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GLOSARIO

Biomarcadores genéticos: secuencia de ADN que nos revela una caracteristica diferencial
entre dos 0 mas individuos, permitiendo asi distinguir fenotipos. En epidemiologia un
biomarcador permite relacionar un fenotipo con un estado biolégico que puede ser

beneficioso o perjudicial a la persona.

Cancer: Proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células que se asocia a

cambios genéticos o epigenéticos.

Etiologia: Ciencia encargada del estudio y analisis de la causa o procedencia de las

enfermedades.

Exoma: Conjunto total de exones de la célula, es decir las regiones de ADN que codifican

proteinas o péptidos. El exoma corresponde aproximadamente al 1-2% del genoma.

Genoma: La totalidad de la informacion genética contenida en una célula u organismo. En
células eucariotas el genoma esta constituido por ADN nuclear (conjunto de cromosomas) y
el ADN extranuclear (ADN mitocondrial).

Incidencia: término en epidemiologia que define el nimero de casos nuevos de una patologia
en una poblacién en un periodo determinado. Generalmente se expresa como el nimero
absoluto de casos nuevos de la enfermedad en un afio o el nimero de casos nuevos por

100.000 personas por afio.

SNP: Deriva del inglés: “Single Nucleotide Polymorphism”. Un SNP es una variacion
genética entre personas en la cual una secuencia de ADN difiere en un solo nucle6tido.

Secuenciacion: Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es determinar el

orden de los nucle6tidos en el ADN o ARN de una muestra.



ABREVIATURAS
AMP: Asociacién de Patologia Molecular
ARN-seq: Técnica de secuenciacion de todo el ARN en una célula

CDC: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (en inglés: Centers for

Disease Control and Prevention)

CNE: Centro Nacional de Epidemiologia de Espafia

CISH: Hibridacion in-situ cromogénica

FISH: Hibridacion fluorescente in situ

HGP: Proyecto del genoma humano (en inglés: Human Genome Project)

ICGC: Consorcio Internacional del Genoma del Cancer (en inglés: International Cancer

Genome Consortium)

IHC: Inmunohistoquimica (en inglés: Immunohistochemistry)

Kb: Kilobase

miR-rSNP: polimorfismos de nucle6tido Unicos regulador de los microRNA

MLPA: Amplificacion multiple por ligacion dependiente de sonda (en inglés: Multiplex

ligation-dependent probe amplification)

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

NCI: Instituto nacional del cancer (en inglés National Cancer Institute)

NGS: Secuenciacion de nueva generacion (en inglés: Next Generation Sequencing)
rsSNP: polimorfismos de nucleétido Unicos no sinébnimo

TCGA: Atlas de genoma del cancer (en inglés: Cancer Genome Atlas)

TLA: Amplificacion localizada de un locus (en inglés: Targeted Locus Amplification)

TNM: Clasificacion TNM de tumores malignos (en inglés: TNM Classification of

Malignant Tumours)



OMIM: Herencia mendeliana del hombre en linea (en inglés: Online Mendelian

Inheritance in Man)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

pb: Par de bases, dos nucledtidos complementarios en cadenas de ADN opuestas
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (en inglés: Polymerase Chain Reaction)
rSNP; polimorfismos de nucle6tido Unicos regulador

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica

SNP: Polimorfismo de nucleétido tnico

srSNP: polimorfismos de nucle6tido Unicos estructurales

sSNP: polimorfismos de nucleotido Unicos sindGnimo

WES: Secuenciacion completa del exoma (en inglés: Whole exome sequencing)

WGS: secuenciacidon completa del genoma (en inglés: Whole genome sequencing)



INDICE

GLOSARIO ...ttt bbbt h e bt et e e e aeeannas 4
ABREVIATURAS .ttt b e re e re e nnn e 5
INDICE DE FIGURAS ..ottt nes st ene sttt sens st s sessensnansnens 11
INDICE DE TABLAS ...ttt ertss s tsses et ssss st st nsa s sanensans 13
INDICE DE ECUACIONES .......cooiiieieeteeeeteseee st eses s st st nssssn st ens st s s sensssesnens 14
RESUMEN ...ttt b e e et st b e e sb e e be e san e e nbeesnnas 15
INTRODUCCION ......cooouiiieieeieesieeeseee ettt s st s st n s 16
GENELICA ABI CANCE ...ttt ettt re s 18
o] To (<100 To] (oo - WSSO P PSSP 19
Clasificacion de 10S CANCEIES ..........ceiveiiirieicese e 22
(08T o] ] 1000 O U U SU SO P U PRURPRORPROPN 22
LLEUCEIMIA. ...ttt b bbbt e et b e 23
T L1014 TP TSP PP P ST PPP PR 23
LINTOMA . .. 23
IMHEIOMIAS. ...t 24
THPOS MIEXEOS. ..ttt b bbbt e et bttt e 24
s T (0] (=Rl [T 1T 0L SP 25
Factores condUCtUaleS Y QIELELICOS. .......viuirveieiirieieiesiese e 25
FACLOrES QUIMICOS ....evviiieie ettt ettt ettt e e te e te e b e et e e besaaesaeesteereeers 26
FACIONES TISICOS. ...ttt 27
FACLOreS PALOGENICOS ... .. vttt bbbttt b et b et se b e 27
s T (0] (=Rl o] 0] (oo ot 1SR 28
ETIOLOGIA oottt 30
CaAMDIOS GENELICOS .....c.viveiiie ettt b ettt e e 31



EXOIMAS .. 34
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... ..ot 35
OBUJETIVOS ...ttt b et nne e e nre e 37
GENERAL ...ttt ettt e et e e et e e et e e sbe e e ana e e e anae e e nnraeennaeeeas 37
PARTICULAR .ottt et 37
HIPOTESIS ..ottt sttt 37
DESCRIPCION DEL TIPO DE ESTUDIO .....ovcuiiieiesceeeteeee et senee s sanee s 37
MATERIAL Y METODOS .....coovriieeteieeeseetssetssee st s s s assss s sasssssse s sssss s s ssnensans 38
BUSQUEDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS .........c.ooeieeeeeieeeseeeeseee e ene e 38
Determinacién del nimero de muestras para la validacion de la técnica.............c.c.......... 38
OBTENCION DE MUESTRA BIOLOGICAS .....c.ovvereirineeeeisissesesnsessssessasessseneens 38
Criterios para la obtencion de muestra y SU procesamiento ...........ccoeevrereiererierenennen. 39
PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA . ... 39
ANALISIS DE BASES DE DATOS BIOLOGICAS.......vvrireeeeereeneseeseeeesssesenenns 39
Base de datos de genes asociados a diferentes tipos de Cancer...........cccccvevvevvevieieennn 39
Desarrollo de una base de datos de genes relacionado con CANCEr ..........ccccceevevverireennnne. 39
PolimorfisSmos aS0CIAU0S @ CANCET .........ccueueiiierieieie et 40
Posicion cromosomica de cada una de 1as MUtaCiones. .........c.ccoveveirerieiniinenecnies 40
DISEIIO ...ttt bbbttt 40
EStudio DIOIOQICO U gENES......c.eiiieeee ettt 40
MOAEI0 DOOIEANO.........cuiiiiic e 41
CIICUS PO bbbttt b et 41
PCR para 12 SECUBNCIACION ........c.ecuieiiieieiie e ee ettt raesae e nns 41
Confirmacion de 1 PCR .......ooiiiieese s 42



Disefio de los oligonucledtidos para la validacion..............cccccoveveiieiieciiciciece e 42

SECUENCIACION ..ottt assesssenas 44
Preparacion de los productos de PCR para las bibliotecas ...........cccccovevveieiiciicvncene, 44
VAlTHACTON ..t 45
Validacion para 1a tECNICA ..........ceiiieirierere e 45
Matriz de validacidn del equipo de SECUENCIACION.........cccvevveevieeieiieie e 46
ANALISIS DE LOS DATOS ...ttt st 47
INAiCe de CAlA. ........ccvveveeeicieece ettt 47
1dentifiCacion de VAITANTES ..........ccoeiiiriiieiie e 47
RANQO dE ELECCION .....veviiieise ettt 48
Comparacion de dos diferentes SECUENCIACIONES ........c.ccveiveerieeieiiieie et 48
ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE CURVAS ROC .....covvirirreneieernneseeneesenenns 49
RESULTADOS ...ttt st be et et e e s ab e et e e s bb e e nbeeenbeenneennnas ol
BUSQUEDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS..........coeveieereeeeeieessesiseee s enissenisnensan, 51
Determinacion del NUMEro de MUESEIAS.........cuierieirerieieese e 51
OBTENCION DE MUESTRA BIOLOGICAS .....cooveeeverieeeeereereeeveeees e, 51
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA DE GENES.......coooieveeeeeeeeseeeses s ses s 52
Base de datos de genes relacionados CON CANCEN ........c.coveiueeieieeieeiie e se e 53
Interacciones de 10S genes CON €l CANCET.........ccvciiiieie e 53

Analisis de los genes involucrados con SNP relacionados con alguno tipo de neoplasia.55

Obtencidén de polimorfismos relacionado Con CANCEN ...........cccccvveveeiieieeceece e, 56
SNP asociados con una enfermedad ...........cccocviieiierieie s 59
Posicion cromosdmica de cada una de 1as MUtaCiones. .........ccccvevverererenieseseeeeeenenns 62
PR et bbbt e ettt bbb ne e 64
Disefio de oligonucledtidos para la validacion de la téenica. .........cceevveiiiciiieicennee, 65



SECUENCIACION ...ttt 68

Anélisis de las secuenciacion y validacion de 1a tECnica. ........ccccevvevveverere v s, 69
SECUBNCIACION ...ttt bbbttt b bbbttt et 69
ANALISTS 8 COSTOS.... ..ttt 74
CIICOS PIOL ...ttt b et 75
MOAEI0 DOOIBAND.........cuiiiiiice e 76
DISCUSION ...ttt 77
CONGCLUSIONES ...ttt ettt sttt e ettt e be e sae e e sbe e aabeenbeeenee e 85
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooveieeeveeeesesssee st sesanss s s, 87
Anexo 1 Consentimiento INFOIMALIVO ...........ccooiiiiiiiiieee e 99
ANEX0 2 eStUdio del PACIENTE........ccviiiiee et 100

10



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Esquema de regulacion del ciclo celular. Los factores externos e internos son los
causantes de direccionar @ la CElUIA. ............coooiiiiiiii e 19

Figura 2. Infrograma de prediccién de ndmeros de incidencia estimados para el 2040
mediante el algoritmo de 1a OMS (GLOBLAN) ......oooiiiii e 20
Figura 3. Incidencia de cancer a nivel mundo en el 2018 ..........cccccccveiiieieeie e 21
Figura 4. Estimaciones del nimero de incidencia de cancer en México en el 2018, obtenido
de los datos de mortalidad de cancer obtenida por el GCO por el programa Globocan. .....21
Figura 5. Infograma de la incidencia geogréfica de Cancer a nivel mundial 2018 .............. 22
Figura 6. Infografia de la localizacion de los canceres con su clasificacién histolégica en el
(o0 T=T o To N 01U 0 - Voo SR 24
Figura 7. Distribucion de casos nuevos de cancer a nivel mundial por rango de edad jError!

Marcador no definido.

Figura 8. NUmero de genes que expresa en sangre en cada CromoSOMa...........ccceereeereennen. 52
Figura 9. Porcentaje de genes que se expresa por cromosoma detectable en sangre ........... 53
Figura 10. Mapa de interacciones entre 10s genes y tipos de CANCEr. ..........cccceevververieernenne. 55

Figura 11 Analisis de las propiedades que tiene los genes relacionados con cancer que se
EXPIESA I SANQIE. ..vvevvervetetesteateaseeseaseessetessessessesseaseeseessessessesseaseaseaseaseessessessessestessessesseesenns 56
Figura 12. Namero de SNP estudiado por afio validados por anlisis GWas ....................... 57

Figura 13. Equipos de secuenciacion utilizados para la identificacion de SNPs en genomas

PUMN0S . ...ttt b et b bt bt e et et st e bt st beene e 58
Figura 14. Anlisis GWAS por poblacion de eStudio. .........ccocevervireniiiiienese e, 59
Figura 15. Diagrama de Veen de las mutaciones presente en el genoma humana............... 60
Figura 16. Posicién y efecto que tiene cada uno de los SNP relacionados con cancer ........ 62

Figura 17. localizacion cromosomica de los SNP relacionados con 31 cancer en el genoma
8]0 0 -V o TSROSO 63

Figura 18. Integridad del ADN genomicos de las muestras de sangre corrida en un gel de
T T UL 0T W [=] I R SR 64

Figura 19. Barrido de productos de PCR con los oligonucle6tidos de genomas.................. 65

11


file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718501
file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718501
file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718508
file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718508

Figura 20. Gel de Agarosa 2% de 105 6 SNP.........ccccccviieiieie e 66

Figura 21. Validacion de la PCR en formato Multiplex mediante gPCR...........ccccceevevennee. 66
Figura 22 Controles negativos de 1a reaCCiON.........cocveieiiieiciesceee s 67
Figura 23. Comparacion de calidad de las lecturas entre MinlON. ...........cccccceevieiieieenenne. 70
Figura 24 Analisis de las lecturas que contiene el SNP rs121913327........cccccceevvevveviecnnenne. 72
Figura 25 Curva ROC para la secuenciacion por MinlON en comparacion con la
secuenciacion de ilumina POr HISEQ .....ccoviiieiriieieeie e e 74
Figura 26 Circus plot para la interaccion de los cdnceres con los cromosomas................... 75
Figura 27 Modelo BOOIEANO .........cciiiiiiicie ettt 76

12


file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718510
file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718511
file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718512
file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718513
file:///C:/Users/luisu/Documents/TUTORIAL%20FINAL%20VERSION%201.docx%23_Toc8718514

INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Factores de riego para el desarrollo de CANCEN.........ccccvveivevcieieie e 25
Tabla 2 Estadistico de los principalmente factores de riego conductuales en la poblacién
mexicana en el afio 2013 realizado por 1a OMS. ..o 26
Tabla 3 Céanceres ocupacionales y las sustancias quimicas que produce el cancer.............. 27

Tabla 4 Genes relacionados con algun tipo de cancer y son utilizados como biomarcadores

de cancer aceptados POr 12 OMS ..ot 30
Tabla 5 Clasificacion de 10S SNP ..o 32
Tabla 6 Técnicas de diagndstico que se han disefiados que se encuentra en mercado......... 35
Tabla 7 Preparacion de 1a reacCion de PCR .........ccooiiieiieie e 42
Tabla 8 Parametros de reacCion de 1a PCR...........ccvoviiiiiieicse e 42
Tabla 9 Protocolo de Preparacion de la reaccion de PCR para la validacion....................... 43
Tabla 10 Pardmetros de reaccion de 12 PCR..........coiiiiiiieiee e 43
Tabla 11 Preparacion de la reaccion de qPCR para validacion ............cccceccvevvevveivsiesiennne 44
Tabla 12 Pardmetros de reaccion de la qPCR para validacion ...........c.coceovviveiicienecnnnn 44
Tabla 13 Matriz de procesamiento de 18S MUESEIAS.........ccevveiirieerienieiie e 46

Tabla 14 Cuadro 2x2 para el analisis de sensibilidad y especificidad de técnicas de

(0L T0 01 £ o F PSSR 48
Tabla 15 Parametros que se calcula con la comparacion de dos tCnicas ...........ccccevvrnnens 49
Tabla 16 Escala de area bajo la curva de ROC...........cooeiiiiiie e 50
Tabla 17 Total de genes que se expresa en sangre en el genoma humano. ............c.c.cceeeee. 54
Tabla 18 Cancer que se ha determinados SNP en estudios GWaS ............ccceevveveereciveseennnnn 61
Tabla 19 Oligonucle6tidos para PCR Y gPCR......voiviieiee e 65
Tabla 20 Microorganismo detectado en la muestra de heces fecales............cccocevviieriienene 68

Tabla 21 SNP con relevancia clinica en cancer que son detectable por el protocolo disefiado

010 T T8 (=Y USSR 71
Tabla 22 Resultados deteCCion de SNP .........cccoiiiiiiiiiie e 73
Tabla 23 Pardmetros que se calcula con la comparacion de dos técnicas ..........ccccoevveeeeene. 73

13



INDICE DE ECUACIONES

Ecuacion 1 DistribucCion BinOMUal ........ooeeeeeeeeeeee et e et e e e e e e e aee s 51

Ecuacion 2 Formula simplificados de la Distribucion Binomial................ccooeeieiiencnne. 51

14



RESUMEN

El cancer es un conjunto de enfermedades causadas por el crecimiento y diseminacion
incontrolado de células por cambios en la regulacion de su ciclo, otorgandoles ventajas para
su sobrevivencia en comparacion de la familia celular de origen, el cambio en regulacién de
su ciclo es principalmente de caracter genético®. Para el afio 2015 el cancer era el causante
del 16% de las muertes a nivel mundial, siendo la segunda causa de muerte?. La deteccion de
cambios en las secuencias ADN ha ayudado a establecer las bases moleculares del cancer y
sus posibles etiologias. Gracias al desarrollo de la tecnologia de secuenciacién de ADN desde
los afios 703, se han generado un gran nimero de bases de datos*® y se ha acelerado de manera
exponencial el analisis de las variaciones genéticas entre individuos®. Las variaciones mas
estudiadas son los polimorfismos de una sola base (SNP). El anélisis de los SNP ha permitido
introducir los principios para una medicina personalizada’®. El estudio de las variaciones
genéticas ha tenido un impacto en la oncologia®, porque se ha utilizado para el diagnostico
preventivol®. La técnica mas utilizada para diagndstico preventivo es por secuenciacion de
exomas, debido a su precio relativamente accesible. En el caso de México, la técnica se ha
aplicado con éxito, pero hace falta validar un panel de SNPs relacionados con la incidencia
de los diversos canceres para precisar biomarcadores en la poblacién mexicana. Los objetivos
de la presente tesis fueron disefiar y validar una técnica de secuenciacion de muy alto
rendimiento para detectar simultaneamente un gran numero de biomarcadores de cancer. Para
este fin, se realiz6 una mineria de datos para definir los SNP relacionados con alguna
neoplasia. Se identificaron un total de 57,181 articulos relacionado con SNP, de los cuales
solamente 43,780 SNP tienen una importancia clinica, solo 7,628 SNP esta relacionados con
algun tipo de cancer distribuidos en 1468 genes, se disefio un panel de 4439 SNP de los 7628
a partir de los criterios de la tesis. Se identificaron un total de 3456 SNP, se compar6 la SNP
detectados con la técnica disefiada con una comercial y se obtuvo una exactitud de 98.06%,
lo que permite usar la técnica como una propuesta para el diagndstico preventivo. La técnica
disefiada tiene un costo de procesamiento de muestra de 725 ddlares, siendo elevado en
comparacién con la técnica comercial, dando como resultado una técnica que presenta futuro
para su posible aplicacion como una técnica de diagndstico preventivo para poblacion
mexicana, que requiere automatizacion para ser una técnica competitiva, eficaz y robusta

para detectar varios biomarcadores de cancer.
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INTRODUCCION

El término cancer designa agrupadamente un conjunto de enfermedades que son causadas
por el crecimiento y diseminacion incontrolada de células por alteracion en su ciclo celular.
El cancer ocurre mayoritariamente debido a cambios en el genoma celular!. Dichos cambios
genémicos son multifactoriales*™®, pero la mayoria de los factores convergen en la
formacion de radicales libres'4, que causan dafio genético™®. Se considera que, debido a los
nuevos estilos de vida, que conllevan bajo consumo de vegetales, alta ingesta de grasas y
carbohidratos, cambios demogréaficos y ambientales han repercutido en la incidencia de

cancer®, ocasionado un aumentado en mas del 50% en las Gltimas tres décadas®’.

El cancer es la quinta causa de muerte a nivel mundial, en el 2012 causé 8,201,575
defunciones, lo que representa un 16% de todas las muertes por enfermedad a nivel mundial?.
El cancer es una patologia que inicia cuando una célula o células presenta dafio o alteracion
en su genoma de manera significativa’®, lo que desencadena un conjunto de sefiales afectan
los mecanismos de regulacion del ciclo celular y la célula empieza a proliferar de manera
incontroladal®?°, Al mismo tiempo, la célula liberan sustancias y realizan cambios
estructurales en la superficie de su membrana, limitando la respuesta del sistema inmune para
detectar y destruir a la célula, lo cual promueve el proceso de neoplasia?t. Cuando la célula
entra en un estado de proliferacion incontrolada, requiere espacio, materia y energia, que las
células cancerosas obtienen de las células adyacentes®®, lo que debilita y dafia la integridad
del tejido donde se manifestd, y en muchas ocasiones el dafio es irreparable causando la

muerte de las células aledafas.

Muchos factores pueden influir en el desarrollo del cancer, principalmente factores exdgenos,
como el habito de fumar, consumo de alcohol, costumbres de alimentacion, infecciones
bacterianas y virales, y los factores enddgenos que predisponen a la persona a la enfermedad
por su estado fisiologico, mental y genético?. Cada factor tiene un efecto diferente
dependiendo al tipo de cancer, en el caso de infecciones por virus del papiloma, predispones

a las mujeres a ser mas susceptibles al cancer de matriz y de mama®.
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Para varios tipos de cancer se ha detectado factores enddgenos genéticos sobre todo en cancer
de temprana aparicion, como la leucemia®, este tipo de factores genéticos, por ser invariables

pueden ser usados como biomarcadores de predisposicion al cancer.

La deteccion de biomarcadores para la predisposicién al cancer tiene mas de 40 afios que se
realizan®®. Los primeros andlisis se realizaban por técnicas como PCR y RFLP*° la
utilizacion de la PCR fue pionera para el diagnostico personalizado, pero presentaba la
limitante que solo se podria detectar entre 1 a 6 biomarcadores por estudio, esta forma de
analisis resulto insuficiente para realizar un diagnéstico de manera precisa®, debido a gran
nimero de variaciones genéticas que se han asociado por lo menos con algin tipo de
neoplasias?®. En la actualidad las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion (NGS),
han empezado a ser utilizados para la deteccion de SNP asociados a enfermedades genéticas,
principalmente en tumores®, pero todavia existe muchas limitantes para que la deteccion de
biomarcadores a nivel mundial, una de las principales limitante es que se tiene que desarrollar
para cada tipo de poblacién debidos a que los factores étnicos influye en la propension para
desarrollar algun tipo de cancer, y la raz6n mas importantes es que hasta el momento no
existe ningun estudio o herramienta matematica que permite ver el efecto acumulativo que
se tiene cuando se presenta varios biomarcadores, lo que ha limitado la utilidad de varios
marcadores genéticos para realizar un mejor diagndstico preventivo®. Para contribuir a que
el diagndstico preventivo se vuelva realidad, proponemos disefiar un panel de biomarcadores
para poblacion mexicana, para que posteriormente puede ser usada como herramienta para

deteccion certera y confiable en la poblacion mexicana.
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Genética del Cancer

El cancer constituye uno de los problemas de salud mas importantes del mundo, debido a su
alto nivel de mortalidad y costo de recuperacion?’. El origen de un Céancer depende del tipo
y los factores exdgenos y enddgenos, pero de manera general una célula neoplésica se
produce por una alteracion genética, que tiene como consecuencia una reprogramacion de
sus funciones, lo que desencadena el tumor®. El origen de la alteracion genética puede
deberse a muchos factores, por lo que se considera una enfermedad heterogénea, la dificultad
que se tiene para determinar el factor detonante de una neoplasia dificultando la
identificacion de la etiologia para cada tipo de cancer®.

La alteracion que causa que la célula se desvincule de su funcion, a una célula neoplésica
puede ocurrir en cualquier parte del genoma, pero las alteraciones de mayor impacto ocurren
en los genes de reparacion de dafio al ADN, en los genes responsables de la regulacién del
ciclo celular, genes de sefializacion y de la diferenciacion celular?.

Se han clasificados tres tipos de genes donde las alteraciones genéticas tiene un alto impacto
para la generacion de las células neoplasicas:

Oncogenes: son los genes que regula la proliferacion celular, cuando se encuentra una
alteracion en su secuencia de ADN, la célula no controla de manera eficiente al ingreso a la
fase GO en el ciclo celular, lo que permite que la célula se divida de manera continua e
independiente a las células de sus tejidos de origen?®2°.

Genes Supresores de Tumores: son los genes que tiene como funcion controlar el ciclo
celular, cuando ocurre una mutacién en algin gene supresor de tumor, las proteinas
responsables del control del ciclo celular, como las ciclinas, no funcionan de manera
adecuada, permitiendo a la célula multiplicarse sin restriccion en los puntos normales de
regulacion®.

Genes de Reparacion del ADN: son los genes que tienen la funcion de asegurar la integridad
de la informacion genética de la célula, las mutaciones en estos genes implican una
replicacion y reparacion del DNA ineficaces, lo que promueve que las mutaciones se
acumulen en la célula, aumentado la posibilidad que las mutaciones afecten a los oncogenes

y genes supresores de tumor3!.
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Las alteraciones genéticas se van acumulando de generacion en generacién, cuando la célula
tiene un nimero determinado de alteraciones en su genoma, entra a un punto de regulacion,
en este punto la célula puede tomar alguna de tres posibles rutas; la primera es la apoptosis®,
que es un proceso fisioldgico de eliminacién celular regulado por una secuencia de cambios
que se producen dentro y fuera de la célula, afectando la integridad de la célula e indicando
a las células fagociticas proximas que la célula inici6 su proceso de apoptosis®. La apoptosis
es un mecanismo de proteccion de las células vecinas que ayuda a preservar la vida del
organismo (Figura 1). El segundo camino que puede tomar la célula es proseguir con su ciclo
biolégico normal, es tomado cuando los mecanismo celulares determinaron que las
alteraciones genomicas presente en la célula no tiene un efecto negativo en la vida de del
organismo®, y la tercera ruta, es cuando las alteraciones acumuladas afectan o inhibe los
mecanismos de regulacion®, debidos a estas alteraciones la célula puede crecer y proliferar
a su propio ritmo**, cuando la célula toma el tercer camino, empieza de desencadenar un
conjunto de cambios en las células adyacentes para poder obtener los recursos necesarios

para su rapido consumo de nutrientes>®-38,
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Figura 1. Esquema de regulacion del ciclo celular. Los factores externos e internos son los causantes de
direccionar a la célula.

Epidemiologia
El cancer es una de las principales patologias que afectan a la poblacion a nivel mundial hoy
en dia debidos a su amplio distribucion®2, la OMS reportd que en el 2018 se presentaron

18,078,957 casos nuevos de cancer en el mundo (Figura 2), el algoritmo de la OMS estima
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29532994

que la incidencia de Cancer en el 2040 aumentara alrededor de un 70%, llegando a un
estimado de 29,532,994 caso de Cancer*.

[
=
=
=
=

|
Figura 2. Infrograma de prediccion de nimeros de incidencia estimados para el 2040 mediante el
algoritmo de la OMS (GLOBLAN).

Los tipos de cancer con mayor incidencia a nivel mundial son los carcinomas, sobresaliendo
los canceres de pulmon, seno y colorrectal, abarcando aproximadamente el 30% de la
incidencia de cancer (Figura 3). El cancer tiene el potencial de afectar a cualquier persona
sin importar su edad, sexo u origen étnico, pero si puede haber una mayor incidencia en
ciertos grupos de personas que tienen caracteristicas genéticas o factores que benefician a
desarrollarse algunos tipo de céncer (Figura 5), lo que clarifica la heterogeneidad en la
incidencia y mortalidad mundial*®. Los factores que se considera que generan la
heterogeneidad son; el nivel econdmico, factores culturales y el origen genético**. Los 3
factores son la razon por la que las regiones de Africa, Asia, América Central y Sudamérica

concentran mas del 60% de los casos y 70% de las defunciones por cancer®.
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PREVALENCIA DE CANCER EN EL 2018
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Figura 3. Incidencia de cancer a nivel mundo en el 2018. Fuente OMS

Lamentablemente México no cuenta con un registro fidedigno de incidencia nacional de
cancer, solo cuenta con estimaciones obtenidas mediante estudios de interpolacion entre la
mortalidad reportada y las estadisticas de los paises vecinos'’. El tipo de cancer que se ha
reportado con mayor incidencia en México parece tener una tendencia muy similar que el
resto de mundo, siendo de mayor incidencia los que se presentan en mama, prostata y en

cerviz uterino (Figura 4).
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Figura 4. Estimaciones del nimero de incidencia de cancer en México en el 2018, obtenido de los datos
de mortalidad de cancer obtenida por el GCO por el programa Globocan.
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Figura 5. Infograma de la incidencia geogréafica de Cancer a nivel mundial 2018. Fuente OMS

En México se estima que durante el afio 2018 se presentaron un total de 147 985 casos nuevos
de cancer, provocando 78 719 defunciones, lo cual le hace una enfermedad con alta tasa de
mortalidad. El instituto de cancer estima que mueren 936 personas por hora, por algun tipo
de cancer, a nivel mundial, de los cuales a México le corresponden 9 casos, lo que lo vuelve

un problema de salud en el pais*.

Clasificacion de los canceres

Ademas de designar a los canceres por el 6rgano en el que se desarrolla inicialmente la
patologia, los canceres son clasificado histologicamente de acuerdo con el tejido en el que
inicia la neoplasia (Figura 6). Desde el punto de vista histolégico los cdnceres son agrupados

en 6 categorias: Carcinoma, Leucemia, Melanoma, Sarcoma, Linfoma, Mieloma y Mixto.

Carcinoma

Los carcinomas son los canceres que se originan en las células del epitelio y son el tipo de
cancer mas diversificado y frecuente en la poblacion mundial siendo un poco mas del 70%
de todos los canceres que se reportan. La alta incidencia de los carcinomas posiblemente es
porque las células epitelio estan expuestas al contacto directo con los factores de riesgo del
medio ambiente, adicionado a ello las células epiteliales tienen una alta tasa de recambio en

comparacion con los otros tipos celulares. La alta replicacion celular aumenta la posibilidad
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que la célula adquiera mutaciones y pierda la capacidad de autorregularse volviéndose
cancerosa. El carcinoma se subclasifica en adenocarcinoma, que son los cancer que se
desarrolla en el epitelio de 6rganos y glandulas, y los carcinoma de células escamosas, que
son las neoplasias en las células de la capa mas externa del epitelio*”*8, Entre los carcinomas
con mayor incidencia se encuentran el cancer de mama, el cancer de prostata, el cancer de

colon, y el cancer de pulmén“®.

Leucemia

La leucemia se origina en células de la médula Osea, en este tipo de cancer se observa un
aumento descontrolado del nimero de leucocitos®, que proliferan en forma de células
inmaduras, disminuyendo su capacidad de proteger contra patégenos externos, y por lo tanto
los pacientes con leucemia presentan infecciones recurrentes, las cuales son responsables de
mas del 60% de las muertes relacionados con esta enfermedad®. La leucemia es el cancer
infantil mas comdn en todo el mundo®®? y la leucemia linfocitica aguda representa

aproximadamente 72% de casos de leucemia infantil®,

Sarcoma

El término Sarcoma se refiere al cancer que se origina en los tejidos de soporte y conjuntivo,
como los huesos, tendones, cartilagos, musculos y grasa®. Existen dos tipos principales de
sarcoma: sarcomas de tejidos 6seos y blandos. Los sarcomas son los canceres de menor
frecuencia en adultos, se estima que los sarcomas son aproximadamente un 1% de los
canceres diagnosticados a nivel mundial en personas mayores de 18 afios y es entre el 15-

21% en nifios®.

Linfoma

Los Linfomas se desarrollan en las glandulas o nodos del sistema linfatico, una red de vasos,
nodulos y 6rganos (especificamente el bazo, las amigdalas y el timo) que purifican los fluidos
corporales y producen globulos blancos o linfocitos que combaten las infecciones. Los
linfomas también pueden ocurrir en 6rganos especificos como el estomago, la mama o el
cerebro. Estos linfomas se denominan linfomas extranodales. Los linfomas se subclasifican

en dos categorias: linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin®®.
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Mielomas

El Mieloma es el cancer que se origina en las células plasmaticas (glébulos blancos que
producen anticuerpos) de la medula 6sea. Este es el segundo cancer sanguineo mas comun
en américay representa el 1% de casos de cancer a nivel mundial. En los pacientes que sufren
mieloma su cuerpo produce demasiadas células plasmaticas anormales en la médula,
aumentado la concentracion de proteina M en la médula 6sea. El principal perjuicio que causa
este tipo de cancer es que dafia a los 6rganos encargados de limpiar y purificar la sangre como

el rifion>"%8,

Tipos mixtos

Existe otros tipos de tumores que se origina en tejido no mencionados previamente, pero por
su poca frecuentes no son muy estudiados (corresponde entre todos menos del 2% de la
incidencia de todas las neoplasias). Los tumores cerebrales (glioma), neuroendocrinos y de

células germinativas son canceres que conforma esta categoria.

Glioma
Sarcoma
Linfoma
Leucemia \ 7
Mieloma ‘ ‘
Carcinoma

Figura 6. Infografia de la localizacion de los canceres con su clasificacion histologica en el cuerpo
humano.
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Factores de riegos
Todos los seres humanos tenemos la posibilidad de desarrollar alguno tipo de céancer, la
posibilidad depende de los factores de riesgo que aumenta o predispone a la persona a

desarrollar la enfermedad, estos factor puede ser exdgenos o endogenos®®°,

Los factores exdgenos y enddgenos, dependiendo de sus origen, se pueden clasificar en 5
grupos®?; factores conductuales y dietéticos, quimicos, fisicos, bioldgicos y patoldgicos
(Tabla 1). Actualmente no existe un diagnostico o algoritmo que permita entender la
contribucién de cada uno de los factores, debidos a que cada factor influyen de manera
diferente para el desarrollo de la enfermedad®?.

Tabla 1 Factores de riego para el desarrollo de cancer.

Grupo Ejemplos
Fisicos e Radiaciones ultravioletas
Quimicos e Amianto

e Aflatoxinas

e Arsénico

e Radicales libres

Benzopireno

Formaldehido

Bioldgicos e Disposicion genética
Envejecimiento

Hormonas

Enfermedades cardiovasculares
Diabetes

Enfermedades respiratorias cronicas
Virus

Bacterias

Parésitos

indice de masa corporal

Ingesta reducida de frutas y verduras
Falta de actividad fisica

Consumo de tabaco y alcohol

Patologias

factores
conductuales
y dietéticos

Fuente: OMS y ONC

Factores conductuales y dietéticos
Los factores conductuales y dietéticos son los factores de riesgo que parecen influir mas en
el desarrollo de cancer, estos factores estan relacionados con el estilo de vida del paciente;

indice de masa corporal, ingesta reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica,
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consumo de tabaco y alcohol. Se estima que mas de un tercio de todas las muertes por cancer
son provocados por esta tltima categoria®, el tabaco es el principal factor de riesgo de cancer
reportado (Tabla 2), se estima que es responsable aproximadamente el 22% de las muertes
por céancer en todo el mundo®*. Otro factor de riesgo conductual es el consumo de alcohol®,
se ha reportados que el alcohol esta relacionado con el 3,5% de todas las muertes por cancer
en América, el efecto de alcohol tiende a aumentar el riesgo de cancer porcentualmente

mientras mas tiempo se consuma®.

Tabla 2 Estadistico de los principalmente factores de riego conductuales en la poblacién
mexicana en el afio 2013 realizado por la OMS.

Factores de riegos

Prevalencia Total Hombres Mujeres
Adultos fumadores actuales de tabasco? 17.00% 27.0% 8.0%
Jovenes consumidores actuales de tabasco 19.8% 21.6% 17.7%
Consumo de alcohol en los Gltimos 12 meses | 31.5% 45.1% 18.0%
Actividad fisica baja en adulto® 37.7% 37.1% 38.4%
Obesidad en adulto (IMC >30) 30.9% 26.1% 35.6%
a: prevalencia estandarizada por edad de consumo de tabaco en adultos (mayores de 15 afios)

b: realiza menos de 60 min de ejercicio diario.

Factores quimicos

Los factores quimicos son unos de los principales factores en paises en subdesarrollo como
México, porque no cuentan con las medidas necesarias para controlar y regular emisién de
reactivos peligrosos'>®. Los factores quimicos tiene la capacidad de provocar mutaciones
y/o alteracion en el genoma®®, estas sustancia tienden a producir un cierto niimero especifico
de céncer, denominados cancer ocupacional (Tabla 3), porque se desarrolla en tejidos
expuesto a exposiciones prolongadas, un claro ejemplo de cancerigenos son el asbesto y los

metales pesados®’.
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Tabla 3 Canceres ocupacionales y las sustancias quimicas que produce el cancer

Sustancia Tipo de cancer relacionados | Trabajo relacionado
Hidrocarburos aromaticos | Pulmény Vejiga Siderdrgica
policiclicos Industria aluminio
Aminas aromaticas Vejiga Pigmentos

Tinturas Benceno

Benceno Leucemia Petroguimica

Fabricacién de pinturas

Cloruro de vinilo Higado y Cerebro PCV Derivados de madera
Asbestos Pulmén Fabricas de productos de ashesto-
cemento

Factores fisicos

Los factores fisicos son todos aquéllos que tienen que ver con la transferencia de energia, el
factor fisico de mayor impacto en los seres humanos es la radiacion, en forma de ondas,
como la radiacion solar. Lo que es el principal causante de los carcinomas. La radiacion
también esté relacionada con otros tipos de cancer, como la leucemia, pero en un menor
grado®. El efecto de la energia radiante se debe principalmente a que los rayos pueden llegar
hasta al ADN, provocando cambios estructurales en las bases nitrogenadas. Un ejemplo son
las mutaciones causadas por la luz ultravioleta en las células de la dermis®, donde la
radiacion ultravioleta puede inducir transiciones de citocina a timina y la formacion de
dimeros de pirimidina que se relacionan con mutagenesis asociada a la replicacion del
ADN®®

Factores patogénicos

Los canceres asociados a patdgenos externos presenta una tasa muy elevada, se estima que
1 de cada 5 cancer es producido por mutaciones en la células causadas por patégenos’. Los
patdgenos mas importante que se asocian con el desarrollo de cancer son; VPH, VHC, VHB
y Helicobacter pylori, Estos microorganismos tienen la capacidad de realizar un dafio
genético a la célula transformandolas en células cancerosas’® Los tejidos diana que son
afectados por este tipo de factor son el epitelial y el gastrointestinal. Un claro ejemplo es H.
pylori, su presencia esta correlacionada con cancer de es6fago, cdncer estomacal, colorrectal

entre otros. EI H. pylori causa un dafio en los tejidos que estimula a las células del sistema
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inmune a sintetizar y secretar prostaglandinas’>’3, que son unas de las principales sustancias
que estan relacionadas con la respuesta inflamatoria’. Con ello se estimula a las células a
una rapida proliferacion™, lo que aumenta la tasa de recambio de las células, lo que
incrementa la probabilidad de adquirir mutaciones y con ello la posibilidad de desarrollar

cancer’®,

Factores bioldgicos

Los factores bioldgicos son los mas dificiles de controlar debido a que estan presentes durante
toda la vida de la persona y su efecto sobre el desarrollo del cancer es constante. La edad es
unos de los factores bioldgicos mas importante para el cancer, sobre todos el cancer en tejidos
de proteccion y conjuntivo’’. La edad bioldgica es un detonante de cancer por dos motivos;
por exposicion, mientras mayor es la persona, mayor ha sido el tiempo de contacto con
factores exdgenos’®. Esto puede producir un desequilibrio en los mecanismos de reparacion
celular, y el dafio causado por los radicales libres puede desencadenar mutaciones en la
estructura del ADN, aumentando la posibilidad de cancer "°#° El segundo motivo asociado a
la edad, es que durante la vida de la persona, las células, sobre todos los que conforma el
tejidos de proteccion como la piel, se han dividido miles de veces, con lo que las células hijas
pueden acumular cientos e incluso miles de mutaciones en su genoma. Esta condicion puede
contribuir de manera significativa a que las células somaticas o germinales adquieran

propiedades de célula madre iniciando el cancer®!.

De manera general los tumores que predominan en edad avanzada son los carcinomas, la
distribucidon de rango de edad de la adquisicion de nuevos canceres tiene un comportamiento
como campana de Gauss (Figura 7), predominando el rango de edad de personas adulta con

edades entre los 54 y 74 afios, debido a los efectos mencionados anteriormente.

Otro factor biolégico de importancia es la disposicion genética, existe mutaciones oly
deleciones en genes que promueven la aparicion o aceleran el cancer. Estas variantes génicas
pueden haber estado presentes toda la vida del paciente, por herencia génica, o pueden haber

sido adquiridas por una mutacion debido al ambiente al que esta expuesto el paciente®?,

En la literatura se han descrito varios genes y regiones genéticas que cuando presentan una
mutacion aumenta la probabilidad de adquirir o acelerar la aparicion de una neoplasia® Por
tal motivo los factores genéticos han adquirido un gran interés para el diagnostico molecular,
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un claro ejemplo son las mutacion en el gen TP53 (Tabla 4) que se localiza en el brazo corto
del cromosoma 17 (17p13.1), el gen codifica para una fosfoproteina llamada p53%, el p53
tiene como funcion principal el control del ciclo celular principalmente en la fase G18% y

se le considera un gen supresor de tumor.

La proteina p53 cumple méas de una funcidn fisiologica en la célula y su actividad es muy
importante para mantener la integridad y estabilidad del ADN genomico®®®, Se ha
determinado que en por lo menos 40% de los canceres hay alteracion en el gen TP53%, la
proteina mutada tiene deficiencias que le impiden que cumpla su funcién de regulacion®’.
Diversos estudios han demostrado que las alteraciones genéticas en TP53 no son azarosas®®,
se ha reportado que ciertas mutaciones predisponen a un tipo de neoplasias en especifico, por
ejemplo, una mutacion en el codén 249 de TP53 aumenta la posibilidad de cancer de higado,
mientras mutaciones causadas por dimeros de timina en su region codificante lo vuelve mas
susceptible a cancer de piel®, mutaciones en gen tp53 también esta ampliamente relacionados

con leucemias y cancer de mamat%-°2,

Existe mas genes de importancia clinica con el mismo impacto que el tp53, uno de ellos es
el gen BRCAL, que presenta una funcion muy similar al gen Tp53, que consiste en mantener
la integridad del ADN, Sus mutaciones estar relacionadas principalmente con carcinomas,
sobresaliendo los canceres de mama, ovario y prostata®®, Algunas mutaciones puntuales en
BRCAL1 se han asociado con un aumento de hasta diez veces en el riesgo relativo de adquirir

cancer®,
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CASO NUEVO DE CANCER POR GRUPOS DE EDAD
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Figura 7 Distribucion de casos nuevos de cancer a nivel mundial por rango de edad

Tabla 4 Genes relacionados con algun tipo de cancer y son utilizados como biomarcadores
de cancer aceptados por la OMS

Cancer Células que afectan Genes usados como  marcadores
genéticos

Carcinoma | Células epiteliales PIK3CA, TP53, MED12 y CDH1

Leucemia Leucocitos EBF1, IKZF1, ETV6, TP53 y CDKN2A

Sarcoma Mdsculos y Cartilagos | FLI1, ERG, ETV1y E1AF
Linfoma células del sistema | IgVHY ETV1

linfatico
Mielomas células plasmaéticas ULK4, PSORS1C2, CBX7 y CCND1
Gliomas Células cerebrales EGFR, PDGFRA, MET y FGFR2

ETIOLOGIA

El cancer es un trastorno cronico, complejo y dinamico®, cada cancer tiene su propia
etiologia, pero su presencia es atribuido a un mal control del crecimiento celular?, debido a
la gran diversidad de los factores que influyen en el cancer, es dificil determinar la causa
exacta para la formacion de un cancer®, pero todos los cancer son desencadenados por un

cambio o una variacidn genética que fue adquirida y es heredable a sus progenitoras.
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Cambios Genéticos

SNPedia es una base datos con mas de 5000 variaciones genéticas de un solo nucleétido
(SNP), relacionado con al menos un tipo de cancer. Las variaciones o alteraciones genéticas
SNPs se encuentran distribuidas por todo el genoma, es decir se puede localizar tanto en
zonas codificantes como no codificantes. Los SNPs en region codificante representan el 70%
de las variaciones con relevancia clinica, Aunque en los Ultimos afios se ha demostrado un
gran impacto de las alteraciones genéticas en regiones no codificantes®’, se piensa que estas
regiones son importantes para la regulacién en genes de sefializacion, proliferacion y

modificaciones epigenéticas®’.

Los SNPs son estudiados debido a su facilidad de deteccién y la posibilidad de realizar una
correlacion directa con una enfermedad determinada, los SNPs se forman principalmente por
mala reparacion del ADN y por dafio causado por radicales libres’. La deteccién de SNPs
puede ayudar a disminuir el contacto con ciertos factores de riego o incluso eliminar la
posibilidad de su desarrollo mediante medidas médicas, como la extirpacion de tejido
susceptible, Un ejemplo de esta aplicacion es la extirpacion de seno, para evitar el cancer de

mama®,

Los SNPs se clasifican (Tabla 5) dependiendo de la region donde se ubican y al efecto que
ejercen sobre ella’™. Si el SNP ocurre en una region promotora se denomina de regulacion®,
si el promotor es para un gen que codifica para una proteina se denominan SNP regulador
(rSNP), y si es para un gen que no codifica para proteinas se denomina SNP reguladores de
los microRNA (miR-rSNP), los polimorfismos reguladores tienen la capacidad de cambiar
la expresion génica'®, los SNP localizados en la estructura del mMRNA, pero no codifica a
proteinas se denomina de tipo estructurales, si el polimorfismos modifica la traduccion de un
ARNmM se denomina SNP de RNA estructurales (srSNP), pero si afecta a los microRNA se
denominan miR-srSNP. Este tipo de alteracion afecta la sintesis, degradacion y
procesamiento del ARNL. Por Gltimo, si el SNP se encuentra en region codificante que se
expresa a proteinas se le denomina codificante, si la alteracion genética produce un cambio
en el orden de los aminoacidos se le denomina SNP no sindnimos (nsSNP), en el caso que la
mutacion no genere ningan cambio se le denomina SNP sinonimos (SSNP). Se estima que

los sSNP tiene un mayor impacto en predisponer al paciente a cualquier tipo de cancer®?,
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Tabla 5 Clasificacion de los SNP

TIPO SNP UBICACION FUNCION
rSNP Promotor de genes codificantes Alteran la expresion génica
Reg’uladores de proteinas
miR-rSNP Promotor de un gen que no Alteran la expresién génica
codificantes a proteina
SISNP PmRNA Alteran la traduccion, la estabilidad, la
longitud y
la interaccion de mRNA
Estructural
miR-srSNP MiRNA Afectan la estructura, el procesamiento
y la
funcion de los miRNA
SSNP Secuencia codificante Afectan la estructura y la funcién de las
Codificantes proteinas 0 enzimas
nsSNP Secuencia codificante No cambia la configuracion de la

proteina o enzima

Secuenciacion para el diagnostico de SNP

La nuevas tecnologias ha permitido el avance en ciencias como la genética y metagenomica,

las tecnologias de secuenciacion son las mas desarrolladas para la aplicacion en oncologia'®

unas de las méas importante es la técnica de microarreglo llamada MammaPrint, que es un

panel de 70 genes para el diagnostico de cancer de bajo y alto riesgo de mama'®,

Otra técnica de gran impacto en los ultimos afios es la secuenciacion masiva, este tipo de

secuenciacion tiene como finalidad realizar lecturas a millones de secuencias de éacido

nucleicos al mismo tiempo, lo que permite detectar hasta miles de SNP, esta forma de

deteccion abrio la puerta a un nuevo campo de estudio denominado medicina personalizadas,

que permite tomar las medidas Optimas a partir de su perfil genética.
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En la actualidad casi todos los estudios de genética para correlacionar con una patologia se
utiliza la secuenciacién masiva, se estudian principalmente los SNP, se han descritos miles
de SNP en humanos, se han demostrados que la presencia de estos SNP predispones y/o
protegen a la persona a obtener alguna enfermedad, la gran impacto que ha obtenidos por
este tipos de estudio, permite que se desarrollaran base de datos especializados para SNP que
tiene efecto con enfermedades (SNPedia), incluso se han desarrollados paginas para SNP
para una enfermedad en concreto como el cancer (COSMIS). Gracias a esta informacion una
se hacen posible realizar una blsqueda de SNP en cientos de genes a la vez®'%,
proporcionando una cantidad de informacion muy extensa sobre la genética de un individuo

y acortando el tiempo para el diagnstico®>'%%1%7,

Las nuevas tecnologia de secuenciacion y las bases de datos que se encuentra disponible en
la red es un nuevo mar de posibilidades que se abre para el diagnostico preventivo de
cancer'%, Aunque la tecnologia ya esta presente en todo el mundo, la dificultad para realizar
un diagnostico consiste en determinar la técnica mas conveniente y disefiar un correcto panel
de diagnostico (determina las alteraciones genéticas que se relacione con la enfermedad y las
técnicas que permite realizar la correcta identificacion de esta alteraciones), en el caso de la
tesis se seleccion disefia la técnica de secuenciacion por Exomas debido que es la técnicas

mas accesibles para realizar el diagndsticos de SNP relacionados a cancer.
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Exomas

Las técnicas de secuenciacion gendmicas todavia no son una opcion viable para realizar un
diagnostico debidos a su altos costo, y su requisito bioinformético para poder procesar toda
la informacion®®®, una eleccion para resolver esta limitante son las técnicas de secuenciacion
de exomas'®!0 que permite secuencia solo los exones de los genes que se expresa®®?°, esta

secuencias representa aproximadamente el 1-2% del total de genoma humano**Z.

Se estima que méas del 50% de los SNP relacionados con céncer estan presente en los
exones!'?, A pesar de que se tienen grandes avances en el tratamiento y deteccion se cree que
la carga del cancer aumentara y esto debido a que, la poblacién mundial va en aumento y la
expectativa de vida cada vez es mayor por lo que cada vez habrd mas gente que pueda
desarrollar cancer por lo que, la OMS calcula que para el 2025 el cancer pasara de 14 a 19
millones personas afectadas por el cancery la cifra puede llegar hasta llegar a los 24 millones
en el 2035, por dicho motivos se requiere técnicas cada dia més exactas, unas de las
alternativas para realizar un correcto diagnéstico preventivo es mediante el uso de

biomarcadores!!®

, para ser una herramienta Util para los proximos afios, se requieres
establecer una técnicas que sea validas como tecnicas de deteccion de biomarcadores para
cancer, en el mercado ya existe varias técnicas de diagnosticos de secuenciacién masiva que
cumplieron los criterios minimos necesarios para su uso clinico (Tabla 6), pero se han
validados para poblaciones principalmente americana y europeal'*, pero no existe o se
publicados un estudio para el diagnostico genético de biomarcadores para cancer en
poblacion mexicana que cumpla con las reglas para la validacion de una técnica de
diagnéstico, por lo que se quiere disefiar una técnica de secuenciacion como un panel de
diagnosticos que cumpla con las caracteristicas minimas necesaria para su posible aplicacion

en poblacion mexicana.
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Tabla 6 Técnicas de diagnostico que se han disefiados que se encuentra en mercado

Producto Enfermedad Tipo NUmero de genes Muestras
Foundation One Cancer Panel 236 genesy 19 Tumores solidos
genes para splice
Foundation One Cancer Panel 670 genes, de los Tumores solidos y
heme cuales 265 tiene liquidos
splice
Cancer Complete Cancer Exoma ~20000 genes Muestra biolégica
Cancer Select Cancer 120 genes 120 genes Tumor
Exome Next Cancer Exoma ~20000 Sangre
BRCAZ2 gene Cancer de Mama Panel BRCA1y BRCA2 Sangre y corte
sequencing histologico
XomeDX Céncer Exoma 20000 genes Sangre y saliva
XomeDX Plus Cancer Exoma >20000 genes Sangre y saliva
XomeDX Slice Céancer Exoma Panel abierto Sangre y saliva
Comprehensive Cancer Panel Panel abierto Sangre
cancer panel
EGFR Mutation NSCLC Panel 1 gen (EGFR) Epidermis
Analysis
NeoSITE Cancer Panel 5 genes Biopsia de tejido
Melonoma
FISH for non-small | NSCLC Panel 2 genes liquido pleural
cell lung Cancer y liquido peritoneal
Colorectal Cancer Cancer Colorrectal | Panel 2 genes Sangre
panel
Mi Profile CANCER Panel 47 genes Sangre
BRCA Analysis Cancer de mamay | Panel BRCAL y BRCA2 Tejido y sangre
ovario
OncoVantage Tumores Solidos Panel 34 genes Tejido bioldgico
Comprehensive Cancer Panel 42 genes Sangre y tejido
cancer Gene Set
Analysis
Gastroinstestinal Céncer gastrico Panel 15 genes Sangre
hereditary cancer
panel
Cancer panel Cancer Panel ~20000 genes Sangre
ACE Clinical Céncer Exoma Panel abierto Sangre
Exome
Exome cancer Cancer Exoma Panel abierto Sangre
GEM Cancer Panel | Cancer Exoma 562 genes Sangre y tumor

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Clinicamente se diferencian més de dos centenares de tipos de céncer, debido a la gran

gamma que se tiene, es dificil tener una etiologia general para la enfermedad, pero si lo vemos
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desde un punto de vista genético, tal diferenciacion es mas puntual, se puede encontrar

secuencias especificas en el genoma que nos permite tener un acercamiento para su etiologia.

El genoma humano en su version GRCh38.p12 esta formado por alrededor de 52,000 genes,
de los cuales se ha demostrado que menos del 2% son genes que presenta un efecto
significativo en la formacion y/o desarrollos de por lo menos de algun tipo de cancer. Este
pequefio grupo de genes son esenciales para el diagnostico preventivo, debido que durante
varias décadas el mundo cientifico ha invertido sus recursos en determinar mutaciones
puntales que aumenta la disponibilidad y/o la resistencia que presenta las personas para
desarrollar un tipo especifico de cancer, dado la gran cantidad de informacion que se han
recolectados en las Ultimas décadas, por el cual se han desarrollados bases de datos que

contiene la informacién de miles de SNP que presenta una correlacién con la patologia.

Las técnicas que se utilizaron para empezar las bases de datos fueron la PCR y técnicas de
inmunoprecipitacion, al presente estos métodos son ineficaces debidos a que no se puede
detectar mas de 10 mutaciones puntuales por reaccion'®, actualmente las tecnologia de
secuenciacion de tercera generacién han aumentado el rendimiento de bases de ADN que
puede leer por reaccién y sus costo han bajado, lo que permite detectar hasta miles de
mutaciones en una sola reaccion, lo que habré una ventana de posibilidad en el mundo del

diagndsticos®.

Con la informacién de las bases de datos sobre mutaciones de cancer y las nuevas técnicas
de secuenciacion masiva que son mas accesibles debido a su disminucion de costos, se
propone disefiar una técnica de deteccion de biomarcadores (SNP) especialidades en cancer
ya validados por estudios previos, con la informacion que se obtenga de la técnica se

pretender que puede ser usado para poder tomar medidas preventivas**®.
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OBJETIVOS

GENERAL
Disenar, desarrollar y validar una técnica de secuenciacion masiva para la deteccion de SNP,

con los parametros minimos necesario para su aplicacion clinica.

PARTICULAR

e Analizar las bases de datos bioldgicas con genes reportados que se expresan en
las células del tejido sanguineo

e Determinar los genes y las mutaciones que estan asociadas a los diferentes tipos
de céncer reportados

o Disefiar los oligonucle6tidos para la deteccion de biomarcadores de cancer en
células sanguineas

e Determinar el nimero de muestras estadisticamente necesarias para la validacion
de la técnica

e Validar el paquete tecnoldgico

HIPOTESIS

La secuenciacion por nanoporos disefiada para la deteccion de los SNP asociados a cancer
cumple con los criterios minimos necesarios para ser una técnica de deteccidén de

biomarcadores de cancer en formato de panel para su aplicacion clinica.

DESCRIPCION DEL TIPO DE ESTUDIO

Tipo de investigacion: Descriptivos

Clasificacion del estudio: Transversal

Poblacion de estudio: Personas en un rango de edad de 18-65 afios
Tipo de variable: Cualitativa

Variable: Polimorfismos de una solo nucledtidos relacionado con céncer.
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MATERIAL Y METODOS

BUSQUEDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Determinacion del nimero de muestras para la validacion de la técnica

Determinar el nimero minimo de muestras para la validacion de una técnica es de suma
importancia, porque nos indica la fiabilidad y la confianza de los resultados, por lo general
todas las técnicas de secuenciacion requiere una confiabilidad y confianza del 95% para
poder usarlo como un panel clinico!!’, para realizarlo se tomé que los polimorfismos tiene

una distribucién binomial.

OBTENCION DE MUESTRA BIOLOGICAS

las muestras fueron obtenidas por puncion venosa, recolectadas por personal capacitado de
la clinica GENO+ S.Ade C.V.

Poblacion de estudio

Personas entre 18-65 afios que solicitaron un servicio para la deteccion de SNP relacionados
con obesidad y diabetes que donaron su muestra para investigacion en la clinica de
diagndstico genético GENO+ S.A de C.V.

Criterios de inclusion de la poblacion de estudio
Muestras sanguineas que no presente niveles altos de lipidos y/o hemolisis.
Muestras sanguineas que el paciente dono voluntariamente su muestra sanguinea.

Muestras que fueron etiquetas y preservada adecuadamente.

Criterios de exclusion de la poblacion de estudio

EL volumen de la muestra no es suficiente.

Criterios de eliminacion de la poblacion control

La muestra presente problema cuando se realiza la PCR punto final.

Criterios de exclusién de la poblacion control
El paciente llamo a las oficinas de la clinica para pedir que la muestra recolectada no puede

ser usadas para investigacion clinica.
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Criterios para la obtencién de muestra y su procesamiento

Las muestras fueron recolectadas por el técnico laboratorista Javier Lépez Garcia encargado
del area de flebotomia de la clinica de diagnostico molecular GENO+ S.A de C.V, antes de
la recoleccion de la muestra sanguinea, el paciente firmo el consentimiento informativo,
posteriormente llenard un cuestionario con sus datos antropomorficos y estilo de vida

realizado por la empresa GENO+ S.A de C.V.
PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

La muestra se almaceno a -70 ° C hasta su uso. Las reacciones y preparacion de las muestras

se realizaron en el laboratorio de GENO+ S.A de C.V.

ANALISIS DE BASES DE DATOS BIOLOGICAS

Base de datos de genes asociados a diferentes tipos de cancer

Se realiz6 una base de datos con los genes que se han reportados que son detectable en sangre
periférica, estos genes se descargaron de la base de datos de GEO de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), se procesaron un total de 72 estudios que utilizaron

como muestra, sangre periférica por venopuncion, de los 72 estudios, 20 fueron de pacientes
con obesidad, 20 con diabetes tipo 2, 20 con leucemia, 10 de personas que no presentaba
ninguna patologia y/o deficiencia y 2 estudios en personas que tiene un consumo de alcohol
anual de 7 litros por afios (mayor a la media mundial), se seleccionaron todos los genes que

se expresaron por lo menos una vez en sangre sin importar la condicién y el tipo de estudio.

Desarrollo de una base de datos de genes relacionado con cancer
Con los genes que se expresan en sangre se realizé un script en el lenguaje phyton, para
asociar los genes que se expresa en sangre con alguna patologia de neoplasia reportada en las

bases de datos especializados en cancer; intogen (https://www.intogen.org/search), Cosmic

(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), NIH (https://www.cancer.gov) y MalaCards

(http://www.malacards.org/).

Con los genes obtenidos se realizd una base de datos de los tumores, se seleccionaron los

genes que esta correlacionados con al menos 3 tipos de tumores, con estos datos obtenidos
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se realiz6 un mapa de interaccion entre los genes, agrupandolos por el tipo de cancer que se
ha reportado, para determinar el impacto que tiene este gen para desarrollar varios tipos de
cancer. Para realizarlo se usé el programa Cytoscape version 3.0 con la app cy3sbml version
0.2.7.

Polimorfismos asociados a cancer

Se identificaron todos los polimorfismos asociados a cancer en las diferentes bases de datos
bioldgicas especializadas en mutaciones y variaciones de genes relacionados con una o varias
patologia: SNPedia (https://www.snpedia.com/), dbSNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), MalaCards (http://www.malacards.org/) y GWAS

Catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

Se seleccionaron todos los SNP que se han determinado que su presencia aumenta o
predispones a un fenotipo neoplasico, los criterios de seleccion para fenotipos es que tuvieran
una RM mayor de 1, con un intervalo de confianza del 95% mayor a 1.01.

De todos los SNP con relevancia clinica se seleccionaron solo los SNP con una relaciéon con

neoplasia y que pudieran ser detectado por secuenciacion por exoma.
Posicién cromosdémica de cada una de las mutaciones.

Cada una de las mutaciones que fueron seleccionados como posibles biomarcadores, se
determind su localizacién cromosomica mediante el programa PhenoGram modificando el
script en lenguaje RUBY, para adicionar la condicion que en los genes que presenta mas de
20 mutaciones en su secuencia, se posicione la mutacion a una distancia que se encuentre a

no mayor de 2500 bases en ambos direccion del gen.

Disefio

Estudio bioldgico de genes

Para conocer la funcion, proceso bioldgico y el componente celular de los genes que se

expresa en sangre y estan relacion con cancer, se realiza un andlisis bioinformatico en la base

de datos GeneOntology (http://www.geneontology.org/) y GORILLA (http:/cbl-

gorilla.cs.technion.ac.il/), obteniendo las funciones, procesos y componente celular esta

presente los genes relacionados con cancer.
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Modelo booleano

Con la base de datos de SNP seleccionado para el estudio, se modifico la simulacion de
modelo booleano sincronico de redes de regulacion de genes relacionado a la metastasis en
GINsim del consorcio de cancer de paris'*8, lo modificacion fue introducir penalizaciones en
la funcion de los genes que son detectable en sangre que presente mutaciones!'®, para
determinar de manera cualitativa si el paciente aparte de tener posibilidad de tener cancer,

también determinar si tiene riegos a metastasis'%.
Circus plot

Con los datos recolectados de los SNP, se realizd un analisis Circus plot, para poder realizar
una correlacion de todos los datos obtenidos de los SNP obtenidos en la tesis con los
cromosomas, para su disefio se uso la biblioteca Circus plot de programa R, la intensidad de
cada linea representa de manera cualitativa el nimero de mutaciones para tipo de cancer con

dicha enfermedad.

PCR para la secuenciacion

Calidad de la extraccion del ADN para la secuenciacion.

Como se utiliz6 una enzima que amplifica directamente del tejido sin la necesidad de
purificar el ADN gendmico para la PCR, se realizé una lisis celular con el kit Blood-Animal-
Plant DNA Preparation de la marca Jena Bioscience con nimero de catalogo, PP-213XS para

asegura la integridad de las muestras se realiz6 un gel de agarosa al 2%.
PCR

Para la PCR, se uso el kit Direct PCR Master de la marca Jena Bioscience con numero de
catalo PCR-111S. la reaccion de PCR fue preparada como se presenta en la tabla 7, la
reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador de la marca Axygen Il, el protocolo se

presenta en la tabla 8. la muestra fue sangre diluida a una relacion 1:1 con agua destilada.
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Tabla 7 Preparacion de la reaccion de PCR

Componentes Volumen Concentracién
Direct PCR master 10 ul
Oligonucleotidos 2 ul 10 uM
Muestras 2 ul 10 uM
Agua libre de ADNasa 6 ul
Total 20 ul

Tabla 8 Parametros de reaccion de la PCR

Temperaturas Tiempo Ciclos
95°C 300s 1
95°C 20s
55°C 30s 35
72°C 90s
72°C 120s 1

Nota: los oligonucle6tidos que se usaron para hacer la PCR son propiedad intelectual de la empresa geno+, por el motivo

que son los oligonucledtidos para el formato multiplex que esta en validacion.

Confirmacion de la PCR

Para confirmar que la PCR funciona, se realiz6 una validacion 6 SNP seleccionados a la
AZAR que se encuentra presente en el panel de deteccion disefiado, mediante PCR y qPCR.
Usando como molde o muestra el producto de la PCR disefiada para la secuenciacion. Todas
las reacciones de PCR y gPCR. se realiz6 por triplicado, los datos obtenidos se graficaron
con el programa Gram Prism versién 7.0, usando como variable dependiente la media

aritmética de cada amplificado y como variable independiente el nimero del ciclo.
Disefio de los oligonucle6tidos para la validacion

Los 6 pares de oligonucle6tidos para la validacion fueron disefiados bajo las siguientes
condiciones; contenidos de CG entre 40-60%, Tm ajustada por sales entre 63-67°C, con
terminacion SS en el extremo 3" y que todos los amplificados tenga un tamario aproximado
de 100 pb.
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Validacion por PCR.

Para la PCR de validacion, se uso el kit Direct PCR Master de la marca Jena Bioscience con
numero de catalo PCR-111S. la reaccion de PCR fue preparada como se presenta en la Tabla
9, la reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador de la marca Axygen 1, el protocolo se
presenta en la Tabla 10.

Tabla 9 Protocolo de Preparacion de la reaccion de PCR para la validacion

Componentes Volumen Concentracién
final
Direct PCR master 10 ul
Oligonucle6tidos 2 ul 10 uM
Muestras 2 ul 10 uM
Agua libre de ADNasa 6 ul
Total 20 ul

Tabla 10 Parametros de reaccién de la PCR

Temperaturas Tiempo Ciclos
95°C 300s 1
95°C 20s
60°C 30s 35
72°C 60s
72°C 120s 1

Validacion por gPCR.

Para la validacion por qPCR, se procesaron Los 6 SNP seleccionados al azar, 3 controles
negativos (muestra de ADN de bacterias) y 3 controles sin muestras (la muestra se sustituye

por agua destilada).

Se realizd la gPCR con el kit gPCR SybrMaster de la marca Jena Bioscience con nimero de
catalo PCR-372S. la reaccion de PCR fue preparada como se presenta en la tabla 11, la
reaccion de PCR se realiz6 en el termociclador PIKO24, el protocolo para el termociclador

se presenta en la tabla 12.
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Tabla 11 Preparacion de la reaccion de gPCR para validacion

Componentes Volumen Concentracién
qPCR SybrMaster 10 ul
primer forward 0.6 ul 10uM
primer reverse 0.6 ul 10 uM
Muestras 2 ul 15 um
Agua libre de ADNasa 6.8 ul
Total 20 ul

Tabla 12 Parametros de reaccion de la gPCR para validacion

Temperaturas Tiempo Ciclos
95°C 60s 1
95°C 15s
64°C 10s 40
72°C 60s

SECUENCIACION

Se utilizaron dos tipos de secuenciaciones, la primera es la técnica que usaremos de
referencia, es por ilumina, es un Kit registrado por Macrogen para obtener exomas, el kit
comercial es para 99,995 SNP, la muestra que se envié a Macrogen era la muestra con cancer
de tiroides, la muestra enviada fue ADN gendmico con alta pureza a una concentracion de
70 ng por microlitros, en un volumen de 20 microlitros. La segunda fue por MinlON con la

técnica propuesta para validar con la técnica de referencia.

Preparacion de los productos de PCR para las bibliotecas

Los productos de la PCR, se le realizo una purificacién con perlas magnéticas AMpure XP
beads de la empresa Agencourt a una concentracion 0.6 X, este proceso permite eliminar
residuos con un tamafio menores de 50 pb, permitiendo tener un tamafio uniforma para poder

tener una mayor eficiencia de la secuenciacion.
Preparacion de la biblioteca

Para preparar la biblioteca se confirma la concentracion de ADN con el cubit version 2.0, si

tenia una concentraciéon minima de 6 ng/ul y no presentaba degradacion, la muestra fueron
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procesada para preparar la biblioteca para la secuenciacion. la biblioteca para secuenciacién
para la tesis fue 1D de nanopore, el protocolo de preparacion fue la de la casa comercial
(https://community.nanoporetech.com/protocols/pcr-barcoding-amplicons-

r/v/pbae 9008 v108 revt 180ct2016).

Validacion

Para confirmar el uso de una técnica como un panel de genes con aplicacién clinica, se
requiere confirmar el resultado obtenido con una técnica diferentes, para determinar que
realmente tenemos lectura que cubre la region donde esta el variante clinico, se seleccionaron
un total de 6 SNP al azar, se disefiaron los oligonucledtidos para amplificar unas bases antes
y después de las mutaciones, se usaran como molde el producto de la PCR de 3 muestras

diferentes para determinar si estan presente las secuencias seleccionadas al azar.
Validacion para la técnica

La validacion se realizara con los parametros minimos que pide COFEPRIS y la Asociacion
de Patologia Molecular (AMP), la AMP por la necesidad de establecer criterios minimos para
realizar un panel de genes para su uso clinico, en enero del 2017, se establecieron reglas y
recomendaciones que son necesarias para asegurar una correcta técnica de diagnéstico para
secuenciacion masiva en formato; producto de PCR, WES y WGS para células de tejidos

tanto sélido como liquido*?*.
Controles

Los control en cualquier técnica es fundamental para confirmar que los resultados con un
contraste, en caso del panel de secuenciacidn que se esta disefiando se selecciond un par de
oligonucleotidos que amplifica exclusivamente a bacterias por la region ribosomal 16s para
su deteccidn, los oligonucledtidos, se procesaron un total de 4 muestra con una repeticion y
tres controles negativos (solo oligonucleotidos), la muestra para los control fueron heces
fecales de humanos, porque en ella se encuentra tanto muestras genémica de humanos y de
bacterias %2, Para realizarlo se obtuvo el ADN genémico con el Kit de purificacion ADN
gendmico, viral, bacteriano y de parasitos a partir de materia fecal de Quiagen. Los
oligonucleotidos seleccionados son propiedad intelectual de la empresa genomas, por el cual

la secuencia no puede ser publicada, pero hibrida en las regiones de 16S rRNA con un tamafio
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promedio de 600 pb, estos controles se secuenciaran en la matriz de validacion del equipo de

secuenciacion.
Matriz de validacion del equipo de secuenciacion

Se disefid una matriz para determinar el orden como se van a secuenciar cada una de las
muestras (Tabla 13), el ordenamiento de los datos fue realizado con el comando de
aleatorizacion del programa SPSS version 10.4. debido al costo de la secuenciacion para
validar toda los SNP, se seleccionaron solo los 6 SNP que se usaron en la validacion de la
PCR para la validacién del equipo, solo las muestras de cancer se realizo la secuenciacion
por exomas completo, debido al alto costo. En la validacion del equipo participaron tres
técnicos en dos tiempos diferentes, para poder realizar todos los calculos minimos que la
técnica es robusta para su uso como una técnica de diagnostico preventivo, la validacion sera
determinada por tres técnicos, a cada técnico se denominara como TEC1, TEC2 y TEC3,

cada corrida tendra 2 dias de diferencia en su preparacion.

Tabla 13 Matriz de procesamiento de las muestras

Corrida | Técnico | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 TEC1 P1* | P17° | P50 | P37 | P6 P24 | P7 P12" | P51 | P17" | NTC®
2 TEC2 P12" | P30° | P32 | P3 P42 | PA7 | P46 | P49 | P17" | P36 |C°
3 TEC3 P18 | P2 P12" | P38 | P17" | P4 P45 | P31 | P56 | P54 |C°
4 TEC1 P1®> | P11 | P28 |P39 | P16 |P12" | P44% | P48 | P57 | P53 |C°
5 TEC2 P13 | P21 | P34 | P12" | P5* |P27 |P17° | P9 | P58 |P52 |NTC
6 TEC3 P22 | P17° | P20 | P36 | P40 | P26 | P35 | P15 |P59 |P12" |C

*

7 TEC1 P29 | P33 | P41 | P14 | P10 | P43 | P8 P17° | P19 | P55 | NTC®

*: Son las muestras seleccionadas para determinar la reproducibilidad, robustez y repetitividad de la técnica
a: Muestras seleccionadas para determinar los parametros de especificidad y sensibilidad

b: Control blanco

c: control de corrida de 16s
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ANALISIS DE LOS DATOS

Las secuencias que se obtenga se le realizar todos los parametros necesarios para poder

realizar una correcta identificacion de variante, para poder realizar un diagnostico preventivo.

Proceso de las lecturas en bruto

Cualquier trabajo con datos provenientes de tecnologia de secuenciacion de tercera
generacion sin importa la técnica utilizada se requiere procesar los datos para poder realizar
los analisis bioinformatico, para poder realizar el andlisis de las lecturas se tiene que
transformar los archivos FATS5 que se obtiene al terminar una corrida de secuenciacion a
los formatos FastQ, que es el adecuados para realizar indice de calidad y poder filtrar
apropiadamente las lecturas de baja calidad para calcular el indice de calidad e identificacion

de las variantes.

indice de calidad

El indice de calidad (Q), se define como la probabilidad de que una base de una determinada
posicion sea un error, este pardmetros tiene como finalidad depurar o eliminar de manera
significativa las lecturas que posiblemente presente error, esto permite disminuir el nimero
de secuencias procesadas, permitiendo determinar la manera mas rapida el procesamiento de
datos, no existe un limite inferior que justifique el valor minimo de error, estos es debido a
que depende del error sistematico y aleatorio que presente la técnica. Para calcularlo se utilizo

el programa fastQC.

Identificacion de variantes

Una vez que se tenga las secuencias depuradas, se realizara la identificacion de los SNP de
interés para la tesis, para la identificacion se usara el programa GATK 123, mientras el anélisis

de los SNP se usara el programa IGV*%,
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Profundidad

La profundidad es unos de los parametros con mayor importancia en la secuenciacién masiva
porque indica el numero de veces que cada base debe de estar presente en las lecturas de la
secuenciacion, esto es para determina si la bases detectada se encuentra en el genoma del
paciente y el resultado no es debido a los errores de tipo 1 y/o tipo 2, para determinar la
profundidad no existe una ecuacién ya establecida para su calculo, para la deteccion de
nuevos variaciones genéticas se pide un minimo de 150 lecturas'?!, en el caso de ser
variaciones genéticas ya reportada en la literatura se recomienda un minimo de 30 lecturas

para confirma la variacion genética'®.
Rango de deteccion

El rango de deteccion se define como intervalo de todos los SNP de interés detectada por la
técnica, este pardmetro de suma importancia porque nos indica la verdadera robustez que
presenta la técnica. Su calculo es mediante el analisis de todos los SNP obtenidos de cada

muestra.

Comparacion de dos diferentes secuenciaciones

Los parametros como valores predictivos, especificidad y sensibilidad se obtendran mediante
la comparacion de los datos de secuenciacion de 1 muestra, con tres repeticiones que se le
realizo dos tipos de secuenciacion, la primera con la técnica disefia para la tesis y la segunda

una técnica de exoma ya comercial de la empresa Macrogen.

Tabla 14 Cuadro 2x2 para el analisis de sensibilidad y especificidad de técnicas de

diagnéstico.
Técnica de referencia
Presente Ausente | Total
Prueba Positivo A B A+B
diagnostica | Negativo C D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D
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Con los datos obtenidos se realizar una tabla de 2x2 para calcular los siguientes parametros

de validacion;

Tabla 15 Parametros que se calcula con la comparacién de dos técnicas

Sensibilidad: Es la capacidad que tiene la prueba para detectar s A

. . . Sensibilidad = ——
variantes clinicas que esta realmente presente en el genoma A+C
Espfec'|f|C|dad: Esla c?paudad.que tiene la E)rueba para detectar Especificidad = D
posiciones de bases sin mutaciones que esta realmente presente B+D
en el genoma
Exactitud: Se obtiene con la unidon de especificidad y sensibilidad Exactitud = A+D
y dicta la capacidad que tiene la técnica de dar un resultado A+B+C+D
verdadero
Valor Predictivo Positivo (VPP): la proporcion de individuos que VPP = A
realmente tiene el SNP y son diagnosticado que presenta SNP A+ B
en la prueba disefiada
Valor Predictivo Negativo (VPN): la proporcion de individuos VPN = D
que realmente no tiene el SNP y son diagnosticado que no C+D
presenta SNP en la prueba disefiada

ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE CURVAS ROC

Para calcular la exactitud de un método de diagnostico y su capacidad para clasificar de forma
correcta dentro de diferentes categorias se realiza una curva ROC, la curva ROC es de gran
utilidad ya que permite medir de forma pura la capacidad predictiva de un sistema o técnica,
la curva ROC se calcula a partir de la sensibilidad y la especificidad de la técnica, se realizd
una curva ROC no paramétrica debido a que no se puede determinar la distribucion de cada
SNP debido que cada mutacion presenta una distribucion independiente, el objetivo de la
tesis para hacer la curva ROC es obtener el area bajo la curva, este dato permite saber la
probabilidad que tiene la secuenciacion de obtener la base correspondiente de la ubicacion
del polimorfismo. El valor bajo la curva va desde 0 a 1, mientras mas cerca este del 1, se

considera mas precisa la técnica.

La escala para el area bajo la curva es la siguiente
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Tabla 16 Escala de area bajo la curva de ROC

Valor de area bajo la curva Clasificacién

0.9-1.0 Excelente

0.8-0.89 Bueno

0.7-0.79 Razonablemente bueno
0.6-0.69 Pobre

0.5-0.59 Malo

Analisis de curvas ROC Para determinar la exactitud de los métodos diagnésticos se empleo
el programa STATA 14®. Dicho programa determino el area bajo la curva, junto con su error
tipico, su nivel de significacion estadistica y su intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

BUSQUEDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Determinacion del nimero de muestras

Para determinar el nimero minimo de muestra para la tesis, se utilizd la ecuacion de la
distribucion binomial (Ecuacion 1), donde CL es el intervalo de confianza que requerimos
para ser usado en prueba de diagnostico (95%), p es la probabilidad de tener un resultado, n

es el nimero total de eventos y k es el nimero de evento!'’ 121,

Ecuacién 1 Distribucion Binomial

y (D =rta-p=1-cL
i=k

i

Si partimos de la premisa que k solo puede tomar valores enteros desde 0 a n, la ecuacion se

puede simplificar (Ecuacion 2).

Ecuacion 2 Formula simplificados de la Distribucion Binomial.

_In(1-CL)

- In(p)
La AMP y FDA determino que para utilizar una técnica de secuenciacion a nivel clinico se
requiere un intervalo de confianza minimo del 95%, con un margen de error no superior del
5%, es decir, se debe de tener una precision del 95% de obtener la secuencia correcta
(p=0.95), sustituyendo los datos en la ecuacion 2, se determind que el nUmero minimo de
muestra para la validacion de la técnica es de 59 muestras bioldgicas.

_In(1-095) 58.4 ~ 59
~ In(095) ~ T T
OBTENCION DE MUESTRA BIOLOGICAS

Se recolectaron un total de 83 muestras sanguineas de personas de un rango de edad de 18-
65 afios, ninguna muestra presento hemolisis o lipemia, de las 83 muestra una muestra

pertenecia de un paciente de cancer de tiroides.
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Ninguna muestra recolectada fue eliminada, todas las muestras estan resguardas en el

laboratorio de Geno+ S.A de C.V, a una temperatura de -70°C.
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA DE GENES

Se localizaron un total de 15744 genes que son detectable en sangre periférica reportado en
la base de dato de GEO (tabla 17), abarcando el 26.11% de todos los genes que se tiene
presente en el genoma humano (comparacion con la base de datos GRCH38.p11), los
cromosomas 1, 6 y 19 son los cromosomas que mas genes expresan en sangre como se me
muestra en la Figura 9, los cromosomas 1, 6 y 19 abarcan entre ellos el 26.39% de los genes
detectables en sangre. Del total de genes que puede expresar un cromosoma detectable en
sangre, los cromosomas 6 y 19 sobresalen de la media, introduciendo el cromosoma 17,
expresa més del 40% de los genes codificado en su estructura (Figura 10).

2000+

GENES

1 2345678 910111213141516171819202122 X Y
CROMOSOMAS

Figura 9. Namero de genes que expresa en sangre en cada cromosoma
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Figura 10. Porcentaje de genes que se expresa por cromosoma detectable en sangre

Base de datos de genes relacionados con cancer
De los 15744 genes que se expresan en sangre, se determind que el 9.32% (1468 genes) tiene
por lo menos una relaciona con alguna neoplasia, que se pueden detectar en sangre usando la

base de datos reportadas hasta el 28 de octubre del 2017.
Interacciones de los genes con el cancer

Se determind un total de 72 genes que interaccién con un minimo de 3 tipos de cancer, en la
Figura 11, se muestra los genes y con los tipos de cancer que se relaciones, mientras mas al
centro se encuentre el gen, el efecto que tiene cuando presenta un mal funcionamiento
aumenta la probabilidad que se forme una neoplasia, lo importante es que esto genes, se
puede usar para buscar SNP que no se han relacionados con cancer para poder estudiar y

determinar el efecto que puede tener la variacion genética.
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Tabla 17 Total de genes que se expresa en sangre en el genoma humano.

Genes que se

Porcentaje de genes

Cromosoma | Tamarfio (Mb) | Genes expresa en|que se expresa en
sangre sangre
1 248.96 5,078 1460 28.75
2 242.19 3,862 879 22.76
3 198.3 2,971 750 25.24
4 190.22 2,441 519 21.26
S) 181.54 2,578 638 24.75
6 170.81 3,000 1717 57.23
7 159.35 2,774 644 23.22
8 145.14 2,152 500 23.23
9 138.4 2,262 513 22.68
10 133.8 2,174 496 22.82
11 135.09 2,920 856 29.32
12 133.28 2,521 777 30.82
13 114.36 1,381 232 16.80
14 107.04 2,055 442 21.51
15 101.99 1,814 461 25.41
16 90.34 1,920 674 35.10
17 83.26 2,432 978 40.21
18 80.37 088 199 20.14
19 58.62 2,481 1466 59.09
20 64.44 1,349 371 27.50
21 46.71 756 157 20.77
22 50.82 1,172 395 33.70
X 156.04 2,158 570 26.41
Y 57.23 577 48 8.32
Mitocondria |0.02 37 1 2.70
Desconocido | 165.56 6,445 1 0.02
Total 3253.88 60298 15744 26.11
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Figura 11. Mapa de interacciones entre los genes y tipos de cancer, los genes en color verdes estan
relacionados con tres tipos de cancer, en color naranja se representan a los genes que se asocian con
cuatro tipos de cancer, en color amarillo con cinco tipos de cancer y en color rojo con seis 0 mas tipos
de céncer.

Anélisis de los genes involucrados con SNP relacionados con alguno tipo de
neoplasia.

Con los 1468 genes que se han reportado que estan asociados un tipo de cancer se realizé un
estudio de propiedades para poder determinar el efecto, se determiné que 414 genes son de
moléculas que tienen una clasificacion de acuerdo a su funcion celular en “Gen Ontology”,
de los cuales 40.6% de los genes se clasifican de acuerdo a su uncién molecular en las rutas
de sefializacion, entre los mas importante es la ruta de WNT (Figura 12 Panel A), de igual
manera se determind la clasificacion de estos genes en la categoria de procesos biolégicos y
873 genes pudieron clasificarse en esta categoria de “Gen Ontology”, en donde alrededor de
una cuarta parte (27.9%) de los genes se clasificaron en los procesos de crecimiento celular
(Figura 12, Panel B). Adicionalmente, los 1486 genes se clasificaron en “Gen Ontology” en
la categoria de componente celular (Figura 12, Panel C), solamente 347 genes estan
clasificados en esta categoria, de los cuales 17.6% estan clasificados en el grupo de proteinas

de unién a ADN, estas proteinas tienen un efecto en la regulacion de la transcripcion y
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replicacion del ADN. Como podemos observar los genes seleccionados estan reportados

como genes que tienen un efecto en el crecimiento y en la division celular.

A) Funcion B) Componente celular
= E:;jgzr;?%:rtra P Bl Proteina de matriz extracelular
Il Catalitica Il Proteina citoesquelética
Bl Regulador de canal I Transportador
[ Receptor Il Receptor transmembrana
Il Antioxidante Transferasa
Bl Estructural Il Oxidorreductasa
Bl Senalizacion Bl Liasa
Il Molécula de adhesién celular
Bl Ligasa
Hl Union a acidos nucleicos
Il Molécula de sefalizacion
s 1z [ Modulador enzimatico
B) Proceso biolégico I3 Proteina viral
PR [ Proteina de unién a calcio
Bl Organizacion [ Proteina inmunolégicas
Il Proceso celular B Hidrolasa
B Localizacién [ Proteina de transferencia
Bl Reproduccion Bl Proteina de trafico de membrana
Regulacién biolégica [ Factor de transcripcion
Il Respuesta al estimulo 3 Chaperonas
Il Proceso de desarrollo Il Proteina de unién celular
El Proceso multicelular Bl Proteina estructural
Il Locomocion Il Proteina de almacenamiento
Bl Adhesion biolgica Bl Isomerasa
Bl Metabdlico Blespesr
[ Sistema inmune
Muerte celular

Figura 12. Andlisis de las propiedades que tiene los genes relacionados con cancer que se expresa en sangre.
Se analizaron un total de 1468, de los cuales 414 genes tienen una funcion celular, 873 genes con efecto en el
proceso bioldgico y 347 son componente celular. El panel A son funcién celular, Panel B son componente
celular biolégicos y Panel C son procesos bioldgicos.

Obtencidn de polimorfismos relacionado con cancer

Hasta el dia 28 de octubre del 2017 se identificaron 57,181 articulos de investigacion
relacionado con SNP, de los cuales solamente 43,780 SNP reportaban que los SNPs tienen
una importancia clinica, el registro de estas bases de datos empezé desde el 2005, cuando se
realizé el primer estudio GWAS con los criterios y parametros que hoy en dia son utilizados
para realizar estudios de correlacién de un fenotipo con una variacion genética, la tendencia
de los SNP que presenta una relevancia clinica va aumentando por cada afio (Figura 13),

viendo crecimiento tipo exponencial desde el afio 2015.
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Por la gran demanda de obtener cientos o incluso miles de secuencias en menos tiempos y
mas baratas, ha permitido la creacion de una gran variedad de tecnologias que permite la
obtencion de mas de una secuencia. Desde el afio 2005 hasta la fecha se han usados varios
equipos de secuenciacién para determinar los SNP con un impacto en el fenotipo humano
(Figura 14), las tecnologias mas utilizadas para la secuenciacién son los microarreglos de
AFFLYMETRIX, que estan disefiadas para detectar todas las mutaciones del ser humano
mediante una hibridacién con su cadena complementaria y la tecnologia de ilumina, que
permite leer miles de secuencia ADN en forma paralelas, lo que disminuye el indice de error
de las bases, lo que permite tener un menor nimero de error durante su lectura, siendo el
equipo mas utilizado para detectar SNP*?, Otros equipos de secuenciacion son los que
pertenece a la empresa Perlegen, que tiene como principal caracteristica la deteccion de SNP
mediante dos haces de luz que permite determinar si presenta hibridacion o no*?®, hay otros
tipos de secuenciaciones como por nanoporos, pero debidos a su poco tiempo de su disefio,
todavia no ha tomado el lugar que le corresponde, pero se estima que en algunos afos, sea
unos de los equipos con mayor uso debidos a su facilidad de uso y precio econémico que

tiene.
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Figura 13. Nimero de SNP estudiado por afio validados por analisis Gwas
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Figura 14. Equipos de secuenciacion utilizados para la identificacion de SNPs en genomas humanos

La tecnologia de secuenciacién en sus inicios era costosa tanto en insumos como en su
infraestructura, por tal motivo la tecnologia solo estaba disponibles para los continentes que
presenta un indice de nivel socioeconémico mas alto, explicando porque el 48% de los
estudios GWAS son de paises europeas (Figura 15), seguidos de los continentes de Asia y
africa con el 21 y 14% respectivamente, los SNP en poblacién américa representa solo el
13% de todos los estudios, el 3% de los estudios no tiene reportado de donde son originales
sus pacientes, debido principalmente por ser estudios de enfermedades raras, siendo

complicado pacientes con la enfermedad de un solo origen étnico.
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Figura 15. Anélisis GWAS por poblacion de estudio.

SNP asociados con una enfermedad

La version del genomas humano denominado GRCh38.p11, tiene un total de 324,570,586
mutaciones 0 variaciones en sus genomas, de las cuales se han determinados hasta el 28 de
octubre del 2017 un total de 43,780 mutaciones que presenta una alteracion en el fenotipo
(Figura 16), estos fenotipos puede ser tanto de proteccion o beneficio para la salud de las
personas y mutaciones relacionados con una deficiencia o enfermedad, se tiene un total
17,549 mutaciones que tiene como caracteristicas predisponer a una enfermedad, que
corresponde el 40% de todos los SNP estudiados, siendo 15,903 SNP relacionados con alguna
neoplasia. mientras que 32,027 de los SNP tiene un efecto protector a un fenotipo clinico o
enfermedad siendo el 73% de los SNP analizados hasta el 28 de octubre del 2017, se
presentaron un total de 5,796 SNP que tiene como caracteristica predisponer a una
enfermedad y al mismo tiempo tiene un efector protector o caracteristica beneficiosa para la

salud de los humanos.
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MUTACIONES
324,570,586

11,753 5,796 26,231

RIEGOS PROTECCION
17,549 32,027

Figura 16. Diagrama de Veen de las mutaciones presente en el genoma humana

De las 43,780 mutaciones con varianza clinica, se seleccionaron todos los SNP relacion con
neoplasia y que predispone a la enfermedad que se puede detectar en los genes que son
detectable en sangre, se obtuvo un total de 7,628 SNP reportados entre 31 tipos de neoplasias
(Tabla 18), en 1468 genes estos SNP se encuentra ampliamente distribuida en el genoma, en
la Figura 17 se presenta la posicion en el genoma de cada SNP, se determind que la gran
mayoria de las mutaciones que se han validados por los estudios GWAS se encuentra en
regiones que se transcriben, posiblemente es debido a los costos de secuenciacion del
genomas completos la mayorias de los estudios se obtuvieron mediante exomas, se tiene un
total de 726 SNP que tiene la capacidad de regular la expresion del transcriptos ( 209 rio
abajo, 176 rio arriba, 41 regiones reguladoras y 300 intergenicas), los SNP que estan
relacionados splice alternativas son 317 (3 splice donador, 227 splice aceptor y 87
mutaciones en los intrones que permite se forme un splice alternativo con la introduccion del
intrén al transcripto maduro). Se han reportados un total de 2000 mutaciones en los intrones
que esta relacionados con factores de transcripcion, se tiene un total de 4439 SNP en el
transcripto maduro (41 en las regiones UTR y 4398 en los exones).

Se puede detectar un maximo de 4,668 SNP relacionados con una neoplasia, siendo el 61.1%
de las mutaciones que se han relacionado con cancer que tiene un estudio de correlacion de

la enfermedad con una razén de momio mayor a 1 con un intervalo de confianza del 95%
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mayor de 1.01, los datos de SNP se puede descargar en el siguiente enlace;
https://1drv.ms/x/s!Ao7pR1IPQEuUAJt2pynB4Y000ydpaP

Tabla 18 Cancer que se ha determinados SNP en estudios Gwas

CANCER Subtipos  GENES SNP Articulos
Adenocarcinoma 2 9 9 10
Biomarcador de 1 29 62 4
cancer
Cancer cervical 1 6 21 4
Cancer colorrectal 2 178 1543 35
Cancer de boca 1 15 18 2
Cancer de cerebro 3 78 144 18
Cancer de cuello 1 9 29 5
uterino
Cancer de esofago 4 69 101 9
Cancer de higado 1 21 243 7
Cancer de huesos 2 9 10 2
Cancer de laringe 1 6 6 1
Cancer de mama 1 156 5568 50
Cancer de ojo 1 3 102 1
Céncer de orofaringe 1 11 11 1
Cancer de ovario 4 131 4346 9
Céancer de pancreas 1 65 91 9
Cancer de 1 1 12 1
paratiroides
Cancer de piel 5 125 183 11
Cancer de prostata 1 235 498 31
Céancer de pulmon 2 100 2167 24
Cancer de rifién 3 20 100 6
Cancer de testiculo 1 22 45 9
Cancer de tiroides 1 24 80 5
Cancer de vejiga 1 33 57 11
Cancer de vesicula 1 3 15 2
Cancer gastrico 2 25 86 6
Cancer nasofaringe 1 16 32 4
Cancer del 1 27 66 7
endometrio
HNSCC 1 65 290 2
Leucemia 4 129 234 20
Linfoma 3 70 100 11
Mieloma multiple 1 66 121 6
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5" UTR 2
Codén de inicio 12

Regién regulatoria Sp}lce donador 3 Cododn de paro 942 Rio abajo 209
a1 Splice aceptor 227
o ! | | |

o 3’ UTR 27
Intergénico 300

Rio arriba 176

Splice 87

Insercion 4 .. -
Mutacion enintron 2000

Delecién 15
Mutacién silenciosa 665
Cambio en el marco de lectura 2709
Variacién de la secuencia codificate 62

Figura 17. Posicién y efecto que tiene cada uno de los SNP relacionados con cancer

Posicion cromosdémica de cada una de las mutaciones.

Las 4,668 SNP que se obtuvieron se realizé un mapeo cromosémico para determinar en qué
genes se encuentra la mayor cantidad de genes relacionados con cancer (Figura 18). Los
genes con el mayor niumero de mutaciones relacionados con cancer estan localizados en los
cromosomas 7 y 17, posiblemente esto se debe a que estos cromosomas se encuentra los
genes BRAF y BRCA respectivamente, que son dos de los genes méas relacionados con
cancer, BRAF se asocia con la regulacion de la proliferacion y ciclo celular, mientras que

BRCA produce una proteina de reparacion del ADN.
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® CANCER DE CEREBRO ® HNSCC @ CANCER DE BOCA

® CANCER DE PROSTATA © CANCER DE HIGADO ® BIOMARCADOR DE CANCER
® CANCER DE MAMA © CANCER DE TIROIDE © CANCER DE FARINGE

® CANCER DE OVARIO © CANCER DE CELULAS RENALES © CANCER DE PARATIROIDE

® CANCER DE ESOFAGICAS @ CANCER DE NASOFARINGE @ CANCER DE VESICULA BILIAR
® CANCER DE PIEL ® CANCER DE PANCREAS ® CANCER DE COLON

© CANCER HEMATOLOGICO ® CANCER GASTRICO ® CANCER DEL SISTEMA NEUROENDOCRINO
© CANCER DE VEJIGA ® CANCER DE TESTICULO © CANCER DE OROFARINGE

© CANCER COLONRECTAL ® CANCER DE LARINGE ® CANCER OSEO

@ CANCER DE PULMON © CANCER DE OJO ® ADENOCARCINOMA

® CANCER DE UTERO © CANCER DE CELULAS PLASMATICAS  © CANCER DE INTESTINO

Figura 18. localizacién cromosémica de los SNP relacionados con 31 cancer en el genoma humano. Los
genes que presenta méas de 500 SNP en su estructura se agruparon como SNP en el gen para cada tipo
de céncer.
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PCR

Calidad de la extraccion del ADN para la secuenciacion.

Se realizo la extraccion de ADN con 200 ml de sangre de cada una de los pacientes, siguiendo
el protocolo de la casa comercial para la extraccién de ADN, se tomaron un volumen total de
5 ul de cada una de las muestras y se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%, el patron de
bandeo obtenido mediante la electroforesis muestra que no hay presentaba una degradacion
significativa visible en el gel de agarosa (Figura 19), indicado una buena calidad de las

muestras.
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Figura 19. Integridad del ADN gendmicos de las muestras de sangre corrida en un gel de agarosa del
1.5%.

PCR

Con los oligonucle6tidos disefiados por Geno+, se realizaron la PCR, los oligonucle6tidos
tienen como objetivos amplificar diversas partes del genoma, produciendo de manera teérica
un barrido de producto que abarca desde los 100 a 600 pares de bases de producto. Por tales
motivos se espera un barrido de producto en dicho rango, en la Figura 20 se presenta dos
muestras con el barrido esperado, indicando que se tiene productos de diferentes tamafios

que abarca entre 100 a 1000 bases.
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Figura 20. Barrido de productos de PCR con los oligonucleétidos de genomas.

Disefio de oligonucledtidos para la validacion de la técnica.

Con los productos de la PCR se realiz6 una Reamplificacién con los oligonucleétidos con

los 6 pares de oligonucledtidos para la validacion (tabla 19), los productos de PCR no superan

las de 200 pb.
Tabla 19 Oligonucledtidos para PCR y gPCR
Gen SNP Nombre Oligonucledtidos Aplicones

FTO rs8050136 FTOF AAAAATTTTCCAAGCATTCCATGAGTCC 170
FTOR TAAACTCGGTATTTGATTTCCTTTTCCC

UMOD rs4293393 UMODF AAACACCCATTCTCATGAGATCAGC 175
UMODR GCTATTTAAGTGCAAATTTATTTCGCCTCC

APOA5 rs2736428 | APOAF AAACTCACCCACAATCCCCACC 180
APOAR GCCTACTGATGCCCATGCTGC

SLC44A4 | rs1130214 SLC44A4F | GGAAAGCAAAGAAATTCAAACATGAGG 176
SLC44A4R | GGGCGCTGTGGTTTAGGAGG

DPP10 rs7581057 DPP10F AACCTTCTCAAGTGCTGTGCCTGC 180
DPP10R AGGTTAAGTACCAACAAAGGAAGCTCC

HIF1A rs11549465 | HIF1AF AACTGTGCTTTGAGGACTTGCGC 196
HIF1AR ATGTTAGCTCCCTATATCCCAATGG

65




Validacion por PCR.

Los 6 SNP se realizaron por triplicados, para confirmar su tamafio en un gel de agarosa al
2%, siendo la linea roja, la posicién del marcador de pesos de 200 pb, indicando que todas

las muestras amplificaron para cada SNP.

Figura 21. Gel de Agarosa 2% de los 6 SNP, carril 1 al 3 son para el SNP del gen FTO, carril, 4 al 6
son para UMOD, del 7 al 9 son para el SNP del gen APOAD5, del 10 al 12 son para SLC44A4, 13 al 15
para DPP10y los carriles 16, 17 y 18 son del gen HIF1A.

Validacion por gPCR.

Los mismo 6 SNP se disefiaron para poder ser utilizados para PCR y qPCR, para confirmar
los productos, cada muestra se ejecutd por triplicado, y se graficd el promedio de cada uno,
se obtuvo una curva caracteristica de una muestra positivas, mientras que los controles
negativos y los controles sin muestras no presentaron una fluorescencia mayor de 50
unidades, indicados que los oligonucleétidos no forma dinero con ellos mismo y que son

selectivos.

25000 7 25 =

= DPP1O

20000 - 70

= umopD
15000 15

U

]
w =" SLC44A4 o

o

10000 9 APOAS 10 9

= HIF1A
5000 " 5

cicLOs CICLOS

NTC1

NTC2

NTC3

Figura 22. Validacion de la PCR en formato Multiplex mediante gPCR. NTC1, NTC2 y NTC3 son reacciones de qPCR sin

muestra biolégica y los CN1, CN2 y CN3 son reacciones de PCR con muestra bioldgica de ADN de bacteria
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CONTROL DE REACCION

De las 4 muestras y de los dos controles fueron confirmadas por dos equipos diferentes
(Figura 23); por gqPCR, que permitié ver si existe amplificacion exponencial en el
termociclador y determinar si los controles negativos no presenten falsos positivos, y por el
bioanalayzer, que permite comprobar el tamafio de los productos y la concentracion de ADN

en la muestra.

Todas las muestras fueron positivas, los controles negativos no presentaron una fluorescencia
mayor de 100 RFU, determinado que los oligonucledtidos no realiza dimeros ni amplifica
entre ellos mismo, lo que lo convierte en unos excelentes oligonucle6tidos para usarlos como
control de la secuenciacion. El tamafio esperado de los productos de PCR es
aproximadamente de 570 pares de bases, en el gel in silico obtenidos por el bioanalyzer se
observa que todos tiene un tamafio aproximados de 600 pb, lo que indica que las muestras
obtenidas son apropiadas para realizar la secuenciacion. Las secuencias de los controles se
procesaron con el programa Epi2me de nanopore que clasifica las lecturas obtenida para
determinar si los productos de PCR pertenece exclusivamente a bacterias, los datos obtenidos
no se presentd ninguna lectura de humanos, solo de bacterias (Tabla 20), lo que indica que el

equipo de secuenciacién permite la identificacion correcta de secuencias.
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Figura 23 Controles negativos, figura A es el resultado de la gpcr, B es el gel generado por el
bioanalyzer, siendo M1, M2, M3y M4 las muestras de heces fecales y CTN son controles sin muestras
de heces fecales (control sin muestra).
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Tabla 20 Microorganismo detectado en la muestra de heces fecales

Taxon Precision
Lactobacillus oryzae JCM 18671 | Especie
Prevotella copri DSM 18205 Especie
Citrobacter freundii ATCC 8090 | Especie
Dialister succinatiphilus YIT Especie
11850
Citrobacter freundii ATCC 8090 Especie
Dialister succinatiphilus YIT Especie
11850
Lactobacillus paracasei Especie
Lactobacillus casei Especie
Lactobacillus zeae Especie
Lactobacillus rhamnosus Especie
Lactobacillus camelliae Especie
Helicobacter canadensis Especie
Helicobacter ganmani Especie
Helicobacter japonicus Especie
Helicobacter rodentium Especie
Oscillibacter valericigenes Especie
Helicobacter mesocricetorum Especie
Prevotella oulorum Especie
Prevotella buccalis Especie
Citrobacter murliniae Especie
Citrobacter braakii Especie

SECUENCIACION

Se secuenciaron un total de 94 muestras, 90 muestras con el equipo MinlON, y 4 por ilumina
(3 en el Hiseq del IBT y uno de Macrogen usando el Hiseq). Para preparar las bibliotecas las
muestras se cuantificaron con el cubit version 2.0, se ajusto para tener una concentracion

minima de 30 ng/ul.

Los datos obtenidos fueron en formato FAST5, para su analisis fueron transformado a
formato FASTQ.

Proceso de las lecturas en bruto
Se compararon la calidad de las lecturas entre el ilumina y el MinlON (Figura 24). En el caso

de las lecturas de ilumina se utiliz6 una Q30, mientras que en el MinlON se obtuvo una

68



calidad de Q15, las lecturas de ilumina presenta una mayor calidad las del MinlON, estos es
debido a la modalidad que ilumina realiza secuenciacion en formato pareada, permitiendo
realizar la lecturas en ambas hembras de ADN, lo que disminuye el error en la secuenciacion,
el Unico inconveniente que presenta este estilo de secuenciacion es que estan limitado a un
rango de tamafio, cosa que no sucede con la secuenciacion por MinlON, nanopore
recomienda en sus protocolos, que para asegurar que se obtuvo una buena corrida de datos
una Q12, la secuenciacion obtenidas por el MinlON cumple con los requisitos recomendados

por la empresa para poder utilizar los datos para realizar el analisis informatico.

Analisis de las secuenciacion y validacién de la técnica.

Debido a la poca frecuencia de cada uno de los SNP, no se realizd la bldsqueda de las
mutaciones puntuales porque posiblemente mas del 80% de los SNP no lo podremos localizar
de manera adecuada, para solucionar se realizd un script para la busqueda de 25 bases
consecutivas antes y después de la mutacion seleccionar, para lograrlo identificar el sitio de
mutacion, se realizo un script que permite buscar las bases antes y después de la mutacion

con una similitud minima de 90%.

Secuenciacion

Debido a los millones de datos que se generas por cada muestra y poder simplificar el analisis,
se realizé el seguimiento de solo 6 SNP para 82 muestras, de este modo se realizo la
validacion del equipo de MinlON para realizar un panel de secuenciacién. Para la muestra
de cancer de tiroides, que se secuencio por dos equipos distinto para determinar la
sensibilidad y especificidad, se realizé la busqueda de todos los SNP posible entre los dos
equipos con el script disefiado, para el exoma comercial de Macrogen, se tiene garantizados
un minimo de 90,000 posiciones de SNP, realizando limpieza de los datos se obtuvieron un
total de 99,995 SNP, de los cuales se usaron para buscar todos los SNP relacionados, en el
panel comercial se tiene presente un total de 3456 SNP en el exomas de los 4439 SNP siendo
un poco mas de 75% de los SNP que se puede detectar en teoria con el panel de
secuenciacion, y esta relacionados con un tipo de neoplasia, el numero de SNP sea menor en
estos paneles comerciales para patologias posiblemente porque el kit fue realizado y

estandarizados en el afio 2010, y varios SNP todavia no se habian descubierto.
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Figura 24. Comparacidn de calidad de las lecturas entre MinlON, la casilla A, B y C pertenece al llumina, casilla D,
F y G son los datos obtenidos por MinlON, Ay D son los puntajes de calidad de las lectura, B y F muestra el
tamafio promedio de las lecturas, C y F muestra el contenido de bases nitrogenado, siendo Timina rojo, Citocina

azul, Adenina verde y Guanina negro, todos en porcentaje.
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En el panel de secuenciacion disefia para la tesis se encontr6 en las 83 muestras los 6 SNP,
sin importar el técnico o el dia en que se realizo, por tal motivo se puede utilizar el MinlON
como un equipo para la deteccion de secuencia de ADN para usarlo como un panel de
deteccion de SNP.

Debido a que la lista de todos los SNP que se puede detectar en el MinlON con importancia
clinica en neoplasia es muy grande (3456 SNP), se muestra en la Tabla 21 un ejemplo de
como se tiene los datos en la base de dato, para poder visualizar la lista completa, una copia
de los datos se coloco en la nube de OneDrive en formado xIxs con el siguiente link:
https://onedrive.live.com/edit.aspx?cid=09e012d05347e98e&page=view&resid=9E012D05
347E98E!12687&parld=9E012D05347E98E!12686&app=Excel

Tabla 21 SNP con relevancia clinica en cancer que son detectable por el protocolo
disefiado por la tesis

TIPO DE
CANCER GEN SNP RM CL de 95 %
Mama BRCAL rs80357417 1.4 [1.2-1.5]
Mama BRCAL rs80357792  1.11 [1-1.26]

Mama BRCAL rs886040078  1.11 [1.02-1.24]
Ovario BRCAL rs80357792 1.3 [1.1-1.5]
Ovario BRCAL rs886040078 1.6 [1.4-1.67]
Mama BRCAL rs80357788 1.6 [1.5-1.66]
Ovario BRCAL rs80357788 1.3 [1.2-1.4]
Pulmén BRCAL rs397509014 1.0309278 [1-1.08]
Colorrectal PMS2  rs63750871  1.04 [1.04-1.10]
Mama BRCAL rs80358063  1.04 [1.01-1.08]
Ovario BRCA1 rs80358063 1.04 [1.01-1.08]
Pulmén BRCAL rs397508973  1.04 [1.00-1.08]

Para confirmar que el algoritmo funciona correctamente se sometié a un analisis, se
seleccionaron un total de 10 SNP que fueron detectados en la secuenciacion, fueron
procesadas y se recortaron a 51 bases que corresponde a una bases de la mutacién y 25 bases
en ambos sentidos, a las lecturas se les realizo un blast para determinas si la secuencias no se
encuentra repetidas en otra zona del genomas para confirmar que los resultados obtenidos no

es un falso positivos,
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se determind que las secuencias localizadas corresponden a un polimorfismo registrado en la
base de datos de variaciones genéticas (Ensembl). Se obtuvo que todas las lecturas cumplen
con los criterios establecidos y se tiene un nivel de confianza significativo en el
procesamiento de los datos. Unos de los SNP que se seleccionaron es el RS121913327 que
es una mutacion del gen APC, fue localizada en las lecturas del MinlON, con una identidad
de 96%, las secuencias de manera individual, se le sometié a un blast, se obtuvo que la
secuencia tiene una hibridacion del 96 con mRNA del gen APC, de igual manera se realizd
un CLUSTAL entre la lectura y el SNP seleccionado, se obtuvo una gran similitud entre las
lecturas, el CLUSTAL permite ver la posicion de la mutacién (Figura 25), se utiliz6 una
herramienta de NCBI de la pagina Emsambl para determinar la posicion en el cromosoma de
las 51 bases, se determind que la lectura proviene del brazo largo del cromosomas 5, que
corresponde al gen APC, confirmando que con 50 bases de identidad puede confiarse en la
deteccion de regiones donde se presenta la mutacion.

EBIDownload +~ GenBank Graphics

A)Homo sapiens APC, WNT signaling pathway regulator (APC), transcript variant 3, mRNA
Sequence ID: NM_000038.6 Length: 10704 Number of Matches: 1

Range 1: 4046 to 4096 GenBank Graphics
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Figura 25 Analisis de las lecturas que contiene el SNP rs121913327, A) es el blast de
la secuencias, B) clustal entre el SNP contra la lectura recortada que presenta la el
rs121913327 y el SNP, en él se puede ver la bases que presenta la variabilidad C)
analisis de posicion de secuencias con variaciones con el programa ensambl.
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Con los datos obtenidos, se confirmé que las lecturas son confiables, se realizo el cuadro 2x2
para determinar la sensibilidad y especificidad de la técnica comparando con la técnica de
oro (secuenciacion de exomas por Macrogen). En la Tabla 22, se presenta los resultados de
la deteccion de SNP, si no detecto un cambio de bases en la posicion de la mutacidn se tomd

como normal, si detecto una mutacion se considera SNP.

Tabla 22 Resultados deteccion de SNP

Técnica de referencia
SNP No mutacién Total
Técnica SNP 161 17 178
disefiada No mutacioén 50 3228 3278
Total 211 3245 3456

A partir de los datos obtenidos se calcularon todos los pardmetros para calcular la robustez
de la técnica, los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 23.

Tabla 23 Parametros que se calcula con la comparacion de dos técnicas

Parametro Valor Porcentual
Especificidad 0.99476117 99.47%
Sensibilidad 0.76303318 76.30%
Exactitud 0.98061343 98.06%
Valor Predictivo Negativo (VPN) 0.9847468 98.47%
Valor Predictivo Positivo (VPP) 0.90449438 90.44%

La técnica presenta una exactitud del 98%, volviendo la técnica para deteccion de SNP
mediante Nanoporos confiables para uso clinico, aunque esto solo se realizé con dos muestras
debido a su alto costo, para poder llevar la técnica a su aplicacion clinica se requiere realizarlo
con todos los SNP seleccionados para la tesis, pero da un panorama alentador para su
traslocacion como una técnica de diagndstico preventivo. Con eso datos se calcul6 la curva
ROC.

Curva ROC.

LA Curva ROC fue calculada para obtener el area bajo la curva y determinar la precision de

la técnica disefiada comparadas con una técnica estandar (Figura 26), el area bajo la curva
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fue de 0.9446, es decir que la técnica puede ser usado como una técnica para la deteccién de

SNP en paciente entre 18 a 65 afos sin importar el sexo.
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Figura 26 Curva ROC para la secuenciacion por MinlON en comparacién con la
secuenciacion de ilumina por Hiseq

Anélisis de costos

El kit comercial de exomas de Macrogen tiene un precio al mercado de 300 Délares mas
IVA, debido al cambio de moneda oscila entre 6500 a 7200 pesos mexicanos, mientras que
el panel disefiados tiene un costo de procesamiento de 725 dolares por muestras (13500 a
15000 pesos mexicanos), siendo dos veces mas costosas que las se encuentra en la actualidad
en el mercado solo realizar la técnicas, el panel que se disefio todavia falta entrar al proceso
de optimizacién para disminuir los costos de secuenciacion y mejorar los tiempos de
procesamiento de los datos para poder competir con kits comerciales que domina el mercado

de la medicina preventiva mediante analisis de SNP.
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Circos Plot

El andlisis Circus plot nos permito correlacionar los 31 tipos de cancer analizados con los
cromosomas, no se incluye el cromosoma Y, porque en la base de datos que se genero, no se
obtuvo ninguna secuencia del cromosoma y que cumplia con los requisitos establecidos para
realizar el andlisis, la informacion que nos permite tener esta base de datos nos permite

visualizar de manera mas claro los datos obtenido en la mineria de datos.
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Figura 27 Circus plot para la interaccion de los canceres con los cromosomas, SRM es
cancer del sistema reproductor Masculino y SRF es cancer del sistema reproductor
femenino. El grosos de las lineas indica el nimero de mutaciones que se relacionada con
cada cromosoma.
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Modelo booleano

A partir de los datos obtenidos de las bases de datos de cancer y del modelo de metéastasis, se
disefio el siguiente modelo Booleano que tiene como finalidad poder determinar si el paciente
mediante simulaciones tiene posibilidad de que la neoplasia que se puede generar tiene un

indice alto o bajo de metéstasis.
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Figura 28 Modelo Booleano, las lineas rojas son efecto negativo para el gen, linea verde
son efecto positivo.
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DISCUSION

Para disefiar un panel de diagndstico se deben de cumplir un minimo de muestras para su
validacion!’, por los parametros establecidos para la tesis se obtuvo que 59 muestras es lo
minimo que se requiere para tener una confiabilidad de 95% de los datos cuando presenta
una distribucién binomial, pero para llevar una técnica de biologia molecular al mercado
debe de pasar por varios filtros o protocolos que requiere un nimero mayor de muestra'?’,
para determinar el nuevo nimero de muestras que se requiere, se debe de determinar la
poblacion objetivo, tiempo y disponibilidad de la muestra, determinar la poblacidn objetivo
no fue abordado en la tesis, debido que se tendria que realizar una estandarizar para cada tipo
de cancer que se quiere aplicar la técnica, la estandarizacion para algunos tipos de cancer en

especificos en poblacién mexicana, queda como un trabajo a futuro.

Se recolectaron un total de 83 muestras sanguineas de personas de un rango de edad de 18 a
65 afios, ninguna muestra presento hemolisis o lipemia, las muestras fueron suficientes para
confiar que se tiene una muestra representativa para determinar que la secuenciacion por
MinlON tiene futuro para utilizado como un equipo para disefiar un panel de diagndsticos
para Cancer, actualmente se esta usando la secuenciacion por nanoporos para detectar
variaciones genéticas en Cancer, el grupo de investigacion Gardner en el 2018, crearon una
técnica para determinar todas las posibles variaciones en los 27 genes de importancia para
cancer, para su validacion se utiliz6 un total de 630 individuos, que presentaba descendencia

de varios tipos de carcinomas'?®,

Mas del 25% de los genes se encuentra expresados en sangre y es posibles de detectar con
técnicas de biologia molecular a partir de una biopsia sanguinea, los articulos que por lo
general se reporta en la pagina de GEO, proviene de microarreglos, la minera de datos nos
permito determinar que los cromosomas 1,6 y 19 presenta el mayor nimero de genes que se
expresa en sangre. EI contendido de genes de cada cromosoma se estima y/o se sospecha que
es de modo azaroso debido a que no hay un patrén determinado para establecer el orden y
namero de genes que tiene cada cromosoma, peros se han reportados islotes o conjunto de
genes que esta relacionado en sus funciones y se encuentra en el mismo cromosoma, un
ejemplo es el brazo corto del cromosoma 6, en él se encuentra todos los genes que

perteneciente al complejo mayor de histocompatibilidad®?®, que son expresados de manera
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constante por las células del sistema inmune como los linfocitos que se encuentra en

circulacion en sangre*°.

De los 15744 genes que se expresan en sangre, se determind que el 9.32% (1468 genes) tiene
por lo menos una relaciona con alguna neoplasia, la mayoria de los genes que afectan tienden
a ser genes dianas o genes involucrados en vias de sefializacion celular, lo que indica la
importancia que la célula que entra a un proceso de neoplasia tiene que tener la capacidad de
inhibir las sefiales del organismo para su regulaciébn y crecer de manera
independiente!®131132 unos de los principales genes mas involucrados en el desarrollo de una
neoplasia son los genes TCF1 y APC, que son genes relacionados con rutas de sefializacion
de WNT, la ruta de WNT regula la capacidad de la célula en proliferar y diferenciarse, por
tal motivo casi siempre se encuentra alterada en las neoplasias?, por eso las mutaciones en
estos genes tiene una gran impacto en la formacion de la patologia, también se encontraron
otros genes con otras vias de sefializacion, como el gen NICD, que es un gen importante para
la via de NOTCH. Las alteraciones que se encontraron no fueron solo en sefalizacion,
también los genes que tiene que ver con la regulacion de metabolismo, esto tiene gran
importancia porque en todo proceso de neoplasia, la células tienen que cambiar su rutas
metabdlicas para poder tener biomasa y energia para su proliferacion, el cambio metabolico
méas importante es el efecto Wartburg'®, el efecto Wartburg permite a las células
cancerigenas obtener una fuente rapida de ATP para su rapido crecimiento, mediante la
conversion de piruvato a acido acético, esto no solo permite tener la energia sino que la
sintesis de acido acético permite a la células cancerigenas usarlo como sefial para la
angiogénesis y metastasis'®, lo que lo vuelve de suma importancia para la sobrevivencia del
tumor. Para que una célula pueda entrar a un proceso de neoplasia debe adquirir todas las
herramientas para empezar un proceso similar a la embriogénesis para diferenciarse y crecer

de manera rapida e independiente.

En el estudio se encontrd que en el cromosoma 17 tiene un conjunto muy grande de genes
involucrados a neoplasia, estos genes estan intimamente relacionados con mantener la
integridad del ADN***, lo que indica que posiblemente actiien como islotes cromosomaticos,
lo que vuelve el cromosoma 17 un blanco estudios. Los genes que mas sobresale en el

cromosoma 17 para la formacion de un tomar son los genes; HER2, TOP2A, TAU, Tp53,
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HIC-1 y BRCA1™® mutaciones en ellos son asociados con Céancer de células somaticas,
principalmente en sarcomas®®*13 como la piel Estudios demuestras que anomalias en
cultivos de tejido tumoral de pacientes con cancer de mama, los cromosomas con mayor

indice de mutaciones son; 3, 7 y 8%,

Los 43,780 SNP que se tiene reportado en las bases de datos con importancia clinica que se
han registrados desde el 2005 hasta el 28 de octubre del 2017, el 65% de los SNP detectados
con importancia clinica se ha publicados en los Gltimos 3 afios, posiblemente estos se deba
por dos razones, primeros en el afio 2015 el grupo de trabajo del doctor Evan Eichler,
perfeccionaron una técnica de secuenciacion denominada secuenciacion en tiempo real de
moléculas Unicas (SMRT, en sus siglas en inglés), permitiendo encontrar mas de 22,000
variaciones gendémicas que no era posibles detectar con las técnicas de secuenciacion masivas
de afios, por el indice de error que presenta en regiones repetitivas y zonas ricas en triples
enlaces®®, lo que despertd el interés de muchos investigadores para el uso de nuevas técnicas
de deteccion de secuencias, y la segunda posible razén es que los avances en la tecnologia y
la promesa de la medicina personalizada o biodirigida, concibié que varias organizaciones
relacionadas con el area de la salud como el instituto nacional del cancer y gubernamentales
como la casa blanca durante la presidencia de Obama, apoyara con recursos técnicos y
econdmicos para poder realizar una base de datos de miles de personas para poder tener
suficientes datos para poder realizar las correlaciones mas exactas y poder tener tratamiento

personalizados®°,

De los 1468 genes relacionados al cancer gue se expresan en sangre que son detectables en
sangre, de manera teorica se pueden detectar unos 7,628 SNP con relevancia clinica en la
patologia que fueron reportados hasta el mes de octubre del 2017, siendo un total de 4,668
SNP que se localiza en regiones que se pueden detectar por secuenciacion en regiones de
codificantes, debido a que la secuenciacion del genoma todavia sigue siendo de alto costo, la
gran mayoria de las técnicas que se han ocupado para la deteccion de SNP se realiza por
Exomas, explicando porque maés del 60% de estas variaciones estudiado y relacionado con
cancer son detectable en transcriptos, lo que puede sesgar el impacto que atribuye cada
mutacion por las limitantes que se tiene por las técnicas que predominas en la actualidad

debidos a los costos.
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Todavia no se tiene estimado el numero de mutaciones requeridas para conducir o adquirir
algun tipo de cancer y tampoco se tienes el conocimiento si el nimero de mutaciones o tipos
de igual para cada poblacion del mundo!?14-143 por tal necesidad se ha establecido un
analisis llamado GWAS para tener un acercamiento para ver la posible contribucion de cada
mutacion para el desarrollo, dando unos de los primeros pasos para la medicina
personalizadas, lo que permite abrir una nueva ventana de la ciencias de la salud para mejorar

el tratamiento y el diagnostico.

Se tiene caracterizados SNP para 31 tipos de cancer, estos canceres, son los canceres mas
comunes en poblacion humana como es el de mama y de piel, pero también se han
caracterizados los canceres con la mayor tasa de mortalidad como es el cancer de pulmén y

los gliomas debido a su gran impacto en la sociedad.

Las variantes alélicas que se han reportado en bases de datos que presentaba razon de momios
mayor con un intervalo de confianza mayor a 1, fueron usado para realizar el panel de genes,
debidos a los pocos estudios que se han realizados en poblacion Américas, solo el 16% de
los SNP han sido probados en poblacion del continente, méas del 50% de los SNP fueron
probados por descendencia europea, abriendo la posibilidad que los SNP relacionados con
alguna neoplasia en poblacion occidental no tenga un impacto clinico para la poblacién
mexicana. Para solucionar este inconveniente las bases de datos COSMIC y SNPedia
solicitad en sus péginas, que los SNP que suban en sus servidores debe de validarse como
minimo en dos poblaciones de diferentes, aumentado la posibilidad de que el efecto de SNP
se presente sin importar la étnica de la poblacion, pero no existe ningin estadistico hasta el

momento que permita validar el supuesto.

Se encontraron un total de 7,628 SNP relacionados a cancer, y se determinaron un total de
16,557 correlaciones con alguna neoplasia, algunos SNP por lo menos se encuentra presente
en 2 de los 31 tipos de cancer, un ejemplo de la afirmacion anterior el SNP rs397508058, que
proviene del gen BRCA2, se ha determinado varias correlaciones mayores de 1.05 en
canceres de pulmoén, de mama 'y de ovario, lo que nos puede indicar que la mutacion tiene un
efecto muy relevante para la formacion de una neoplasia, los genes que se encontraron que

presentan estas caracteristicas son principalmente los genes que estan relacionados con la

80



integridad del ADN, lo que nos permite reafirmar la hipotesis que los genes de regulacion

tienes un alto impacto en la formacion de varios canceres.

Se determind que los genes con los mayores numeros de mutaciones en su estructura son los
genes BRCAL, BRCA2 y BRAF, posiblemente las mutaciones que afecta de manera directa
las funciones de estos genes aumentan la posibilidad de generar alguna neoplasia debido que
componentes de los puntos de regulacion del ciclo Bioldgico de la célula. Los genes de
BRCAL y BRCAZ2 tienen como funcion primordial realizar las reparar el ADN cuando sufre
alguna mutacion, mienta que BRAF normaliza la proliferacion y crecimiento celular, cuando
estos genes no cumple su funcién de la manera mas optimas, pueden contribuye de manera
significativa para que la célula pierda o inhiba los mecanismos de regulacién celular y se

vuelve en una célula neoplasica.

De total de SNP encontrados en bases de datos con importancia clinica, se presentaron 5796
SNP que presenta una dualidad entre un efecto protector y de riesgo a una patologia en
comun, permitiendo formular dos posibles hipétesis para explicar este fenomeno, la primera
es que los SNP requiere alguna condicion adicional para aumentar o disminuir la probabilidad
de presentar un fenotipo, por ejemplos alto niveles de grasas o presentar otros SNP al mismo
tiempo, a esta caracteristicas, hoy en dia es un “top topic” de debate, como es que interactuan
varios factores que modifica la probabilidad de un fenotipo, la discusion sobre como los
demas factores genético interviene de manera significativo para un fenotipos se le denomina
fondo genético. La segunda hipoétesis que se puede generar de la contrariedad de los datos es
porque en los estudios realmente no se ha tomado una muestra representativa del universo,
esta Ultima hipdtesis, es muy controversial, porque no existe realmente un criterio de cuantas
muestras es representativos en una poblacién a nivel genético, de manera general se estima
que de un 5 al 10% de la poblacion es un buen estimador de una poblacion, el problema que
a nivel genético un 5% de una poblacion siendo imposibles obtenerlo, solo para el caso de
México, se necesitaria tener mas de 7 millones de muestras por estudios para tener solo el
5% de la poblacidn, superando por miles de veces el nimero de muestras totales que se tiene
por todos los estudios en poblacién mexicana que se tiene reportado hasta el 2019. Todavia
no existe un criterio estadistico que nos permita limitar realmente cuanto seria una muestra

representativa para un estudio de SNP, pero existe algunos SNP debido a su alta incidencia
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y su correlacion fuerte con algunas neoplasias, se puede observar su efecto incluso en

poblacion pequenias.

El ser humano tiene reportado en su genomas un poco mas de 300,000,000 variaciones
genéticas, presentando menos del 0.01% con un efecto en la vida de la persona de manera
individual, pero no se ha determinado el efecto que se tiene por la presencia de todos las
variaciones en un individuo, tal vez esto explicaria de manera mas lineal porque algunas
personas o poblaciones son mas susceptible a contraer un tipo de cancer o presenta un bajo
pronostico de recuperacion, por ejemplo, en la leucemia linfoide aguda en la poblacién
mundial tiene un 85% de recuperacion luego de ser tratada, pero en la poblacion mexicana el
indice de recuperacion no supera el 60%, permitiendo ver que en la poblacion mexicana a
pesar de ser la misma enfermedad, el prondstico de recuperacion es muy diferente?144,
explicando de manera parcial porque algunos SNP presenta una dualidad en algunos casos
para un fenotipo individual, dando un poco de peso a la hip6tesis que algunos SNP para tener
un efecto de proteccion o de predisposicion requiere la presencia de otras variaciones
genéticas o condiciones adicional que no se tomaron encuentra en la investigacion para poder
causar un fenotipo, por este motivo ya no se debe de realizar correlaciones de solo un SNP
con un fenotipo a la vez porque no se sabe si el efecto de fondo genético influye de manera

significativa a la patologia.

Debido a los altos costo que se puede generar para validar cada uno de los SNP para validar
un equipo, se seleccionaron un total de 6 SNP de manera azarosa para la tesis, para llevarlo

al mercado, queda como perspectiva futura del trabajo.

Los SNP que se seleccionaron para la validacién del equipo, demostraron que puede ser
detectable sin tener un efecto significativo por las variables personal técnico y tiempo, lo que

permite usar el equipo para la deteccion de varios SNP.

La secuenciacion de la empresa Macrogen, reportaron un total de 99,950 SNP, de todos los
SNP que ellos reportaran, podemos detectar un total de 3456 SNP relacionados con alguno
tipo de cancer seleccionados para la tesis, siendo el 77.85% de todos los SNP presente en las
bases de datos hasta el 2017 relacionado con alguna patologia, el porcentaje de los SNP que
se encuentra en el panel de Macrogen un poco limitado en comparacién al servicio que

ofreces es posible debidos a que la técnica es del 2012, lo que limito la técnicas a solo los
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SNP caracterizados hasta esa fecha, para poder aumentar el nimero de SNP en la técnica de
oro, se tiene que buscar técnicas mas actualizadas para usarlo como referencia para aumentar

el nimero de SNP que se puede comparar.

En general, las tasas de error parecen ser constantes en todas las secuencias**

, sin importar
el SNP, de los 99,995 SNP ofrecidos en el exoma de la Macrogen, solo se detectaron 3456
del panel que se disefid, comparando la dos técnicas sus datos obtenidos de la deteccion de
la regidn que se encuentra los SNP, se obtuvo un area bajo la curva de 0.94, volviendo una
técnica que cumple todos los parametros para poder usarlo como una técnica de deteccion.

Dando las pautas para ser postulada como una posible técnica de diagndstico preventivo.

Los paneles de secuenciacion dirigido a la deteccion de mutaciones relacionados con tumores

ya es rutinaria en algunos paises de primer mundo?

, Sin embargo, en paises en desarrollo
como México todavia no existe normas y/o protocolos de referencia para usar tecnologia de
secuenciacion para el diagnostico preventivo, por lo que la contribucion del presente trabajo
esperar agregar un pequefio blogue para las futuras generaciones para la medicina
personalizada que se esta abriendo camino en México. La secuenciacion no era una técnica
disponible al publico general, debidos a diversos factores, entre los mas importantes es el alto
costo e infraestructura que se requiere para poder realizar la secuenciacion, pero gracias a los
nuevos desarrollos tecnoldgicos como MinlON y MACPIO, permite al personal capacitado
en el area realizar la secuenciacion de manera mas rapida y de menor costo, esta ventaja es
muy prometedora para que el diagnostico molecular sea posibles en instituciones como

hospitales o los centros de salud de manera rutinaria®#®.

El dispositivo MinlON se ha utilizados en varios tipos de cancer por todo el mundo, entre los
mas estudiados se encuentran reportados en los canceres de leucemias*’~°, cancer de
pulmén®® y pancreéticos!® > recomendando altamente el uso de MinlON debido a la
excelente precision, deteccion y confiabilidad en la identificacion de mutaciones debido a la
cantidad de lecturas que se puede obtener, acercandose a los métodos actuales estandarizados
para secuenciacion de panel de cancer (ilumina). EI MinlON ha demostrado una deteccion
rapida para SNP, inserciones, deleciones y translocaciones en muchos genes relevantes
varios tipos de cancer de manera confiable!®, entre los méas relevantes se encuentran; TP53,
EGFR, KRAS, NRAS, NF1, CDKN2A/P16, SMAD4/DPC4 y BCR®L15215  Ciertos
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articulos han sugerido que la secuenciacién masiva por nanoporos, en su estado actual, esta
listo para ser implementado en laboratorios de patologia hospitalaria para ayudar en la
deteccion primariat®, incluyendo el seguimiento de la evolucion de la enfermedad y del

tratamiento®®’.

Desde el desarrollo de MinlON en el 2014, solo se han validados pocos protocolos para su
uso en diagndsticos clinicos en poblaciones del occidente, unos de los protocolos mas
importante son para deteccion de SNP relacionados con tumores del sistema nervioso®*°,
demostrando la eficiencia de usar la secuenciacién por nanoporos en el uso de la detecta SNP
y/o ARNm que se expresa en la sangre del pacientes que se tiene sospecha una patologia,
disminuyendo el uso de técnicas invasivas y radiografias, manifestando el verdadero poder
que se obtener usando equipos de secuenciacién portatil como el MinlON para la recoleccion
y analisis de SNP%*18 La precision y tiempo de respuesta sugieren que la integracion de
MinION en la linea de diagndstico preventivo puede mejorar la atencion del paciente y las

decisiones de tratamiento acelerado.

Para llevar una técnica de biologia molecular al mercado debe de pasar por varios filtros o
protocolos ya establecidos, cada pais tiene sus propias instituciones que rigen y dictan las
normas, entre los mas importante es determinar la poblacion objetivo, por tiempo y
disponibilidad de la muestra, determinar la poblacion objetivo no fue abordado en la tesis,
debido a que, si se requiere estandarizar para alguno tipo de cancer en especifico, se requiere
trabajar con muestras de paciente con dicha patologia, queda como un trabajo a futuro

estandarizar la técnica para una patologia especifica.

Para terminar la tesis dio una pauta para llevar una técnica de diagnosticos preventivo,
todavia le falta determinar ser estandarizados en poblacion objetivos para cada tipo de cancer,
al mismo tiempo se requieres realizar una optimizacion para disminuir el costo de
procesamiento debido a que si los costos de procesamiento no disminuyen de manera
significativas no tendra oportunidad de competir con el mercado emergente de los préximos

anos.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados de esta tesis es posible concluir que:

Se identificaron 15,744 genes, reportados hasta octubre del 2017, que se detectan en sangre.

Se identificaron 43,780 SNP con relevancia clinica validad con poblaciones de 4 continentes
(excepto Oceania que no realizas los estudios con los criterios para ser aceptados por paginas

especializadas o especifica la poblacion de estudio).

Se identificaron 17,549 SNP que predisponen a desarrollar una enfermedad, mientras que

32,027 de los SNP tiene un efecto protector.

Con los resultados obtenidos se determind que el equipo de secuenciacion de la marca
Nanoporo “MinlON” puede ser usado como un equipo portatil para la deteccion de
SNP149,159

La secuenciacion masiva permite general paneles para realizar un diagnéstico preventivo

hasta los 31 tipos de cancer que se tiene reportado.

La secuenciacién por nanoporos proporciona datos de genes de manera rapida y precisa con
mejor accesibilidad y conveniencia en comparacion con los métodos actuales de NGS, lo que
convierte la tecnologia de secuenciacion por MinlON un potencial equipo para el diagndstico
preventivo?.

Los datos obtenidos con el Modelo booleano nos indica que puede ser una herramienta
semicuantitativa para determinar si el paciente presenta o tiene alguna posibilidad de

presentar una neoplasia o si existe un riesgo de presentar metastasis.

El andlisis Circus plot nos permito correlacionar los 31 tipos de cancer que se seleccionaron
para la tesis y el efecto que tiene en conjunto todas las mutaciones de un cromosoma

relacionando con la prevalencia de las mutaciones en personas con la neoplasia.

La secuenciacion masiva se presenta como una herramienta fundamental para de
enfermedades genéticas multifactoriales, pero debido a la cantidad de variables y datos que
se procesa, ha surgido la necesidad de apoyarse con la ciencia denominada Big Data,
asintiendo en algoritmos para el manejo de un gran volumen de datos de forma apropiada y

efectiva.
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Los resultados obtenidos en la secuenciacion con el equipo de NanoPore se obtuvo una tasa
de error del 38,2% después de la llamada de base, lo que se considera altamente inexacto,

pero debido al gran nimero de lecturas que realizar, este error puede bajar hasta un 5%.

Se disefio un protocolo para la deteccion de un conjunto de SNP mediante secuenciacién por

nanoporos usando el equipo MinlON.

El &rea bajo la curva de 0.94 indica que la técnica cumple con los parametros establecidos

por las autoridades especializada para poder validarla con una poblacion determinada.

El costo de procesamientos de la secuenciacién es elevado en comparacion a las técnicas ya
existentes, por lo que se requiere estandarizacion y optimizacion para que puede ser usado

como un panel preventivo.
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Anexo 1 Consentimiento informativo

PSQUA

e

Cusmavacsa, Mor., a de del 2017

Proyecto de investigacion "CARCEROMA: deteccion molecular de marcadores de cancer
por secusncia masiva de tercera generacion”

IBT. Luis Urikie Espejo Galicia
Investigador-analisia
A fravés de esta carta, quiero dar mi consentimients para utilizar ka{s) muestras iomadas(s), solo con

fines de inwestigacion, mis datos personales no podran wilizarse por ningdn motvo en los

documentos que se deriven de esta inwestigacion ni utilizarse con fines comercizles yo lucrativo,

Atentarmients:

Marnbre y firma del pacients

Testiga 1 Testigo 2

Mombre y firma Mombre y firma

Toda investigacion medica que se realiza en &l laboratorio de Diagnastico Malecular "Grupe QUAE"
s& apega en forma estricta & bos principios de |3 Declaracidn de Helsinki. Todos los profocolos son
revizados =n forma independientz v libre de conflicts de intereses v que cada estudio cumpla con los
crincipios eficos de respects al individuos, beneficencia {reducir al minima los riegos ¥ blisqueda
siempre el biznestar del individua) y justicia {participacion equitafiva de fodos los sujetos candidatos

a un estudic de investigacion).
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Anexo 2 estudio del paciente

ESTUDIO DE PACIENTE PARA DISENAR LA TECNICA DE CARCEROMA
DAT OS5 DEL PACIENTE

Mombre: Seon Edad Falio:

Datos generales
Ocapaci o Talla {cm): Feso (kKg):
Dies cendencia: DAus-tralia DEmeEE D}‘merics DAﬁicstAsiém’cs Orros:

5l N Cantidad por semana
Habitos nocivos

Conaumo de doohal: |:| D Litro{s )
Ceonsume de tabasoo: |:| |:| Cigarro(s)
Ceonsumo de drogas: |:| |:| U Es pecificar:
Otros: I:l I:l U Es pecificar:

Historial medico

3 HNO Sl NO Es pecificar

Diabetes I:l I:l Enfermedades cardiovasculares I:‘ l:l
Obesidad I:l I:l Trastornos neurodegener ativos I:‘ l:l
Epiepsia ] [] Alegis O O
Hipertensicn D D Trastornos mentales |:| D
Asma D D Trastornos de ls sudicion |:| D
Csteoporasis || [ ]|  Deficiencia visual HEN
Menopasia [ | [ | Cénes RN
Freeclampsia I:I I:I Otras enfermedades I:‘ l:l

Historial Familiar

Sl NC Farentesco Tipo de Cancer

Familisres oon cancer I:l I:l
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Anexo 3 datos obtenidos por el piko24
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Dr. David Martinez Duncker Ramirez
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Facultad de Medicina

Fresente:
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reiterando ademas mi disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.
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