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RESUMEN

Objetivo: Determinar la sensibilidad de la PCR digital para detectar
mutaciones en el gen PIK3CA en tumor y su nivel de concordancia en el
plasma de pacientes peruanas con cancer de mama. Metodologia: Estudio
observacional, analitico, transversal, en el que se recolectaron 59 muestras
de tumor y 43 de plasma preoperatorio de pacientes con cancer de mama.
Los tumores fueron analizados por secuenciacion Sanger y PCR digital
para tres mutaciones comunes de PIK3CA (E545K, H1047R y H1047L),
mientras que el plasma fue analizado solo por PCR digital para las dos
primeras mutaciones. Resultados: La secuenciacion de los tumores
identific6 en total siete pacientes (11.8%) con mutaciones en el gen
PIK3CA, de las cuales tres corresponden a la mutacion H1047R y cuatro a
E545K. La PCR digital identificé las mismas, pero detecté 37 pacientes
adicionales con por lo menos una mutacion, 33 de E545K, diez de H1047R
y dos de H1047L. La comparacion entre PCR digital y secuenciacion
presentd una sensibilidad de 100% con una especificidad de 73.53%. Las
43 muestras de plasma preoperatoria fueron analizadas por PCR digital. Se
encontraron dos casos mutados, los cuales fueron confirmados por el
analisis de tumor. La concordancia de la PCR digital entre tumor y plasma
fue débil (k=0.074). Conclusiones: La PCR digital presenta una alta
sensibilidad en detectar mutaciones PIK3CA en tumor respecto a la
secuenciacion Sanger y una concordancia débil entre tumor y plasma,

segun el presente estudio.

Palabras clave: biopsia liquida, cancer de mama, PIK3CA, PCR digital,

secuenciacion Sanger.



ABSTRACT

Objective: To determine the sensitivity of digital PCR to detect mutations in
the PIK3CA gene from tumors of Peruvian patients with breast cancer and
its level of concordance in plasma. Methods: A cross-sectional study where
59 tumors and 43 presurgery plasma samples from breast cancer patients
were collected. Tumors were analyzed by Sanger sequencing and digital
PCR for 3 common PIK3CA mutations (E545K, H1047R y H1047L).
Matched plasma samples were analyzed only by digital PCR for E545K and
H1047R mutations. Results: The sequencing of tumor samples identified in
total seven patients (11.8%) with PIK3CA mutations from which three
correspond to H1047R and four to E545K. Digital PCR confirmed those
mutations and identified 37 additional patients with at least one mutation: 33
of E545K, ten of H1047R and two of H1047L. The comparison between the
results of digital PCR and Sanger sequencing show a sensitivity of 100%
and a specificity of 73.53%. Additionally, 43 presurgical plasma samples
were analyzed by digital PCR. Two cases where detected and confirmed by
tumor analysis. The concordance of digital PCR between tumor and plasma
was weak (k= 0.074). Conclusions: Digital PCR demonstrated a high
sensitivity to detect mutations in tumor samples compared with Sanger
sequencing and to have a weak concordance between tumor and plasma

according to this study.

Key words: liquid biopsy, breast cancer, PIK3CA, digital PCR, Sanger

sequencing.



INTRODUCCION

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres a nivel mundial
y la causa numero uno de muerte en el mismo género, tanto en paises
desarrollados como en desarrollo. En total, se han reportado 1.7 millones de
casos y 521 900 de muertes durante 2012.()

En el Peru, figura como el tercero mas frecuente, considerando ambos sexos,
pero segundo, si se toma en cuenta solo al sexo femenino,@ con una incidencia
de 34 casos al afio por cada 100 mil mujeres, con un total de 4300 casos nuevos
al afio y una tasa de mortalidad de 10.8 por mil mujeres o lo equivalente a 1400

muertes al afio.@3

En estadios tempranos, el cancer de mama suele ser tratado con terapias locales
como la reseccion quirtrgica del tumor primario. Sin embargo, al no existir una
herramienta confiable que pueda cerciorar la ausencia total a nivel microscopico
de enfermedad residual, sea local o a distancia, se debe iniciar una terapia
adyuvante sistémica o radioterapia.®) Esta puede llevar a consecuencias
negativas en el organismo como neuropatias, mayor predisposicion a
infecciones, fallas cardiacas y leucemias secundarias.® El desarrollo de nuevos
meétodos y descubrimiento de factores lo suficientemente sensibles para detectar
enfermedad residual poscirugia, podria ayudar a estratificar a los pacientes
segun el riesgo de recurrencia, para evitar innecesarias exposiciones a los

farmacos adyuvantes.®)

Desde su descubrimiento, por Mandel y Métais (), los acidos nucleicos libres en
sangre se han perfilado como una alternativa en proporcionar, a diferencia de las
biopsias tumorales, informacién en tiempo real de los perfiles genéticos de los
tumores. Con ello, podrian ayudar en identificar su patogénesis, progresion y
respuesta al tratamiento, brindando informacion de caracter predictiva y/o
prondstica, por ende, una seleccion personalizada de la terapéutica a seguir por

el paciente.®19

Nuevas estrategias terapéuticas apuntan a la inhibicibn de vias moleculares
responsables del crecimiento descontrolado celular o de la resistencia a la
apoptosis, 1213 tanto en combinacién con terapias endocrinas ® como en

1



monoterapia.’® Dentro de estas estrategias terapéuticas, se encuentra la
inhibicién de la via de sefalizacién del PISK/AKT/mTOR. Esto debido a que su
activacion es comun en el cancer de mama, producen crecimiento celular y
proliferacion tumoral, ademas de tener un papel importante en la resistencia al
tratamiento endocrino, a la terapia dirigida contra HER2 y a la terapia citotdxica

en este tipo de cancer.(4-16)

Uno de los genes encargados de codificar esta via es el gen PIK3CA ) y su
mutacion esta considerada como la segunda mas frecuente en el cancer de
mama,® con una frecuencia entre 16.4 a 45%.19 La mayoria de sus mutaciones
se concentran en regiones calientes en los exones 9 (E542K y E545K) y 20
(H1047R y H1047L).(19

A pesar de que el rol que cumple este gen mutado en el cancer de mama es
todavia controversial, varios autores coinciden en el gran valor prondstico y
predictivo que tiene su presencia y que puede ayudar en la seleccion de
pacientes para terapias especificas e individualizadas y detectar posibles

recidivas.®:6:20

Existen diversas tecnologias, basadas en la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR), capaces de detectar acidos nucleicos libres en plasma como el caso de
la PCR digital. ®V Esta es considerada como un método ideal para la
identificacion de genes y/o mutaciones que se encuentran en pequefas
concentraciones dentro de una muestra, para lo cual realiza una cuantificacién

absoluta y precisa de las secuencias blanco amplificadas.®

Diversos autores han logrado detectar mutaciones del gen PIK3CA a partir de
los &cidos nucleicos libres en plasma por medio de la PCR digital en gotas;®2%
25) sin embargo, existen pocos estudios que utilicen el sistema de PCR digital
basado en chips para detectar estas mutaciones en pacientes con cancer de

mama.

Es por ello y por la necesidad de identificar nuevos métodos lo suficientemente
sensibles para realizar perfiles genéticos a partir de plasma, que se disefidé un
estudio observacional, analitico y transversal con el objetivo de determinar la

sensibilidad de la PCR digital (basada en chips) en detectar las mutaciones en



el gen PIK3CA en tumor y su nivel de concordancia en el plasma de pacientes

peruanas con cancer de mama.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

En el afio 2005, Saal LH et al. publicaron un estudio observacional con el objetivo
de investigar la relacion entre las mutaciones del gen PTEN y el gen PIK3CA. Se
analizaron 292 tumores primarios y 50 lineas celulares por medio de PCR
convencional y secuenciacion. Se estudiaron los exones 1,2,4,5,7,9,12,13,18 y
20 del gen PIK3CAy en el gen PTEN los exones del 1 al 9. De los 292 tumores,
se encontraron 77 casos positivos (26%) para mutaciones en el gen PIK3CA y
14 de las 50 lineas celulares (28%) para la misma mutacion. Las mutaciones se
agruparon en puntos calientes en el exén 9 y 20. De los casos positivos, 31
provenian del exdn 9 y 49 del exdn 20; 7 mutaciones fueron encontradas en el
exon 7,2 en los exones 1,4 y 13 y solo una mutacién en el exon 18. Ademas, se
reportd una asociacion significativa entre las mutaciones PIK3CA y la expresion
normal del PTEN y una asociacion significativa entre la expresion de receptores
de estrogeno, progesterona, la presencia metéstasis en los nddulos linfaticos y
la sobreexpresion de HER2 con las mutaciones PIK3CA.(29)

Board RE et al. publicaron, en 2010, un estudio tipo observacional, prospectivo,
analitico que incluyé como poblacién a 50 pacientes con cancer de mama
metastasico y 30 pacientes con cancer de mama operable, con la intencion de
evaluar la factibilidad en detectar mutaciones del gen PIK3CA en cfDNA del
plasma o suero de los mencionados pacientes y equipararlos con sus respectivas
muestras tumorales utilizando la técnica ARMS (por sus siglas en Ingles). La
investigacion logr6 detectar mutaciones de PIK3CA en 13/46 muestras de
plasma y 10/46 de suero. Se encontré una concordancia con sus respectivas
muestras tumorales del 95% y mutaciones en las muestras tumorales de 14/30
pacientes con cancer de mama operable, mas no en sus respectivas muestras
de sangre. La investigacion concluyé que es factible utilizar los cfDNA para

detectar mutaciones en PIK3CA en pacientes con cancer de mama metastasico.
(20)



En el afio 2012, una investigacion observacional, con un componente
retrospectivo y otro prospectivo, fue publicada por Higgins MJ et al, con el
objetivo de evaluar si es factible identificar mutaciones del gen PIK3CA en cfDNA
de sangre periférica de pacientes con cancer de mama metastasico utilizando el
método BEAMing. En el estudio retrospectivo, se recolectaron muestras de 49
pacientes, mientras que en el prospectivo fueron enrolados 60 pacientes. La
investigacion determino una frecuencia similar en ambas cohortes. En la cohorte
retrospectiva, la concordancia del estatus mutacional en plasma y tumor por
medio del BEAMing fue del 100%. En la fase prospectiva, la concordancia fue de
72.5% entre BEAMing y secuenciacion respecto a las muestras tumorales. Sin
embargo, cuando se compararon los resultados de plasma y tumor (ambos
evaluados por BEAMing) la concordancia fue de 100%. Se concluyé que es
factible detectar la mutacion PIK3CA a través del analisis del cfDNA derivado del

plasma.@”

Ademas, se publico, en el afio 2012, una investigacion retrospectiva, analitica en
Brasil por Mangone FR et al. que incluyé 86 muestras de tumor primario de Ca.
de mama con el objetivo de identificar mutaciones en los exones 9 y 20 del gen
PIK3CA y determinar la relacién entre el estatus mutacional, los aspectos clinico-
patologicos de los pacientes y su desenlace. La investigacion determiné que el
27% (23 pacientes) poseian mutaciones en el gen PIK3CA. No se encontraron
diferencias significativas entre las caracteristicas clinico-patolégicas o el estatus
del receptor hormonal respecto a los pacientes que poseian o no las mutaciones.
Tampoco se encontraron diferencias significativas respecto a la supervivencia
especifica para el cancer, pero si se encontro que la presencia de mutaciones
en el exon 20 estaba asociada significativamente a un peor tiempo de
supervivencia y libre de enfermedad. Se concluyé que la presencia de
mutaciones en el exdn 20 del gen PIK3CA esta asociada a un mal prondéstico en

pacientes con cancer de mama.®

Por otro lado, en 2014, se publicé en el repositorio de la Universidad de John
Hopkins, la tesis de Maestria de Valda Toro PL, una investigacion observacional,
prospectiva en la cual se buscaba estudiar la factibilidad en detectar dos tipos
comunes de mutaciones en el gen PIK3CA a partir de cfDNA de pacientes con

Ca. de mama en estadios iniciales (I-1ll). Se utilizaron dos métodos de PCR:
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BEAMing y ddPCR (por sus siglas en inglés). El estudio conté con la participacion
de 29 pacientes, de las cuales se obtuvo una muestra de sangre preoperacion y
la muestra tumoral; sin embargo, tan solo en 17 de ellas se consiguido muestra
de sangre postoperacion. La investigacion demostr6 que ambos métodos
presentan una alta especificidad; sin embargo, el BEAMing present6 una baja
sensibilidad de 30% comparado con la alta sensibilidad (93.3%) del ddPCR.®

En el Perd, se desarroll6 un estudio por Castafieda CA et al. publicado en el afio
2014. Su objetivo fue determinar la prevalencia de mutaciones PIK3CA en
pacientes peruanas con cancer de mama con amplificacion de HER2 vy triple
negativo. Se utilizaron 134 tumores primarios provenientes de dos cohortes. El
primer cohorte estuvo compuesto por 51 pacientes provenientes del ensayo
clinico ALTTO con receptores de estrogeno y o progesterona positivos y HER2
positivos. El segundo cohorte estuvo conformado por 83 pacientes triple negativo
gue habian recibido previamente neoadyuvancia. El estatus mutacional fue
analizado en las muestras de tumor correspondientes a la primera cohorte por el
secuenciador de ADN automatico ABI Prism 3130, mientras que las del segundo
cohorte fueron analizadas por secuenciacion de proxima generacion. El estudio
encontré una prevalencia total de 15.7% correspondientes a 21 casos. Las
mutaciones en el exon 20 fueron las mas frecuentes, 11 en total de donde 10
correspondieron a la mutacion H1047R y tan solo una a H1047L. En el exon 9 la
mayoria correspondieron a la mutacion E545A: 7, seguido de la mutacion E545K:
2 y E545Q: 1. En ningun caso se encontraron mutaciones de ambos exones. Al
realizar el andlisis de asociacion entre el estatus mutacional y las variables
clinicopatologicas, solo se encontro que las mutaciones PIK3Ca tendian a estar
presentes en los casos HER2 positivo. Con el resto de variables, no se encontrd

asociacion.(@)

En el afio 2015, se publicé un estudio observacional, retrospectivo analitico por
Oshiro C et al. que incluyé como poblacién a 313 pacientes con Ca. de mama
con estadio I-1ll con el objetivo de desarrollar un método lo suficientemente
sensible y especifico para detectar mutaciones PIK3CA a partir de cfDNA (de
suero) usando PCR digital en chip (dPCR). La investigacion determiné que la
dPCR fue altamente sensible y especifica en detectar las mutaciones. Por otro

lado, la presencia de mutaciones mostré un peor tiempo de supervivencia y libre

6



de enfermedad. Ademas, la presencia de un alto nimero de copias fue un factor

prondstico significativo e independiente de los pardmetros convencionales.

Finalmente, en el afio 2017, Garcia-Saenz JA et al. publicaron un estudio
observacional, prospectivo analitico con el objetivo de comparar la informacién
clinica proporcionada por la cuantificacion de mutaciones PIK3CA en muestras
de plasma de pacientes ER positivo con marcadores tumorales 15-3 y CEA y
estudios de imagenes. Participaron 49 pacientes y se estudiaron las mutaciones
del gen PIK3CA: E542K, E545K y H1047R, las cuales fueron analizadas en
tumor por el COBASR PIK3CA mutation test y confirmadas por QuantStudio 3D
PCR System arrojando una concordancia del 100% entre ellas. Se encontraron
11 (22.4%) de pacientes con la mutacién H1047R, 5 (10,2%) para E545K y 4
(8,1%) para E542K. Las muestras de plasma fueron analizadas también por el
QuantStudio 3D PCR System. Los autores encontraron una concordancia
moderada K= 0.591 (IC 95%: 0.371-0.811) entre plasma y tumor; sin embargo,
al restringir el andlisis a solo pacientes con estadios avanzados (IV) se hall6 una
buena concordancia con una sensibilidad de 77% y especificidad de 100%, valor
predictivo positivo (VPP) de 100% y un valor predictivo negativo (VPN) de 86%.
Por otro lado, como analisis exploratorio, los autores encontraron una correlacion
entre las fluctuaciones de los alelos mutados de PIK3CA con los cambios en el
tamafo de las lesiones, segun estudio de imagenes, mas no con la respuesta al

tratamiento.9

1.2 Bases tedricas
Cancer de mama

El cancer de mama es una proliferacion maligna de células epiteliales
provenientes de los ductos o I6bulos de la mama. Su inicio se da en una sola
célula transformada, la que termina dando origen a una linea germinal de células
mutadas, las cuales pueden existir por un periodo largo de manera oculta como

enfermedad in situ o invasiva. b

La incidencia del cancer de mama se ha incrementado con la introduccion del

tamizaje por mamografia y continda en ascenso conforme envejecen mas las
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poblaciones.®? Como parte del tamizaje, las mujeres deberian realizarse un
examen mensual de las mamas con la intencion de identificar masas o signos a
tiempo que puedan indicar la presencia de un carcinoma mamario. Entre las
caracteristicas mas relacionadas a este tipo de cancer estan: tener una

consistencia dura, irregular, adherida a planos subyacentes y ser indolora.!)

El uso de las mamografias puede ser de manera diagndstica o0 a manera de
tamizaje. La primera se realiza para valorar el resto de la mama afectada antes
de la biopsia o por lo general suele ser utilizada como parte de la estrategia de
evaluacion triple, con lo que se podria excluir una biopsia de manera oportuna.®G
La segunda es utilizada posterior a la deteccion de una anormalidad palpable en
la mama o como tamizaje anual o bianual a partir de los 40 afios,®V la cual ha

demostrado una reduccion en la mortalidad del grupo etario de 50 a 69 afios.®?

Entre los principales factores de riesgo para desarrollar cAncer de mama, se
encuentran: la predisposicion genética, la exposicion a estrogenos sean
exdgenos o endogenos, la radiacién ionizante, la edad (al menos un cuarto
ocurre antes de los 50 afios y menos del 5% antes de los 35), el sexo (al ser en
varones solo el 1%), una baja paridad e historia de hiperplasia atipica. (233

Aproximadamente, el 95% de las neoplasias malignas de mama son
adenocarcinomas, las cuales se subdividen en carcinomas in situ y en
carcinomas invasivos. El otro 5% esta comprendido por tumores estromales

como angiosarcomas, rabdomiosarcomas, entre otros. 3

Los carcinomas in situ se caracterizan por limitarse, tanto a los conductos como
a los lobulillos, sin atravesar la membrana basal.®® Estos, son diferentes de los
carcinomas invasivos, que atraviesan la membrana basal y suelen asociarse a
metastasis ganglionares axilares en mas del 50% de pacientes. Estos, ademas,
pueden estar fijos a la pared toracica y causar retracciones en la piel cuando son
de gran tamafio. Entre los carcinomas invasivos se encuentran los que no
presentan algun tipo especial o sin tipo especial (carcinoma invasivo ductal) que
corresponden aproximadamente el 70-80%, los carcinomas lobulillares (10%),

los tubulares o cribiformes (6%) y otros de menor frecuencia. (334



Los carcinomas sin tipo especial (STE) se subclasifican a su vez en 5 tipos de

patrones, los cuales tienen relacion con el prondstico y respuesta al tratamiento:
Luminal A

Corresponden al 40-55% de los canceres STE y estan compuestos por canceres
positivos para receptores estrogénicos (RE) y negativos para HER2/neu.536)

Luminal B

Comprenden aproximadamente el 15 a 20% de los canceres STE. Son un grupo
RE positivo con mayor probabilidad de metastasis a ganglios linfaticos. (3337

Similares a la mama normal

Son el 6 al 10% de canceres STE, RE positivos, HER2/neu negativos y suelen
ser bien diferenciados. Se caracterizan por tener un patron de expresion genética

similar al tejido normal de la mama.®?)
Similares al basal

Caracterizados por la ausencia de RE, receptores de prostaglandinas (RP) y
HER2/neu (triple negativo) y la expresion de marcadores clasicos de células
mioepiteliales como la P-caderina y queratinas basales. Corresponden al 13-
25% de los canceres STE.(3)

HER?2 positivo

Son el 7 al 12% de canceres STE y comprende a los carcinomas RE negativos

que sobreexpresan HER2/neu.®?

El diagndstico del cancer de mama se basa en la combinacion del examen clinico
con el diagnéstico por imagenes y es confirmado por la evaluacién patoldgica.
Dentro de la evaluacion clinica, se encuentra la palpacion bimanual de las
mamas Yy nddulos linfaticos locales.®? La evaluacion por imagenes esta
conformada por la mamografia bilateral y ultrasonido, tanto de la mama como
de los nédulos linfaticos;®") también se puede realizar una resonancia magnética
en los casos que el paciente tenga antecedentes familiares de mutaciones tipo

BRCA, implantes mamarios, canceres lobulares, entre otros.®?



Para el diagnéstico patoldgico, la muestra debe de obtenerse antes del inicio de
algun tipo de tratamiento por medio de biopsia con aguja gruesa de preferencia
y en caso no se disponga con aspiracién por aguja fina.®? El diagndstico
patoldgico final se realizara por medio de la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) @8 y el sistema de Estadiaje Tumor-Nddulo y
metéstasis (TNM), ademas de incluirse el tipo histologico, grado, la evaluacién
inmunohistoquimica (IHC) del estatus de los receptores estrogénicos y para los
canceres invasivos, la evaluaciéon IHC de los receptores de progesterona (PgR)

y del receptor humano del factor 2 de crecimiento humano epidermal (HER2).(2)

El tratamiento del cancer de mama varia segun si este es localizado o
metastasico. En el caso de cancer de mama localizado el tratamiento suele tener

un componente quirdrgico y uno médico. % 39

Respecto al quirdrgico, actualmente existe una tendencia a realizar el
tratamiento conservador de la mama, donde se logra preservar la mama sin
comprometer la supervivencia de la paciente, quien, posteriormente, recibe
sesiones de radioterapia sea a toda la mama o solo a la region afectada. La
combinacion de este tipo de cirugia y la radiacion ofrece una opcion equivalente

o incluso mejor a procedimientos quirlrgicos extensos como la mastectomia. (%

La mastectomia es basicamente el retiro quirdrgico de la mama y son
principalmente tres tipos: La mastectomia radical donde se retira la mama junto
con el pectoral mayor, pectoral menor, cierta cantidad de piel suprayacente y la
reseccion en bloque de todo el contenido axilar; la mastectomia radical
modificada, en la que, ademas de la mama, se extraen los ganglios linfaticos de
niveles | y Il y la mastectomia simple o total, en la que se remueve toda la mama,

pero no se retiran los ganglios linfaticos axilares.@?

La radioterapia suele ser indicada posterior a la cirugia conservadora de la mama
0 mastectomia y tiene como objetivo eliminar la enfermedad residual y reducir

las tasas de recurrencia.®%39

Por otro lado, la terapia sistémica adyuvante es utilizada en pacientes que ya
recibieron una terapia local, pero que tienen riesgo de recidiva.®V Esta terapia

consiste en la administraciéon de tratamiento hormonal, quimioterapia y/o
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trastuzumab. La terapia hormonal se utiliza en pacientes con receptores para
estrogenos y/o progesterona positivos para evitar la estimulacion de los
estrégenos al tumor.G139) La quimioterapia consiste en la combinacién de
diversos medicamentos como las antraciclinas, agentes alquilantes, taxanos
entre otros en forma de esquemas. Finalmente, el trastuzumab, un anticuerpo

monoclonal contra los receptores HER2/neu.®?)

Existe, ademas, un tipo de terapia sistémica adyuvante denominado
quimioterapia neoadyuvante, la cual es basicamente la administracion de terapia
adyuvante previa a la cirugia con la intencion de disminuir el tamafio del tumor y
lograr que las pacientes puedan tener una cirugia mas conservadora. Sin
embargo, a pesar de haber una respuesta mayor al 75%, no se ha demostrado

que ella mejore la supervivencia general de las pacientes.®V

En el caso del cancer de mama metastasico, al no considerarse curable, sus
objetivos se enfocan en obtener una supervivencia prolongada, una buena
calidad de vida, control de sintomas y supervivencia libre de progresion.149) |a
eleccion del tratamiento depende del estatus de los receptores estrogénicos y su
sensibilidad al tratamiento. La terapia hormonal prima sobre la quimioterapia en
el caso de ser sensible; en caso contrario, se optaran por regimenes de
guimioterapia que cumplan con los objetivos de tratamiento sin que los efectos

toxicos sobrepasen los beneficios.“?

Gen PIK3CA y su rol en el cancer de mama

Las mutaciones en el gen PIK3CA son una de las mas frecuentes en el cancer
de mama con una frecuencia de 16.4 a 45%.(19. Sus mutaciones fueron
descubiertas por primera vez en el 2004 en una serie de tumores solidos.
Inicialmente, se reportd una baja frecuencia en el cancer de mama (10%); sin
embargo, una serie de estudios posteriores terminaron revelando que en

realidad el cancer de mama es el mas afectado respecto a esta mutacion (30%).
(41)

EL gen PIK3CA esta encargado de codificar una de las isoformas

correspondientes a la via de sefalizacion de la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K)
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IAKT/mTOR,*? via que estd considerada por tener una gran influencia en
procesos celulares como la diferenciacion, supervivencia, proliferacion vy
migracion celular, ?® ademas de estar involucrada en la oncogénesis de diversas

malignidades, en especial el cancer de mama.

La fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) es una kinasa lipidica que fosforila el grupo
hidroxilo en la posicion 3" del anillo inositol de las enzimas fosfatidilinositol y se
agrupa en tres clases: |, Il y lll. De estas, la clase I-A es la mas relacionada con
el cancer y se compone de tres subunidades cataliticas: p110a, P110B y
p1103.(4243)

La isoforma P110 a es codificada por el gen PIK3CA el cual esta localizado en
el cromosoma 3¢26.3 y consta de 23 exones.“Y La mayoria de sus mutaciones
se encuentran en dos puntos calientes: E542K o E545Ken el exon 9 y H1047R
0 H1047L en el exén 20.4Y La subunidad catalitica de la P110 a est4d compuesta
por un serie de dominios: un dominio kinasa donde se encuentran las mutaciones
del exén 20, un dominio helical donde se encuentran las mutaciones del exén 9,
un dominio C2, un dominio RAS, y un dominio N-terminal, el cual corresponde a

la subunidad reguladora del p85. ¢

El producto codificado por PIK3CA tiene como funcion convertir el
fosfatidilinositol bifosfato (P1P2) en fosfatidilinositol trifosfato (P1P3) para que este
altimo actué como segundo mensajero activando la tirosina kinasa AKT que a su
vez activa una serie de cascadas de regulacion celular como crecimiento,
adhesion, apoptosis entre otras. La fosforilacion de PIP2 es contrarregulada por
el homologo de tensina y fosfatasa (PTEN) quien convierte PIP3 nuevamente a
PIP2. Una hiperactividad de PIK3CA y/o una hipoactividad de PTEN son una de
las principales formas de sobre-estimular esta via de regulacion celular

produciendo la oncogénesis.“

No esté totalmente claro los mecanismos por los cuales actian las diferentes
mutaciones de este gen; sin embargo, se cree que las mutaciones del exon 9
permitirian un escape de P110a del efecto inhibitorio del P85 (dominio regulador
del PI3K).“647) Por otro lado, Mankoo et al 2009 realizaron la simulacién dinamica
de Langevin (modelo matematico sobre la dindmica de sistema moleculares)

para estudiar los posibles mecanismos moleculares de las mutaciones PIK3CA,
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especialmente H1047R/L y P539. Se encontr6 que las mutantes por H1047R/L
presentaba una hendidura catalitica mayor entre los dominios N-kinasa vy
dominio C comparado con los tipos silvestres, ademas, una mayor motilidad en
el bucle de activacion de la kinasa. Esto podria facilitar la entrada de una mayor
cantidad de sustratos ademas de mejorar la relacibn sustrato-producto
promoviendo la oncogenesis. Por otro lado, se encontr6 una mayor cantidad de
puentes de hidrogeno y puentes de sal en los casos mutados 227 (H1047R/L) y
230 (P539R) versus 223 en los casos silvestres, lo cual podria brindar una mayor
termoestabilidad de la estructura proteica y con ello, un mayor tiempo de vida

media celular. ¥

Desde su descubrimiento, se ha tenido mucho interés por su potencial uso como
biomarcador prondstico y predictivo en diversos tipos de cancer, como en el caso
de un estudio realizado en el 2013 en Japon, donde se encontré una asociacion
entre la presencia de mutaciones en el gen PIK3CA y un pronéstico favorable en
pacientes con carcinoma de células escamosas de eso6fago curativamente
resecable®® . Por otro lado, se ha encontrado que la presencia de mutaciones
PIK3CA puede tener un prondstico negativo en pacientes con cancer de colon
curativamente resecable® y en pacientes con cancer de pulmoén de células no
pequefias®® o incluso ningln valor prondstico en el caso de pacientes con

cancer gastrico.®Y

Respecto al cancer de mama, existe también informacion controversial respecto
a su posible propiedad prondstica, ya que existen diversos estudios que han
reportado una asociacion significativa con factores clinicopatoldgicos de buen
prondstico como la expresion de receptores para estrogeno, tamafio pequefio
del tumor y un bajo grado histolégico del tumor. ?55253) Sin embargo, existen
algunos estudios en los cuales 0 no se encuentra valor prondstico a la presencia

de mutaciones o se determina que tienen un mal pronostico.?3 32)

Por otro lado, se tiene la esperanza de poder utilizar la deteccion de estas
mutaciones como herramienta predictiva de terapias hormonales y sobretodo de
terapias que tienen como objetivo la via de sefalizacién PI3K, ya que existe
evidencia preclinica que demuestra la sensibilidad, de células con PIK3CA

mutado, a los agentes blogueadores de la via PI3K.(5459
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Diversos autores han encontrado que los tumores estrégeno positivo 0 HER2
positivo en combinacién con mutaciones PIK3CA presentan una menor
respuesta al tratamiento sea antiestrogénico o anti-HER2. Actualmente, se estan
llevando a cabo una serie de ensayos clinicos de fase Il y Il que utilizan
inhibidores de PI3K en combinacion con tratamiento hormonal. %657 Algunos de
ellos han brindado resultados satisfactorios como el caso del ensayo clinico
BOLERO-II el cual es un ensayo de fase Il en el cual se agrego6 everolimus al
exemestano en pacientes posmenopadusicas con cancer de mama avanzado
positivo para receptores hormonales con un relapso o progresién de la
enfermedad durante el tratamiento con inhibidores de aromatasa; un estudio
interino encontrd una mejora en la progresion libre de supervivencia de 6.9

versus 2.8 meses. (58:59)

Fuentes de obtencion de las mutaciones del gen PIK3CA
Tumor

Los tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina (FFPE, por sus siglas
en inglés) son una fuente valiosa de informacion para la investigacion médica
utilizada usualmente en el area de diagndsticos oncoldgicos.(©9 Los tejidos FFPE
conservan la morfologia y detalles celulares y son considerados como un
procedimiento estandar de preservacion para diagnosticos patologicos-
quirdrgicos. Mas aun se popularizé el uso de este método tras la primera
publicacién realizada por Shi et al. en 1991 tras usar la recuperacion antigénica

para facilitar la inmunohistoguimica en muestra de tejidos FFPE. Y

Si bien el uso de formalina como fijador es un método utilizado en patologia
durante muchos afios,®? fue Blum F la primera persona en utilizar el
formaldehido como fijador tisular, el cual en su forma de formalina neutralizada
y tamponada al 10% es, actualmente, el fijador tisular mas utilizado, ya que logra
preservar una gran variedad de tejidos con sus componentes. Segun varios
estudios, es posible lograr una extraccion satisfactoria de ADN a partir de tejidos

FFPE, sin embargo, existen ciertas investigaciones que reportan que el uso de
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formalina como fijador tisular reduce significativamente la solubilidad y cantidad
de ADN en el tejido e induce la degradaciéon del mismo.®3

Entre algunos problemas que presenta el uso del formaldehido es la
denaturacion del ADN en regiones ricas en adenina y timina del ADN de doble
cadena y produce regiones para reacciones gquimicas.®) Por otro lado, al
comparar el ADN aislado de tejidos congelados y los fijados en formalina se
observa una alta frecuencia de secuencias alteradas no reproducibles. Estos
artefactos se podrian deber a interacciones entre los nucleétidos de citocina en
cualquiera de las hebras. Como resultado de lo anterior, se ha reportado que en
la PCR la DNA-Taqg polimerasa falla en reconocer la citosina e incorpora una

adenina en lugar de una guanosina creando una mutacion artificial C-T o G-A.(6%

El proceso que se requiere para la fijacion es de al menos una hora por mm de
espesor del tejido. Normalmente, los tejidos son fijados en el lapso de 24 a 48
horas. Este tiempo no interfiere en las caracteristicas histopatolégicas del tejido,

pero si en la calidad del ADN. 63

Entre los criterios recomendados en el uso del formaldehido estan: tiempo
prefijacibn minimo (menor a 2 horas), usar formalina neutra al 10% fria, que
tenga una concentracién baja en sal, mantener una fijacién fria a 4°C, duracion
de la fijacion de 3 a 6 horas, utilizar el acido ethylene diamino tetra acético

(EDTA) como aditivo y evitar un pH bajo.®3)

Una vez fijados con formalina, los tejidos pasan a ser almacenados en bloques
de parafina que sirven como una fuente de investigacién muy valiosa para futuros

estudios del tejido.©®

Acidos nucleicos libres en plasma

La respuesta al tratamiento del cancer de mama es usualmente evaluada a
través de criterios en cierta forma subjetivos, al depender de la experiencia del
ejecutor como los clinicos y radiolégicos (mamografia y sonografia). Por otro
lado, si es posible, se pueden utilizar biomarcadores séricos como el antigeno

CA 15-3 o el sistema CellSearch que realiza un conteo de las células tumorales
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circulantes. Con estos ultimos, se estima un prondstico malo cuando el conteo
de células tumorales es mayor o igual a 5 por cada 7,5 ml de sangre o cuando
se encuentran valores incrementados del CA 15-3; sin embargo, se les ha
atribuido a ambos una sensibilidad de 60 a 70%. (6:67) Es por ello, y teniendo en
cuenta que las imagenes no permiten detectar oportunamente los posibles
cambios tumorales, la necesidad de mejorar la sensibilidad y especificidad de los

biomarcadores con la intencién de un mejor monitoreo de la terapéutica.©”

En el afio 1948, Mandel y Métais describieron por primera vez la presencia de
cfDNA en sangre.() Posteriormente, Leon et al. demostraron por medio de
radioinmunoensayos una cantidad elevada en los niveles de cfDNA en sangre

de pacientes con Cancer de mama con un rango de 0 a 2 pug/ml.®

El origen de los cfDNA proviene de diferentes fuentes entre ellas, los tumores
primarios, células tumorales circulantes en sangre periférica, depdsitos
metastasicos y de células normales.®%®) Su tamafio puede indicar la fuente de
origen, ya que las células apoptoticas producen fragmentos de ADN de 180-200
pares de base o mdltiples de estas unidades mientras que las células necroticas
liberan fragmentos con un peso molecular mas pesado sobre las 10 000 pares

de bases.®

Los cfDNA circulan en sangre en forma de nucleosomas (complejos nucleares
de histonas y ADN).® Los nucleosomas no son especificos de patologias
oncolégicas al encontrarse, también, elevados en patologias benignas. Sin
embargo, existe una diferencia significativa respecto a sus valores entre los
pacientes sanos, pacientes con patologias benignas, malignas localizadas y
malignas avanzadas.®® Es por ello que, diversos autores sugieren su uso en el
monitoreo de terapias citotoxicas del cancer, especialmente en la estimacién
temprana de la eficacia terapéutica en los pacientes,®® como se demostr6 en
pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias avanzado junto con

otros marcadores de apoptosis.(%71)

La posibilidad de utilizar la concentracion de los cfDNAs de plasma o sangre
como indicador de cAncer de mama ha sido estudiada por diversos autores. Por
ejemplo, Tangvarasittichai et al., por medio de fluorometria, demostraron la

variacion de las concentraciones de cfDNAs en plasma dependiendo del estadio
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de la enfermedad y su disminucion tras la cirugia. La concentracion media
hallada de cfDNAs fue de 0.5, 235, 422, 1280 y 0.5 ng/ml en pacientes con
cancer de mama clasificados con estadio I, I, lll, IV y post cirugia

respectivamente.(’

Es por ello que los cfDNA tienen el potencial de ser biopsias liquidas para
monitorizar el cancer en tiempo real y servir como diagndstico de diversos tipos
de cancer al evidenciarse sus valores elevados sobre todo en los estadios mas
avanzados;(™® ademas de permitir la deteccion especifica de alteraciones
genéticas tumorales en los cfDNAs como mutaciones, pérdida de la

heterozigocidad e hipermetilacion.®”)

Métodos para la deteccion de mutaciones del gen PIK3CA
PCR digital en chip

Los cfNAs o cfDNAs que se originan en los tumores representan una minoria
respecto al total de cfNAs o cfDNAs circulantes en el plasma; es por ello que solo
métodos altamente precisos podradn ser capaces de detectar y cuantificar los
minoritarios cfNAs en el plasma. La PCR es una técnica utilizada para amplificar
secuencias especificas de ADN que utiliza primers o cebadores en mdltiples
ciclos de sintesis de ADN.(™ EIl concepto de la PCR digital fue descrito por
primera vez en 1992 por Sykes et al. cuando lograron cuantificar el gen de la
cadena pesada de una inmunoglobulina derivada de un clon leucémico en un
ambiente con un exceso de genes de la misma inmunoglobulina, pero de
linfocitos normales.(™ Posteriormente, fueron Vogelstein y Kinzler quienes le
colocaron nombre a la técnica y demostraron su uso para cuantificar las
mutaciones asociadas a enfermedad en las heces de pacientes con cancer

colorrectal.(76)

La PCR digital se basa en el principio de divide y conquistaras, puesto que en
ella se produce una dilucion y division de las moléculas objetivo de la muestra
en numerosos compartimientos permitiendo una cuantificacion absoluta y
precisa. La division automatizada se puede realizar por medio de emulsiones de

agua en aceite o utilizando chips con microcanales.??
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Se le conoce como digital, debido a que tiene una cuantificacion binaria (positivo
0 negativo). Su principio basico involucra la dilucién y division de la muestra en
millones de unidades separadas con la idea que cada una de ellas contenga al
menos una particula objetivo. Cada una de ellas contiene los agentes necesarios
para gue una reaccion de PCR convencional se lleve a cabo. Si la unidad
contiene la plantilla objetivo, la amplificacion del PCR generar4 una sefial
positiva. En caso no exista la plantilla, no se producira sefal alguna. Al conocerse
las unidades divididas, la cantidad de moléculas obijetivo inicial se puede estimar

para conocer el nimero total de sefales positivas y negativas.@ 77)

Cuando se trabaja con muestras con mayores concentraciones de las moléculas
objetivo, existe la posibilidad de encontrar multiples moléculas objetivo en cada
unidad. Para esto, se utiliza un factor de ajuste: analisis de distribucion de
Poisson, en donde el numero de moléculas objetivo estan determinadas por la

ecuacion:
A= -In (1-p)
A: numero promedio de moléculas objetivo por unidad

p: proporcion del nimero de unidades con sefial positiva con el nimero

total de unidades partidas.

Conforme haya un niumero mayor de divisiones, existe una mayor precision de

la prueba.2 78)

La PCR digital se utilizo inicialmente con 384 pocillos basado en la cuantificacion
de la PCR cuantitativa. Actualmente existen una seria de microsistemas capaces
de realizar una PCR digital entre ellos: formatos microfluidicos, plataformas tipo
disco, PCR en emulsion, micro gotas, slip-chip. Todos ellos se pueden reagrupar
en dos modalidades: PCR digital en gotas y PCR digital en chip. La primera esta
basada en la creacién de gotas de emulsiones acuosas en un medio aceitoso
donde cada gota funciona como unidad de PCR. La segunda modalidad
involucra un sistema microfluidico donde las particiones se dan en un sistema

fisico de microcanales disefiado sobre placas o arrays. @27
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La PCR digital basada en chips de ThermoFisher: QuantStudio 3D Digital PCR
(utilizada en el presente estudio) cuenta con 20 000 pocillos de reaccion por chip
permitiendo una gran cantidad de reacciones separadas por muestra.®9 A cada
uno de los chips se les agrega, por medio de una dispensadora o de manera
manual, una mezcla de 15 ul como maximo en el cual esta contenido: el master
mix, una mezcla proporcionada por el fabricante (ThermoFisher) que contiene
todos los elementos necesarios para que se dé la PCR; el ADN por estudiar; el
cebador promotor y reverso especifico para la mutaciéon o secuencia blanco,
ambos marcados con un colorante fluorescente correspondiente a VIC para
alelos silvestres o no mutados y FAM para los alelos mutados; ademas se le
puede agregar agua en caso que sea necesario para completar los 15 ul. Luego,
los chips son colocados en un termociclador donde se realizaran las fases de
desnaturalizacion, anillamiento y extension para crear mdultiples moléculas

blanco.

Finalmente, los chips son analizados por el QuantStudio Analysis Suite Software
en el que el sistema detecta las sefales de fluorescencia emitidas por cada
pocillo en caso se haya dado alguna amplificacién. El software producir4 una
grafica de dispersion, asi como un histograma reflejando las sefiales de
fluorescencia captadas. Ambos graficaran cuatro conjuntos de puntos o
histogramas: uno de color amarillo que representara a los pocillos donde no se
produjo amplificacion; el color rojo (VIC), a aquellos con amplificacion de
moléculas silvestres y servird como control de la reaccion; un grupo de azul
(FAM), a la mutacion blanco y una de color verde, a aquellos pocillos donde hubo
tanto una amplificacion de moléculas silvestres como mutadas.® El sistema
calcula autométicamente los limites entre estos grupos, sin embargo, es posible
graduar estos limites, asi como la calidad de los resultados en caso sea
necesario. Finalmente, el software brinda los resultados tanto de porcentaje de
frecuencia alélica encontrada tanto para VIC y FAM ademas del niumero de

copias por microlitro.%

Existen diversas ventajas de la PCR digital comparado con otras técnicas de
PCR, por ejemplo, la PCR digital puede detectar moléculas objetivo en una
muestra con muy baja frecuencia (1 en 100 000) comparada con la PCR
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cuantitativa (qQPCR). Por otro lado, provee una cuantificacién absoluta de los
acidos nucleicos con mayor rapidez, precision y reproducibilidad que la gPCR.®?

Entre las aplicaciones que posee la PCR digital, se encuentran: diagndsticos de
cancer en donde se incluye la deteccidn de mutaciones raras, analisis de numero
de copias como del gen HER2 y del EGFR, usos en la identificacion
microbioldgica y cuantificacion de bacterias y virus; ademas ha demostrado tener
una mayor sensibilidad en las pruebas del ADN proveniente de células fetales
libres para determinar desérdenes hereditarios.(??

Secuenciacion tipo Sanger

La secuenciacion del ADN es el proceso por el cual se leen los pares de bases
de nucledtidos en el ADN.®D La capacidad y velocidad para realizar una
secuenciacion de ADN ha avanzado a pasos agigantados desde la primera
secuenciacion del pequefio genoma de un bacteriéfago con un tamafio de 5386
pares de bases hasta la secuenciacién del Genoma Humano con mas o menos

3 billones de pares de bases.®?

El primer método descrito por et al. para secuenciar ADN fue llamado el método
Plus and minus o de mas y menos. Se utilizd una polimerasa | del ADN de una
E.coliy una ADN polimerasa de un bacteriéfago T4. El método quedé en desuso
y dos afios después Sanger et al. describieron un nuevo método conocido como

terminacion de cadena o el método dideoxinucledsido.®3

El método de Sanger o dideoxinucledsido es considerado como la técnica gold
standard respecto a secuenciacion de ADN y se basa en el uso de la ADN
polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con una terminacion especifica.®?
Durante la secuenciacion, la ADN polimerasa copia la plantilla de una hebra del
ADN agregando nucleésidos y por lo tanto elongando la nueva cadena. La
elongacion se produce en la terminacion 3" del cebador y el crecimiento de la
nueva hebra de ADN se da en direccion de 5’a 3". Esta extension se da gracias
a la formacion de puentes o enlaces fosfodiéster entre la terminacién 3" del grupo
hidroxilo en el primer o cebador y el grupo 5'fosfato del siguiente

deoxinucleosido. Si bien la ADN polimerasa agrega nucleésidos para elongar la
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hebra de ADN copiada, esta también puede incorporar analogos de los

nuecleosidos siendo la pieza angular en el método de Sanger.®?

El uso de los 2°-3"dideoxinucledtidos (ddNTPs), como substratos, producen la
terminacion del proceso de elongacion por medio de la ADN polimerasa, debido

que estos carecen de la terminacion 3°. (74

Para determinar la secuencia del ADN por este método, primero se divide la
doble cadena de ADN en dos simples y una de ellas se utiliza como plantilla para
la secuencia. Se utilizan cuatro diferentes dideoxiribonucledsidos trifosfatos
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) en cuatro diferentes reacciones para la sintesis
de ADN. Cada reaccion produce un conjunto de copias de ADN que terminan en
diferentes puntos de la secuencia.(”® Posteriormente, los productos de estas
cuatro reacciones son colocadas separadamente en electroforesis en cuatro
columnas paralelas en un gel de poliacrilamida. Los fragmentos sintetizados son
luego detectados gracias a un marcador radioactivo o fluorescente incorporado
o en el cebador en uno de los deoxiribonucleosidos trifosfatos. En la
electroforesis, cada banda en cada columna, representa los fragmentos que han
sido detenidos en un nucleétido especifico, por ende, en diferentes posiciones
del ADN. La secuencia del ADN procesado se puede determinar tras leer las
bandas en orden desde la parte inferior del gel y a través de las columnas del

gel.(®

1.3Definicién de términos basicos

Via PI3K: via de sefializacion del fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) /AKT. Posee
un rol importante en proliferacion, diferenciacion, supervivencia y migracion

celular. 23

Gen PIK3CA: Gen localizado en el cromosoma 3¢26.3,48) encargado de

codificar el dominio catalitico P100 a de la via PI3K.“2)
Mutacién E545K: Mutacion localizada en el exén 9 del gen PIK3CA.*7

Mutacién H1047R: Mutacion localizada en el exén 20 del gen PIK3CA.*#7)

21



Mutacién H1047L: Mutacion localizada en el exén 20 del gen PIK3CA.“7

PCR (reaccion en cadena de polimerasa): técnica utilizada para amplificar
secuencias especificas de ADN cebador en mdltiples ciclos de sintesis de
ADN.(74

PCR digital: Modalidad de PCR que utiliza un sistema binario basado en

multiples reacciones compartimentalizadas.®?

PCR digital chip: Modalidad de PCR digital que utliza un sistema

multifluidico.@9)

Acidos nucleicos libres en plasma: Acidos nucleicos provenientes de células

normales o tumorales circulantes libres en plasma sanguineo. ¢4

Secuenciacion de ADN: Método por el cual se leen los pares de bases del
ADN.(74

Secuenciacion tipo Sanger: Método de secuenciacion de ADN descrito por
Sanger et al. en 1977 el cual se basa en el uso de dideoxinucleosidos trifosfatos
derivados de los deoxiribonucleésidos trifosfatos normales, los cuales carecen
del grupo hidroxilo 3" y producen la terminacién de la elongacion de la cadena

cuando son agregados en la cadena de ADN por la ADN polimerasa.(¥
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2.1 Formulacion de la hipétesis

CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

La PCR digital tiene una sensibilidad igual o superior a la secuenciacion Sanger

y es concordante en el plasma al detectar las mutaciones en el gen PIK3CA en

las pacientes peruanas con cancer de mama en Lima, 2016-2017.

2.2 Variables y su operacionalizacién

Tabla 1. Variables del estudio y su operacionalizacion

Variable Definicion Tipo de Indicador o Escalade Categoriay Medio de
variable definicion medicion valores verificacion
segun su operativa
naturalezay
su relacion

Mutacién gen Deteccion de Cualitativa e Presenciade  Nominal 0. Presente PCR digital.

PIK3CA por mutacion E545  independiente mutacién

PCR digital en  y/o H1047 en E545 ylo 1.No presente

Tumor Tumor del H1047 en

paciente por tumor,

medio de PCR estimado por

digital. la lectora 3D
de PCR
digital

Mutacion gen Deteccion de Cualitativa e Presenciade  Nominal 0. Presente Secuenciacion

PIK3CA por mutacion E545  independiente mutacién Sanger.

Secuenciacio y/o H1047 en E545 ylo 1.No presente

n Sanger en Tumor del H1047 en

tumor paciente por tumor,

medio de estimado por

secuenciacion la

Sanger. secuenciacio
n Sanger

Mutacién en Deteccién de Cualitativa y Presenciade  Nominal 0. Presente PCR digital

gen PIK3CA mutacion E545  dependiente mutacién

por PCR y/lo H1047 en E545 y/o 1.No presente

digital en Plasma del H1047 en

Plasma paciente por Plasma,

medio de PCR estimado por

digital. la lectora 3D
de PCR
digital
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2.3 Covariables y su operacionalizacion

Tabla 2. Covariables del estudio y su operacionalizacion

Co- Definicion Tipo de Indicador o Escalade Categoriay Medio de
variable variable seglin  definicion operativa medicién valores verificacion
su naturaleza
Edad Edad de la paciente  Cuantitativay afios Continua Historia
al diagndstico dependiente clinica
Lugar de Lugar de Cualitativa y Departamentos del Perd Nominal Costa Historia
origen nacimiento dependiente clinica
Sierra
Selva
Lima
Estadio Clasificacion en Cualitativa y TNM Nominal o, I, I, 1, IV,  Historia
cancer grados de la dependiente No evaluable clinica
extension del
cancer. €7
Tipo Tipo Histolégico Cualitativa y Tipo histolégico segn Nominal Ductal Historia
histolégico dependiente  clasificacion OMS.(™ clinica
Lobulillar
Otros
Her 2 Presencia o Cualitativa y Tincién de membrana Nominal Positivo Historia
ausencia del dependiente intensa y uniforme en > clinica
receptor HER2 30% de células Negativo
neopléasicas. €
No evaluable
Receptor Presencia o Cualitativa y Expresion en mas de Nominal Positivo Historia
estrogeno  ausencia del dependiente 1% de células clinica
receptor para neoplasicas Negativo
estrégeno. independientemente de
la intensidad No evaluable
Receptor Presencia o Cualitativa y Expresion en mas de Nominal Positivo Historia
progestero  ausencia del dependiente 1% de células clinica
na receptor para neoplasicas Negativo
progesterona. independientemente de

la intensidad @9

No evaluable
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Co- Definicion Tipo de Indicador o definicion Escalade Categoriay Medio de

variable variable operativa medicién valores verificacion

segln su
naturalezay
relacion

Tamafio Tamafio del tumor Cualitativa y Tamafio del diametro Nominal Mayor o Historia

tumor primario dependiente mayor del tumor igual a 4cm clinica

primario.
Menor a 4cm

Nédulo Presencia de Cualitativa y Presencia de metastasis  Nominal Positivo Historia

linfaticos metéastasis a por lo dependiente a por lo menos un clinica
menos un nddulo nédulo linfatico. Negativo
linfatico.

Metastasis Metéstasis a Cualitativa y Metastasis a distancia Nominal Positivo Historia
distancia (otro dependiente (otro 6rgano) clinica
6rgano) Negativo

Estatus Estado menstrual Cualitativa y Estado menstrual Nominal Premenopau  Historia

Hormonal de la paciente al dependiente sia clinica
momento del
diagnéstico. Posmenopa

usia
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio

Se realiz6 un estudio cuantitativo, observacional, analitico y transversal.

3.2 Disefio muestral

El presente estudio tomo lugar, entre enero de 2016 y marzo de 2018, en el
Departamento de Cirugia de Mamas y Tejidos Blandos del Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas (INEN) y Oncosalud - AUNA para el reclutamiento
de pacientes y obtencidon de muestras; y en el Centro de Genética y Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San Martin
de Porres para el andlisis de las mismas. El periodo de reclutamiento estuvo

comprendido entre el primero de enero de 2016 y el 31 de agosto de 2017.

La poblacion de estudio estuvo definida como toda paciente peruana mayor de
18 afios con diagndstico de cancer de mama que aceptara participar en el
estudio por medio del consentimiento informado. Los criterios de exclusién
fueron: no contar con muestra tumoral o de biopsia para el analisis, presentar
concomitantemente otra neoplasia maligna y/o presentar algun tipo de

coagulopatia o linfocitosis.

El tamafio muestral fue calculado en relacion a las tablas publicadas por Bujang
MA y Adnan TH en el 2016 para estudios de sensibilidad y especificidad €9, para
lo cual, esperando una prevalencia de 40% con un poder estadistico de 80%, la

muestra minima necesaria fue estimada en 78 pacientes.

Posteriormente, se calculé la muestra ajustada a las pérdidas, por lo cual
tomando en consideracion una proporcion esperada de pérdidas de 10% se
obtuvo un tamafio muestral final de 87 pacientes. La técnica de muestreo

utilizada fue no probabilistica continua.

La unidad de andlisis estuvo definida como cada ensayo de PCR digital o de
secuenciacion realizado por paciente. En total fueron tres ensayos de PCR digital

por paciente en tumor (uno por cada mutacion), dos de PCR digital en plasma
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(mutacion H1047R y E545K) y dos ensayos de secuenciacién Sanger por

paciente (uno por cada exon).

3.3 Procedimiento de recoleccion de datos
Las pacientes fueron reclutadas, previamente a su cirugia, en las Instituciones
de referencia INEN y Oncosalud - AUNA a través del consentimiento informado

(ver anexo 3).

A cada participante, se le extrajo una muestra de sangre periférica de 9ml por
flebotomia previa a la operacion. Las muestras fueron refrigeradas a 4°C y

centrifugadas en un plazo maximo de tres horas posterior a su extraccion.

Para lograr la separacion del plasma, se realizdé una primera centrifugacion a
1200 rcf (fuerza centrifuga relativa) por 10 minutos a 4°C y una segunda
centrifugacion a 16 000 rcf por 10 minutos a 4°C; se almacend luego a -20°C en
tubos de 1.5 ml.

El aislamiento del ADN proveniente del plasma se realiz6 por medio del kit
Nucleo Spin Plasma XS (Macherey-Nagel) donde se utilizaron 480ul de plasma.

Finalmente, se eluy6 con 40 ul de buffer de elucion.

La obtencion de los tumores o biopsias, en el caso de las pacientes con
respuesta total a la neoadjuvancia, fue por medio de la colaboraciéon de un
médico patologo, el cual seleccion6 los tacos y delimitd, en las laminas

correspondientes, el area con tejido tumoral viable.

A cada uno de los tacos tumorales seleccionados se les realizaron ocho cortes
de 4mm cada uno. Los cortes fueron almacenados en tubos de 1.5ml a 4°C en

la espera de su correspondiente aislamiento de ADN.

El aislamiento de ADN en los tumores o biopsias se realizé siguiendo el protocolo
del kit GeneJet FFPE DNA purification Kit. La elucion se realiz6 con 80 ul de
buffer de elucion. Todas las muestras de ADN aislado, tanto plasma como tumor,

fueron cuantificadas por espectrofotometria y almacenadas a -20°C.
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Las muestras de tumor fueron analizadas por PCR digital usando el andlisis de
mutaciones raras del QuantStudio 3D Digital PCR System para las mutaciones
PIK3CA: E545K, H1047R y H1047L, mientras que las de plasma solo para las

dos primeras.

Para la reaccion de PCR digital, en las muestras de tumor, se mezclaron 1.5 ul
de ADN con 0.75 ul de la sonda correspondiente a la mutacion (marcadas con el
fluorescente FAM para alelos mutados y fluorescente VIC para alelos silvestres)
(ver anexo 1), 7.5 ul del QuantStudio 3D Master Mix y 5.25 ul de agua,
obteniéndose un volumen total de 15 ul. En el caso de las muestras de plasma,
al tener menor cantidad de ADN por microlitro, se mezclaron 12 ul de ADN con
0.5 ul de la sonday 7.5 ul del QuantStudio 3D Master Mix, se obtuvo un volumen
total de 20 ul.

Por medio de una dispensadora especial del sistema (QuantStudio ™ 3D Digital
PCR Chip Loader), se cargaron 15 ul del volumen total de la mezcla, tanto de los
tumores como de plasma, en los QuantStudio 3D Digital PCR 20K chips. Estos
fueron colocados en un termociclador que se programa para iniciar con una fase
de denaturacién de 10 minutos a 96°C, seguida de 39 ciclos a 60°C por 2
minutos, 30 segundos a 98°C y luego 2 minutos a 60°C. Finalmente, las muestras
fueron dejadas a 10°C durante, por lo menos, 20 minutos. Luego, los chips fueron
procesados por la lectora 3D del QuantStudio 3D Digital PCR System. Los
resultados fueron analizados por el QuantStudio 3D Analysis Suite™ Cloud

Software.

El QuantStudio 3D Analysis Suite'™ Cloud Software produce, al analizar los chips,
una grafica de dispersion, asi como un histograma que refleja las sefiales de
fluorescencia captadas. En total grafica cuatro conjuntos de puntos: uno de color
amarillo que representara a los pocillos donde no se produjo amplificacion
localizado en el cuadrante inferior izquierdo de la gréfica, el color rojo (marcados
con el fluorescente VIC) representara aquellos con amplificacion de moléculas
silvestres (cuadrante inferior derecho de la grafica) y servira como control de la
reaccion, un grupo de azul (marcados con fluorescente FAM) que representa a
la mutacién blanco (cuadrante superior izquierdo) y una de color verde que

representa aquellos pocillos donde hubo tanto una amplificacion de moléculas
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silvestres como mutadas (cuadrante superior derecho) (anexo 2: figura
suplementaria 1). El sistema calcula automaticamente los limites entre estos
grupos, sin embargo, para disminuir posibles falsos positivos y aumentar la
uniformidad de los resultados se establecieron valores fijos para los ejes o limites
correspondientes a FAM (eje horizontal) y VIC (eje vertical) en las gréficas

presentadas por el QuantStudio 3D Analysis Suite!™ Cloud Software.

El eje de FAM fue establecido utilizando casos modelo para cada una de las
mutaciones en las muestras de tumor. Un caso modelo era aquel que contenia
5 0 mas puntos correspondientes a FAM aglomerados en el cuadrante superior
izquierdo de la grafica (ver anexo 2). El eje de VIC fue establecido utilizando

todas las muestras de tumor.

La frecuencia total de alelos mutados (FTA) es la proporcion de alelos mutados
respecto a la suma de los alelos silvestres y mutados. Se establecié que las
pacientes sean consideradas como positivas, si tenian un porcentaje de FTA
mayor a 0.1%, ademas de tener por lo menos un punto azul correspondiente a
FAM (alelos mutados) en la gréafica presentadas por el QuantStudio 3D Analysis

Suite!™ Cloud Software.

El limite de la frecuencia total de alelos mutados fue establecido por medio de
un ensayo de diluciones, donde se cuantificé el nUmero exacto de copias de un
ADN control proveniente de un paciente sano (sin mutacién) y un caso modelo
de cada mutacion. Luego, se paso a realizar diluciones al 1, 0.1 y 0.01% del ADN

mutado con el control.

Por otro lado, las muestras de tumor y de biopsia fueron analizadas también por
secuenciacion Sanger para las mismas mutaciones PIK3CA: E545K, H1047R y
H1047L. Para ello se realizé primero una amplificacion de los exones estudiados
por medio de PCR convencional (ver cebadores y condiciones en anexo 2). La
amplificacion de los exones se confirmd por electroforesis (ver anexo 3). La
purificacion de las muestras amplificadas se realizé por medio del GeneJet PCR
Purification Kit (Thermo Scientific), siendo eluidas con 35 ul de buffer de elucion
(previamente calentado por lo menos por 10 minutos a 60°C, para mejorar la
separacion del ADN de la columna). Las muestras se cuantificaron, luego, por

espectrofotometria. Las secuencias fueron leidas por dos operadores de los
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cuales uno estuvo cegado a los resultados por PCR digital. Se buscé en la
posicion 3140 del exdn 20 un cambio de adenina por guanina correspondiente a
la mutacién H1047R o un cambio de adenina por timina en la misma posicion
para la mutacion H1047L. En el caso de la mutacion E545K en el exén 09, se
busco un cambio de guanina por adenina en la posicién 1633 (ver Anexo 3).

Los datos clinicopatolégicos de las pacientes fueron obtenidos de sus historias
clinicas, a través de la ficha de recoleccion de datos desarrollada por el autor del

estudio (ver anexo 4).

3.4 Procesamiento y analisis de los datos

La sensibilidad y especificidad de la PCR digital-chip respecto a la secuenciacion
se calculo por medio de la curva ROC o curva de Caracteristica Operativa del
Receptor. Para ello, se comparo el nimero total de mutaciones detectadas por
la PCR digital en tumor con aquellas detectadas por la secuenciacion tipo
Sanger. Se considera que una prueba es no discriminatoria cuando el &rea bajo
la curva es de 0.5, aceptable entre 0.7 y 0.8, excelente entre 0.8 y 0.9 y
sobresaliente valores superiores a 0.9.¢) Tanto el valor predictivo positivo (VPP)

y el valor predictivo negativo (VPN) fueron calculados por medio de Java Stat.(®

El nivel de concordancia de la PCR digital en detectar mutaciones del gen
PIK3CA en plasma y tumor fue estimado por medio del coeficiente kappa de
Cohen (IC 95%) y se utilizé también las tablas 2x2 de contingencia de Java Stat
(88) donde se considera una pobre concordancia cuando los valores de K se
encuentran entre 0.00 y 0.20; débil entre 0.21 y 0.40; moderada entre 0.41 y
0.60; buena entre 0.61 y 0.80 y muy buena entre 0.81 y 1.00. €9

Para establecer el eje de FAM, primero se tom6 como punto de referencia, en
cada caso modelo, el punto azul més inferior de FAM y se calcul6 el promedio y
desviacion estandar (DS) para cada mutacion. En el caso de VIC, se tomé como
punto de referencia el punto rojo mas a la izquierda de VIC. El promedio y
desviacién estandar, en este caso, se calculd utilizando todos los ensayos
correspondientes a los tumores. Se realizaron previamente las pruebas de

Shapiro-Wilk y Skewness-Kurtosis para estudiar la normalidad de la data.
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La prueba exacta de Fisher fue utilizada con las covariables cualitativas para
estimar la asociacion entre la presencia de mutaciones y las caracteristicas
clinico-patoldgicas de las pacientes; mientras que para las covariables continuas
se utilizé la prueba t de student. Se considerd un valor de p<0.05 para indicar

diferencia estadisticamente significativa.

Se utilizé el software estadistico STATA version 12 para el andlisis estadistico

respectivo.

3.5 Aspectos éticos
El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité Institucional de
Etica en Investigacion de la Universidad de San Martin de Porres y por el Comité

Revisor de Protocolos del Departamento de Investigacion del INEN.

Se contd con la autorizacion de los pacientes a través de un consentimiento
informado previamente aprobado por los comités mencionados anteriormente
(ver anexo 3). Cabe resaltar que el presente estudio esta englobado dentro de
un proyecto de investigacion titulado: Test genético — epigenético no invasivo
para cancer de mama utilizando acidos nucleicos circulantes (cfNAs) como
biomarcadores, predictores de prondstico y respuesta a tratamiento, el cual se
esta realizando en el Centro de investigacion de Genética y Biologia Molecular
de la Universidad de San Martin de Porres, razén por la cual se utilizé su

consentimiento informado para la realizacion de la presente investigacion.

Para salvaguardar la confidencialidad de las participantes, se utilizdé la
codificacion de cada una de las muestras.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Se reclutaron, en total, 95 pacientes que aceptaron participar por medio del
consentimiento informado, de las cuales, solo 59 pacientes, provenientes del
INEN, fueron elegibles finalmente para el estudio (ver figura 1). Las
caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes se encuentran
resumidas en la tabla 3. Las fuentes de las muestras tumorales fueron de: tumor
residual (post neoadyuvancia) con 33 casos (55.9%), tumor primario 16 casos
(27.12%), biopsias 7 casos (11.9%) y ganglio linfatico 3 casos (5.08%). Se
contaron con 47 muestras de plasma en total de las cuales solo se analizaron
43.

{ Pacientes

reclutadas: 95
_/

i N
Pacientes excluidas: 36
-35 No Tumor/Bx

-1 Retiro del estudio |

'\
Pacientes eleglbles

1—'—1

Tumores! ganglio I

Bi i 7
linfatico: 52 opsias:
/
I I p
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plasma: Plasma: plasma: Plasma:

43 9 4 3

M , - J A S \

Figura 1. Flujo de reclutamiento de pacientes y de muestras obtenidas
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Tabla 3. Caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacién de estudio (N=59)

Caracteristicas clinicas N %

Neoadyuvancia previa

Sl 40 67.7
NO 19 32.2
Edad (promedio en afios) 53.49 +/- 1.53
Lugar de nacimiento
Costa 16 27.12
Sierra 19 32.2
Selva 5 8.5
Lima 19 32.2
Estadio del cancer
0 1 1.7
I 3 5.1
I 10 16.9
i 37 62.71
v 7 11.9
No evaluable 1 1.7
Tipo histologico
Ductal 48 81.4
Lobular 4 6.8
Otros 7 11.8
Receptores HER-2
Positivo 20 33.8
Negativo 35 59.3
No evaluable 4 6.7
Receptores estrégeno
Positivo 38 64.4
Negativo 20 33.8
No evaluable 1 1.7
Receptores progesterona
Positivo 32 54.2
Negativo 26 44.1
No evaluable 1 1.7
Tamafio tumor
<4cm 16 27.1
24cm 43 72.9
Nédulo linfatico
Positivo 42 71.2
Negativo 17 28.8
Metastasis
Positivo 7 11.9
Negativo 52 88.1
Estado hormonal
Premenopausia 13 22
Posmenopausia 46 78
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El andlisis de normalidad de los casos modelo para FAM y VIC se encuentran en

la tabla 4, los histogramas respectivos se encuentran en el anexo 3.

Tabla 4. Analisis de normalidad de caso modelo para FAM y VIC

Mutaciones | Shapiro- | Skewness | Kurtosis Mediana
Wilk
E545K 0.12 0.33 1.56 1361.34
FAM H1047R 0.96 -0.39 2.5 6339.5
H1047L 0.13 -0.13 1.93 4947.52
VIC* 0.008 -0.23 2.72 2331.62

(*): Todos los casos fueron utilizados para determinar sus valores.

Los promedios de los puntos azules (FAM) segun mutacién y de los puntos rojos

(VIC) se encuentran resumidos en la tabla 5.

Tabla 5. Promedio y Desviacién estandar de los puntos azules inferiores y puntos rojos
izquierdos segun mutacion

Mutacién PIK3CA Punto azul inferior Punto rojo izquierdo
(FAM) (VIC)
H1047R 6399.46 +/- 843.82
E545K 1427.58 +/- 251.91 2193.42 +/- 647.48
H1047L 4883.89 +/- 1597.22

Los ejes de FAM fueron establecidos utilizando el valor correspondiente a una
desviacion estandar sobre el promedio, definiéndose los ejes de FAM en
7243.28, 6481.41 y 1679.49 para H1047R, H1047L y E545K, respectivamente.
El eje de VIC fue establecido en 2193.42, utilizando el promedio de los puntos

rojos para las mutaciones H1047R y L. Para la mutacién E545K, el eje de VIC
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fue establecido restando una desviacion estandar al promedio de puntos de VIC
obteniendo: 1545.94.

Por medio del ensayo de diluciones, la PCR digital detecto las tres mutaciones
del gen PIK3CA hasta una dilucién de 0.1% y se establecio ese valor como el

minimo de FTAs requerido (tabla 6).

Tabla 6. Ensayo de diluciones por PCR digital para las mutaciones PIK3CA del estudio.

Porcentaje de Porcentaje Intervalo de confianza
dilucion teérico cuantificado por (95%)
Mutacion dPCR
1% 0.33% 0.22- 0.49%
H1047R 0.1% 0.01% 0.004- 0.05%
0.01% 0% -
1% 1.03% 0.85-1.29%
E545K 0.1% - -
0.01% 0.27% 0.19- 0.38%
1% 1.02% 0.74- 1.4%
H1047L 0.1% 0.04% 0.018- 0.1%
0.01% 0% -

(-): datos no disponibles.

En base a estos criterios, se analizé el ADN de las muestras tumorales por PCR
digital y se encontré6 una frecuencia de 44 casos (74.6%) considerando todas
las mutaciones. La mas predominante fue la mutacion E545K con 37 casos
(62,7%), seguida de la H1047R con 13 casos (22%) y la H1047L con 2 casos
(3.4%). Ademas, cinco pacientes presentaron simultaneamente dos mutaciones
PIK3CA (cuatro con H1047R y E545K y uno con H1047R y H1047L) y una
presentd simultaneamente las tres mutaciones. Por otro lado, la secuenciacion

Sanger identificé una frecuencia total de 7 mutaciones (11.8%), de las cuales 4
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(6.7%) corresponden a la mutacion E545K y 3 (5.1%) a la mutacién H1047R

(tabla 7). La secuenciacion Sanger no identificé ninguna mutacion H1047L.

Tabla 7. Mutaciones PIK3CA identificadas en tumor por PCR digital y Secuenciacién
Sanger (H1047R, H1047L y E545K) y plasma por PCR digital (H1047R y E545K)

Paciente Estadio PCR digital Secuenciacién PCR digital
tejido Sanger
Plasma
tumoral tejido tumoral
1 1] WT WT WT
2 " H1047R H1047R WT
(56.54%)
3 1] H1047R (4.04%) WT H1047R
4 1] E545K (0.12%) WT WT
5 1] H1047R (0.21%) WT WT
6 1] E545K (0.34%) WT WT
7 v WT WT WT
8 I E545K (1.03%) WT WT
9 1 WT WT WT
10 1] WT WT WT
12 1] WT WT WT
15 I E545K (0.11%) WT WT
16 Il E545K (3.02%) WT E545K
17 v E545K (1.13%) WT -
18 Il H1047R (0.15%) WT WT
E545K (12.34%) E545K WT
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Paciente Estadio PCR digital Secuenciacion PCR digital
tejido Sanger
Plasma
tumoral tejido tumoral
19 M H1047R (0.23%) WT -
E545K (0.14%) WT -
21 v E545K (0.77%) WT WT
22 11 E545K (0.11%) WT WT
23 Il WT WT WT
24 1 E545K (50.26%) E545K WT
25 Il EK45K (0.13%) WT WT
26 - E545K (0.26%) WT WT
28 Il H1047R H1047R WT
(39.61%)
WT WT
E545K (0.27%)
29 1] WT WT WT
30 11 E545K (0.25%) WT -
32 1] WT WT WT
33 \Y, E545K (0.5%) WT WT
34 11 H1047R WT WT
(13.05%)
WT WT
E545K (0.25%)
35 1 H1047R (0.17%) WT WT
H1047L (1%) WT -
36 Il E545K (0.77%) WT WT
39 11 WT WT WT
40 Il E545K (0.4%) WT WT
41 1 WT WT WT
42 1] H1047R WT WT
(11.10%)
43 1 E545K (3.23%) WT WT
44 1] E545K (0.24%) WT WT
45 11 E545K (5.26%) WT WT
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Paciente Estadio PCR digital Secuenciacion PCR digital
tejido Sanger
Plasma
tumoral tejido tumoral
46 I H1047R (9.52%) WT WT
47* 1] WT WT WT
49 1 E545K (0.95%) WT WT
50 1] E545K (6.84%) WT WT
52 I E545K (4.22%) WT -
53* 1] WT WT -
56 " E545K (0.10%) WT -
58 1] E545K (5.45%) WT -
59 v H1047R H1047R -
(37.09%) . ]
E545K (1.76%)
60 1] E545K (0.14%) WT -
61 | E545K (0.31%) WT -
62 1] E545K (36.27%) E545K -
64 v WT WT WT
65 1] E545K (0.13%) WT WT
66 0 WT WT -
67 1] E545K (0.21%) WT WT
68* 1] E545K (26.67%) E545K WT
69 v H1047R WT WT
(11.21%)
70 Il H1047R (2.14%) WT -
E545K (0.23%) WT -
H1047L (5%) WT -
71 1] WT WT -
72 1] E545K (0.33%) WT -
73 1] E545K (0.19%) WT -

WT: wild type o tipo silvestre.

(-) paciente sin muestra de plasma.

(*) tejido proveniente de ganglio linfatico.
(™): resultados no disponibles.
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Al realizar el analisis de sensibilidad entre PCR digital y la secuenciacién Sanger
por medio de la curva ROC, se obtuvo una sensibilidad del 100% y una
especificidad de 73.53% para un punto de corte al 0.1% de FTA y un &rea bajo
la curva de 0.99% IC 95%: 0.98- 100% (figura 2). El VPP fue de 13.7% y el VPP
de 100%. Por otro lado, el analisis de la curva ROC indic6 como punto de corte
ideal una FTA de 12.34%, donde la sensibilidad fue de 100% Yy la especificidad
de 99. 41%.

Sensibilidad
6
1

4
1

1- especificidad

Area bajo la curva ROC: 0.9992

Figura 2. Curva ROC de la PCR digital en relacién a la Secuenciacion Sanger

Luego, se realiz6 el andlisis de ADN proveniente del plasma por PCR digital,
donde se detectaron en total dos casos mutados, los cuales fueron confirmados
por el andlisis en tumor (tabla 7). La PCR digital mostré una concordancia débil

entre tumor y plasma con un kappa de 0.074 (IC 95%: -0.022 - 0.074).

Posteriormente, se hizo un analisis comparando los casos mutados para
cualquiera de las tres mutaciones PIK3CA y las covariables clinicas de las
pacientes (tabla 8), sin encontrarse asociacion. Sin embargo, al realizar el
analisis segun mutacién se encontro asociacion significativa entre la presencia
de la mutacion H1047R y la expresion de receptores para HER2 (p= 0.038); el

resto de variables no mostraron asociacion.
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Tabla 8: Asociacion entre estatus mutacional PIK3CA seguin PCR digital y covariables

clinicas

Caracteristicas clinicas Casos Casos no p
mutados mutados
Edad (promedio en afios) 54.07 +/- 1.69 51.94 +/- 3.38 0.54
Lugar de nacimiento
Costa 13 (22.0%) 3 (5.1%) 0.67
Sierra 14 (23.7%) 5 (8.8%)
Selva 4 (6.7%) 1(1.7%)
Lima 12 (20.3%) 7 (11.9%)
Estadio del cancer
0 0 (0.0%) 1(1.7%) 0.28
I 3 (5.1%) 0 (0.0%)
I 9 (15.3%) 1 (1.7%)
11 26 (44.1%) 11 (18.6%)
v 4 (6.8%) 3 (5.1%)
No evaluable 1(1.7%) 0 (0.0%)
Tipo histologico
Ductal 33 (55.9%) 15 (25.4%) 0.39
Lobular 4 (6.8%) 0 (0.0%)
Otros 6 (10.2%) 1(1.7%)
Receptores HER-2
Positivo 16 (27.1%) 4 (6.7%) 0.79
Negativo 24 (40.7%) 11 (18.6%)
No evaluable 3 (5.1%) 1(1.7%)
Receptores estrogeno
Positivo 25 (42.4%) 13 (22%) 0.30
Negativo 17 (28.8%) 3 (5.1%)
No evaluable 1(1.7%) 0 (0.0%)
Receptores progesterona
Positivo 21 (35.6%) 11 (18.6%) 0.45
Negativo 21 (35.6%) 5 (8.5%)
No evaluable 1(1.7%) 0 (0.0%)
Tamafio tumor
<4cm 14 23.7%) 2 (3.4%) 0.19
2 4cm 29 (49.2%) 14 (23.7%)
Ndédulo linfatico
Positivo 30 (50.9%) 12 (20.3%) 0.76
Negativo 13 (22.0%) 4 (6.78%)
Metéstasis
Positivo 4 (6.8%) 3 (5.1%) 0.38
Negativo 39 (66.1%) 13 (22.0%)
Estado hormonal
Premenopausia 10 (16.9%) 3 (5.1%) 1.00

Posmenopausia

33 (55.9%)

13 (22.0%)
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CAPITULO V: DISCUSION

La presente investigacion se desarroll6 con el objetivo de determinar la
sensibilidad de la PCR digital en tumor respecto a la secuenciacion Sanger y su
concordancia en plasma. Se decidi6 comparar esta plataforma con la
secuenciacion Sanger, al ser esta ultima un método considerado como el patron
de oro (gold standard), en la deteccion de mutaciones en muestras tumorales y

analisis genético en general.

Al realizar el analisis de sensibilidad y especificidad por medio de la curva ROC,
se encontré que la PCR digital, para un punto de corte de 0.1 % de Frecuencia
total de alelos mutados (FTA), establecido en el presente estudio por el ensayo
de diluciones, presenta una sensibilidad de 100 % respecto a la secuenciacién
Sanger en detectar las mutaciones del gen PIK3CA y una especificidad de 73.53
%, ademas de un area bajo la curva de 0.99, lo cual indicaria que la PCR digital
tiene una precision casi perfecta, segun este estudio, en detectar mutaciones
PIK3CA respecto a la secuenciacion Sanger. Esta alta sensibilidad se debe a
que la PCR digital logro detectar exactamente las mismas mutaciones que la
secuenciacion habia detectado (siete casos). Sin embargo, es importante
destacar que la PCR digital identific6 37 casos adicionales con por lo menos una
mutacion; casos con porcentajes de frecuencia total de alelos mutados inferiores
a 5% en su mayoria, los cuales no fueron detectados por la secuenciacion
Sanger. Esto se puede deber a un umbral limite de detecciéon que presenta la
secuenciacion Sanger, el cual fue de aproximadamente 12% en el presente
estudio, ya que logré reconocer un caso para la mutacion E545K con 12.34%
pero no logré detectar casos con valores similares en la mutaciéon H1047R. Algo
similar fue reportado por Beaver et al.,® donde la PCR digital en gotas habia
identificado un caso mutado para E545K con 28.9% de frecuencia alélica mas
no habia podido ser identificado por la secuenciacién Sanger.

Ademas de lo anterior, la PCR digital identificé seis casos donde coexistian la
mutacion H1047R y E545K (casos: 18,19, 28, 34 y 59), hallazgo raro, pero que
también ha sido reportado por otros autores,® 2790 con excepcion del caso 70

en el cual coexistian las tres mutaciones y el 35 donde coexistian las mutaciones
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H1047R y H1047L, lo cual segun nuestro conocimiento no ha sido reportado en

otros estudios.

Por otro lado, cabe destacar que al realizar la amplificacion de las muestras se
utilizé la combinacion de un cebador disefiado para PCR digital junto con otro
para PCR convencional (ambos brindaban productos de 195 a 200 pares de
base) en todas las muestras para el exdn 09, pero en solo 19 muestras para el
exon 20. El resto de muestras para el exon 20 fueron amplificadas con los
cebadores para PCR convencional. La razén de la diferencia fue el tamafio del
producto de la PCR, ya que al ser este ultimo de 80 pares de base, era
demasiado pequefio para leerse correctamente luego de la secuenciacién, al
estar la posicion de la mutacion muy limitrofe sea al inicio o al final de la
secuencia (donde existia mucha interferencia). Es por ello que se optd en esos
casos por un producto de mayor tamafio. El resto de muestras del exén 20 si
lograron leerse correctamente con los productos de 80 pares de base. Ademas,
es importante resaltar que no se logro realizar la amplificacion de la muestra
correspondiente a la paciente 59 para el exén 09 y por ello su secuenciacion. Si
bien no se saben las razones exactas por las cuales no se logré amplificar, a
pesar de los intentos reiterados con diferentes concentraciones de cloruro de
magnesio y diferentes programas en el termociclador, se sospecha que se podria

deber a la presencia de inhibidores en la mezcla o a una degradacién del ADN.

Mas aun, es importante resaltar que para el calculo de la sensibilidad y
especificidad se compararon los resultados de los 176 ensayos realizados en la
PCR digital, tres ensayos por paciente (uno por mutacion) versus los resultados
de los 117 ensayos realizados por la secuenciacion Sanger, dos por paciente
(uno por exoén). Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el exén 20 se
encuentran dos mutaciones en la misma posicion (H1047R y H1047L), por lo
cual la busqueda y tabulacion de los resultados de estas mutaciones fue

considerada por separado.

La prevalencia de mutaciones PIK3CA en nuestra poblacion de estudio, segun
la secuenciacion Sanger, fue de 11.86%, valor bajo, aunque cercano al rango de
prevalencias reportadas por otros autores que va de 16.4 a 45%1° y en cierto

modo cercano a la prevalencia reportada por Castafieda et al®® de 15.7% en
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poblacién peruana. Por otro lado, Garcia-Saenz et al.G% report6 una prevalencia
de 40.8% determinada con la misma plataforma de la presente investigacion
(QuantStudio 3D Digital PCR). Sin embargo, en nuestro estudio la PCR digital
arroj6é una prevalencia de 74.6%, la cual podria considerarse como la prevalencia
mas alta de esta mutacion en ser reportada. Los altos valores de prevalencia
reportados en nuestro estudio y en el de Garcia-Saenz et al.®% por PCR digital
podrian sugerir un infradiagnéstico de las mutaciones PIK3CA en otras
poblaciones de estudio. La diferencia entre nuestro resultado y aquel reportado
por Garcia-Saenz et al. @9 se podria deber a la metodologia utilizada al momento

de analizar las muestras.

En el presente trabajo, se definieron limites fijos para VIC y FAM en base a casos
modelos identificados para cada mutacién mientras que en el estudio de Garcia-
Saenz et al.9 se utilizaron los mismos valores evocados por el sistema salvo
algunas excepciones, donde estos fueron ajustados manualmente. La razén
principal para establecer limites para VIC y FAM en el presente estudio radico
en la presencia, en algunas muestras, de puntos azules o de FAM (en la mayoria
de casos en poca cantidad, por ejemplo, uno o dos puntos) limitrofes a los no
amplificados (amarillos) produciendo dudas si se estos eran casos falsos
positivos o puntos que debian ser considerados como indeterminados. El
discernimiento final de este dilema hubiera terminado en una modificacion
manual de los casos, sin embargo, esta, al estar basada en decisiones
subjetivas, disminuiria la reproducibilidad de los datos afectando finalmente la
validez externa del estudio. Por otro lado, el uso de los valores evocados
directamente por el sistema, sin modificaciones manuales, duplicaba los casos
de las mutaciones en el exén 20 (H1047R y H1047L), principalmente por casos

con puntos FAM limitrofes a los no amplificados como antes mencionado.

Es debido a esta problematica, que se decidid establecer limites fijos para VIC y
FAM basado en casos modelos con puntos abundantes de FAM y bien
delimitados del area de los no amplificados, ya que se observé que cada una de
las mutaciones tenia un espectro diferente de fluorescencia, que permitié un
discernimiento mas objetivo entre si un punto limitrofe de FAM era un verdadero
positivo 0 un probable falso positivo. Para ello, se seleccion6 el punto mas inferior

para cada uno de los casos modelo (en FAM) y el punto mas extremo a la
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izquierda de VIC y se calcularon sus medias con sus respectivas desviaciones
estandar. Previamente, se realiz6 un analisis de normalidad, a partir del cual se
decidié utilizar la media como medida de tendencia central, a pesar de que el
histograma no demostraba una distribucion normal de los datos, ya que las
pruebas de shapiro-wilk para data con menos de 60 casos y la prueba de kurtosis
y de skewness para normalidad presentaron valores dentro de los rangos
aceptables (un valor mayor a 0.05 para shapiro-wilk®D, un valor dentro del rango
de +/-3 para kurtosis®? y un valor dentro del rango de +/-2 para skewness.(®?
Los valores de VIC fueron una excepcion ya que la prueba de shapiro-wilk
indicaba que la data correspondia a una distribucion no normal, sin embargo,
hay que recordar que esta prueba es usada para data con menos de 60 casos y
el andlisis de VIC se realiz6 usando todos los casos de tumor (177 casos) y los
valores de kurtosis y skewness se encontraron dentro de los rangos aceptables.

A pesar del establecimiento de limites en base a la media, el grupo
correspondiente a FAM, en la mutacién E545K, alun permanecia limitrofe a los
puntos amarillos o no amplificados; es por ello, que, con la intencion de disminuir
falsos positivos, se decidié tomar como limite la media ma&s una desviacion
estadndar superior. Los casos mutados de HO0147R y H1047L se vieron
minimamente afectados con la elevacion del limite al tener un espectro de

fluorescencia mayor que la mutacion E545K.

Respecto a la concordancia, el principal motivo de estudio fue evaluar la
capacidad de la PCR digital en identificar las mismas mutaciones detectadas en
tumor, pero en plasma, al perfilarse como un método capaz de realizar biopsias
liquidas por su propiedad de identificar moléculas objetivo de manera absoluta.
A pesar de ello, la PCR digital mostré tener una concordancia débil (k=0.074)
entre tumor y plasma, lo cual contrasta con el resultado reportado por Garcia-
Saenz. et al.(®% donde se encontré una concordancia moderada (0.591; IC: 95%=
0.371- 0.811) y los estudios realizados por Beaver et al. ® y Oshiro et al. ¢°)
donde encontraron indices de deteccidn entre tumor y plasma de 93% y 22.7%,

respectivamente.

Es probable que nuestro resultado negativo se deba mas a que las condiciones

utilizadas no hayan sido las ideales, que a una incompetencia de la PCR digital
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en detectar mutaciones en plasma. Esto se podria deber a que el ADN de
plasma haya estado muy diluido como para lograr ser detectable, ya que con el
pasar del tiempo los leucocitos se lisan y liberan ADN gendmico silvestre que
termina diluyendo al ADN circulante libre en sangre.®® Esto se podria prevenir
utilizando los tubos Cell-Free DNA BCT de la compaiiia Streck,®¥ los cuales
estabilizan a las células nucleadas sanguineas como los leucocitos previniendo
su lisis, manteniendo el ADN circulante libre aislado. Ademas, facilitan el
transporte de las muestras y se pueden mantener a temperatura ambiente sin
perder la calidad y cantidad de ADN circulante libre, como lo demostré6 Medina
Diaz et al.,®® al comparar el uso de los tubos EDTA (usados en el presente
estudio) con los tubos de Streck. Si bien el uso de los mencionados tubos podria
facilitar el almacenamiento y transporte de las muestras, no existe diferencia
entre el presente estudio y otros autores como Garcia-Saenz et al.C9 y Beaver
et al.,® ya que todos utilizaron los tubos EDTA para extraer y transportar las

muestras de sangre.

Sin embargo, existen por lo menos dos diferencias entre el presente estudio y
otros autores que podrian explicar nuestros resultados negativos. Primero y
principalmente la cantidad de plasma utilizado al momento de realizar la
extraccion de ADN, en el que nosotros utilizamos 480 ul de plasma comparado
con Beaver et al.® y Garcia-Saenz et al.,®9 quienes utilizaron 2 y 3 ml de plasma
respectivamente. La razon por la cual se utilizé menos plasma en el presente
estudio es basicamente por el protocolo del kit utilizado para la extraccion, el cual
recomendaba volimenes de 240ul. Sin embargo, daba la posibilidad de poder
utilizar mayor cantidad de plasma para aumentar la cantidad de ADN extraido,
razén por la cual se decidié duplicar el volumen recomendado. La segunda causa
posible es el kit utilizado, que podria tener cierta influencia en la concentracion y
calidad del ADN extraido, como se demostro en el estudio realizado por Sorber
et al.,(®) donde se compararon cuatro kits para el aislamiento de ADN circulante,
a partir del plasma, encontrando diferencias entre los kits en términos de
eficiencia. Entre los kits comparados, no se encuentra el utilizado por el presente
estudio, pero si el kit utilizado por Beaver et al. ® y Garcia-Saenz et al.,9

(QIAmp circulating nucleic acid kit), el cual demostré tener la mas alta eficiencia
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de aislamiento junto con el Maxwell RSC cfDNA Plasma kit de Promega en

comparacion con los otros dos kits.

Por otro lado, el uso de dos o mas chips por paciente pudo haber ayudado en
mejorar los resultados en plasma reduciendo o eliminando el posible error de
pipeteo, ya que el sistema de PCR digital QuantStudio permite utilizar mas de un
chip por muestra para aumentar las posibilidades de encontrar la molécula

blanco.®9

Al comparar el estatus mutacional global con las covariables clinicopatolégicas
no se logré encontrar ninguna asociacion significativa, lo que se podria deber al
bajo nimero de nuestra poblacién de estudio que contrasta con los estudios de
Oshiro et al.?9 y Saal et al.,?® en el que se utilizaron poblaciones de 313y 292
respectivamente y si se encontraron asociaciones significativas entre el estatus
mutacional y la presencia de receptores hormonales. A pesar de ello, el presente
estudio si logré identificar una asociacion significativa al analizar cada una de las
mutaciones por separado y se encontré0 una asociacion entre la mutacién
H1047R del exén 20 con la sobreexpresion de receptores HER-2 (p= 0.038), lo
cual guarda cierta relacién con lo reportado por Castafieda et al. ?® en poblacion
peruana, quien encontrd una asociacion entre el estatus mutacional general y la

sobreexpresion de receptores HER-2 (p= 0.034).(28)

La principal limitacion del presente estudio ha sido la gran pérdida de pacientes,
la cual pudo afectar al poder estadistico y con ello el analisis de variables
clinicopatolégicas con el estatus mutacional. Al realizar el disefio del estudio, se
contemplé como posible limitacion la pérdida de pacientes al no poder contar con
Sus respectivas muestras tumorales, principalmente por respuestas totales o
parciales a la neoadyuvancia ya que las pacientes no desearan continuar
participando en el estudio. En respuesta a ello, se decidi6 el uso alternativo de
las biopsias cuando las muestras tumorales no estuviesen disponibles,
minimizando las pérdidas. Sin embargo, se presentd una pérdida del 38% de
pacientes al no poder conseguir ni las muestras tumorales ni de biopsia a tiempo;
debido, principalmente, a problemas burocréaticos con unas de las instituciones

participantes de la investigacion.
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En el caso de las fortalezas, se podria considerar al ensayo de diluciones y al
establecimiento de limites fijos para VIC y FAM como las principales fortalezas

de la presente investigacion.

El ensayo de diluciones (tabla 6), por su parte, ha permitido darles respaldo a los
resultados de la PCR digital en tumor, especificamente a aquellos 37 casos que
la PCR digital detectd, mas no la secuenciacion Sanger. Tedricamente dichos
casos serian considerados como falsos positivos, sin embargo, hay que tener en
consideracion el fundamento basico de la PCR digital en obtener una deteccion
absoluta y precisa de las moléculas blanco al compartimentalizar las reacciones
en hasta 20 000 pocillos. A pesar de ello, la posibilidad de falsos positivos existia,
mas aun al tener algunos casos en los cuales solo se apreciaba un punto azul
(FAM) y los porcentajes de FTA eran muy bajos. Es en base a ello, se decidié
realizar el ensayo de diluciones para poder determinar el limite de FTA para

considerar a una paciente como positiva para una mutacion.

Se eligié un caso modelo positivo para cada mutacion y se realizaron diluciones
de este en un ADN control (no mutado) a diferentes diluciones.
Lamentablemente, no se pudo realizar la PCR digital para detectar la mutacién
E545K a una dilucién de 0.1%, debido a que no se contaba con la cantidad
suficiente de ADN para realizar el ensayo. Sin embargo, se logr6 detectar copias
de ADN mutados para la misma mutacion a una diluciéon tedrica menor (0.01%)
a diferencia de las otras mutaciones donde no se detectd mutacion. Es debido a
esto y a la deteccidn satisfactoria de mutaciones al 0.1% de dilucién teérica en
el caso de las mutaciones en el exén 20 que se establecié la FTA de 0.1% como
limite de deteccion de la PCR digital en el presente estudio, limite similar a los
reportados por Garcia-Saenz et al.t9 por medio de diluciones con lineas
germinales donde sus limites de cuantificacion eran 0.15% y 0.18% para E545K
y H1047R, respectivamente.

Por otro lado, el uso de limites fijos para VIC y FAM ha logrado dar uniformidad
al analisis de los tumores por PCR digital permitiendo su reproducibilidad y es
hasta donde sabemos, la primera vez que se reporta su uso en esta plataforma.
Ademas de ello, su implementacion ha permitido disminuir los posibles falsos

positivos al utilizar una desviacién estandar superior a la media calculada para
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los limites. Resulta que en algunos casos (especialmente en la mutacion E545K)
las areas pertenecientes a FAM se encontraban muy limitrofes al area
correspondiente a las no amplificadas (anexo 2, figura suplementaria 3)
poniendo en duda si los puntos limitrofes fueran falsos positivos o no, lo cual se

soluciond con la elevacién del limite de FAM.

Si bien la PCR digital no ha demostrado una concordancia adecuada en
identificar las mutaciones PIK3CA en plasma, si ha logrado demostrar una alta
sensibilidad en relacién a la secuenciacién Sanger en tumor y ha demostrado
poder detectar una mayor cantidad de pacientes afectados que la secuenciacion
Sanger. Esto podria tener una gran implicancia en la practica clinica oncolégica
o en futuros ensayos clinicos dirigidos a la via PI3BK/AKT/mTOR al poder
identificar mas pacientes afectados con estas mutaciones y poder determinar a
través de esta, la frecuencia de alelos mutados minimamente necesaria para que
los pacientes obtengan alguin beneficio de los medicamentos contra esta via, ya
que algunos ensayos clinicos publicados recientemente reportan utilizar
métodos cualitativos o con margen de deteccién minimo de hasta 5% para las
mutaciones; como el caso de Martin et al.(® Ellos desarrollaron un ensayo clinico
de fase Il evaluando la efectividad del buparlisib (un pan-inhibidor de la via PI3K
de clase I) donde utilizaron la secuenciacién Sanger para discernir si la paciente
presentaba o no la mutacion PIK3CA, o el caso de Dickler et al.,®") en el que
utilizaron la prueba para mutaciones PIK3CA Cobas, la cual si bien tiene un
mejor indice de deteccion que la secuenciacion Sanger pudiendo detectar casos
con hasta 5% de alelos mutados, brinda un resultado cualitativo.®® En ambos
casos, la PCR digital no solo hubiera identificado una mayor cantidad de casos
que las técnicas mencionadas, sino que también hubiera brindado un valor

cuantitativo.
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CONCLUSIONES

La PCR digital ha demostrado tener una alta sensibilidad para detectar

mutaciones PIK3CA en tumor respecto a la secuenciacién Sanger.

La frecuencia de mutaciones PIK3CA detectada por la PCR digital, en este
estudio, ha sido la mas alta registrada (74.6%) en comparacion con otros

estudios.

La PCR digital tiene, segun este estudio, una concordancia débil entre la

identificacion de mutaciones PIK3CA de tumor con plasma.

Existe una asociacion significativa entre la presencia de la mutacién H1047R

y el estatus del receptor HER-2.

El establecimiento de ejes fijos para los eventos de VIC y FAM en las gréficas
de la PCR digital brindan una mayor uniformidad de los resultados y

disminucién de falsos positivos.

El ensayo de diluciones brinda respaldo a los resultados reportados por la
PCR digital.
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RECOMENDACIONES

Para futuros estudios, se recomienda utilizar un tamafio muestral mayor para
obtener un mejor andlisis estadistico respecto a las covariables
clinicopatolégicas y el estatus de mutaciones, asi como para confirmar los limites

de VIC y FAM establecidos en el presente estudio.

Para mejorar las condiciones previas al andlisis (respecto a la PCR digital en
plasma) y simplificar el transporte y almacenamiento de la muestra de sangre,
se recomienda utilizar los tubos Cell-Free DNA BCT de Streck en vez de los
tubos de EDTA. Por otro lado, se recomienda, en base a otros autores, utilizar
un mayor volumen de plasma al realizar la extraccion de ADN. Ademas, se
sugiere utilizar mas de un chip por paciente para garantizar la identificaciéon de
por lo menos una molécula objetivo (mutado) al momento de realizar la PCR

digital en plasma.

Finalmente, para proximos estudios, seria interesante realizar el seguimiento a
las pacientes y obtener muestras de sangre posoperatorias, para, de esa manera,

evaluar el valor prondstico de las mutaciones PIK3CA.
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ANEXOS

1. Matriz de consistencia

Titulo Formulacién Objetivos Hipotesis Tipoy Poblacién Instrumento
del problema disefio
Evaluacién ¢Cudl es la Objetivo general: La PCR digital Cuantitativo Paciente Ficha de
de sensibilidad de tiene una mujer con recoleccion de
mutaciones la PCR digital Determinar la  sensibilidad Observacional  diagnéstico datos
en el gen para detectar sensibilidad de la PCR igual 0 de céncer de realizada por
PIK3CA en la presencia digital para detectar superior a la Analitico mama mayor el autor.
tumor y de mutaciones mutaciones en el gen secuenciacion de 18 afios.
plasma de del gen PIK3CA en tumor y su Sanger y es transversal
pacientes PIK3CA en nivel de concordancia concordante
peruanas tumor y su en el plasma de en el plasma Prospectivo
con céancer nivel de pacientes peruanas con al detectar las Tipo
de mama  concordancia cancer de mama en mutaciones muestreo:
mediante en el plasma Lima, 2016 - 2017. en el gen
PCR digital, de pacientes PIK3CA en Muestreo no
Lima 2016- peruanas con Objetivos especificos: las pacientes probabilistico
2017: cancer de peruanas con continuo
Andlisis de mama en ldentificar la presencia cancer  de
sensibilidady Lima, 2016 - de mutaciones en el mama en
nivel de 20177 gen PIK3CA en plasma  |ima, 2016-
concordancia y tumor por medio de la  2017.

PCR digital en pacientes
peruanas con cancer de
mama en Lima, 2016 -
2017.

Identificar la presencia
de mutaciones en el gen
PIK3CA en tumor por

medio de la
secuenciacion tipo
Sanger en pacientes

peruanas con cancer de
mama en Lima, 2016-
2017.

Describir las
caracteristicas  clinico-
patolégicas en las
pacientes peruanas con
cancer de mama en

Lima 2016- 2017.
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2. Tablas suplementarias

Tabla suplementaria 1. Sondas comerciales (ThermoFisher Scientific) usadas para la
PCR digital

Gen Exoén Codigo comercial de identificacién
del ensayo
PIK3CA
E545K 9 Hs000000086_rm
H1047R 20 Hs000000088_rm
H1407L 20 Hs000000089_rm

Tabla suplementaria 2. Cebadores y sondas usadas para amplificar y secuenciar las
muestras de tumor y biopsia para el exén 09 y 20

Gen Exé6n Tamairfio Cebador Promotor 5°-3° Cebador reverso 5°-3°
(pb)
9 195 pb CTGTGAATCCAGAGGGGAAA ACTTACCTGTGACTCCATAGAAAATC®
PIK3CA 20 80 pb GAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTT® ATCCAATCCATTTTTGTTGTCC®
20(") 200 pb  GAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTT®) CCTATGCAATCGGTCTTTGC

pb: pares de base

(*): Todas las muestras fueron amplificadas y secuenciadas con los mencionados cebadores.

(**): sonda disefiada para PCR digital.

(***): Solo 19 muestras fueron amplificadas y secuenciadas con los mencionados cebadores (pacientes:
03, 06, 08, 21, 28, 29, 34, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 50, 61, 62, 67, 69 y 72).
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Tabla suplementaria 3. Cantidades y concentraciones de la mezcla para amplificacion

de exon 20 PIK3CA

Reactivos

Cantidad para una muestra (ul)

Buffer (KCI) 10X

Taq polimerasa 5U/Ul
MgClz (25Mm)
Primer forward 20X
Primer reverse 20X
ADN

Agua

dNTPs

2.5
0.25
2

14.4

0.85

Tabla suplementaria 4. Cantidades y concentraciones de la mezcla para amplificacion

de exén 9y 20 PIK3CA®

Reactivos

Cantidad para un muestra (ul)

Buffer KCI 10X

Taq polimerasa 5U/Ul
MgClz 25Mm

Primer forward 20X
Primer reverse 20X
ADN

Agua

dNTPs

2.5

0.2

1.5

1.25

1.25

13.8

0.5

(*): Solo 19 pacientes fueron analizadas para el ex6n 20 bajo las presentes condiciones (pacientes: 03,

06, 08, 21, 28, 29, 34, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 50, 61, 62, 67,69y 72).
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Tabla suplementaria 5. Condiciones de amplificacion exén 20 PIK3CA para
secuenciacién Sanger

Fases Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 1 95°C 5 minutos
inicial
Desnaturalizacién 95°C 15 segundos
Anillamiento 45 56°C 30 segundos
Extension 72°C 20 segundos
Extensidn final 1 72°C 7 minutos

Tabla suplementaria 6. Condiciones de amplificacion exén 9 PIK3CA para
secuenciacién Sanger

Fases Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacidn 1 95°C 5 minutos
inicial
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Anillamiento 45 57°C 15 segundos
Extension 72°C 20 segundos
Extension final 1 72°C 7 minutos
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Figura suplementaria 1. Ejemplo de caso modelo para mutacion H1047R paciente |-

Gréfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suite™ Cloud Software correspondiente al
andlisis de la paciente N°28 para la mutacién H1047R. Los puntos azules sefialados por
la flecha del mismo color corresponden a FAM o alelos mutados homocigotos, los puntos
verdes corresponden a casos heterocigotos (alelos mutados y silvestres), los puntos
rojos corresponden a VIC o alelos silvestres homocigotos y los puntos amarillos a los no
amplificados.

FAM: 41 VIC: 5377 FAM+VIG: 8 UNDETERMINED: 0

vIC

3600

4500

5400

[

FAM Threshold

VIC Threshold

F

Figura suplementaria 2. Ejemplo de caso modelo para mutacion H1047L paciente I-

35.

Gréfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suite™ Cloud Software correspondiente al

andlisis de la paciente N°35 para la mutacion H1047L.
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FAM

FAM: 1575 VIC: 2798 FAM+VIC: 207 UNDETERMINED: 0
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%Q

viC

Figura suplementaria 3. Ejemplo de caso modelo para mutacion E545K paciente
[-68.

Gréfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suite'™ Cloud Software correspondiente al

analisis de la paciente N°68 para la mutacion E545K. Los puntos correspondientes a
FAM se encuentran limitrofes o cercanos a los no amplificados.

FAM- 2357 VIC: 1721 FAM+VIC: 275 UNDETERMINED: 0

Figura sumplentaria 4. Ejemplo de como establecer los limites de FAM y VIC para las
mutaciones PIK3CA.

Gréfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suite™ Cloud Software correspondiente al
analisis de la paciente N°02 para la mutacion H1047R. Para calcular el eje de FAM
para cada mutacion, se utilizé el valor (dentro de circulo negro) del punto mas inferior
del grupo de FAM (flecha azul). Para VIC se obtuvo el valor (dentro del circulo
morado) del punto mas a la izquierda del grupo de VIC (flecha roja).
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Figura suplementaria 5. Ejemplo de electroforesis de amplificacion por PCR punto
final o convencional.

Gel de agarosa al 1.5% de concentracion con el cual se realizé la electroforesis de
algunas muestras del estudio. Las bandas corresponden a un producto de 80 pares de
base correspondiente al exén 20 del gen estudiado.

/

Figura suplementaria 6. Secuencia mutada para H1047R.

Extracto de la secuencia de la paciente N° 02 (PCRd: 56.54%) donde se evidencia en
la posicién 3140 (sefialada por la flecha roja) un cambio de nucleétido de adenina por
guanina; siendo la secuencia normal: TGCACAT. La flecha negra sefiala el pico
correspondiente a guanina en vez de adenina.
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Figura suplementaria 7. Secuencia mutada para E545K.

Extracto de la secuencia de la paciente N° 24 (PCRd: 50.25%) donde se evidencia en
la posicion 1633 (sefalada por la flecha negra) un doble pico correspondiente a adenina.
La flecha roja sefiala el pico verde correspondiente a la mutacion 1633 G>A.

Frecuencia

1000 1200 1400 1600 1800

Intensidad de fluorescencia

Figura suplementaria 8. Histograma casos modelo FAM E545K.
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Figura suplementaria 9. Histograma casos modelo FAM H1047R.
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Figura suplementaria 10. Histograma casos modelo FAM H1047L.
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Figura suplementaria 11. Histograma casos VIC.
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4. Instrumento de recoleccidon de datos

EVALUACION DE MUTACIONES EN EL GEN PIK3CA EN TUMOR Y PLASMA DE PACIENTES
PERUANAS CON CANCER DE MAMA MEDIANTE PCR DIGITAL, LIMA 2016-2017: ANALISIS DE
SENSIBILIDAD Y NIVEL DE CONCORDANCIA

Giannoni Luza, Stefano

1 N.° Historia clinica:
2 Edad al diagnostico:
3 Fecha del diagnéstico:

4 Lugar de nacimiento:

5. Hemograma: patologico No patoldgico:

6. Tipo histolégico:

6 Estadio del cancer de mama:

0 1A 1B HA

11B A 1B Hc

v No evaluable

7 Inmunohistoquimica:

HER2 (+) HER2 (-) ER (+) ER (-)
PR (+) PR (-)

8. Tamafio del tmor (cm): >4cm <4cm

9. Nodulo linfatico: Positivo Negativo

10. Metastasis: Positivo Negativo
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

11. Estatus hormonal premenopausia posmenopausia

Presente No presente

Mutacion E545 en pasma detectada por PCR digital

Mutacion H1047 en plasma detectada por PCR digital

Mutacién E545 en tumor detectada por PCR digital

Mutacién H1407 en tumor detectada por PCR digital

Mutacién E545 en tumor detectada por Secuenciacion tipo Sanger

Mutacién H1047 en tumor detectada por Secuenciacion tipo Sanger
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5. Consentimiento informado

La Molina, 23 de junio de 2015
Oficio No. 826 - 2015 - CIEI-USMP-CCM

Sefior Doctor

José Luis Buleje Sono

Laboratorio de Genética y Biologia Moleculas
Facultad de Medicina Humana - USMP
Presente

Ref. Proyecto: “Test genético-epigenélico no invasivo para céncer de mams utilizando dcidos nucleicos
circulantes (¢fNAs) como biomarcadores, predictores de prondstico y respuesta a tratamicnto,”

De mi consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que en cumplimiento de las buenas précticas
clinicas v la legislacion peruana vigente en materia de investigacidn cientifica en el campo de Ia salud,
el Comité de mi presidencia, en |a sesion del 22 de junio evalud y aprobo los siguientes documentos:

o Proyecto: “Test genético-epigenético no invasivo para cdncer de mama utilizando dcldos nueleleos circutantes (¢INAs)
como biomarcadores, predictores de pronGstico y respuesta & tratamiento.”
+  Hoja Informativa para el Pacieate

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines que correspondan.

Atentamente,

1

Dr. Amadagy Vargas Guerra
a jdentn

T Fomih e 31 dn 1en pr lewdgacon ;
o 1 Upyersiad g S Wi e Fones - DI i\
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HOJA INFORMATIVA PARA EL PACIENTE

Nombre del estudio:

TEST GENETICO - EPIGENETICO NO INVASIVO PARA CANCER DE MAMA
UTILIZANDO ~ ACIDOS  NUCLEICOS  CIRCULANTES  (cfNAs) COMO
BIOMARCADORES, PREDICTORES DE PRONOSTICO Y RESPUESTA A
TRATAMIENTO.

Patrocinadores del estudio: Universidad de San Martin de Porres, Oncosalud-AUNA.
Investigador principal: José Luis Buleje Sono

Investigador responsable en la USMP: Ricardo Miguel Fujita Alarcén

Investigador responsable en Oncosalud-AUNA: Alfredo Aguilar Cartagena

Sedes de estudio: Laboratorio de Genética y Biologia Molecular. Facultad de Medicina
Humana. Universidad de San Martin de Porres; Unidad de Mama, Oncosalud-AUNA

Estimado Seiior(a):

Estamos realizando un trabajo cientifico que servird en ¢l futuro para el mejor tratamiento de
cancer y queremos invitarlo a participar. Este documento conocido como Consentimiento
Informado, sirve para informarle de los alcances y detalles de nuestro proyecto y le ayudard
en su decisién de participar en el estudio. Lea cuidadosamente el presente documento y haga
las preguntas a los médicos y miembros del equipo para realizar un estudio genético. Ud.
debe firmar solo si ha entendido toda la informacidn.

Los patrocinadores del estudio son Universidad de San Martin de Porres y Oncosalud-AUNA,
que tienen como algunas de sus metas, la investigacion cientifica en las poblaciones peruanas,
asf como v la extensién universitaria a la sociedad en colaboracién con Oncosalud-AUNA.

Acerca del estudio

La informacion cientifica indica que en el cancer es una enfermedad donde sc cncucntran
involucrados una serie de genes. Los genes portan las caracteristicas que recibimos de
nuestros padres, abuelos y otros ancestros y que transmitimos a nuestros hijos como es el caso
de los rasgos fisicos, el color de la piel, de los ojos, del tipo de cabello y otros como el
funcionamiento normal de las células. En muchos tipos de céncer las células sufren cambios
de la informacion genética (mutaciones y alteraciones epigenéticas) y hacen que se expresen
de manera anormal y proliferen sin control. Estos cambios pueden ser detectados por las
técnicas usadas en esta investigacion y esa informacién puede servir para el diagnostico,
tratamiento y pronostico del céncer. EI ADN de las células del cucrpo pueden ser detectadas
en el plasma sanguineo y eso ocurre también para las células tumorales.

Este proyecto involucra el estudio de pacientes con cdncer de mama (n=100) y sus respectivos
controles sanos (n=100) y tiene una duracion de 30 meses; siendo los criterios de inclusidn y
exclusion los siguientes:

Criterios de Inclusion
Pacientes recientemente diagnosticados con céncer de mama. Mayores de 18 afos y sin
tratamiento previo. Firma de consentimiento informado, Controles: Pacientes sin cdncer de
mama. S

AU SM P

e uniakagen /
i Sa sand 11 e romman p

Dr. Amjidor Vargas Guérfa : 3]
Presidenie -

3/
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Criterios de Exclusion
Paciente con tratamiento previo; no aceptacion de consentimiento informado.

Le invitamos a participar porque nos ayudard a conocer las variantes genéticas asociadas con
cdncer de mama en nuestra poblacion. Este es un trabajo de investigacion cientifica y su
participacion va a ser importante, por ahora no obtendrd un beneficio directo, Sin embargo, la
identificacién de posibles factores genéticos relacionados con la forma como las células
cancerosas escapan del control de la proliferacion, serd de suma importancia. Ademas,
permitird establecer el prondstico de la enfermedad de acuerdo a los tipos de alteraciones
encontradas. Esto podria beneficiar en un futuro a otros pacientes porque permitird identificar
a la enfermedad antes que se pueda detectar clinicamente. Ello también contribuird a un mejor
conocimiento y tratamiento del cancer de mama en las mujeres peruanas.

iPor qué hacer el estudio?

En un futuro préximo, conociendo las variantes genéticas de los tumores s¢ les podran
detectar oportunamente y escoger desde un principio el mejor medicamento de acuerdo a su
constitucion genética.

El estudio se realizard en el laboratorio mediante el andlisis de la molécula de ADN. Dichos
andlisis buscan determinar la presencia de variaciones en ¢l ADN que puedan ser causales de
la enfermedad y/o ser susceptibles a tratamiento.

+Qué se me pedird?

Si usted decide participar se le solicitard 10 ml de sangre obtenido por venopuncion y una
muestra de tumor fresco y/o tumor conservado en parafina (lo que no influird en el estudio
patolégico de su enfermedad). Usted puede donar el sobrante de su muestra para que en lugar
de ser destruido. sea utilizado en investigacién relacionada con el cancer.

Su participacién en este estudio es voluntaria. Por otra parte. la realizacion del estudio
genético serd gratuita, ¥ no recibird ninglin tipo de compensacion econdmica o de cualquier
otro tipo por su participacién. Si decide no participar en este estudio, esto no cambiard la
calidad de la atencion recibida,

:Qué riesgos de salud implica este estudio?

La muestra serd de sangre intravenosa por lo que las dificultades son ¢l pinchazo y algunas
veces se forma hematomas,

Se le pedira su consentimiento para que con su muestra se haga:

|- Estudio de genes especificos de este proyecto (HER2, PIK3CA, TP53, RASSF1A, MAL,
SFRP1, GSTP1, RARB2 v varios miRNAs, cfc.) que pueden estar involucrados en el
tratamiento y pronostico de la enfermedad que usted padece. Si usted lo solicita, su muestra
solo servira para este proyecto y una vez finalizado el estudio, serd destruida,

2.- Autorizar al Investigador a almacenar su muestra de ADN para futuros estudios que
asocien otros genes relacionados con el desarrollo y tratamiento de cdncer. puedan ser
procesados, .

2Qué se haran con los resultados del estudio?
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Su resultado serd analizado junto con los de otras pacientes para realizar el andlisis del efecto
de diferentes variantes en ¢l tratamiento de cancer, Los resultados del estudio no influirdn en
el manejo de su enfermedad.

Confidencialidad

Por tratarse de un estudio genético de participacion confidencial, su identidad siempre serd
preservada de forma confidencial, Su nombre sera ¢ambiado por un codigo de nimeros y
letras para uso de laboratorio, asi sus datos personales no serdn conocidos fuera de este
trabajo. Toda la informaci6n relacionada con el estudio es estrictamente confidencial y tratada
de acuerdo a las leyes peruanas de Proteccion de Datos Personales (Ley N 29733).

Preguntas o quejas
Para cualquier duda usted puede comunicarse con:

Dr. José Buleje Sono, Investigador del CGBM, FMH-USMP, investigador principal del
proyecto, teléfono oficina: 3652300 anexo 152, celular 985225663, Correo electrénico:
jbulejes@usmp.pe, Av, Alameda del Corregidor No 1531 Urb. Los Sirius, La Molina.

Dr. Alfredo Aguilar, Médico oncdlogo, Director Cientifico de Oncosalud-AUNA. Teléfono
oficina: 5137900 anexo 1292, Correo electrénico: aaguilari@oncosalud.pe, Av. Guardia Civil
571, San Borja.

Dr. Ricardo Fujita A., Director CGBM, FMH-USMP, investigador responsable del estudio,
teléfono oficina: 3652300 anexo 152, celular 997054985. Correo electrénico:
rfujitaai@usmp.pe, Av. Alameda del Corregidor No 1531 Urb, Los Sirius, La Molina.

En caso de duda puede resolverla con:

Dr. Amador Vargas Guerra, Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion
de la Universidad de San Martin de Porres- Clinica CadaMujer, quien vigila que la ejecucién
del proyecto sea bajo las normas éticas establecidas en el Pert, Teléfono: 3350483 anexo160,
celular 999098514, Correo electrdnico: ética_fmh@usmp.pe, Av. Alameda del Corregidor No
1531 Urb. Los Sirius, La Molina.

Declaracion del Paciente

“He leido y entendido la informacion prestada y escrita en este documento. También afirmo
que he tenido la oportunidad de hacer algunas preguntas y resolver algunas dudas. Por lo que
acepto libre y voluntariamente participar en esta investigacion™
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DE ESTUDIO GENETICO:
Test genético - epigenético no invasivo para cincer de mama utilizando dcidos nucleicos
circulantes (¢fNAs) como biomarcadores, predictores de pronéstico y respuesta a

tratamiento.
IV OIS oo ihidviuiiniisadusossanspusas piuvevsvmoarsaormns sy o4 Sochi e duns 4 SaR s AmS Ao BER RS IO ORAPPASY a9 0RO me S it s s S et
FEChR: ....ciiniaiensnsatarensasasaronsersessenansssasssssdsines Edad: oo
IINIES ciiscsisonimssiinsansr siesiatidpudiopitions B U1 (1)) PRSI . ([ 91111\, S ——
Médico tratante: ......cocimiiens
HOSPItAl REFEFEMCIAL Lo..eoiiiieiiiet it s s RS b s

He recibido informacion de forma verbal v escrita sobre el proyecto Test genético - epigenético no
invasivo para cincer de mama utilizando scidos nucleicos circulantes (cfNAs) como
biomarcadores, predictores de prondstico y respuesta a tratamiento.

De acverdo a esta informacion he entendido que:

1.- Se me va a extraer una muestra de sangre periférica para realizar un estudio genético.

2.- El objetivo de dicho estudio es analizar los genes que estén implicados en ¢l cancer, su respuesta a
tratamiento y pronéstico.

3.-Los resultados del estudio no influirdn en el manejo de la enfermedad.

4.- Se guardaré la confidencialidad de los resultados del estudio, pudiéndose utilizar los datos de forma
andnima para cstudios epidemioldgicos.

5- Si creo conveniente, puedo anular ¢l consentimiento asi como solicitar que se destruyan las
muesiras extraidas.

Leido ¢l documento CONSIENTO que se me extraiga una muestra para realizar el estudio genético.

Lima, de del 201 _

Firma del paciente Firma del Investigador
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