% con 32 familiares
de primer grado con CM a los 50 afios), el estilo de vida y los factores hormonales.



1.3 Riesgo de cancer asociado a genes de riesgo moderado
En la tabla T se muestra la prevalencia de los genes asociados a un moderado riesgo de CMy CO.

Tabla 1: Prevalencia

GEN % portadores
CHEK2 (patogénicas]) 1.28
ATM 0.97
BRIP1 0.29
MSH6 0.24
RADS1C 0.15
RAD51D 0.07
BARD1 0.21
NBN 0.17

Los genes validados, en los estudios de asociacion caso-control de miles de individuos,
series de segregacion o cohortes, asociados a riesgo moderado de CM (OR 2-5) son CHEK?
y ATM. Otros genes de asociacion mas controvertida con CM, con OR que varian o pierden
la significacion estadistica al seleccionar la historia familiar, son BARDI, MSHé, BRIPT y
RAD51D. Adicionalmente, los genes establecidos asociados a moderado riesgo de CO son
BRIP1, RAD51C, RAD51D, los reparadores, ATM y otros genes de asociacién mas controvertida
son PALB2 y CHEKZ?. En la tabla 2 se muestran los genes asociados a un moderado riesgo de
CMy CO, sus correspondientes riesgos y referencias bibliogréaficas.



Tabla2: Riesgos asociados a riesgo moderado de CMy CO

GEN CANCER MAMA CANCER OVARIO OTROS TUMORES Referencias
CHEK2 2.44 (2.08-2.87) Prostata 1.98 (1.23-3.18] Hale, 2015
c.1100delC Colon 1.8 (1.2-2.7) Katona, 2017
CHEK2 2.26(1.89-2.72) Couch, 2017
Patogénicas  1.99 (1.70-2.33) Kurian, 2017
ATM 3.26 (1.82-6.44) Pancreas Decker, 2017
2.78 (2.22-3.62) Couch, 2017
2.25(1.69-2.94) Lilyquist,2017
2.4 (1.2-4.7) Norqusit, 2016
BRIP1 1.63 (1.11-2.41) Couch, 2017
11.22 (3.22-34.1) Ramus, 2015
6.4 (3.8-10.6) Norqusit, 2015
4.99 (3.79-6.45) Lilyquist,2017
2.62(1.72-3.98) Kurian, 2017
MLH1 3.11 (1.47-6.59) Kurian, 2017
MSH2 2.04 (1.08-3.84) Kurian, 2017
7.18 (2.64-15.73) Lilyquist,2017
MSHé 1.93 (1.16-3.27) Colon, utero Couch, 2017
1.92(1.19-3.10) Kurian, 2017
3.61(2.10-5.77) Lilyquist,2017
RAD51C 5.12 (3.72-6.88) Lilyquist,2017
4.98 (3.09-8.04) Kurian, 2017
RAD51D 3.07 (1.19-8.10) Couch 2017
10.9 (4.6-26) Norquist, 2015
6.34 (3.16-11.34) Lilyquist,2017
4.78(2.13-10.7) Kurian, 2017
BARD1 2.16(1.31-2.72) Couch, 2017
4.2 (1.4-12.5) Norquist, 2015
NBN 1.85(1.05-3.24) Kurian, 2017



2. OTROS RIESGOS ASOCIADOS
Riesgo de recaida ipsilateral

Segun la mayoria de estudios retrospectivos el riesgo de recurrencia local de una portadora
de mutacion en BRCA tratada con tumorectomia es similar al de las pacientes con CM
esporadico. En el meta-analisis de Velakis et al que valora 526 portadoras y 2320 controles
tratadas con cirugia conservadora se estima que el riesgo de recurrencia local, a una mediana
de seguimiento <7 anos, es de 11.7%, sin diferencias entre ambos grupos. Sin embargo, los
cinco estudios con mayor seguimiento con 1634 pacientes demuestran el incremento de
riesgo hasta el 23.7% en las portadoras, sugestivo de potenciales sequndos tumores. Los
factores protectores de recurrencia local identificados son el uso de quimioterapia adyuvante
(RR 0,51) y la ooforectomia (RR 0,42).

Otros estudios que comparan el tipo de abordaje quirdrgico nos aportan datos sobre el riesgo
de recaida post tumorectomia o mastectomia. El estudio caso-control de Pierce et al estima
un riesgo de recaida post tumorectomia del 23% versus 5,5% en caso de mastectomia a 15
anos, si bien, estas diferencias no impactan en supervivencia especifica por CM o global y
en su mayoria se corresponden a segundos tumores. La serie casos-control mas reciente,
que ajusta el riesgo de recaida por estadio tumoral, edad y uso de quimioterapia adyuvante,
eleva el riesgo de tumorectomia a 32% versus 9% con mastectomia, con recaidas que se
presentan en los primeros 5 anos. Tampoco se demuestra impacto en supervivencia global
especifica por CM.

Riesgo de cm contralateral

La estimacion de riesgo de CMC de las portadoras de BRCA, de vital importancia a la hora
de establecer las opciones preventivas futuras de estas pacientes, ha sido evaluado en
diferentes series retrospectivas y meta-analisis recientemente mejorados con informacion
de varios estudios de cohortes prospectivas. La primera de Van der Broek et al, es una cohorte
prospectiva de base poblacionalde 261 portadoras holandesas diagnosticadas con <50 anos,
no seleccionadas, que compara su riesgo de CMC con pacientes con CM esporadico y estima
un impacto de la edad de diagndstico sobre el riesgo de CMC a 10 anos del 21% para BRCATy
del 10.8% para BRCAZ2. Este estudio también proporciona curvas de incidencia acumulada de
riesgo Utiles para el asesoramiento de estas pacientes. En concordancia con series previas,
se valida la edad de diagnostico como un factor predictivo de CMC. El antecedente de CM
antes de los 40 anos se asocia a riesgo a 10 anos del 25% y 17% para las portadoras BRCAT
y BRCAZ2, respectivamente, mientras que cuando su presentacion es después de los 40 anos,
estos riesgos se reducen hasta 15% y 7%. La segunda, es la cohorte prospectiva inglesa
del grupo EMBRACE, que incluye 651 portadoras con CM identificadas en las consultas de
genética clinica que calcula un riesgo acumulado a los 70 anos de CMC para BRCATy 2 del
83% (IC95% 69-94)y 62% (IC95% 44-79,5). Entercer lugar, la cohorte prospectiva mas reciente
es la que incluye 6.036 portadoras de BRCATy 3.820 BRCAZ identificadas en las consultas de
genética clinica de tres consorcios internacionales seguidas una mediana de 5 anos. Este
estudio estratifica las portadoras segin su edad (€40, 40-49, —50]. En las portadoras de
BRCAT, el riesgo acumulado a 20 anos del diagnéstico es del 40% (IC 95% 35-45) mientras que
para las BRCAZ2 es del 26% (IC95% 20-33). Las diferencias de riesgo entre ambos genes son
estadisticamente significativas, hecho que podria justificarse en parte por el impacto de la
hormonoterapia adyuvante en la reduccion del riesgo de enfermedad contralateral en el caso
de las portadoras de BRCAZ, que con mayor frecuencia presentan tumores con receptores



hormonales positivos. La valoracion del riesgo de CMC es especialmente alta cuando la edad
de diagndstico es anterior a los 40 anos y disminuye para ambos genes cuanto mas tardio
es el mismo. No se demuestran variaciones del riesgo con la salpingoooforectomia bilateral
preventiva o el potencial sesgo de supervivencia (excluyendo los casos diagnosticados >5
anos antes a la inclusion)®.

La informacién disponible sobre el riesgo de CMC asociado a las mutaciones en otros
genes es mas limitada. Segun la cohorte prospectiva del NCI publicada por Phuong et al,
TP53 mutado se asocia con un riesgo acumulado de segundo céncer del 50% a 10 afos,
siendo el CM el tipo tumoral mas frecuente. La mediana de tiempo hasta el diagnostico del
contralateral en las pacientes de debutan con <18 anos es 15 anos y 10 anos en las mujeres
con diagndstico mas tardio. En relacion a PALBZ, el estudio de Cybulski et al en poblacion
polaca, que identifica 116 portadoras y compara el curso de la enfermedad con 10 controles
sanas, calcula una incidencia acumulada de CMC a b anos del 10%. Las estimaciones de
riesgo asociadas a CHEKZ se basan principalmente en la mutacion 1100delC sobre la que
el meta-analisis de Weischer et al calcula una OR de 2,77 (2-3,83). En relacion a ATM, el
grupo WECARE sugiere un efecto diferencial de las variantes de ATM sobre el riesgo de
CMC en pacientes que reciben radioterapia complementaria para el primer tumor de
manera que, mientras algunas variantes truncantes no aumentan el riesgo, otras missense
muy comunes y seleccionadas podrian tener un efecto protector y las asociadas a pérdida
de funcion podrian aumentar el riesgo (OR 3,3), dependiendo de la dosis de radioterapia
complementaria administrada.

Riesgo de CM metacronico tras diagnostico de CO

Un limitado numero de estudios retrospectivos demuestran que el riesgo de CM después
del diagndstico de CO es inferior al de las portadoras no afectadas. La serie holandesa
de Venchen et al que incluye 79 portadoras con CO seguidas méas de 10 anos, estima
un riesgo de CM metacroénico a 5y 10 afos del 6% y 11%, respectivamente. De manera
similar, Domchek et al evallan una serie de 164 portadoras de origen estadounidense
entre las que se diagnostican 18 casos de CM incidental, ninguno de los cuales impacta
en supervivencia. La utilidad del cribado mamografico en este contexto es controvertida.
En la serie de Gangi et al de 135 portadoras y 12 casos de CM incidental (8,9%)], siete son
detectados por mamografia y todos los casos eran estadios 0-1. Tras un seguimiento de
6,3 anos 4 pacientes habian fallecido por recurrencia del CO y la mediana de supervivencia
global de la serie fue del 17%. En la cohorte prospectiva del Hereditary Ovarian Cancer
Clinical Study Group, que evalia la reduccién en la incidencia y mortalidad asociadas a
la mastectomia preventiva o cribado con resonancia en 178 portadoras, se estima una
incidencia de CM a 10 anos del 3,9% y un riesgo actuarial de 7,8%, para las pacientes que
sobrevivenal CO. La simulacion del beneficioen supervivenciaalos80anos en pacientes con
estadios Ill/IV de CO diagnosticados con <50 afos asociado a la resonancia es del 1%y con
la mastectomia <2%, a diferencia de las pacientes con estadios I-1l o libres de enfermedad
a 10 anos quienes obtendrian el doble de beneficio. Segun todos estos resultados, los
autores sugieren ofrecer el cribado o la cirugia s6lo a pacientes con estadios -1l o llI-IV
diagnosticadas antes de los <b0 anos y 10 afos libres de recaida del CO.



Riesgo de CO metacronico

Ademas de los datos de la cohorte retrospectiva de portadoras con CM estadios I-Il de
Metcalfe et al que sugeria una estimacion de riesgo actuarial a 10 anos del 12,7% para las
portadoras BRCATy del 6,8% para las BRCAZ, dos cohortes multicéntricas prospectivas, que
estudian el impacto en supervivencia de las intervenciones preventivas en portadoras con'y
sin antecedente de CM, ajustan esa estimacién. En la primera cohorte con 586 portadoras
con CM, Domchek et al identifican 35(6%) casos de CO a una mediana de tiempo de 4 afiosy en
la sequnda, con 2.270 portadoras seguidas una media de 5.6 anos Finch et al se diagnostican
108(4.8%) casos de CO.

Riesgo de cancer de mama y ovario en mujeres con un resultado verdadero
negativo de la mutacion en BRCA conocida en la familia

Diversos estudios retrospectivos que evalian el riesgo de CM de estas mujeres aportan
estimaciones de 2-5 veces el riesgo de la poblacion general. En contraste, los resultados
de ocho estudios prospectivos sobre este punto son conflictivos. De esta forma, mientras
cinco de ellos no demuestran incremento del riesgo, tres de ellos demuestran un riesgo
significativamente superior (2-4,5). En medio de esta controversia, el grupo EMBRACE
ha publicado recientemente los resultados de su cohorte prospectiva de 1.895 mujeres
elegibles a riesgo de CM y 1.736 de CO y demostrado que el riesgo acumulado de CMy CO a
los 85 anos es 9,4y 0,6%, respectivamente, similares a los que presentan las mujeres de la
poblacion general®.

Riesgo de CM en mujeres que pertenecen a familias
con resultado no informativo

La historia familiar se comporta como factor de riesgo de CM, de modo que el riesgo
de padecer la enfermedad se dobla en los familiares directos de afectadas o incluso es
superior cuanto mas joven sea la edad al diagnostico y mayor carga familiar o antecedentes
de bilateralidad existan. El estudio de base poblacional WECARE de Reiner et al, que
compara casos de afectadas por CM contralateral y unilateral diagnosticadas del primer
tumor con <55 anos, demuestra que una mujer con una familiar de primer grado afectada
tiene un riesgo absoluto acumulado a los 10 anos del 8% que aumenta hasta 13%, si la
edad es <40 anos o 14%, si afectacidn bilateral. En una mujer con criterios de sospecha
de predisposicién hereditaria y un resultado negativo no informativo de un panel de genes
de moderado y alto riesgo podremos estimar su riesgo a 5 anos o acumulado vital a partir
de las ultimas versiones de los modelos de prediccion de riesgo: BOADICEA, BRCAPRO e
IBIS que incluyen tanto el efecto de las variantes de BRCAT y 2 [en el BOADICEA también
PALB2, ATM, CHEK?2), como la historia familiar u otros factores potenciales modificadores
de riesgo como el fenotipo tumoral, las variantes de bajo riesgo o la densidad mamaria.



3. CARACTERISTICAS PATOLOGICAS Y MOLECULARES
3.1 Tumores asociados a BRCA
Patologia del cancer de mama

Los tumores asociados a BRCAT presentan diferencias desde un punto de vista morfoldgico,
inmunofenotipico y molecular comparados con los casos esporadicos. La mayoria ellos
seran carcinomas ductales infiltrantes (74%) y con mayor frecuencia carcinomas medulares
(13%), si se compara con poblacion general (2%). También presentardn tipicamente un
crecimiento expansivo e infiltrado linfocitario. En contraste, los tumores asociados a
BRCAZ y genes no BRCA con mayor frecuencia, se asociaran a un fenotipo heterogéneo
que no diferira significativamente del CM esporadico. Los tumores relacionados con BRCA
presentaran en general un mayor grado histolédgico que el CM esporadico, destacando
en los BRCAT que tienden a tener mayor puntuacion para todos los parametros de grado
que los BRCAZ (formacidn tubular, pleomorfismo, nimero de mitosis). En relacién a la
expresion de los receptores hormonales, los tumores BRCAT predominantemente tendran
una expresion negativa del receptor de estrégeno y progesterona (~80-90%) comparados con los
casos esporadicos (~30%) mientras que los BRCA2 no diferiran del mismo. Ambos genes
se asocian raramente a tumores que sobreexpresen o amplifiquen HERZ2. Los tumores BRCAT a
menudo presentan mutaciones en pb3, hallazgo que no es frecuente en los casos BRCAZ. El
subtipo triple negativo se asociara con frecuencia al BRCAT con (~80%) y una alta proporcion
de estos mostraran un fenotipo basal definido por perfiles de expresidon génica y por analisis
inmunohistoquimico (citoqueratinas 5/6, 14 y17, epidermal growth factor receptor, ckit, p53
y e-cadherina) aunque la positividad de dichos marcadores no se comporta como factor
predictivo del estado mutacional de BRCAT.

Las caracteristicas histopatoldgicas del CM asociado al BRCAZ son mas similares al CM no
BRCA. La mayoria son del tipo ductal infiltrante (76%) con mayor frecuencia de los subtipos
lobular, tubulary cribiforme, respecto del CM esporéadico. ELinmunofenotipo para RHy HER?
es luminal, similar al CM no BRCA y solo un 16% seran triple negativos®.

Actualmente se reconoce al carcinoma ductal in situ como parte del espectro de neoplasias
asociadasa BRCAaunque sufrecuenciacomparada con los casos esporadicos es controvertida.

Patologia del Cancer de Ovario

EL 75-100% de neoplasias de ovario en portadoras de BRCA1/2 son carcinomas serosos de
alto grado, aunque también se han descrito carcinomas endometrioides y de células claras.
EL CO mucinoso y el bordeline de ovario no se asocian a mutaciones en estos genes. EL CO
mucinoso si puede asociarse a mutaciones en otros genes como 7P53.

EL CO no epitelial (tumores de células germinales y del estroma-cordones sexuales) no se
asocian a mutaciones en BRCA1/2, pero si se pueden presentar en otros sindromes, como
el sindrome de Peutz-Jeghers (tumores de los cordones sexuales) o el sindrome de DICER1
(tumores de Sertoli-Leydig).

El cancer intraepitelial tubarico podria comportarse como un precursor precoz del CO
epitelial, se localiza principalmente en la fimbria y se detecta en un 5 a 8% de pacientes que
se realizan una salpingooforectomia bilateral profilactica.



3.2. Tumores asociados a los genes no BRCA
Patologia del Cancer de Mama

Actualmente, existen importantes limitaciones en el conocimiento del perfil histopatoldgico de los
tumores asociados a otros genes no BRCA, basadas Unicamente en series retrospectivas con un
numero limitado de pacientes®. En la mayoria de estudios no se observan diferencias claras respecto
al CM esporadico, salvo excepciones, como el subtipo de CM en portadoras de CDHT asociado con
mayor frecuencia al subtipo lobulillar de CM (50% en portadoras vs 22% en la poblacién general
(SEERJ; los tumores relacionados con TP53, se asocian mas frecuentemente a lesiones grado 3
(81% vs 50%); los de PTEN, suelen ser carcinomas ductales aunque también son frecuentes los
tumores apocrinos ademas de un variado espectro de patologias benignas (hamartomas, adenosis,
papilomatosis intraductal,...). CHEK2 y ATM se asocian con mayor frecuencia a un fenotipo luminal
y segun los resultados del estudio de Hauke et al, existe una alta prevalencia de mutaciones en
CHEK2 en pacientes con CM HER?2 positivo comparadas con las HER2 negativo (5,2% vs 2,3%;
p<.001)7 (7). Esta misma serie detecta la asociacién de CHEK2, PALB2y TP53 con CM bilateral.

Respecto a variantes concretas, mientras que la mutacién 1157T en CHEKZ se asocia con el
subtipo lobulillar y con caracteristicas clinico patolégicas de buen pronéstico, receptores
hormonales positivos y bajo grado, la pérdida de heterocigosidad en el locus de ATM 11g22-
23 se ha asociado con un fenotipo luminal By tetraploidia.

Patologia del cancer de ovario

Segln una serie de 1.915 casos no seleccionados por edad o historia familiar de CO/CP/
peritoneal estudiados y comparados con la poblacion control del ExAC, el subtipo patoldgico
més frecuente asociado con los genes BRIPTy RAD51C/D es el serosopapilar de alto grado,
de presentacion habitual a edad >50 anos y estadios avanzados a diferencia de los tumores
asociados a los genes reparadores, de predominio endometroide (53%), estadios precoces
(85% estadios I/Il) y con prondstico excelente (80% vivas a 5 afios)®”

4. CRITERIOS DE SELECCION PARA EL ESTUDIO GENETICO EN
LINEA GERMINAL

Los criterios de seleccidn de familias para estudio de los genes BRCAT/2 adoptados por los
diferentes grupos de trabajo a nivel nacional e internacional suelen ser bastante similares
y por lo general, la mayoria de ellos comparten una probabilidad de deteccion de mutacion
superior al 10% (Figura1).

De todos modos, debemos considerar la indicacion de estudio genético con finalidad
terapéutica cada vez mas extendida, por lo que estos criterios seran mas laxos en un futuro
a corto plazo.

En los criterios de la gufa clinica SEOM2015'% se consideraba criterio de estudio a pacientes
con CM <35 anos. Sin embargo, considerando los resultados de estudios méas recientes'"'?
en los que la tasa de deteccidn de mutaciones en pacientes con CM <40 anos es del 12-16%,
con sus consecuentes implicaciones terapéuticas, parece oportuno modificar este criterio
y ofrecer el estudio a mujeres con CM <40 anos, independientemente de que tengan o no
historia familiar.



Figura 1: Criterios de seleccion de estudio genético:
Independientemente de la historia familiar:

Mujer con CMy CY [metacrénico o sincrénico)

CM <40 anos

CM Bilateral (el primer CM < 40 anos )

CMTN* < 60 anos

CO epitelial no mucinoso (o trompa o primario de peritoneo)

CM en varéon con Cancer de mama

Dos o mas familiares de primer grado con alguna combinacion de las siguientes
caracteristicas de alto riesgo:

CM Bilateral + otro CM < 50 anos
CM+ CO

Dos casos de CM diagnosticados antes de los 50 anos
3 0 mas familiares directos con CM y/o CO:

23CM+CO

* CMTN=CMtriple negativo

Se puede valorar el estudio genético en pacientes con CO epitelial de bajo grado (excepto
mucinosos y borderline), especialmente si la edad de diagndstico es <71 afios y/o implica-
ciones terapéuticas.

La prevalencia de mutaciones en otros genes no-BRCA asociados a CM en un estudio de
paneles es aproximadamente del 4% segun la mayoria de los estudios, independientemente
de los criterios de inclusion y de la historia familiar, siendo ATM, PALB2 y CHEK? los genes
méas prevalentes (0,9-1,28%) con estimaciones para el resto del 0,05-0,31%'. No se han
identificado factores predictivos para la deteccién de mutaciones en genes no BRCA.

Estos criterios deben ser revisados y modificados periédicamente en funcion de la evidencia
y conocimiento que se vaya adquiriendo.

4.1 CM triple negativo y genes BRCA1/2

La presencia de un CM triple negativo, asociado a una historia familiar de CM o CO, y/o a una
edad al diagndstico <40 anos, se asocia con una tasa elevada de deteccién de mutacidn pa-
togénicaen BRCAT(Tabla3).

En pacientes con CM triple negativo (CMTN], las portadoras de mutacion en BRCA se
diagnostican a edades mas jovenes que las no portadoras. Los factores predictivos de
mutacion en pacientes con este subtipo son la edad joven (<40 afnos) y la historia familiar de
CM/CO con una tasa de deteccién de mutacion en BRCAT del 36% y 48%, respectivamente.



Segun la serie de Fostira et al, en CMTN <50 anos la tasa de deteccion de mutacién en
BRCAT sigue siendo elevada aunque disminuye a 10-27%, en funcién de la presencia o no de
historia familiar.

Tabla 3: CM triple negativo y BRCA.

Fenotipo Prevalencia mut BRCA
Fostira F et al 284 CMTN 30/284:10.6%
(J Clin Oncol 2010abstr 1511) (INDEP. DE EDAD O HF) 17/36 CMTN<40:47%

14% MUT PATOGENICAS
-7,2%BRCA1,

Concer 2017 NN <40 A 2% BRCAZ
-4,2% BRCAX
1391/4.797:29,1%
14,4%MUT PATOGENICAS:

Shimelis et al -6% BRCAT

(UJNCI2018) 8753 LMIN -2.4% BRCA2

-6% BRCAX

CMTN= CMtriple negativo; HF= Historia familiar

4.2 CM triple negativo y genes no BRCA

La prevalencia de mutaciones patogénicas en genes no BRCA en CMTN es similar a la de
otros fenotipos (3-4%), aunque éste se asocia méas frecuentemente a determinados genes.
Un estudio de la Clinica Mayo que estudia 10.901 con CMTN con panel multigen detecta
14% mutaciones, de las que el 3,7% corresponde a genes no BRCA, consistente con el
estudio previo de Buys et al. En este estudio, se identifican 8 genes asociados con CMTN, 5
de ellos asociados a alto riesgo (BARD1, BRCA1/2, PALB2 y RAD51D) con OR>5 y riesgo vital
acumulado >20% y 3 genes asociados a un riesgo moderado (BRIP1, RAD51C y TP53) con
OR>2 '“ Estos resultados sugieren una posible asociacion de BRIPT y RAD51C/D con CMTN,
hasta ahora solo establecidos como genes de moderado riesgo de CO, si bien son necesarios
mas estudios para confirmar esta asociacion.



4.3 CO y deteccion de mutacion en BRCA1/2y genes no BRCA

Se recomienda el estudio genético a todo CO/trompa/peritoneo epitelial no mucinoso de alto
grado, independientemente de la edad al diagndstico y de la historia familiar, en base a la
probabilidad de mutacion en BRCA1/2 alrededor del 20% de mujeres con estos tumores vy
dado que el 19% de las portadoras no tienen una historia familiar sugestiva™. Respecto a los
genes no BRCA, una cohorte que analiza un panel de 25 genes en 523 pacientes con CO (77%
serosos de alto grado) detecta mutaciones en el 26,4% de los casos, destacando ademés de
BRCAT (15,5%) y BRCAZ2 (5,5%), mutaciones en RAD51C (2,5%) y PALB2 (1,1%). Los factores
asociados a la deteccion de mutacidn son la edad al diagnéstico <60 afios (33,2% vs 18,9%
en >60 afios), la historia familiar (36% vs 17%) y la histologia de seroso de alto grado (29%
vs 14,8%).

4.4 CM varon y deteccion de mutacion BRCA1/2 y genes no BRCA

El estudio de Pritzlaff et al que incluye 715 varones con CM detecta mutaciones en el 18,1%.
Los genes mutados con mayor frecuencia son BRCA2 (11%) y CHEK?2 (4,1%). Otro estudio
de paneles realizados en varones con CM es la serie griega de Fostira et al que detecta
mutaciones en el 12,7%, destacando en frecuencia BRCAZ y ATM, a diferencia de una baja
tasa de mutaciones en CHEK?2, justificada por el tamano muestraly la menor prevalencia de
mutaciones en este gen en poblacion griega. Es interesante enfatizar que en ambos estudios
la edad al diagnostico y la historia familiar no son factores predictivos de la deteccidn de
mutaciones envarones con CM, por lo que a pesar de serdiscutible su indicacidn, en ausencia
de mas estudios, se deberia considerar el estudio de panel de genes asociados a CM a todos
los varones afectados, independientemente de la edad al diagndstico y de la historia familiar

Las variantes patogénicas en BRCAZ, PALB2 y CHEkZ se asocian con riesgos alto y moderado
de CM en el varon, con unas OR de 13,9, 6,6 y 3,8, respectivamente. Antoniou et al estiman
que la mutacion en PALBZ incrementa unas 8 veces el riesgo de CM en varones, pero sin
significacion estadistica, por lo que se necesitan mas estudios para confirmar este alto nivel
de reisgo.

5. PRON()S1:ICO DE LAS NEOPLASIAS EN PORTADORES
DE MUTACION

Pronostico del CM

Un estudio prospectivo (POSH) que compara el prondstico y supervivencia de mujeres
diagnosticadas de CM a edad joven (<40 afios) concluye que a 10 afos las portadoras de
mutacion en BRCA1/2 tienen una supervivencia similar al CM esporadico'™. Sin embargo,
el meta-analisis reciente de Baretta et al, que incluye 105.220 pacientes y compara el
curso de portadoras y no portadoras, concluye que las mutaciones en BRCAT se asocian a
peor supervivencia global (HR 1,30; IC95% 1,11-1,52) y las de BRCAZ2 a peor supervivencia
especifica por CM aunque sin impacto estadisticamente significativo en supervivencia global.
Estos resultados son similares a los resultados de un meta-analisis previo de Zhong et al.

Respecto a la supervivencia del CMTN, el meta analisis de Baretta et al, en base a dos
estudios retrospectivos, demuestra como la presencia de mutacion en BRCA1/2 en estas
pacientes se asocia a mejor supervivencia global (HR 0,49; IC95% 0,26-0,92) en contraste con



el estudio prospectivo POSH, en el que las portadoras de BRCA1/2 con CMTN comparadas
con no portadoras, tienen ventaja en supervivencia durante los dos primeros anos tras el
diagndstico que pierde significacion estadistica a los 5 anos del diagndstico'.

En lo relativo a los genes no BRCA, la mutacion c1100delC del gen CHEKZ se ha asociado con
peor pronostico en pacientes con CM aunque no parece generalizable a otras mutaciones en
este gen'”y de forma similar la variante 1592delT en PALBZ, seguln el estudio de Heikkinen
et al, se asocia con un fenotipo mas agresivo y tiene peor prondstico, especialmente en los
casos con historia familiar.

Pronodstico del CO

Diversos estudios demuestran la ventaja pronostica y mayor supervivencia del CO en
portadoras BRCA1/2, cuando se comparan con las afectadas por CO esporadico. En concreto,
los tumores asociados a BRCAZ se asocian con mayor supervivencia libre de progresion y
supervivencia global, mayor quimiosensibilidad e inestabilidad gendmica si se comparan
los BRCA no mutados. Segln el meta-analisis de Bolton et al que incluye 26 estudios
observacionales, las portadoras tienen mejor supervivencia que las no portadoras y cuando
se comparan ambos genes, las BRCA2 presentan aun mejor supervivencia (HR 0,61 1C95%
0,50-0,76) que las BRCAT (HR 0,78 IC95% 0,68-0,89). Estas diferencias se mantienen tras el
ajuste por estadio, histologia, grado y edad al diagndstico.

Pronodstico del cancer de prostata

El CPo en portadores BRCA2 se asocia con enfermedad mas agresiva (Gleason>8) o
rapidamente progresiva y diferentes estudios observan una peor supervivencia global,
especifica por CPo y peor supervivencia libre de enfermedad metastasica, si se comparan
con los casos BRCAT o los no portadores. Un estudio reciente de Na et al que evalua 300
pacientes fallecidos por CPo asocia la presencia de mutaciones en BRCA y ATM con peor
supervivencia y edad de muerte menor en los portadores, aunque debemos destacar que
este estudio no analiza otros genes reparadores del ADN.

6. ESTRATEGIAS REDUCTORAS DE RIESGO. PREVENCION
PRIMARIA EN BRCA1/2.

6.1 Mastectomia bilateral profilactica (MBP)

Diversos estudios retrospectivos y un meta-analisis de 4 estudios prospectivos demuestran
que la MBP reduce el riesgo relativo de CM al 93%"'". Un dato importante para tomar
esta dificil decision es conocer el impacto que la mastectomia reductora puede tener en
la supervivencia. Disponemos de los resultados del estudio prospectivo holandés (HEBON
database) que compara la supervivencia global y especifica para CM en portadoras BRCA1/2
que realizan MBP, comparadas con las mujeres que optan por el seguimiento, y concluye
que mientras las portadoras BRCAT obtienen beneficio en supervivencia global y especifica
para cancer de mama, en las BRCAZ la MBP se equipara al sequimiento?.

Enun0,8-5% de MBP realizadas se detecta enfermedad oculta maligna en la mama, por lo que previoa
la cirugia se recomienda un estudio deimagen que incluya resonancia mamaria (RM)y posteriormente,
un estudio histoldégico minucioso de la mama. Dado que la mayoria de los hallazgos corresponden a
carcinoma ductal o lobulillar in situ, no esta indicado el estudio del ganglio centinela. La mastectomia



conservadora del complejo areola-pezdn (CAP) se considera una técnica oncoldgicamente segura,
a pesar del limitado seguimiento de la mayoria de las series publicadas?'. Segun la serie de la
Clinica Mayo de Jakub et al que incluye 346 portadoras intervenidas con este procedimiento, tras un
seguimiento de 36 meses no se detectan casos de CM, a pesar de un niumero de casos esperables de
22. Después de la mastectomia conservadora del CAP puede persistir tejido mamario residual, por lo
que se podria considerar continuar con el cribado radioldgico (RM o ecografia mamarial, aunque no
tenemos datos ni del beneficio ni de la periodicidad del mismo. Mau et al recomiendan realizar una
RM un ano después de la cirugia para valorar la cantidad de tejido mamario residual y si no queda
parénquima mamario residual, continuar con ecografia anual.

En ausencia de un nivel de riesgo establecido que justifique la mastectomia preventiva en
individuos sanos con riesgo moderado y dadas las estimaciones de riesgo anual proximas
al 1% de los genes no BRCA de moderado riesgo (similares a las de la hiperplasia ductal
atipica o carcinoma lobulillar en situ] la prevencion quirdrgica en portadoras en estos genes
es controvertida, y en opinidn de los expertos, sélo justificada tras considerar la historia
familiar. En ocasiones, como es el caso de CHEK? y ATM, las mutaciones actian como
modificadores de riesgo de otros genes y justifican sélo en parte la historia oncoldgica.
El estudio del conjunto de variantes valoradas en el escore poligénico también anadiran
informacion que permitira individualizar el riesgo en estos individuos.

6.2 Salpingo-ooforectomia bilateral profilactica (SOBP)

En base alriesgo de CO, la salpingo-ooforectomia bilateral profiléctica (SOBP) se recomienda
cuando se ha finalizado el deseo gestacional, a partir de los 35-40 anos para las portadoras
de BRCAT. En las BRCAZ, es razonable posponerla hasta los 40-45 anos, aunque siempre se
debera considerar la edad de la afectada por CO mas joven de la familia.

Segun el meta-analisis de Rebbeck et al que incluye 10 estudios, la SOBP se asocia con
una reduccion del 80% del riesgo de CO, cancer de trompa y primario peritoneal? y varios
estudios demuestran su impacto reductor de la mortalidad especifica por CO y global.

Actualmente existen diversos estudios, en curso, que investigan la eficacia de la
salpinguectomia para la prevencion primaria del CO, cancer de trompa y peritoneo.

En cuanto a la reduccidn del riesgo de CM asociada a la SOBP, los datos actuales son
controvertidos. Pese a los resultados de varios estudios observacionales y el meta-analisis
de Rebbeck?, que demuestran la asociacion de la SOBP con una reduccion del riesgo de CM
del 51% (IC95% 0,37-0,65), una cohorte prospectiva holandesa®, que incluye 822 portadoras
a las que sigue una media de 3 afios, no valida este efecto protector del CM (HR 1.0; IC95%
0,67-1,77), atribuyendo el beneficio de los estudios previos a sesgos como la inclusién de
pacientes con antecedente de CM, el sesgo de inmortalidad o a la falta en el tratamiento de
la ooforectomia en el analisis como variable tiempo dependiente.

Entre los estudios que consideran estas limitaciones, Chai et al corrigen el sesgo de
inmortalidad, a pesar de lo que el efecto protector de SOBP en la reduccion del riesgo de
CM [HR 0,59; IC95% 0,42-0,82) se mantiene. La serie prospectiva de SOBP en portadoras
sanas de Kotsopoulos et al, con 5,6 anos de seguimiento, sugiere el papel de la cirugia
ginecoldgica para prevenir el CM en portadoras BRCAZ premenopausicas, pero no en las
BRCAT. Se necesitan mas estudios prospectivos con suficiente tamano muestral y ajuste
por estos sesgos para confirmar el efecto protector de la SOBP sobre el riesgo de CM en
portadoras de BRCA.



El riesgo de detectar un CO oculto o un cancer tubarico oculto en el momento de la SOBP es
de 2,5-4.4%, si bien, existen estudios que sugieren un riesgo de hasta el 17%. Considerando
esta elevada tasa de CO oculto, es importante que el patélogo conozca la condicion de
portadora BRCA de la paciente, con el fin de que se realice una evaluacion histoldgica
protocolizada, con la inclusidon seriada de la totalidad del ovario y trompas de Falopio en
secciones de 2-3 mm. Después de la SOBP, persiste un riesgo aproximado del 2-3,5% de
desarrollar carcinomatosis primaria del peritoneo, pero no existe evidencia que justifique el
beneficio del sequimiento ginecoldgico ni del marcador Ca125 por lo que no se recomienda.

En relacion a los genes no BRCA, diversos estudios de asociacion caso-control demuestran
que mujeres portadoras de BRIP1, RAD51C y RAD51D tienen riesgo moderado de CO, por
lo que se recomienda completar una SOBP. No existe evidencia para justificar la edad de
SOBP, de modo que habra que individualizar en funcion de la incidencia por edad para el
gen mutado, el cumplimiento del deseo gestacionaly la historia familiar de CO. Los expertos
recomiendan la SOBP una vez alcanzada la edad con riesgo de CO acumulado —2,6%, que
seria el correspondiente al de una familiar de primer grado de una afectada sin mutacion en
BRCA?. Las portadoras de mutacion en estos genes alcanzarian este nivel de riesgo a los
50-55 afios, pese a lo que guias de practica clinica (NCCNJ recomiendan su consideracion
una vez alcanzada la peri/menopausia (45-50 afios). Para mutaciones en genes actualmente
controvertidos ensurelacion conel CO como PALB2, ATM, CHEK? o NBN las recomendaciones
actuales incluyen la consideracion de este procedimiento preventivo en base a la historia
familiar.

7. ESTRATEGIAS REDUCTORAS DE RIESGO. PREVENCION
SECUNDARIA EN PORTADORAS DE MUTACION

7.1 Cribado mamario en portadoras BRCA1/2

La sensibilidad de la mamografia en portadoras segun los estudios publicados es baja
(33-50%) y a pesar de un cribado con mamografia anual, solo un 22% de neoplasias se
diagnostican con un tamano inferior o iguala 1 cmy hasta un 56% se presentan con ganglios
positivos al diagnostico. Ademas, debido a factores como la elevada densidad mamaria en
mujeres jovenes, el crecimiento expansivo y la rédpida progresién tumoral de las neoplasias
asociadas, la mamografia se asocia a unas tasas de CM de intérvalo elevadas.

La justificacion de la incorporacion de la RM anual en las guias clinicas se basa en los
resultados de estudios prospectivos que valoran el aumento de la sensibilidad de la RM
comparada con la mamografia en portadoras de mutacién y de alto riesgo (94%), lo que
permite un diagnostico en estadios mas precoces y reducir la tasa de cancer de intervalo.

Un estudio reciente holandés® de cribado con RM y mamografia anual y ecografia mamaria
bienal en 296 portadoras BRCA (153 BRCATy 128 BRCAZ), concluye que la ecografia mamaria
bienual no anade ningun valor diagndstico adicional al cribado con mamografia y RM anual,
mientras que aumenta la tasa de falsos positivos. Ademas, en la linea de otros estudios
publicados previamente (como el meta-analisis de Heijnsdijk y de Phi et al), sugiere que en
mujeres &40 anos la mamografia tampoco tiene un valor diagnostico adicional a la RM.

La mamografiay RM combinadas tienen una sensibilidad del 90,9% (IC95% 72.7-100%) para
BRCA2 mientras que para BRCAT es solo del 60% (IC95% 30-90%) debido a la alta tasa de



CM de intervalo en portadoras en BRCAT. Hay estudios en curso que investigan si realizar
el cribado con RM cada 6 meses permite reducir la tasa de CM de intervalo, lo cual es
especialmente relevante para el BRCAT.

La mayoria de guias recomiendan iniciar el cribado anual con RM anual, a partir de los
25—30 anos y la mamografia, a partir de los 30-35 anos, ajustado a la edad de diagndstico
mas joven en la familia. Sin embargo, la edad a la que iniciar el cribado con mamografia es
un tema muy controvertido, ya que en mujeres jovenes es raro que se presenten con un CDIS
(microcalcificaciones) y adicionalmente, su tejido mamario es mas susceptible a un posible
dano radioinducido. Estos argumentos justifican la recomendacion de algun grupo del inicio
de esta técnica de cribado a partir de los 40 afos. Con los datos actuales que indican el
escaso valor diagnostico adicional de la mamografia en mujeres portadoras que ya realizan
el cribado con RM anual, debemos valorar si obviar la mamografia y reservarla como técnica

complementaria a los hallazgos sospechosos de la RM.

No tenemos evidencia sobre el limite de edad hasta el que hay beneficio del cribado con RM
en portadoras de BRCA. En general, el limite se considera hasta los 65-70 anos, si bien, se
debera individualizar en funcion de la comorbilidad asociada y la densidad mamografica.

7.2. Cribado ginecologico en portadoras BRCA1/2

La mayoria de guias clinicas recomiendan cribado con ecografia transvaginal y Ca 125 cada
6-12 meses a partir de los 30 anos, a pesar de que tiene una sensibilidad y especificidad
limitada y los estudios no han demostrado beneficio reductor de mortalidad. Los resultados
de los principales estudios publicados en mujeres de alto riesgo de CMOH y portadoras de
BRCA1/2 demuestran que en la mayoria de casosy a pesar del cribado, el CO se diagnostica en
estadios avanzados. Las ultimes guias de practica clinica francesas (2017) ya no recomiendan
realizar el cribado ovarico con ecografia ni Ca 125.

7.3. Cribado mamario en genes no BRCA de riesgo moderado

No disponemos de evidencia de cudl es el seguimiento clinico éptimo en portadoras de
mutacion en genes de penetrancia moderada pero los expertos aplican las recomendaciones
de la poblacién de riesgo moderado o alto (BRCAT/2 negativas). En este contexto, las
principales guias clinicas recomiendan el cribado con mamografia anual a las mujeres con
un riesgo vital acumulado estimado 220-30%, segun historia familiar, de inicio a los 30-40
anos o 10 anos antes del diagndstico mas joven en la familia. En poblacion portadora en los
genes no BRCA, la edad de inicio de la mamografia, consensuada por los expertos (tabla
4), viene definida por la edad a la que se alcanza un riesgo estimado de CM a 5 afnos que
supere el 1% y el uso de la RM, cuando la incidencia estimada de CM a 5 anos supere 2.2%,
aunqgue por cuestiones practicas se recomienda iniciar ambas estrategias conjuntamente.
El riesgo medio vital acumulado para portadores de mutacion en ATM, CHEK2 y PALBZ2 se
aproxima o excede al 30% vy justifica la recomendacion del uso precoz de mamografia y
RM de inicio a los 30 afnos en PALB2y a partir de los 40 anos en ATM y CHEK2?. Para otros
genes, la recomendacion depende del riesgo estimado a partir de su historia familiar. No
existe evidencia sobre la modalidad de cribado éptima ni la periodicidad méas apropiada en
portadoras de genes no BRCA.



7.4. Cribado de otras neoplasias

En portadores de BRCA1/2 se recomienda cribado de préstata y en portadores de mutacion
en BRCAZ, el cribado dermatoldgico y valorar exploracion oftalmoldgica por su asociacion
con melanoma cutaneo y ocular.

El cribado del cancer de pancreas (CP), con ecografia endoscdpica y/o resonancia, se puede
valorar en portadores de BRCAZ con antecedentes familiares de esta neoplasia en centros
con experiencia y en el contexto de investigacion clinica. En ausencia de evidencia sobre su
eficacia o edad optima de inicio, se suele recomendar a partir de los 50 anos o 10 anos antes
del diagndstico mas joven en la familia.

Las mutaciones en ATM y PALB2 también se han asociado con un mayor riesgo de CP familiar
aunque el riesgo relativo y absoluto de esta neoplasia es desconocido y no tenemos datos de
la utilidad del cribado. Los portadores de mutaciones en ATM y PALBZ con historia familiar de
CP podrian ser candidatos a realizar un cribado en el contexto de ensayo clinico.

Se recomienda discutir el cribado con colonoscopia en portadores de mutaciones truncantes
en CHEK? a partir de los 40 afos?



Tabla 4: Resumen de recomendaciones de manejo preventivo de genes no
BRCA asociados a alto o moderado riesgo de CM o CO

MX+RMI/40A
mm {llCD)Z?l mm
CHEK2 RR 2-3 MX+AMI/40 A Considerar segin  No evidencia Valorar 40 a Colon
trunconting historia familiar
PALB2 RR 5,3 MX*RMI/30 A Considerar segin  Evidencia Considerar segin  Evidencia
historia familiar  insuficiente historia familiar insuficiente
Considerar segin
historia familiar
NBN RR 2-3 Mx«+/-RMI/40 A Evidencia No evidencia Considerar segin  Evidencia
675delS(Slavia) insuficiente historia familisr insuficiente
NF1 RR 2-3 Mx30a Evidencia No evidencia Considerar segin  Tm malignos
Noevidencia RMI30-50a insuficiente historia familiar  nervio periférico,
de mayor GIST
riesgo s
partir de S0a
BARD1 OR 2.16 Considerar segun Considerar segun
historia familiar historia familiar
RADS1C Evidencia Considerar segin - RRCO S8 Considerar segin -
insuficiente  historia familiar SOBP 45-50a historia familiar
RADS1D OR3.07 Considerar segun - RR €O 6.3 Considerar segin -
historia familiar SOBP 45-508 historia familiar
BRIP1 OR 1.63 Considerar segin - SOBP 45-50a Considerar segin -
historia familiar historia familiar
CDH1 RR S MX+RMI/30 A Considerar segin  No evidencia 40AC/3-SA CGD
historia familiar
PTEN RR >5 MX+RMI/ 25 A sl No evidencia 35A Endometrio
tiroides
TP53 RR >10 MX 302 sl No evidencia 25 a/ 2-5 afios Muttiples
RMI20a loc{SNC,
Sarcomas,
leucemia, GSR)
STK11 RR>5 MX<+RM| Evidencia Non-epitelial Adolescencia Pancreas, colon,
insuficiente riesgo CO c/2-3a Ovarian cordon
estromal
MLH1 18%risca Cribado poblacional/  no sl Cribado SdLynch  5d Lynch

702

Historia familiar



8. FACTORES MODIFICADORES RIESGO EN PORTADORAS BRCA1/2

La variabilidad en la expresidn de los distintos tipos de cancer a edades muy diferentes entre
los portadores de una misma familia se justificaria por la interaccién entre genes o la accién
sobre ellos de otros factores de estilo de vida, hormonales, reproductivos y medicamentos
antiestrogénicos.

Quimioprevencion
Cancer de mama

Encoherenciaconvarios estudios retrospectivos que demostraban el beneficio del tamoxifeno
adyuvante en portadoras no ovariectomizadas, una serie ambispectiva valida la reduccion
del riesgo de CM del 60% en BRCATy del 42% en BRCAZ. Esta accidn protectora se produce
a pesar de un curso mas corto de hormonoterapia (1-4 afios). No se dispone de evidencia de
la eficacia de tamoxifeno en prevencidn primaria de CM en esta poblacidn.

En relacion a los inhibidores de aromatasa, s6lo disponemos de un estudio retrospectivo de
153 portadoras tratadas en adyuvancia con estos agentes que sugiere una eficacia similar en
portadoras y no portadoras, que deberd ser validada en estudios prospectivos. Los estudios
LIBER [NCT00673335) y ApreS, informaran sobre la actividad quimiopreventiva de letrozol o
exemestano en portadoras.

Cancer ovario

Con eficacia similar a la provocada en la poblacion general, dos meta-analisis demuestran
la accidon reductora de riesgo de CO de los anticonceptivos orales en portadoras BRCA
(OR 0,58; CI95% 0,46-0,73) con efecto para ambos genes, aunque mas remarcado en las
BRCAT1. Respecto a la duracion del tratamiento, el estudio caso-control mas reciente valora
el beneficio maximo en portadoras BRCAT tras 5 afios de tratamiento (OR=0.50) y en BRCA?,
tras 3 afos (0R=0.42)%.

Factores reproductivos y hormonales

A diferencia del CM esporéadico, en el que factores como la menarquia precoz, la menopausia
tardia, el uso de anticonceptivos, el THS, la nuliparidad y la ausencia de lactancia materna
son factores de riesgo establecidos, segun el ultimo meta-analisis, en CMH la evidencia es
limitada e inconsistente.

Paridad

Estudios realizados en poblacidn europea, incluida la espanola, sugieren que la paridad se
comporta como factor de proteccion de CM en portadoras, entre las que por cada nacido vivo
se reduce el riesgo en un 13%, aunque sin efecto de la edad del primer hijo(26]respectively.
Hazard ratios (HR. La mayoria de los estudios demuestran este efecto protector en portadoras
BRCAT con >2-3 hijos, aunque en algunas series el beneficio se limita a las portadoras>40
anos (HR 0,34)7".

Respecto al CO, en el meta-analisis se observa una reduccion de riesgo en portadoras de
BRCAT con 24 hijos (ES=0,42; IC95% 0,20 -0,88].



Edad del primer hijo

Los estudios sugieren un posible efecto diferencial dependiendo del gen mutado, de
modo que, mientras en el meta-analisis las portadoras BRCA1>30 anos presentan menor
riesgo que las mujeres <30 anos (OR 0.65), dos estudios sugieren el efecto contrario en
portadoras BRCAZ. Su efecto en BRCAT podria explicarse por el subtipo anatomopatoldgico
mas frecuentemente diagnosticado, el CMTN, sobre el que una edad de primera gestacidn
precoz tampoco disminuye el riesgo en la poblacién general. Al respecto, dos nuevas series
longitudinales aportan datos contradictorios. La inglesa demuestra un potencial efecto
protector en portadoras BRCA<50, caso de una edad de primer embarazo <21anos® a
diferencia de otro estudio que descarta cualquier asociacion?. Este factor no modifica el
riesgo de CO en portadoras.

Edad de menopausia

Con un comportamiento similar a la poblacion general, la edad tardia de menopausia se
asociaaunaumentoderiesgode COenlasportadoras BRCAT, segun un estudio observacional
caso-control. Las mujeres que alcanzan la menopausia a los 50 tienen un riesgo 7% superior
comparadas con las menores o iguales a 42 anos (IC 95% 1,14-2,68).

Edad menarquia

Entre los estudios que evalian el comportamiento de este factor en portadoras, un caso-
control demuestra en portadoras BRCAT que aquellas mujeres con menarquia >15 anos
tienen un 42% menor riesgo que aquellas con menarquia a edad igual o inferior a 15%.

Anticonceptivos

Segun el meta-analisis, los anticonceptivos aumentan el riesgo de CM (ES=1,59; IC95%
1,32-1,92). Un reciente estudio caso-control determina que si se inician <20-25 afos se
asocian a un aumento del riesgo de CM en portadoras <40 anos®. En contraste, en CO los
anticonceptivos constituyen una alternativa de quimioprevencion®'.

Lactancia materna

La lactancia materna reduce el riesgo de CM en 30-50% cuando se prolonga >1 ano en
portadoras BRCAT, segun el meta-analisis®y de acuerdo a un estudio caso-control, reduce
el riesgo de CO en ambos genes (OR=0,62; 1C95% 0,48-0,79 en BRCAT y OR=0.50; IC95%
0,29-0,84 en BRCAZ).

Ligadura de trompas

Tres estudios valorados en el meta-analisis detectan el efecto protector de CO de la ligadura
de trompas en portadoras BRCAT entre los que destaca los del International BRCAT/2 Carrier
Cohort Study que obtiene una HR de 0,22 (IC95% 0,22-0,80; p=0,008).

Aborto espontaneo o inducido

De efecto similar a la poblacion general, la historia previa de aborto inducido podria
aumentar el riesgo de CM, taly como se demuestra en las portadoras de la cohorte francesa
GENESPO, de modo que las portadoras con este antecedente tienen un riesgo creciente
segun el numero de episodios en comparacién con aquellas mujeres sin historia de aborto,
aunque limitado a los inducidos antes del primer embarazo a término®.



Tratamiento fertilidad

Hasta la fecha, la evidencia se basa en un estudio caso-control del Hereditary Breast
Cancer Clinical Study Group que no detecta la asociacion de los tratamientos de fertilidad y
el incremento de riesgo de CO en portadoras®selective estrogen receptor [ER] modulator,
gonadotropin, or other. Otro estudio caso-control prospectivo, que analiza una muestra de
26 pacientes afectadas por CM demuestra la seguridad a 5 anos de la estimulacidn ovarica
con letrozol*.

Estilo de vida

Factores modificables de estilo de vida con datos concluyentes en el meta-analisis son el
tabaco para portadoras BRCAZ, entre quienes se comporta como factor de riesgo de CM¥,
consistente con otro estudio muy reciente que demuestra su asociacion a CM y CO en
portadoras de ambos genes. El consumo alto de alcohol no modifica el riesgo de CM, segun
el meta-analisis.

El papel de la altura, el indice de masa corporal (IMC) a los 18 afios y actual, ademés de
la modificacion del peso, se analizan en el estudio de Kim et al, que demuestra la relacion
iInversa de estos factores a los 18 anos y el riesgo de CM, en portadoras postmenopausicas.
En este contexto, destaca el estudio aleméan LIBRE multicéntrico prospectivo en curso, que
aleatoriza portadoras a intervencién dietética (dieta mediterrédnea) y ejercicio fisico o sequir
sus habitos de estilo de vida y analizara sus efectos sobre la mejoria del estilo de vida, la
capacidad de enfrentarse al estrés y la incidencia y mortalidad por cancer.



9. TRATAMIENTO DELCM Y CO HEREDITARIO
9.1 Tratamiento local
9.1.1 Cirugia conservadora versus mastectomia

Los criterios utilizados en CM esporadico para la decision del abordaje quirdrgico son
aplicables en portadoras. Segun multiples estudios incluidos en un meta-analisis, las
portadoras tratadas con cirugia conservadoray radioterapia adyuvante tienen el mismo riesgo
de recaida local que las pacientes con CM esporadico. El uso de quimioterapia adyuvante (RR
0,51; 1C95% 0,31-0,84) y la ooforectomia (RR 0,42, IC95% 0,22-0,81) se asocian a un menor
riesgo de recaida. Sin embargo, al evaluar 1.634 pacientes con medianas de seguimiento de
hasta 7 anos se demuestra la superioridad de las recaidas locales en portadoras (RR 1,51;
IC95% 1,15-1,98) que podrian ser segundos tumores en el tejido residual mamario®.

Respecto a la comparacidn entre ambos abordajes quirdrgicos en portadoras, en aquellas
pacientes no tributarias a quimioterapia adyuvante, se demuestra un riesgo de recidiva local
a 15 anos del 23% en las tratadas con tumorectomia y radioterapia, que cuatriplica el de
las pacientes mastectomizadas®. Estos casos nuevamente en su mayoria corresponden
a segundos tumores del tejido mamario residual. Diversos estudios sugieren que el
tratamiento con RT adyuvante no aumenta el riesgo de CMC en este estudio. Tampoco las
diferencias en recaida local tienen un impacto negativo en la supervivencia especifica por

CM o supervivencia global.

9.1.2 Mastectomia profilactica de la mama contralateral (MPC) en portadoras
BRCA1/2

Tres estudios analizan el beneficio en supervivencia de la MPC en portadoras BRCA1/2, dos
de ellos son prospectivos y en los dos de mayor seguimiento se observa el beneficio en
supervivencia en el grupo de pacientes que optan por la MPC. El primer estudio, es la serie
retrospectiva de Metcalfe et al que incluye 390 portadoras entre las que 181 optan por MPC.
Con una media de seguimiento de hasta 20 anos, los autores observan que la MPC se asocia
con una reduccion del 48% del riesgo de muerte por CM (HR 0,52; IC95% 0,29-0,93; p=0,03).
El segundo, un estudio prospectivo holandes que incluye 242 mujeres que realizan MPC y
compara con 3471 que optan por seguimiento observa, tras una media de 11.4 anos, que la
mortalidad es menoren el grupo de MPC (9,6 vs 21,6/1000 personas-anos de observacion (HR
0,49;1C95% 0,29-0,82). En este trabajo, debemos considerar la mayor proporcién de mujeres
que realizan quimioterapia adyuvante entre las mastectomizadas, lo que podria tener un
impacto en la supervivencia®. Por Ultimo, la cohorte prospectiva inglesa (estudio POSH] de
mujeres con CM a una edad inferior o igual a 40 anos, tras una media de seguimiento de 8.2
anos, detecta CMC en el 18% de portadoras BRCAT, 12% BRCAZ2 y 4% en BRCA no mutadas.
En este estudio la MPC no se asocia con beneficio en supervivencia, aunque solo un 6% de
las portadoras optan por esta estrategia y el seguimiento de la serie es corto, teniendo en
cuenta que en el estudio de Metcalfe et al el beneficio de la MPC en supervivencia no es
aparente hasta la sequnda década de seguimiento.

En base a esta evidencia, las portadoras con CM (BRCAT>BRCA2) diagnosticadas en un
estadio precoz y de buen prondstico se pueden beneficiar de la MPC™. Su indicacién deberé
ser individualizada en base al prondstico del tumor, las implicaciones fisicas y psicolégicas
de esta cirugia y las preferencias de la paciente.



9.1.3 Mastectomia profilactica contralateral en portadoras no BRCA

La evidencia sobre el riesgo de CMC en portadoras no BRCA es limitada, basada en estudios
retrospectivosconunamuestrapequenayresultadosdiscordantes. Elriesgode CMCasociado
a las mutaciones en CHEKZ es controvertido y aunque su variante mejor caracterizada, la
1100delC, se asocia a una OR de 2,77 (2-3,83) el riesgo absoluto corresponderia al 10-15%,
el cual no justificaria la MPC. El estudio WECARE también demuestra que las mutaciones
en ATM conllevan un mayor riesgo de CMC, aunque esta asociacién podria deberse al uso de
radioterapia complementaria.

En portadoras de mutacion en ATM, CHEK2, CDH1, PALBZ2, TP53y PTEN se debe individualizar
y discutir con la paciente los potenciales beneficios de esta estrategia teniendo en cuenta
la historia familiar, las preferencias de la paciente, el prondstico de la primera neoplasia
y el posible impacto del tratamiento sistémico adyuvante reductor de riesgo en la mama
contralateral

9.2 Tratamiento sistémico del CM en portadoras BRCA

Los avances en el tratamiento del CM y CO hereditarios se basan, fundamentalmente, en
las caracteristicas clinicas y anatomopatoldogicas de los tumores asociados a BRCA, el
carcinoma seroso papilar de alto grado y el CM triple negativo, englobadas bajo el término
BRCAness y la hipotesis de que todos estos tumores son sensibles a los mismos farmacos.
En pacientes con tumores con defectos en la reparacién del ADN por la via de recombinacidn
homologa, los estudios ensayan la eficacia y tolerancia a agentes que provocan la ruptura de
la doble cadena del ADN como los derivados del platino o, a través del fendmeno de letalidad
sintética, a farmacos contra dianas en vias de reparacion alternativas como los inhibidores
de la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP).

9.2.1 Neoadyuvancia

En este contexto, la eficacia de los esquemas que incluyen carboplatino se evalua en el
analisis secundario del estudio GeparSixto que incluye 50 portadoras (estadios II-1ll] en la
cohorte de 291 pacientes con CMTN. Este estudio aleatoriza las pacientes a un esquema
de paclitaxel-doxorrubicina liposomal semanal y bevacizumab bisemanal al que se anade o
no carboplatino semanal por 18 semanas y cuyo objetivo principal es la tasa de respuestas
completas patoldgicas (RCp). Globalmente, las tasas de RCp fue superior en el grupo tratado
con carboplatino (56.8 vs 41.4%, p=0.009) a costa de una mayor toxicidad. Sin embargo, las 50
pacientes portadoras BRCA1/2 presentaron elevadas tasas de RCp que no se incrementaron
al anadir carboplatino (66.7 vs 65.4%]), hecho que sugiere que en las portadoras con CMTN no
seria preciso anadir carboplatino. Son necesarios mas estudios prospectivos que confirmen
el esquema 6ptimo de quimioterapia en portadoras de mutacion®.

La experiencia con inhibidores de PARP se resume en el ensayo de factibilidad de talazoparib
en portadoras BRCA y el ensayo BrighTNess de quimioterapia combinada con veliparib. El
primero, disenado como estudio piloto sobre 20 pacientes tiene como objetivos principales
analizar la aceptabilidad del retraso del tratamiento de qumioterapia y la posibilidad de
reclutar 20 pacientes en 2 anos. Se incluyen portadoras con tumores HERZ2 negativos >1cm
que se tratan con talazoparib Tmg/dia durante 2 meses seguidos de quimioterapia basada en
antraciclinas y taxanos méas/menos carboplatino. En 8 meses se reclutan 13 pacientes (10
BRCA1 (8 CMTNJ/3 BRCA2) que obtienen una media de disminucién del volumen tumoral del
88% tras los 2 meses de talazoparib y RCp de todos los casos de CMTN. Todas las pacientes



completan posteriormente el tratamiento estandar de quimioterapia. En sus conclusiones, los
autores comunican el plan de expansién a 20 pacientes tratadas con talazoparib durante 4-6
meses previo al tratamiento local definitivo?’. El ensayo BrighTNess es un estudio que incluye
pacientes con CMTN, estadios II-lll, tributarias de cirugia que estratifica por la condicion de
portadora de mutacion, la afectacion ganglionar o el esquema de antraciclinas cada 2 o 3
semanas. Los casos son aleatorizados a recibir paclitaxel mas/menos carboplatino o placeboy
veliparib o placebo durante 12-16 semanas, seguidos de doxorrubicina-ciclofosfamida durante
8-12 semanas y posteriormente, cirugia mamaria. El objetivo principal es el analisis de las
RCp en mamay axila del esquema con carboplatino-paclitaxel-veliparib frente a carboplatino-
paclitaxel o paclitaxel en monoterapia. En este estudio se incluyen 47 portadoras y en el
analisis por subgrupos, de forma similar a la serie global, se demuestra que en portadoras la
tasa de RCp del esquema carboplatino-paclitaxel-veliparib es superior a paclitaxel (57 vs 41%)]
y equivalente a la obtenida con carboplatino-paclitaxel (50%). La toxicidad grado 3-4 es mas
frecuente en las pacientes que reciben carboplatino (toxicidad medular y anemial*.

9.2.2 Adyuvancia

Dado el potencial impacto de la quimioterapia adyuvante en el prondstico de estas
pacientes las plataformas de prediccién de riesgo gendmico podrian constituir una
herramienta de enorme utilidad en las portadoras con CM. Los estudios que las analizan
en portadoras BRCA y comparan los escores de riesgo de recaida con el CM esporadico
demuestran una mayor frecuencia de tumores de riesgo (RS) moderado/alto entre las
portadoras, lo que sugiere un fenotipo intrinseco menos favorable. Segun la primera serie
de et Shah al que evalla 50 portadoras (19 BRCAT y 31 BRCA2) y 100 controles pareados
por edad y tamano tumoral mediante la plataforma Oncotype DX&, la media de RS
es superior en portadoras que en poblacion control (24 vs 16; p<0,001). Las portadoras tienen
més frecuentemente enfermedad de alto riesgo (28 vs 7%] y riesgo intermedio (56 vs 36%)
que los controles y por tanto, se benefician en mayor nimero de recibir quimioterapia.

Respecto al esquema de quimioterapia adyuvante en portadoras, no disponemos de
evidencia que soporte que estas pacientes deban recibir un esquema de tratamiento
adyuvante especifico, aunque es razonable pensar en que las diferencias biolégicas con el
CM esporadico se podrian traducir en diferente sensibilidad y posibilidad de respuesta al
tratamiento.

Actualmente, estd en curso el estudio OlympiA (NCT02032823), que aleatoriza pacientes
portadoras BRCA1/2 con CM HER2 negativo a olaparib versus placebo durante un afio, una
vez finalizado el tratamiento locoregional y la quimioterapia neo/adyuvante.

9.2.3 Enfermedad avanzada

en enfermedad diseminada en portadoras de mutacién en BRCA, la eficacia de los derivados
del platino se demuestra en dos estudios fase Il y fase lll. El estudio fase I TBC0O09Y, esta
disefiado para primera o segunda linea con derivado del platino sobre 89 pacientes (11
portadoras) y obtiene una tasa de respuestas en portadoras superior a la alcanzada en las
no portadoras (54 vs 19,7%). Estas respuestas son algo inferiores a las demostradas en el
estudio fase Ill, TNT que incluye 376 pacientes con CMTN, con o sin mutacién en BRCA, y
las aleatoriza a recibir 6 ciclos de carboplatino o docetaxel en primera linea con posibilidad
de cambio a la progresion®. El objetivo principal del estudio, la tasa de respuestas al 6°
ciclo, no detecta diferencias entre ambos tratamientos (31 carboplatino vs 35% docetaxel]



en el total de las pacientes. Sin embargo, las 43 portadoras BRCA si obtienen un beneficio
en respuestas en la rama de carboplatino (68 vs 33%, p=0,03) que impacta en supervivencia
libre de progresién (SLP) [mediana 6,8 vs 4,6 meses). Una actualizacion de este estudio
publicada recientemente no observa beneficio del tratamiento con carboplatino en los
subgrupos de tumores con metilacién de BRCAT, con niveles bajos de RNAm o con un escore
alto en el ensayo HRD-Myriad, lo que apunta a que la informacidn necesaria para valorar el
tratamiento con carboplatino en pacientes con CMTN avanzado es el estatus de portadora
de mutacion en BRCA y no la metilacion de BRCAT o el escore HRD®.

La actividad de los inhibidores de PARP se demuestra en dos estudios de prueba de concepto
con olaparib y talazoparib a partir de los cuales se han desarrollado distintos estudios fase
Il'y fase Il que evaluan la eficacia de los diferentes agentes: olaparib, talazoparib y veliparib
en monoterapia o combinados con quimioterapia basada en platino.

Talazoparib se ensaya en el estudio fase Il [ABRAZQ) en dos cohortes de portadoras, la primera
en respuesta a tratamiento con platino y la sequnda tras 3 o méas lineas de quimioterapia sin
platino. La tasa de respuestas alcanzadas son 24 y 34% para BRCA1/2 y segun el subtipo de 26
y 29% para triple negativo y receptores hormonales positivos, respectivamente. La toxicidad
grado 3 mas frecuente es anemia (35%)], trombocitopenia (19%] y neutropenia (15%). El ensayo
fase Il que aleatoriza 431 portadoras a recibir talazoparib o quimioterapia (capecitabina,
eribulina, gemcitabina y vinorelbine) a criterio del investigador hasta la progresion es el
estudio EMBRACA cuyo objetivo principal es la SLP que resulta de 8,6 meses de mediana en
la rama de talazoparib vs 5,6 meses en la de quimioterapia (HR 0,54), con beneficio para todos
los subgrupos. Los objetivos secundarios son la supervivencia global que es inmadura (51%
de eventos), la tasa de respuestas segun el investigador y el beneficio clinico a 24 meses, en
ambos casos con beneficio para talazoparib y sin diferencias significativas en toxicidad.

Olaparib se analiza en un estudio fase 3 con similar disefio y objetivo principal (OlympiaD) con
la peculiaridad de incluir 302 portadoras tratadas de primera a tercera linea aleatorizadas
a olaparib en monoterapia versus el esquema de quimioterapia a criterio del investigadory
estratificadas por el receptor hormonal, las lineas de quimioterapia y el tratamiento previo
con platino (en torno al 30% en cada rama). Las pacientes tratadas con olaparib obtienen
beneficio en SLP (7 vs 4,2 meses) con una HR 0,58. A 12 meses, el 26% de las pacientes estan
libres de enfermedad a diferencia del 15% de las tratadas con la quimioterapia estandar.
La tasa de respuestas a olaparib es 60% frente al 29% con quimioterapia. La supervivencia
global resulta similar en las ramas. La toxicidad grave a olaparib es inferior (36 vs 50%) que a
quimioterapia. Este estudio conllevo la aprobacién por la FDA en enero 2018 para pacientes
portadoras HERZ negativas no tributarias de tratamiento hormonal.

Veliparib se ha investigado en un estudio fase Il (BROCADE] combinado con temozolamida
o carboplatino-paclitaxel frente a placebo-carboplatino-paclitaxel en pacientes portadoras
con recurrencia local o enfermedad metastasica en primera o segunda linea. El objetivo
principal de la comparacion de veliparib +/- quimioterapia, la SLP, entre ambas ramas es
similar (14 vs 12 meses, p=2,31) asi como su perfil de toxicidad de anemia, neutropenia o
trombocitopenia. Actualmente esta combinacién esta siendo probada en un ensayo fase 3.

Las diferencias de eficacia de los distintos inhibidores se explican por su potencia en atrapar
PARP en el ADN con el consecuente bloqueo de la progresion de la horquilla de replicacion
y rotura final del ADN que es superior para talazoparib seguida en orden decreciente de
niraparib, rucaparib, olaparib y veliparib.



CANCER DE OVARIO

el tratamiento estandar del CO es la cirugia citorreductora seguida de un tratamiento de
quimioterapia con un derivado del platino (cisplatino o carboplatino) y paclitaxel, en ocasiones
combinados con un anticuerpo monoclonal antiangiogénico (bevacizumab), en caso de
enfermedad avanzada (estadios lllb-lllc-IV]). A pesar de una tasa muy alta de respuestas,
la mediana de SLP de las pacientes es 16-18 meses desde el inicio del platino con una
tasa global de recaida del 62% que llega al 85%, en los casos de enfermedad avanzada.
Entre las categorias de la recurrencia, las portadoras de mutacién en BRCA presentaran
recaidas platino sensibles, definidas por la progresion en un periodo superior a los 6 meses
tras la ultima dosis de platino. Entre las opciones aprobadas de tratamiento de este tipo
de recurrencia platino sensible figuran la combinacién de trabectedina y doxorrubicina
liposomal pegilada y la adicién de bevacizumab al régimen basado en platino (gemcitabinay
carboplatino) y posterior mantenimiento con bevacizumab en monoterapia. Adicionalmente,
en pacientes con BRCA mutado, varios IPARP han demostrado su eficacia como terapia
de mantenimiento en pacientes sensibles a platino, en recaida y situacion de respuesta a
quimioterapia.

Los principales datos de eficacia y seguridad de olaparib en su indicaciéon provienen del
estudio pivotal (estudio 19), ensayo fase Il aleatorizado, doble ciego y controlado con
placebo, que compara el mantenimiento con olaparib en monoterapia (400 mg dos veces
al dfa transcurridas 8 semanas después de la finalizacion de la ultima dosis del régimen
con platino) frente a placebo, en pacientes con CO avanzado, estadio Illb-IV que tuvieron
respuesta completa o parcial después de la quimioterapia basada en platino. El estatus
BRCA se realiz6 de manera planificada retrospectivamente y se obtuvo en 131 pacientes
del grupo olaparib versus 123 en el grupo placebo, entre las que 74 (56%) versus 62 (50%)
tenian una mutacién germinal o somatica de BRCA, respectivamente. El estudio mostré una
mejora estadisticamente significativa de la SLP con la monoterapia de mantenimiento con
olaparib, en comparacion con placebo en la poblacién global. Olaparib redujo el riesgo de
progresion en un 65% (HR 0,35; 1C95% 0,25-0,49). La mediana de tiempo hasta la progresion
fue de 8,4 meses con olaparib frente a 4,8 meses con placebo. En las portadoras el beneficio
es superior (11,2 olaparib vs 4,3 meses con placebo) respecto a las mujeres con BRCA no
mutado (7,4 vs 5,5 meses]*. Mientras que la diferencia en supervivencia a 5 afios de las
dos ramas de tratamiento no alcanza la significacion estadistica en la serie global, entre
las portadoras si se detectan diferencias (35 con olaparib vs 30 meses con placebo) y 11
pacientes portadoras tratadas con olaparib siguen este tratamiento mas de 5 afos.

Niraparib también se estudia como mantenimiento en un contexto similar de enfermedad
platinosensible recurrente ados esquemas de quimioterapia basada en platinoyenrespuesta
al Ultimo régimen basado en platino (estudio pivotal NOVA]. Este estudio fase 3 compara
niraparib vs placebo en 553 mujeres separadas en dos cohortes independientes de BRCA
mutado en linea germinal (n=201) y BRCA no mutado (n=345). Los resultados, a una mediana
de seguimiento de 16,9 meses, demostraron un beneficio estadisticamente significativo en
SLP para las pacientes tratadas con niraparib de mantenimiento en las tres poblaciones
analizadas. En la cohorte con BRCAg mutado, el tratamiento con niraparib prolong6 en 15,5
meses la SLPy en la cohorte BRCAg no mutado también se obtuvo un beneficio de SLP de 5,4
meses para el mantenimiento con niraparib comparado con placebo (HR 0,27). La positividad
de los resultados en ambas cohortes justificod un analisis complementario del beneficio del
mantenimiento con niraparib sobre el total de la poblacion (372 pacientes tratadas con



niraparib), independientemente del biomarcador BRCA, que demostré nuevamente un
incremento significativo de la SLP. El analisis de las todas pacientes con mutacién en BRCA
(germinal o somatica) demostré un beneficio de niraparib de mantenimiento de 15,2 meses
(HR 0.26). La toxicidad mas frecuente es anemia, trombopenia, nduseas y fatiga que afecta
a la mitad de las pacientes*

El caso de rucaparib, el otro IPARP aprobado en EU para portadoras de mutacién germinal
0 somatica, se basa en los datos de eficacia y seguridad de dos estudios fase Il con 106
portadoras con CO pretratadas con dos o mas lineas de quimioterapia basada en platino
que demuestran una tasa de respuestas objetivas del 54% (IC95% 44-64) y una media de
duracion de la respuesta de 9,2 meses (IC95%, 6,6-11,7). El estudio fase 3 posterior, ARIEL 3,
incluye 564 pacientes, entre las que figuran 130 portadoras de mutacién germinal en BRCA
tratadas con rucapariby 66 con placebo, confirma esta eficacia con medianas de SLP de 16.6
vs 5,4 meses (HR 0,23). Tanto las pacientes con tumores con deficiencia en la recombinacion
homologa (13,6 vs 5,4 meses) como la serie global que incluye estos grupos ademés de otras
pacientes con tumores de alto grado de las mismas caracteristicas también se benefician.
Los efectos secundarios mas importantes en frecuencia y relevancia son la anemia y la
elevacion de transaminasas®a poly(ADP-ribose.
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INTRODUCCION

En el presente capitulo se ofrece una vision general sobre los aspectos moleculares de
los sindromes de predisposicion a cancer colorrectal hereditario no polipdsico (CCHNP). EL
principal y mejor caracterizado de estos sindromes es el de Lynch (SL). Ademas, se incluye
el sindrome de la deficiencia constitutiva de la reparacidon de errores de apareamiento de
nucledtidos (Constitutional Mismatch Repair Deficiency: CMMRD), que viene a representar
la variante de inactivacion bialélica en linea germinal de los genes del SL. Asi mismo, se
revisara una entidad heterogénea y poco definida hasta la fecha, que se relaciona con el SL
por sus idénticas caracteristicas moleculares, aunque no se detectan mutaciones en los
genes conocidos del SL y que se conoce como sindrome de Lynch-like (SLL]). Por Gltimo,
se abordara el cancer colorrectal familiar tipo X (Familial Colorectal Cancer Type X: FCCTX]
que comprende familias con alta carga de CCHNP que, a diferencia del SL, no presentan
inestabilidad de microsatélites en sus tumores y en los que en la mayoria de casos se
desconoce su base genética.

SiINDROME DE LYNCH
Generalidades

El sindrome de Lynch es una condicidn hereditaria que implica un elevado riesgo a cancer
colorrectal, de endometrioy otros tumores (ovario, tracto urinario superior, gastrico, intestino
delgado, pancreas, vias biliares, gliomas y tumores de glandulas sebaceas]. Presenta una
herencia de tipo autosémica y dominante, y esta causado por mutaciones en linea germinal
en los genes que participan en el mecanismo de reparacion de los errores de apareamiento
de nucledtidos [mismatch repair: MMR), producidos durante la replicacién del DNA: MLHT,
MSH2, MSH6 y PMS2'.

Se conocen otras dos situaciones muy particulares y poco frecuentes de sindrome de
Lynch donde la causa no esta relacionada con mutaciones en estos genes MMR, aunque
indirectamente si se produce un bloqueo de su funcidn. La primera de ellas es la epimutacion
de MLHT.Enestos casos se produce unainactivacion constitutivade MLHT como consecuencia
de la hipermetilacion del promotor del gen en la fase embrionaria. La segunda situacion es
debida a alteraciones estructurales en linea germinal (grandes deleciones) que afectan al
gen EPCAM, que se encuentra fisicamente muy proximo al gen MSH2. Como consecuencia,
se produce la metilacién de la region circundante afectando al promotor de MSHZ que queda
silenciado'?.

Mecanismo MMR

Los genes que participan en el mecanismo MMR y son responsables del sindrome de Lynch
codifican para las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Estas proteinas forman complejos
de heterodimeros para ejecutar su funcion en la reparacion del DNA. Los heterodimeros
MSH2-MSHé6 (MutSa) reconocen y se unen a los apareamientos erréneos de nucledtidos
simples o pequenas alteraciones de tipo insercién-delecion. A continuacién, un segundo
heterodimero formado por MLH1-PMS2 (MutLa] se une al anterior (MutSa). Cofactores
necesarios, como el factor de replicacidon C (replication factor C: RFCJ, el antigeno nuclear
de células en proliferacion (proliferating cell nuclear antigen: PCNA] y el doble heterodimero
MutSa-Mutla, reclutan exonucleasa-1 que escinde un fragmento largo de DNA que contiene
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el error detectado. Las proteinas reparadoras se liberan, se une la proteina de replicacidn
A [RPA) al DNA abierto, y permite mantenerlo desenrollado para favorecer la union de la
polimerasa-d que re-sintetiza de forma correcta el fragmento escindido. Finalmente se
produce la ligacién del fragmento reparado y el error del DNA queda reparado® (Figura 1).

Desapareamiento de nucledtidos

Reconocimiento del desapareamiento

Mutla MLH1 PMS2 RFC PCNA

MutSa MSH2 MSH6
PCNA

MutSa Mutla RFC

Escision

l Exol

S 3
3 - 5
Exonucleasa
Re-sintesis de DNA
RPA i Pols
RPA
5 -
3 — 5
DNA polimerasa 6

Ligl Ligacion
5 » 3
3 - B

Ligasa

Figura 1. Esquema del proceso de reparacion del DNA de los errores de tipo mismatch.

MutLa: heterodimero MLHT1-PMS2; MutSa: heterodimero MSH2-MSHé; RFC: factor de replicacion C; PCNA: anti-
geno nuclear de células en proliferacion; Exol: exonucleasa-1; RPA: proteina de replicacién A; Pold: polimerasa-o;
Ligl: ligasa-1.
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Caracteristicas moleculares de los tumores del sindrome de Lynch

Desde el punto de vista molecular, los tumores del SL se caracterizan por presentar una
deficiencia funcional del sistema MMR. Dicho sistema de reparacion del DNA se encarga de
corregir los errores de apareamiento de tipo pequenas inserciones o deleciones y cambios
de nucledtido (mismatch), que se producen durante el proceso de replicacién del DNA en la
fase S del ciclo celular previo a la mitosis.

La deficiencia funcional del sistema MMR implica la acumulacion de errores de secuencia
en la replicacién del DNA en las células hijas. Estos errores se producen mayoritariamente
en secuencias repetidas de uno a varios nucledtidos llamadas microsatélites, que son
abundantesy dispersas a lo largo del genoma (suponen aproximadamente el 3% del genoma
humano). Como consecuencia de la deficiencia MMR y tras multiples mitosis, los tumores
pueden llegar a acumular decenas de miles de mutaciones a lo largo del genoma, fendmeno
denominado inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability: MSI) que es el sello
identificativo de una de las principales vias de carcinogénesis colorrectal y endometrial que
toma su nombre de esta caracteristica molecular?.

Entre un 10-20% de los canceres colorrectales (CCR)y 15-25% de los canceres de endometrio
(CE) presentan inestabilidad de microsatélites. En CCR los tumores MSI se diferencian de los
que no tienen MSI -que se denominan tumores con estabilidad de microsatélites (microsatellite
stability: MSSJ- a nivel molecular, clinico y patoldgico. Los tumores MSI presentan un mayor
nivel de metilacion en el DNA, generalmente son diploides o pseudodiploides, no presentan
mutacionen KRAS perosien BRAF,ypresentanbajafrecuenciade mutacionesenAPCy TP53" El
CCResmasfrecuente en mujeres, se localiza mayoritariamente en colon derecho, tiene mejor
prondstico, no se beneficia del tratamiento con 5-Fluorouracilo, y si con nuevos tratamientos
de inmunoterapia (anti PD-1 o anti CTLA-4). EL CCR con MSI es predominantemente de tipo
serrado, mucinoso, pobremente diferenciado y con infiltrado linfocitario. Los tumores MSI
son muy inmunogenos. La elevada carga mutacional de las células tumorales favorece una
respuesta inmunologica local que se evidencia en un importante infiltrado linfocitario. Esta
respuesta inmune no consigue controlar el crecimiento tumoral porque el tumor desarrolla
mecanismos de escape, mediante la seleccion de subclones resistentes, generados a partir
de unaamplia gama de subclones con nuevas mutaciones que se producen tras cada mitosis.
La aproximacion terapéutica de potenciacion de la respuesta inmune especifica supone una
oportunidad muy esperanzadora en el tratamiento de los tumores MSI°.

La mayor parte de los tumores con MSI son de tipo esporadico (entre un 80-90%) y se
producen como consecuencia de la inactivacion somatica bialélica de los genes MMR. Los
mecanismos (epilgenéticos de inactivacion somatica méas frecuentes para cada alelo son:
las mutaciones puntuales, la pérdida de heterocigosidad (loss of heterozygosity: LOH] y los
grandes reordenamientos en general, asi como la hipermetilacién en la regién promotora

de los genes en cuestion.

Entre un 10-20% de los tumores MSI son de tipo hereditario y son consecuencia del SL. En
estos casos, los individuos tienen una mutacion patogénica inactivante en linea germinal en
uno de los alelos de uno de los genes MMR. Esta mutacion, que en la gran mayoria de los
casos es heredada de uno de sus progenitores, puede ser transmitida a su descendencia. Se
han descrito algunos casos con mutaciones de novo, y aunque su prevalencia es desconocida,
se estima que son muy poco frecuentes.



Los pacientes con SL tienen en todas las células de su organismo un alelo mutado (no
funcional] y otro alelo no mutado (funcionall, de uno de los genes MMR. En principio, la
funcionalidad del alelo normal ofrece la capacidad necesaria de reparacién de los errores de
tipo mismatch que se producen durante lareplicacion. No obstante, estosindividuos presentan
un alto riesgo de desarrollar tumores asociados al sindrome, y para que esto ocurra debe
de producirse una inactivacion del alelo normal a nivel somatico. Una mutacion germinal
inactivante en alguno de los genes MMR, unido a la inactivacién somatica del segundo alelo,
conducen a una inestabilidad de microsatélites y todo lo que ello conlleva. Como se ha
descrito anteriormente, los mecanismos de inactivacién somatica del alelo normal pueden
ser mutaciones puntuales, LOH, grandes reordenamientos e hipermetilacion.

El impacto fisiopatoldgico que pueden tener estas alteraciones a nivel celular dependera de
donde se produzcan. Si los errores no corregidos se producen en regiones intergénicas o
intrénicas alejadas de secuencias codificantes, muy probablemente, seran funcionalmente
irrelevantes. Por el contrario, si afectan a regiones codificantes o reguladoras de genes,
pueden tener un efecto inactivante de dicho/s gen/es, cuya repercusion fisioldgica dependera
de la importancia funcional de los genes afectados.

Los genes que contienen microsatélites en su region codificante (mayoritariamente
mononucleotidos repetidos) son dianas de mutacién en situacién de deficiencia MMR. La
acumulacion de estas alteraciones, generalmente inactivantes, en genes supresores de
tumor o genes reparadores de DNA tienen un potencial efecto oncogénico importante. Genes
relacionados con cancer con funcionalidades muy diversas han sido descritos como dianas
en tumores con MSI: receptores de factores de crecimiento (TGFBR2, IGFR2, ACTR?), factores
de transcripcion (TCF4), reguladores del ciclo celular (PTEN, PA2G4, RIZ), proapoptéticos
(BAX, CASP5, BCL10, FAS, APAF1), de respuesta a dafo del DNA (BLM, CHK1, RAD50),
reparadores de DNA (MLH3, MSH3, MSHé), de vias de senalizacién como Wnt [AXIN2), etc.
En tumores con MSI se han descrito mutaciones (pequenas deleciones o inserciones) en los
mononucleotidos repetidos de la secuencia codificante de estos genes con una frecuencia
variable y en algunos casos, con un perfil tumor dependiente. Por ejemplo, mas del 80% de
los tumores colorrectales con MSI presentan mutaciones en el homopolimero A, del gen
TGFBRZ2, mientras que en los canceres de endometrio con MS| tan sélo se encuentra mutado
alrededor del 12% de los casos. Los genes diana mas frecuentemente mutados en SL son
TGFBR2, MSH6, TCF4 'y BAX (Tabla 1)°.



Tabla 1. Genes relacionados con cancer que son diana de deficiencia MMR.

Gen Funcién Microsatélite COR 6 (w) cE) SLw

codificante (%]

TGFBR2 (A, 81 69 12 76

IGFRZ Receptor del factor de crecimiento (G,) 17 21 13 7

ACTR2 (A) 58

TCF4 Factor de transcripcion (A) 39 9 0 50

PTEN (A2 19

PA2G4 Regulador del ciclo celular (A) 21

RIZ (A, (A) 27 45 33 37

BAX (G, 45 37 33 49

CASPS (A, 48 A 28

BCL10 Proapoptdtico (A) 13 10

FAS ) 10 10

APAF1 (A, 13 15

BLM (A,) 9 25

CHK1 Respuesta a dafio de DNA (A) 10 28

RAD50 (A) 28 28

MLH3 (A,) 9 15

MSH3 Reparador de DNA (A) 38 39 25 51

MSH6 (C,) 22 38 1 24

AXIN2 Via de senalizacion Wnt (A)*2,(G,), (C) 24

Se muestran algunos de los genes que han sido descritos como diana de la deficiencia MMR
en diferentes tumores con MSI, por presentar mutacion en tumor en los microsatélites de su
region codificante. CCR: cancer colorrectal; CG: cancer gastrico; CE: cancer de endometrio;
SL: sindrome de Lynch. Extraido de Duval & Hamelin, 2002°.

Cribado molecular de los tumores para la identificacion de sindrome de
Lynch

El estudio del tejido tumoral aporta una informacion de forma rapida y asequible que permite
seleccionar los casos para ulterior diagndstico genético del SL. El diagndstico de deficiencia
MMR en el tejido tumoral se utiliza como cribado de sospecha del SL. Este cribado se
puede realizar mediante dos aproximaciones diferentes que aportan un elevado nivel de
sensibilidad y especificidad para la deteccion del SL, el estudio inmunohistoquimico (IHQ)
de las proteinas MMR y la MSI. Ademas, se utilizan otros biomarcadores moleculares para

mejorar la eficacia del cribado:
Estudio inmunohistoquimico de las proteinas MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2).

Se trata de analizar la presencia/ausencia de expresion proteica en los nucleos de las
células tumorales. Se utilizan cortes histologicos de tejido incluido en parafina, y se realizan
téecnicas IHQ con anticuerpos monoclonales que reconocen las proteinas MMR. Las células
del estroma y linfocitos infiltrantes actian como controles positivos internos, y deben de
presentar siempre tincion IHQ en sus nucleos. Los valores de sensibilidad y especificidad
para detectar deficiencia MMR por IHQ son del 83% y 89%, respectivamente. La ausencia



de expresion nuclear de alguna de las proteinas reparadoras en las células tumorales es
indicativa de deficiencia MMR. Los patrones de tincién IHQ mas frecuentemente observados
en tumores con deficiencia MMR son: pérdida de expresién de MLH1-PMS2 y pérdida de
expresion de MSH2-MSH6; ya que los anticuerpos reconocen las proteinas nucleares en
su conformacion heterodimérica. Las pérdidas aisladas de cada una de las proteinas son
poco frecuentes, pero igualmente informativas. Una ventaja del estudio IHQ es que permite
orientar el estudio genético posterior, ya que la pérdida de expresion de unas proteinas
determinadas se asocia a la mutacidén germinal en alguno de los genes que codifican para
ellas. Asi pues, si se pierde MSH2-MSH6 es esperable encontrar la mutacién en alguno de
estos dos genes. En ocasiones, puede haber pérdidas focales de MSHé asociadas a pérdida
de MLH1y PMS2. Esto es atribuible a posibles mutaciones, como evento secundario a la MSI,
en la secuencia microsatélite en region codificante (C,) que tiene el gen MSHé.

Cuando se pierde MLH1-PMS2, en caso de existir, la mutacion casi siempre se produce en
MLHT. Las mutaciones de PMSZ se localizan casi exclusivamente en casos con tumores que
pierden la expresién de PMS2 de forma aislada (sin pérdida de MLH1)".

Estudio de inestabilidad de microsatélites.

Trata de evidenciar la funcionalidad del sistema MMR estudiando la longitud de fragmentos
de DNA que contienen microsatélites (marcadores de microsatélites) en DNA de tejido
tumoral. Los tumores con MSI presentan alteraciones en el patrén de estos marcadores,
generalmente deleciones, aunque en algunos casos también inserciones. El estudio de MS|
ofrece una sensibilidad del 85% y una especificidad del 0% en la deteccidn de deficiencia
MMR. Aproximadamente el 77-89% de los CCR de individuos con SL tienen MSI, mientras
que solamente un 10-15% de los CCR esporadicos presentan este fenotipo.

El estudio de MSI se realiza con PCR multiplex y analisis de fragmentos en electroforesis
capilar. Los cinco marcadores de microsatélites basicos mayoritariamente utilizados son
mononucleotidos repetidos, monomorficos o quasimonomorficos, que presentan un tamano
de repeticion idéntico practicamente en todas las poblaciones normales de diferentes
grupos étnicos. Estos son: BAT26, BAT25, NR21, NR24 y NR27. Con dos 0 mas marcadores
con patrén alterado se considera MSI. En caso de tener un solo marcador alterado se
recomienda estudiar otros marcadores de microsatélites alternativos. Si no se evidencia
ningln marcador alterado el diagndstico es MSS.

No existen diferencias significativas entre los resultados de IHQ y MSI, si bien en algunas
circunstancias especiales, una u otra técnica puede resultar mas informativa. Por ejemplo, en
tumores mucinosos el rendimiento del estudio de MSl es subdptimo siendo recomendable el
estudio IHQ. Algo similar ocurre en algunos tumores de endometrio donde la MS| no es muy
acusada en cuanto altamano de las deleciones en los marcadores. No siempre una mutacién
germinal en genes MMR implica la pérdida de expresion de proteinas MMR, aunque en raras
ocasiones, la IHQ puede ofrecer un resultado de expresion normal de dichas proteinas, pero
éstas no ser funcionales. En estos casos el tumor presentard MSI. Se recomienda el estudio
de MSI en familias con mucha carga de tumores asociados a SL y con IHQ normal’.

Metilacion del promotor de MLH1.

Como se ha comentado con anterioridad, la mayor parte de los tumores que presentan
deficiencia MMR son de tipo esporadico (80-90%), por lo que es necesario el uso de
marcadores que nos permitan filtrar mejor los casos para el posterior diagnostico genético



del SL. Uno de estos marcadores es la metilacion del promotor de MLHT en tejido tumoral,
que es precisamente, el mecanismo mas frecuente de deficiencia MMR en tumores
esporadicos. La metilacién del promotor produce el bloqueo de la expresion génica de MLHT
y, por consiguiente, su pérdida de funcion.

La presencia de metilaciéon de MLHT en el tumor sugiere un origen esporadico, con dos
excepciones:

La posibilidad de metilacién constitutiva o epimutacién de MLHIT. En estos casos, si se
cumplen los criterios de Bethesda (ver siguiente capitulo), se recomienda el estudio de
metilacion de MLHT en sangre para descartar dicha epimutacion. Si no se cumplen los
criterios de Bethesda, no estaria indicado el estudio de metilacion en sangre debido a la
infima prevalencia de esta condicidén en pacientes que no cumplen dichos criterios®.

La posibilidad de que la metilacion de MLHT se presente como segundo evento inactivante
en casos con mutacion en linea germinal. Esta situacién ha sido descrita hasta en un 15% de
los tumores colorrectales en SL7.

Mutacion de BRAF

La mutacion somatica del exdn 15 del oncogén BRAF (V600E], en el tejido tumoral, es una
fuerte evidencia de que el tumor tiene un origen esporadico. Los CCR del SL no presentan
la mutacion de BRAF, aunque algun caso excepcional ha sido descrito. Este marcador se
utiliza exclusivamente en CCR porque la frecuencia de mutaciones del gen BRAF en CE es
muy baja’.

Cribado universal de los tumores.

Estudios poblacionales muestran hasta un 28% de casos con diagndstico genético de SL que
no cumplen los criterios clinicos. Numerosos estudios han abordado el analisis comparativo
de coste eficacia del cribado universal de los tumores del SL versus el cribado con criterios
clinicos. Se considera que existe suficiente evidencia para ofrecer una estrategia de deteccion
de SL a todos los pacientes con CCR y CE, por lo que se recomienda el cribado universal de
estos tumores. Su desarrollo e implementacion requiere de la cooperacion, comunicacion y
coordinacién efectiva de los diferentes profesionales implicados en el proceso; que aseguren
la identificacién de los pacientes con sospecha de SL, informen de los resultados y remitan
a los pacientes para un adecuado asesoramiento genético’. En la figura 2 se representa
un algoritmo simplificado para la toma de decisiones en relacion con el cribado del SL y
sindromes relacionados.



Figura 2. Algoritmo para el cribado del sindrome de Lynch y el cancer
colorrectal familiar tipo X.
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Sindrome de Lynch. Alteraciones genéticas causales en genes MMR

Las alteraciones (epilgenéticas responsables del SL son de tipoinactivante, causando pérdida
de funcién en los genes MMR. Desde un punto de vista clinico, se consideran variantes
genéticas causales aquellas clasificadas como patogénicas (clase 5), o probablemente
patogénicas (clase 4). Los criterios para la clasificacion de las variantes genéticas se abordan
en detalle en el capitulo 4 del mddulo dedicado a las bases del cancer hereditario.

El estudio en linea germinal de los genes MMR (MLHT, MSH2, MSHé y PMS2) en los casos
indice de familias con sospecha de SL, se realiza generalmente mediante técnicas de
secuenciacion masiva (Next-Generation Sequencing: NGS) para la deteccion de alteraciones
genéticas causales, y secuenciacion Sanger o MLPA [(segun se trate de alteraciones
puntuales o grandes reordenamientos, respectivamente) para su confirmacion. Los detalles
metodologicos de las técnicas de diagnostico genético se tratan en el capitulo 3 del mddulo
dedicado a las bases del cancer hereditario. En este contexto, es importante resenar la
particular complejidad del estudio del gen PMSZ debido a la gran homologia de una buena
parte de su secuencia codificante (11 de los 15 exones) con multiples pseudogenes. Este
hecho, hace practicamente imposible su abordaje por NGS en condiciones normales. Es
necesario generar amplicones largos utilizando cebadores especificos fuera de las regiones
de alta homologia.

La mayor parte de las variantes clase 4 y 5 de los genes MMR son de tipo puntual, con una
distribucién variable segin su consecuencia molecular dependiendo del gen: Frameshift:
variantes que producen un cambio en el patron de lectura generalmente debido a pequenas
deleciones e inserciones; Missense: cambio de nucledtido que genera un cambio de



Aspectos moleculares del sindrome de Lynchy de otros
sindromes de predisposicion a cancer colorrectal no polipésico

aminoacido (aal; Nonsense: cambio de nucledtido que genera un coddn de parada; Splice
site: cambio de nucledtido que afecta a sitios consenso de reconocimiento de la excision de
intrones en el proceso de maduracion del RNAm; Near gene: alteraciones fuera del gen, pero
en su proximidad, que pueden tener funciéon reguladora; UTR (untranslated region): variantes
en regiones génicas que se transcriben a RNA, pero no son traducidas a proteina (5°UTR y
3"UTR) (Figura 3).

Los grandes reordenamientos suponen entre un 3-20% del total de las alteraciones
patogénicas, dependiendo del gen.

W Frameshift W Missense ®Nonsense ®Splice site M Neargene B®UTR

Figura 3. Variantes patogénicas y probablemente patogénicas en genes MMR. Distribucidn de los tipos de mutacio-
nes segun su consecuencia molecular.
Datos extraidos de ClinVar [consultado el 19/08/2018).

El nimero de variantes clase 4 y 5 descritas en genes MMR en las principales bases de
datos de consulta (InSIGHT: https://www.insight-database.org/genes y ClinVar: https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/] se muestran en la tabla 2. Los genes con mayor ndmero
de mutaciones detectadas son MLHTy MSH2, que son precisamente los que presentan una
mayor penetrancia. EL nUmero de mutaciones descritas en MSHé y PMS2 es mucho menor, y
su penetrancia también es sensiblemente mas baja. Esto es asi porque la practica totalidad
de la informacion disponible proviene de poblacidn seleccionada de alto riesgo, que acude
a las consultas, con historia personal y familiar de cancer sugerente de cancer hereditario.
Cuando se realizan estudios poblacionales sin sesgo de seleccion, los genes del SL que se
encuentran mas frecuentemente mutados son PMS2y MSHé6'.
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La clasificacion de las variantes de la base de datos de InSiGHT se lleva a cabo por el panel
de expertos de dicha sociedad. Todas las variantes de InSIGHT se vuelcan a la base de datos
de ClinVar. Ademas, ClinVar contiene variantes aportadas y clasificadas por diferentes
laboratorios e instituciones. En ClinVar es frecuente encontrar variantes con discordancias
en su clasificacion por diferentes laboratorios.

Tabla 2. Genes MMR, localizacion, estructuray numero de mutaciones descritas.

Localizacidn N° exones / InSIGHT* ClinVar*
Gen OMIM o
cromosdémica N° aa Clase 4y 5 Clase 4y 5
MLH1T 120436 3p22.2 19 /756 560 885
MSH2 609309 2p21-p16.3 16 /934 550 935
MSHé 600678 2p16.3 10/1360 228 670
PMS2 600259 7p22.1 15/862 76 318
Total 1414 2808

*Bases de datos consultadas el 19/08/2018.

Sindrome de Lynch. Epimutacion constitutiva de MLH1

Un subgrupo especial de casos con SL lo constituyen aquellos que presentan hipermetilacidn
deMLHTtantoenDNAdeltumor,comoenDNAdesangreyotrostejidos.Lostumorespresentan
pérdida de expresion proteica de MLH1y ademas no tienen mutacion germinal en dicho gen.
Se han descrito cerca de 100 casos en la literatura, la gran mayoria de ellos considerados
primarios, aparentemente de novo, y que pueden revertir entre generaciones debido a los
procesos de reprogramacion de la metilacion que acontecen en la gametogénesis y la fase
embrionaria inicial. Estos casos tienen un fenotipo muy parecido al SL incluyendo aparicion
temprana de tumores y multiples tumores primarios, si bien no presentan antecedentes
familiares. Existen algunos casos descritos donde esta epimutacion constitutiva de MLHT se
presenta como secundaria a una variante genética en cis, donde la historia familiar puede
ser mas aparente. El riesgo de recurrencia en la familia es complejo de estimar, ya que en
la gran mayoria de los casos no termina de establecerse el mecanismo que ha dado origen
a la epimutacion y, por consiguiente, su herencia. Por lo tanto, los familiares directos que
presenten metilacion de MLHT en sangre pueden ser considerados de alto riesgo, mientras
que el riesgo asociado a los familiares negativos para la metilacion no puede estimarse,
debido fundamentalmente al desconocimiento del nivel de falsos negativos que puede
conllevar esta determinacion en este contexto''.

Sindrome de Lynch. Deleciones de EPCAM

Otra situacion particular del SL la constituyen las deleciones de la regién terminal del
gen EPCAM. Este gen codifica para una molécula de adhesidon que se expresa en células
epiteliales. No es por lo tanto un gen MMR, pero se localiza a unas 15 Kb aguas arriba del
promotor del gen MSHZ. Las alteraciones estructurales en linea germinal que afectan a
los dos ultimos exones de EPCAM, provocan de forma secundaria la hipermetilacion en cis
de la region en aquellos tejidos que expresan EPCAM. Esta hipermetilacion de la region
afecta al gen EPCAM, pero también al promotor de MSHZ. Como consecuencia, se silencia
la expresidon de ambos genes en los tejidos epiteliales. Esto implica la pérdida de funcidn



MMR en mosaico que da lugar a un fenotipo clinico muy similar al SL. Alrededor de un
10% de casos con pérdida de expresion de MSH2 y MSH6, sin mutacion en linea germinal
en estos genes, presentan deleciones de EPCAM. Se ha descrito un buen ndmero de
deleciones diferentes en localizacion y tamano, generalmente producidas por mecanismos
de recombinacién mediada por secuencias Alu. El riesgo que confiere la delecion de EPCAM
a CCR es el mismo que MSHZ2, sin embargo, el riesgo a cancer de endometrio es menor que
en las mutaciones de MSHZ. Parece estar asociado al tamano de la delecidn. Solamente
las deleciones de mayor tamano que implican los exones 8y 9 de EPCAM y gran parte de
la zona intergénica EPCAM-MSH?2, llegando a afectar al promotor de MSHZ2, presentan un
riesgo similar a cancer de endometrio que las mutaciones de MSHZ2. Las deleciones mas
pequenas que no afectan al promotor de MSH2 confieren riesgo a CCR, pero no a cancer
de endometrio’'?,

Los estudios predictivos de riesgo en familiares se realizan interrogando la presencia/
ausencia de la delecion de EPCAM, y su interpretacidn es exactamente igual que para una
mutacion causal en los genes MMR, un resultado positivo implica alto riesgo y un resultado
negativo, riesgo poblacional.

BASES GENETICAS Y MOLECULARES DEL SI'ND'ROME DE LA
DEFICIENCIA CONSTITUTIVA DE LA REPARACION DE ERRORES
DE APAREAMIENTO DE NUCLEOTIDOS

Las mutaciones heterocigotas (monoalélicas) heredadas en genes MMR son responsables
del SL. Individuos con mutaciones bialélicas en uno de los genes MMR desarrollan neoplasias
en la infancia. Los aspectos clinicos del sindrome CMMRD son revisados en el siguiente
capitulo. Se trata de una rara condicion hereditaria autosdmica y recesiva denominada
Deficiencia Constitutiva de MMR. La mutacién bialélica en linea germinal de un gen MMR
puede producirse en homocigosis o como dobles heterocigotos. El primer supuesto,

generalmente se produce como consecuencia de la consanguinidad entre los progenitores.

El espectro de mutaciones en CMMRD es sensiblemente diferente al que presenta el SL. La
mayoria de casos descritos de CMMRD implican a los genes PMSZy MSH6, mientras que las
mutaciones bialélicas en los genes MLHTy MSH2 son raras'. Esta distribucién de mutaciones
en genes MMR es coincidente con la que se observa en poblacién normal, y contraria a la que
se presenta en el SL con carga familiar. En este mismo contexto, un paciente con CMMRD
debe tener ambos progenitores portadores obligatorios de mutaciones en un mismo gen
MMR, por lo que seria esperable que hubiese una carga familiar de cancer evidente. Esto,
sin embargo, es muy poco frecuente, precisamente por la baja penetrancia del efecto de

mutaciones heterocigotas en los genes PMS2 y MSH62.

El diagndstico genético del CMMRD es complicado por el elevado nimero de variantes de
significado clinico desconocido en los genes MMR, y por la dificultad analitica que presenta
el estudio de PMSZ con multitud de pseudogenes con elevada homologia. Si bien la mayoria
de mutaciones encontradas en el sindrome CMMRD son truncantes (de tipo nonsense,
frameshift, splicing o grandes reordenamientos), y por tanto con inactivacion completa de
la funcion génica, se han descrito un 30% de mutaciones de tipo missense, en ocasiones de
significado clinico desconocido, que probablemente no inactiven totalmente la funcion MMR.



Para el diagndstico genético de este sindrome se plantean algoritmos diagndsticos que
incluyen estrategias de cribado utilizando, al igual que en el SL, el anélisis de expresién
IHQ de las proteinas MMR y el estudio de MSI. Se recomienda realizar estos estudios en
tejido tumoral, y en su defecto, en biopsia de piel. A diferencia de lo que se observa en el
SL, la expresion IHQ de las proteinas MMR en muestras de tejido tumoral es esperable que
se pierda tanto en el propio tejido tumoral como en las células normales del estroma. El
estudio de MSI es Util en tumores gastrointestinales y uroldgicos, pero no para tumores

cerebrales, donde un resultado negativo no excluye CMMRD™.

Ademas, se han desarrollado otras herramientas de apoyo al diagndstico para este sindrome.
Se trata de estudios funcionales donde se utilizan linfoblastos inmortalizados del paciente,
donde se evalta la MSl y la tolerancia a agentes metilantes, que son caracteristicas de los
tumores con deficiencia MMR. Resultados positivos para ambos test han mostrado un 100%
de sensibilidad y especificidad en el diagndstico de CMMRD™.

sy

La identificacion de las alteraciones patogénicas bialélicas en los genes MMR [mutaciones
puntuales o grandes reordenamientos) supone el diagndstico genético definitivo. En aquellos
casos donde no se identifican mutaciones patogénicas bialélicas, incluyendo los casos con
variantes de significado clinico desconocido, los estudios funcionales descritos permiten
confirmar o no, el diagndéstico de CMMRD™.

BASES MOLECULARES DEL SINDROME LYNCH-LIKE

Con la denominacién de sindrome de Lynch-like (SLL) se incluyen todos aquellos individuos
que presentan tumores del espectro del SL con deficiencia MMR, en ausencia de metilacion
de MLHT,y sin mutacion patogénica en linea germinal identificada. Se trata de un grupo muy
heterogéneo de casos que abarca desde formas esporadicas, hasta casos con SL criptico u
otros sindromes diferentes que de forma secundaria provocan deficiencia MMR. En estudios
poblacionales con cribado universal, suponen aproximadamente la mitad de los casos con
tumores que presentan deficiencia MMR y no tienen metilacion de MLH]T. Globalmente se
considera que tienen un riesgo intermedio entre SL y la poblacidén general™.

Las posibles causas que pueden dar lugar al SLL se pueden agrupar en dos apartados:

Alteraciones (epilgenéticas somaticas bialélicas en genes MMR. Se trata de casos
esporadicos donde la deficiencia MMR se debe a la inactivacidn bialélica por alteraciones
somaticas (mutaciones puntuales, grandes reordenamientos o metilacion). Generalmente
no presentan historia familiar significativa de cancer y por consiguiente el riesgo de los
familiares directos podria considerarse el poblacional.

Alteraciones genéticas en linea germinal. Se trata de casos con predisposicion hereditaria
a cancer que suelen presentar historia familiar sugerente. Cabe distinguir dos subgrupos
dentro de este apartado:

Sindrome de Lynch. Casos con mutaciones patogénicas o probablemente patogénicas en
genes MMR que no han sido detectadas en el estudio rutinario. Pueden ser casos en los
que se encuentran variantes clasificadas como de significado clinico desconocido (clase 3)
y que realmente tienen un efecto patogénico, pero no existen evidencias suficientes para su
clasificacion como causal. También se incluyen casos con mutaciones causales cripticas, que
no se detectan porque no se analizan, bien porque se encuentran en regiones reguladoras



(promotor o UTRs) o porque se localizan en regiones intrénicas profundas muy alejadas de
los exones que pueden generar sitios de splicing o reordenamientos aberrantes. Por dltimo,
también pueden ocurrirmutaciones en mosaico que pueden pasar desapercibidas en estudios
de DNA de sangre, por la baja o nula frecuencia del alelo mutado en células sanguineas,
pero que se detectan en tejido tumoraly tejido sano del mismo drgano y posiblemente otros
organos.

Otros sindromes. Mutaciones en linea germinal en otros genes asociados a otros sindromes
diferentes al SL pueden producir mutaciones somaticas en genes MMR, y por tanto,
mimetizar el fenotipo molecular del SL con tumores que presentan MSI. Por ejemplo,
mutaciones bialélicas en MUTYH (responsable de la poliposis asociada a dicho gen; MUTYH
Associated Poliposis: MAP) se han descrito en aproximadamente el 3% de los casos con SLL™.
De forma similar, se han descrito mutaciones en los genes POLE y POLD1 (responsables de
las poliposis asociadas a las polimerasas correctoras de pruebas; Polymerase Proofreading-
Associated Poliposis: PPAP) que generan tumores hipermutados y en ocasiones pueden
mutar somaticamente genes MMR2.

Por ultimo, y como consecuencia de los estudios de exomas en casos SLL, se estan
describiendo mutacionesgerminalesennuevosgenesque funcionalmente estanrelacionados
con la reparacién o replicacion del DNA, pero que no se asocian a ningun sindrome de cancer
hereditario conocido (FANT, MCM9, SETD2, etc). En el mejor de los casos, estos nuevos genes
podrian explicar un pequeno porcentaje de familias SLL. Su inclusion en los paneles de
genes en la rutina diagndstica requiere de evidencias més sélidas sobre su utilidad clinica.

BASES MOLECULARES DEL CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO
NO POLIPOSICO SIN INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Eltérmino cadncercolorrectalfamiliartipo X (Familial Colorectal Cancer Type X: FCCTX), llamado
asi por el desconocimiento de su etiologia genética, ha sido propuesto para denominar a
un grupo de familias con alta agregacion familiar de CCHNP (Criterios de Amsterdam, ver
siguiente capitulo) con el sistema MMR intacto. Aproximadamente el 40% de las familias
que cumplen criterios de Amsterdam para el diagndstico de CCHNP no presentan defectos
hereditarios en el sistema MMR. Estos pacientes no presentan mutaciones en linea germinal
en los genes MMR y, por lo tanto, en el tumor no se evidencia MSI ni pérdida de tincion IHQ
de las proteinas MMR. Es decir, existe una importante fraccion de casos dentro del CCHNP
que no puede clasificarse como SL, ni derivados. Los datos de los que disponemos sugieren
que FCCTX es una entidad muy heterogénea desde el punto de vista genético.

La edad media de aparicion de CCR es mas tardia, se situa entre los 50-60 anos, presenta
menor riesgo de desarrollar tumores extracolonicosy una relacién adenoma-carcinoma mas
alta, loqueindica una progresion mas lentaa CCR. Alcompararlo conelSL, el FCCTX muestra
diferencias moleculares importantes. En general, los tumores FCCTX se caracterizan por
ausencia de MSI (MSS), presencia de inestabilidad cromosémica (Chromosome INstability:
CINJ, ausencia de fenotipo metilador de islas CpG (CpG Island Methylator Phenotype: CIMP),
hipometilacion globaldel genoma (analizado con LINE-Tcomo marcador)y una mayor longitud
de los telomeros. Los perfiles gendmicos de los tumores FCCTX se parecen en gran medida
a los de los CCR esporadicos: suelen presentar ganancia del cromosoma 20q o pérdida del
cromosoma 18. Otros cambios identificados en estudios de pequeno tamano, y que tendran



que ser validados en cohortes mas grandes, son las ganancias del cromosoma 2p vy 2q, y
la pérdida 10g. Como ocurre con las alteraciones en el nimero de copias, no se observan
diferencias entre FCCTX y los tumores esporadicos sin deficiencia MMR en la frecuencia
de mutacion en los genes conocidos del CCR: BRAF, KRAS o PIK3CA. Sin embargo, algunas
evidencias indican que las mutaciones de TP53 podrian ser mas raras en los tumores FCCTX.

Hasta la fecha, no se han identificado genes candidatos de FCCTX con evidencia
suficientemente soélida como para incluir su analisis en el diagndstico genético de rutina.
Teniendo en cuenta la evidencia reunida en los estudios originales, los genes con evidencia
de asociacion mas fuerte con CCR hereditario son: RPS20, FANT, SEMA4A, BRF1, PTPN12,
LRP6, BUBTy BUB3, y el silenciamiento epigenético constitucional de PTPRJ?. A pesar de la
evidencia descrita como genes de CCR hereditario, un gran estudio que incluyd el analisis
de exomas de 1006 pacientes con CCR no relacionado diagnosticados antes de los 55 anos, y
1609 controles sanos mostraron que para todos los genes candidatos, excepto para RPS520,
la frecuencia de mutaciones en los controles fue similar a la frecuencia observada en los
casos familiares. Estos resultados deben interpretarse con cautela debido a la frecuencia
extremadamente baja de mutaciones identificadas en los genes, junto con el hecho de que,
si es causal, la penetrancia de los genes candidatos posiblemente corresponda a un riesgo
moderado, probablemente dependiente del contexto genético y ambiental’.

Estudios genéticos con paneles de genes de cancer hereditario en poblaciones de pacientes
con CCR no seleccionados por estatus MMR, muestran la presencia de mutaciones
patogénicas germinales no sélo en genes relacionados con CCR (genes MMR, APC, MUTVYH,
TP53, SMAD4), sino también en genes asociados a otros sindromes de cancer hereditario
(BRCAT, BRCA2, PALB2, CHECK2, CDKN2A) para los cuales, ni el paciente ni su familia muestra
fenotipo clinico de sospecha. Estos resultados sugieren un efecto pleiotropico inesperado de
las mutaciones en estos genes, y en consecuencia un mayor nivel de solapamiento fenotipico
entre los diferentes sindromes’®.

La ausencia de genes identificados que expliquen una parte importante de familias FCCTX
sugiere la presencia de una enorme heterogeneidad genética dentro de esta entidad.
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RESUMEN

El sindrome de Lynch es consecuencia de alteraciones genéticas en linea
germinal que provocan la inactivacion MMR del alelo mutado (MLHT, MSH2,
MSHé, PMS2 y EPCAM). Alternativamente, se puede producir por epimutacion
constitutiva del gen MLHT.

Elanélisis de deficienciade MMR/MSlentejido tumoraltiene utilidad diagndstica,
pronostica y de prediccidn de respuesta a tratamiento.

Las técnicas IHQ y moleculares para el cribado universal de las neoplasias
colorrectales y endometriales, para la identificacion del SL, son eficientes.

La estrategia para el diagndstico del sindrome CMMRD incluye la propia del
cribado del SL ademas de estudios funcionales en linfoblastos del paciente.

En los casos con sindrome de Lynch-like es importante intentar establecer
el origen somatico o hereditario de la deficiencia MMR para un manejo mas
eficiente del paciente y su familia.

El cancer colorrectal familiar tipo X es una entidad muy heterogénea desde el
punto de vista genético donde se han descrito nuevos genes causales, asi como
genes conocidos y asociados a otros sindromes de cancer hereditario.
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Inestabilidad cromosdémica (Chromosome instability)

Deficiencia constitutiva de la reparacién de errores de apareamiento de nucleotidos
(Constitutional mismatch repair deficiency)
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Céncer colorrectal familiar tipo X (Familial colorectal cancer type X)
Inmunohistoquimica

Sociedad Internacional de Tumores Hereditarios Gastrointestinales (/nternational
Society for Gastrointestinal Hereditary Tumours)

Ligasa-1
Pérdida de heterocigosidad (Loss of heterozygosity)
Poliposis asociada a MUTYH (MUTYH associated poliposis)

Amplificacién de sondas dependiente de ligandos multiples (Multiplex ligation-
dependent probe ampl/ﬁcat/onF

Reparacion de errores de apareamiento de nucledtidos (Mismatch repair)
Inestabilidad de microsatélites (Microsatellite instability)

Estabilidad de microsatélites (Microsatellite stability)

Heterodimero MLH1-PMS2
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Antigeno nuclear de células en proliferacion (Proliferating cell nuclear antigen)
Polimerasa-&

Poliposis asociadas a las polimerasas correctoras de pruebas (Polymerase
proofreading-associated poliposis)

Factor de replicacion C (Replication factor C)
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Proteina de replicacion A

Sindrome de Lynch

Sindrome de Lynch-like
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INTRODUCCION

El sindrome hereditario de cancer colorrectal (CCR] mas frecuente es el sindrome de Lynch,
que ocasiona el 2-3% de todos los CCR y entre el 3% de los canceres de endometrio. Su patrén
de herencia es autosémico dominante y esta causado por mutaciones en linea germinal en
los genes reparadores de errores de emparejamiento de bases del acido desoxirribonucleico
(ADNJ, denominados en inglés genes mismatch repair (MMR). La mayoria de los casos
diagnosticados de sindrome de Lynch se deben a mutaciones en los genes MSHZ y MLHT, y
menos frecuentemente en MSHéy PMS2. La caracteristica molecularde muchos de loscanceres
relacionados con el sindrome de Lynch es la presencia de inestabilidad de microsatélites
(IMS]. Los pacientes desarrollan multiples canceres y suelen debutar a edad precoz. Algunos
de los canceres asociados al sindrome de Lynch son prevenibles con el sequimiento adecuado
y también se responden de manera diferente a los tratamientos oncoldgicos.

Por otra parte, recientemente se han descrito formas complejas de sindrome de Lynch, con
peculiaridades moleculares y clinicas, asi como otros sindromes hereditarios que predisponen
a cancer colorrectal no polipdsico y que deben considerarse en el diagndstico diferencial con el
sindrome de Lynch, por lo que se incluyen en este capitulo.




CANCERES ASOCIADOS AL SINDROME DE LYNCH

los cénceres asociados al sindrome de Lynch tienen caracteristicas clinicas y moleculares
peculiares. Las caracteristicas clinicas permiten identificar en muchos casos familias
con sindrome de Lynch debido a mutaciones en los genes MLHT y MSHZ2, sin embargo, las
mutaciones de los genes MSHé 'y PMS2 se estima que son mas prevalentes en la poblacion
general aunque con baja penetrancia y originan CCR a edades mas tardias, lo dificulta el
diagnéstico clinico del sindrome hereditario’.

Los pacientes con sindrome de Lynch tienen mayor riesgo de CCR y de endometrio, ademas
de otros canceres, entre los que se encuentran el cancer de intestino delgado, de estomago,
de vias urinarias, de ovarios, de cerebro y los tumores cutdneos (adenomas y carcinomas
sebaceos y queratoacantomas), entre otros.

El riesgo de cancer depende del gen causante del sindrome de Lynch y puede haber
modificadores del riesgo. El riesgo acumulado a los 70 anos de CCR oscila entre 40-80%
en los portadores de mutaciones germinales de MLHT y MSHZ, mientras que no supera el
10-22% en los portadores de mutaciones germinales de MSHé 'y PMS2. En cuanto al cancer
de endometrio, el riesgo es del 25-60% en los portadores de mutaciones de MLHTy MSH?Z,
del 16-26% para los de MSHé6 y del 15% para los de PMS2. Otro tipo de neoplasias parece ser
mas frecuente en portadores de mutaciones de MSH2. El riesgo de cénceres de estdémago,
ovario, tumores de vias urinarias, entre otros, suele ser inferior al 10% a lo largo de la vida
(Senter, 2008: Bonadona, 2011).

Los canceres relacionados con el sindrome se caracterizan por una edad temprana al inicio.
En estudios de registro de sindrome de Lynch, la mediana de edad de diagnéstico de CCR
es de aproximadamente 45 anos. Igualmente, la mediana de edad de cancer de endometrio
en el sindrome de Lynch es de 50 anos, que es unos 10 anos inferior a la de apariciéon de un
cancer de endometrio esporadico.

Por otra parte, los pacientes suelen presentar multiples tumores. En una serie de 477
pacientes con CCR en familias con una mutacion conocida, el 18% padecia un CCR sincrénico
o metacrénico. La combinacion de CCR y otro cancer relacionado con el sindrome de Lynch
con IMS demostrada se encontré en casi el 50% de los casos?.

CCRy adenoma colorrectal

El CCR es el cancer mas frecuente asociado al sindrome de Lynch. Aproximadamente el
15% de los CCR tienen IMS; el 3% se debe a mutaciones germinales en los genes MLH],
MSH2, MSHé, PMSZ2 o EPCAM. El riesgo de posibilidad de desarrollar CCR a lo largo de la vida
en portadores de una mutacion, varia entre un 10% y un 75%. La tasa de CCR se considera
ligeramente mas elevada en hombres que en mujeres. La edad de aparicion de los canceres
varia con el genotipo, que suele ser inferior en portadores de mutaciones de MLHTy MSH?2.

ELl CCR en el sindrome de Lynch difiere del esporadico en su localizacién, histologia y su
historia natural. Los adenomas y carcinomas en el sindrome de Lynch, en su mayoria, estan
situados en el colon proximal; hasta el 70% de los CCR son proximales al angulo esplénico,
mientras que solo el 40-50% de los canceres esporadicos se localizan en esta zona.

ELCCR asociado con el sindrome con frecuencia tiene diferenciacién mucinosa o con células
en anillo de sello. El carcinoma medular parece ser casi exclusivo de los tumores con IMS
alta. Ademas, suele ser pobremente diferenciado y tener una respuesta linfoide del huésped



que se caracteriza por agregados linfoides en la periferia del tumor y/o linfocitos infiltrando
el tumor (Smyrk, 2001). Esta Gltima caracteristica confiere a estos tumores peculiaridades
en su prondstico y en la respuesta a los tratamientos. El prondstico en pacientes con CCR
con déficit MMR tiende a ser mejor, estadio por estadio, comparado con los CCR estables.

El CCR se origina en un adenoma, igual que la mayoria de los esporadicos; sin embargo, al
contrario que los adenomas esporadicos, los relacionados con este sindrome, suelen ser mas
grandes, planos y, comidnmente, presentan displasia de alto grado y/o histologia vellosa®. La
secuencia adenoma-carcinoma estd acelerada en comparacion con los casos esporadicos y
dura menos de tres anos frente a los 10 a 15 afos en estos Ultimos (Vasen, 1995).

Cancer de endometrio

El cancer de endometrio es el segundo tipo de cancer mas frecuente en las familias con
sindrome de Lynch. El sindrome de Lynch explica aproximadamente el 3% de los canceres de
endometrio, por lo que se justifica el cribado molecular (estudio de IMS o inmunohistoquimica
de las proteinas MMR] en todas las mujeres con cancer de endometrio diagnosticado
antes de los 70 anos. El riesgo de desarrollar cancer de endometrio a lo largo de la vida en
portadoras de mutaciones relacionadas con el sindrome de Lynch oscila entre un 14% vy un
70%. La prevalencia de cancer de endometrio varia dependiendo del genotipo; hasta el 54%
en portadoras de mutacién de MLH1/MSH2, el 71% en las de MSHé6 y el 15% en de PMS2.

La mayoria de los canceres de endometrio son del tipo endometroide. Ademas, suelen
presentar diferenciacion mucinosa, patron de crecimiento solido-cribiforme, alto grado,
necrosis y escasa diferenciacion, siendo mas frecuente también la reaccion linfoide tipo
Crohny los linfocitos infiltrantes en el tumor.

Cancer de ovario

Elriesgo de cancer de ovario a lo largo de la vida oscila entre el 1y 20%. La mediana de edad
en el momento del diagnostico del cancer de ovario en las mujeres con sindrome de Lynch
es aproximadamente unos 10 anos inferior que la edad del cdncer esporadico. Sin embargo,
no se han demostrado diferencias en la patologia o en el prondstico.

Cancer de estomago

La mediana de edad en el momento del diagnostico se sitla en los 56 anos. La mayoria de los
tumores son de tipo intestinal. La tasa de supervivencia a los 5 anos es de aproximadamente
un 15%.

El cancer gastrico es mas frecuente en familias con sindrome de Lynch en areas endémicas
como Japon y Corea y su incidencia desciende si estas familias migran a Europa o Norte
América, lo que hace sospechar que los estilos de vida influyen.

La infeccion por Helicobacter pylori se observa en un reducido nimero de casos, pero podria
actuar como factor modificador del riesgo y se aconseja su erradicacion en portadores de
mutacion de los genes MMR.

Cancer de vias urinarias

Se trata de carcinomas de células transicionales. Los pacientes tienen una mediana de edad
al diagnostico de 58 anos.



Cancer de intestino delgado

Las localizaciones de presentacion de los tumores primarios de intestino delgado por
orden de frecuencia son el duodeno, yeyuno e ileon. La mediana de edad en el momento del
diagnodstico es oscila entre 39-49 anos. La patologia de los tumores se caracteriza por un
patron de crecimiento expansivo del limite tumoral e intenso infiltrado linfocitico intramural.

Tumores cerebrales
Los tipos mas frecuentes son glioblastoma multiforme, astrocitomas y oligodendrogliomas.

Se denomina sindrome de Turcot a la variante del sindrome de Lynch que asocia tumores
cerebrales, tipicamente gliomas.

Esta misma denominacion, sindrome de Turcot, también se emplea para referirse aindividuos
pertenecientes a familias con poliposis adenomatosa y tumores cerebrales, principalmente
meduloblastomas.

A nivel molecular, el primer caso se debe a mutaciones en los genes MMR que causan en
sindrome de Lynch, mientras que en el Ultimo, a mutaciones germinales del gen APC que
causan la poliposis adenomatosa familiar.

Tumores cutaneos

Las lesiones cutaneas asociadas con el sindrome de Lynch son tumores sebaceos,
adenomas, epiteliomas, carcinomas y queratoacantomas. La combinacién de lesiones
cutdneas caracteristicas con el sindrome de Lynch se conoce como sindrome Muir Torre*.
Los tumores sebaceos son poco frecuentes y representan un buen marcador diagndstico
del sindrome hereditario. El riesgo de neoplasias sebaceas en el sindrome varia mucho en
cada familia.

El sindrome de Muir Torre en la mayoria de los casos se origina por mutaciones en los genes
MMR, aunque también se han descrito casos en la poliposis asociada a MUTYH".

CRITERIOS CLINICOS

Debido a la incorporacion de las técnicas de secuenciacion masiva con estudios de paneles
de genes, la utilizacion de criterios clinicos diagndsticos esta en desuso. Sin embargo, en las
consultas todavia son de utilidad para establecer la sospecha clinica diagndstica.

Criterios de Amsterdam I y Il.

La Sociedad Internacional de Tumores Gastrointestinales Hereditarios (International Society
of Gastrointestinal Hereditary Tumours-INSIGHT) propuso en 1990 un conjunto de criterios
para el diagnéstico clinico del sindrome de Lynch, los criterios de Amsterdam | (Vasen,
1991). Sin embargo, éstos no tomaban en consideracion los canceres extracélicos, lo que
llevd a que en 1999 se publicaran los criterios de Amsterdam Il Vasen, 1999), que incluyeron
a todos los tumores del espectro del sindrome.



Aspectos clinicos del sindrome de Lynchy de otros sindromes
de predisposicion a cancer colorrectal no polipdsico

Tabla 1. Criterios de Amsterdam | y Criterios de Amsterdam II.

Criterios de Bethesda revisados

Estos criterios describen las condiciones clinicas en las que estd indicado realizar estudios
de analisis de IMS o inmunohistoquimico de las proteinas MMR por sospecha de un sindrome
de Lynch (Rodriguez-Bigas, 1997). Aunque estos criterios son mas amplios que los de
Amsterdam Iy Il, y la sensibilidad del estudio molecular supera el 90% para la deteccién de
mutaciones en linea germinal, recientemente, su utilidad también esta en entredicho frente
al cribado universal en pacientes con CCR y de endometrio.

Tabla 2. Criterios de Bethesda revisados.

“tumares asociados con el sindrome de Lynch incluyen los iumores colorrectales, de endometrio, de
estomago, de ovanio, de pincreas, de wéter, de pelvis renal, de conducto biliar, y tumores corobrales,
adenomas de la glindula sehicea y queratoacantomas y carcinomas del intestino delgado
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MODELOS PREDICTIVOS DE RIESGO

En los Ultimos anos se han disefiado modelos informaticos, como MMRPredict, MMRPro,
PREMM,,, y otros, que incorporan datos de la historia personal y familiar para calcular la
probabilidad de mutaciénenelgen MMRyrecomendarelestudio genético si esta probabilidad
es 15%. El modelo PREMMS5 analiza también el riesgo de mutacion de PMS2y EPCAM y
se recomienda secuenciar estos genes cuando la probabilidad de mutacion germinal es
7|2,50/01.

PREVENCION Y TRATAMIENTOS EN PORTADORES DE MUTACION
Seguimiento
CCR

El seguimiento mediante colonoscopia esta recomendado y ha demostrado disminuir la
incidencia de cancery prolongar la supervivencia en los pacientes con el sindrome de Lynch.
Investigadores finlandeses demostraron que las revisiones periddicas por endoscopia de 22
familias con sindrome de Lynch a lo largo de un periodo de diez anos reducian la incidencia
del CCR en un 62% (Jarvinen, 1995). Con un seguimiento a 15 afos, también demostraron
que el cribado disminuia significativa de la mortalidad en un 66% asociada a CCR (Jarvinen,
2000). Mecklin y sus colaboradores® analizaron el riesgo acumulado de desarrollar CCR o
adenoma en una cohorte prospectiva de seguimiento de 420 portadores de mutacién sin
diagndstico previo de CCR. El riesgo acumulado de CCR a los 60 anos con intervalos de
seguimiento con colonoscopia de 2-3 anos fue del 35% en hombres y del 22% en mujeres.

En un estudio holandés se observd que los canceres de intervalo se diagnosticaban en
estadios avanzados (a partir de estadio C de Dukes] s6lo cuando el tiempo transcurrido desde
la Ultima colonoscopia habia sido superior a los dos afos. La realizacién de colonoscopias a
intervalos inferiores a 3 anos permite el diagndstico de CCR en estadios iniciales y desciende
la mortalidad por CCR un 72% (Dove-Edwin, 2005).

Por tanto, se aconseja realizar colonoscopia completa cada 1-2 anos desde los 20-25 anos
en portadores de mutacién.

Aunque todavia es controvertido, en los portadores de mutacién de los genes MSHé4 y PMS2
elinicio del seguimiento por colonoscopias se podria retrasar porque rara vez se diagnostica
el cancer antes de los 40 afos segun The Prospective Lynch Syndrome Database’. Un estudio
internacional publicado en 2018 determind la penetrancia de cancer en portadores en
heterocigosis de mutaciones germinales patogénicas de PMS2%. Elriesgo de CCRalos 80 anos
en hombres fue del 13% y en mujeres del 12%, mientras que el de cancer de endometrio fue
del 13% y no se demostrd incremento de riesgo de otros canceres asociados al sindrome de
Lynch. Los autores justificaron con estos datos el modificar el seguimiento con colonoscopia
en portadores de mutacion de PMS2 a comenzar a los 35-40 afos y realizarla cada 2-3 anos.

Aproximadamente la mitad de los adenomas se localizan proximalmente a la flexura esplénica
del colon. La progresién rapida y la morfologia de los podlipos, que pueden ser planos,
determinan la posibilidad de tumores de intervalo, por lo que se han desarrollado nuevas
técnicas, como la cromoendoscopia con carmin-indigo o azul de metileno, que identifican
mejor que la colonoscopia convencional los adenomas pediculados y adenomas planos.



Cancer de endometrio y cancer de ovario

La evidencia de la ecografia transvaginal y aspirado endometrial en las mujeres portadoras de
una mutacién del sindrome de Lynch es insuficiente en cuanto a reducir la mortalidad, aunque
habitualmente se indica su realizacién anualmente a partir de los 30-35 anos de edad.

La ecografia transvaginal tiene baja sensibilidad y especificidad para el diagndstico de cancer de
endometrio, mientras que el aspirado endometrial permite identificar lesiones premalignas o
carcinomas. Un programa de vigilancia que incluyo a 279 mujeres con realizacion de una prueba de
ultrasonido cada 1 0 2 afnos, no condujo a la deteccidn de lesiones pre-malignas, ni a detectar cancer
de endometrio. Sin embargo, dos mujeres presentaron cancer de endometrio de intervalo, ambos
en estadios precoces’. En un estudio finlandés de 175 mujeres a las que se les realizd ecografia
transvaginal y aspirado endometrial se encontraron 5 lesiones premalignas y 11 canceres de
endometrio (3 de intervalo y 6 se diagnosticaron por el aspirado con ecografia transvaginal normal).

El marcador sérico CA125 no ha demostrado utilidad para la deteccion precoz de cancer de
ovario en mujeres con sindrome de Lynch.

Otros canceres

La evidencia es insuficiente para el seguimiento de otros canceres asociados al sindrome
de Lynch. Algunos investigadores recomiendan el seguimiento para el cancer gastrico si
hay agregacion familiar (mas de un caso de este tipo de tumor en la familia) y en familias
de paises asiaticos endémicos para este cancer (riesgo de cancer gastrico >30%). Las
gastroscopias se recomiendan cada 1-3 anos desde los 30-35 anos de edad.

El analisis de orina con citologia se suelen realizar desde los 25-35 anos cada 1-2 anos en
las familias que presentan tumores uroldgicos asociados al sindrome. Se dispone de pocos
datos para recomendar ecografia uroldgica como cribado ademas de la citologia de orina.

Los tumores de intestino delgado son infrecuentes, aunque se ha propuesto realizar
pruebas de cribado no invasivas (por ejemplo, la cépsula endoscopica) en portadores de
mutacion, especialmente si presentan complicaciones abdominales inexplicables o anemia
ferropénica. El beneficio del cribado no estd demostrado si no hay clinica.

Para el cribado de adenocarcinoma de pancreas, se puede considerar resonancia magnética
y/o ecoendoscopia en portadores de mutacion que tengan un familiar de primer grado
afectado de cancer de pancreas.

Ilgualmente se recomienda realizar una exploracion dermatoldgica en las familias con
sindrome de Lynch y repetirla anualmente en los casos de sindrome de Muir-Torre.

Cirugia
Colectomia

En los pacientes sin el diagndstico de CCR no esta indicada la realizacién de colectomia
profiléctica; sin embargo, si se diagnostican de pdlipos cdlicos que no son susceptibles de
realizar reseccion endoscopica, se podria preferir realizar una colectomia subtotal.

En los pacientes diagnosticados de CCR, antes de proceder a la reseccidén de un tumor del
colon, resulta importante realizar una colonoscopia para descartar la presencia de tumores
multiples sincrénicos.



El riesgo de desarrollar un sequndo CCR metacronico se estima en un 16% al cabo de 10
anos (de Vos tot Nederveen Cappel, 2002). Para evitar segundos tumores se puede valorar
resecciones mas amplias, como la colectomia subtotal, sobre todo en pacientes jovenes'.

Histerectomia y salpingooforectomia bilateral

Esta es una opcién para reducir la incidencia de cancer de endometrio en mujeres que han
completadosusdeseosdetenerhijos. Enunestudiode unacohortede 315 mujeres portadoras
de mutacion, a 61 se les realizd histerectomia profilacticay salpingo-ooforectomia bilateral™.
Durante un seguimiento de diez afnos, no hubo ningun caso de cancer de endometrio ni de
ovario entre las que se intervinieron profilacticamente, mientras que entre las no operadas
el 33% y el 5,5% desarrollaron cancer de endometrio y de ovario, respectivamente.

Aunque el riesgo de cancer de ovario es inferior al 10%, la dificultad del sequimiento permite
indicar ooforectomia profilactica en el momento de la histerectomia.

Tratamientos médicos
Aspirina y antiinflamatorios no esteroideos

El estudio Colorectal Adenoma/Carcinoma Prevention Programme 2 (CAPP2) que analizé el
efecto de aspirina a dosis de 600 mg/dia en pacientes con sindrome de Lynch, y que estaba
controlado con placebo, demostré unareduccion de aproximadamente el 60% de la incidencia
de CCR y de endometrio una década después de la exposicion a la aspirina. Actualmente,
queda pendiente conocer la dosis dptima diaria de aspirina para la prevencion con minimos
efectos secundarios.

Quimioterapia

Los genes MMR estan relacionados con la patogénesis del CCR con IMS alta, estos tumores
se ha sugerido que podrian ser relativamente resistentes a la quimioterapia basada en
5-fluorouraciolo empleada como tratamiento adyuvante tras la cirugia (Carethers, 2004;
Ribic, 2003).

Inmunoterapia

La deficiencia focal MMR en las criptas intestinales se considera una lesion que ocurre
con alta frecuencia en la mucosa intestinal de los portadores de mutaciones causantes del
sindrome de Lynch y que raramente progresa a cancer. En este sentido se ha demostrado
mayor respuesta inmune a neoantigenos en portadores sanos de mutaciones del sindrome
de Lynch respecto a controles sanos.

Sin embargo, la presencia de déficit MMR se ha asociado a mutaciones en genes con
microsatélites, entre ellos HT001, AIM2 y BAX, lo que puede contribuir a la progresion de las
lesiones a canceres MMR deficientes.

Esta situacion de creacién de neoantigenos en la mucosa intestinal y en los canceres
asociados al sindrome de Lynch podria ser Gtil tanto para la generacion de vacunas como
tratamientos quimioprofilacticos para prevenir el desarrollo de un cancer.

El microambiente inmunoldgico de los pacientes con cancer asociado al sindrome de Lynch
dictamina la sensibilidad a los farmacos inmunoldgicos. La alta densidad de mutaciones
en pacientes con canceres inestables incrementa el nimero de antigenos o neoepitopos



presentados a las células inmunes infiltrantes del tumor. El reconocimiento de los
neoepitopos por células T da lugar a la sensibilidad del tumor farmacos moduladores de la
respuesta inmune'®.

ElestudiofaselldeLeDTetal.evalud laactividad clinicade pembrolizumab, uninhibidor checkpoint
del receptor de muerte programada 1 (PD-1), en 41 pacientes con canceres metastasicos [CCRy
otros) con y sin déficit MMR'™. La tasa de respuestas objetivas inmuno-relacionadas y la tasa de
supervivencia libre de progresién inmuno-relacionada fueron del 40% (4 de 10 pacientes) y del
78,7% (7 de 9 pacientes), respectivamente, para los CCR inestables y del 0% (0 de 18 pacientes)
y 11% (2 de 18 pacientes) con CCR estables. La mediana de supervivencia libre de progresion
y la supervivencia global no se alcanzaron en la cohorte con CCR con déficit MMR pero fueron
de 2,2y 5 meses. Los resultados descritos llevaron a la aprobacidn por las agencias sanitarias
americanay europea de pembrolizumab en pacientes con canceres con IMS alta.

Recientemente, en otro estudio multicéntrico fase Il, nivolumab con o sin ipilimumab
demostré beneficio (objetivo principal fue tasa de respuestas objetivas) en pacientes
con CCR metastasico con IMS alta que habian recibido al menos un tratamiento previo
(fluoropirimidinas y oxaliplatino o irinotecan] (Overman, 2017; Overman, 2018).

FORMAS COMPLEJAS DEL SINDROME DE LYNCH
Mutaciones germinales del gen EPCAM

Las delecciones de los exones 3" del gene EPCAM dan lugar a la metilacion e inactivacion del
gen MSH2, causando el sindrome de Lynch™.

El estudio genético del gen EPCAM se ha incorporado a la practica habitual junto al de los
genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) para el sindrome de Lynch.

Recientemente, utilizando paneles de genes se han identificado mutaciones germinales del
gen EPCAM en el 1,2% de los casos de CCR (Espenschied, 2017).

Inversiones complejas del gen MSH2

Se han descrito alteraciones genéticas complejas que afectan a los genes MMR. Existen
familias con sindrome de Lynch por inversion de los exones 1-7 del gen MSHZ, y cuyo
diagnodstico resulta dificil'.

Sindrome de deficiencia mismatch repair constitutiva (CMMRD)

El sindrome de deficiencia mismatch repair constitutiva (CMMRD] se debe a mutaciones
germinales bialélicas en los genes MMR.

El patréon de herencia es autosomico recesivo. La edad de debut habitualmente es muy
precoz en la infancia (7,5 anos), aunque el rango es amplio de 0,4 a 39 anos. La mayoria de
los pacientes no alcanzan la edad adulta y fallecen por tumores'.

El espectro de tumores que presentan los portadores es diferente al habitual en el sindrome
de Lynch, puesto que los pacientes suelen presentar ademas de CCR, adenomas intestinales
de tracto digestivo superior e inferior, tumores cerebrales y neoplasias hematoldgicas.
Ademas, otra caracteristica es la aparicion de manchas café con leche, lo que obliga al
diagndstico diferencial con sindromes hereditarios como la neurofibromatosis'.



La mediana de edad de diagndstico de las neoplasias hematoldgicas y de los tumores
cerebrales se estima de 6,6 a 10,3 anos, respectivamente. Los tumores cerebrales suelen
ser gliomas de alto grado, aunque pueden ser de bajo grado y estos transformarse a un
grado mayor posteriormente. Los segundos tumores neurologicos mas frecuentes son
tumores neuroectodérmicos (PNET) y meduloblastomas.

Las neoplasias hematoldgicas mas frecuentes son linfomas no-Hodgkin, especialmente
linfoma linfoblastico T, aunque pueden ser otras.

El CCR aparece en la infancia, al igual que los adenomas colicos, en ninos menores de 10
anos.Son frecuentes los canceres metacronicos de intestinodelgadoygrueso. Practicamente
todos los pacientes tienen polipos en la 32 década de la vida, desde pocos a cientos.

Méas raros son neuroblastoma, tumora de Wilms, sarcomas y carcinomas de rindén vy
genitourinarios. También se han descrito pilomatricomas, de las células de la matriz de los
foliculos pilosos. Ademas, de las citadas manchas café con leche que aparecen en la piel, asi
como hipopigmentacidn, anomalias venosas, agénesis del cuerpo calloso y descenso de los
niveles de inmunoglobulinas.

Recientemente se han publicado las Guias de Consenso de la US Multi-Society Task Force para
el CMMRD, con recomendaciones de seguimiento y manejo de estos individuos'®. Incluyen las
caracteristicas de sospechaclinicayde laboratoriodelsindrome, asicomo las pautas de seguimiento
para individuos a riesgo y afectados, que incluyen: endoscopia digestiva alta y capsula endoscdpica
anualmente desde los 8 anos; colonoscopia anual desde los 6 anos; resonancia magnética cada 6
meses desde los 2 afos (o ecografia de la cabeza desde los 6 meses hasta el cierre de la fontanela);
hemograma cada 6 meses desde el ano de vida; exploracion pélvica con aspirado endometrial
anualmente desde los 20 anos: analisis de orina anualmente desde los 10 afos (o resonancia
magnética). El valor de la resonancia magnética corporal total se considera incierto.

ENTIDADES CON SOLAPAMIENTO FENOTIPICO
CON EL SINDROME DE LYNCH

Ante la sospecha clinica de un sindrome de Lynch, habitualmente se valora si los tumores
presentan o no IMS alta. Si ésta esta presente, se descarta o confirma la presencia de un
sindrome de Lynch mediante el estudio de los genes MMR y EPCAM.

Sin embargo, existen entidades que fenotipicamente remedan un sindrome de Lynch,
asociandose o no a IMS en los tumores (Carethers, 2015).

Con IMS:
e Fenotipo metilador de los islotes CpG (CIMP] e hipermetilacion del promotor de
MLHT en CCR.
e Metilacion constitutiva del promotor del gen MLHT.
e Sindrome Lynch-like.
Sin IMS:

e Sindrome de CCR tipo X.
e Mutacionesde POLEYPOLD1 (mayoritariamente sin inestabilidad de microsatélites)
e (Otros



Fenotipo metilador de los islotes CpG (CIMP) e hipermetilacion del
promotor de MLH1 en CCR

Aproximadamente el 10-12% de todos los CCR tienen inestabilidad de microsatélites por
CIMP e hipermetilacién adquirida del promotor de MLHT. Estos tumores suelen presentar la
mutacién somatica del gen BRAFV600E. Se trata de tumores esporadicos que se diagnostican
a una edad tardia, mas frecuentemente en mujeresy con predominio en el colon ascendente
y ciego (Toyota, 1999).

Metilacion constitutiva del promotor del gen MLH 1

Raramente, un paciente presenta un CCR con IMS debida a epimutaciones constitutivas
del promotor del gen MLHT. En algunos casos el patrdn de herencia de las epimutaciones
es autosomico dominante, sin embargo, en la mayoria de los casos la herencia no es
mendeliana porque se produce o se modifica este fendmeno durante la gametogénesis o la
embriogénesis. Generalmente, el cancer se origina por la metilacion de un alelo de MLHT
(epimutacion) y, el segundo hit del alelo normal es posterior a la pérdida de heterocigosidad
o metilacién somatica de éste.

Los tumores presentan IMS con pérdida de expresion de MLHI1, pero sin asociarse la
mutacion somatica de BRAF V60OE. La metilacidn del promotor del gen MLHT se encuentra
en el tejido tumoral, pero también en otros tejidos y se puede detectar en éstos derivados del
ectodermo [piel y pelo), mesodermo (células sanguineas) y endodermo (salival.

ELCCR se diagnostica a edad temprana en estos pacientesy pueden asociarse otros tumores
(Goel, 2011).

Sindrome Lynch-like

En un estudio australiano (Clendenning, 2017) el andlisis de los casos con sospecha
de sindrome de Lynch no confirmada por el estudio genético en linea germinal y que no
presentaban de metilacion del promotor de MLHT, demostrd que hasta en un 11% de los
casos de CCRy de cancer de endometrio, la IMS se debia a mutaciones bialélicas somaticas
en los genes MMR. Dado que se trata de mutaciones somaticas, no necesariamente se
acompanan de agregacion familiar.

Este fendmeno se denomina sindrome Lynch-like y se caracteriza por la presencia en los
tumores con IMS sin mutaciones germinales de los genes MMR ni EPCAM, y en ausencia de
metilacion del promotor del gen MLHTy de mutacion del gen BRAF V600E. La IMS se debe en
muchos casos a mutaciones bialélicas adquiridas en los genes MMR.

sy

Los mecanismos subyacentes de estas mutaciones soméaticas bialélicas de los genes
MMR no siempre estan bien aclarados. En algunas series se ha descrito que mutaciones
germinales de los genes de la polimerasa-E (POLE) y de la polimerasa-D1 (POLD1) y del gen
MUTYH generan un estado de hipermutabilidad que secundariamente origina las mutaciones
adquiridas en los genes MMR y el sindrome Lynch-like (Rodriguez-Soler, 2013).

Elriesgo acumulado de CCR en las personas con un sindrome Lynch-like es superior al de la
poblacién general, y se aproxima al de los portadores de mutacion asociada al sindrome de
Lynch, asi mismo, los CCR se diagnostican a una edad precoz.

Debido a la heterogeneidad molecular que subyace a la definicion del sindrome Lynch-like



y el desconocimiento de sus bases genéticas en muchos casos, establecer unas pautas
generales de seguimiento resulta complicado.

Lacolonoscopiaserecomiendade manerasimilaralsindromede Lynch, aunque lafrecuencia
de la misma se individualiza en funcidn de la historia personal y familiar de CCR.

Respecto a otros canceres extracolicos, en el estudio de Rodriguez-Soler y cols. no se
demostrd un incremento del riesgo acumulado respecto a la poblacion general, por lo que
no se recomienda un seguimiento especifico para otros tipos de cancer distintos al CCR.

Cancer colorrectal familiar de tipo X

Hay individuos que pertenecen a familias con elevada carga de cancer colorrectal, que
cumplen criterios de Amsterdam |, pero cuyos tumores no presentan IMS alta. Estos casos
se denominan Cancer colorrectal familiar de tipo X, aunque probablemente este término se
refiera a varias entidades diferentes a nivel molecular®.

Lindory cols. en 2005 analizaron 161 familias en las que se cumplian criterios de Amsterdam
|, con un total de 3422 individuos pertenecientes a las mismas. Los individuos de familias
cuyos tumores tenian defecto MMR presentaban significativamente méas riesgo de CCR, hasta
6 veces mas que la poblacién general y que el riesgo de CCR en las familias tipo X (éstas
tenian 2,3 veces mas que la poblacién general). En las familias con CCR de tipo X tampoco
se demostrd un incremento de riesgo de otros tumores extracolicos. La mediana de edad de
diagnostico de CCR en el grupo con sindrome de Lynch fue de 48,5 anos, mientras que en el
de CCR familiar de tipo X fue de 60,7 anos.

Los CCR de estos ultimos se localizaban predominantemente en colon izquierdo o rectoy la
progresion de adenoma a carcinoma podria ser mas lenta que el sindrome de Lynch. Los CCR
de las familias tipo X presentan grado de diferenciacion medio-alto, patrén de crecimiento
glandular e infiltrativo y necrosis de manera similar a los tumores esporadicos estables.

El seguimiento recomendado para los miembros de familias con CCR familiar de tipo X
consiste en colonoscopia cada 3 anos comenzando a los 45 anos o 5-10 anos del primer
diagnodstico de CCR en la familia.

Mutaciones germinales de POLE y POLD1 (PPAP = Polymerase
proofreading associated polyposis syndrome)

Se han descrito mutaciones en linea germinal en los genes de la polimerasa E (POLE) y
la polimerasa D1 (POLDT) que siguen un patrén de herencia autosémico dominante. Las
principales mutaciones descritas: POLE p.Leu424Valy POLDT p.Ser4d78Asn.

Las mutaciones germinales de POLE y POLDT originan un sindrome hereditario de cancer
que en ocasiones remeda fenotipicamente a un sindrome de Lynch y en otras una poliposis
adenomatosa familiar. Suelen aparecer pélipos adenomatosos en un numero inferior a 100,
habitualmente entre 5-70 adenomas, sobre los 20 anos de edad. Se acompana de adenomas
duodenalesy se caracteriza por el incremento del riesgo de CCR y de otros canceres (mama,
ovario, endometrio, cerebro, renal, etc).

A nivel molecular, los tumores asociados a mutaciones en los genes de la polimerasa son
hipermutados o ultramutados, con mas de 100 veces méas mutaciones que los tumores
estables. Esta caracteristica se debe a la pérdida de la funcién de la polimerasa, que genera
multiples mutaciones aleatorias en el genoma.



En general, los tumores asociados a este defecto de la polimeras no presentan IMS, salvo
excepcionalmente cuando provocan mutaciones somaticas de los genes MMR, que originan
un sindrome Lynch-like (Elsayed, 2015; Spier, 2015).

La prevalencia de CCR en portadores de mutaciones en POLE y POLDT es elevada. Los
portadores de mutaciones germinales de POLE tienen una la hazard ratio de riesgo de
CCR de 19,2 (intervalo de confianza del 95%, 11,4-32,1), siendo el 54,1% de los pacientes
diagnosticados a una edad inferior a los 50 anos. Los portadores de mutaciones germinales
de POLD1 tienen una la hazard ratio de riesgo de CCR de 37,3 (intervalo de confianza del 95%,
6,2-22,6), siendo el 96% de los pacientes diagnosticados a una edad inferior a los 50 afos.

Se recomienda seguimiento mediante colonoscopia anual y un manejo similiar al de los
portadores de mutaciones relacionadas con el sindrome de Lynch (Spier, 2015). Se requiere
refinar las estimaciones de penetrancia tanto de CCR y tumores extracolicos, especialmente
de los portadores de mutaciones de POLDT, para ofrecer un seguimiento adecuado.

Otros sindromes hereditarios de cancer

Los estudios de secuenciacion masiva han demostrado que existe un solapamiento fenotipico
entre distintos sindromes hereditarios de cancery que desconocemos en algunos casos cuél
es la penetrancia real de distintos tumores en estos canceres. En este sentido, en 2017 el
estudio de Yurgelon MB et al. de 1054 pacientes con cancer colorrectal a los que se les realizo
un panel de genes demostrd que el 9,9% de los pacientes tenia mutaciones germinales en
genes de susceptibilidad al cancer, de las cuales el 5,2% en genes de alta penetrancia y el
resto en genes de moderada penetrancia. Entre los genes de alta penetrancia, el 3,1% tenia
una mutacion asociada al sindrome de Lynch en los genes MLHI1, MSHZ2, MSHé y PMSZ; el
0,8% tenia mutaciones en los genes relacionados con poliposis adenomatosa familiar, APC,
y mutaciones bialélicas en el gen MUTYH, causantes de la poliposis asociada a MUTYH; el
1% tenia un sindrome de cancer de mamay ovario hereditario por mutaciones en los genes
BRCAT y BRCAZ2; el 0,4% tenia mutaciones en los genes CDKN2A (1 caso), TP53 (1 casol,
y PALB2 (2 casos). Entre los genes de moderada penetrancia en los que se encontraron
mutaciones estaban principalmente ATM, CHEKZ2, BARD1, BRIPTy NBN.

En pacientes con CCR diagnosticado con menos de 50 anos la prevalencia de mutaciones
germinales es méas elevada (16%). En el estudio publicado recientemente por Pearlman R et
al. el 2,9% de las mutaciones se encontraron en genes no relacionados habitualmente con
riesgo de CCR (BRCAT, BRCA2, ATM, CHEK?2, PALB2y CDKN2A)?.



CONCLUSIONES

El sindrome de Lynch esta causado por un defecto en los genes MMR y la caracteristica
principal del sindrome es la IMS. Mediante el anélisis de IMS o de inmunohistoquimica de las
proteinas MMR se pueden identificar los pacientes con alta probabilidad de ser portadores
de mutaciones en los genes MMR.

El seguimiento de las personas de alto riesgo ha demostrado reducir la incidencia y
mortalidad por cancer asociado al sindrome de Lynch.

Las cirugias profilacticas, colectomia, histerectomia y salpingooforectomia bilateral, se
reservan para casos individualizados.

Los pacientes con canceres asociados al sindrome tienen diferente prondstico que los que
tienen tumores esporadicos y se benefician mas de los tratamientos inmunoldgicos.

En ocasiones el diagnostico de los sindromes hereditarios de CCR presenta dificultades
porque existe un solapamiento fenotipico con otras entidades que asocian un espectro de
tumores similaral del sindrome de Lynchy canceres con o sin IMS, como el sindrome Lynch-
like, el cancer colorrectal familiar de tipo X, la poliposis adenomatosa familiar asociada a
MUTYH, etc.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico.

CCR: cancer colorrectal.

CIMP:  fenotipo metilador de los islotes CpG (de sus siglas en inglés).

CMMRD: sindrome de deficiencia constitutiva mistmatch repair (de sus siglas en inglés).
IMS: inestabilidad de microsatélites.

MMR:  mismatch repair.

PPAP:  polymerase proofreading associated polyposis syndrome.

PNET: tumor neuroectodérmico (de sus siglas en inglés).

POLD1: polimerasa D1.

POLE: polimerasa E.
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INTRODUCCION

La poliposis gastrointestinal es un problema clinico comun en el que aun no se ha encontrado
un consenso sobre el mejor manejo de los pacientes con un moderado nimero de péliposy sin
mutacién germinal. Cada afo en nuestro pais se diagnostican mas de 34.000 casos de cancer
colorrectal, y mas del 95% de ellos se desarrollan a partir de un pdélipo adenomatoso, un
hallazgo frecuente en las colonoscopias de despistaje, y cuya prevalencia aumenta con la edad
y el sexo masculino. Individuos con varios polipos tienen un mayor riesgo para desarrollar
cancer colorrectal y alguno de ellos puede tener un sindrome hereditario de poliposis.

Los sindromes hereditarios de poliposis son entidades poco frecuentes, genética vy
clinicamente heterogéneas, con caracteristicas que a menudo solapan uno o mas de
los distintos sindromes, y en las que la identificacién de su causa genética repercute
favorablemente en el prondstico y vigilancia de los afectados. Los pélipos gastrointestinales
seclasificarontradicionalmente endos grupos principales: adenomasy pélipos hiperplasicos.
Los primeros con un gran potencial de malignizacion, precursores de la mayoria de los
canceres colorrectales, y los segundos considerados inocuos durante mucho tiempo. Esta
clasificacion elemental ha evolucionado clinica, histolégica y molecularmente, hasta la
distribucién en cuatro grandes grupos: poliposis adenomatosas, poliposis hamartomatosas,
poliposis serradas y poliposis mixtas, las dos primeras incluyendo diferentes entidades'
(Figura 1). Junto a la presencia de uno u otro tipo de pélipos, estos sindromes exhiben una
serie de manifestaciones extracolénicas cuyo reconocimiento es esencial para orientar el
diagnostico y el estudio genético.



Los genes responsables de estos sindromes pertenecen a distintas familias y participan
en rutas moleculares diferentes. En consecuencia, el cancer colorrectal, el signo clinico
mas relevante de estos sindromes, es la consecuencia de la alteracion de vias moleculares
diferentes. Esta disparidad de genes y rutas hace que el riesgo de desarrollar cancer no
sea igual en cada uno de los sindromes. Los mayores riesgos se producen en las poliposis
adenomatosas asociadas a mutaciones en los genes APC o MUTYH. Mientras que las
mutaciones en genes como SMAD4 o BMPRTA se asocian a riesgos mas moderados. Las
mutaciones en algunos de estos genes confieren, ademas, riesgo para desarrollar tumores
extracoldnicos, a veces mucho més elevados que los del propio cancer colorrectal.

En el presente capitulo se revisaran los aspectos moleculares de los sindromes hereditarios
de poliposis desde una perspectiva que ayude a entender la aparicion del cancer y de las
manifestaciones extracolonicas.

Poliposis
Adenomatosa Hamartomatosa Mixta Serrada
Dominante Recesivo Rk Polipo?is PTEN-tumores
legher juvenil hamartomatosos
|  POLE ' MMR
APC MUTYH | NTHL1 g STK11 |SMAD4 | BMPRIA | PTEN | GREM1 RNF43
| POLD1 bialélicas | |

Figura 1. Clasificacion de los sindromes polipdsicos y principales
genes responsables. Modificado de Valle L'

POLIPOSIS ADENOMATOSAS
- Poliposis Adenomatosa Familiar

La Poliposis Adenomatosa Familiar (FAP, OMIM#175100) es el segundo sindrome de cancer
colorrectal hereditario en orden de frecuencia, por detras del sindrome de Lynch. Representa
cerca del 1% de todos los canceres colorrectales. La forma clasica de la enfermedad se
caracteriza por la aparicion desde una edad temprana, de cientos o miles de adenomas a
lo largo de todo el colon y un riesgo de sufrir cancer colorrectal del 100% si no se adoptan
medidas preventivas, como la colectomia. Hay una forma atenuada de la enfermedad (AFAP)
con manifestaciones mas leves, una aparicion mas tardia de los pélipos y, por lo general, con
un numero de adenomas que no excede de cien.

Microscopicamente, la mayoria de los adenomas se inician a partir de criptas displasicas -
aberrant crypt foci o ACF, que se piensa son las lesiones precursoras de los adenomas y el
subsiguiente cancer-, que posteriormente adquieren una arquitectura tubular.



Gen APC y la ruta canonica Wnt/B-catenina.

Las primeras familiasidentificadas con FAP se ajustaban a un modelo de herencia autosémico
dominante. Entre los anos 1987 y 1991 se identifico el locus de APC en el brazo largo del
cromosoma 5 en pacientes con poliposis adenomatosa y deleciones constitucionales de la
region cromosomica 5g21, y tiempo después, se asociaron las mutaciones en el gen APC
(OMIM#611731) con el desarrollo de la FAP 2.

Elgen APC es un gen supresor de tumores que consta de veintiin exones, quince de ellos codificantes,
un tamano de 8.532 bp que se trasladan a una proteina que, en su isoforma mas frecuente, tiene
2.843 aminodcidos®. Las alteraciones del gen APC son eventos tempranos, sino iniciadores, del 80-
85% de todos los canceres colorrectales, exceptuando aquellos que muestran un fenotipo CIMP por
metilacion de las islas CpG, o los que se desarrollan por inestabilidad de microsatélites, consecuencia
de la deficiencia de los mismatch repair genes. La proteina APC cumple funciones importantes en la
ruta de senalizacion Wnt, y se relaciona con procesos celulares como la apoptosis, diferenciacion
neuronal, adhesion y migracion celular, asi como en la segregacién de los cromosomas”.

a. Wnt OFF b. Wnt ON
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Figura 2 La ruta de sefalizacién candnica Wnt/B-catenina. al En ausencia de ligandos de la proteina Wnt, las
proteinas APC y Axina son reclutadas para formar el "complejo de degradacién de la B-catenina”. La fosforilacion
mediante CK1y GSK3B, capta B-TrCP que se encarga de la degradacién proteosémica de la B-catenina. b] Cuan-
do Wnt estd unido a su ligando en la membrana celular, se activa la proteina, se inhibe GSK3p, la B-catenina se
estabiliza, se libera del complejo de degradacién formado por APC y Axina y se transloca al nidcleo, donde forma un
complejo con los activadores de la trascripcion TCF/LEF, activando los genes diana: ciclina D1, EGFR, LGRS, etc.

Modificado de Jeong W.J*
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La ruta de sefalizacion Wnt/B-catenina, altamente conservada a lo largo de la evolucidn,
desempena funciones esenciales durante el desarrollo embrionario normaly a lo largo de la
vida, en el mantenimiento de la homeostasis en, virtualmente, todos los tejidos. Consta de al
menos 3 vias diferentes de las cuales la principal se conoce como via canénica (Canonical Wnt
pathway), en la que APC desempefia un papel central (Figura 2). APC junto con AXIN2 y GSK3-B
forma el “complejo de destruccion de la B-catenina”, marcandola para su degradacion por el
proteosoma. Cuando APC estd mutado, la B-catenina se acumula en exceso en el citoplasma
y pasa alnucleo. En el ndcleo, la B-catenina forma un complejo con el factor de transcripcion
de las células T (TCF) o con el lymphoid enhancer factor (LEF), que activa la expresién de
varios genes implicados en proliferacién y trasformacion, como ¢-MYC, c-Jun, CCND1 (el gen
que codifica la ciclina D1), EGFR, CD44, CD133, LGRS, y otros* (Figura 2).

Mutaciones en APC explican un elevado porcentaje de los casos con FAP, con una clara
desigualdad entre las tasas de mutacion detectadas en las formas de FAP clasica,
aproximadamente un 75-85% y las atenuadas, alrededor del 30-50%. No obstante, la mayor
capacidad de deteccién de las nuevas tecnologias de analisis, ha puesto en evidencia que
algunos casos clasificados como APC- negativos, tenian mutaciones heterocigotas en
APC, alteraciones en la secuencia promotora, mutaciones en areas intronicas alejadas,
reordenamientos gendmicos complejos, o mutaciones somaticas o mosaicismos de APC °.

La mayoria de las mutaciones en APC se concentran en la mitad 5 del gen. El 75%
aproximadamente, de la secuencia codificante del gen corresponde al coddn 15, que es el
area que concentra un mayor numero de mutaciones tanto germinales, como somaticas.
Asimismo, dentro de este coddn 15, hay zonas con mayor tasa de mutaciones como la region
MCR (Mutation Cluster Region). Los codones 1.061y 1.309 del MCR son puntos especialmente
“calientes” por la presencia de secuencias altamente repetitivas, donde la posibilidad de
fallo por deslizamiento de la polimerasa es mayor. Como sucede en otros genes supresores
tumorales, las alteraciones de APC encajan en el modelo de los dos hits formulado por
Knudson. Los individuos con FAP heredan una mutacidn inactivante en uno de los alelos del
gen APC, y en el adenoma o en el adenocarcinoma, adquieren una segunda mutacién en el
otro alelo. La aparicion de mutaciones bialélicas es un evento temprano en los individuos
con FAP.

Se ha propuesto que el caracter del primer hit mutacional en la FAP condiciona el sequndo.
Asi la mutacion germinal, la heredada, influye, o determina, el tipo y la localizacion de la
mutacién somatica®. Esta circunstancia podria guardar relacién con las distintas ventajas
evolutivas que cada mutacion especifica pudiera aportar a la célula. Mas del 90% de las
mutaciones en APC generan codones de parada prematuros que derivan en productos
truncados, la mayoria, estables, y, aproximadamente, el 60% de todos ellos ocurre en la
MCR. La expresion estable de la proteina APC truncada se ha detectado en pacientes con
FAP y también en pacientes con cancer colorrectal no sindrémico. Las proteinas con el
extremo C-terminal perdido, carecen de los dominios requeridos para su union con los
microtubulos, EB1, y B-catenina, circunstancia que potencialmente induce inestabilidad
cromosomica, activacion de la proliferacion, e inhibicion de la diferenciacién. A la vez que la
pérdida de la funcién supresora tumoral debida a la pérdida de la secuencia C-terminal de
APC, es un mecanismo critico para la iniciacion del cancer colorrectal, cada dia son mayores
las evidencia que apuntan a que la proteina APC truncada ejerce una funcién dominante que
podria contribuir a la tumorogénesis colorrectal®.



Otras funciones de APC

APC es un regulador negativo esencial en la ruta canodnica de senalizacion Wnt, como se ha
comentado, que controla la proliferacion y diferenciacion celular en el tracto gastrointestinal. Pero
la alteracién de APC produce la desregulacion de otros procesos celulares. La pérdida de la funcion
supresora de APC conlleva también pérdida de la adhesion celular, y defectos en el control del
ciclo celular, deterioro de los mecanismos de reparacion por escision de bases (BER), y de las
roturas de doble cadena, ademas de la induccién de errores en el Spindle Assembly Checkpoint
(SAC), que derivarian en mala segregacion e inestabilidad cromosémicas. Por su parte, la ganancia
de funcion asociada a muchas de las mutaciones en APC parece ser responsable de la resistencia
a la apoptosis, la alteracion de los mecanismos de migracion celular y también de la interferencia
con el correcto funcionamiento del SAC. No obstante, no iremos mas alla en la descripcion de
estas funciones pues pormenorizar cada una de ellas excede los objetivos de este capitulo. Cabe
suponer que las nuevas tecnologias ayudaran en los proximos anos a identificar nuevos actores que
interactden con la proteina APC truncada, para obtener una visién mas precisa de los mecanismos
moleculares sobre los que descansa la tumorogenésis colorrectal. No obstante, una revisién sobre
el conjunto de funciones de la proteina APC puede leerse en el trabajo de Zhangy Shay®.

Relacion genotipo-fenotipo

Durante los ultimos anos varios estudios han buscado una correlacidn entre la localizacion de
la mutacion y el fenotipo desarrollado por los pacientes con FAP®. Conocer esta informacion
tiene un indiscutible valor clinico, ya que aporta una mejora en el consejo genético y agiliza
el analisis mutacional. Sin embargo, es posible que la informacion actualmente disponible
no tenga una aplicacién universal, o que su validez quede restringida a algunas poblaciones,
aquellas en las que fueron obtenidos los datos.

Esta ampliamente aceptada la relacion entre las mutaciones en la region MCR, en concreto
en el codon 1.309, con los fenotipos mas severos, caracterizados por la presencia de mas de
un millar de pélipos, y con un debut mas temprano de la enfermedad, en torno a diez anos
antes de lo usual. Otra de las asociaciones clasicas es la que relaciona mutaciones en los
extremos 5"y 3" del gen, con el desarrollo de un fenotipo atenuado, concretamente aquellas
mutaciones anteriores al codén 157 y posteriores al 1.517 ¢. En el extremo 5" este efecto
se explicaria por la presencia de un segundo sitio de inicio de transcripcion en el codon
184 que en parte solventaria el efecto de una mutacion anterior a esa zona. La region de
procesamiento alternativo del exon 9 se ha asociado también a fenotipos AFAP’.

Datos en poblacion espanola

En Espana existen algunos trabajos realizados en poblaciones del noroeste, noreste, Islas
Balearesy surde la peninsula, que describen unas tasas mutacionales del gen APC que van desde
el 35,3% en poblacién gallega, al 86,7% descrito en el sur de Espana (revisado en’). El trabajo mas
extenso es el de Rivera et al’, en el que se muestran los resultados de 136 pacientes con FAP
clasica. La tasa de mutaciones fue del 74,3% en el global de la serie, y algo mas elevada cuando
se consideraron solo los casos familiares. Todas las mutaciones en APC fueron truncantes, con
una cuarta parte de ellas localizadas en la MCR (Figura 3). Es destacable que ocho casos de la
serie -que soélo incluia formas clésicas de la enfermedad-, mostraran mutaciones localizadas en
areas del gen tipicamente vinculadas con las formas atenuadas. Al margen de las caracteristicas
descritas para las mutaciones en la MCR, el resto de manifestaciones fenotipicas del sindrome
no mostraron una clara relacion con el genotipo ”.
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Figura 3. Representacion de la localizacidn y tipo de mutaciones y grandes reordenamientos (GR] a lo largo del gen
APC en poblacién espariola. Tomado de Rivera et al”’

- Variante de la FAP: Adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal
gastrica (GAPPS)

Li et al. en 20168, describieron una entidad autosémica dominante de poliposis multiple de
las glandulas del fundus del estémago y una alta predisposicién al cancer gastrico, pero no al
cancer colorrectal, en seis familias en las que identificaron tres mutaciones en el promotor
1B del gen APC que segregaban con la enfermedad. Las mutaciones se localizaban en el
dominio de union con el factor de transcripcion YY7. La alteracion de la afinidad entre YYTy
el promotor 1B de APC y la reduccion de la actividad transcripcional, fueron demostradas
en lineas celulares gastricas y colorrectales. Ademas, el analisis en diferentes tejidos de
los portadores demostrd desbalance alélico de APC. EL promotor 1A de APC se encuentra
metilado en los pacientes con GAPPS, también en la mucosa gastrica normaly en los pdlipos
fundicos esporéadicos, hecho que apunta a que los transcritos del 1B tienen mayor relevancia
que los del TA en la mucosa gastrica.

La haploinsuficiencia de APC podria ser la responsable de la aparicion de los poélipos de
las gléandulas fundicas en la GAPPS, mientras que el segundo hit en APC -pérdida del alelo
salvaje, o mutacion truncante-, seria la causa de la aparicion de displasia en estos polipos.

- Poliposis asociada a MUTYH.

Las mutaciones bialélicas en el gen MUTYH son responsables de la Poliposis Asociada a
MUTYH (MAP, OMIM#604933, 608456), una entidad autosémica recesiva, caracterizada por
un alto riesgo de cancer colorrectal, debido a la presencia de pdélipos adenomatosos, en
numero por lo general inferior a cien, y una edad de diagndstico alrededor de los cincuenta
anos. Existe ademas un riesgo incrementado para desarrollar otros tumores, incluyendo

cancer de vejiga y de ovario’.

El gen MUTYH, miembro de la ruta de reparacion BER, fue identificado como responsable
de la poliposis adenomatosa en el ano 2002, en una familia en la que se observ6 una alta
frecuenciadetransversiones G:C—>T:Aenel ADN tumoral’. Laruta BER esun mecanismo
de reparacion del ADN de cadena sencilla, esencial para que la célula mantenga su
integridad gendmica. La ruta detecta y corrige bases alteradas como consecuencia
del dano oxidativo, deaminacion o alquilacidon. El proceso reparador se inicia con las
glicosilasas del ADN que reconocen y retiran las bases danadas o inadecuadamente
incorporadas ' (Figura 4). MUTYH es una de estas glicosilasas que reconoce y corrige
los emparejamientos andmalos entre las guaninas modificadas por la oxidacidn,
con adeninas. El fallo de este mecanismo de reparacion origina la acumulacion de
transversiones G:C—>T:A en el tejido tumoral. Al examinar la secuencia adyacente a las
dreas mutadas se comprobo6 que con frecuencia eran dominios GAA. El tejido coldnico



esta expuesto a un alto estrés oxidativo, y una de las claves del desarrollo de adenomasy
de cancer colorrectal en los portadores de mutaciones en MUTYH, es la circunstancia de
que el gen APC contiene 216 sitios GAA en su secuencia, lo que le confiere una especial
vulnerabilidad''. Otro gen frecuentemente alterado en los adenomas asociados a MUTYH
es KRAS. La mutacion c.34G—>T en el codon 12 aparece en el 64% de los pacientes con
MAP vy, por esta razdén, se recomendd el estudio previo de esa mutacion en pacientes
con poliposis con el proposito de dirigir posteriormente el estudio genético hacia APC o
MUTYH 2.
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Figura 4. Representacion del papel de las deficiencias en la glicosilasas de la ruta BER en el desarrollo tumor-

al. Las glicosilasas son necesarias para reconocer y escindir los nucledtidos danados antes de la replicacidn del
ADN. a) Las adeninas incorrectamente emparejadas con las 8-oxoguaninas (OxoG) son identificadas y cortadas por
MUTYH. OxoG es posteriormente retirada por OGG1. En ausencia de MUTYH, los emparejamientos oxoG:A no son
reparados por lo que se acumulan las transversiones G>T. b] NTHL1 reconoce y retira las pirimidinas oxidadas,
incluyendo la 5-hidroxicitosina (5-OHC). 5-OHC puede emparejarse incorrectamente con la adenina. La deficiencia
de NTHLT resulta en acumulacion de transiciones C>T. Modificado de Weren .

Los pacientes con MAP presentan tanto mutaciones nonsense como missense, pero la
frecuencia de las mutaciones varia sustancialmente en distintos grupos étnicos. En poblacion
caucasica, las variantes Y165C y G382D, que reducen sustancialmente la funcidn proteica,
representan el 80% del total de mutaciones. En otros grupos étnicos hay diferentes alelos
que aparecen también recurrentemente aunque se desconocen sus frecuencias reales''.

La frecuencia de portadores heterocigotos de una de las mutaciones recurrentes en
poblacién general varia entre el 0,3 y el 2%. Hay cierta controversia en el riesgo de cancer
en portadores heterocigotos. Un estudio reciente encuentra riesgo para tumores gastricos,
hepatobiliares, endometriales y cdncer de mama *.

Se dispone de escasa informacién sobre el papel del gen MUTYH en pacientes espanoles. En
una poblacion del norte de Espana, el 24% de los casos APC negativos portaban mutaciones
bialélicas en MUTYH. En todos los casos la poliposis fue atenuada’™. En cambio en el trabajo
de Rivera et al.’, las mutaciones bialélicas en MUTYH fueron responsables del 4,4% de las



formas clasicas de poliposis.
- Otros sindromes de Poliposis Adenomatosa
Poliposis asociadas a las Polimerasas Proofreading (PPAP)

Mutaciones germinalesdominantesenlas ADN polimerasas epsilon (POLE, OMIM#174762,
615083) y delta (POLDT, OMIM#174761, 612591), fueron identificadas mediante analisis
de ligamiento y secuenciacién del genoma, en individuos con més de diez adenomas
aparecidos antes de los sesenta anos, y en los que se habian descartado alteraciones
en otros genes de predisposicion al cancer colorrectal (APC, MUTYH y mismatch repair
genes)'. Ambos genes han sido posteriormente validados como genuinos genes de
predisposicidon al cancer colorrectal en varios estudios en distintas poblaciones, en los
que nuevas mutaciones han sido descritas en el dominio exonucleasa —el que confiere la
capacidad proofreading para el mantenimiento de la fidelidad durante la replicacién del
ADN- de ambos genes’™.

Enambas polimerasas, las mutaciones heterocigotas parecen seraltamente penetrantes,
confieren riesgo para otros tumores ademas del colorrectal, como es esperable en una
alteracion del mecanismo de correccién de los errores del ADN durante la replicacion.
Por esta razon, los tumores desarrollados por los portadores son hipermutados, en
algunos casos con mas de un millon de sustituciones por tumor, y, por lo general,
muestran estabilidad de microsatélites aunque también se han comunicados casos con
inestabilidad’ '¢.

Poliposis adenomatosa asociada a NTHL1 (PAAN)

NTHL1 (OMIM#602656, 616415) es la segunda glicosilasa del ADN perteneciente a la
ruta de reparacion BER cuyas mutaciones bialélicas confieren una alta predisposicion
para desarrollar adenomas y cancer colorrectal. Su implicacion en el desarrollo de
la poliposis fue identificada mediante secuenciacion de exomas en 48 familias con
poliposis y cancer colorrectal. Siete pacientes pertenecientes a tres familias de origen
holandés, mostraron mutaciones nonsense homocigotas en el gen NTHLT . La poliposis
aparecia en una Unica generacién y s6lo en los individuos que eran homocigotos para la
mutacion, lo que confirmaba el modelo de herencia recesivo de la PAAN. Heterocigotos
compuestos y cuadros clinicos mas complejos que incorporan multiples tumores, han
sido comunicados en trabajos posteriores, si bien hasta la fecha el nimero de casos
descrito es limitado, y no permite aun una definicion precisa del fenotipo esperable en
los portadores de mutaciones bialélicas del gen'®.

Como MUTYH, NTHL1 es también una glicosilasa pero con funciones mas amplias que
aquella -posee actividad glicosilasa y endonucleasa-. Cada ADN glicosilasa actua de
manera especifica sobre un subgrupo de bases danadas. Asi, MUTYH escinde la adenina
que incorrectamente se incorpora a la 8-oxoguanina; mientras que las dianas de NTHL1
son las citosinas oxidadas (5-hidrocitosina y 5-hidroxiuracilo) con tendencia a realizar
emparejamientos incorrectos con adeninas (Figura 4). Esta circunstancia explica que
los tumores asociados a mutaciones en NTHLT muestren un incremento de transiciones
C:G—>T:A, y no de transversiones C:G—>A:T tipicas de los tumores desarrollados en
portadores de mutaciones en MUTYH "0,



Otros genes asociados a poliposis adenomatosa

e AXINZ. Mutaciones truncantes vy variantes missense en el gen AXINZ
(OMIM#604025, 608615), han sido comunicadas en cuatro familias, con feno-
tipos altamente heterogéneos pero con dos rasgos principales: poliposis ad-
enomatosa y signos de displasia ectodérmica (revisado en 7). AXIN2 tiene un
papel esencial en la degradacion de la B-catenina dentro de la ruta candnica
de sefalizacion Wnt/B-catenina (Figura 2). Aunque es, por tanto, un buen can-
didato a gen de susceptibilidad a la poliposis y al cancer colorrectal, nuestro
conocimiento sobre esta relacidon es aun limitado.

e Spindle Assembly Checkpoint [SAC). Una mutacién intrénica en homocigosis en
el gen BUBTB [OMIM#602860, 257300), fue descrita en un paciente joven con
poliposis adenomatosa y varios adenocarcinomas digestivos, junto a rasgos
dismarficos y aneuploidia variegada en mosaico?. BUBR1, la proteina codifica-
da por BUBIB, es parte del “complejo de control mitético” junto a las proteinas
MAD2L1, BUB3 y CDC20. Este complejo desempena una funcién central en el
SAC, el mecanismo que controla la adecuada segregacion de los cromosomas
en cada division celular. EL mal funcionamiento del SAC implica la aparicién de
aneuploidias y de inestabilidad cromosdmica. Aunque BUBTy BUB3, miembros
también del SAC, han sido implicados en el desarrollo de cancer colorrectal
(revisado en ?'), el papel de las proteinas SAC en la aparicién de poliposis y en
la tumorogénesis colorrectal, estd pendiente de una mejor definicion.

e Mutaciones bialélicas en los mismatch repair genes (MMR). Aplicando la secuen-
ciacion de exomas en una serie de 102 individuos con poliposis adenomatosa
en la que se habian descartado los principales genes, Adam et al. %, identific-
aron dos individuos heterocigotos compuestos de mutaciones germinales con
pérdida de funcién del gen MSH3 [OMIM#600887, 617100). Ambos pacientes
mostraron poliposis adenomatosa de aparicién en torno a los treinta anos, jun-
to a una serie de lesiones benignas y malignas gastrointestinales y de otros
drganos. Los tumores colorrectales mostraron pérdida de expresion inmuno-
histoquimica de MSH3y alta inestabilidad de microsatélites con repeticiones de
di- y tetranucleotidos.

sy

Ademas de estas mutaciones en MSH3, pacientes con mutaciones bialélicas en otros MMR
(MLH1, MSH2, MSHé o PMS?2), encuadrados dentro del sindrome denominado “Deficiencia
constitucional de los genes MMR" (Constitutional mismatch repair deficiency, CMMRD],
manifiestan un cuadro clinico severo caracterizado por la aparicion a edad temprana de
cancer colorrectal, tumores cerebrales, neoplasias oncohematoldgicas, manchas café con
leche, ademas de poliposis que suele presentarse en la segunda o tercera décadas de la
vida %2, Las consecuencias moleculares de las alteraciones bialélicas de los genes MMR se
describen con detalle en otro capitulo de este texto.



SINDROMES DE POLIPOSIS HAMARTOMATOSA

los polipos hamartomatosos intestinales estan formados por células normales del tracto
gastrointestinalperoqueexhibenunaarquitecturamarcadamentedistorsionada.Sontumores
compuestos por lo general de tejido conectivo -musculo liso y ldmina propia-, cubiertos por
mucosa sin displasia, especifica del area en la que aparece el pdlipo, y epitelio intestinal. Al
contrario que los adenomas se consideran lesiones con un caracter benigno, no neoplésico.
Sin embargo, los pacientes con sindromes de poliposis hamartomatosa tienen un riesgo
aumentado para desarrollar cancer colorrectal. Para solventar esta aparente contradiccidn
se ha postulado que la proliferacion de las células del estroma crea un microambiente que
afecta al desarrollo de las células epiteliales adyacentes y que, eventualmente, conduce al
desarrollo neoplasico del epitelio?.

Los sindromes de poliposis hamartomatosa son un grupo heterogéneo de entidades de
herencia autosomica dominante, siendo los mas representativos el sindrome de PTEN-
tumores hamartomatosos, la Poliposis Juvenil y el sindrome de Peutz-Jeghers.

- Sindrome de PTEN-Tumores Hamartomatosos (PHTS)

El término “sindrome de PTEN-tumores hamartomatosos” (OMIM#158350, 158350, 605309),
engloba un conjunto de entidades clinicas causadas por mutaciones germinales en el gen
PTEN, entre las que se encuentran los sindromes de Cowden, y de Bannayan-Riley-Ruvalcaba,
los dos principales, la enfermedad de Lhermitte-Duclos, trastornos del espectro autista
asociados a macrocefalia, y el sindrome Proteus-Llike. El sindrome de Cowden es el prototipo
dentro del PHTS. Es un sindrome inusual, dificil de reconocer, multisistémico, caracterizado
por la presencia de tumores de caracter benigno, incluidos polipos gastrointestinales
hamartomatosos, junto a predisposicion para desarrollar cancer, y que fue descrito
clinicamente mas de 30 anos antes de identificarse las mutaciones germinales en el gen
PTEN como causa del mismo. Por su parte el sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba es
una entidad también rara, que se manifiesta al nacimiento, caracterizada por macrocefalia,
sobrecrecimiento, hamartomas, lipomatosis, alteraciones vasculares, retraso psicomotor, y
maculas hiperpigmentadas en el pene.

Las mutaciones en el gen PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted in chromosome 10,
OMIM#601728), localizado en 10q22-23, son responsables del PHTS. Posee nueve exones
que codifican una proteina de 403 aminoacidos, cuya estructura puede simplificarse en
dos dominios. El dominio N-terminal responsable de la actividad fosfatasa, dentro del
cual la secuencia consenso HCKAGKGR, aminoacidos 123 to 130, corresponde al centro
catalitico. Y en segundo lugar, el C-terminal que contiene el domino C2, aminoacidos 186 a
357, que posibilita la uniéon de PTEN a la membrana fosfolipidica, el domino PDZ relevante
para interacciones proteina-proteina, las secuencias PEST y otros sitios de fosforilacion,
importantes para la estabilidad de la proteina?.

La proteina PTEN se expresa ubicuamente y esta implicada en varias rutas importantes,
si bien en el contexto del PHTS, su papel mas relevante es la inactivacion de la ruta PI3K/
AKT/mTOR. PTEN es una fosfatasa con doble especificidad de substratos: defosforila
proteinas pero también lipidos. De hecho, el principal sustrato de PTEN es un lipido, el
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 es un mensajero esencial en la activacion de
AKT. En condiciones normales, PTEN bloquea la actividad de PI3K inactivando la ruta AKT
defosforilando PIP3, lo que resulta en parada del ciclo celular o apoptosis. Cuando PTEN



estda mutado, se acumula PIP3 en la célula, se activa AKT favoreciendo el crecimiento celular
y disminuyendo la apoptosis.

Mutaciones germinales se identifican en el 80-85% de los pacientes que se ajustan a los
criterios clinicos del sindrome de Cowden, en el 60-65% de los casos de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba y en el 10-20% de los pacientes con trastornos del espectro autista asociados a
macrocefalia o con el sindrome Proteus-like. El 67% de todas las mutaciones germinales
descritas en el PHTS se concentran en tres exones: 5, en el que ocurre el 40% de todas las
mutaciones, 7y 8. Son escasas en los exones 1 al 4y excepcionales en el exdn 9. En poblacién
espafola (Figura b), se observa una distribucidn similar excepto por tasa significativamente
mayor de mutaciones en el exén 1 (Dra. Laura Pena, comunicacién personal).
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Figura 5. Mutaciones en el gen PTEN en una poblacion espanola. Al Localizacion y tipo de
mutaciones. B] Extension de las grandes deleciones del gen. (Gréfica cortesia de la Dra. Lau-
ra Pena, sobre una serie de 125 pacientes espanoles con sospecha de PHTS, 59 portadores de
mutacion germinal en PTEN).

Ademas de su papel en el PHTS, alteraciones somaticas de PTEN se encuentran en multitud
de tumores y, con muy alta frecuencia, en endometrio, sistema nervioso central, piel y
prostata, lo que pone de relieve su importancia, y la de la via PISK/AKT/mTOR, en el curso
de la carcinogénesis.

- Sindrome de Poliposis Juvenil

La Poliposis Juvenil (OMIM#174900) es una entidad autosémica dominante determinada por
la aparicion de multiples, méas de 3-5, polipos gastrointestinales juveniles, que reciben esta
denominacion por su apariencia histoldgica, pero cuya aparicion puede ocurrir a cualquier edad. Los
polipos juveniles pueden ser indistinguibles de otros polipos hamartomatosos. Microscdpicamente



se caracterizan por una arquitectura cistica, dilatacién glandular llena de sustancia mucinosa, ldmina
propia prominente, infiltrado inflamatorio y ausencia, o minima, proliferacion del musculo liso?.

Mutaciones germinales heterocigotas en los genes SMAD4 (OMIM#600993) y BMPRIA
(OMIM#601299) se identifican en el 50-60% de los pacientes con Poliposis Juvenil. Ambos
genes son componentes de la ruta de sefalizacion TGF-B/Proteina Morfogenética del Hueso
(BMP), con un papel importante en el control del crecimiento del epitelio del colon, ademaés
de modular otros procesos celulares como proliferacion, diferenciacién o adhesion celular.
SMAD4 es un mediador intracelular habitual en la ruta TGF-f. Por su parte, BMPR1A es un
receptor de la superficie celular que unido al correspondiente ligando, activa las rutas de
senalizacion para que complejos proteicos migren al nucleo con el fin de unirse directamente
al ADN y regular la transcripcidn de sus genes diana.

Ademas de SMD4 y BMPR1A, también se han descrito algunos casos con mutaciones en el
gen ENG implicado a su vez en la ruta TGF-f, si bien su papel en la Poliposis Juvenil no est3
por el momento bien definido. Asimismo, se han descrito grandes deleciones afectando a
los genes BMPR1Ay PTEN en formas severas de Poliposis Juvenil/Sindrome de Cowden %.

Establecer una clara correlacion genotipo-fenotipo resulta dificil, dada lo escasa frecuencia
del sindrome, si bien algunos autores relacionan las mutaciones en SMADZ4 con un fenotipo
mas agresivo con un mayor numero de polipos, que se extienden a lo largo de todo el tracto
gastrointestinal ?°. Por otra parte, las mutaciones en SMAD4 también se han asociado con la
aparicionde rasgosdelsindrome de Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (OMIM#175050),
caracterizado por anomalias vasculares, telangiectasias mucocutaneas y malformaciones
arteriovenosas afectando al cerebro, pulmones, tracto gastrointestinal e higado.

- Sindrome de Peutz-Jeghers

El sindrome de Peutz-Jeghers (OMIM#175200) se caracteriza por la presencia de manchas
hiperpigmentadas mucocutaneas, poliposis hamartomatosa a lo largo de todo el tubo
intestinal, pero especialmente en intestino delgado, y alto riesgo para desarrollar diversos
tipos de cancer.

El patrén de desarrollo de los pélipos Peutz-Jeghers y los mecanismos moleculares subyacentes
son desconocidos. La transformacion displésica de estos polipos es un evento altamente
infrecuente. Se ha investigado el comportamiento de las células madre en el epitelio intestinal
de pacientes con el sindrome. Se ha comprobado un incremento de la dinamica de estas células
madre y una prolongada evolucidn clonal de la zona progenitora de la cripta, lo que conlleva un
considerable riesgo para acumular mutaciones somaticas. Se piensa que ambos factores podrian
explicar la mayor susceptibilidad para el cancer intestinal de los pacientes con Peutz-Jeghers?.

En un porcentaje cercano al 90% de los pacientes que cumplen los criterios diagndsticos
del sindrome, se identifica una mutacién germinal en el gen STK17 (OMIM#602216), también
conocido como LKBT, localizado en 19p13.3. El gen consta de diez exones, nueve de ellos
codificantes, con una secuencia de 433 aminodacidos. Los codones 50 a 337 codifican el dominio
quinasa. STKTT actia como gen supresor de tumores y los pélipos Peutz-Jeghers exhiben la
clasica pérdida de heterocigosidad que resulta en pérdida total de la funcidn del gen.

Las mutaciones del gen significan la pérdida de su actividad quinasa, son de tipo nonsense
y missense, se distribuyen a lo largo de toda su secuencia, sin claros puntos calientes, y sin
una correlacion genotipo-fenotipo, pese a que algunos trabajos han asociado la presencia



de mutaciones truncantes con fenotipos méas severos, y con una anticipacion en la iniciacion
de los sintomas?.

STKT es una proteina multifuncional, implicada en labores regulatorias de un amplio
numero de procesos celulares como el control de la parada del ciclo celular, apoptosis
mediada por pb3, transformacion celular inducida por RAS, y senalizacién de la ruta Wnt.
Adicionalmente, la alteracion de su funcidn en la regulacion de la polaridad celular también
podria contribuir a la tumorogénesis.

SINDROME DE POLIPOSIS SERRADA

La poliposis serrada (OMIM#617108), previamente conocida como poliposis hiperplésica,
constituye un sindrome en el que se identifican multiples, al menos cinco, dos de ellos
mayores de 1 cm, pélipos serrados en colon y recto, y un incremento del riesgo de cancer
colorrectal que podria llegar a ser superior al 50% a lo largo de la vida. Entre un 40 y un
60% de los casos tienen historia familiar pero su modelo de herencia no esta del todo bien
definido y se han propuesto modelos dispares, dominantes o recesivos.

En los polipos serrados se observa el acimulo de cambios somaticos, incluyendo las
mutaciones en BRAF, y un alto nivel de metilacién de regiones promotoras. Parece por
tanto, que estos pélipos se desarrollan a través de la ruta serrada, que se diferencia de
la secuencia adenoma-carcinoma tradicional por la presencia de hipermetilacién de las
islas CpG (fenotipo metilador o CIMP -CpG Island Methylator Phenotype-) en las secuencias
promotoras de multiples genes, que es su principal caracteristica.

Mediante la secuenciacién de exomas en pacientes con criterios de poliposis serrada,
Gala et al.7, identificaron mutaciones inactivantes en RNF43 en dos de los veinte individuos
analizados. RNF43 (OMIM#612482), es una ubiquitina ligasa E3 que inhibe la sefalizacidn
de Wnt, interactuando con los receptores de la familia Frizzled (FZD, en Figura 2). En el
nucleo interactua con TCF4 silenciando su actividad transcripcional incluso en presencia de
mutaciones activadoras de -catenina.

Nuevas mutaciones germinales en RNF43 han sido descritas en otras familias que se
ajustaban a los criterios clinicos definidos para el Sindrome de Poliposis Serrada, y se
ha demostrado conjuntamente la inactivacion del alelo salvaje en pélipos de portadores,
confirmando asi el papel de supresor tumoral de RNF43 %,

SINDROME DE POLIPOSIS MIXTA

el Sindrome de Poliposis Mixta Hereditaria (OMIM#601228) es una entidad infrecuente,
autosomica dominante, que se reconoce por la presencia conjunta de varios tipos histoldgicos
de polipos colorrectales (juveniles, serrados, Peutz-Jeghers, adenomas tubulares, vellosos
y tubulovellosos, hamartomas, etc). Aunque por el momento no se han establecido unos
robustos criterios diagndsticos, si que parece claro que los pacientes con el sindrome
muestran una elevada predisposicion al cancer colorrectal, en ausencia, aparentemente, de
manifestaciones extracolonicas.

Aunque el locus del gen responsable de la enfermedad fue asignado mediante analisis
de ligamiento a la region 15g13.3, la identificacion del gen GREMT como responsable del



sindrome, no se produjo hasta pasados unos anos, gracias a la utilizacion de arrays de
oligonucledtidos especificamente disenados para detectar variaciones en el niumero de
copias en la regién 15g13.3 #. Jaeger et al ¥, identificaron una duplicacién de 40 kb en
la region reguladora 5°del gen, en familias judias Ashkenazi que compartian un mismo
haplotipo, circunstancia que sugeria un posible efecto fundador. Posteriormente, dos
nuevas duplicaciones de GREMT fueron comunicadas. La primera de 16 kb en la regién
reguladora del gen en una familia sin origen judio Ashkenazi, con una forma atenuada
de poliposis juvenil/metaplésica; y la segunda, una duplicacién de 57 kb que contenia
todo el gen GREMT, en un individuo con un cancer colorrectal de aparicion temprana y
poliposis mixta (revisado en 'y ®). Una cuarta duplicacién de GREMT ha sido recientemente
publicada en una mujer de sesenta y tres anos en seguimiento por pertenecer a una
familia que cumplia los criterios de Amsterdam II*°. A la paciente le resecaron un total
de veinte pdlipos, la mayor parte adenomas tubulares y algin hiperplasico. El estudio
genético mediante un panel multigenes, demostro que la paciente era también portadora
de una mutacion patogénica en BRCAT. La duplicacién que afectaba a GREMI, era en
tdndem y abarcaba 24 kb de la region requladora 5 del gen, parcialmente solapaba con las
duplicaciones previamente publicadas de 16, 40y 57 kb, e incluia los elementos reguladores
supuestamente responsables de la sobreexpresion de GREMT.

Las duplicaciones descritas de GREMT incrementan notablemente la expresién alelo
especifica del gen, sobreexpresion que conduce a la alteracion de la ruta de la Proteina
Morfogenética del Hueso (BMPJ, que podria ser la responsable del desarrollo de los péliposy
su transformacion neoplasica. Este mecanismo de desarrollo de pélipos y de carcinogénesis
colorrectal, por sobreexpresidn génica, contrasta con el de condiciones como la Poliposis
Adenomatosa asociada a mutaciones en APC o en MUTYH.



RESUMEN

Aunque la identificacion de un numero limitado de polipos es un hallazgo comun en las
exploraciones gastrointestinales rutinarias, los sindromes hereditarios polipdsicos son
patologias raras, que pueden llegar a representar, aproximadamente, el 1% del conjunto de
canceres colorrectales. Desde la perspectiva clinica, son entidades heterogéneas (Figura
1), aunque en su mayoria bien definidas por presentar fenotipos distintivos, sobre todo en
comparacion con las formas no polipdsicas de cancer colorrectal hereditario.

Un pélipo es una lesion precancerosa, que en funcidn de su tipo histolégico presenta una
mayor o menor probabilidad de transformarse en cancer. Los individuos afectados por un
sindrome polipdsico suelen tener entre decenas y miles de estas lesiones precancerosas,
porlo que suriesgo de cancer es elevado. En consecuencia, es necesario afinar el diagndstico
clinico, histoldgico y molecular para tratar de evitar la aparicién del cancer.

Los sindromes polipdsicos también son genéticamente heterogéneos (Figura 1). En su
etiologia participan genes implicados en procesos celulares esenciales, como son la ruta
de sefalizacion Wnt/B-catenina, rutas de reparacion del ADN como VER, los mismatch
repair genes, o las polimerasas con capacidad exonucleasa, mecanismos esenciales para
mantener la fidelidad en la division celular como el Spindle Assembly Checkpoint, o las rutas
TGF-B/BMP, o PIBK/AKT/mTOR, entre otras. No obstante, en ninguno de los sindromes
conocidos se detecta la mutacion causal en el 100% de los casos. Los individuos en los que
no se detecta la alteracidn genética responsable son con mayor frecuencia, aquellos en los
que la enfermedad muestra un caracter mas moderado o atenuado, con un menor nimero
de pélipos. Es posible que estos pacientes sean portadores de alteraciones genéticas
indetectables con las técnicas disponibles en la actualidad, pero también es posible la
existencia de nuevos genes todavia no identificados. Sin duda las nuevas tecnologias de
analisis masivo contribuiran al hallazgo de nuevos genes, y a completar el conocimiento
del entramado genético de la poliposis hereditaria de cara a implementar mejores medidas
preventivas, tanto como terapéuticas.
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1.- INTRODUCCION

Los sindromes polipdsicos hereditarios son entidades poco frecuentes, genética vy
clinicamente heterogéneas.

Las gufas NCCN' indican que cualquier individuo con las caracteristicas resenadas a
continuacion, precisa una valoracién de riesgo para descartar que pueda padecer un
sindrome polipdsico:

> 10 polipos adenomatosos, o

2 7 pélipos hamartomatosos, o

> 5 polipos serrados en el colon proximal, o
2 1 familiar afecto de poliposis.

La presenciade ->10 polipos adenomatosos puede ser causado por la Poliposis Adenomatosa
Familiar (PAF], la Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada (PAFA) o la Poliposis por
mutaciones bialélicas en el gen MUTYH (PAM].
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2.- POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR (PAF):
CLASICAY ATENUADA

La Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF, OMIM#175100) es la poliposis méas importante.
Representa cerca del 1% de todos los canceres colorrectales y se diagnostica un caso cada
10,000-30,000 individuos. Supone menos de un 0,5% de todos los canceres colorrectales
pero es importante dado que los individuos afectos tienen un riesgo de practicamente el
100% de padecer cancer colorrectal (CCR].

La PAF clasica se caracteriza por la presencia de cientos o miles de adenomas a lo largo de
todo el colon desde la adolescencia. Existe una variante atenuada de la enfermedad (PAFA]
con manifestaciones mas leves, una aparicion mas tardia de los pélipos y, por lo general, con
un numero de adenomas inferior a 100.?

Sino se recibe tratamiento, los pélipos suelen desarrollarse en la segunday tercera década de
lavida, a los 15 anos el 50% de los pacientes presentan polipos, y a los 35 anos mas de un 95%.
Es por ello que se considera que, dado que la penetrancia es cercana al 100%, si un paciente
no ha desarrollado pélipos antes de los 40 anos es muy improbable que padezca PAF 3

Hasta un 30% de los afectos de PAF o PAFA no tienen historia familiar de poliposis y se
consideran casos de novo.*Mutaciones en el gen supresor APC explican un elevado porcentaje
de los casos de PAF, identificando mutacion hasta en un 80% de las PAF clasica y hasta
un 30% de la PAFA.° La variabilidad fenotipica PAF es muy elevada, incluso dentro de una
misma familia y en personas que presentan la misma alteracion genética del gen APC.

Caracteristicas Clinicas: PAF vs. PAFA

El diagnostico clinico de PAF clasica se establece al demostrar mas de 100 polipos
adenomatosos en el intestino grueso con un riesgo acumulado de padecer CCR del 100%
a los 40 anos de edad en aquellos pacientes que no realizan ningun tipo de seguimiento
o tratamiento. Ademas, pueden aparecer manifestaciones extracolicas que incluyen:
polipos del fundus géastrico y duodeno (presentes hasta en un 50% de individuos con PAF,
con un riesgo de malignidad de los pdlipos duodenales de hasta un 12%, cientos de veces
aumentado con respecto al riesgo de la poblacién generall,® osteomas, anomalias dentales,
hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina (HCEPR], tumores desmoides
(hasta en el 10-30% de los individuos con PAF, aproximadamente el 65% de los tumores
desmoides se localizan en la pared/ cavidad abdominall, y canceres como el duodenal (4-
12%]), hepatoblastoma (1-2%, generalmente antes de los 5 afios), de tiroides(<2%), pancreas
(<2%]) y géstrico(<1%).



Tabla 1 Riesgo acumulado de padecer manifestaciones extracolonicas en la
Poliposis Adenomatosa Familiar Clasica”"

Manifestacion Ries%(:e::?al?cién Riesgo en PAF aii?’?cidéen
Polipos gastroduodenales
Adenoma gastroduodenal <1% 50% 25 anos
Cancer gastrico <1% <1% 50
Carcinoma duodenal o periampular <1% 4-12% 45
Osteoma <1% 14-90%
Tumores desmoides <1% 10-30%
Cancer de Tiroides <1% <2% 25-35
Cancer de Pancreas 1.5% <2% 50
Hepatoblastoma <1% 1-2% <5
Tumor cerebral <1% 1-2% 15-21

Hipertrofia congénita del epitelio pigmentario

0 0
de la retina(HCEPR) <1% >50%

La PAF atenuada (PAFA) Se caracteriza por la presencia de un nimero menor de polipos
(< 100, media 30 pélipos), localizados a nivel del colon proximal. El riesgo acumulado de CCR
se estima en un 70% a los 80 anos. La media de edad de CCR en los individuos con PAFA
es de 50-55 anos, 10-15 anos mas tarde que en la PAF clasica La PAFA también incluye
manifestaciones extracolicas: polipos y cancer del tracto digestivo superior, cancer de
tiroides y otras, mientras que son raros tanto los tumores desmoides como la HCEPR.

Otras variantes:

Sindrome de Gardner: Se caracteriza por PAF clasica mas osteomas y tumores de partes
blandas (quistes epidérmicos, fibromas y tumores desmoides).

Sindrome de Turcot: este sindrome asocia a polipos en el colon y tumores del SNC
(meduloblastomas y gliomas)

Diagnostico PAF:

Un individuo con mas de 100 pdélipos adenomatosos cumple criterios clinicos de PAF, se
identifiqgue o no una mutacion deletérea en linea germinal. El diagndstico de poliposis
adenomatosa familiar, se debe sospechar en un paciente que presente méas de 10 pélipos
adenomatosos evidenciados a lo largo de la vida con o sin manifestaciones extracoldnicas
de la enfermedad.

Previo un asesoramiento genético adecuado y una meticulosa revision de los antecedes
personales y familiares, asi como la verificacion histoldgica de la histologia adenomatosa de



los pélipos en el individuo afecto, se le debe ofrecer un estudio genético en linea germinal
que incluya los genes APC y MUTYH (este Ultimo responsable de la Poliposis Asociada a
MUTYH, que tal y como veremos se solapa con la PAF) a cualquier individuo que presente 20
0 mas polipos acumulados a lo largo de la vida, valorando de manera individualizada realizar
el estudio genético en aquellas personas que tengan entre 10-20 adenomas." Ademas,
actualmente se pueden utilizar paneles multigenes que incluye el estudio de multiples genes
implicados en cancer hereditario. Se debe senalar, que a mayor nimero de genes estudiados,
mayor es la probabilidad de resultados no informativos por el hallazgo de mutaciones de
significado incierto (VUS).®

Si se identifica una mutacidon deletérea en APC en un individuo, se debe ofrecer estudiar
esta mutacion en todos los familiares en riesgo de ser portadores. La edad razonable para
realizar el estudio genético de una mutacién germinal en APC previamente identificada en
una familia, estd entre los 10- 12 afios, previo al inicio de las colonoscopias/sigmoidoscopias
de cribado. Elestudio genético se puede realizar a ninos mas pequenos si hay antecedentes de
hepatoblastoma en la familia.” Las pruebas genéticas prenatales y/o de diagndstico genético
preimplantacional (DGP) pueden ser una opcién a considerar en familias seleccionadas.'

Seguimiento de los individuos afectos de PAF/portadores de mutacion en APC asintomaticos
11112 (Tabla3)

e Colon: sigmoidoscopia (o colonoscopial: desde los 10-12 afios, cada 1-2 afios.
Se realizara colonoscopia completa anualmente desde el momento en el que
se detectan pélipos. Los adenomas se tratan endoscépicamente hasta que no
se puedan controlary precisen cirugia

e Gastroduodenal: gastroduodenoscopia completa (que incluya la visualizacion
de la ampolla de Vater] desde los 25 afios, repetida cada 1-5 anos segun la
severidad de los adenomas segun la clasificacién de Spigelman (Tabla2).

e Tiroides: exploracidn tiroidea anual desde la adolescencia. Se puede considerar
ademas ecografia tiroidea anual

e Tumores Desmoides abdominales: palpacion abdominal anual. (La guia NCCN'
recomienda realizar una RMN o TC abdomen cada 1-3 afos después de la col-
ectomia, y luego a intervalos de 5-10 anos si hay antecedentes familiares de
tumores desmoides o si se sugieren sintomas abdominales).

e Hepatoblastoma: no hay recomendaciones estandar. Se puede considerar re-
alizar cribado mediante ecografia hepatica y medicion del marcador alfa-feto-
proteina hasta los 5 anos de edad.

e Tumores del sistema nervioso central y padncreas: no existe recomendaciones
de cribado actualmente para estos tumores en afectos de PAF.



Tabla 2 Clasificacion de Spigelman para poélipos gastroduodenales.

Estadificacion de Spigelman

Estadio Puntos Seguimiento
0 (Ningun polipo) 0 Cada 4 afos
I (minimos <4, <4mm) <4 2-3
ll{medio <12, <4mm) 5-6 1-3
Il (moderado >20,>1cm) 7-8 6-12 meses

Evaluacidnquirirgica/mucosectomia completa o
9-12 duodectomia Whipple si esta afectada la papila
duodenal vigilanca cada 3-6 meses

IV(densos displasia de alto
grado)

Tabla 3 Tratamiento de las manifestaciones de los individuos afectos de PAF'" "2

Colon: se considera la cirugia mediante colectomia, ante la presencia de multiples adenomas
que no puedan ser controlados endoscépicamente. La cirugia se intenta realizar a partir de
la segunda década de la vida si el manejo endoscdpico es suficientemente seguro en nifos
e individuos jovenes.

Los tipos de cirugia posible de mas a menos conservadora son: colectomia total con
anastomosis ileorrectal, proctocolectomia con reservorio ileal y anastomosis anal, vy
proctocolectomia con ileostomia permanente. Se requiere vigilancia del recto (cada 6-12
meses) si no se extirpa y, en caso contrario, del reservorio ileal (cada 1-3 afos, en funcidn
de la presencia o no de pdlipos). En caso de ileostomia también se debe vigilar e inspeccionar
el estoma ante el riesgo de presentar polipos en la zona.

Otras manifestaciones:

e Poliposy cancerde intestino delgado: en caso de severa poliposis o displasia de
alto grado (estadio IV Spiegelman) se puede llegar a requerir una duodenopan-
createctomia cefdlica (técnica de Whipple)

e (Osteomas: se extirpan habitualmente por cuestion estéticas o si causan com-
presién de estructuras adyacentes.

e Tumores desmoides: los tumores desmoides, junto con el cancer de duode-
no, son una de las dos principales causas de mortalidad en los pacientes con
PAF colectomizados. El manejo de estos tumores desmoides es complejo y
supone un reto clinico importante. El tratamiento debe ser multidisciplinar pu-
diendo valorarse tratamiento médico con AINE, antiestrédgenos, quimioterapia
o radioterapia y cirugia en casos seleccionados, aunque esta ultima ofrece alta
probabilidad de recurrencia de la lesidn.

Quimioprofilaxis en individuos afectos de PAF:

La quimioprevencién se contempla para facilitar el manejo delrecto en cirugias conservadora
dado que se conoce que los antiinflamatorios no esteroideos (AINE] y aspirina reducen el
riesgo de recurrencia de polipos adenomatosos de colon en la poblacién general sin embargo,
dado el aumento de riesgo cardiovascular descrito con los inhibidores de la cicloxigenasa-2
(COX-2], no se recomienda su uso rutinario en la poblacion general. ™



En pacientes afectos de PAF y PAFA el uso de sulindac o aspirina no hademostrado eficaciaen
prevencion de desarrollo de adenomas en pacientes no operados.'“ Se disponen de resultados
prometedores de un ensayo realizado en 92 pacientes tratados con la combinacién de
sulindac y erlotinib durante 6 meses en la reduccidn de la presencia de polipos duodenales,
pero los resultados iniciales estan pendientes de confirmacion en un estudio mayor dada las
toxicidades de la combinacion.” Un ensayo realizado con el acido graso eicosapentaenoico
(acido graso polinsaturado omega-3) ha demostrado eficacia prometedora en la reduccién
de polipos en pacientes afectos de PAF. '

El uso prolongado de sulindac parece ser efectivo para la regresién de polipos y prevenir
recurrencias de pélipos adenomatosos de alto grado en el segmento de recto remanente en
pacientes operadosy eselfarmaco con mayor evidencia sobre la regresion de los polipos tras
la cirugia,"” sin embargo se desconoce si la disminucion en el niumero de pélipos disminuye
el riesgo de cancer rectal.



Tabla 3: Seguimiento de los individuos afectos de PAF / PAFA / PAM '1.12

PAF CLASICA

Colony recto

Colon: sigmoidoscopia o colonoscopia, desde los
10-12 afos, cada 1-2 anos.

Se realizara colonoscopia completa anualmente
desde el momento en el que se detectan polipos

Cirugia colorrectal

Indicacién absoluta: diagndstico de CCR o elevada
sospecha

Indicaciones relativas: adenomas multiples

>6 mm, aumento del nimero de adenomas

, incapacidad para realizar un adecuado
seguimiento endoscdpico

Los tipos de cirugia posible son: colectomia total
con anastomosis ileorrectal, proctocolectomia
con reservorio ileal y anastomosis anal, y
proctocolectomia con ileostomia permanente.
Se requiere vigilancia del recto (cada 6 - 12
meses) si no se extirpay, en caso contrario, del
reservorio ileal (cada 1 - 3 anos, en funcion de la
presencia o no de pdlipos

Duodeno

Gastroduodenoscopia completa que incluya la
visualizacion de la ampolla de Vater, desde los 25
afnos, repetida cada 1 - 5 anos en funcion de la
severidad de los adenomas segun la clasificacidn
de Spigelman.

Tiroides

Exploracion tiroidea anual, desde la adolescencia.
Se puede considerar la realizacion de una
ecografia tiroidea anual.

Tumores desmoides abdominales

RM o TC abdominal cada 1 - 3 afios, después de

la colectomia a intervalos de 5 - 10 afos, si hay
antecedentes familiares de tumores desmoides, o
si se sugieren sintomas abdominales.

Hepatoblastoma

No hay recomendaciones En casos de alto
riesgo, se puede considerar realizar cribado
mediante la determinacién del marcador tumoral
alfaefetoproteina y ecografia hepatica, hasta los
5-7 anos.

PAF ATENUADA/PA asociada MUTYH

Colony recto

Colonoscopia completa cada 1-2 anos, en
mayores de 20 anos

Indicacién absoluta: diagndstico de CCR o
elevada sospecha

Indicaciones relativas: adenomas multiples
>6 mm, aumento del nimero de adenomas
, incapacidad para realizar un adecuado
seguimiento endoscdpico

Los tipos de cirugia posible son: colectomia
total con anastomosis ileorrectal,
proctocolectomia con reservorio ileal 'y
anastomosis anal, y proctocolectomia con
ileostomia permanente.

Se requiere vigilancia del recto (cada 6 - 12

meses) si no se extirpay, en caso contrario, del

reservorio ileal (cada 1 - 3 afos, en funcién de
la presencia o no de pélipos

Gastroduodenoscopia completa que incluya
la visualizacion de la ampolla de Vater, desde
los 30 - 35 anos, cada 3 - 5 anos. Aunque
la frecuencia depende la severidad de los

adenomas segun la clasificacion de Spigelman.

Se puede realizar exploracion tiroidea anual
desde la adolescencia. Se puede considerar la
realizacion de una ecografia tiroidea anual.



3.- POLIPOSIS ASOCIADA A MUTYH (PAM)

Las mutaciones bialélicas en el gen MUTYH son responsables de la Poliposis Asociada a
MUTYH [MAP, OMIM#604933), una entidad autosémica recesivalcaracterizada por poliposis
adenomatosa conun numerode polipos porlogeneralinferiora 100y unaltoriesgo de cancer
colorrectal a una edad superior a la PAF clasica (alrededor de los cincuenta afios). Aunque
el tipo de polipos mas frecuente son los adenomatosos, también pueden aparecer pélipos
hiperplasicos, aserrados y mixtos. Ademas, los adenomas duodenales se diagnostican entre
el 17-25% de los pacientes con PAM y el riesgo a lo largo de la vida de padecer un cancer
duodenal es de un 4% .""8El gen MUTYH es miembro de la ruta de reparacion BER vy fue
identificado como responsable de la poliposis adenomatosa en el ano 2002, en una familia
en la que se observo una alta frecuencia de transversiones G:C—>T:A en el ADN tumoral . La
ruta BER es un mecanismo de reparacion del ADN de cadena sencilla que detecta y corrige
bases alteradas como consecuencia de dano oxidativo

Diagnostico:

La PAM se debe sospechar en individuos que presentan menos de 100 adenomas siguiendo
un patron de herencia recesivo. El diagndstico de PAM se confirma por la presencia de
mutaciones bialélicas del gen MUTYH en individuos afectos de poliposis. La frecuencia de
mutaciones varia sustancialmente entre distintos grupos étnicos. En poblacién caucasica,
las variantes Y165C y G382D, que reducen sustancialmente la funcidn protéica, representan
el 80% del total de mutaciones ."”

La frecuencia de portadores heterocigotos de una de las mutaciones recurrentes en
poblacién general varia entre el 0,3 y el 2%. Hay controversia en el riesgo de padecer cancer
en portadores heterocigotos del gen MUTYH, estimando que pueden tener més riesgo de
padecer CCR que la poblacién general especialmente si hay antecedentes de CRC en la
familia, sin que se haya demostrado que éste se diagnostique a una edad precoz .?°

Manejo de los individuos afectos de PAM """'2(Tabla3)

Colon: colonoscopia completa: cada 1-2 anos desde los 21 afios(aunque algunos autores
sugieren empezar antes), incluyendo polipectomia si se detectan pélipos. Colectomia
subtotal o proctocolectomia: en caso de que los pdlipos adenomatosos no se puedan manejar
endoscdpicamente.

Duodeno:gastroduodenoscopia completa que incluya la visualizacion de la ampolla de Vater,
desde los 30 - 35 anos, cada 3 - 5 anos. Aunque la frecuencia depende la severidad de los
adenomas segun la clasificacion de Spigelman..

En relacion con los portadores sanos heterocigotos de mutacion en MUTYH , actualmente
no hay guias consensuadas de seguimiento, y se recomienda con un bajo nivel de evidencia,
realizar colonoscopia desde los 40 anos de edad cada 5 anos.'



4.- OTROS SINDROMES DE POLIPOSIS ADENOMATOSA

Lautilizacionde panelesqueincluyanmultiplesgenes?'puedenpermitiridentificarmutaciones
en linea germinal en genes tales como POLE (OMIM#174762), POLD1 (OMIM#174761) , AXIN2
(OMIM#604025) mutaciones bialélicas en NTHLT (OMIM#602656) o MSH3(OMIM#600887)
entre otros, que han sido identificados en individuos con mas de diez adenomas, y en los que
se habian descartado alteraciones en otros genes de predisposicidon al cancer colorrectal
como APCy MUTYH.

Actualmente se dispone de poca informacion sobre las poliposis adenomatosas asociadas a
estos nuevos genes por lo que las recomendaciones de seguimiento tienen escasa evidencia.
Las guias NCCN 'recomiendan iniciar la realizacion de colonoscopia desde los 25-30 anos
y repetirla cada 2-3 anos, aumentando la frecuencia de exploraciones ante la presencia de
polipos y valorando cirugia cuando el numero poélipos no es manejable mediante endoscopia.
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INTRODUCCION

Existen diversas formas de clasificar las poliposis: segun el numero de pélipos, su histologia,
genética, formay momento de presentacion.

Las poliposis hamartomatosas cursan con la aparicion de polipos que generalmente son de
aspecto no neoplasico, y con escasa frecuencia malignizan o aparecen signos de displasia.

Dentro de las poliposis hamartomatosas mas frecuentes se encuentran la poliposis juvenil,
el sindrome de Cowden, el sindrome de Peuzt-Jeghers, el sindrome de Bannayan-Riley-
Ruvalcaba, la esclerosis tuberosa y la ganglioneuromatosis intestinal.



Tabla 1: Principales sindromes que cursan con polipos hamartomatosos.

Sindrome Gen causante Histologia Herencia
Poliposis juvenil SMAD4, BMPR1TA Hamartoma AD
S Cowden PTEN (10923.31) Hamartoma AD
S Bannayan-Riley-Ruvalcaba PTEN (10923.31) Hamartoma AD
S Peuzt-Jeghers STK11/LKB1 (19p13.3) Hamartoma AD
Esclerosis Tuberosa TSC1(9934) y TSC2 (16p13) Hamartoma AD
Ganglioneuromatosis intestinal Asociada a RET, NF1 Hamartoma -

AD: autosomico dominante.

POLIPOSIS JUVENIL

Tiene una incidencia muy baja (1-1,5 casos/100.000 habitantes), aunque es el sindrome de
poliposis hamartomatosa mas frecuente. Existen dos formas de presentacion la esporadica
y la familiar, ambas con patrén de herencia autosomico dominante y con una penetrancia
variable.

Criterios Diagndsticos

Las caracteristicas para establecer el diagndstico son':
e 306 mas polipos juveniles colorrectales
e Polipos juveniles en el tracto gastrointestinal
e Historia familiar de poliposis juvenil

El diagndstico suele serentre el final de la infancia y comienzo de adolescencia con una edad
media de 18 anos.

Clinica

La presentacién mas habitual es la rectorragia, aunque pueden aparecer dolor abdominal,
retraso en el crecimiento, anemia o hipoalbuminemia entre otros. Anomalias congénitas
aparecen en el 15% de casos, siendo las mas frecuentes la malrotacion intestinal, las
alteraciones genitourinarias y los defectos cardiacos.

Segun la presentacidn clinica podemos destacar 3 grupos fenotipicos:
1. Polipos juvenil de la infancia.
2. Pélipos juvenil coldnica.
3. Pédlipos juvenil generalizada.

La mas grave y de peor prondstico es la de la infancia, ya que aparece de forma precoz,
suele cursar con diarrea sanguinolenta, enteropatia pierde proteinas, anemia, edemas vy
complicaciones como invaginacion intestinal. Las otras dos formas (juvenil coldnica y juvenil
generalizadal, aparecen en la 12-22 década de la vida.

Desde el punto de vita histopatoldgico, se caracteriza por la aparicion de numerosos polipos
(entre 50 y 200), de tamanio variable (pocos milimetros a pocos centimetros), rodeados de



mucosanormalydistribuidosportodoelcoloneinclusoenocasionespuedenaparecertambién
en estdbmago e intestino delgado, aunque la mayoria son de localizacidn rectosigmoidea, a
diferencia del Sindrome de Peutz-Jeghers que se localizan mas frecuentemente en intestino
delgado. La caracteristica principal de estos pdlipos es la presencia de edema e inflamacion
en el estroma de la ldmina propia. Los elementos epiteliales suelen ser quisticos y estas
dilataciones quisticas de las glandulas se consideran patognomanicas.

Diagnodstico Genético

Un 50% de pacientes presentan mutaciones en los genes SMAD4 (18q21) y BMPRTA (10g21-
22) y un 25% de pacientes no tienen historia familiar.

La degeneracién maligna de los pdlipos del tracto gastrointestinal es elevado (entre el 20-
70%) y aumenta con la edad, por ello es necesario e importante realizar el estudio genético
para poder establecer el prondstico.

Si en la familia se conoce una mutacion en SMAD4, podria realizarse el estudio genético en
los primeros 6 meses de vida, debido al riesgo de hemorragia telangiectasica hereditaria®.

Riesgo y Medidas de reduccion de Riesgo

El riesgo a lo largo de la vida para cancer de colon es del 40-50%, con una edad media al
diagndstico de 34 anos; para el cancer de estémago el riesgo es del 21%".

Debido al riesgo alto de cancer que existe en la Poliposis Juvenil y la anemia que presentan
estos pacientes por sangrado, se recomienda seguimiento mediante colonoscopia vy
gastroduodenoscopia.

Aquellos ninos que presenten un numero escaso de polipos, pueden ser tratados mediante
polipectomia endoscopica; sin embargo, si existe un alto grado de displasia o el nimero de
polipos es muy alto, lo que no permite la reseccién completa de los mismos, se deberia plantear
una colectomia total con anastomosis ileorrectal o una proctocolectomia total con anastomosis
ileoanal siempre con seguimiento del segmento coldnico residual. Algunos autores recomiendan
la colectomia profilactica a los 20 afos®. En caso de poélipos en tramo alto se debe intentar la
reseccion endoscopica y en caso de no existir esta posibilidad, valorar la cirugia.

Se debe realizar tanto en el probando como en los familiares de primer grado':
Colonoscopia desde los 15 afios cada 2-3 afios (anual si se encuentran pélipos) y

Gastroduodenoscopia y transito baritado o capsula endoscdpica a partir de los 15 anos cada
2-3 anos (anual si se encuentran poélipos).

POLIPOSIS HAMARTOMATOSAS ASOCIADAS A PTEN
1. SINDROME DE COWDEN

También conocido como sindrome de hamartomas maltiples que pueden afectar diferentes
zonas del cuerpo. Es una entidad poco frecuente de herencia autosémico dominante y
penetrancia cercana al 90%. Se presenta mas frecuentemente en mujeres de raza caucasica
aunque también puede aparecer en hombresy se diagnostica en la tercera década de la vida.
Se ha estimado la incidencia es 1 de cada 200.000, aunque debido a que la enfermedad tiene
un fenotipo variable, pudiera estar infraestimada.



Se caracteriza por la aparicién de hamartomas mialtiples en diferentes 6rganos, lesiones
mucocutaneas y alto riesgo de tumores benignos y/o malignos del tracto gastrointestinal,
tiroides, mama, endometrio y sistema nervioso central.

Existen manifestaciones extraintestinales como queratosis acra, triquilemomas faciales,
papulas o papilomas, fibromas orales, lipomas, macrocefaliay la enfermedad de Lhermitte-
Duclos (gangliocitoma cerebeloso displasico).

Criterios Diagndsticos

En la dltima actualizacion de las guias NCCN del 2018 se describen los criterios a tener en
cuenta para el diagndstico de esta enfermedad (Tabla 2.

Tabla 2: Criterios diagndsticos del sindrome de Cowden.

CRITERIOS MAYORES

CRITERIOS MENORES

Para el diagndstico se
requiere que se cumpla al
menos una de las siguientes:

Céncer de mama

Cancer de tiroides no medular

Cancer de endometrio (epitelial)

Hamartomas Gastrointestinales (incluyen ganglioneuromas, excluyen
pélipos hiperplasicos)

Enfermedad Lhermitte-Duclos (adulto)

Macrocefalia [circunferencia occipito-frontal en percentil 197: 58 cm para
mujeresy 60 cm para hombres)

Pigmentacién macular del pene

Lesiones mucocutaneas:

Triguilemomas (23, uno al menos biopsiado),

Queratosis Acral (23 queratosis palmoplantar ¢ papulas hiperqueratdsicas
acrales)

3 6 mas neuromas mucocutaneos

3 6 mas papilomas orales (principalmente en lengua o encias)
Autismo

Retraso mental (CIK 75)

Cancer Colorrectal

Cancer Renal

Céancer de Tiroides papilar o folicular, adenomas o bocio multinodular
Acantosis Esofagica (13

Lipomas (/3] y lipomatosis Testicular

Anomalias Vasculares (incluyendo intracraneales)

Malformaciones genitourinarias

Fibromas

Mutacion en PTEN en la familia

Enfermedad Lhermitte en el adulto

Trastorno de espectro autista y macrocefalia

2 6 més triquilemomas confirmados por biopsia

2 6 mas criterios mayores (uno de ellos macrocefalia)

Tres criterios mayores sin macrocefalia

1 Criterio mayory al menos 3 6 mas menores

4 Criterios menores



Diagnodstico Genético

Se ha descrito que un 30-35% de las familias con diagndstico clinico de este sindrome, son
portadores de una mutacion en el gen PTEN localizado en el cromosoma 10qg23.2.

Este gen supresor codifica una fosfatasa que es un regulador negativo de la via PISK-AKT-
MTOR e interviene en el control del ciclo celular y apoptosis®.

Riesgo

Enmujeresconsindromede Cowden, laenfermedad mamaria puede manifestarse como patologia
benigna (67%), riesgo de cancer de mama hasta mas del 80% segun algunas publicaciones que
puede ser bilateral, con una edad media de aparicion de 38-46 anos, y es la causa mas importante
de muerte. Se han descritos casos anecdéticos de cancer de mama en el varon®.

La patologia tiroidea se puede manifestar como bocio multinodular, nédulos adenomatosos
y adenomas foliculares en mas del 75% de casos. El riesgo de cancer de tiroides es del
3-10% (fundamentalmente folicular, raramente papilar y nunca medular).

La fibrosis uterina benigna es frecuente y el riesgo para cancer de endometrio parece que
puede llegar al 28% segun estudios recientes’.

Los polipos gastrointestinales aparecen en el 93% de portadores con un aumento del riesgo de cancer
de colon del 16%. EL 50% de pacientes tiene pélipos hiperplasicos, adenomatosos, hamartomatosos,
ganglioneuromatosos e inflamatorios, con una edad media de aparicién a los 46 anos.

Por ultimo hay un aumento de riesgo de cancer renal del 15-33%.
El riesgo de tumores bilaterales y multifocales también es mayor.
Medidas de reduccion de riesgo3:

e Seguimiento

e Exploracion fisica anual desde los 18 afios (6 5 afos antes del caso méas
joven diagnosticado de céncer en la familia).

e Examen dermatoldgico anual.

e Colonoscopia a partir de los 35 afios (6 5 afos antes del caso mas joven diag-
nosticado de cancer en la familia) y después cada 5 afios, siempre que no se
detecten polipos o aparezca clinica.

e (Cribado de céncer de mama con autoexploracion mamaria mensual después
de cada menstruacion desde los 18 anos, exploracion mamaria clinica anual
desde los 25 anos, mamografia y RM anual desde los 30-35 afos (6 5-10 afios
antes del primer cancer de mama en la familia). En varones autoexploracion
mamaria mensual.

e (Cribado del cancer de tiroides con Ecografia de tiroides basal a los 18 anos y
posteriormente anual.

e (Cribado de cancer de endometrio: en mujeres premenopausicas aspirado an-
ual desde los 35-40 anos y en postmenopausicas eco transvaginal anual con
biopsia de areas sospechosas.



o (ribado de cancer renal: TAC o RM renal bianual desde los 40 anos.

e Quimioprevencion: Los inhibidores mTOR parecen prometedores en estos pa-
cientes, sin embargo, su uso por el momento esta limitado a ensayos clinicos

e (irugia: la mastectomia profilactica reduce el riesgo en mujeres de alto riesgo,
sin embargo, hay que individualizar, dado que no hay estudios prospectivos en
estas pacientes. Igualmente, de forma individualizada, valorar la histerectomia
profilactica.

2. SINDROME BANNAYAN-RILEY-RUVALCABA

Se trata de un sindrome raro causado también por una mutacién en PTEN. Puede
presentarse con herencia autosomico dominante pero también como casos esporadicos. Se
caracteriza por la aparicion de lipomas, retraso mentaly psicomotor, tiroiditis de Hashimoto,
macrocefalia, hemangiomas, polipos intestinales hamartomatosos en el 35-45% de casos,
retraso del crecimiento (50%]) y papulas hiperpigmentadas en genitales masculinos.

Los pdlipos intestinales no suelen degenerar, se suelen localizar en todo el trayecto
gastrointestinal aunque mas frecuentemente en colon y recto. Durante la infancia se
manifiesta como diarrea, dolor abdominal anemia, sangre en heces, invaginacion u
obstruccion intestinal.

Se requiere en estos pacientes un control de la hemoglobina y la deteccidén anual de sangre
oculta en heces.

Pueden tener riesgo de desarrollar los mismos tipos de tumores que padecen los afectados
de Sindrome de Cowden y por ello el manejo debe ser el mismo.

La mutacion en PTEN aparece en 50-60%.

SINDROME DE PEUTZ-JEGHERS

Es también un sindrome de herencia autosomico dominante con una penetrancia cercana al
100%, aunque aproximadamente un 45% de casos no tienen historia familiar. Afecta a 1 de
cada 120.000 individuos, con un pico de incidencia entre los 10 y 30 anos.

Criterios Diagnosticos
Criterios de sospecha de la enfermedad:
e 7 6 mas pdlipos intestinales tipo Peutz Jeghers.
e Maculas mucocutaneas.
e Ginecomastia en varon por tumor de células de Sertoli testiculares.
e Historia de invaginacion intestinal en ninos o adultos jovenes.

e Criterios diagndsticos de la enfermedad basadas en un Consenso Europeo (se
requiere que el probando tenga al menos una de las siguientes caracteristi-
casl®:



* 76 mas polipos hamartomatosos tipo Peutz Jeghers histolégicamente confir-
mados.

e Cualquier numero de polipos tipo Peutz Jeghers en individuo con historia famil-
lar de Sindrome de Peutz Jeghers en familiar cercano.

e Hiperpigmentacién mucocutanea caracteristica en individuo con historia famil-
iar de Sindrome de Peutz Jeghers en familiar cercano.

e Cualquier numero de polipos tipo Peutz Jeghers en individuo con hiperpig-
mentacidn mucocutanea.

Clinica

Se caracteriza por la asociacion de poliposis gastrointestinal y pigmentacién mucocutanea.
Los polipos suelen ser multiples, lobulados, de diferentes tamanos y superficie lisa vy
suelen estar distribuidos a lo largo de todo el tracto digestivo (eséfago a recto) aunque més
frecuentemente en intestino delgado [yeyuno proximal 60-90%). Pueden aparecer también
en localizaciones extraintestinales (cérvix, mama, pulman, uréteres, vejiga, testiculo, rifidn,
area bilio-pancreatica y ovario). Los pélipos suelen aparecer en la primera década de la vida.

Las manchas hiperpigmentadas melanicas pardas o azul oscuras aparecen hasta en el 95%
de casos. Son raras al nacimiento, se vuelven mas pronunciadas a los 5 anos y pueden
involucionar en la pubertad y edad adulta. Se localizan mas frecuentemente en labio (95%)
y mucosa bucal (66-83%) aunque también pueden encontrarse en cara, manos, pies encias
o paladary region perianal.

Los tumores gonadales es otra de las manifestaciones del sindrome. En mujeres hay mayor
riesgo de tumores de cordones sexuales (pueden ser bilaterales, multifocales y pequefos
y de curso mas benigno que en la poblacion general] y tumores mucinosos de trompas vy
ovarios. En varones aparecen tumores de células de Sertoli de los testiculos que secretan
estrégenos y producen ginecomastia’.

Aproximadamente el 50% de los pacientes con este sindrome, tendran las manifestaciones
clinicas antes de los 20 anos. La forma de presentacion clinica suele ser anemia y cuadros
de dolor abdominal tipo célico debido a episodios de invaginacidn recidivante.

Diagnodstico Genético

La mutacién en el gen supresor STK11 (también denominado LKBT) localizado en el
cromosoma 19 es el responsable. Este gen pertenece a la familia de las kinasas y treoninas
y codifica una serina-treonina-kinasa implicada en la via m-TOR. Se han encontrado
mutaciones patogénicas en mas del 90% de los pacientes que presentan caracteristicas
clinicas y un 25% de pacientes presentan la mutacion de novo. Las mutaciones reportadas
en la base de datos Human Genome Mutation en su mayoria son deleciones e inserciones'’.

Riesgo

En cuanto al riesgo de cancer asociado a este sindrome hay que decir que hay trabajos al
respecto que lo han analizadoy es de méas del 90%. En la Tabla 2 se pueden ver los diferentes
porcentajes de riesgo acumulado a lo largo de la vida de desarrollar cancer en las diferentes
localizaciones'. El riesgo de cancer gastrointestinal es 15 veces mayor que en la poblacidn
general. Las manchas melénicas parecen no tener potencial de malignizacién''.



Medidas de reduccion de riesgo™'>"3
Seguimiento
Colonoscopia y gastroscopia.

Seaconsejainiciarelcribadoenlainfancia,aproximadamentealos8anos. Sinose encuentran
polipos se comenzara de nuevo el cribado a partir de los 18 anos. Si se encuentran pdlipos
se repetirad cada 3 afios. A partir de los 50 anos se recomienda hacer anual/bianual debido al
incremento de riesgo de cancer.

La capsula endoscopica o transito baritado para seguimiento de intestino delgado se debe
realizar una basal a los 8 anos. Si se encuentran polipos se repetira a los 3 anos. Si no se
encuentran polipos se reanudara el cribado a partir de los 18 anos.

En mujeres:

Exploracion mamaria mediante autoexploracién mensual después de cada menstruacion
desde los 18 afios, mamografia a partir de los 30 afios junto con resonancia magnética (RM)
anual desde los 25- 30 anos.

Exploracion ginecoldgica mediante examen pélvico y citologia bianual desde los 25 anos.
Ecografia (eco) transvaginal desde los 30-35 afios.

RM pancreéatica o eco abdominal, no ha demostrado beneficio y no resulta coste-efectivo.

En hombres se recomienda exploracidn testicular desde los 8 anos y eco testicular si
clinicamente esta indicada.

Tabla 2: Riesgoy medidas de seguimiento en la enfermedad de Peutz-Jeghers.

; EDAD INICIO/
LOCALIZACION RIESGO (%) SEGUIMIENTO INTERVALO
Mama 45-50% Exploracién clinica de mama 18/6 meses

Mamografia y RM 25-30/Anual
Colon 39% Colonoscopia 8/2-3 afos
Estémago 29% Endoscopia alta 8/2-3 afos
|. Delgado 13% Capsula endoscopica 8/2-3 afos
Pancreas 11-36% RM/CPRE/ECO endoscopia (dudosa utilidad) 30/1-2 afos
Ovario 18-21% L _ 25/anual
Corvix 10% Examen pélvico, eco transvaginal y/o

] aspirado endometrial, CA 125
Endometrio 9%
Nacimiento a

Testiculo - Examen testicular Ecografia adolescencia/
Pulmon 15-17% Dejar tabaco anual

Adaptada Guia NCCN 2018'.



Cirugia: no existe suficiente evidencia para recomendar mastectomia o salpingoovariectomia
profilédctica en estas mujeres. Se debe individualizar en funcion de la carga familiar.

Tratamiento: Las neoplasias se tratan de manera convencional. El tratamiento para los
poliposva adependerde laclinica,nimeroy localizacion. Incluye la polipectomia endoscdpica
de todos los pélipos mayores de 5 milimetros. Ante la presencia de un elevado numero
de polipos, polipos displasicos o un sangrado imposible de controlar se aconsejara una
proctocolectomia total con reconstruccién mediante reservorio ileal en J.

ESCLEROSIS TUBEROSA 0 ENFERMEDAD DE BOURNEVILLE-PRINGLE

Esta enfermedad afecta entre 1:6.000 y 1:10.000, de herencia es autosémico dominante y de
expresividad variable.

Se caracteriza por la aparicién de hamartomas en diferentes 6rganos: cerebro, piel, rinones
y pulmon principalmente. Como manifestaciones clinicas del sistema nervioso central
(SNC] aparecen la epilepsia, el retraso mental y problemas de comportamiento y autismo.
La causa mas importante de mortalidad en estos pacientes son las lesiones renales que
aparecen entre 50-80% (angiomiolipomas, que suelen ser bilaterales, maltiples y con
riesgo de sangrado, los quistes, oncocitomas y cancer renal). Entre las manifestaciones
cutaneas hay que destacar los angiofibromas faciales, maculas melanociticas y nevus. Un
5% pueden presentar también tumores neuroendocrinos de origen pancreatico. Los pélipos
hamartomatosos en colon distal y recto son una manifestacion menor del sindrome.

Los criterios diagndsticos del complejo esclerosis tuberosa se resumen en la siguiente tabla:

CRITERIOS MAYORES CRITERIOS MENORES
Angiofibromas faciales o placas frontales Fosas del esmalte dental multiple
Fibroma periungueal no traumatico Pélipos Hamartomatosos rectales
Mas de 3 maculas hipomelanicas Quistes dseos

Nevus conectivos Lineas de migracion en la sustancia
Hamartomas retinianos multiples blanca cerebral

Displasias corticales Fibromas gingivales

Nodulo subependimal Hamartomas no renales
Astrocitoma subependimal de células gigantes Parcheado retinal acromatico
Rabdomioma cardiaco Unico o multiple Lesiones cutadneas en “confeti”
Linfangiomiomatosis Quistes renales multiples

Angiomiolipoma renal

Diagndstico probable: 1 criterio mayory 2 6 més menores
Diagndstico Definitivo: 2 criterios mayores 6 1 mayory 2 6 mas
menores

Diagnostico Genético: identificacion de una mutacion patogénica en
genes TSC. La ausencia de mutacién no descarta el diagnostico si se
cumplen los anteriores criterios clinicos.

Dos genes supresores son los implicados en el desarrollo de la enfermedad, TSCT (9g34)
y TSC2 (16p13) que codifican para las proteinas hamartina y tuberina respectivamente que
forman un complejo que inhibe lavia mTOR que interviene en la regulacién de la proliferacion
celular.



El 75-85% de pacientes son portadores de una mutacion patogénica en alguno de estos dos
genes, sin embargo, hasta dos tercios de los pacientes tienen mutaciones de novo' ™.

GANGLIONEUROMATOSIS INTESTINAL

Esunsindrome genéticamente heterogéneo, raroy descrito generalmente en ninos. Desde el
punto de vista anatomopatoldgico se caracteriza por una hiperplasia de plexos mioentéricos
y fibras nerviosas entéricas. Se puede presentar como lesiones polipoideas aisladas,
poliposis multiple o afectacion difusa de la pared intestinal (ganglioneuromatosis
difusa intestinal]. Las dos ultimas son las mas frecuentemente asociadas a sindromes
como la Neoplasia Endocrina Multiple (MEN 1IB) implicado el proto-oncogen RET y la
Neurofibromatosis tipo I. Es una patologia excepcional en adultos, reportdndose pocos casos
en la literatura mundial. Se manifiesta con estrenimiento, dolor y distension abdominal.

Los pélipos son proliferaciones neuromatosas de células dendriticas y células ganglionares.
Afortunadamente el potencial de malignizar de estos pélipos es muy bajo’".

El tratamiento consiste en la cirugia con reseccién del segmento afecto cuando produce
oclusion intestinal o cuando se sospecha malignidad.

RESUMEN FINAL

e | as poliposis hamartomatosas mas frecuentes son la poliposis juvenil,
el sindrome de Cowden, el sindrome de Peuzt-Jeghers, el sindrome de
Bannayan-Riley-Ruvalcaba, la esclerosis tuberosay la ganglioneuromatosis
intestinal.

e Cursan con la aparicion de polipos generalmente de aspecto no neoplasico, que
con escasa frecuencia malignizan o aparecen signos de displasia.

e Mayoritariamente son de herencia autosémica dominante y con penetrancia
alta.

e Se han descrito los genes implicados en el desarrollo de la enfermedad y las
medidas a sequir en los pacientes portadores de mutaciony familiares directos.
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1. ADENOCARCINOMA GASTRICO HEREDITARIO
1.1 INTRODUCCION

Los tumores malignos de estomago ocuparon el sexto lugar en frecuencia en 2017 en
Espana segln datos de GLOBOCAN 2012y REDECAN 2015, con una incidencia estimada de
8284 casos'. La mortalidad sigue siendo alta y la supervivencia global (SG) a los 5 afnos
es del 70,8% para el estadio |IA pero apenas del 4% para el estadio IV. Aproximadamente
el 95% son adenocarcinomas [(ADCJ, y el resto incluye variedades como carcinomas
escamosos, carcinoides, tumores neuroendocrinos, carcinomas de células pequenas,
tumores del estroma gastrointestinal (GIST] y leiomiosarcomas entre otros?. Entre los ADC
se considera varios subtipos atendiendo a las clasificaciones patoldgicas de Laurén (tipo
intestinal alrededor del 74% de los casos, tipo difuso 16% de los casos, tipo indeterminado
10% restante) o la mas amplia de la OMS. Existe una gran variabilidad de incidencia a lo
largo de todo el mundo, explicable por la interaccion de factores ambientales y genéticos.
Se observa agregacion familiar en el 10% de los casos de cancer gastrico, que puede
ser debida a compartir exposicion a factores ambientales, aunque se considera que el
5% son debidos a mutaciones germinales en genes de alta penetrancia. El sindrome de
Cancer Géastrico Difuso Hereditario (CGDH) supone entre 1-3% de todos los casos, pero
también pueden deberse al sindrome de Lynch, al sindrome de Li-Fraumeni, a la Poliposis




Adenomatosa Familiar [PAF)y Adenocarcinoma Géstricoy Poliposis Proximal del Estomago
(GAPPS], al sindrome de Peutz-Jeghers, al sindrome de Cowden, el sindrome de Céancer
de Mama y Ovario Hereditario, o a la Poliposis Juvenil (Tabla 1), que han sido desarrollados
en otros capitulos de este manual. Se ha descrito agregacidn familiar de cancer gastrico
tipo intestinal (CGIF) aunque sin identificacién hasta el momento de gen/es responsables.
En la poblacién general se observa que las personas con un familiar de primer grado
afecto por ADCgastrico tienen un riesgo aumentado en 2-3 veces de padecerlo®®.

Tabla 1: Sindromes de predisposicion hereditaria a cancer gastrico.

SINDROME Riesgo ACG (%) Genes Histologia Frecuencia
LYNCH 6-13 MLHT, MSH2 MSH6, PMS2, EPCAM  Intestinal>difuso 1/440
CANCER DE MAMA'Y _ _ _

2,6-5,5 BRCA1, BRCA? Difuso e intestinal ~ 1/40-1/400
OVARIO HEREDITARIO
LI-FRAUMENI 2.8 TP53 Intestinal>difuso 1/5.000
PAF 0,5-2 APC

Intestinal 1/10.000-20.000

GAPPS desconocido Promotor APC
POLIPOSIS JUVENIL 21 SMAD4, BMPRI1A Intestinaly difuso  1/16.000-100.000
PEUTZ-JEGHERS 29 STK11 Intestinal 1/25.000-250.000
CGDH 80 CDH1 Difuso Muy raro
CGIF RR 2-3 07 Intestinal

Adaptado de: Chun N, Ford JM. Genetic testing in stomach cancer. En: DeVita VI, Lawrence TS, Rosenberg SA,
editores. Principles and practice of Oncology, 109 ed. Philadelphia. Wolters Kluwer. 2015. p. 643-650

1.2. CRITERIOS CLiNICOS DE SOSPECHA

Se han establecido criterios clinicos indicativos de posible predisposicion genética a ACG
de tipo intestinal y de tipo difuso®¢. En paises de alta incidencia de ACG tipo intestinal: al
menos tres familiares afectos, uno familiar de primer grado de los otros dos, al menos
dos generaciones sucesivas afectas, un caso diagnosticado antes de los 50 anos. En paises
de baja incidencia de ACG tipo intestinal: (1] Al menos dos familiares de primer o segundo
grado afectos, uno diagnosticado antes de los 50 anos. (2) Tres o méas familiares afectos a
cualquier edad deben cumplirse todas.

Los criterios consensuados por el International Gastric Cancer Linkage Consortium de estudio
genético de sindrome de Cancer Gastrico Difuso son: (1) Dos casos de céncer géastrico en
la familia, uno con diagnéstico confirmado de cancer géstrico difuso; (2] Un caso de cancer
gastrico difuso antes de los 40 afos; (3) Historia personal o familiar de cancer géstrico difuso
y cancer de mama lobulillar, uno diagnosticado antes de los 50 anos®.

1.3. CANCER GASTRICO DIFUSO HEREDITARIO

El CGDH (OMIM 137215), de herencia autosdmica dominante, se asocia a mutaciones
germinales en el gen CDHT, que codifica la proteina de adhesidn celular y supresora de
tumores E-cadherina. La hipermetilacion del promotor de CDHT suele ser el segundo
evento somatico que inactiva el gen. Tiene alta penetrancia, con un riesgo vital acumulado
de cancer géastrico a los 80 afos del 70% en hombres (59-80%) y del 56% en mujeres (44-



69%). Son tumores agresivos, que infiltran todo el estémago causando la llamada linitis
plasticay es habitualmente diagnosticado en estadios avanzados, con muy mal prondstico.
Las células malignas se describen como células en anillo de sello debido a la acumulacion
de mucina intracelular que empuja al nucleo a un lado. La edad media de presentacion es
38 anos (rango 14-69 anos), y solo un 10% de casos diagnosticados en un estadio precoz
son curables con cirugia Unicamente. También implica riesgo aumentado de cancer de
mama en mujeres, de la variedad lobulillar infiltrante (CLI), con riesgo vital acumulado a
los 80 anos del 42% (23-68%). El riesgo combinado de presentar cancer géastrico y cancer
de mama es del 90% a los 80 anos de edad. No hay evidencia de aumento significativo de
riesgo para otros tumores, aunque en algunas familias se ha descrito acimulo de casos
de cancer de colon®.

El International Gastric Cancer Linkage Consortium ha establecido y actualizado los
criterios para el estudio de mutaciones en CDOH1ya comentados, peroademads recomienda
considerar el estudio en probando con las siguientes caracteristicas®: (1) ACG difuso con
historia familiar, en primer o segundo grado, de 22 casos con CLI de mama o ACG difuso.
(2) Historia personal o familiar de paladar hendido o labio leporino en paciente con ACG
difuso. (3) ACG difuso con células en anillo de sello in situ y/o diseminacién pagetoide de
células en anillo de sello adyacentes al tumor. (4) CLI bilateral de mama antes de los 50
anos, o multiples casos de CLI de mama en la familia siendo al menos dos antes de los
50 anos.

Dado que nuestro pais se considera area de baja o moderada incidencia para cancer gastrico,
la sensibilidad de estos criterios es mayor que en otras areas geograficas de mayor incidencia
y la especificidad >99%’.

Elestudio genético detecta mutacionenelgen CDHTen el 30-50% de las familias estudiadas
por secuenciacion y en el 4% por estudio de grandes reordenamientos. Pueden ser
mutaciones de novo. Hasta el momento se han descrito mas de 155 mutaciones en familias
con CGDH (http://www.LOVD.nl/CDH1J, la mayoria producen proteinas truncadas. En los
probandos con resultados no informativos se ha descrito disregulacién alelo-especifica
del gen CDHT, lo que refuerza la existencia de defectos en CDHT aln no identificados’. El
diagndstico de CGDHsolo puede hacerse mediante estudio genético. La edad recomendada
de realizacion de estudio directo predictivo es a partir de los 18 anos, ya que el riesgo de
cancer gastrico antes de los 20 anos es muy bajo, pero siempre debe referirse a la edad
del caso més joven de la familia®.

El 70-46% de las familias no presentan mutacion identificable, siendo probables otros
mecanismos o que se deba a mutaciones en otros genes de susceptibilidad a cancer gastrico
difuso, como CTNNAT, que codifica para la proteina a-catenina implicada también en la
adhesion celular; INSR, que codifica para la proteina receptor de la insulina (que modula la
glicosilacion de la E-cadherina), o como FBX024 y DOTTL, aunque son pocas familias y sin
datos de penetrancia®. Por otra parte, se ha descrito ACG difuso en portadores de mutaciones
en los genes ATM, FLCN, TP53, entre otros’.

El manejo clinico cambia segun los resultados del estudio genético, ya que se podria indicar
cirugia profilactica, con un prondstico vital dptimo. El asesoramiento genético es esencial en
estas familias.



1.4. MEDIDAS DE SEGUIMIENTO Y REDUCCION DE MORTALIDAD
EN EL SINDROME CANCER GASTRICO DIFUSO HEREDITARIO

El consenso International Gastric Cancer Linkage Consortium recomienda®:
e (Gastroscopia basal.

e Deteccidn de Helicobacter pylori, dado que induce hipermetilacion de CDHT y
por su papel como carcindégeno demostrado en cancer gastrico.

e (Gastrectomia total profilactica.

e Examen clinico mamario y mamografias/RM mamaria en mujeres, a partir de
los 35 anos 0 5-10 anos antes del caso diagnosticado mas joven en la familia.

e Opcional: Mastectomia bilateral profilactica.

A.- CANCER GASTRICO*

GASTROSCOPIA DE CRIBADO:

La efectividad de la endoscopia para deteccidn precoz de cancer gastrico no ha sido probada. El
cancer gastrico difuso es muy dificil de detectar en estadio precoz por su tendencia a diseminacion
submucosa mas que en forma de masas exofiticas. Problema: dificultad para identificar lesiones
submucosas, y realizar biopsias sesgadas, con un diagnostico “negativo para malignidad” erréneo.

GASTROSCOPIA DE SEGUIMIENTO:

En caso de que el paciente portador de mutacion rechace la cirugia profilactica el seguimiento
debe hacerse segun el protocolo de Cambridge: gastroscopia de alta resolucién, de 30 minutos
minimo de duracion, con toma de multiples (30) biopsias aleatorias, cada 6-12 meses, empezando
5-10 anos antes del caso mas joven diagnosticado en la familia.

En familias con resultado del estudio de CDHT no informativo se recomienda a todos los individuos
en riesgo realizar gastroscopia de 30 minutos minimo de duracion, con toma de multiples (30
biopsias aleatorias, cada 6-12 meses.

GASTRECTOMIA TOTAL PROFILACTICA:

Gastrectomia total profilactica (con diseccion D2 y esofagoyeyunostomia en Y de Roux] es
la mejor medida para reducir el riesgo de muerte, aunque tiene importantes repercusiones
en la vida del paciente: mortalidad <1%, y 100% de morbilidad inmediata y a largo plazo
(transito intestinal rapido, sindrome dumping, diarrea, alteracion alimentacion, pérdida de
peso, osteoporosis, osteomalacia, desnutricidon). Debe realizarse con la colaboracién de un
equipo multidisciplinar con cirujanos, gastroenterdlogos, nutricionistas. En portador sano la
edad de realizacion recomendada es antes de los 30 afos, 0 5 afios antes del caso mas joven
diagnosticado en la familia. En familias con resultado de estudio de COHT no informativo no
se recomienda la gastrectomia total profilactica.

B.- CANCER DE MAMA?®

El cancer lobulillar de mama suele ser multicéntrico y bilateral. No hay publicaciones
especificas suficientes en este sindrome que determinen la mejor estrategia, pero dado el



alto riesgo observado, las recomendaciones se basan en las utilizadas en el Sindrome de
Cancer de Mamay Ovario Hereditario ligado a los genes BRCATy BRCAZ, tanto en portadoras
como en mujeres de familias con resultado CDHT no informativo:

e Autoexploracion mamaria mensual empezando a los 20 anos.
e Exploracion clinica por especialista cada 6 meses empezando a los 30 anos.

e RM mamaria anual empezando a los 30 afios (las mamografias tienen baja
sensibilidad en la deteccion de este tipo de carcinoma), o 5-10 anos antes del
diagnostico mas joven en la familia.

C.- CANCER DE COLON®

Aunque no hay evidencia de que el cancer de colon forme parte del CGDH se recomienda
colonoscopia total cada 3-5 anos empezando a los 40 anos, o 10 anos antes del caso mas
joven diagnosticado en la familia.

1.5. ADENOCARCINOMA §ASTRICO Y POLIPOSIS
PROXIMAL DEL ESTOMAGO (GAPPS)

De caracter autosomico dominante, es debido a mutaciones en la region 1B del promotor de
APC. Se caracteriza por la presencia de polipos en cuerpo y fundus gastrico, sin evidencia de
polipos colorrectales ni duodenales. Predominan los polipos de glandulas fundicas, algunos
con displasia, junto con polipos hiperplasicos, adenomatosos, y adenocarcinoma de tipo
intestinal o mixto. Debe excluirse otros sindromes que producen pélipos gastricos y el uso
de inhibidores de la bomba de protones®.

2. ADENOCARCINOMA DE PANCREAS HEREDITARIO
2.1. INTRODUCCION

El cancer de pancreas continla siendo un grave problema de salud por su alta mortalidad. El
adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) es la forma mas comun. Es el decimoquinto tipo
de cancer enincidencia a nivel mundialy el octavo en Europa, representando la cuarta causa
de muerte por cancer en EE.UU. y la sexta en Europa. En Espana los tumores malignos de
pancreas ocuparon el octavo lugar en frecuencia en 2017 y el tercer lugar en mortalidad
en 2016 segun datos de GLOBOCAN 2012 y REDECAN 2015, con una incidencia estimada
de 6760 casos, ligeramente superior en hombres'. El adenocarcinoma tipo ductal (ADP),
cuya lesion precursora es la neoplasia intraepitelial (PanINJ, supone el 85% de los casos,
los tumores neuroendocrinos el 5%, y ya menos frecuentes son los carcinomas de células
acinares, el pancreatoblastomay las neoplasias mucinosas intraductales (IPMN] que pueden
malignizarse'’.

Aunque los principales factores de riesgo son el habito tabaquico, el consumo de alcohol,
la obesidad y la pancreatitis crénica, la historia familiar de cancer de pancreas aumenta
el riesgo, estimandose que un 10% ocurren en el contexto de un sindrome hereditario
de predisposicion a cancer o tienen agregacion familiar. De estos, el 10% son debidos a



mutaciones germinales en distintos genes de alta y moderada penetrancia, como los
Sindromes de Cancer de Mamay Ovario Hereditario, de Lynch, de Pancreatitis Hereditaria, de
Peutz-Jeghers, de Melanoma y Nevus Multiples Familiar, la Ataxia-Telangiectasia, Poliposis
Adenomatosa Familiar, y Li-Fraumeni (Tabla 2). En la gran mayoria de las agrupaciones
familiares no se ha podido identificar hasta el momento otros genes de alta penetrancia
responsables, pero se observa que las personas con un familiar de primer grado afecto por
ADPtienen un riesgo aumentado en 4,5 veces de padecerlo, de 6,4 en caso de dos familiares
de primer grado y llega a ser de 32 en caso de tres familiares afectos''. Esta situacidn se
reconoce actualmente como Céncer de Pancreas Familiar (CPF) y se considera cuando hay
al menos dos casos de cancer de pancreas en familiares de primer grado. La Association
of Clinical Gastroenterology recomienda remitir a un paciente con ADP para asesoramiento
genético si cumple criterios familiares de alguno de los sindromes referidos o de cancer de
pancreas familiar'?. No se observa una edad méas temprana de aparicion que en los casos
esporadicos'.

Se han realizado diversos estudios en pacientes con ADP con técnicas de secuenciacion
masiva. El Ontario Pancreas Cancer Study estudié 708 pacientes con ADP mediante un panel
multiple de genes asociados a ADP (APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, MLH1, MSH2, MSH6,
PALB2, PMS2, PRSS1, STK11, y TP53), encontrando mutaciones germinales en el 3,8% de los
casos: 3 en ATM, 1 en BRCAT, 2 en BRCAZ, 1 en MLHT, 2 en MSH2, 1 en MSHé6,y 1 en TP53.
Estudios de mutaciones somaticas y germinales de este mismo grupo, muestran presencia
de mutaciones en otros genes de reparacion del ADN ademas de los referidos'. Estudios
de exomas o de genoma completo (GWAS] como PanScan |, II, y lll o PanC4, han identificado
algunos loci de susceptibilidad a ADP (Tabla 2) que podrian explicar el CPF'™. En un reciente
estudio prospectivo, se realizd estudio de mutaciones somaticas y en linea germinal de
76 genes asociados a susceptibilidad genética a cancer en 615 casos de ADP, detectando
mutaciones germinales en el 19,8% que afectaban a 24 diferentes genes (BRCA1/2, ATM,
PALB2y genes de reparacion del ADNJ, de los que el 41,8% no cumplian criterios de estudio
genético'®.

Asi pues, ante tal heterogeneidad genética, estaria indicado el uso de panel de genes
multiples especialmente disenado para ADP.



Tabla 2: Sindromes de predisposicion hereditaria a tumores de pancreas.

SINDROME Riesgo Genes Frecuencia
ADP: i?
1 primer grado: 6%
CANCER PANCREAS FAMILIAR Sin datos
2 primer grado: 10%
3 primer grado: 40%
OR 1,27 ABO
Loci comunes de bajo riesgo OR 1,23 KLF5, KLF12
OR 1,46 BCAR1, CTRBI, CTRB2
LYNCH ADP SIR 0-8,6 MLH1, MSH2, MSHé6, PMS2, EPCAM 1/440
ADP RR 2,26-3 BRCA1
CANCER DE MAMA Y OVARIO HEREDITARIO ADP RR 3,5-5,9 BRCA2 1/40-1/400
ADPRR ;7 PALB2
MELANOMA'Y NEVUS FAMILIAR ADP RR 7,4-47,8 CDKN2A Sin datos
SPINK1
PRSST
PANCREATITIS HEREDITARIA ADP SIR 57 1-9 /1000 000
CTFR
CTRC
PEUTZ-JEGHERS ADP SIR 132 STKT11 1/25.000-250.000
ATAXIA-TELANGIECTASIA ADPRR ;? ATM Muy raro
POLIPOSIS ADP RR 4,46 APC 2,29-3,2/100.000
ADENOMATOSA FAMILIAR Pancreatoblastoma
LI-FRAUMENI TP53 1-9 /100 000
BECKWITH-WIEDMANN Pancreatoblastoma Muy raro
MEN1 MENT 1-9 /100 000
VON HIPPEL LINDAU VHL 1-9 /100 000
Neuroendocrinos
NEUROFIBROMATOSIS 1 NF1 1-5/10000
ESCLEROSIS TUBEROSA TSC1, 15C2 1-5/10 000

Adaptado de: Genetic testing in pancreas cancer. En: DeVita VT, Lawrence TS, Rosenberg SA, editores.
Principles and practice of Oncology, 109 ed. Philadelphia. Wolters Kluwer. 2015. p. 686

2.2. SINDROMES DE ALTO RIESGO

SINDROME DE CANCERDEMAMAY OVARIOHEREDITARIO, Y OTROS GENES DEREPARACION
DE ROTURAS EN LA DOBLE CADENA DEL ADN

Este sindrome esta causado por mutaciones en genes que participan en la reparacion de las
roturas de la doble cadena del ADN, principalmente BRCAT y BRCAZ, pero también PALB2,
genes del complejo Anemia de Fanconi, ATM y CHEKZ. De herencia autosémica dominante,
confiere alto riesgo de cancer de mamay cancer de ovario en la mujer, cancer de prostatay
cancer de mama en hombre, y otros tumores, entre los que se encuentra el ADP. Mutaciones
germinales en BRCA2 son las mas comunes en cancer de pancreas hereditario (8-19%],
seguida de PALB2(3.1-3,7%), CHEKZ2 (2,9%), ATM (2,4%), BRCAT (1%), FANCA, FANCC, y FANCG
(0-0,5%)""7. Los ADP son especialmente sensibles a citostaticos que dafian el ADN (platinos,



melfalan, mitomicina-C] e inhibidores de PARP, habiéndose observado supervivencia
superior en pacientes tratados con platinos y ocasionales respuestas completas y respuesta
prolongadas. Actualmente hay varios ensayos clinicos en curso'.

Estudios en pacientes con ADP, seleccionados y no seleccionados por historia familiar,
identifican mutaciones en CDKN2A en el 0,6-3,3% de los casos. Una mutacidon fundadora en
Leiden (19bp deletion) se asocia a un mayor riesgo (RR 48). En el seguimiento de pacientes
portadores sanos apenas se observan lesiones premalignas de alto riesgo, Panln, que
pudieran ser detectables™".

Un estudio incluyendo 147 familias con S. Lynch refiere al menos un caso de ADP en el
21% de éstas, con un riesgo vital acumulado del 3,68% y un RR de 9. MLHT es el gen mas
frecuentemente mutado, pero también se han descrito en MSH2 y MSHé6™">. La deficiencia
del sistema MMR es un evento somatico raro en los ADP pero si presente en pacientes con
mutacién germinal, con importantes aplicaciones terapéuticas: se ha mostrado beneficio
clinico en 4/7 pacientes tratados con inhibidores de los puntos de control inmunitarios, con
1 respuesta completa, 2 respuestas parciales, 1 estabilizacion'®.

Este sindrome ha sido desarrollado en otro capitulo de este libro. Confiere un altisimo riesgo
de cancer de pancreas, RR 76-132. STK11 codifica para la proteina kinasa serina/treonina
que regula via AMPK/mTOR, lo que en un futuro podria tener aplicaciones terapéuticas.

La causa mas frecuente se debe a mutaciones en el gen de tripsindgeno catiénico PRSST.
Otros genes con susceptibilidad a pancreatitis son SPINKT (codifica para el inhibidor de
la tripsina), algunas mutaciones de CFTR que codifica un regulador de la conductancia
transmembrana, asociado a fibrosis quistica, CTRC que codifica la quimotripsina C o
caldecrina y CASR receptor sensor de calcio. Los sujetos con estas mutaciones presentan
episodios recurrentes de pancreatitis aguda en la adolescencia que derivan a pancreatitis
crénica en la edad adulta. Tienen un RR de desarrollar cancer de pancreas de 69"

2.3. MEDIDAS DE SEGUIMIENTO Y REDUCCION DE MORTALIDAD

Es necesario poner de manifiesto que no existen unas pautas que aseguren la prevencion del
cancer de pancreas. Algunos factores de riesgo modificables que pueden evitarse son: (1)
No fumar: el habito tabaquico es el factor de riesgo mas importante y evitable del cancer de
pancreas. (2) Evitar el consumo de alcohol. (3) Mantener un indice de masa corporal éptimo.
(4) Limitar la exposicion a cancerigenos.

No hay estrategias de cribado para individuos de alto riesgo establecidas actualmente,
aunque varios estudios muestran resultados prometedores. El objetivo debe ser la deteccidn
y tratamiento de las lesiones precursoras de alto grado, PanIN y IPMN y los ADP estadio
TINOMO. El proyecto The Cancer of the Pancreas Screening 3 [CAPS-3) incluyé 225 individuos
de alto riesgo asintomaticos con seguimiento mediante RM, TC o ecoendoscopia de pancreas



anual identificando lesiones en el 42% de los sujetos y en 5 se recomendo pancreatectomia
(2%), con el hallazgo patolégico de lesiones con displasia de alto grado'. En un estudio suizo
también en sujetos de alto riesgo, se detectd lesiones en el 40% de los casos y el 7,5% fueron
ADP resecables?. Un estudio multicéntrico europeo incluyd 411 sujetos considerados de
alto riesgo (178 portadores de mutacién en COKN2A, 19 en BRCA1/2 o PALB2, 214 CPF) en
los que se realizd cribado anualmente mediante RM, CPRM o ecoendoscopia de pancreas.
Se detectd ADP en el 7,3% de los portadores de mutacion en COKN2A, 1 caso con BRCAZ, 2
casos con CPF. Se detectaron lesiones pre-malignas de alto riesgo en 1% de portadores de
mutacion en COKNZ2A, 1,9% de CPF, y un caso con mutacion en PALB2?.

Las guias de consenso de expertos recomiendan realizar RM o ecoendoscopia pancreatica anual a partir
de los 50 anos, o 10 anos antes del diagndstico mas joven en la familia.

3. TUMORES DEL ESTROMA GASTROINTESTINAL
3.1. INTRODUCCION

Los tumores del estroma gastrointestinal (GISTs) son el primer tipo de tumores sélidos con
una terapia molecular dirigida por sus especificas caracteristicas moleculares. Hasta que
se describieron y estudiaron éstos se consideraban leiomiosarcomas, pero hoy se sabe que
se originan a partir de la proliferacion de las células intersticiales de Cajal y constituyen las
neoplasias mesenquimales mas frecuentes del tracto digestivo, siendo las localizaciones
més frecuentes el estdmago (~55%), intestino delgado (~30%)] y colorrectal (~5%). La edad
media de diagndstico es 60 anos conincidencia entre 10-15 casos por 1.000.000 de habitantes,
aunque con gran variabilidad por zonas geograficas??. La mayoria expresan la proteina
c-KIT, o CD117, activada somaticamente (~ 75% de los casos]) por mutaciones en KIT, pero
también se han descrito mutaciones en otros genes como PDGFRA (7%), SDH (5%), BRAF
(2%), NFT (1,5%)%. En ninos el 85% son KIT y PDGFRA negativos, asi como en el 15% de los
adultos: son denominados GISTs natural®. Atendiendo a las caracteristicas moleculares se
pueden clasificar en SDH-deficientes (SDHd) y SDH-competentes (SDHc), con prondstico e
implicaciones terapéuticas diferentes. Hasta el 5% son debidos a mutaciones germinales,
que explican los sindromes de predisposicion a GISTs?.

3.2. SINDROMES DE ALTO RIESGO
3.2.1 SDH-COMPETENTES

La proteina KIT es un receptor transmembrana tirosin-quinasa tipo Ill, codificado por KIT
(4912), también conocido como CD117, que es activado por el factor de células madre (SCF).
Con su activacién inicia las vias de proliferacion celular RAS/MAPK, PI3K/AKT/mTOR vy
JAJ/STAT3. Se ha descrito familias con mutaciones germinales en KIT, con resultado de
activacion constitutiva de KIT, y mayor prevalencia de GISTs. La edad media de diagndstico
se sitia 10 afios por debajo de los casos esporadicos (40-50 afios vs 60 anos). La herencia es
autosomica dominante, afectando por igual a ambos sexos. Las mutaciones mas frecuentes
(deleciones, duplicaciones, missense) se localizan en el exén 11, aunque también se han
descrito en los exones 8, 9, 13y 17. Los GISTs pueden aparecer a lo largo de todo el tracto



digestivo, especialmente en intestino delgado y estémago, con histologia de células en huso
y molecularmente expresan KIT y DOG1. Se acompanan de alteracion de la pigmentacion
cutdnea (hiperpigmentacion, lentigos multiples, hipopigmentacion o vitiligo), urticaria
pigmentosa (porefectode KIT sobre los mastocitos), alteracién de la motilidad gastrointestinal
(disfagia, acalasia, constipacion], e hiperplasia difusa de las células intersticiales de Cajal
que representa la lesion policlonal no neoplésica precursora de los GIST?24%,

Mutacionessomaticasen PDGFRAsonelsegundoeventomasfrecuenteenlosGISTesporadicos,
algunas de las cuales confiere resistencia a imatinib. Se han descrito varias familias con
mutaciones germinales en PDGFRA (4q12) que codifica para un receptor tirosin-quinasa
tipo Ill, con estructura comdn con KIT y actividad similar, méas hacia la via PIBK/AKT/mTOR
que RAS/MAPK. Los tumores GIST tienen histologia méas frecuentemente epitelioide, suelen
localizarse en estémago y no suelen presentar metastasis ganglionares. Estos individuos
presentan hiperplasia focal de las células intersticiales de Cajal. Otras manifestaciones
clinicas son manos largas, lipomas, y polipos inflamatorios fibrosos del intestino delgado
por lo que se ha denominado Neurofibromatosis Intestinal o Neurofibromatosis tipo 3. Este
diagndstico precede en el tiempo al del GIST [son tumores diferentes). La herencia es de tipo
autosémica dominante, con alta penetrancia, y se ha descrito mayor afectacion de mujeres
que hombres?22426,

La Neurofibromatosis tipo 1 (NF1) es una enfermedad genética frecuente de herencia
autosomica dominante, con penetrancia completa y expresividad variable. Estad producida
por mutaciones en el gen NFT (17q11.2) que codifica para la proteina neurofibromina con
actividad GTPasa. Suinactivacién estimula la via RAS/MAPK. Las manifestaciones clinicas son
manchas café con leche, neurofibromas cutaneos, pecas axilares e inguinales, hamartomas
oculares, tumores de sistema nerviosos central y periférico, sarcomas, leucemia y otros
tumores, entre ellos del tracto digestivo. Hasta el 34% de estos tumores digestivos son
GIST, presentes en el 7% de los pacientes, y en el 25% en autopsias. La edad media de
diagndstico es 49 anos. Las localizaciones mas frecuentes son duodeno, yeyuno/ileon y
estémago y la histologia habitual es de células en huso acompanada de hiperplasia de las
células intersticiales de Cajal. Suelen ser de pequeno tamano, bajo nimero de mitosis y
buen pronostico. Molecularmente son diferentes a los esporadicos ya que infrecuentemente
presentan mutaciones en KIT o PDGFRA, y el tratamiento habitual con imatinib no es efectivo.
Suponen el 1,5% de todos los GIST?242¢,

3.2.2. SDH-DEFICIENTES

La enzima succinato deshidrogenasa (SDHJ, también conocida como Complejo Il, se localiza
en la membrana de la mitocondria y estéd formada por 4 subunidades: A, B, C, D. Participa
en el ciclo de Krebs y en la cadena de transporte de electrones. Cuando algiin componente
esta inactivado el complejo es inestable y se degrada la subunidad SDHB, lo que puede ser
detectado porinmunohistoquimica que es negativa. Su defecto funcional produce acumulo de
succinato, que inhibe a varias enzimas dioxigenasas, entre las que esta la prolil-hidroxilasa.
Como consecuencia hay menor hidroxilacién y degradacion del factor de hipoxia inducible
(HIFTa), que actia como factor de transcripcién e inicio de tumorogénesis. Mutaciones



en los genes que codifican estas subunidades se asocian al sindrome de predisposicién a
Paraganglioma /Feocromocitoma familiar. Ademés de paragangliomas y feocromocitomas,
se han descrito otras neoplasias como GIST, cancer renal, o adenoma hipofisario. Los
GIST SDH-deficientes suelen ser de histologia epitelioide y pueden estar producidos por
mutaciones en los genes SDHA (1p36.13), SDHB (1923.3), SDHC (11923.1), SDHD (5p15.33),
o por metilacion epigenética del promotor de SDHC. Clinicamente afectan mas a mujeres
jovenes y a ninos, destacando que la mayoria de los GIST pediatricos corresponden a este
subtipo?224:2627,

Existen dos entidades relacionadas con la presencia de paraganglioma y GISTs SDH-
deficientes: la Triada de Carney y el sindrome de Carney-Stratakis. La Triada de Carney
en su descripcidon inicial estaba constituida por los hallazgos de leiomiosarcoma de
estémago (ahora se sabe que son GIST), paraganglioma y condroma pulmonar, con el 78%
de los pacientes presentando dos de las manifestaciones y el 22% las tres. Ademas, se ha
descrito en algunos pacientes leiomioma esofagico y adenoma corticoadrenal. Los GIST son
diferentes a los esporadicos, afectan generalmente a mujeres (95%), a edad media de 22 afios,
localizacidn gastrica, presentan frecuentemente metéstasis ganglionares, multifocalidad y
comportamiento impredecible, con histologia epitelioide y patrdn de crecimiento plexiforme.
Estudios en tejido tumoral no han detectado mutaciones en ninguno de los genes SDH, pero si
variacion en el nimero de copias de ADN, en concreto delecidn de Tpy 1q12-g21. Posteriores
estudios han evidenciado en algunos pacientes la hipermetilacion del promotor de SDHC y
expresion reducida de suARNm, resultado de un fendémeno epigenético. En otros pacientes se
ha detectado mutaciones en alguno de los genes SDH?%". L a asociacién de paragangliomay
GIST fue descrita como el sindrome de Carney-Stratakis, de herencia autosémica dominante
y penetrancia incompleta. Se ha descrito en pacientes con mutaciones en SDHB, SDHC, SDHD
y SDHA. A diferencia de los GISTs esporadicos, no presentan mutaciones en KIT o PDGFRA
(GIST nativo). Hasta el 12% de pacientes con GIST nativopresentan mutaciones germinales
en genes SDH?2242627 Tienen menor sensibilidad a imatinib y otros inhibidores TK?.

3.3. MEDIDAS DE SEGUIMIENTO Y REDUCCION DE MORTALIDAD

No hay guias especificas al respecto, y el manejo de cada caso dependera del sindrome
identificado. Eltratamientoquirtrgicoymédicode los GIST se debe basaren las caracteristicas
clinicas y moleculares especificas del sujeto.

Se ha sugerido seguimiento mediante PET-TC cada 3-6 meses? en los sujetos de riesgo.

La colonoscopia puede ser util en pacientes con Sindrome PDGFRA, pero no en Sindrome
KIT [ya que la mayoria de tumores en este caso son gastricos e intestinales) ni en Sindromes
SDH (localizacién frecuente en estémago)?.

LosGISTSDH-deficientesonresistentesaltratamientoinicialconimatinib. Asimismo, sunitinib
y regorafenib tienen una eficacia limitada en la mayoria de casos. La cirugia sigue siendo la
Unica opcidn curativa. En cuanto a las medidas de prevencidn, los sujetos con predisposicion
genética familiar a GIST SDH-deficiente, deberdn seguir las recomendaciones especificas
del sindrome paraganglioma/feocromocitoma familiar?’ (ver capitulo correspondiente).



Tabla 3. Sindromes de predisposicion hereditaria a GIST.

Sindrome Gen Histologia [E;dﬁaodS] Sexo Localizacion Otras manifestaciones
S. KIT KIT H>E 40-50 = Estdmago,  Hiperplasia CIC
SDHc | Delgado Hiperpigmentacion cutanea,
alt. motilidad digestiva
S. PDGFRA PDGFRA Mx/E>H 40-50 = Estémago Pélipos fibroides
inflamatorios, manos largas
NF1 NF1 H > Mx 49 = | Delgado Manchas café con leche,
neurofibromas, pecas, PGL/
Feo.
hiperplasia CIC,
alt. motilidad digestiva
SDHd  Triada de Carney Hipermetilacién E>H 15 M>H Estémago PGL, condroma pulmonar,
promotor SDHC adenoma adrenocortical
S. Carney-Stratakis = SDHx E>H 23 M>H Estémago PGL

Hu: células en huso, Ep: células epiteloides, Mx: mixto, m: mujer, h: hombre, PGL:paraganglioma.
Adaptado de: Gopie P, Mei L, Faber AC, Grossman SR, Smith SC, Boikos SA. Classification of gastrointestinal
stromal tumor syndromes. Endocr Relat Cancer. 2018;25(2):R49-R58.

RESUMEN

Los sindromes de predisposicion genética a cancer gastrico incluyen el sindrome de cancer gastrico
difuso hereditario y los casos de cancer gastrico en el contexto de otros sindromes familiares de
predisposicion a cancer, destacando por su prevalencia el sindrome de cancer de mama y ovario
hereditario y el sindrome de Li-Fraumeni. Los criterios clinicos de sospecha varian segun la
incidencia del area geografica. ElInternational Gastric Cancer Linkage Consortium también establece
los criterios clinicos de sospecha para el estudio del gen CDHT. EL CGDH asociado a mutaciones
germinales en el gen CDHT tiene una historia natural de agresividad bioldgica, afectando a sujetos
jovenes e incrementado también la susceptibilidad a cancer lobulillar de mama en mujeres. En
los portadores sanos debe considerarse la gastrectomia total profilactica; de no ser posible, el
seguimiento activo debe realizarse segun el protocolo de Cambridge.

Un pequeno porcentaje de canceres de pancreas se deben a mutaciones germinales en distintos
genes de alta y moderada penetrancia. La historia familiar es un importante factor de riesgo que
debe serregistrado en las historias clinicas. Debido a la alta heterogeneidad genética del cancer
de pancreas, deberia considerarse el uso de paneles multigénicos para el estudio de los casos
con sospecha clinica de sindrome hereditario. Aunque no existe un programa de cribado bien
establecido para cancer de pancreas, el objetivo del sequimiento en los sujetos de riesgo, debe
ser la deteccidn y tratamiento precoz de las lesiones precursoras de alto grado.

Los GIST suponen un grupo heterogéneo de neoplasias que pueden deberse a mutaciones
germinales preferentemente en KIT y PDGFRA. Mas raros son los llamados GIST SDH-
deficientes. El seguimiento en portadores de las familias afectas, debe perseguir la deteccién
precoz de la enfermedad, ya que la cirugia es la Unica opcion curativa.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

SG: supervivencia global

ADG: adenocarcinoma géastrico

GIST: tumores del estroma gastrointestinal
CGDH: Cancer Gastrico Difuso Hereditario
PAF: Poliposis Adenomatosa Familiar
GAPPS: Poliposis Proximal del Estémago
CGIF:cancer gastrico tipo intestinal familiar
CLI: carcinoma lobulillar infiltrante

ADP: adenocarcinoma ductal pancreatico
PanIN: neoplasia intraepitelial pancreatica
IPMN: neoplasias mucinosas intraductales
CPF: cancer de pancreas familiar

SCF: factor de células madre.

NF1: neurofibromatosis tipo 1

SDH: succinato deshidrongenasa

HIFTa: factor de hipoxia inducible

RR: riesgo relativo

OR: Odd ratio

SIR: razon de incidencia estandar

RM: resonancia magnética

PET-TC: Tomografia por emisidn de positrones-tomografia computerizada

CPRM: colangiopancreatografia por resonancia magnética
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NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLE TIPO 2 (MEN2).

De aqui en adelante nos referiremos a este sindrome como MENZ para hacerlo coincidir con
la abreviatura en inglés (Multiple Endocrine Neoplasia type 2).

Bases moleculares de MEN2. Estructura del proto-oncogen RET,
mecanismos de activacion, y funcion de la proteina.

MENZ2esunsindrometumoralhereditarioautosémicodominante, causadofundamentalmente
por mutaciones de ganacia de funcion del proto-oncogen RET (del inglés REarranged
during Transfection). RET tiene un tamafo aproximado de 55 kilobases, consta de
21 exones y codifica un receptor transmembrana que pertenece a la familia de las
tirosinas quinasa. RET es estructuralmente similar a otras proteinas tirosina quinasa,
con un Unico dominio transmembrana, uno citoplasmatico y otro extracelular, pero se
diferencia por la presencia de 4 dominios cadherina dispuestos en tandem localizados
en la region extracelular, y un dominio rico en cisteinas localizado inmediatamente
adyacente a la membrana celular. Este Ultimo dominio esta formado por 20 residuos
cisteina, esenciales para la formacién de puentes disulfuro intramoleculares que
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determinan la estructura terciaria de la proteina RET, y que son responsables de la
formacion de dimeros. El segmento intracelular contiene dos subdominios tirosina
quinasa, TK1y TK2",

Se han descrito dos posibles mecanismos de activacion del receptor RET. En condiciones
normales, el proto-oncogen RET se activa al formar un homodimero que interactia con otras
proteinas, formando un complejo multiprotéico que incluye un ligando soluble perteneciente
a la familia del factor neurotréfico derivado de la glia (GFLs & “"GDNF family ligands”) y un
correceptorde superficie de lafamiliade receptoresde GDNF (GFRs 6 “GDNF family receptors”).
Los ligandos del proto-oncogen RET actlan promoviendo la supervivencia de un amplio
espectro de neuronas (motoras, entéricas, noradrenérgicas, parasimpaticas y simpaticas) y
son: 1- Factor neurotroéfico derivado de la linea celular glial (GDNFJ, 2- Neurturina (NRTNJ,
3- Artemina (ARTN] y 4-Persepina (PSPNJ. En cuanto a los correceptores (GDNF factors
receptors a 1-4 o GFR alfa 1-4), son 4 proteinas de unién a glicosil-fosfatidilinositol que
interactlan preferentemente con cada uno de los ligandos previamente mencionados. Una
vez que RET se une a un ligando y a un correceptor, el dominio rico en cisteinas facilita la
dimerizacién del receptor, conduciendo a un estado de autofosforilacidon y a la activacion de
los dominios intracelulares TK1y TK2 (2). Esta sefal activa varias rutas de sefalizacidn, tales
como RAS/RAF/MAP quinasas, PIBK/AKT y STAT3, estando RET implicada en la regulacién
de procesos tan esenciales como proliferacion, diferenciacion, migracion y supervivencia
celular, dependiendo del tipo celular y del momento del desarrollo’.

RET se expresa principalmente en células derivadas de la cresta neural (células C ¢
parafoliculares deltiroidesy células de lamédula adrenal, entre otras), aunque tambiénjuega
un papelcrucialeneldesarrollo delsistemanervioso entérico, elrindny la espermatogénesis.
Ademas, estudios de expresidon han detectado una alta presencia de la proteina RET en los
tumores derivados de estos tipos celulares, como el CMT y el FEO.

Mutaciones germinales en RET. Relacion con la clinica de MEN2

MEN?2 se trata de un sindrome con una incidencia anual estimada de 5 por 10,000,000
individuos y una prevalencia de 1 en 35,000. Sigue una clasificaciéon clinica que tiene en
cuenta las manifestaciones desarrolladas por el paciente o la familia. Los subtipos clinicos
(ver capitulo de “Aspectos clinicos de la predisposicion hereditaria a tumores endocrinos y
neuroendocrinos”) difieren entre si en la incidencia, las mutaciones especificas en RET y el
dominio que éstas afectan, la penetrancia relativa a la edad, la agresividad del carcinoma
medular de tiroides (CMT] y el prondstico?.

La mayor parte de mutaciones germinales en RET que dan lugar a un sindrome MENZ2A
afectan a residuos de la regién extracelular rica en cisteinas (correspondientes con los
exones 10y 11 del gen). ELcoddn 634 [exdn 11), es el residuo mas frecuentemente mutado
en pacientes MEN2A (en torno al 87% de los casos]. Las mutaciones que afectan este codén
se asocian con edades tempranas de desarrollo de CMT (a menudo antes de los 20 afios de
edad), y al mayor riesgo de feocromocitoma e HPP en este sindrome?. Los pacientes con
mutaciones en el 634 tienen un mayor riesgo a desarrollar liquen cutaneo amiloidético. La
consecuencia bioldgica de la presencia de estas mutaciones es que se impide la formacidn
de puentes disulfuro, y esto conduce a una dimerizacién constitutiva de dos proteinas RET
en ausencia de ligando. Otras mutaciones en los exones 13y 14, y mas raramente en los



exones 9, 8, 12, 15y 19 también han sido asociadas a pacientes MEN2A. Las mutaciones
asociadas a CMTf se han descrito en los exones 5, 8, 10, 11, y del 13 al 16, estando la mayor
parte de ellas localizadas en la regién rica en cisteinas o en el dominio TK1, y suelen
estar asociadas a un desarrollo del CMT a edades mas tardias. De hecho, este grupo
de mutaciones muestra un claro solapamiento con la edad de diagndstico de los CMT
esporadicos. Esta observacion justifica en parte el estudio genético rutinario de pacientes
con enfermedad aparentemente esporadica, dado que hasta un 15% de estos pacientes
seran portadores de mutaciones germinales en RET, fundamentalmente en residuos no
cisteina, o bien de mutaciones de novo.

EL 95% de los casos MEN2B se explica por una Gnica mutacion en el exon 16 (p.M918T), que
causa un cambio conformacional en la regidn intracelular TK2, y una activacion constitutiva
en ausencia de dimerizacién'. En algunos pacientes portadores de esta mutacion el CMT
se ha desarrollado en el primer ano de vida, de modo que la tiroidectomia profilactica en
los primeros meses de vida esta justificada en familias MEN2B. Un 2-3% adicional de los
pacientes MEN2B se caracterizan por mutaciones que afectan al residuo 883 (p. A883F], en
el dominio TK13. Una relacién de las mutaciones descritas en RET y el fenotipo asociado est3
recogida en la tabla 1.



Tabla 1. Mutaciones germinales asociadas al desarrollo de MEN2 y fenotipo asociado

Exdn N° coddn Mutacion Consecuencia en la proteina Fenotipo asociado
8 532 INsGAGGAGTGT 532insGlu Glu Cys CMTf
533 GGC>TGC Gly > Cys MENZA, CMTf
10 606 TAT > TGT Tyr > Cys CMTf
609 TGC > CGC Cys > Arg MENZA, CMTf
611 TGC > GGC Cys > Gly MENZA
TGC >TCC Cys > Ser CMTF
TGC > TAC Cys > Tyr CMTFf
TGC > CGC Cys > Arg MENZA
618 TGC >TAC Cys > Tyr MEN2A
TGC>TGG Cys>Trp MENZA, CMTf
TGC > GGC Cys > Gly CMTf
TGC>TTC Cys > Phe MEN2A
620 TGC>TCC Cys > Ser MENZA, CMTf
TGC > AGC Cys > Ser CMTf
TGC > GGC Cys > Gly CMTf
TGC > CGC Cys > Arg MENZA, CMTf
TGC > TAC Cys > Tyr MENZA, CMTf
TGC > TGA Cys > Stop MENZA
TGC > CGC Cys > Arg MENZA, CMTf
630 TGC>TAC Cys > Tyr MENZA
TGC>TTC Cys > Phe CMTf
TGC>TCC Cys > Ser CMTFf
TGC > GGC Cys > Gly MENZA
TGC > AGC Cys > Ser CMTF
TGC >TGG Cys>Trp MENZ2A
TGC>TTC Cys > Phe MENZA
11 634 TGC >TCC Cys > Ser CMTf
TGC >TAC Cys > Tyr CMTFf
TGC > CGC Cys > Arg CMTf
TGC > TAC Cys > Tyr MENZA, CMTf
635 TGC > CGC Cys > Arg MENZA
TGC>TTC Cys > Phe MENZA, CMTf
TGC > GGC Cys > Gly MEN2A
TGC >TGG Cys>Trp MENZ2A
TGC > AGC Cys > Ser MENZA
TGC >TCC Cys > Ser MENZA, CMTF
TGC >TGG Cys > Tyr MENZ2A
InsACGAGCTGTGCC 635ins Thr Ser Cys Ala MENZA
637 InsTCGCGCACG 637insCys Arg Thr MENZA
666 AAG > GAG Lys > Glu MENZA
768 GAG > GAC Glu > Asp CMTE, MENZA
13 790 TTIG>TTT Leu > Phe CMTY, MENZA

791 TIG>TTC Leu > Phe CMTE, MENZA



TAT>TTT Tyr > Phe CMTF, MENZA

14 804 GTG>TTG Val > Leu CMTF, MENZA
GTG > ATG Val > Met CMTF, MENZA
804 + 806 804; GTG ® ATG Val > Met MENZB
806; TAC > TGC Tyr > Cys MENZB
883 GCT>TTT Ala > Phe
15 891 TCG > GCG Ser > Ala CMTF, MENZA
16 918 ATG > ACG Met > Thr MENZB

Se ha sugerido que los diferentes mecanismos de activacion de RET inducidos por estas mutaciones
conducen al establecimiento de distintos patrones de fosforilacion y senalizacion celular. Por ejemplo,
la mutacion p.M918T, que explica la gran mayoria de los pacientes MEN2B, esta asociada a una
mayor activacion de la ruta PI3K/AKT en comparacion con las mutaciones asociadas a MEN2A, hecho
que podria explicar las diferencias en los fenotipos asociados a ambos subtipos. Ahora bien, ya que
alguna de las mutaciones en RET se asocian indistintamente a MEN2A o a CMTf, es probable que
existan factores genéticos adicionales que actien como modificadores del fenotipo. Hay resultados
contradictorios de estudios centrados en el papel de polimorfismos de RET en el desarrollo o
progresion del CMT, o el feocromocitoma en pacientes MENZA. Estudios mas recientes sugieren
que el polimorfismo p.G691S, o una combinacién de polimorfismos, podrian afectar al desarrollo
de feocromocitoma en pacientes MEN2A(4), pero se deberi