UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE POSTGRADO

Ve
N

“Asociacion de variantes genéticas en los genes drivers SMAD4, KMT2C y SF3B1
con riesgo de cancer de mama familiar y subtipo tumoral en poblacién chilena”

Carolina Esperanza Ramirez Alvarez

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE

MAGISTER EN GENETICA

Director de Tesis: Prof. Dr.(a) Lilian Elena Jonasa Jara Sosa

Co-director de Tesis: Dr. Sebastian Felipe Morales Pison

2023



INDICE DE MATERIAS

RESUMEN ... e e et e e e e e e e a e e e e e eaa s 6
A B ST R A T et 8
INTRODUCCION ....iiiiiiiiieieie ettt ettt e et se b ene et e e ne e 10
I. Aspectos epidemioldgicos del cancer de Mama...........oooevviiieeeieeeeei e 10
Il. Factores de riesgo para CANCEr de MAaMA ..........eeeiieeerriiiiiiiieeeeeeaeeeeaiiieeeeeeess 11
[ll. Susceptibilidad genética al CANCer de Mama ..........cooooivviiiiieiieeee e 13
[V. Mutaciones drivers VErSUS PASAJEIAS ........uuuuuuuruurrrrruninninnninnnnnnnennnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 14
V. PolimorfiSmos €N gENES ANVEIS ......uiiiii e 17
VI. Subtipos tumorales en CANCer de MamMa.........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiii e 20
HIPOTESIS ...ttt ettt 22
OBJETIVOS GENERALES......coi ittt 22
OBJETIVOS ESPECIFICOS......ooiiiteeieeteee et ettt 22
MATERIALES Y METODOS......coiiieiiecieeeeeteeeeteee ettt ettt st eae e, 23
I. Criterios de seleccion de 10S grupos MUEStrales ............ccceeveeeeeiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeans 23
[I. FUENtEe de |aS MUESIIAS .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiebi bbb eaennnnnnnnenes 24
[ll. Validacion del uso de individuos con CM hereditario BRCA1/2 negativos....... 25
IV. Validacion del tamafio MUESEIal...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 26
V. Extraccion de DNA tOtal..........oevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 26
V1. Genotipificacion de SNPS .........oiiiiiiiiiie e 26
VII. Clasificacion de subtipo tumoral ...............eeviiiiiiiiiiie e 27
RV BN F= 1 ES RS =] = To [ 15 1o o 27
1 1 R 1A I 2 T 29
|. Caracteristicas de las familias incluidas en este estudio. .........ccccccevviiiviiieennnnn. 29
[I. Estudio de asociacion entre el SNP rs3819122: A>C (SMAD4) y riesgo de
(o= TaTot T o L= 0 =T 0 0 - PSS 30
[ll. Estudio de asociacion entre el SNP rs13231116: G>T (KMT2C) y riesgo de
(o= T g Lot T o [T 0 =10 0 - ST 34
IV. Estudio de asociacion entre el SNP rs16865677: G>T (SF3B1) y riesgo de
(o= T g Lot T o [N 0 =10 0 - S 36



I. Estudio de asociacion entre el SNP rs3819122: A>C (SMAD4) y subtipo tumoral.

.............................................................................................................................. 38
[I. Estudio de asociacion entre el SNP rs13231116: G>T (KMT2C) y subtipo
L0810 0o = | PP 41
lll. Estudio de asociacion entre el SNP rs16865677: G>T (SF3B1) y subtipo
108 ] 0o = | PP 43
DISCUSION ..ottt ettt e e eeenens 45
CONCLUSIONES ...ttt e e e e e e e s e ee e e e e e e e s e nnneeees 52
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt et 53
ANEXOS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e n b rr et aaeaaaans 63



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Frecuencias alélicas de SNPs en genes drivers SMAD4, KMT2C y
SF3Bl anivel mundial. .........cooouiiiiiii s 20

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de las familias de acuerdo a los criterios de inclusién.... 30
Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs3819122 en casos de CM
BRCAL1/2-negativo Y €N CONLIOIES. ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiieieebe e 33
Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs3819122 de acuerdo al nUmero
de casos de cancer de mama en la familia en casos de CM BRCA1/2-negativo y

BN CONIOIES. ... 33
Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs13231116 en casos de CM
BRCAL/2-negativo Yy €N CONIOIES. .......ccoiiiiiiiiiiii et 35

Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs13231116 de acuerdo al nUmero
de casos de cancer de mama en la familia en casos de CM BRCA1/2-negativo y

=T o 0] ] {0 =3 PUT 35
Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs16865677 en casos de CM
BRCAL1/2-negativo Y €N CONLIOIES. ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 37

Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs16865677 de acuerdo al nimero
de casos de cancer de mama en la familia en casos de CM BRCA1/2-negativo y
BN CONIOIES. ... 37
Tabla 8. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs3819122 en casos de CM
BRCA1/2-negativo Luminal A, Luminal B, HER-2(+) y Triple negativo y en
(00 10 ] = PSS 40
Tabla 9. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs13231116 en casos de CM
BRCA1/2-negativo Luminal A, Luminal B, HER-2(+) y Triple negativo y en
CONTIOIES. ..o 42
Tabla 10. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs16865677en casos de CM
BRCA1/2-negativo Luminal A, Luminal B, HER-2(+) y Triple negativo y en
CONTIOIES. .. e 44



ABREVIATURAS

BMP: Proteina Morfogenética Osea o Bone Morphogenetic Protein.
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NGS: Secuenciacion de Nueva Generacion o Next Generation Sequencing.
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RP: Receptor de progesterona.

RR: Riesgo relativo.

SNP: Polimorfismo de nucledtido simple o Single Nucleotide Polymorphism.

TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante 3 o Tumor Growth Factor f3.



RESUMEN

El cancer de mama (CM) es el cancer mas comun en mujeres en el mundo. En
Chile, el CM representa la mayor tasa de mortalidad por cancer en mujeres y la
incidencia ha ido aumentando. Las mutaciones en los genes de susceptibilidad de
alta penetrancia BRCA1l y BRCA2 explican sélo el 25% del CM familiar.
Actualmente hay consenso de que otros genes de susceptibilidad denominados de
moderada y baja penetrancia podrian ser responsables de un porcentaje
significativo de los casos de CM familiar BRCA1/2-negativos. Alternativamente,
durante el proceso de tumorogénesis, sOlo 2-8 mutaciones conocidas como
mutaciones conductoras (drivers), son responsables del inicio y progresion
tumoral. En esta tesis se estudiaron 3 SNPs en los genes SMAD4 (rs3819122),
KMT2C (rs13231116) y SF3B1 (rs16865677) y se analiz6 asociacion de estos
SNPs con riesgo de CM y subtipos tumorales en familias chilenas BRCA1/2-
negativas. Los SNPs fueron genotipados en 453 casos y 1212 controles utilizando
el kit comercial TagMan Genotyping Assay. Los resultados mostraron: a) que el
alelo C del rs3819122 (SMAD4) y los genotipos homocigotos CC, heterocigotos
AC y portadores del alelo C (AC+CC) se asociaron con aumento del riesgo para
CM en el total de los casos de CM (OR=1.3 p=0.0008, OR=1.5 p=0.01, OR=1.6
p=<0.0001 y OR=1.6 p=<0.0001 respectivamente) y en los casos con moderada
historia familiar de CM (OR=1.3 p=0.0005, OR=1.7 p=0.003, OR=1.6 p=0.0009 y
OR=1.6 p=0.0002 respectivamente); b) que el rs13231116 (KMT2C) no se asocio
con riesgo a desarrollar CM; c¢) que el alelo T y los portadores del alelo T (GT+TT)
del rs16865677 (SF3B1), se asociaron con aumento del riesgo de desarrollar CM

en mujeres con CM esporadico y con diagnéstico temprano (OR=1.34 p=0.03 y
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OR=1.4 p=0.04); d) el alelo C del rs3819122 (SMAD4) y los genotipos heterocigoto
AC, homocigoto CC y portadores del alelo C (AC+CC) se asociaron con riesgo de
desarrollar CM subtipo tumoral Luminal A (OR=1.5 p=0.0237, OR=1.8 p=0.0373,
OR=2.1 p=0.0429 y OR=1.9 p=0.0221 respectivamente); e) se observé asociacion
estadisticamente significativa de los heterocigotos AC del rs3819122 (SMAD4) con
riesgo de desarrollar CM subtipo Luminal B (OR=2.03 p=0.0492); y f) los
rs13231116 (KMT2C) y rs16865677 (SF3B1), no se asociaron con riesgo a

desarrollar CM del subtipo Luminal A, Luminal B, HER-2(+) ni Triple negativo.

Palabras claves: Cancer de Mama hereditario, SNP, genes drivers, poblacién

chilena.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most common cancer in women in the world. In Chile,
BC presents the highest cancer mortality rate in women and the incidence has
been increasing. Mutations in the high penetrance susceptibility genes BRCA1 and
BRCA2 explain only 25% of familial BC. Currently, there is a consensus that other
so-called moderate and low penetrance susceptibility genes could be responsible
for a significant percentage of BRCA1/2-negative familial BC cases. Alternatively,
during the process of tumorigenesis, only 2-8 mutations, known as driver
mutations, are responsible for tumor initiation and progression. In this thesis, 3
SNPs in the SMAD4 (rs3819122), KMT2C (rs13231116) and SF3B1 (rs16865677)
genes were studied, and the association of these SNPs with BC risk and tumor
subtypes in BRCA1/2-negative chilean families was analyzed. SNPs were
genotyped in 453 cases and 1212 controls using the commercial TagMan
Genotyping Assay kit. The results showed: a) that the C allele of rs3819122
(SMAD4) and the genotypes homozygous CC, heterozygous AC, and carriers of
the C allele (AC+CC) were associated with an increased risk for BC in all BC cases
( OR=1.3 p=0.0008, OR=1.5 p=0.01, OR=1.6 p=<0.0001 and OR=1.6 p=<0.0001
respectively) and in cases with a moderate family history of BC (OR=1.3 p=0.0005,
OR =1.7 p=0.003, OR=1.6 p=0.0009 and OR=1.6 p=0.0002 respectively); b) that
rs13231116 (KMT2C) was not associated with risk of developing BC; c) that the T
allele and carriers of the T allele (GT+TT) of rs16865677 (SF3B1) were associated
with an increased risk of developing BC in women with sporadic BC and early
diagnosis (OR=1.34 p=0.03 and OR =1.4 p=0.04); d) the C allele of rs3819122

(SMAD4) and the genotypes heterozygous AC, homozygous CC and carriers of
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the C allele (AC+CC) were associated with the risk of developing BC Luminal A
tumor subtype (OR=1.5 p=0.0237, OR=1.8 p=0.0373, OR=2.1 p=0.0429 and
OR=1.9 p=0.0221 respectively); e) a statistically significant association of
rs3819122 (SMAD4) AC heterozygotes was observed with the risk of developing
BC subtype Luminal B (OR=2.03 p=0.0492); and f) rs13231116 (KMT2C) and
rs16865677 (SF3B1) were not associated with risk of developing BC of the Luminal

A, Luminal B, HER-2(+) or triple negative subtypes.

Keywords: Hereditary Breast Cancer, SNP, driver genes, Chilean population.



INTRODUCCION

I. Aspectos epidemioldgicos del cancer de mama

A nivel mundial, los datos de GLOBOCAN afio 2020 estimaron la ocurrencia de
19.3 millones de nuevos casos de cancer y 10.0 millones de muertes por cancer
(1). Si se analiza la distribucién por tipo de cancer, a nivel mundial, el cancer de
mama (CM) en mujeres presenta la mayor incidencia (24.5%) y mortalidad (15.5%)
(1). En Chile, los datos del MINSAL 2015 (2) mostraron que el cancer es la
segunda causa de muerte, con una tasa de 143 por cada 100.000 habitantes.
Ademas, entre los canceres, el CM es la primera causa de muerte en mujeres, con
una tasa de mortalidad de 11,3 por cada 100.000 habitantes al afio 2018 (3),

observandose ademas un aumento de la tasa de incidencia en el tiempo (4).

Por lo anterior, en Chile el CM es un problema de salud publica, y esta incluido
como patologia GES (garantia explicita en salud), programa mediante el cual se
garantiza a la poblacion chilena mayor de 15 afios, prestaciones de diagnéstico,
tratamiento, ya sea quirurgico u otro a los 30 dias de efectuado el diagnéstico y
seguimiento (5), ademas, en Ley Nacional del Cancer (Ley N°21258), el Articulo 5°
establece: “Investigacion. ElI Ministerio de Salud fomentara la investigacion
cientifica biomédica, clinica y de salud publica en cancer. Para ello potenciara la
cooperacion técnica y financiera, a nivel nacional e internacional” y en el Articulo
20 se establece: el “Derecho a confirmacion diagndstica y consejeria genética. Las
personas tienen derecho a confirmacién diagnéstica y a recibir tratamiento, ante la
sospecha fundada de padecer algun tipo de cancer. Dicha sospecha debera ser

certificada por el médico tratante. El equipo médico debera otorgar consejeria
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genética a los pacientes diagnosticados de cancer, en caso de detectarse factores
de riesgo personales, ambientales o familiares de padecer dicha enfermedad, asi
como a sus familiares en los casos que determine el reglamento. Ademas, el
equipo médico debera informar los tiempos transcurridos en consultas, examenes
y tratamientos” (6). En junio 2015 se promulga la Ley Ricarte Soto (Ley N°20.850),
la cual crea un sistema de proteccion financiera para diagnéstico y tratamientos de
alto costo, entregando proteccién financiera a condiciones especificas de salud,
tales como enfermedades oncolégicas, inmunoldgicas y raras o poco frecuentes,
que hayan sido determinadas a traveés de un Decreto Supremo del Ministerio de

Salud Una de las patologias incluidas en esta Ley es el Cancer de Mama (7).

Il. Factores de riesgo para cancer de mama

Los factores de riesgo asociados al desarrollo del CM incluyen:

Género: las mujeres tienen mayor riesgo a desarrollar CM vs los varones.
La probabilidad de que la enfermedad ocurra en mujeres es 100 veces mayor.

Soélo el 1% de los varones, desarrolla la enfermedad (8).

Edad: se ha demostrado que la incidencia de CM aumenta con la edad. El riesgo
de desarrollar CM en una mujer de 30 afios es de 1 en 258, en cambio, a los 50

afos, 1 de cada 38 mujeres desarrollara CM (9).

Factores hormonales: las hormonas reproductivas influyen en el riesgo de
desarrollar CM debido a su efecto sobre la proliferacion celular. Asi, la menarquia
precoz y la menopausia tardia aumentan el riesgo de desarrollar CM, debido a la

exposicién prolongada a hormonas ovaricas (10).
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Factores reproductivos: la nuliparidad o ser primigesta después de los 35 afios
aumenta el riesgo de desarrollar CM al doble en comparaciéon a las mujeres que

tienen uno o mas hijos antes de los 35 afios (11).

Factores nutricionales y estilo de vida: dentro de estos factores se incluyen el
sobrepeso y la obesidad, debido a que el tejido adiposo es una fuente
extragonadal de estrégenos. En consecuencia, las mujeres con sobrepeso u
obesidad tienen niveles méas elevados de esta hormona lo cual aumenta el riesgo
de desarrollar CM (8,2). Otro factor es el consumo de alcohol, el consumo de dos

a tres vasos de alcohol diarios aumenta en un 20% el riesgo de CM (8,12).

Factores genéticos: la predisposicion o susceptibilidad genética corresponde al
factor que otorga el mayor riesgo relativo (RR) al desarrollo de CM heredofamiliar.
Es responsable de alrededor del 20% de los casos de CM con historia familiar
para este cancer (9). Este riesgo se calcula en funcion a: i) el nimero de familiares
afectados por cancer de mama y de ovario; ii) el grado de parentesco del caso con
estos familiares y iii) la edad de diagnostico de la enfermedad. EI RR a
consecuencia de factores genéticos puede aumentar hasta 3.6 veces respecto de

la poblacion general (9,13).

De los factores de riesgo, el mas importante es la predisposicion o susceptibilidad
genética (riesgo al heredar mutaciones en oncogenes o en genes supresores de
tumores), estimandose que es responsable del 5-15% de todos los CM vy
aproximadamente del 25% de los casos de CM en mujeres con edad de

diagndstico < 30 afios (8). Todo cancer y en particular el CM es multifactorial ya
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que ocurre por la concurrencia de factores genéticos y ambientales, ademas el
modelo méas aceptado actualmente para explicar la genética del CM es el modelo
multifactorial que plantea que en el CM intervienen genes de alta, moderada y baja

penetrancia (14).

[ll. Susceptibilidad genética al cancer de mama

La predisposicion genética para CM comprende la herencia autosémica dominante
(15), alta penetrancia, frecuencia génica de 0,003 y de portadores de 0,0006 (16).
Los datos anteriores sugieren que 1 en 20 mujeres con CM son portadoras de
predisposicion genética y 1 en 200 en la poblacion general. Entre los afios 1994 y
1996, se identificaron dos genes de susceptibilidad para CM: BRCAl
(MIM113705) (17) y BRCA2 (MIM600185) (18). BRCALl estd ubicado en el
Crl79g21, posee 24 exones Yy codifica a una proteina que tiene multiples funciones,
siendo estas: regulador negativo de la proliferacion, represor/activador de la
transcripcion, reparacion del DNA, participa como checkpoint en el ciclo celular,
regulador positivo de la apoptosis e interviene en la recombinacion homoéloga ante
dafio gendmico (17,19). BRCA2 esta ubicado en el Cr13q12.3, posee 26 exones y
codifica para una proteina cuyas funciones son: control negativo de la proliferacion
celular, cooperar con los receptores de andrégenos, reparacién de rupturas de
doble hebra del DNA (18). BRCA1 y BRCA2 son genes supresores de tumores de
alta penetrancia. Asi, un portador de mutaciones patogénicas en BRCA1l y
BRCAZ2, tiene un 67% de riesgo de desarrollar CM a los 70 afios y un 80% a los 80
afios (16). Las mutaciones en BRCA1/2 son responsables del 25% de los casos

de CM familiar (14). El 75% restante de los casos familiares, son negativos para
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mutaciones en los genes BRCA1/2, y se les denomina BRCAX (21,22). Ford et al
(1998) propusieron que otros genes de susceptibilidad, denominados de
moderada y baja penetrancia, podrian ser responsables de un porcentaje
significativo del CM en las familias BRCA1/2-negativas (23). Entre estos genes se
pueden mencionar: PALB2, BARD1, ATM, CHECK2, FGR2, TOX3, MAP3K,
RAD51 y XRCC3, y miRNAs entre otros (24-32). La propuesta de Ford se
enmarca en el contexto de un modelo poligénico, con participacion de variantes en
mas de un gen de diferente penetrancia. A modo de ejemplo, se ha propuesto que,
de las categorias de genes definidos, las combinaciones de variantes en genes de
baja penetrancia podrian ser responsables de un alto porcentaje del riesgo de CM.
Cada variante en forma individual otorga un riesgo muy bajo, pero en conjunto
tienen un efecto combinado, pudiendo calcularse el riesgo relativo que posee una
persona de desarrollar la enfermedad, el cual se define como puntuacion de riesgo

poligénico (PRS) (33).

IV. Mutaciones drivers versus pasajeras

El cancer es una “Enfermedad del Genoma” (34), y durante el proceso de
tumorogénesis se acumula un alto nimero de mutaciones somaticas. Muchas de
estas mutaciones, son neutras y no tienen relacidén con el proceso carcinogénico, y
se les denomina mutaciones pasajeras. En cambio, las mutaciones conductoras
(drivers), contribuyen al inicio y progresion tumoral, confiriendo una ventaja
selectiva en el crecimiento celular (35). Un tumor tipico contiene 2-8 mutaciones
drivers que inician el proceso de carcinogénesis, y las restantes son pasajeras.

Ademas, es importante sefialar que existe una diferencia fundamental entre un
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gen driver y una mutacion driver. Un gen driver es aquel que contiene mutaciones

drivers, pero los genes driver también pueden tener mutaciones pasajeras (36).

En todos los canceres existen genes drivers. Las mutaciones drivers y los
procesos mutacionales operativos en el CM no han sido explorados
exhaustivamente. Se ha propuesto que el 90% de los tumores mamarios son
causados por mutaciones drivers somaticas (37). Muchos de los genes drivers
reportados en las bases de datos, se identificaron en tumores de mama
esporadicos usando Secuenciacion de Nueva Generacion (Next Generation
Sequencing; NGS), se pueden mencionar como genes driver 0 potenciales genes
drivers, ya que algunos de estos han sido validados con estudios funcionales, a
los siguientes genes: ARID1B. CASP8, MAP3K1,12 NCOR1, SMARCD1, CDK1B,
AKT2, entre otros (36). En CM, algunos genes drivers se han validado,
especificamente: SMAD4, KMT2C, y SF3B1 (38). Las funciones mas importantes

de estos genes se describen a continuacion:

SMAD4: el gen SMAD4 esta ubicado en el cromosoma 18qg21.2 (39), y codifica
por un miembro de proteinas de transduccion de sefial de la familia Smad. El
producto de este gen forma complejos con otras proteinas Smad, que regulan la
transcripcion de genes blanco. SMAD4 es el mediador central de la via de
sefalizacion de TGF-B y BMP, la cual regula la transduccion de sefiales desde la
membrana celular hasta el nucleo, activando genes involucrados en varios
procesos celulares, entre estos: proliferacion, diferenciacién, apoptosis, migracion
como también en el inicio y progresion del cancer (40). SMAD4 es un supresor

tumoral que esta frecuentemente inactivado en varios tipos de cancer.
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Especificamente, la expresion anormal de SMAD4 se ha asociado con el
desarrollo y progresion de varios tipos de cancer en humanos (41,42). La base de
datos del proyecto GENIE del AACR (American Association for Cancer Research)
reporta que las mutaciones en SMAD4 estan presentes de cancer de colon,
pancreatico, pulmonar, colorrectal, mama, es6fago, endometrio, vesicula, gastrico,
apéndice, vejiga, prostata, y cancer de recto. La mayor frecuencia de mutaciones
en SMAD4 (3.21%) se observé en cancer de colon, pancreético, pulmonar,
colorrectal y cancer de recto (43). Si bien las mutaciones en SMAD4 no se
observan con mayor frecuencia en CM, es importante mencionar que Liu et al.
(2015) reportdé que niveles reducidos de expresion de SMAD4 en CM tendia a
exhibir tumores menos diferenciados, un mayor riesgo de recurrencia y una
sobrevida general méas corta (44). Ademas, de Kruijf et al. (2013), informaron que
la baja expresion de SMAD4 tenia un pronéstico desfavorable con respecto a la
supervivencia libre de progresion en CM (45), por lo tanto, mutaciones presentes

en SMAD4 influyen en las caracteristicas clinicas y evolucion del CM.

KMT2C: el gen KMT2C esta ubicado en el cromosoma 7g36.1 (46), codifica por la
proteina KMT2C, miembro del complejo ASC-2/NCOA6 (ASCOM), el cual procesa
la metilacion de histonas. La histona metilasa KMT2C, en coordinacién con ERa y
ERB, regulan transcripcionalmente a HOXC6. HOXC6 es una pieza clave en el
desarrollo mamario y estd sobre expresado en CM (47). Distintas mutaciones
somaticas en KMT2C afectan la actividad enzimatica de la metilasa de histonas de
forma distinta, algunas aumentan la actividad de metilacibn mientras que otras

disminuyen la metilacion de histonas (48). Este gen esta involucrado en varios
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canceres. De acuerdo al proyecto GENIE del AACR, las mutaciones en KMT2C se
pueden encontrar en los siguientes tipos de cancer: CM invasivo ductal, pulmon,
prostata, colon, melanoma, vejiga, endometrio, pancreas, recto, entre otros. La
frecuencia de mutaciones en KMT2C es de un 5.66%, las cuales se observan en
casos de CM invasivo ductal, adenocarcinoma de pulmoén, prostata, colon y

melanoma cutaneo (43).

SF3B1: el gen SF3B1 esta ubicado en el cromosoma 2g33.1 (49), este gen
codifica la subunidad 1 del complejo proteico del factor de splicing 3b, siendo
esencial para reconocer y unir los de puntos de ramificacion cercanos a los sitios
de empalme 3'OH, jugando un rol importante en la escisién precisa de intrones de
los pre-mRNA para formar mRNA maduro. Una mutacién en SF3B1 puede ser un
evento impulsor de la tumorogénesis, no solo por el hecho de generar anomalias
en el splicing, sino porque también incide en la inestabilidad gendmica vy
diferenciacion de células madre (50). Varios estudios han identificado mutaciones
de SF3B1 en tumores sélidos, incluyendo un 9,7% de los melanomas uveales, 4%

de canceres pancreatico y un 1,8% de CM (51).

V. Polimorfismos en genes drivers
Los polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) son la forma mas comun de
variacion en el genoma humano, y esta variacion es especifica en cuanto a las

frecuencias alélicas entre diferentes poblaciones del mundo.

La publicacion de Bhaskaran et al. (2020) en Cancer Genetics, cuyo titulo es

“Ethnic-speccific BRCA1/2 variation within Asia population: evidence from over

17



78.000 cancer in 40.000 non-cancer cases of Indian, Chinese, Korean and
Japanese populations” concluye que las variantes en estos genes, incluyendo mas
de 30 SNPs, es especifica de la etnia en cuanto al tipo de SNP, como a la
frecuencia de las alternativas alélicas. Los autores plantean que el origen étnico es
un factor importante a considerar en la prevencién y el tratamiento del cancer (52).
La poblacién chilena contemporanea proviene de la mezcla de pueblos amerindios
con los colonos espafioles en los siglos XVI y XVII, sumado a las migraciones
posteriores de alemanes, italianos, arabes y croatas que tuvieron solo un impacto

menor en la poblacién general (53).

Para que el cambio de un alelo por otro sea clasificado como SNP, la frecuencia
del alelo de menor frecuencia o minor allele frequency (MAF) debe ser mayor al
1% en una poblacion especifica (54). Los SNPs presentes en un gen driver
pueden alterar su expresion génica. Asi, los SNPs pueden influir en el riesgo de
desarrollar CM y ademas en el subtipo de CM que desarrolla un individuo (55,56).
Gohler y colaboradores, investigaron en pacientes con CM de poblacién sueca si
en genes drivers conocidos existian variantes heredadas que influyeran en el
riesgo de CM o en la sobrevida de las pacientes. Los resultados mostraron que 5
genes se asociaron con riesgo de CM y/o caracteristicas clinicas de la enfermedad

(TBX3, TTN, MLL2, MAP3K1 y SF3B1) (57).

Las frecuencias alélicas de los SNP rs3819122 (SMAD4), rs13231116 (KMT2C) y
rs16865677 (SF3B1l) se muestran en la Figura 1 A, B y C respectivamente.
Respecto al rs381912 se observa una distribucion de frecuencias similares a nivel

mundial predominando el alelo A sobre el alelo C. El rs13231116 presenta
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frecuencias similares a nivel mundial, en donde el alelo G es el mas frecuente
sobre alelo T. Finalmente, el rs16865677 también muestra una distribucién

parecida a nivel global, siendo el alelo G mas frecuente versus alelo T (58).

Para este estudio, se seleccionaron los SNPs rs3819122 (SMAD4), rs13231116
(KMT2C) y rs16865677 (SF3B1). Estos SNPs son parte de los 26 SNPs que el
Laboratorio de la Dra. Jara estd estudiando y fueron seleccionados utilizando el
navegador Ensembl Genome y considerando los siguientes criterios descritos por
Gohler et al. (2017) (57): 1) que la frecuencia del alelo de menor frecuencia (MAF)
fuera superior al 10 % o 2) que el SNP se localizara dentro de la regién codificante
(SNP no sinénimos), region promotora o regiones transcritas pero no traducidas

(UTR)5'0 3'.

Por lo tanto, es importante determinar si SNPs en los genes drivers SMADA4,
KMT2C, y SF3B1 se asocian con riesgo de CM en mujeres chilenas con CM

familiar negativos para mutaciones en los genes BRCA1/2.
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A. Frecuencia alélica rs3819122

1000 Genomes Project Phase 3 allele frequencies

AFR AMR EAS EUR SAS
* A B61% . = A 58% = A 54% . = A B0% ‘ * A Ti%
» C 30% » C:42% » G 46% * C:40% * C23%

B. Frecuencia alélica rs13231116

1000 Genomes Project Phase 3 allele frequencies
ALL AFR AMR EAS EUR SAS

G: 99% G: 100% G: 99% G 100% G 97% G: 100%
e T 1% * T.0% * T 1% * T 3% * T.0%

C. Frecuencia alélica rs16865677

1000 Genomes Project Phase 3 allele frequencies

AFR AMR

’ G: 83%

» T 17%

EAS

. G:TT%

» T 23%

EUR

. G: T9%

= T 21%

SAS

' G: 90%
* T 10%

G 95%
» T 5%

Figura 1. Frecuencias alélicas de SNPs en genes drivers SMAD4, KMT2C y SF3B1 a nivel
mundial. (A) Frecuencia alélica SNP rs3819122. (B) Frecuencia alélica SNP rs13231116. (C)
Frecuencia alélica SNP rs16865677. ALL: Todos los individuos del proyecto Phase 3 de 1000
genomas. AFR: Africano. AMR: Americano. EAS: Asia del Este. EUR: Europeo. SAS: Asia del Sur.
Figura original generada para esta tesis, segun datos disponibles en la base de datos Ensembl.

VI. Subtipos tumorales en cancer de mama

El CM es un conjunto de patologias molecularmente diferentes. Segun el
consenso de St. Galen, el CM se puede clasificar segun la expresion de
receptores hormonales: receptor de estrégeno (RE), receptor de progesterona
(RP) y la expresion de HER-2 en los siguientes subtipos: a) Luminal A; b) Luminal
B; ¢) HER-2 positivo; y d) Triple negativo o basal-like (59). Los subtipos de CM son
diferentes en cuanto a la progresién del cancer, grado histoldgico, sobrevida del
paciente y alternativas de tratamiento. Existen asociaciones entre mutaciones en
genes drivers y el subtipo del tumor. La mayoria de los tumores con mutaciones
germinales en BRCAl (BRCA1+) son clasificados como triple negativo y los

tumores con mutaciones germinales en BRCA2 (BRCA2+) suelen clasificarse
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como Luminal B. Los tumores sin mutaciones en BRCA1/2 (BRCA1/2-) presentan
mayor heterogeneidad, pero se asocian con mayor frecuencia al subtipo Luminal A
(14). A pesar de que para un diagnostico completo es necesario el estudio de
todas las proteinas de las clasificaciones moleculares, se reconoce actualmente
que los tumores positivos para receptores hormonales poseen mejor prondstico
gue los tumores negativos para estos receptores (59), por lo que la positividad de
los receptores hormonales es un factor importante para el prondstico y tratamiento

del paciente independientemente de otros factores.

Se han descrito asociaciones entre SNPs de susceptibilidad a CM y la expresién o
ausencia de receptores hormonales. En poblacion sueca, el rs11168827 (MLL2) y
rs4688 (SF3B1) se asocian con tumores RE+ y RE-, respectivamente (57). El
rs12537 (MTMR3) se asocia con tumores RE+ en poblacion china de la etnia Han
(60). Actualmente en poblacion chilena, no hay estudios publicados sobre
asociacion entre los SNPs rs3819122, rs13231116 y rs16865677 con riesgo de
CM vy subtipos tumorales de CM. Es importante realizar estudios de asociacion
entre variacion genética y estado de receptores hormonales en poblacion chilena
ya que ello podria permitir el desarrollo de herramientas genéticas que posean la
capacidad de evaluar el prondstico de un paciente y sus posibles alternativas de

tratamiento.
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HIPOTESIS

Las variantes genéticas rs3819122 (SMAD4), rs13231116 (KMT2C) y rs16865677

(SF3B1) se asocian con riesgo de cancer de mama familiar en mujeres de

poblacion chilena y subtipos tumorales especificos.

OBJETIVOS GENERALES

1.

Determinar si los SNPs en los genes drivers SMAD4 (rs3819122), KMT2C
(rs13231116) y SF3B1 (rs16865677) se asocian con riesgo de CM familiar en
mujeres chilenas con CM familiar BRCA1/2-negativos.

Determinar si los SNPs rs3819122 (SMAD4), rs13231116 (KMT2C) vy
rs16865677 (SF3B1) se asocian con subtipos tumoral especificos en mujeres

chilenas con CM familiar BRCA1/2-negativos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes rs3819122
(SMAD4), rs13231116 (KMT2C) y rs16865677 (SF3B1) en mujeres chilenas
con cancer de mama familiar BRCA1/2-negativos.

Evaluar usando un disefio caso-control si los SNPs rs3819122 (SMADA4),
rs13231116 (KMT2C) y rs16865677 (SF3B1) contribuyen a la susceptibilidad al
cancer de mama en mujeres chilenas con CM familiar BRCA1/2-negativos.
Evaluar la asociacion entre variantes rs3819122 (SMAD4), rs13231116
(KMT2C) y rs16865677 (SF3B1) con los subtipos tumorales Luminal A, Luminal
B, HER-2(+) y Triple negativo en mujeres chilenas con cancer de mama

familiar BRCA1/2-negativos.
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MATERIALES Y METODOS

I. Criterios de seleccion de los grupos muestrales

a) Casos con CM hereditario (n= 453): los criterios de seleccion para los casos

de CM hereditario corresponden a los criterios establecidos en la literatura (61,62)

e incluyen los siguientes:

Existencia en la familia de a lo menos dos parientes en primer grado con
cancer de mama y/o cancer de ovario diagnosticado a cualquier edad.
Existencia en la familia de a lo menos dos parientes en primer o segundo
grado con cancer de mama diagnosticado antes de los 50 afios.

Existencia en la familia de a lo menos tres parientes en primer o segundo
grado con cancer de mama, con a lo menos uno de ellos diagnosticado
antes de los 40 afios.

Existencia en la familia de al menos un pariente con cancer de mama
diagnosticado antes de los 50 afios y al menos un pariente con cancer de
ovario diagnosticado a cualquier edad.

Existencia en la familia de a lo menos un caso de cancer de mama en varén
diagnosticado a cualquier edad y a lo menos un caso femenino de cancer
de mama diagnosticado a cualquier edad.

Existencia en la familia de a lo menos un caso con cancer de mama
diagnosticado antes de los 30 afos.

Existencia en la familia de a lo menos un caso con cancer de mama

bilateral y un pariente en primer o segundo grado con cancer de mama.
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b) Controles (n=1212): individuos sanos sin historia familiar de CM, atendidos en
instituciones de salud publica o privada que colaboran con el grupo de
Investigacion de la Dra. Lilian Jara Sosa. Los controles son homogéneos con los

casos segun edad, sexo y lugar de residencia.

Todos los individuos tanto pacientes como controles que aceptaron enrolarse en el
estudio firmaron un consentimiento informado (Anexo 2). Ademas, de completar
una encuesta (Anexo 2) que incluye preguntas relacionadas con su historia
reproductiva, clinica e historia de cancer en la familia. Toda la informacién
obtenida se mantiene en forma confidencial. Todos los pacientes y controles

fueron enrolados en CONAC (Corporacion Nacional del Cancer).

Todas las familias del estudio tenian ascendencia chilena autoinformada hasta
donde tuvieran recuerdo, es decir, que sus padres, abuelos y bisabuelos habian
nacido en Chile, sin tener ascendientes de otro origen poblacional, informacién
gue se obtuvo a través de entrevistas con varios miembros de la familia. A los
controles también se les aplic6 una encuesta donde se preguntd por su
ascendencia y antecedentes de cancer en la familia, se excluyeron todos los

voluntarios que reportaran canceres relacionados con los genes BRCA1/2.

Il. Fuente de las muestras

a) Casos: las pacientes con CM hereditario fueron seleccionadas desde los
registros de centros de salud privados y publicos de la Region Metropolitana que
han colaborado anteriormente en proyectos FONDECYT liderados por la Dra.

Lilian Jara. Todas las pacientes incluidas tienen diagnostico confirmado por
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estudio histoldgico, y son BRCA1/2-negativos confirmado por Secuenciacion de
Sanger y a partir del caso 350 en adelante mediante NGS. A cada participante se
le aplic6 una encuesta (Anexo 2), solicitando datos respecto a: ascendencia,
antecedentes familiares de cancer (grado de parentesco, afio de nacimiento, tipo
de cancer, edad de diagnostico y de defuncién), antecedentes de salud sexual y
reproductiva, caracterizacion y tratamiento del CM, consumo de alcohol o tabaco y

exposicion a radiacion o quimicos.

b) Controles: los controles fueron reclutados desde varias fuentes a las que
tengan acceso mujeres que cumplan con los criterios de inclusién. El grupo control
incluye mujeres clinicamente sanas, que no reporten antecedentes en la familia de
canceres relacionados con los genes BRCA1/2 (cancer de mama, ovario, mama
varon y préstata). A cada mujer incorporada se le aplicé una encuesta (Anexo 2),
en la cual se le solicitaron datos respecto a: identificacién personal y antecedentes
respecto de cancer en su familia (parentesco con el pariente enfermo, tipo de

cancer y edad de diagnadstico).

lll. Validacion del uso de individuos con CM hereditario BRCA1/2 negativos

Los pacientes con CM que tienen familiares afectados son considerados mas
informativos para la busqueda de alelos de susceptibilidad, que los casos sin
antecedentes familiares de CM (CM esporadico) (63). La muestra para este
estudio considera casos familiares de CM, y mas del 60% de las familias
incorporadas presentan 2 0 3 casos en la familia. Ademas, el 100% de las familias
analizadas en esta tesis son BRCAL/2-negativos para mutaciones puntuales

patogénicas o grandes rearreglos gendémicos.
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IV. Validacion del tamafio muestral

Se propone un tamafio muestral de 450 casos y 1000 controles (2 controles por
caso) con el objetivo de incrementar el poder estadistico (1-B) para los test que
serdn aplicados. La propuesta de tamafio muestral fue validada usando el
software Quanto v. 1.2.4 (Quanto software, Southern California, EE. UU). Para
calcular el tamafio muestral se utilizaron los siguientes supuestos: poder
estadistico de 0.8 (f=0.8) y error tipo | de 0.05 (a=0.05). La estimacién consideré

gue la frecuencia del MAF de los SNPs seleccionados no fuera menor al 5%.

V. Extraccion de DNA total

A cada participante se le extrajo 10 mL de sangre periférica, la cual fue
recolectada en un Vacutainer® con EDTA como anticoagulante. EI DNA fue
extraido usando técnicas estandares (64). Las muestras de DNA gendémico se

mantienen a -20°C.

VI. Genotipificacion de SNPs

Para la genotipificacion de los SNPs rs3819122 (SMAD4), rs13231116 (KMT2C) y
rs16865677 (SF3B1), se utilizé el kit comercial TagMan Genotyping Assay
(Applied Biosystem, Foster City, CA). La reaccion fue realizada en un volumen
final de 10 puL que contiene 5 ng de DNA genomico, 1X TagMan Genotyping
Master Mix y 20X TagMan SNP Genotyping Assay. La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevé a cabo en el termociclador StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los ciclos de amplificacién se
iniciaron con 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 92°C por 15 segundos y

60°C por 1 minuto. Los alelos fueron asignados usando StepOne software V2.2
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(Applied Biosystems, Foster City, CA). Como control de calidad, se repitid la

genotipificacion en aproximadamente el 10% de las muestras.

VII. Clasificacién de subtipo tumoral
En los tumores mamarios se distinguen los siguientes subtipos tumorales:

e Luminal A: RE(+)/RP(+)/HER-2(-)

e Luminal B: RE(+)/RP(+)/HER-2(+)

e Tipo HER-2(+): RE(-)/RP(-)/HER-2(+)

e Triple negativo: RE(-)/RP(-)/HER-2(-)
Los subtipos tumorales de los casos se obtuvieron desde las fichas clinicas de
cada paciente existentes en el laboratorio. La muestra de casos se clasificé segun
los fenotipos moleculares mencionados anteriormente: Luminal A, Luminal B,

HER-2(+) y Triple negativo.

VIII. Andlisis estadistico

El equilibrio de Hardy Weinberg se calculé en los controles utilizando la prueba no
paramétrica de bondad de ajuste Chi Cuadrado de Pearson (X?), mediante
GraphPad Prism 7.03 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California,
EE. UU). Para estudiar asociacion de genotipos y alelos entre los casos y

controles y riesgo de cancer de mama, se utilizé la prueba exacta de Fisher.

Se utiliz6 un p-value (a) < 0.05 como criterio de significancia estadistica. Se
calculé Odds ratio (OR) con intervalo de confianza (Cl) del 95% para estimar la
fuerza de asociacion entre casos y controles. Los calculos se realizaron utilizando

GraphPad Prism 7.03 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California,
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EE. UU). Un OR de 1.0 indica ausencia de asociacion, si el OR es mayor a 1
indica que existe aumento del riesgo, siendo mayor la asociaciébn con riesgo

mientras mayor sea el OR. Si el valor del OR es menor a 1 indica efecto protector.

Para estudiar asociaciones entre SNPs en los genes drivers en estudio y subtipo

tumoral de CM se utilizo el test exacto de Fisher.
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RESULTADOS
OBJETIVO GENERAL 1: Determinar si los SNPs en los genes drivers SMAD4
(rs3819122), KMT2C (rs13231116) y SF3B1 (rs16865677) se asocian con riesgo

de CM familiar en mujeres chilenas con CM familiar BRCA1/2-negativos.

|. Caracteristicas de las familias incluidas en este estudio.

La Tabla 1 muestra las caracteristicas de las familias incluidas en este estudio de
acuerdo a los criterios de inclusion. Todas las familias autoreportaron tener
ascendencia chilena desde varias generaciones atras, la que fue confirmada en
las entrevistas sostenidas con varios miembros de la familia. Del total de las
familias, el 16% (72/453) presentaron CM bilateral, 9% (40/453) correspondieron a
casos con CM y cancer de ovario (CO), y 1.1% (5/453) correspondieron a familias
en las cuales habia casos de CM en varén. El promedio de edad de diagndstico
para los casos de CM fue de 42.1 afos y el 75.2% de los casos presentaron
diagnéstico temprano a edades menores o iguales 50 afios. Los casos presentan
un rango etario de 17-80 afios, con un promedio de 42 afos, en los controles, el
rango etario oscila entre 23-86 afios, con un promedio de 56 afios, no existiendo
diferencia estadisticamente significativa segun edad en los casos y controles (test

X2, p=0,5173).
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Tabla 1. Caracteristicas de las familias de acuerdo a los criterios de inclusion

Criterios de Inclusién Nl'm_]_ero de

Familias (%)

Tres 0 mas miembros de la familia con CM y/o CO 140 (30.9%)
Dos miembros de la familia con CM y/o CO 152 (33.6%)
Un afectado con CM y diagnéstico temprano (< 35 anos) 82 (18,1%)
Un afectado con CM y diagnostico entre 36 a 50 afios 79 (17.4%)
TOTAL 453 (100%)

CM: Céancer de mama; CO: Cancer de ovario

Il. Estudio de asociacién entre el SNP rs3819122: A>C (SMAD4) y riesgo de
cancer de mama.

El andlisis de asociacién de los SNPs estudiados con riesgo de desarrollar CM se
realiz6 en 453 casos y 1212 controles. Los casos fueron clasificados en 2
subgrupos: casos con CM con historia familiar, que poseen dos o mas familiares
con CM/CO (subgrupo A n=292) y casos con CM esporadico, pero con diagndstico
temprano (<50 afios) (subgrupo B n=161). Ademas, los casos de CM con historia
familiar se separaron en casos de CM con moderada historia familiar (2 familiares
con CM/CO; n=152) y casos de CM con fuerte historia familiar (3 o0 méas familiares
con CM/CO; n=140). Las frecuencias genotipicas de este SNP se encuentran en

equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.15).

La Tabla 2 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas del rs3819122: A>C
(SMAD4) en casos con CM BRCAL1/2-negativo y en controles. La frecuencia del
MAF (alelo C) fue significativamente mayor en los casos con CM (43.6%) que en
los controles (37.2%) (OR=1.3 [IC 95% 1.1-1.5] p=0.0008). Este resultado indica

que el alelo C esta asociado con aumento del riesgo de desarrollo de CM. En
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relacion con las frecuencias genotipicas, los heterocigotos AC, los homocigotos
para el MAF (CC) y los portadores del alelo C (AC+CC, modelo dominante) se
asocian con aumento del riesgo para CM en los casos totales (OR= 1.6 [IC 95%
1.3-2.1] p=<0.0001, OR=1.5 [IC 95% 1.1-2.1] p=0.01, OR=1.6 [IC 95% 1.3-2.0]
p=<0.0001 respectivamente). En el subgrupo A (pacientes con 2 o mas familiares
con CM/CO): a) el alelo C del rs3819122 se asocia con mayor riesgo de CM
(OR=1.3 [IC 95% 1.1-1.6] p=0.0005), b) los heterocigotos AC y los homocigotos
CC se asociaron con incremento del riesgo de CM (OR=1.6 [IC 95% 1.2-2.2]
p=0.0009 y OR=1.7 [IC 95% 1.2-2.6] p=0.003 respectivamente) y c) también se
observé una fuerte asociacion entre los portadores del alelo C y aumento de
riesgo para el desarrollo de CM (OR=1.6 [IC 95% 1.2-2.2] p=0.0002). En el
subgrupo B (casos con CM esporadico, pero con diagndstico temprano (<50
afos), sélo se observo asociacion en los heterocigotos AC y en los portadores del
alelo de riesgo (AC+CC) con incremento del riesgo de desarrollar CM (OR=1.7 [IC

95% 1.2-2.5] p=0.002 y OR=1.5 [IC 95% 1.1-2.2] p=0.009].

Al separar el subgrupo A segun el nimero de familiares con CM y/o CO (Tabla 3),
se observé que el alelo C solo aumenta el riesgo de desarrollar CM en pacientes
con moderada historia familiar de CM (2 familiares con CM/CO) (OR=1.5 [IC 95%
1.1-1.9] p=0.0007). Ademas, en el grupo con moderada historia familiar de CM se
observd que los genotipos heterocigotos AC, los homocigotos CC y los portadores
del alelo de riesgo (AC+CC) se asociaron con aumento del riesgo de CM (OR=1.9
[IC 95% 1.3-2.9] p=0.0007, OR=2.1 [IC 95% 1.3-3.5] p=0.004 y OR=2.0 [IC 95%

1.3-2.9] p=0.0002 respectivamente).
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Estos resultados sugieren que el alelo C del rs3819122 del gen SMAD4 y los
portadores del alelo de riesgo se asocian con aumento del riesgo de CM en

pacientes chilenas BRCA1/2-negativo con moderada historia familiar de CM/CO.
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lll. Estudio de asociacién entre el SNP rs13231116: G>T (KMT2C) y riesgo de
cancer de mama.

La Tabla 4 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas del rs13231116: G>T en
casos y en controles. Las frecuencias genotipicas de este SNP estan en equilibrio
de Hardy-Weinberg (p=0,910). En el andlisis de este SNP, no se observaron
asociaciones significativas entre las distribuciones alélicas y genotipicas y riesgo
de CM en el grupo total de casos de CM ni en los subgrupos Ay B. Al separar el
subgrupo A segun el nimero de casos de CM en la familia, no se observd
asociacion ni en el grupo con moderada historia familiar de CM ni en los casos con
fuerte historia familiar de CM (Tabla 5). Los resultados obtenidos permiten concluir

que el rs13231116: G>T, no se asocia con riesgo de CM en poblacién chilena.

34



(50°0sd) soaireanyiubis ayuswWedNSIPeISd U0S

e||UBBU US SBI0JBA ‘IBYSIH 9P 010BX3 1S9 ., ‘BlOUSISaI (81 ‘BZUBLUOD 8P O[eAIBIUI (D] ‘Ol SPPO HO ‘OLIeAO 8p I18ouRD 0D “ewrw ap Jaoue)d [AD

06770 [tTe-90leT @9 S60€°0 [rS'T-600] 0 (90) 2 (r'1) ¢ Loy
- (@) oT (86) ¥.2 - () oT (¥'66)20€ (9'86) 68€C NJEIN
T9VV'0 [ze—90leT 9 T90E0 [ss'T-600] 70 @1)¢e (6'2) ¢ 11+19
6666°0 < [-] 0o 66660 < [-] o o 11
T9Y¥'0 [ze-90leT (2K} T90E'0 [ss'T-600] 0 1) ¢ (6'2) ¢ 19
- (Ian) 0T (96) €T - (1a1) 0'T (8'86) 0ST (T°26) 2271 29
(OZLAM) 9TTTEZETS!
Z1Z1=u
en[en d [%656 D11 HO (%) ND sosed ¢ONeA d [%s6 D1l HO (%) ND sosed (06) sojonuopy  SORE A sodnouss
(zg1=U)

(ovT=U) 0D O/A WD € Z UOD Ssaieljlwe) SOSE)

02 0/A ND Z U0D salel|iwe) sose)

'S9|0J1U0D U3 A oAleBaU-Z/TYDHY IND 9p SOSEeD ud eljiwey

©| U3 Bwew ap 1agued ap SOSBI ap 0JawWnu [ oplande ap 9TTTEZETSI [ap sealdnouab A seoljgje selpusnoald °G e|qel

(G0°0sd)
SOAITROIIUBIS BluBwWeINS|PeISd UOS B||1Libau ua Saloe/ :Jaysid ap 010exa 1S9] ., ‘eloualajal ;JaJ ‘ezueluod ap ofeAldlul ;D] ‘oirel SpPo (YO ‘OLBAO Bp Jaoue) :0D ‘ewew ap J1adue) :ND
66660< [rz—10160 r1)s 6TS8°0 [8T-v0l80 (€712 ¥¥.8°0 [oT-v0l60 (eT)er (r'1) s¢ Lopv
- () 0T (9'86) LT€ - () 0T (2'86) 225 - (1) 0T (2'86) ¥68 (9'86) 68<C 9 o3|V
6666'0< [rz—10160 (82)¢g 80S8°0 [BT-t0l80 (522 G€/8°0 [oT-v0l60 (92 et (6'2) s¢ 11+19
6666°0 < [] 0o 6666°0 < [ o 6666°0 < [ o 0o 11
6666'0< [rz—10160 (82)5g 80S8°0 [BT-t0l80 (522 G€/8°0 [oT-v0l60 (92 et (6'2) s¢ 19
- (181) 0'T (z'26) 95T - (191) 0'T (5'26) 582 - (191) 0'T (7'16) Tvy (1°26) LLTT 299
(OZLWM) 9TTTEZETS!
=u
oneAd  [%S6 01140 (%) WD soseD  8nead [%s6 D1l HO (%) WD soseD  enfend [%s6 D11 HO (%) ND sosed Agvmwﬁmm_w:coo sofafe A sodnouss

(1L91=u) soue ggs oansoubelp
Uuod AND 9P 0SeI un U0d sopeldaly

(z62=U) 09 0o/A IND Z = UOd saleljiwe} SOSe)

(esp=u)
Salelol |IND ap sosed

*S9]041U02 U3 A 0AlRBBU-Z/TYDHY IND 9P SOSed Us 9TTTEZETSI |ap sealdnoual A seoljgfe selpuandald v e|qel

35



IV. Estudio de asociacién entre el SNP rs16865677: G>T (SF3B1) y riesgo de
cancer de mama.

La Tabla 6 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas del rs16865677: G>T en
casos y en controles. Las frecuencias genotipicas de este SNP estan en equilibrio
de Hardy-Weinberg (p=0.08). En el analisis de este SNP, no se observaron
asociaciones significativas entre las distribuciones alélicas y genotipicas y riesgo
de CM en el grupo total de casos de CM ni en el subgrupo A. Sin embargo, en el
subgrupo B, la frecuencia del MAF (alelo T) fue significativamente mayor en los
casos de CM con diagnéstico < 50 afos (22.9%) que en los controles (18.1%)
(OR=1.34 [IC 95% 1.02-1.74] p=0.030), en consecuencia, el alelo T est4 asociado
con aumento del riesgo de desarrollo de CM. También se observé mayor riesgo de
desarrollo de CM para los portadores del alelo T (GT+TT, modelo dominante)
(OR=1.4 [IC 95% 1.02-1.93 p=0.040) en los casos con CM esporadico con

diagnéstico temprano del CM (< 50 afios).

Al separar el subgrupo A segun el nimero de casos de CM en la familia, no se
observd asociacion ni en el grupo con moderada historia familiar de CM ni en los

casos con fuerte historia familiar de CM (Tabla 7).

Estos resultados sugieren que el alelo T del rs16865677 del gen SF3B1 se asocia
con mayor riesgo de CM en pacientes chilenas BRCA1/2-negativo con diagnéstico

temprano.
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OBJETIVO GENERAL 2: Determinar si los SNPs rs3819122 (SMAD4),
rs13231116 (KMT2C) y rs16865677 (SF3B1l) se asocian con subtipos tumoral

especificos en mujeres chilenas con CM familiar BRCA1/2-negativos.

I. Estudio de asociacién entre el SNP rs3819122: A>C (SMAD4) y subtipo
tumoral.

Del total de los casos de CM (n=453), s6lo 149 casos contaban con estudio
histoldgico del tumor y determinacién de receptores hormonales (RE= receptor de
estrogeno, RP= receptor de progesterona y HER-2(+)). Estos 149 casos, se
clasificaron como Luminal A (n= 69), Luminal B (n=44), HER-2(+) (n=14) y Triple

negativo (n=22).

La Tabla 8 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas de rs3819122: A>C en
los subtipos tumorales y en los controles. Los resultados obtenidos mostraron
asociacion estadisticamente significativa del alelo C del rs3819122 con riesgo de
desarrollar CM del subtipo tumoral Luminal A (OR=1.5 [IC 95% 1.06-2.1]
p=0.0237). Ademas, los genotipos heterocigoto AC, homocigoto CC y portadores
del alelo C (AC+CC, modelo dominante) se asociaron con aumento del riesgo de
desarrollar CM subtipo Luminal A (OR=1.8 [IC 95% 1.05-3.3] p=0.0373, OR=2.1

[IC 95% 1.02-4.4] p=0.0429, OR=1.9 [IC 95% 1.1-3.3] p=0.0221 respectivamente).

Estos resultados sugieren que el alelo C del rs3819122 del gen SMAD4 se asocia
con mayor riesgo de desarrollar CM subtipo Luminal A en pacientes chilenas

BRCA1/2-negati
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Ademas, se observo asociacion estadisticamente significativa de los heterocigotos
AC con riesgo de desarrollar CM subtipo tumoral Luminal B (OR=2.03 [IC 95%

1.03-3.9] p=0.0492) (Tabla 8).

No se observaron asociaciones significativas entre las distribuciones alélicas y
genotipicas y riesgo de desarrollar CM de los subtipos tumoral HER-2(+) y Triple

negativo (Tabla 8).
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II. Estudio de asociacién entre el SNP rs13231116: G>T (KMT2C) y subtipo
tumoral.

La Tabla 9 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas de rs13231116: G>T en
los subtipos tumorales de CM y en controles. En el analisis de este SNP, no se
observaron asociaciones significativas entre las distribuciones alélicas vy
genotipicas y riesgo de desarrollar CM en los subtipos tumorales Luminal A,

Luminal B, HER-2(+) y Triple negativo.
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lll. Estudio de asociacién entre el SNP rs16865677: G>T (SF3B1) y subtipo
tumoral.

La Tabla 10 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas de rs16865677: G>T en
los subtipos tumorales de CM y en controles. En el andlisis de este SNP, no se
observaron asociaciones significativas entre las distribuciones alélicas y
genotipicas y riesgo de desarrollar CM para los subtipos tumoral Luminal A,

Luminal B, HER-2(+) y Triple negativo.
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DISCUSION

Se ha propuesto que el 90% de los tumores mamarios son causados por
mutaciones drivers somaticas, las cuales inician el proceso carcinogénico (37).
Los SNPs presentes en un gen driver pueden alterar su expresion geénica,
influyendo en el riesgo de desarrollar CM. Entre los genes drivers validados en CM
se encuentran SMAD4, KMT2C y SF3B1. Dado que en la poblacién chilena la
asociacion entre los SNPs rs3819122 del gen SMAD4, rs13231116 del gen
KMT2C y rs16865677 del gen SF3B1 con riesgo de CM familiar BRCA1/2-negativo

no ha sido estudiada, los resultados obtenidos en este estudio son novedosos.

SMAD4 codifica por una proteina de transduccién de sefial de la familia Smad, la
que forma complejos con otras proteinas de la familia Smad, para regular la
transcripcion de genes blanco. SMAD4 es un supresor tumoral que esta
frecuentemente inactivado en varios tipos de cancer: cancer de colon, pancreatico,
pulmonar, colorrectal, mama, eséfago, endometrio, vesicula, gastrico, apéndice,
vejiga, préstata, y cancer de recto (43). El gen SMAD4 esta ubicado en el
cromosoma 18g21.2, el SNP rs3819122 se ubica en la regiéon 3'UTR
(NC_000018.10:9.51084461A>G) (65). En la literatura, no existen estudios de
asociacion de rs3819122 con cancer de mama en ninguna poblacion especifica.
Los resultados obtenidos en este estudio muestran una asociacion
estadisticamente significativa del alelo C del rs3819122 con aumento del riesgo en
pacientes con CM familiar BRC Al/2-negativos de poblacion chilena (OR: 1.3, [IC:

1.1-1.5], p= 0.0008). Ademas, se demostro asociacion de los genotipos AC, CC y
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de los portadores del alelo C con aumento del riesgo para CM BRCA1/2-negativos
(OR= 1.6 [IC 95% 1.3-2.1] p=<0.0001, OR=1.5 [IC 95% 1.1-2.1] p=0.01, OR=1.6
[IC 95% 1.3-2.0] p=<0.0001 respectivamente). EI SNP rs3819122 se ubica en la
region 3'UTR, en consecuencia, este SNP podria desestabilizar el mRNA de
SMAD4, disminuyendo la cantidad de mRNA y en consecuencia la cantidad de la
proteina SMADA4. Esta proteina trabaja como supresor tumoral y su deficiencia
podria alterar procesos, tales como: aumento de la proliferacion celular,
desdiferenciacién, disminucion de la apoptosis y aumento de la migracién celular
entre otros. Para probar los efectos de este SNP en SMAD4 se requeririan
estudios funcionales. Marouf et al. (2016) realizé un estudio caso-control en
poblacion marroqui con cancer de mama, mostrando que el SNP rs3819122
(AC+CC) se asocia con el tamafio tumoral (OR= 0.45; 95 % CI. 0.25-0.82; p=
0.009) (66). Si bien, este estudio no evalla la asociacion de rs3819122 con riesgo
de CM, si lo relaciona con las caracteristicas clinica-patologicas lo que podria

replicarse en poblacion chilena.

KMT2C codifica la proteina KMT2C, miembro del complejo ASC-2/NCOAB6, el cual
procesa la metilaciébn de histonas. La histona metilasa KMT2C, en coordinacién
con ERa y ERp, regulan transcripcionalmente a HOXCS6, este ultimo es una pieza
clave en el desarrollo mamario y esta sobreexpresado en CM (47). El gen KMT2C
estd ubicado en el cromosoma 7g36.1. El SNP rs13231116 genera una variante
missense (NC_000007.14:9.152180042G>T) (67). En la literatura no existen
estudios de asociacion del rs13231116 con riesgo de CM. Wang et al. (2011)

estudiaron mutaciones en el gen KMT2C en poblacion china con cancer de mama,
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y encontraron 24 SNPs conocidos y 5 nuevos SNPs en el gen KMT2C en 38
tumores mamarios (68). Estos autores no detectaron el rs13231116 en los
tumores analizados. En esta tesis no se encontré asociacion entre el SNP
rs13231116: G>T y riesgo de CM en pacientes con CM BRCA1/2-negativos de
poblacion chilena, este resultado es concordante con lo descrito por Wang et al.,
ya que, en los tumores mamarios estudiados por estos investigadores, el SNP

rs13231116 no se detecto.

La frecuencia del MAF (alelo T) en controles europeos es de un 3%, y en
poblacion AMR que incluye a Colombia, Perd, y México entre otros, es de un 1%
segun las bases de datos (58). En los controles chilenos la frecuencia del alelo T
fue de 1,4%, frecuencia que podria haber sido mayor o menor en los casos con
CM familiar. Dada la ubicacion del SNP en la region codificante del gen KMT2C,

cumplia con uno de los criterios de seleccion para este estudio de asociacion.

SF3B1 codifica la subunidad 1 del complejo proteico del factor de splicing 3b,
siendo esencial para reconocer y unir los puntos de ramificacion cercanos a los
sitios de empalme en 3'OH, jugando un rol importante en la escisién precisa de
intrones de los pre-mRNA para formar el mMRNA maduro. Una mutacion en SF3B1
puede ser un evento impulsor de la tumorogénesis, no solo por el hecho de
generar anomalias en el splicing, sino que ademas incide en la inestabilidad
gendmica y diferenciacion de las células madre (50).

Varios estudios han identificado mutaciones de SF3B1 en diferentes tumores
sélidos, entre estos el 9,7% de los melanomas uveales, el 4% del cancer

pancreatico y un 1,8% del CM (51). El gen SF3B1 esta ubicado en el cromosoma
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2033.1 y el SNP rs16865677 es una variante ubicada 2KB rio arriba
(NC_000002.12:9.197435707G>T) (69). No existen estudios publicados que
asocien el rs16865677 con riesgo de CM en ninguna poblacion en el mundo. Los
resultados obtenidos en este estudio muestran una asociacion estadisticamente
significativa del alelo T del rs16865677 y de los portadores del alelo de riesgo
(GT+TT) con aumento del riesgo de desarrollar CM esporadico con diagndstico
temprano en poblacion chilena (OR=1.34 [IC 95% 1.02-1.74] p=0.030, y OR=1.4
[IC 95% 1.02-1.93] p=0.040 respectivamente). Los resultados obtenidos en esta
tesis estan de acuerdo con lo reportado por Fu et al. (2017) quien report6é que las
mutaciones en SF3B1 se asociaban con la edad de diagndstico del CM y sugirié a
SF3B1 como un nuevo blanco terapéutico para pacientes con CM (70). Se
requiere de estudios en otras poblaciones y tamafios muestrales mayores para
confirmar la asociacion entre la variacibn genética en SF3B1 y edad de
diagndstico del CM. Es importante destacar que a la fecha hay escasa informacion
en la literatura respecto de los factores genéticos que aumentan el riesgo de
desarrollar CM a edad temprana. No obstante a lo anterior, el SNP rs16865677 es
una variante ubicada 2KB rio arriba respecto del sitio de inicio de la transcripcion,
en consecuencia, se ubica en la regién promotora del gen SF3B1. Pacholewska et
al. (2021) seialan que las regiones promotoras se extienden por alrededor de +/-
2KB, y que en el caso del promotor de SF3B1, en la region flanqueante de 2KB se
ubican islas CpG. (71), por lo tanto, el SNP rs16865677 a consecuencia de su
ubicacion podria alterar el patron de metilacion del gen alterando la expresion

génica de la region.
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En esta tesis también se analiz6 la asociacion de los tres SNPs en estudio
(rs3819122, rs13231116 y rs16865677) con el subtipo tumoral (Luminal A, Luminal
B, HER-2(+) y Triple negativo). Los resultados mostraron que solo el rs3819122
(SMAD4) se asoci6 con riesgo de desarrollar CM del subtipo tumoral Luminal A 'y
B. El alelo C del rs3819122 (SMAD4), el genotipo heterocigoto AC y los portadores
del alelo C (AC+CC, modelo dominante), se asociaron con aumento del riesgo de
desarrollar CM de tipo Luminal A. Ademdas, se observd asociacion
estadisticamente significativa de los heterocigotos AC con riesgo de desarrollar
CM subtipo tumoral Luminal B. En la literatura no existen estudios de asociacion
entre el SNP rs3819122 y subtipo tumoral, por lo cual estos resultados son nuevos
y aportan al conocimiento de la variacion genética en los diferentes subtipos de
cancer de mama.

Los estudios que relacionan variacion genética con subtipos tumorales son
escasos. Dorling et al. (2021), estudiaron asociacién de variantes que generan
proteina trunca en genes de susceptibilidad al cAncer de mama con riesgo de CM
y subtipo tumoral, sus resultados demostraron que variantes que generan
proteinas truncas en ATM y CHEK2 estaban asociadas con tumores RE positivo y
RE negativo, en donde la asociacién fue mas fuerte con RE positivo, ademas,
CHEK2 también se asocié con tumor RE negativo no triple negativo. Por el
contrario, mutaciones en los genes BARD1, BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD51C y
RAD51D se asociaron con mayor fuerza en tumores RE negativo que en tumores
RE positivo (72).

En relacidon con los genes analizados en esta tesis, en la literatura no existen

estudios de asociacion entre los SNPs rs3819122 del gen SMAD4, rs13231116 del
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gen KMT2C y rs16865677 del gen SF3B1 con subtipos tumorales, por lo que los
resultados obtenidos en esta tesis son un aporte novedoso respecto a los factores
genéticos asociados a subtipos tumorales en CM en poblacién chilena BRCA1/2-
negativo. Maguire et al. (2015) estudiaron si las mutaciones que afectan a genes
del componente spliceosomal se asociaban a subtipos tumorales especificos de
CM, y reportaron que las mutaciones en SF3B1 fueron mas comunes en tumores
RE positivo versus RE negativo (48). Fu et al. (2017), estudiaron la relacion entre
mutaciones en SF3B1 y prondstico en pacientes con cancer de mama,
encontrando que las mutaciones en SF3B1 se asociaban con mal prondstico en
CM subtipo Luminal B y en tumores negativos para receptor de progesterona (67).
Chen et al. (2019), estudiaron a 411 pacientes chinas con CM sin tratamiento
previo para analizar mediante NGS el estado de mutacion de KMT2C, y
encontraron 19 mutaciones nuevas en KMT2C, las cuales estaban asociadas a
pacientes mayores de 50 afios. Ademas, la tasa de mutacion de KMT2C fue mas
alta en pacientes con subtipo tumoral HER-2(+) (73). Los resultados obtenidos en
esta tesis no establecieron asociacion entre subtipo tumoral y variacion en los
genes SF3B1 y KMT2C, lo que difiere con lo reportado por Maguire et al. (2015),
Fu et al. (2017), y Cheng et al. (2019). Es importante destacar que los n
muestrales disponibles para el estudio de asociacion entre SNPs y subtipo tumoral
realizado en esta tesis eran bajos. En consecuencia, se requiere aumentar el
tamafio muestral en pacientes chilenas para corroborar los resultados de
asociacion de variantes en SF3B1 y KMT2C con subtipos tumorales de CM

BRCA1/2-negativas de poblacion chilena.
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Los resultados obtenidos en esta tesis pueden ser de utilidad si los SNPs
analizados se incluyen en un estudio de riesgo poligénico para CM en mujeres
chilenas, en donde el rs3819122 del gen SMAD4, se podria utilizar como parte de
los paneles genéticos para el estudio de riesgo de CM en familias de alto riesgo y
BRCAX. Alternativamente, el rs3819122 del gen SMAD4, se podria utilizar como
parte de los paneles genéticos para el estudio de riesgo de CM de los subtipos
tumorales Luminal A y Luminal B, aportando en herramientas que favorezcan la
prevencion del CM en mujeres chilenas considerando factores genéticos. Para
conocer los efectos de estos SNPs en los procesos involucrados en la
carcinogénesis y especificamente sobre su rol en la carcinogénesis de los
subtipos Luminal A y B, se requiere de realizar estudios funcionales, que analicen
el efecto del SNP(s) sobre: proliferacion, apoptosis, migracién, invasion y quimio

resistencia a quimiofarmacos especificos.

51



CONCLUSIONES

1.

El alelo C del rs3819122 (SMAD4) y los genotipos homocigotos CC,
heterocigotos AC y portadores del alelo C (AC+CC, modelo dominante) se
asociaron con aumento del riesgo para CM en el total de los casos de CM y en
los casos con historia moderada de CM.

El estudio del rs13231116 (KMT2C) no encontré asociacion estadisticamente
significativa con riesgo a desarrollar CM.

El estudio de asociacién del rs16865677 (SF3B1), mostré asociacién del alelo
T y de los portadores del alelo T (GT+TT, modelo dominante) con aumento del
riesgo de desarrollar CM, en mujeres con CM esporadico y con diagnostico
temprano.

E | alelo C del rs3819122 (SMAD4) y los genotipos heterocigoto AC,
homocigoto CC y portadores del alelo C (AC+CC, modelo dominante). se
asociaron con riesgo de desarrollar CM subtipo tumoral Luminal A.

Se observé asociacion estadisticamente significativa de los heterocigotos AC
del rs3819122 (SMADA4) con riesgo de desarrollar CM subtipo Luminal B.

Los rs13231116 (KMT2C) y rs16865677 (SF3B1), no se asociaron con riesgo a

desarrollar CM del subtipo Luminal A, Luminal B, HER-2(+) ni Triple negativo.
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LY L INVES CION EM

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

| Docurme nto mm wersitin 2 comegids 70,05 2018]

Con fecha 10 de Marzo 2020, el Comité de Etica de Investigacidn en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrada por los siguientes miembras;

Or. Manuel Oyarzon G., Médico Neumndlogo, Presidents

Dra. Ludia Cifuentes 0., Medico Genetista, Vicepresidernte Subrogante
Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad.
Dva. Gricel Orellana, Médico Neuropsiquiatra

Prof. Julieta Gonzalez B., Bidloga Celular

Dra. Maria Angela Delucchi Bicocchi, Médico Pediatra Mefrdlogo,

Dr. Miguel ORyan, Médico Infectdlogn

Prof, Maria Luz Bascufian Psicdloga PhD, Prof. Asociado

Sra. Karima Yarmuch G., Abogada

srta. Javiera Cobo R., Nutricionista, Secretaria Ejecutiva

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: MOLECULAR PROFILING OF BREAST
CANCER: SEQUENCE VARIATION IN NEW HEREDITARY BREAST CANCER, DRIVER
AND MIRNAS GEMNES AS BIDMARKERS OF PREDISPOSITION, THERAFEUTICS AND
ITS ROLE IN CELL TRANSFORMATION. Cuyo investigador responsable es la Dra. Lilian
Jara Sosa, Quien desarrolla labores em el Programa de Genética Humana, Facultad de
Medicina, Univarsidad de Chile,

Bl Comibé revisd los siguientes documentos del estudio:

Proyecto Concursable Fondecyt Regular

Cw del Investigador v Co-investigadores

Consentimientos Informados

Carta Compromiso del investigador para comunicar los resulftados del estudio una vez
finalizado este

El proecto v los documentos sefialados en el parrafio precedente han sido analizados a la luz
de los postulados de la Declaracion de Helsinkl, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacidn Biomédica en Seres Humanas CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Practica
Climica de ICH 1996,

- 2% - ' comitecaishdimed. —
Teléfono: 20789536 - Email Luchile.cl . .
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B UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES

Sobre |2 base de esta infarmacidn &l Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos
de la Facultad de Medicing de la Wniversidad de Chile se ha pronunciado de la siguiente
manera sobre los aspectos del proyecto que & continuacidn se sefialan:

a)

b)
c}

d) Requiere seguimianto Visita en terrens: S
N9 de vistas:

Caracter de |a poblacidn a estudiar (cautivo/no cautiva; investigacion terapéutico/no
terapdutica: En lo que respecta al estudio con muestras humanas, se presenta un
estudio analics  observacional {caso-control), retrospective v prospectivo  (hay
muestras de pacientes v controles va obtenidas con sus datos dinicos v familiares ya
registrados v, ademds, se reclutardn més pacientes v contrales para obtener los datos
clinicos, familiares y muestras de sangre),

Utilidad del proyecta: Ut

Riesgos v beneficios: El estudio mo es intervencional. Los rlesgos son minimos y
consisten en aguellos propios de wna toma de muestra de sangre realizada por unfa
profesional,

Froteccion de los participantes (asegurada por el Consentimiento Informado): S0

Matificacion aportuna de reacdones adversas: El estudio mo es Intervencional. Solo se
consideran riesgos asociades a la toma de muestra de sangre que se explictan v
abordan adecuadamente

Compromiso del investigador responsable en la notificacion de los resultados del
estudio al finalizar el proyecto: Se adjunta carta compromiso firmada por la
investigedora responsable,

Mo X Tiempo estimado:

Por ko tanto, & comité estima gue el estudio propuesto esta bien justificada v que na

significa para los sujetos inwolucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos.

Este comite tembién analizé y aprobd los corespondientes documentos de

Consentimiento  Informado en su version modificada recibida el 29 de Enero 2020, que se
adjurta firmada, fechado v timbrado por este CEISH.
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
(&4) [ 10N _EN SERES

Sin perjuicio de lo anterior, segin lo establecido en el articulo 10 bis del D.S N° 114
de 2011, del Ministerio de Salud que aprueba el reglamento de la ley N° 20.120; es predso
recordar que toda investigacion dientifica en seres humanos deberd contar con la autorizacidn
expresa del o de los directores de los establecimientos dentro de los cuales se efectie, la gue
debera ser evacuada dentro del plazo de 20 dias hébiles contados desde la evaluacion
conforme del CEISH, siendo de responsabilidad del investigador enviar a este Comité una
coplia de la misma dentro del plazo sefialado.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética para
la realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo,

Se extiende este documento por el periodo de _3 anos a contar desde la fecha de
aprobacién prorrogable segin informe de avance y seguimiento bicético.

* Programa de Genética Humana, Facultad de Mecicina, Universidad de Chile.

Santiago, 10 de Marzo de 2020.

Praoyecto: N© 222-2019
Archivo acta: N° 193
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CONSENTIMI

TITULO DEL PROYECTO

"PERFIL MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA: Variacién de secuencia en
nuevos genes para cancer de mama hereditario, genes driver y genes de
microRNAS como hipmarcadores de predisposicidn, tratamiento y su rol
en la transformacion celular”.

Mombre dal Investigador principal: Lilian Jara Sosa
F.ULT.: 5.664.521-7
Instituciin: Facultad de Medicing, Universidad de Chile

Teléfonos:
Lilian Jara So=a Universicad de Chile Tal.: 229786458
Lilian Jara Sosa Personal Tel.: 998292094

Wr Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacidn: “PERFIL MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA: Variacion de

SECUENCia en nuevos genes para cancer de mama hereditario, genes driver v
genes de microfMAS como biomarcadores de predisposicion, tratamienta v su rol
en la transformacion celular”, debldo a la necesidad de mejorar los actuales
métodos de diagnostico y tratamientos para esta enfermedad.

Objetives: Fsta investigacién tiene por objetivos: realizar un estudio genético
para identificar mutaciones en genes que participan en el desarrollo de cancer de
mama. El estudio incluird un nomero total de 600 muestras de ADN de individoos
con cancer de mama familiar y un nomero de 1500 muestras de ADN de
individuos sanos sin la enfermedad v sin historia familiar de ciertos tipos de |
cancer. |

Procedimientps: Si usted acepta participar en este estudio, se le solicitard lo |
siguienta;

I
1. Responder una encuesta en la cual se incluyen un conjunto de preguntas W
relacionadas con su historia médica, historia reproductiva v preguntas relacionadas
con factores prondsticos.

2. Si a usted le hubieran diagnosticado algdn tipo de cancer o si ha tenido alguna |
cirugia profilactica, le pediremos que firme una autorizacdn para obtener datos
clinicos sobre su patologia, informes de biopsia ¥ muestras de tejido gue hayan
sido guardadas en el hospital dends le realizaron la cirugia.
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3. Le solicitaramos que done una muestra de sangre, la que serd tomada por una
enfarmera, de una vena de su brazo. Se acordara con usted la facha v hora de Iz
toma de muestra, la gue, 5i usted lo desea, se podria realizar en su domicilio.

Riesgos:

Riesgo de la Toma de Muestra: La toma de la muestra de sangre pueds causar
alguna incomodidad. Sin embargo, la enfermera tomard todas las precaucionss
para minimizar las posibilidades de que esto ocurra.

Tension v Ansiedad: Es posible que a usted le inquiete discutir su historia médica y
familiar respecto al cancer, Es posible que este estudio nos dé mformacion
respecto de las posibilidades de desarrollar cancer de otros miembmos de su
familia. 5i el resultado indicara presencia o ausencia de una alteracion relacionada
con probabilidad de desarmollar cancer, el conooer esta informacion podria causarle
emacidn o ansiedad. Algunos de los investigadores conversardn con usted para
aclarar sus problemas, si existen.

Costos: Los procedimientos que se me realizaran seran gratuitos v corresponden
a: una encuesta v la toma de una muestra de sangre,

Beneficios Ademas del bensficio que este estudlo significard para el progreso del
conadmiento, el propdsito de este estudio es examinar el papal gue tienen los
genes y qué hacen gque algunas mujeres sean mas susceptibles a enfermar de
cancer de mama que ofras. A veces los genes cambian o se alteran, En ofros
paises existen estudios gendélicos clinicos que detectan estas alteraciones
permitiends el diagndstico temprano de la enfermedad. Sin embargo, la gendtica
de los individuos es diferente en cada pais v estos estudios podrian no ser
efectivos en pacientes chilenos, Los resultados de este estudio suministraran
informacian sobre la genética del cancer de mama de pacientes chilenos gue
podria llevar a la generacidn de estudios genéticos clinicos especificos para
pacientes chilepos permitiende el diagndstico mas temprano vy tratamiento mas
exitoso de la enfermedad.

Si participa en el estudio, sera posible determinar =i ha heredado o no un gen
alberada.

éDesea Ud. conocer si el resultado del examen demuestra alguna alteracion en los
genes que puedan ser responsables de su cancer?
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Se responderan todas las preguntas que usted realice, La informacidn obbenida
s2ra remitida a su médico tratante para que se considere con fines terapéuticns.

Compensacién: Por su condicion de woluntario Ud. no recibird ninguna
compensacion econdmica directa por el sdlo heche de participar en el estudio.

Confidendalidad: Los datos de la enmtrevista y los resultados del estudio
genéticn, silo serdn entregados a las personas participantes si lo solicitan y no se
entregarg informacion ni 2 familiares ni a ninguna otra persena. Sdlo les miembros
del grupo de investgacidn se contactaran con los participantes y tendran acceso a
la informacion. Cada participante tendra un cadigo, el que se establecerd previo a
la obtencidn de los datas. Los archivos se guardan bajo lave. Los datos gque se
publiquen no revelaran |z identidad de los participantes. El personal de
colaboracion sera entrenado para que observe un comportamiento ético respecto
de la informacidn. Una vez cumplidos los objetivos de la presente investigacion, las
muestras seran almacenadas en un contenedor sellado a -80%C,

Informacién adi I: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el
desarmollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones que
puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.

Voluntariedad: La participacion en este estudio s totalmente voluntaria v pusde
retirarse de 2l en cualguier momento que lo desee. Puede no contestar preguntas
de la encuesta, si asi lo desea. Si una persona se retira del astudio o no desaa
participar en alguna etapa, mo se le negaran los resultados que ya s= hayan
obtenido. A cada parficipante se e entregard una copla del consentimiento
informado.

Complicaciones: La veno-puncitn para la toma de muestras de sangre posse
consecuencias leves las cuales pueden presentarse como  un  hematoma
(acumulaciin de sangre debalo de la piel) y/o punciones miltiples para localizar la
vena, Cuzlquier obro efecto que Ud. considere que pueda derivarse de los
procedimientos practicados debera comunicarlo a la Dra. Lilian Jara, Genetista,
ubleada en Avenida Independencia N® 1027, fono fijo 229786458 o 229786166,

Derechos del participante: Usted recibird una copia integra y escrita de este
documento firmads, Si ousted requiers cualquier otra informacion sobre su

parficipacion en este estudio o bien conocer las resultados pusde comunicarse
COTiE

Investigador: Lilian Jara Sosa — fono: 229786458 o 229?3516& T
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En el caso de que Ud. necesite realizar el examen genéboo a un familiar, pueds
comURIcarss con:

Investigador: Lilian Jara Sosa — fono: 229786458 o 229786166

Autoridad de la Institucidn: Dr. Juan Diego Maya = foro: 229786067

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del
“Comité de Ftica de Investigacidn en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G.,
Teléfono:  2-978.9536, Email: comiteceish@meduchilec, cuya oficina se
encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de
Independencla.

Desputs de Raber recibido v comprendido la infarmacidn de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorge mi consentimiento para participar en
el proyecte “PERFIL MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA: Variacidn de secuencia
en nuevos genes para cAncer de mama hereditario, genes driver y genas de
microRMAS come biomarcadores de predisposicicn, tratamiento v su rol en la
transformacion celular”.

Nombre del Participante Firma Fecha
Rut.
Nombre de Director Firma Fecha
e Institucidn o Delegado
Art, 11 Ley 20120
Rut,
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Nombra del investigadar Firma Fecha
Rut.

Cuando Corresponda:

|
LEY 20.584. REGULA LOS DERECHOS Y DEBERES QUE TIENEN LAS PERSONAS EN l
RELACION CON ACCIONES VINCULADAS A SU ATEMCION EN SALUD. .

De los derechos de las personas con discapacidad psiguica o intelectual.

Articulo 28.- "Ninguna persona con discapacidad psiguica o intelectual que no
pueda expresar su voluntad podra participar en una investigacion cientifica. En los |
casns en que se realice investigacion cientifica con participacion de persaonas con

discapacidad psiquica o intelectual que tengan la capacikdad de manifestar su

voluntad y que hayan dado consentimiento informado, ademas de la evaluacion |
ético cientifica que corresponda, serd necesana la autorizacion de la Autoridad
Sanitaria competents, ademas de la manifestaciin de voluntad expresa de
participar tanto de parte del paciente como de su representante legal. En contra de
las actuaciones de los prestadores y la Autoridad Sanitaria en relacion a
investigacion cientifica, podra presentarse un reclamo a la Comision Regional |
indicada en el articulo siguiente que coresponda, a fin de que ésta revise los l
procedimientos en cuesticn”,




CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INDIVIDUOS SANOS

TITULO DEL PROYECTO

"PERFIL MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA: Variacion de secuencia en
nuevos genes para cancer de mama hereditario, genes driver y genes de
microRNAS como biomarcadores de predisposicion, tratamiento y su rol
en la transformacion celular”.

Mombre del Investigador principal: Lilian Jara Sosa
RUT.: 5.664.521-7
Institucion: Facultad de Medicina, Universidad de Chile

Teléfanos:
Lilian Jara Sosa Universidad de Chils Tel.; 229786458
Lilian Jara Sosa Personal Tel.: GoE292004

: Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacion: "PERFIL MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA: Variacion de secuencia
&N nuevos genes para cancer de mama hereditaric, genes driver y genes de
microRMNAS como biomarcadores de predisposicion, tratamiento v su ol en la
transformacidn celulzer”, debido a la necesidad de mejorar kos actuales métodos de
diagnostico y tratamientos para esta enfermedad.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos: realizar un estudio genético para
identificar mutaciones en genes que participan en el desarrallo de cancer de mama.
Fara este fin, el estudio incluira un numero total de 600 muestras de ADN de
individuos con cdncer de mama familiar y un ndmero de 1500 muestras de ADN de
individuos sanos sin la enfermedad y sin historia familiar de clertos tipos de cancer,

Procedimientos: 5 usted acepla participar en este esbudio, se le solicitara lo
siguisnte:

1. Responder una encuesta en la cual se incluyen un conjunto de preguntas
relacionadas con su historia familiar respecte de cancer, con el abjeta de confirmar
que Lid, no posee antecedentes familiares de cancer en su familia.

2. Le solicitaremos que done una muestra de sangre, |a gue serd tomada por una
enfermera, de una vena de su brazo. Se acordara con usted la fecha v hora de la
toma de muestra, la que, i usted lo desea, se podria realizar en su domicilio.

Riesgos:
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Riesgoe de |a Toma de Muestra: La toma de la muestra de sangre puede causar
alguna incomodidad. Sin embarga, la enfermera tomara todas las precauciones para

minimizar las pocibilidades de que esto ocurra,

Costas: Los procedimientos que se me realizaran serdn gratuitos y corresponden a;
una encuesta v la toma de una muestra de sangre.

Beneficios Ademas del beneficio que este estudio significard para el progreso del
conocimiento, el propdsito de este estudio es examinar el papel que tienen los genes
¥ qQué hacen que algunas mujeres seam mas susceptibles a enfermar de cancer de
mama que otras. A veces los genes cambian o se alteran. En otros paises existen
estudios  genéticos dlinicos que  detectan estas alteraciones permitiends &l
diagndstico temprano de la enfermedad. 5in embargo, la genética de los individucs
es diferente en cada pais v estos estudios podrian no ser efectivos en pacientes
chilenos. Los resultados de este estudio suministrardn informacion sobre la genética
del cancer de mama de pacientes chilenos que podria llevar a la generacion de
estudios genéticos clinicos especifico para pacientes chilenos permitiendo e
disgnéstico mas temprano v ratamiento mas exitoso de la enfermedad.

Compensacidn: Por su condicion de voluntario Ud. no recibird ninguna
compensacion econdmica directa por el sdko hecho de participar en el estudio.

Confidencialidad: Los datos de la entrevista y los resultados del estudio genético,
stlo serdn entregados a las personas participantes si lo solicitan y no se entregard
informaciin ni a familiares ni a ninguna otra persona. Saka los miembros del grupo
de irvestigacion se contactardn con los participantes y tendran acceso a la
informacidin. Cada participante tendra un codigo, el que se establecera previo a la
obtencion de los datos. Los archivos se guardan bajo llave. Los datos gue se
publiguen no revelaran |a identidad de los participantes. Bl personal de colaboracidn
sera entrenade para que obterve un comportamiento ético respecto de la
informacion. Una vez cumplidos los objetivos de la presente investigacion, las
muestras seran almacenadas en un contenedor seliado a -80°C.

Yoluntariedad: La participacian en este estudio es totalmente voluntaria y puede
retirarse de & en cualguier momente que lo deses, Puede no contestar preguntas
de ka encuesta, si asi lo desea. S una persona se retira del estudio o no desea
participar en alguna etapa, no se le negaran los resuftados que ya se hayan obtenido.
A cada participanite se @ entregarad una copia del consentimiento informadeo.

Complicaciones: La veno-puncion para la toma de muestras de sangre posee
consecuencias leves las cuales pueden presentarse como un hematoma
{acumulacidn de sangre debajo de la piel) y/o punciones mdltiples para localizar la
vena, Cualquier otro efecto gue Ud. considere que pueda derivarse de los
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procedimientos practicados deberd comunicario a la Dra. Lilian Jara, Genetista,
ubicada en Avenida Independencia N® 1027, fono fijo 2297864458 o 229786166,

Derechos del participante: Usted recibird una copia ntegra v escrita de esle
documento  fumado. Si usted requiere cualguier otra informacion sobre su
participacion en este estudio o blen conocer los resultados puede comunicarse con:

Irwvestigador: Lilian Jara Sosa — fono: 229786458 o 229786166
Autoridad de la Institucion: Dr. Juan Diego Maya — fono: 229786067

Otros Derechos del participante

En caso de duda sabre sus derechos debe comunicarse con el Presidents del “Comité
de Etica de Investigacion en Seres Humanaos”, Dr. Manuel Oyarzin G., Telkéfono: 2-
9789536, Email: comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un
costado de la Biblioteca Central de ba Facultad de Medicing, Universidad de Chile en
Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia,

Conclysion:

Después de haber recibido y comprendido la informacidn de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto *PERFIL MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA: Variacion de secuencia en
NUEVDSs genes para cancer de mama hereditario, genes driver y genes de microRMNAS
como biomarcadores de predisposicidn, tratamiento v su rol en la transformacion
celular”,

Hombre del Participante Firma Fecha
Rurt,
Mombre de Director Firma Fecha

de Institucidn o Delegado
Art. 11 Ley 20120
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Mombre del investigador Firma Facha
Rut.

Cuando Corresponda:

LEY 20.584, REGULA LOS DERECHOS ¥ DEBERES QUE TIEMEN LAS PERSONAS EN
RELACIGN CON ACCIONES VINCULADAS A SU ATENCION EN SALUD.

D los derechos de las personas con discapacidad psiguica o intelectual,

Articulo 28.- "Ninguna persona con discapacidad psiquica o intelectual que no
pueda exprasar su valuntad podra participar en una investigacion cientifica. En fos
casos en que se realice investigacidn clentifica con participacién de personas con
discapacidad psiquica o intelectual que tengan la capacidad de manifestar su
voluntad y que hayan dada consentimiento informado, ademas de la evaluacion ético
cientifica que corresponda, serd necesaria la autorizackin de la Autoridad Sanitaria
eompetents, ademds de la manifestacion de voluntad expresa de participar tanto de
parte del paciente comao de su represeniante legal, En contra de las actuaciones de
los prestadores y la Autoridad Sanitaria en relacidn a investigacidn cientifica, podra
presentarse un reclama a la Comision Regional indicada en el articulo siguiente que
carresponda, a fin de que ésta revise los procedimientos en cuestidn”,

......




mu:gunmzm INFORMADO PARA ESTUDIO DE OTROS GENES

CER DE MAMA
Nombre del Investigador principal: Lilian Jara Sosa
R.UT.: 5.664.521-7 I|

Instibucicn: Facultad de Medicina, Universidad de Chile

Teléfonos:
Lilian Jara Sosa Universidad de Chile Tel,: 229786458
Lilian Jara Sosa Personal Tel.; 9982920594

I
He aceptado participar en e provecto **PERFIL MOLECULAR DEL CANCER DE
MAMA: Variacion de secuencia en NUEVos genes para cancer de mama
hereditario, genes driver y genes de microRNAS como biomarcadores de
predisposicion, tratamiento y su rol en la transformacion celular”
contestando una encuesta y donando una muestra de sangre. Se me ha solicitado

oue mi muestra sea utilizada para estudiar otros genes vinculados al cancer de |
mama, ademas de los sefialados en el presente proyecto de investigacidan.

O si, aceptn

[J Mo acepto

Derechos del participante: Lsted recibird una copia integra v escrita de este
documents firmado, Si usted requiere cualquier otra informackin sobre su
participacién en este estudio o bien conocer los resultados puede comunicarse |
con:

Investigador: Lilian Jara Sosa — fono: 229786458 o 229736166
Autoridad de la Institucion: Dr. Juan Diego Maya - fono: 229786067 |

ot L | tel tici I
En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente el
“Comité de Ftica de Investigacidn en Seres Humanos”, Dr. Manuel Ovarzin G.,
Teléfono:  2-978.9536, Email: comitsceish@med.uchile.cl, cuya oficina se
encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de ||
Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de
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Mombre del Participante Firma Fecha
Rut. ‘
Mombre de Director Firma Fecha

de Institucidn o Delegado
Art, 11 Ley 20120
Rut.

Mombre del investigador Firma Fecha
Rut,

Cuando Corresponda:

LEY 20.584. REGULA LOS DERECHOS ¥ DEBERES QUE TIENEN LAS PERSONAS EN
RELACION CON ACCIONES VINCULADAS A SU ATENCION EN SALUD.

De los derechos de las personas con discapacidad psiguica o intelectual,

Articulo 28.- "Ninguna persona con discapaddad psiquica o intelectual que no
pueda expresar su voluntad podrd participar en una investigacidn cientifica, En los
cas0s en que se realice investigacion centifica con participacion de personas con
discapacided psiguica o intelectual gue tengan la capacidad de manifestar su
voluntad y gue hayan dado consentimients informado, ademds de la evaluacian
ético cientifica que corresponda, sera necesaria la autorizacion de la Autoridad ||
Sanitaria competents, ademds de la manifestacion de voluntad expresa de
participar tanto de parte del paciente como de su representante legal. En contra de
las actuaciones de los prestadores y la Autoridad Sanitaria en relacion a
investigacién clentifica, podrd presentarse un reclamo a la Comisidn Regional
indicada en el articulo siguiente que corresponda, a fin de que ésta revise los
procadimientos en cuestian”, . _
/'_G_I-;fﬁeﬂi-.uﬂu n}
i
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ANNEX 2



UNIVERSIDAD DE CHILE
"Estudio de Cancer de Mama Heraditario en Familias Chilenas”

CONSEMTIMIENTO INFORMADOD PARA GRUPO CONTROL SANO

Investigadores

Lilian Jara Sosa Universidad de Chile Tel.: 6786458
Patricio Gonzalez Hormazabal Universidad de Chile Tel.: GT86166
José Miguel Reyes Vidal CONAC Tel.: 73753520
Fermando Gomez COMAC Tel. 3474000

Declaracion de los investigadores

Conducimos una investigacion de genes gque serian responsables de susceptibilidad a
cancer de mama y cancer de ovario en algunas familias. Por este mofivo, nos hemos
contactado con Ud. para solicitar su parficipacion en calidad de individuo sano. Se
necesita un grupo de mujeres sin cancer de mama para conocer la distribucion de éstos
genes en la poblacion chilena. Para ayudarlo a decidir si desea participar en este estudio,
nos gustaria explicarle los fesgos v beneficios, lo que constituye una decision informada.

Propasitos y beneficios

El proposito de este estudio es examinar el papel que tienen los genes y qué hacen que
algunas mujeres sean mas susceptibles a enfermar de cancer de mama que otras. A
veces los genes cambian o se alteran. Hemos visto genes alterados en familias con
cancer, pero todavia no esta totalmente claro como ufilizar la informacion para prevenir el
cancer. Los resultados de este estudio suministraran informacion sobre la genética del
cancer de mama que podra llevar @ una mejor comprension de sus causas y a la
posibilidad de un diagnostico mas temprano y tratamiento mas exitoso de la enfermedad.
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Procedimientos
Si usted acepta participar en este estudio, se le solicitara lo siguiente:

1. Responder una encwesta en la cual s incluyen un conjunto  de preguntas
relacionadas con su historia familiar respecto de cancer, con el objeto de confirmar
que Ud. no posee antecedentes familiares de cancer en su familia.

2. Le solicitaremos que done una muestra de sangre, la gue sera tomada por una
enfermera, de wna vena de su brazo. Se acordara con usted la fecha v hora de la
toma de muesira, la que si usted lo desea, se podria realizar en su domicilic.

Riesgo, Stress o Incomodidad
Riesgo de la Toma de Muestra: La toma de la muestra de sangre puede causar alguna

incomodidad. Sin embargo, la enfermera tomara todas las precauciones para minimizar Las
posibilidades de gque esto ocwrra,

(Otras informaciones

Privacidad: Los datos de la entrevista y los resultados del estudic genetico, solko seran
entregados a las personas participantes si lo solicitan y no se entregara informacion ni a
familiares ni a ninguna ofra persona.  Solo kos miembros del grupe de investfigacion se
contactaran con los participantes y tendran acceso a la informacion. Cada participante
tendra un codigo, el que se establecera previo a la obtencion de los datos. Los archives se
guardan bajo llave. Los datos gue se publiguen no revelaran la identidad de ks
participantes. El personal de colaboracion sera entrenado para que observe un
compaortamiento efico respecto de la informacion. Es necesario plantear que este estudio
puede confinuar en forma indefinida y por o tanto, la utilizacion de los datos tambien sera
indefinida.

Financiamiento: La participacion en este estudio no tiene ningun costo para Ud.

Yoluntariedad: La participacion en este estudio es totalmente voluntania y puede refirarse
de el en cualquier momenio gue lo desee. Puede no contestar preguntas de |a encuesta, si
asi b desea. Siuna persona se refira del estudio o no desea participar en alguna etapa,
no s le negaran los resuliados que ya se hayan obtenido. A cada participants se le
enfregara una copia del consentimiento informada.

Litilizacion de |a muestra de sangre: Las muestras obtenidas seran utiizadas solo para los
fines de la investigacion propuesta. Las muesiras se mantendran en el laboratoric de
Genetica Molecular Hurmana, Programa de Genetica Humana, Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, bajo la custodia de la Dra. Lilian Jara Sosa, hasta que se cumplan
ks objetivos de esta investigacion.
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Oiras informaciones: Si el examen resultara positivo, v Ud. fuese portador de algon factor
genético de pronosfico, la informacion le sera comunicada y se informara al medico
fratante a objeto que este le explique las posibles medidas terapeuticas necesarias. Sise
k= aplicase un panel de mutaciones frecuentes en los genes BRCAT y BRCAZ.

;Desea Ud. conocer si el resultado del examen demuestra alguna alteracion en los genes
que pueda ser responsable de su cancer?

5 0O Mo O

Declaracion del participante: El estudic descrito anteriormente me ha sido explicado, lo he
leido v comprendido. Consients woluntariamente en participar en esta actividad. He tenido
la oporunidad de hacer preguntas. Me queda claro que cualquisr pregunta que deses
hacer a futuro acerca de la investigacion me sera respondida por los invesfigadores.

Derechos del participante: Usted recibira una copia integra y escrita de este documento
firmado. Siusted requiere cualquier otra informacdion sobre su participacion en este estudio
puede COMUNICArse con:

Irvestigador: Dra. Lilian Jara Sosa — fono: 2-97BE 188
Autoridad de I3 Institucion: Dra. Cammen Larranaga L. — fono: 2-8786067

Crros Derechos del participante: En caso de dwda sobre sus derechos debe comunicarse
con &l Presidente del *Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos®, Dr. Manuel
Ovarzin G., Telefono: 2-878.9538, Email: comiteceishi@med.uchile.d, cuya oficina se
encuenira ubicada a un costado de la Biblicteca Central de la Facultad de Medicina,
Lniversidad de Chile en &v. Independencia 1027, Comuna de Independencia.

Hormbre del participante Firma Fecha
Rut.

80



MNormbre del Investigador
Rut

Con copia a: - Paricipants
- Investigadares

Firma

Fecha
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UNIVERSIDAD DE CHILE
"Estudin de Cancer de Mama Hereditaric en Familias Chilenas™

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES CON CANCER DE MAMA

Investigadaores

Lilian Jara Sosa Lniversidad de Chile Tel.: GTEEB458
Patricio Gonzalez Hormazabal Universidad de Chile Tel.- 780188

Declaracion de los investigadores

Condudmos una investigacion de genes gque serian responsables de susceptibilidad a
cancer de mama y cancer de ovaric en algunas familias. Por este mofive, nos hemos
contactado con Ud. para solicitar su participacion en calidad de paciente con cancer de
mama. Para ayudarlo a decidir si desea participar en este estudio, nos gustania explicarle
ks riesgos y beneficios, lo que consfituye una decision informada.

Propositos y beneficios

El proposito de este estudio es examinar & papel gque tienen los genes v gue hacen que
algunas mujeres sean mas susceplibles a enfermar de cancer de mama gue ofras. A
vecas bos genes cambian o se alieran. Hemos wisto genes alerados en familias con
cancer, pero todavia no esta totalmente claro como utilizar La informacion para prevenir el
cancer. Los resultados de este estudic suministraran informadion scbre la genefica del
cancer de mama que na llevar a una mejor comprension de sus causas y a la
posibilidad de un diagnostico mas temprano y tratamiento mas exitoso de la enfermedad.

Si participa en el estudio, sera posible determinar si ha heredado o no un gen alterado.

;Desea Ud. conocer si el resultado del examen demuestra alguna alteracion en los genes
gue pueda ser responsable de su cancer?

SO MNe O

Se responderan todas las preguntas gue usted realice. La informacion obtenida sera
remitida a su medico fratante para que se considere con fines terapeuticos.
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Procedimientos
Si usted acepta participar en este estudio, se le solicitara lo siguiente:

1. Responder una encuesta en la cual se incluyen un  conjuntc  de preguntas
relacionadas con su historia medica, historia reproductiva y preguntas relacicnadas
con factores pronosticos.

2. 5i a usted le hubleran diagnosticado algun tipo de cancer o si ha tenido
alguna cirugia profilactica, le pediremos gque fime una autorizacion para
obtener datos clinicos sobre su patologia, informes de biopsia y muestras de
tefido que hayan sido guardadas en el hospital donde le realizaron I3 cirugia.

3. Le solicitaremos que done una muestra de sangre, |3 gue sera fomada por una
enfermera, de una vena de su brazo. Se acordara con usted la fecha y hora de la
toma de muestra, la que si usted lo desea, se podria realizar en su domicilic.

Riesgo, Stress o Incomodidad

Biesgo de 13 Toms de Muestrs: La foma de la muestra de sangre puede causar alguna
incomeodidad. Sin embargo, la enfermera tomara todas las precauciones para minimizar las
posibilidades de que esto ocwra.

Tensicn y Ansiedad: Es posible que a usted le inguiete discutir su historia medica y familiar
respecto al cancer. Es posible que este estudic nos de informacion respecto de las
posibilidades de desarmollar cancer de ofros miembros de su familia. Si el resultado
indicara presencia o ausencia de una alteracion relacionada con probabilidad de
desarrollar cancer, &l conocer esta informacion podria causare emocion yo ansiedad.
Alguno de los investigadores conwversaran con usted para aclarar sus problemas, si
existen.

tras informaciones

Privacidad: Los datos de la enirevista v los resultados del estudio genetico, solo seran
entregados a las personas participantes si lo solicitan y no se entregara informacicn ni a
familiares ni a ninguna ofra persona. Solo kos miembros del grupo de investigacion se
contactaran con los participantes y tendran acceso a la informacion. Cada participante
tendra un codigo, el que se establecera previo a la obtencion de los datos. Los archivos se
guardan bajo llave. Los datos gue se publiguen no revelaran la identidad de los
participantes. El personal de colaboracion sera entrenado para que observe un
comportamiento ético respecto de la informacion. Es necesario plantear que este estudio
puede confinuar en forma indefinida v por lo tanto, la utilizacion de los datos tambien sera
indefinida.

Financiamiento: La participacion en este estudio no tiene ningun costo para Ud.
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Voluntariedad: La participacion en este estudio es totalmente voluntaria y puede refirarse
de el en cualguier momenio gue lo desee. Puede no contestar preguntas de la encuwesta, si
asi b desea. Si una persona se refira del estudio o no desea participar en alguna etapa,
no 52 le negaran los resultados que ya se hayan obtenido. A cada participante se le
entregara una copia del consenfimiento informado.

Litiizacion de |la muesira de sangre: Las muesiras obtenidas seran utiizadas solo para los
fines de la investigacion propuesta. Las muestras s mantendran en el laboratonic de
Genetica Molecular Humana, Programa de Genética Humana, Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, bajo la custodia de |a Dra. Lilian Jara Sosa, hasta que se cumplan
los objetivos de esta investigacion.

Oiras informaciones: Si el examen resultara positivo, se le podrian tambien realizar a kos
familiares gue lo soliciten, sin costo alguno para ellos. Si algin familiar sano resultare
portador de un factor genefico de prondstico, |a informacion le sera comunicada y se

informara al medico tratante del probando a objeto que este expliqgue al portador sano las
posibles medidas terapeuticas necesanias.

Declaracion del participante: El estudio descritc anteriomments me ha sido explicado, kb he
leido y comprendido. Consiento woluntariamente en participar en esta actividad.

Derechos del paricipante: Usted recibira una copia integra y escrita de este documento
fimado. Si usted requiere cualquier otra informacion sobre su participacion en este estudio
puede COMUNICArse con:

Investigador: Dra. Lilian Jara Sosa — fono: 2 BTB6166
Autoridad de la Institucion: Dra. Cammen Larrariaga L. — fono: 2 9738067

Oiros Derechos del participante: En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse
con & Presidente del *Comité de Etica de Investigackn an Serea Humanos®, Or. Manuel
Ovarzin G., Telefono: 2-978.9538, Email: comiteceishi@med.uchile.d, cuya ofidna se
encuentra ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.

Acepto que mi muestra sea utilizada para cbtener ADN que permita estudiar ofros genes
vinculados al cancer de mama, ademas de ks senalados en el presente proyecto de
investigacion.

S0 Ne O

He tenido la oportunidad de hacer preguntas. Me gqueda daro que cualquier pregunta que
deses hacer a futuro acerca de la investigacion me sera respondida por los investigadores.
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Mombre del participante
Rut.

MNombre del Investigadaor
Rut.

Con copia a: - Participanis
- Investigadores

Firma

Firma

Fecha

Fecha
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UNIVERSIDAD DE CHILE
Linea de Investigacion: "Estudio de Cancer de Mama Hereditario en Familias

Chilenas™
Encuesta aplicable a pacientes con cancer de mama

Ficha W* :

Este cuestionaric ha sido disenado para obtener un perfil general de su
estado de salud presente y pasado. Le agradeceremos nos conteste las preguntas en la
forma mas precisa que usted pueda. 5Si es necesario indiguencs cualquier comentario
adicional.  Si existe alguna pregunta que no guiera contestar dejela en Hanco. Toda su
informiacion sera mantenida en forma confidencial.

1. Fecha

2. Mombre y apellidos

3. Dhreccion : Ciudad

4, Telefono : Casa Trabajo

5. Fecha de Nacimiento

8. Lugar de Macimiento : Ciudad Pais

HISTORIA FAMILIAR

7. Aparte de Chile, ; Sabe usted de donde vienen sus ancestros o si hay origen indigena
en su farrilia?

Lado matema: Lade paternao:

8. En hoja siguisnte
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9. Ademas del cancer de mama... jexisten otras enfermedades gue ocurran en forma
frecuente en su familia? ;Existe akyin familiar gue tenga una enfermedad genética?

o Si O No — waya a la pregunta N° 10

Si su respuesta es 5i, indigue el diagnostico v cuantos miembros de su familia tienen esta
enfermedad:

HISTORIA CLINICA

a) Edad de menarguia: anos O Munca ha menstruado

b) Su menarquia fue natural: 0 Si — Siga en la pregunta 11 ONe

¢)  ;Porqueé razdn usted nunca ha menstruado o por gue el inicio del periodo no fue
natural?

5 usted nunca ha menstruado pase a [a pregunta 15.

11. Las siguientes preguntas son relacionadas con la regularidad de su periodo
menstrual, “Regular” significa que su pericdo ocurre una vez al mes, usted puede

predecir mas o menos con cuatro dias de anficipacion y cada periodo dura mas o
menos &l mismo numens de dias.

Siempre ocurre en forma regular
Son generalmente regulares

Son generalmernte irregulares

[

Son siempre imegulares
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12. 2 Cual 5 su condicion menstrual actual?

Menstruando [premenopausical)

Embarazada

Lactancia

Amenormea cronica

Histerectomia parcial. Edad dela cirugia _____ anos

Histerectomia completa (utero y ovarios removides). Edad de la
cirugia: anos

Menopausia natural Edad anos

OO0 OooOooOonoad

Ciros [especiicar)

13. ,:,':..inirﬁ veces ha estado usted embarazada, incluyendo nacidos vives, abortos
espontanens o inducidos, mortinates, embarazos eciopicos e indigue si usted esta
embarazada actualmernte.

Embarazos O Munca  — Vaya a la pregunta 14

Conteste las siguientes preguntas para cada uno de sus embarazos:

1% | 2% 3% |47 |5° | 6" (78" | &° | 107

En gue ano comenzo o en que ano fnalizo e

; Cuantocs meses tenia el embarazo?

Si su embarazo llego a termino fue

Macirmients Unico

Macimiento multiple

Mortinato

Sborio

Emibarazo tubario o ectopico

Aborto terapeutico

Tuv DIUC durante su embarazo (5 o M)

Para los nacidos vivos responda lo siguiente

Sexno (F o M)

i Le dia pechao a sus hijos? (5 o N}

Si amamanto, ; por cuanto tiempa ko hizo?

;Intento usted amamantar, pero tuvo dificultades al
hacedo? (5o N)
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4. a) ;Ha tenido usted problemnas para embarazarse?

oS O Mo
b} ;Le informo a wusted wn medico guwe podna tener problemas para
embarazarse?
o Si 0O Mo
c) i Qué conversa con su medico?
H Problemas en los ovarios o en la ovulacion
O Obstruccion de trompas
O Problemas en la forma o tamano del Utero
O Endometriosis
O Problemas con el cuello del tero
O FProblemas de pareja
[ Otros (especificar)

d) i Ha tomado usted medicamentss para embarazarse?

O Si O Mo — Vayaala pregunta 15

el 5i es si, por favor de detalles acerca del tratamiento usado

Nomibre del medicamento | Ano y fecha del tratamiento Razones del uso

Imacio Final

i5.  a) ;Ha usado anticonceptivos para evitar embarazo o por ofras razones,
entre estas |a regulacion del cido menstrual?

O 5Si O Mo — ‘Vaya ala pregunta 18
bl  Siessi, ;aque edad los tomo por primera vez?. Si usted ha iniciado,
suspendido v _
reiniciado & tratamienta, ; por cuanto Sempao en total lo ha usada?

anos meses
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Muchas mujeres han tomado  medicamentos gQue contenienen estrogenos,
progesfinas u ofras hormonas femeninas. Los medicamenios pueden  ser
administrados como comprimidos, de deposito, cremas o supositorios vaginales.
Estos medicamentos son indicados por muchas razones fales como: regular los
pericdos, detener sangramientos irregulares, aliviar los sintomas menopausicos o
como terapia de reemplazo después de la remocion ovarica, para evitar la
osteoporosts. ;Ademas de ks anficonceptives, ha tomado usted hormonas
femeninas?

o 5i 0O Mo — Vayaalapregunta 17

b 51 es si, de detalles aceroa de las hormonas fermeninas que wsted ha tomado:

MNomibre del medicamento | Anc y fecha del tratamiento Razones del uso

Inicio Final

17.

18.

c) ;Que ofras drogas ha utilizado wsted para e tratamiento de cancer de
mama?

a) ;:Leinformo a usted un medico gue padria tener un desbalance o problema
endocring?

o Si 0O Mo — VVayaalapregunta 18

b) Si es si de detalles acerca del diagnostico medico

2 Que le dijo? [ ; Cue edad tenia usted?

a) ;:Leinformo a usted un medico gue tenia cancer?
o Si 0O Mo — ‘ayaalapregunta 18

b) Si es si, de detalles acerca del diagnostico medico

;Donde estaba bocalizado su i Que edad tenia usted?
cancer?
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21.

a)  ileinformo a usted un medico que tenia un tumer no canceroso o un
nodulo?

o Si O MNo

b) Si es si, de detalles acerca del diagnostico medico

:Donde estaba localizado el £ Que edad tenia usted?
turmor?

aj ;Le han realizado wna biopsia o cirugia mamaria?

o 5i O Mo— Vayaalapregurta2i
bB)  5ies si, de la sigulente informacion de cada cirugia mamaria (incluyendo la
biopsia)
Fechade| Hespitalociudad ZCual mama? Resultados de la cirugia
cirugia {maligna, benigna o

incierta)

a) ;Quen es su medico?

Mombre:

Diireccion: Ciudad:

b)  ;5Sabe su medico si hay historia familiar de cancer en su familia?
o Si O Mo

;iTiene usted alguna pregunta o comentanio acerca de esie estudio o de esie
cuestionano?
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Agentes medicambientales

23. ;Usted bebe alcohol? oS O No
a) Si es =i, ;Con que frecuencia usted bebe? -
Menos de un trago por semana

1 a 4 tragos por semana
5 a 10 tragos por semana

O0O0OO

Mas de 10 tragos por semana

24, a) ; Es usted fumadora?

O Munca ha fumado — Vaya a la pregunta2s
O Si, en el pasado, pero ahora no
[ Si. fumadora frecuente

b}  ;Cuantos cigarrillos fuma wsted al dia?
¢)  ;Porcuantos anos ha fumado?
d} ;A que edad empezo a fumar?
e} ;A que edad dejo de fumar?
25. Exposicion a rayos X o a ofras radiaciones
a) iHa frabajadc en lugares donde se usen rayos X u ofros elementos
radicaciivos
{hospitales, clinicas, clinicas dentales, laboratorios de investigacion)
O Si O Mo

b}  Siessi, ;Que tipo de trabajo?

) Indique las fechas:

d) Ha estado expuesta a rayos X por razones medicas?0 Si O MNo

] Si es =i, explgue:




Exposicion a guimicos

a)
b)
&)
d}
e}

;5e ha expuesio a cancerigenos o a toxicos quimicos? O Si

Si 85 s5i, ; 3 Queé compuestos?

O

Mo

;Bajo gue circunstancias se expuso?

Indique las fechas:

;Por cuanto iempo se expuso?
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UNIVERSIDAD DE CHILE

Linea de Investigacion: "Estudic de Cancer de Mama Hereditario en Familias Chilenas™
Encuesta aplicable a individuos sanos sin antecedentes de familiares de cancer

Ficha N°

Esta es una encuesta de caracter CONFIDENCIAL. Le agradeceremos que
conteste en la forma mas precisa posible. Si tiene alguna duda, por favor pregunte al
encuestador. Anote cualguier comentario adicional. 5i no desea contestar, deje el espacio en

blanco.

1. Fecha : i) )

2. RUT: : -

3. Apelidos y Mombres

4. Direccion : Ciudad
5. Telefonos : Casa Trabajo

6. Fecha de Macimienio ! ) Edad

7. Lugar de Nacimiento : Ciudad Pais

Encuesta aplicada por:




HISTORIA FAMILIAR

8. ;Tiene Usted akyin familiar gue tenga o haya tenido Cancer de Mama?
Si Mo

8. ; Tiene Usted algun familiar que tenga o haya tenido Cancer de Ovario?
Si Mo

10. ; Tiene Usted algun familiar que tenga o haya tenido Cancer de Prostata?
Si Mo

11; Tiene Usted algun familiar que tenga o haya tenido otro tipo de cancer?

Si Mo

12_ 5i su respuesta es 5i, complete los siguientes datos:

(1} Mombre de su familiar

Grado de Parentesco

{Ejemplo: Padres, Tios, etc).

Tipo de Gancer :
Edad al momenio ﬂ'-e-.fu'ragnn:lsrr-::n:
(2} Mombre de su familiar

Grade de Parentesco

Tipo de Gancer :
Edad al momenio ﬂ'-e-.fa'ragnclsrm:
(3} Nombre de su familiar

Grado de Parentesco

Tipo de Cancer X
Edad al momenio d-e-.fu'ragn:lsrm:
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Unidad e Presencion de Riesgos & Bioseguridad

Santiago, 25 de Marzo 2020.-

Sefioras
FOMDECYT N* 1200043
PRESEMTE

Estimados sefores:

Lz Unidad de Prevencion de Riesgos & Bioseguridad, Facultad de Medidna, Universidad de Chile certifica que
ha recibido del investigador responsable Dra. Ulian Jare Sosa para su estudio el proyecto titulado
“MOLECULAR PROFILING OF BREAST CANCER: Sequence variation in new hereditary breast cancer, driver
and miENAs genes os blomarkers of predisposition, theropeutics and lts role in cell tronsformation.™
Lzboratorio de Genética Molecular Humana (SMH), Programa de Genética Humana [PGH), Instituto de
Ciencias Biomedicas, Facultad de Medicina, Universidad de chile, el cual cumple con los requerimientos
basicos de Bioseguridad para ser desarrcllado, sdemas se adecus @ las exigencizs estableddzs por los
manuales: CONICYT * Bloseguridad 1ra edicldn,1994" v “ Manual de Mormas de Bioseguridad, 2da edicion
2008", "Manual de Mormas Bloseguridad y Riesgos asoclados Fondecyt — COMICYT, versidn 2018%, Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades, COC, 42 edicion, Manual Bioseguridad en laboratorios , Organizacion
mMundial de la salud OMS, Ginebra 2005, por tal motive nuestra Unidad da el visto bueno para su realizacion.

El investigador responsable Dra. Lilian Jara Sosa se compromete a cumplir cen las normas de bicseguridad
indicadas en los manuales antes mencionados y las establecidas en el Reglamento Interno del
fundonamiento de los laboratorios, Unidad de Prevencion de Riesgos v Bioseguridad, Facultad de saedicing,
Universidad de Chile. En concomitanda se hace responzable de que todos los participantes del proyecto
cumplan con las normas de bioseguridad establecidas.

.'\'\._.‘ .- ¥ . _.'.\_.__.'
Tome conocimiento: Dra. Lilian Jara 5o0sa

Doctor Romwlo Fuentes Flores
Director de Investigocion y Tecnalogiao

ol

- Deceno, Dr. Manus Kuklan

- Imvestigador responsabbe, Ora. Lilian fars Sosa
- Archie

Unidad de Pravincidn da Rsios & Bicagerdad, Facullad de Windicinag, Univiriadiad di Chile
Indigurdancia 8 100T § Fare: 1I9PER5E4 ::@imd.uhilul
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Evolucion

REUNION ANUAL CONJUNTA 2022
LV Reunién Sociedad Chilena de Genética
XIV Reunién Sociedad Chilena de Evolucion

Se otorga el presente certificado a:

Carolina Ramirez Alvarez, Sebastian Morales Pison, Hernan

Palomino Villanueva, Lilian Jara Sosa

Por haber expuesto su trabajo en la REUNION CONJUNTA SOCHIGEN Y SOCEVOL 2022,
realizado desde el 21 hasta el 25 de noviembre de 2022, en Punta Arenas, Chile. Titulada:

Asociacion de variantes genéticas en los genes drivers SMAD4, MLL3 y SF3B1 con riesgo de
cdncer de mama familiary subtipo tumoral enpoblacion chilena

Dra. Katherine Marcelain VDr. Luis E. Castafieda
Presidenta de la Sociedad Chilena de Genética Presid de la Sociedad Chilena de Evol
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