Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peru. Decana de América
Facultad de Ciencias Biologicas

Escuela Profesional de Genética y Biotecnologia

Evaluacion de los niveles de DNA circulante en plasma

de pacientes con cancer de mama por PCR digital

TESIS

Para optar el Titulo Profesional de Bi6logo Genetista
Biotecndlogo

AUTOR
Alexis German MURILLO CARRASCO

ASESOR
Margarita VELASQUEZ REINOSO

José Luis BULEJE SONO

Lima, Pera

2017



OleI®

Reconocimiento - No Comercial - Compartir Igual - Sin restricciones adicionales

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Usted puede distribuir, remezclar, retocar, y crear a partir del documento original de modo no
comercial, siempre y cuando se dé crédito al autor del documento y se licencien las nuevas
creaciones bajo las mismas condiciones. No se permite aplicar términos legales o medidas
tecnologicas que restrinjan legalmente a otros a hacer cualquier cosa que permita esta licencia.



Referencia bibliografica

Murillo, A. (2017). Evaluacion de los niveles de DNA circulante en plasma de
pacientes con cancer de mama por PCR digital. Tesis para optar el titulo de Bidlogo
Genetista Biotecndlogo. Escuela Académico Profesional de Genética y
Biotecnologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Pert.




AGRADECIMIENTOS

La presente tesis es el resultado de la toma de muchas decisiones, algunas de ellas
apoyadas en la experiencia de personas que estimo, a todas ellas; un expreso
agradecimento. En especial, a mis padres: Herlinda Carrasco y Richard Murillo, por
aceptar el camino que inicié al elegir esta carrera; por aprender conmigo y ensefiar con el
ejemplo, por los consejos y por los regafos, por las alegrias y las penas compartidas, asi
como por todo eso que constituye el amor de padres.

Quisiera agradecer también a mi madrina y asesora, Blga. Margarita Velasquez, por los
consejos brindados en mi formacion académica y actual vida profesional. Asimismo, al
MSc. Jaime Descailleaux y a todos con quienes comparti ambiente en el Laboratorio de
Genética Humana, por ensefiarme las distintas perspectivas y expectativas que la
universidad brinda a sus formados. Al Dr. Alvaro Marcelo, por darme la confianza de
iniciar un proyecto de investigacién y ensefiarme los pasos basicos en el trabajo de
laboratorio.

A los amigos que hice en mi paso por el pregrado, por acompafarme de manera sincera y
consecuente, aprendiendo de los errores y mejorando las fortalezas con el pasar de los
afos. A Michelle Christine, César Alexander, Pierina, Jonas, Yajahaira, Lina Rocio,
Estephane, Manuel Junior, Stf, Hennry, Melvi, Allisson y a muchos mas que no
alcanzarian en este espacio, pero prometo enviarles una copia de la presente redaccion.
Asimismo, a la Sra. Anita Mosqueira, la Blga. Madeley Aliaga, la Blga. Giannina Tineo y la
Dra. Carla Mendez-Chacon del Laboratorio de Biomedicina Celular, Molecular y de
Investigacion del Hospital Guillermo Almenara por el apoyo a mi formacion pre-
profesional, por brindarme recursos y sugerencias para desarrollar aspectos de

investigacion y por acercarme al campo de la atencion asistencial.



Precisamente, en el nexo afectivo y laboral que se establece en el trayecto académico-
profesional, agradezco profundamente al Dr. Ricardo Fujita y a la Dra. Maria Luisa
Guevara por recibirme y brindarme las condiciones pertinentes en el Centro de Genética y
Biologia Molecular de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San Martin
de Porres, sitio donde fue realizada la parte experimental de la tesis. Asimismo,
agradezco a todo el equipo que trabaja ahi, por el soporte y los consejos que fueron de
gran ayuda para la realizacion del presente trabajo; entre ellos, una gran estima y
agradecimiento al Dr. José Luis Buleje por la experiencia incidida en la asesoria del
proyecto y por el acompafiamiento a lo largo del mismo. De la misma forma, al Mg. Oscar
Acosta por su aporte en el analisis de resultados y por la franqueza de su actuar.

Uno de los agradecimientos finales a los que integran la Divisién de Investigacion Basica
y Traslacional (Oncosalud-AUNA) por la valiosa colaboracion desde la toma de muestra,
el seguimiento de datos clinicos y la revisidén de resultados. En especial, al Blgo. Joseph
Pinto, la Blga. Jhajaira Araujo y al Mg. Claudio Flores por el aporte realizado en distintas
fases del trabajo, desde la toma de muestra hasta el analisis de resultados.

Por ultimo, agradezco al Financiamiento del Fondo para la Innovacion, la Ciencia y la
Tecnologia (FINCyT), por subvencionar el proyecto PIAP-3-P-1021-14: “Test genético-
epigenético no invasivo para cancer de mama utilizando acidos nucleicos circulantes
(cfNAs) como biomarcadores predictores de prondstico y respuesta a tratamiento”, que

me permitié desarrollar la presente tesis.



ABREVIATURAS

CDIS
cfDNA
cfNA
DNA
dPCR
dsDNA
ECM
ER
HER2
PCR
PR
PUM1
gPCR
RNA
RNasa P
RPPH1
ssDNA
tRNA

UFR

Carcinoma ductal in situ

DNA circulante

Acido nucleico circulante

Acido desoxirribonucleico

PCR digital

DNA de doble cadena

Exploracion clinica de la mama

Receptor de Estrogeno

Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal tipo 2
Reaccidn en cadena de la polimerasa

Receptor de Progesterona

Homoélogo de la proteina Pumilio 1 de Drosophila melanogaster
PCR en tiempo real

Acido ribonucleico

Ribonucleasa P

Componente H1 de la ribonucleasa P

DNA de cadena simple

RNA de transferencia

Unidades de Fluorescencia Relativa

Vi



iINDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt teste s b e s tesensenaeseeseeseesensessens iv
ABREVIATURAS . ...ttt ettt st sttt et e st eseeseste s b e tessensenseneesaeseesensentens vi
INDICE GENERAL ........cooiitmiitreiereieseeese et ssss st sttt sttt vii
RESUMEN ...ttt st b ettt b e bt s b e b e st e s b et et et e st e st eaeebeseenaen Xi
ABSTRACT ...ttt ettt te s be st et e e eseeseeseeseste s s et ensenseseeseeseasestessesensensesenseas Xii
I INTRODUCCION..........cooooiiiriiniiieeiie sttt 1
. MARCO TEORICO .........ooioieeeeeeeee et 4
2.1 ASPECLOS GENEIAIES ......cviiieieteeeee ettt e st et e s te s e beera e sesraensesreennens 4
2.2 Epidemiologia del cancer de mama €n PEerU ..........ccevvieevieiieiesiceeece e e 6
2.3 Diagndstico del CAncer de Mam@..........coucveieiiiriniireieeeeee et 6

P e ]\ LN =T o I o] =T 3 - O TRS 8
2.5 Métodos de extraccion de CIDNA..........oo e 9
2.6 Cuantificacion de CIDNA..........oo ettt 11
2.6.1 Cuantificacion por espectrofotometria ..........cccceeiveeiiicccicee e, 13
2.6.2 Cuantificacion por fluOromMetria .........ccoovveeviiieeec s 14
2.6.3 Cuantificacion molecular de DNA ..o 16
2.6.4 dPCR en la cuantificacion de CfDNA ... 19

2.7 GENES A€ refErENCIA......ceeieiieiieieeeee ettt 23
2.8 Algoritmo de cuantifiCaCion ..........ccoevererieieiei e 29
M. HIPOTESIS ...t sn s 32
B Tt I o 110 =] £ TP 32
3.1.1 Hipotesis EstadiStiCas........cccovevieiiiiii et 32

IV.  OBUJETIVOS ...ttt sttt sttt et eneesesseneens 33
S @ o] =1 1AV o T =T 1= = U RRPTRSTR 33
4.2 ODbjetivos ESPECITICOS ....ocuiieieiicecieteee ettt sttt sreeneens 33
V. MATERIALES Y METODOS..........ooooiiieieeeeeiee e seeesses s sessses s ssesssanaans 34
5.1 TipO d€ INVESIGACION ...ttt sttt sttt et 34
5.2 PODIACION....c.eitieeeee ettt b e 34
5.3 MALEIIAIES. ..ottt sttt 34
5.3.1 REACHIVOS ...ttt sttt ettt ae st 34
5.3.2 CONSUMIDIES.......oiiiieieieieeeese ettt st a e e e seeneeneneens 35
TR TR T o 1] o 1= TSRS 35

5.4 IMELOUOS. ..ottt ettt h bbbttt b et be e 36
5.4.1 TOMA A MUESEIA ..ottt 36

Vii



5.4.2 Obtencidn de Plasma..........ccvoieiiiieiee et e 36

5.4.3 Estandarizacion de la extraccion de cfDNA ... 37
5.4.4 EXtraccion de CIDNA ...ttt sttt s 38
5.4.5 Estandarizacion del método de cuantificacion...........cccoecevvreecenincececeeee 40
5.4.6 Cuantificacion de CFDNA total..........coooeieirininieeee e 41
5.4.7 Integridad de CIDNA ...t st 41
5.4.8 Cuantificacion por PCR digital.........c.ccoeoieiiinininieceeereeeeeeeee e 41
5.4.9 AnalisisS EStadiStiCO ......ccveieieieeeeee e s 42

VI RESULTADOS ...ttt sttt st b ettt besbesbe e 44
5.1 EXtracCion de CIDNA ..ottt 44
5.2 Integridad de CIDNA ... ..o e 46
5.3 Cuantificacion de CIDNA..........oo ettt eneas 47
5.4 Cuantificacion por flUOrOMELIia..........cccoveeerieeeee e 49
5.5 Cuantificacion Por APCR ...ttt st st anas 51
5.6 Comparacion entre estadios ONCOIOGICOS .........ccevvvevieiiieeeiiiiee e 55
5.7 Correlacion entre cuantificaciones de cfDNA..........cccooi e 56
VIL  DISCUSION ...t 58
6.1 CFDNA COMO DIOMAICAOT .......coviiiiriieeieee e 58
6.2 Sistemas de extraccion de CIDNA.........cco e 59
6.3 Sistemas de deteccion de CIDNA..........oo e 60
6.4 Integridad de CIDNA ... ..ottt s reena b nee s 62
6.5 Aumento en l0s niveles de CIDNA.........coo e 62
6.6 Niveles de cfDNA entre controles y pacientes.........ccoveeeiiiieceieccee e 63
6.7 Niveles de cfDNA en pacientes pre y post-operatorio ..........cccocevvererenenieneeneeesesenenns 64
6.8 Nivel de CfDNA €N CONIOIES ......cooviviiieiceees e 66
VIII.  CONCLUSIONES ..ottt sttt 67
IX. RECOMENDACIONES ..........ccccooiieieie ettt 68
X. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ccoooiiiiieeeeeeeeeeeeeeereee s sessess s 69
XE ANEXOS ...ttt ettt a ettt et neerestenbeee 81
ANEXO 1. Consentimiento informado y ficha de registro..........ccoceeeveecevicceveieeees 81
ANEXO 2. Informacion clinica de pacientes .........ccccocvvieviiieecieneciese e 86
ANEXO 3. Descripcion general de la poblacion estudiada...........ccocoeovvevereiecieciccnenen, 87
ANEXO 4.Calculo estadistico entre estadios 0NColOGICOS ..........coevreerieireiireninireenen 91

viii



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.

Figura 21
Figura 22
Figura 23
Figura A.
Figura B.

INDICE DE FIGURAS

Principales tipos de cuantificacion de ADN. ..........ccoovririerenieceeeee e 11
Evaluacion de técnicas para cuantificar DNA. ... 13
Modelo de curva estandar para cuantificacion de DNA. ..........ccoeiveiiececeenn, 15
Especificidad en la cuantificacion de DNA. ...........ccoooeiieeiiiieee e 17
Colorantes usados en la cuantificacion de DNA. ..o, 18
Diferencias en las técnicas de cuantificacion basadas en PCR. ..........c.ccccouc... 21
Genes implicados en la formacién de RNasa P. ..., 24
Niveles de expresion de PUM1 en diferentes tipos de cancer.............cccueuu....e. 27
Red de asociacion funcional de la proteina PUM1. ..o 28
Fluorescencia captada en chip de cuantificacion por dPCR.............cccccevvenenien. 30
Esquema de trabajo para la extraccion de cfDNA con perlas magnéticas ....... 39
Preparacion de chips con muestra para cuantificaciéon por dPCR...................... 43
Concentracién de cfDNA segun método de extraccion. ...........cccceccevvrvecerennnnns 45
Concentracion de DNA obtenido en plasma y sangre total..........ccccccceninenene 46
Corrida electroforética de cfDNA. .........oooooiiir s 47
Eficiencia en la cuantificacion de cfDNA. ... 49
Porcentaje de resultados cuantificados por fluorometria...........cccccceevevecerinennnns 50
Cuantificacion de cfDNA con Qubit™ entre controles y pacientes..................... 51
Histogramas de valores de cuantificacion de cfDNA..........cccocovereveieininenene 52
Cuantificacion de cfDNA por dPCR.........oiiieeeceeeeecee et 53
.Curva ROC de los ensayos empleados en la dPCR. ...........cccooiiriiiiiececeennnn, 54
. Numero de copias de cfDNA entre grupo control y estadios neoplasicos. ....... 55
. Correlacion entre cuantificacion Qubit y dPCR. ..., 57

Concentracion de linfocitos y glucosa en funcion a la edad de las pacientes. .. 87

Concentracion de glucosa en funcion a la combinacion de marcadores

o] (oTo 11 ]{a T oo T AR 89



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Estadios de cancer de mama segun sistema.........c.cccoecevvieeviieccece e 8
Tabla 2. Valores normales de CIDNA ... 23
Tabla 3. Estimacion de la cuantificacion por dPCR a través del calculo manual. ............... 31
Tabla 4. Resultado de cuantificacion segun plataforma..........cccccooeeiiieeci e, 48
Tabla A. Patron de combinaciones entre las respuestas a marcadores bioquimicos. ....... 88
Tabla B. Informacién clinica descriptiva de las pacientes participantes. .......c.ccccceeeveenenee. 90



RESUMEN

Desde los afios 50 se conoce la presencia del DNA circulante (cell free-DNA, cfDNA),
originado por lisis celular en todos los 6rganos del cuerpo y producido en enfermedades
degenerativas, tumores, infecciones o DNA fetal en gestantes. Una forma de analizar
cfDNAs, es mediante la técnica de PCR digital (dPCR), que detecta el incremento del
DNA de una célula distinta y minoritaria entre un bagaje de miles de células. El objetivo de
la presente tesis es evaluar los niveles de cfDNA en plasma de pacientes con cancer de
mama para implementar una técnica de diagndstico temprano. Se extrajo cfDNA de
plasma proveniente de 16 pacientes (antes y después de la operacion quirurgica) y 21
controles, con el set MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation. Para la amplificacion de
fragmentos, se combiné master mix 1X (Applied Biosystems) y ensayos de deteccion por
PCR de los genes PUM1 y RNasa P, con 1.5 uL de cfDNA de plasma en un volumen final
de 15 uyL que fue incluido en un chip por cada muestra. La PCR se realizd en un
termociclador ProFlex™ (Applied Biosystems) siguiendo el programa pre-establecido por
el fabricante, con una adicidn de cinco ciclos. Finalmente, se obtuvieron los datos de
cuantificacién con QuantStudio3D AnalysisSuite™ Cloud Software y fueron analizados
usando el programa InfoStat 2015. Se encontraron diferencias significativas en los valores
de cfDNA entre pacientes y controles para PUM1 (p=0.0001) y RNasa P (p=0.0003).
Asimismo, se evalud el soporte estadistico para el uso de marcadores en el diagnostico
mediante la curva ROC que favorece al marcador PUM1, con una sensibilidad del 75% y
una especificidad del 95.2%; sin embargo, no se comprobd estadisticamente el descenso
de niveles de cfDNA después de la operacion, por lo que se recomienda un analisis de
mayor cantidad de muestras para su confirmacién o un tiempo mayor de la toma de
muestra posterior a la operacion. De esta forma, verificamos la utilidad de la PCR digital
para la evaluacion de DNA en bajas concentraciones.

Palabras clave: biopsia liquida, PUM1, ribonucleasa P, cfDNA, dPCR
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ABSTRACT
Since the 1950s, the presence of circulating DNA (cell free-DNA, cfDNA), caused by cell
lysis in all organs of the body and produced in degenerative diseases, tumors, infections or
fetal DNA in pregnant women has been known. One way of analyzing cfDNAs is through
the digital PCR technique (dPCR), which detects the increase of the DNA of a different cell
among a baggage of thousands of cells. The aim of the present thesis is to evaluate the
levels of cfDNA in plasma of patients with breast cancer to implement an early diagnostic
technique. cfDNA from plasma was extracted from 16 patients (before and after the
surgical operation) and 21 controls, with the MagMAX ™ Cell Free DNA Isolation Kit. For
amplification of fragments, master mix 1X (Applied Biosystems) and detection assays of
the PUM1 and RNase P genes were combined with 1.5 uL of plasma c¢fDNA in a final
volume of 15 uL that was included on a chip for each sample. PCR was performed on a
ProFlex ™ thermocycler (Applied Biosystems) following the program pre-established by
the manufacturer, with addition of five cycles. Finally, quantification data were obtained
with QuantStudio3D AnalysisSuite ™ Cloud Software and analyzed using the InfoStat2015
program. Significant differences were found in the values of cfDNA between patients and
controls for PUM1 (p = 0.0001) and RNase P (p = 0.0003). Statistical support for the use
of markers in the diagnosis was also evaluated using the ROC curve that favors the PUM1
marker, with a sensitivity of 75% and a specificity of 95.2%; however, we did not
statistically check the low level of cfDNA after the operation, so an analysis of more
samples or major time of sample post-surgery for confirmation is recommended. In this
way, we verified the usefulness of the digital PCR for the evaluation of DNA in low

concentrations.

Keywords: liquid biopsy, PUM1, ribonuclease P, cfDNA, dPCR
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INTRODUCCION

El cancer de mama en mujeres es la neoplasia mas comun en el mundo, su
incidencia es reportada de igual forma en paises desarrollados asi como en
aquellos en vias de desarrollo. Sin embargo, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), sefnala que la mortalidad es ligeramente superior en paises con menor

ingreso per capita, estimando medio millon de muertes en el 2011 (OMS, 2011).

En el Peru, el cancer de mama es el segundo tipo de proliferacion celular anormal
encontrado en mujeres y el tercer tipo de cancer con mayor morbilidad en el pais
(OMS, 2014), ademas, constituye el 19.6% de todos los casos de cancer
diagnosticados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN)

durante el 2011.

De acuerdo a las cifras de la Liga contra el Cancer, cada afo aparecen 45000
nuevos casos de cancer, de ellos, 5000 corresponden a cancer de mama y la
mayor parte de estos se encuentran en Lima y Arequipa; asi mismo, se conoce
que el 95% de casos de cancer de mama detectados a tiempo, son curables a
través de mejoras en las actividades cotidianas de cada individuo; sin embargo, el
85% de casos reportados en el Perd, son encontrados en estadios avanzados
(Gestion, 2016). Esto complica el diagndstico clinico y la decisiéon del médico para
optar por un tratamiento contra la neoplasia; por esta razdon, se promueven
campanas de sensibilizacion y difusion de informacion entre la poblacién, a fin de

concientizar a los individuos sobre el impacto del cancer en la sociedad.

Precisamente, la Liga contra el Cancer es la primera institucion del Peru
encargada de realizar campafas de difusién, sensibilizacion y prevencién para
evitar un incremento en la prevalencia y mortalidad de la enfermedad, lo cual ha

proveido de resultados favorables en los ultimos afios (Liga Cancer, 2016). Asi



como esta institucion, recientemente se desarrollaron programas de apoyo a la
comunidad; por ejemplo, el Ministerio de Salud (MINSA) disefi6 el plan Esperanza
en el 2012, dentro del Sistema Integral de Salud (SIS) para mejorar la atencion
integral del cancer, a través de subvenciones en tratamientos antineoplasicos,
paliativos, atencion psicolégica, herramientas de diagnéstico, deteccion temprana

y promocion a la comunidad (MINSA, 2012).

De acuerdo a las memorias del INEN, la implementaciéon del plan Esperanza
permitié la atencién de mas de 27 mil pacientes en un ano de funcionamiento,
ademas de aumentar en 60% el numero de casos nuevos tratados a través del
SIS, debido principalmente a las campanas de difusiéon y diagnéstico que fueron
realizadas en distintas localidades del pais (INEN, 2013). En comparacioén a la
cantidad de personas que son atendidas en servicios publicos, existen un bajo
porcentaje de casos diagnosticados de forma privada. Oncosalud es una de las
primeras empresas en el Peru dedicadas a la prevencion, diagnéstico vy
tratamiento de cancer que concentra un alto grupo de muestras del sector privado
(Oncosalud 2017), conformado por 250 casos nuevos de cancer de mama en el
2016, de los cuales 20% se encuentra en estadio tardio (Informacién brindada por

Oncosalud, pendiente de publicacion).

Iniciativas de este tipo apuestan por la deteccién temprana de cancer para
conducir a un mejor tratamiento y lograr la recuperacion de los pacientes en menor
tiempo, por ello, se sugiere el disefio de nuevas herramientas que permitan
detectar la presencia de tumores de manera oportuna, ya que es la unica forma de
prevenir el desarrollo de neoplasias (Torres et al., 2013). Actualmente, las pruebas
mas utilizadas para la deteccion de cancer de mama, involucran la exposicion a

radiacién, a través del diagnéstico por imagenes. Considerando el riesgo adicional



que proveen estas herramientas, se propone el empleo de una técnica
minimamente invasiva, basada en una prueba de laboratorio a partir de una

muestra de sangre periférica.

En los ultimos afos se ha descrito la presencia de DNA circulante en plasma (cell
free circulating DNA, cfDNA) como un biomarcador del desarrollo temprano de
cancer en mama (Shaw et al., 2012; Dawson et al., 2013), colon (Mouliere et al.,
2013) y pulmon (Oxnard et al., 2014). Debido a esta razdn, resulta importante
evaluar el nivel de cfDNA en pacientes con cancer de mama, con el objetivo de
asociar los resultados con datos referenciales que permitan emplearlo como un

marcador molecular de temprana deteccién en nuestro pais.

A fin de evaluar correctamente la carga de cfDNA en plasma, se precisa de
métodos que proporcionen una alta sensibilidad y especificidad en la deteccion.
Para ello, se ha considerado la PCR digital, tecnologia basada en chips, capaz de
cuantificar el numero de copias presentes en una pequefia fraccion de la muestra
y reportar dichos valores de forma absoluta, mientras que la PCR en tiempo real
(quantitative PCR, qPCR) expresa resultados basados en la comparacién con un

patron de concentracion.

En el pais, existen pocos reportes que traten el diagndstico de cancer basado en
la cuantificacion de DNA (Huaman et al., 2008; Beltran et al., 2009); sin embargo,
estos no abordan estrictamente el cancer de mama. Esta investigacion pretende
evaluar la cantidad de cfDNA en pacientes con cancer de mama; analizando los
niveles de PUM1 y Rnasa P de forma integral y absoluta, empleando la PCR
digital que provee alta sensibilidad y reducido margen de error en la medicion de

estos genes asociados al proceso neoplasico en mencion.



MARCO TEORICO

2.1 Aspectos generales

El cancer de mama se inicia en los tejidos mamarios, existiendo 2 tipos principales:
ductal y lobulillar. ElI cancer ductal de mama inicia en los conductos que
transportan la leche desde la mama al pezén y reporta mayor ocurrencia; mientras,
el tipo lobulillar, se origina en regiones mamarias asociadas a la produccién de
leche, llamadas lobulillos (Siu, 2016). En algunos casos, puede presentarse una
combinacion de ambos tipos, conocida como subtipo “mixto” (Sociedad Americana

del Cancer 2016).

El cancer de mama se origina espontaneamente en células que acumulan
mutaciones asociadas a efectos metabdlicos y resistencia a la apoptosis, que
podrian ser adquiridas en los recurrentes periodos de division celular a partir de
una célula madre (Wren, 2007). En estos casos, se agrega que una falla en genes
de reparacibn y mantenimiento gendémico podria desencadenar el efecto
acumulativo de mutaciones, de éstos, un 10% puede deberse a factores genéticos
del individuo, describiéndose entre 4 y 40 loci asociados (Michailidou et al., 2013;
Garcia-Closas et al., 2013; Couch et al., 2013); a diferencia del cancer de cérvix
que es mayormente producido por los subtipos 16 y 18 del virus del papiloma

humano (Augustus y Gabbur 2014).

Las células neoplasicas en cancer de mama pueden diseminarse por la sangre o
tejido linfatico (Chen et al., 2013), lo que aumenta los tipos de muestra donde se
pueden encontrar indicios para evaluar estadios tempranos de la enfermedad.
Asimismo, es posible detectar el inicio de metastasis en funcion de los mismos
biomarcadores en estadios avanzados de la enfermedad, que son expresados en

tejido sanguineo y linfatico (Schito et al., 2012). Ello permitiria inferir un aumento



en la expresidon génica de algunos loci que podrian ser considerados marcadores;
asi, en estudios caso-control se identific6 una alta expresion de fibronectina y
laminina a través del ensayo peroxidasa-antiperoxidasa (Bal de Kier et al., 1988),
mientras que en un ensayo de cuantificacion por gPCR se encontré aumento en la
expresion de heparanasa (Theodoro et al., 2007), ambos eventos asociados a la

migracion por via linfatica de estas células tumorales.

Respecto a los estadios de cancer de mama, se han reportado 2 sistemas que
agrupan la morfologia y caracteristicas de los tumores; el primero, se basa en
caracteristicas como el tamafio del tumor, invasién del tejido anexo, posicion en
torno a los ganglios linfaticos y propagacion hacia otros tejidos (Kiebert et al.,
1991), mientras que el segundo propone una matriz de combinaciones a partir del
tamano del tumor (T), la afeccion de ganglios (G) y la ocurrencia de metastasis
(M), donde para cada factor se le otorga un valor numérico en dependencia del

dafo presentado (Bartsch et al., 1989; Van Deurzen et al., 2008).

El primer sistema clasifica los casos de cancer de mama en 4 estadios que se
diferencian en el tamafio del tumor y la distribucion de ganglios linfaticos
afectados; adicionalmente, presenta el estadio 0, o carcinoma ductal in situ (CDIS)
que hace referencia a un tipo de carcinoma que ocurre en el tejido conductual; es
decir, el caso en el que la proliferacion anormal de células, se inicia en el conducto
lacteo y con poca frecuencia afecta al tejido mamario normal; sin embargo, puede
constituir un dafo potencial en una futura alteracion del ciclo celular de estas

células.



2.2 Epidemiologia del cancer de mama en Peru

De acuerdo al perfil oncoldgico disenado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS 2014), el cancer de mama es el segundo tipo de neoplasia con mayor
incidencia en mujeres (aproximadamente 29%) y el tercero con mayor mortalidad
(8.6%). Los factores de riesgo sefalados para estas pacientes son el consumo
total de alcohol y la obesidad, existe un registro a nivel nacional y monitoreo

continuo ofrecido estatalmente (MINSA 2011).

La deteccién precoz de este tipo de cancer es realizada generalmente a través de
mamografia o exploracion clinica de la mama (ECM). Una vez diagnosticado este
tipo de cancer, se puede brindar quimioterapia o realizar una operacién quirdrgica
y posteriormente se dispone el uso de morfinas a nivel general; sin embargo, estos
servicios no estan disponibles totalmente en el sistema de salud publico (OMS

2014).
2.3 Diagnéstico del cancer de mama

Se han descrito diversas técnicas para estimar el grado de proliferacion que
presentan las células en cancer de mama; asi, se conoce la resonancia magnética,
sonografia, mamografia y algunas pruebas bioquimicas (Alvarez et al., 2006;
Houssami et al., 2008). Dichas técnicas terminan exponiendo el tejido oncolégico a
dosis de radiacion que podrian agravar la situacion inestable de las células.
Igualmente, examenes complementarios como el analisis bioquimico de sangre,
pruebas de inmunohistoquimica, andlisis de marcadores serolégicos, analisis
FISH, entre otros (Breast Cancer 2016) permiten caracterizar este tipo de cancery

los estadios progresivos que determinan el tratamiento mas adecuado.



La resonancia magneética es un examen por imagenes que utiliza imanes y ondas
de radio para construir graficos corporales, se pueden obtener docenas de
imagenes a partir de un solo examen, sin necesidad de exponer el tejido a algun
tipo de radiacion, como es el caso de la mamografia que emplea rayos X de baja
onda para determinar un mapa de deteccion al atravesar el seno. La sonografia es
una prueba menos usada para el diagnostico de cancer de mama y utiliza ondas
sonoras, las cuales son detectadas en distinta frecuencia y a partir de ahi, reportar

alguna anomalia en la mama (Medline Plus 2016).

Actualmente, un punto tan importante como la deteccién de cancer, es el correcto
establecimiento del estadio; de esto depende que se pueda obtar por un
tratamiento adecuado y mejore la esperanza de vida de los pacientes
(Liga contra el Cancer 2016). Por ello, la Sociedad Americana del Cancer
recomienda el uso del sistema TNM para acreditar el estadio de la enfermedad

(SAC 2017).

El sistema TNM esta basado en tres puntos clave del desarrollo neoplasico: el
tamano del tumor (T), la infeccidon de nodos linfaticos (N) y la metastasis a otros
tejidos (M). De acuerdo a la progresion en cada grupo, se clasifican los 4 posibles

estadios (I, II, Il y IV) segun se muestra en la Tabla 1.



Tabla 1. Estadios de cancer de mama segun sistema TNM. Informacién recolectada de la
Sociedad Americana del Cancer (SAC 2017).

Estadio | TNM Caracteristica
A T1, NO, Tumor de 2cm o menos (T1), sin invasién nodal (NO) ni
MO metastasis (MO).
1B TOo T1, | Tumor de 2cm o menos (T1) o no perceptible (TO), presenta
4 NO, MO 1-3 nodos linfaticos invadidos (N1), sin metastasis (MO).
IA T2, NO, Tumor de 2-5cm (T2), sin invasion nodal (NO) ni metastasis
MO (MO0).
c T2, N1, Tumor de 2-5cm (T2), con invasion de 1-3 nodos linfaticos
fIIB MO (N1), sin metastasis (MO0).
T3, NO, Tumor mayor a 5¢cm (T3), sin invasion nodal (NO), ni
P MO metastasis (MO).
N T0-2, N2, | Tumor menor a 5¢cm o imperceptible, con invasion de 4-9
AI‘IIA MO nodos linfaticos (N2), sin metastasis (MO0).
T3, N1-2, | Tumor mayor a 5cm (T3), con invasion de 1-9 nodos
MO linfaticos, sin metastasis (MO0).
eIIIB T4, NO-2, | Tumor con crecimiento epidermal (T4), con invasion de 0-9
n MO nodos linfaticos, sin metastasis (MO0).
e TO0-4, N3, | Todos los tipos de tumor, con invasion de 10 o mas nodos
MO linfaticos (N3), sin metastasis (MO0).
P To4 Todos los tipos de tumor, con invasion de otros tejidos
1\ N0-3,, M1 lejanos a la mama (M1). Los sitios de recepcién mas
a comunes son los huesos, higado, cerebro y pulmones.

El cfDNA en plasma involucra la presencia de acidos nucleicos de forma

extracelular en el torrente sanguineo. Naturalmente, este material estuvo contenido

en algun componente celular pero fue liberado espontaneamente o como

consecuencia de un proceso canceroso. Dicha presencia ya habia sido descrita en

el siglo XX, donde la evaluacion entre controles y pacientes con cancer gastrico se

hacia a partir de la longitud de estos fragmentos; sin embargo, era notoria la




diferencia significativa con los valores referenciales para individuos no afectados

(Giacona et al., 1998).

La naturaleza del cfDNA supone que sus niveles pueden elevarse bajo multiples
condiciones clinicas que condicionen un aumento en la concentracion de algun tipo
celular que promueva la liberacién de DNA; asi, existen reportes que asocian un
alto nivel de cfDNA con ciclo menstrual (Poelcher et al., 2010), obesidad
(Nishimoto et al., 2016), falla cardiaca (Zaravinos et al., 2011), nefritis lUupica
(Zhang et al., 2014), y otras enfermedades no cancerosas (Spindler et al., 2014).
Entre estos casos, existen diferencias en los valores estadisticos reportados en la
diferenciacion intergrupal, lo que deriva en la necesidad de un analisis especifico

que involucre marcadores asociados a cada patologia.

2.5 Métodos de extraccion de cfDNA

Los cfNAs pueden ser capturados, extraidos o purificados; al igual que aquellos
provenientes de linfocitos; sin embargo, la técnica elegida depende del tipo de
muestra empleada. Como se conoce, el plasma presenta una elevada
concentracién de proteinas y otros elementos, en dependencia del estilo de vida
de la persona (Fredrikson et al., 2004); por esta razodn, los acidos nucleicos estan
expuestos a un mayor dafo, frente al cual deben considerarse métodos de
extraccion con estrategias que permitan capturar y separar especificamente el

DNA.

Los métodos mas conocidos para extraer DNA, incluyen la extraccion a través de
consecuentes reacciones quimicas, modificaciones del método salting-out (Miller et
al., 1988), la purificacion por columnas o la captacién del acido nucleico con perlas

magnéticas.



Algunos trabajos realizados con cfDNA, emplean el método de separacion
quimica y obtienen resultados que permiten comparar pacientes afectados con
cancer, controles, e incluso pacientes después de la operacién (Xue et al., 2009;
Kim et al, 2014); sin embargo, esta extraccibn puede adicionar mayores
complicaciones en la realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa por
contaminacion, sin contar el hecho que el procedimiento y la calidad de los
resultados es afectado en gran parte por el factor humano a través de la

manipulacién (Howe et al., 1997).

Otros autores deciden apostar por la extraccion de acidos nucleicos mediada por
sets comerciales, empleando aquellos que ofrecen la extraccion y purificacion de
muestras por columnas. Asi, han conseguido separar cfDNA en plasma de
pacientes con cancer de mama, colon, ovario, entre otros; reportando resultados
basados en tecnologias cuantitativas de PCR para evaluar el nUmero de copias de
regiones especificas y elegidas previamente (Kamat et al., 2006; Boni et al., 2007;
Dawson et al., 2013; Mouliere et al., 2013; Oxnard et al., 2014). Aunque debemos
considerar que la mayoria de estos trabajos son realizados con la participacion de
pacientes que presentan estadios avanzados de la enfermedad, por este motivo,
pueden presentar mutaciones concordantes entre DNA tumoral y cfDNA en
plasma. Es asi que el estudio de cfDNA en fluidos, abre paso a los trabajos en

DNA de tumor circulante (circulating tumor DNA, ctDNA).

La presente investigacion propone evidencia para justificar el empleo de cfDNA en
la determinacion de estadios tempranos de cancer de mama, asi como en la
diferenciacion entre controles y pacientes, en ese sentido, se necesita un método
eficiente para la extraccién total de cfNAs. Para ello, se emplean perlas

magnéticas, las cuales han sido usadas en otros estudios de deteccidon temprana
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(Hyun et al., 2016), asi como también, en la evaluacién de DNA fetal (Sparks et al.,

2012).

2.6 Cuantificacion de cfDNA

El cfDNA puede ser cuantificado de forma total o especifica (Figura 1). En el
primer caso, es cuantificado a través de la cantidad de luz que es absorbida por la
muestra a evaluar o por el volumen de emision luminosa de un agente intercalante;
mientras que la cuantificacion especifica obtiene su valor por medio de la
amplificacién y deteccion de regiones establecidas por oligonucleétidos de
hibridacion especifica (cebadores o iniciadores), esta cuantificacion puede ser

relativa o absoluta (English et al., 2006).

Cuantificacion de ADN

~

Total Especifica

l Fluorometria Relativa l Absoluta
Ejemplos — Nanodrop l Qubit qPCR l

Espectrofotometria

e & o
i~ e ‘Qy
- & == s

Figura 1. Principales tipos de cuantificacion de DNA. Se muestran algunos de los equipos
mas utilizados segin el enfoque: Nanodrop Lite (espectrofotometria), Qubit™
(fluorometria), QuantStudio 3D™ (dPCR) y Rotor-gene Q (qPCR).



Cabe mencionar que existe mas de una plataforma habilitada para cada tipo de
cuantificacion de DNA, evidentemente la sensibilidad y especificidad de las
técnicas varian y de ellas depende su aplicacion. Precisamente, se ha reportado
que las técnicas basadas en fluorometria pueden ser mas especificas pero menos
sensibles en relacion a aquellas basadas en espectrofotometria (English et al.,
2006); sin embargo, estas técnicas requieren un paso adicional de preparacién de
acidos nucleicos, lo que puede volverse un proceso engorroso cuando se trabajan
muchas muestras de forma rutinaria. En estos casos, se emplea la espectroscopia
de emisién éptica de plasma acoplado inductivamente (/nductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectroscopy, ICP-OES) como patron de oro para la
comparacion apropiada de resultados. Esta técnica divide e ioniza el analito
formando espectros de emision atomica que son posteriormente analizados en un
sistema informatico (ICP-OES 2017). En la Figura 2, se muestra una comparacion
de 4 técnicas para cuantificar DNA (2 basadas en espectrofotometria y 2 en
fluorometria), con las cuales se midié la concentracion de DNA a 52.75 ng/uL
(determinado por ICP-OES) y se obtuvo resultados confiables en las plataformas

que evaluan la emision de fluorescencia de acidos nucleicos.
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Figura 2. Evaluacién de técnicas para cuantificar DNA. (1) Espectrofotometro U-2000, (2)
Espectrofotémetro Nanodrop-1000, (3) Colorante fluorogénico PicoGreen, (4) Colorante
fluorescente Quant-it. En cada técnica se realizaron 6 mediciones de un grupo de 6
muestras a la misma concentracién, se presentan todos los resultados obtenidos y en azul,
el nivel de DNA de las muestras reportado por ICP-OES. Tomado y modificado del trabajo
de English y colaboradores (2006).

2.6.1 Cuantificacion por espectrofotometria

Es posible estimar la cantidad de &cidos nucleicos presentes en cierto
volumen en funcién a la cantidad de luz que es absorbida por el analito; este
método emplea la proyeccion de un haz de luz a diferentes longitudes de
onda (230, 260 y 280 nm), el cual es captado por los acidos nucleicos,
transmitiendo un residuo luminoso medible por un detector al final de cada

canal.

De esta forma, se obtiene la cantidad de c¢fDNA en funcién al valor de
absorbancia obtenido por pequefas cantidades de volumen, para validar
estos datos se requiere una calibraciéon con controles negativos (ausencia de
DNA) en cada medicidn; sin embargo, esta mediciéon no es precisa para el

DNA presente en la muestra, ya que pueden quedar componentes del
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proceso de extraccion que también absorben luz y alteren los resultados; por
ello, también se consideran las relaciones entre las mediciones a distintas
longitudes de onda para estimar la concentracion. En ese sentido, la
relaciones 260/230 y 260/280 son indicadores de la pureza de la muestra,
debido a que otros residuos de la extraccion de DNA (alcohol o proteinas,
principalmente) pueden contaminarla y generar complicaciones en la
amplificacion por PCR; un caso muy conocido de este tipo se encuentra en
las muestras forenses (Nicklas y Buel, 2003), asi como en aquellas

provenientes de tumores en parafina (Heredia et al., 2013).

Asimismo, este sistema de medicidon no hace diferencia entre los tipos de
acidos nucleicos, debido a que todos ellos absorben luz a la misma longitud
de onda (260 nm). En estos casos, la diferencia de cuantificacién radica en
un factor de conversién que depende del tipo de acido nucleico: DNA de

doble cadena (dsDNA), DNA de cadena simple (ssDNA) o RNA.

Este factor de conversién es reemplazado en la ecuacién de Lambert-Beer:
A=¢ebc, donde ¢ es el coeficiente molar; b, la longitud de la celda; c, la
concentracion y A, la absorbancia reportada. Considerando que la longitud
de la celda es constante, el coeficiente molar de dsDNA es de 0.02
pL/(ng.cm), esto significa que 1 Abs a 260 nm corresponde a una

concentracion de 50ng/uL de dsDNA (Thermo Scientific, 2017b).

2.6.2 Cuantificacion por fluorometria

El empleo de fluoréforos para cuantificar DNA ofrece un célculo de la
concentraciéon de forma mas segura y confiable, debido a que estas

moléculas emiten luz solo cuando se encuentran intercaladas en el
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componente a cuantificar. Esta especificidad es debida a que el agente
fluorescente es capaz de reconocer dsDNA, ssDNA, RNA y proteinas de

forma independiente.

Para lograr una correcta medicion de DNA, el equipo disefiado para este fin
debe ser calibrado con muestras a diferentes concentraciones, las cuales
remarcan el espectro de medicion del sistema y permiten construir la curva

estandar (Figura 3).
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Unidades de fluorescencia relativa

Figura 3. Modelo de curva estandar para cuantificacion de DNA. Se muestra el
coeficiente de correlacion entre las concentraciones determinadas para cada
muestra y la fluorescencia del colorante PicoGreen. Tomado y modificado del trabajo
de Nicklas y Buel (2003).

La formacion de la curva estandar o patron permite evaluar las cualidades
del equipo y establecer una referencia de concentraciones reales con las
unidades de fluorescencias que son interpretadas por el equipo. Este
proceso esta restringido a la evaluacion estadistica de los puntos medidos,

cuyo valor esta expresado por el coeficiente de correlacion (R?) que indica la
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eficiencia del proceso, a través de una valoracion entre 0 y 1 donde los
valores mas cercanos a 1 son los mas aceptables (Gallagher y Desjardins,

2007).

2.6.3 Cuantificacion molecular de DNA

Los métodos de cuantificacion previamente expuestos aportan informacién
de manera sencilla y facilitan la obtenciéon de las concentraciones en el
manejo de muestras a gran escala; sin embargo, presentan problemas en
dos aspectos muy importantes en el analisis de DNA: sensibilidad y

especificidad.

En el diagnéstico de cancer se precisa una cuantificacién con alta eficiencia
en la determinacién del numero de copias genémicas presentes, por minimo
que sea este valor. Asimismo, es necesario asegurar que el acido nucleico
cuantificado pertenece al genoma humano, diferenciando los aportes a nivel

de nucledtidos producidos por agentes infecciosos, como virus y bacterias.

En la representacion de la Figura 4 se observa el posible efecto de la
especificidad en la cuantificacion de DNA extraido. En esos casos, se
observa que la presencia de residuos proteicos o alcohol, pueden alterar la
absorbancia a 260 nm y con esto, aumentar el valor que reporta el equipo de
espectrofotometria. En el caso de la fluorometria inespecifica, la medicién se
realiza a través de la unién de un agente al dsDNA, sin embargo, éste puede
tener un origen distinto al humano, por ejemplo en presencia infecciones
virales o bacterianas. Es asi que las cuantificaciones mediadas por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ofrecen como una buena

opcion para asegurar la especificidad respecto al origen de las secuencias y

16



una sensibilidad para obtener valores confiables de concentracion que luego
puedan ser comparados entre los grupos participantes. Esta cuantificaciéon
se realiza a partir de la deteccion de fluoréforos, que son moléculas capaces
de emitir fluorescencia en relacion a su interaccién con el DNA, estos pueden
ser inespecificos, como SYBR Green, o especificos, como las sondas

Tagman.
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Figura 4. Especificidad en la cuantificacion de DNA. Considerando la diversidad de
componentes que pueden permanecer en el tubo de elucién, se tienen distintos
resultados en las pruebas de cuantificacion. Se muestra una disminucion de la

concentracién de DNA en relacion a la especificidad de la técnica empleada.

El fluoréforo inespecifico emite luminosidad desde el momento que
interactua con dsDNA, sin importar su composicién nucleotidica y se reporta
empleando unicamente un canal de deteccion (520 nm). Mientras, las

sondas Tagman incluyen una secuencia especifica la cual necesita hibridar
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separar el apagador (quencher) del fluoréforo y que éste emita la
fluorescencia (Nicklas y Buel, 2003). La especificidad de este método
permite incluir mas de una sonda en cada reaccion, detectable por mas de 1
canal. Los colorantes mas conocidos son FAM, VIC, HEX, TET, ROX, JOE y

TAMRA (Figura 5).

Filtros

Especiro
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Espectro
de emisién

. f 1 ] 1
Colorantes -520 nm ~550 nm ~580 nm ~610 nm ~650 nm

- FAM - JOE - TAMRA - ROX - CY5
-SYBRgreen - VIC - NED - TEXAS RED
- HEX - CY3

Figura 5. Colorantes usados en la cuantificacion de DNA. Se conocen diversos
fluoréforos que son detectados en 5 canales o filtros principales a diferentes
longitudes de onda. Tomado y modificado de la pagina web de Thermo Scientific
(2017a).

La gPCR, aporta valores de cuantificacion a partir de la fluorescencia emitida
en los tubos de reaccion, dicha medicidon se realiza en cada ciclo de
amplificacién y reportar estos datos en un sistema de analisis informatico, el
cual compara estos valores con referencias de concentracién conocida, a
través de la curva estandar. Sin embargo, una desventaja de la técnica se
presenta por la posible alteracion del valor de cfDNA por el material nuclear
que puede ser liberado desde los linfocitos hacia el torrente sanguineo. En

ese sentido, para evitar un falso diagndstico, se opta por colectar la muestra
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sanguinea en tubos que ademas del anticoagulante, contengan
estabilizadores de dichas células, evitando asi la permeabilidad de su

membrana y consecuente lisis (Norton et al., 2013).

La dPCR representa un sistema de cuantificacién absoluta de las copias de
DNA encontradas en la muestra, las cuales son repartidas en micropocillos y
amplificadas en una PCR independiente. Esto aporta la alta sensibilidad y
precision que caracteriza la técnica, logrando determinar el nivel de DNA sin
necesidad de una curva estandar (a diferencia del gPCR). Esta tecnologia es
aplicable a objetivos con baja concentracion en muestra, como la presencia
de DNA en plasma humano, por lo que resulta idénea su utilizacién en este

trabajo.

Con el desarrollo del PCR digital, se establece una mayor sensibilidad en las
pruebas moleculares. Dicha tecnologia ha sido usada en los ultimos afios
para reportar asociaciones entre expresion génica y enfermedades
metabdlicas (Takeuchi et al., 2005; Tozawa et al., 2007; Garcia et al., 2015),
infecciosas (Kalisky y Quake, 2011; Kinugasa et al., 2015), y cancerosas

(Yung et al., 2009; Wang et al., 2010; Taly et al., 2013; Heredia et al., 2013).

2.6.4 dPCR en la cuantificacion de cfDNA

El cfDNA en fluidos es empleado en el estudio del cancer desde el siglo
pasado, siendo uno de los primeros trabajos el realizado por Giacona y
colaboradores (1998), el cual demuestré diferencias significativas en la
longitud de fragmentos de cfDNA entre pacientes con cancer pancreatico y
controles. Desde entonces, estos estudios han mejorado sus resultados con

la aplicacion de técnicas modernas con mayor resolucion.
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Los sistemas de cuantificacion basados en PCR son los mas usados en el
analisis diagndstico y prondstico de cancer, asi como en la evaluacion de
tratamiento farmacolégico y efecto quirirgico (Kamat et al., 2006; Boni et al.,

2007; Hindson et al., 2011; Dawson et al., 2013).

Estos sistemas se diferencian en la forma que cuantifican los acidos
nucleicos y de manera consecuente, las unidades en las que expresan estos
valores. Asi, la qPCR aporta valores de cuantificacion a partir de la
comparacion con los datos de la curva estandar; sin embargo, las curvas
dependen del disefio experimental, asi como de la regiéon a evaluar. Por
estas razones, la qPCR expresa la cuantificacion en unidades
internacionales o equivalentes de genoma (Genome Equivalents, GE) por

microlitro de muestra evaluada.

Por otro lado, la PCR digital emplea un sistema de amplificacién en punto
final, esto significa que la fluorescencia es medida al final de la amplificacion.
El propdsito de la dPCR es amplificar todas y cada una de las copias
presentes en el mix evaluado, lo que no esta asegurado en la qPCR vy
explica que copias mutantes de DNA en baja concentracion no sean
detectadas. Ademas, la dPCR no precisa de una curva de calibracién o
estandar, lo que facilita el acceso a los resultados y permite expresar los

valores en copias por microlitro (Whale et al., 2012).

Como se observa en la Figura 6, la dPCR en chips optimiza la dispersién de
cada muestra, asegurando la amplificacion y deteccion independiente,
rescatando de esta forma todas las secuencias presentes en el mix; en
contraposicion, la qPCR es realizada directamente en el tubo y la

fluorescencia emitida es el resultado del conjunto de copias de DNA que son
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amplificadas. La principal diferencia entre dPCR y qPCR radica en la forma

que establece la medicion de DNA a partir

del numero de pocillos

amplificados o la cantidad de fluorescencia emitida, respectivamente.
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Figura 6. Diferencias en las técnicas de cuantificacion

basadas en PCR. La qPCR

(arriba) consiste en una amplificacion de todas las copias presentes en el tubo,

donde la emisién luminosa es captada en cada ciclo y reportada en unidades de

fluorescencia relativa (UFR). La dPCR (abajo) distribuye el volumen de amplificacién

en pocillos donde se amplifica independientemente cada copia y la cuantificacién se

realiza por conteo de aquellos pocillos con fluorescencia
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La dPCR cuenta con un canal de referencia (ROX) donde se evidencia la
cantidad de pocillos que fueron ocupados y emplea dos canales adicionales
(VIC y FAM) para determinar aquellas posiciones donde ocurrié amplificacién
de acidos nucleicos; entonces, realiza la medicidn por conteo de pocillos
fluorescentes, estableciendo el numero de copias encontrado por cada
microlitro de muestra evaluada. Mientras, la gPCR emplea canales similares
(VIC y FAM) para estimar las unidades de fluorescencia emitidas vy
compararlas con la curva estandar; es decir, para cuantificar con gPCR se
precisa de un experimento previo en el cual se colocan muestras de
concentraciéon conocida a fin de establecer la proporcion entre unidades de
fluorescencia relativa y la concentracion de acidos nucleicos. Por este motivo
se indica que la cuantificacion obtenida por gPCR es especifica pero relativa
a la curva estandar, mientras que la dPCR provee de una medicion absoluta

del nivel de DNA presente en una muestra (Thermo Scientific 2017a).

En lineas generales, se han descrito diversos métodos para extraer y
cuantificar cfDNA, de tal forma que no se encuentra un consenso entre estos

datos. Algunos puntos de referencia son mostrados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Valores normales de cfDNA, segun autor y método de obtencion

Valor Valor
) Método de Método de _ ]
Referencia limite  promedio
Extraccion Cuantificacion
(ng/mL)  (ng/mL)
Zhang et | Purificacion por
Fluorometria ND 200
al., 2014 centrifugacién
Gould et | Purificacién por
Espectrofotometria 1000 ND
al., 2014 columnas
Poelcher et | Purificacion por
gPCR 14 ND
al., 2010 columnas
Nishimoto | Purificacion por
Fluorometria 15 ND
et al., 2016 columnas
Spindler et | Purificacion por
gqPCR ND 6.7
al.,2014 columnas

ND=No disponible

2.7 Genes de referencia

Con el descubrimiento del cfDNA, se inicié la busqueda de marcadores estables
para este tipo de acidos nucleicos. Con esa finalidad, se analizé el efecto del
desarrollo neoplasico en los niveles de expresidon de RNA en distintos érganos,
como ovario (Kamat et al., 2006), mama (Zhong et al., 2007) o recto (Boni et al.,
2007), donde emplearon genes referenciales como GAPDH, b-actina y b-globina o
los que codifican subunidades de ribonucleasa P (RNasa P) para evaluar sus

niveles de expresion,

personas afectadas y el grupo control.
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Asi, RNasa P es una enzima que activa el RNA de transferencia (tRNA)
favoreciendo el proceso de traduccion de RNA a proteinas, dicha ribonucleasa
estd compuesta por 10 proteinas y una region de RNA (componente H1) para
reconocimiento (Figura 7). Las subunidades empleadas en su formacion son
codificadas por genes independientes ubicados en 9 cromosomas diferentes, por
ejemplo, el componente H1 parte del gen RPPH1 que esta ubicado en el
cromosoma 14 (OMIM 2016). Estas regiones ofrecen distintas alternativas y
funciones de deteccién, por lo que son evaluadas a fin de hallar la que ofrezca
mejores resultados en la especificidad y sensibilidad con la que determinan el
limite entre el grupo de controles y pacientes o en los estadios pre y

postoperatorio, de acuerdo a lo descrito previamente.

—

Genes implicados:
Complejo RNasa P - POPI1 (Cr8) - RPP25(Cr.15)
- POP4 (Cr.1?} - RPP30 (Cr.10)
10 proteinas + —- POP5(Crl2} - RPP38 (Cr.10)
HI-RNA - POP7 (Cr.7) - RPP40 (Cr.4)
- RPP14(Cr3] - RPPHI (Cr.14]
- RPP21 (Cr.8)

-

Activaciéon de tRNAs

Figura 7. Genes implicados en la formacién de RNasa P. El complejo enzimatico que
activa tRNAs esta formado por los productos de 11 genes, entre paréntesis se indica el
cromosoma de procedencia en cada caso. El gen que produce el componente H1 (RPPH1)
es blanco de cuantificaciéon y se muestra en color morado.

Precisamente, los genes que codifican la ribonucleasa P son marcadores
moleculares empleados en estudios de cancer, debido a que esta enzima tiene
como funciéon la hidrdlisis de pre-RNA que deriva en tRNA; en casos de

proliferacion celular, se ha descrito un mayor nimero de copias de este gen, un
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efecto asociado también a la aparicion de pseudogenes, como resultado de las

actividades mutacionales en distintos tipos de cancer (Billi 2002).

Se han reportado interacciones de esta enzima con otros marcadores, por ejemplo
algunos RNA de gran tamafio (IncRNA), como MALAT1 que son indicadores de
metastasis. Esto sugiere que la ribonucleasa es sobreexpresada desde los
primeros estadios de proliferacion celular descontrolada, hasta la invasién de
nuevos tejidos por metastasis (Gutschner et al.,, 2013). A nivel genético, las
secuencias asociadas a RNasa P son blanco de metilaciones que pueden ser
analizadas por separado mediante la adicién de bisulfito en un secuenciamiento
alterno para normalizar el nimero de copias de otros genes relacionados (Walter

et al., 2012).

Por ello, RNasa P se ha convertido en un punto de referencia para multiples
investigaciones en cuantificacion de DNA y expresion de RNA en distintos tipos de
cancer (Hindson et al.,, 2011; Chen et al.,, 2012). Sin embargo, también existen
marcadores moleculares que son detectados en tipos especificos de cancer, ese
es el caso de PUM1, que ha sido reconocido como el gen de referencia mas
estable en cancer de mama. Este gen produce un homélogo de la proteina Pumilio
1 de Drosophila sp., que también ha sido caracterizado en relacion al gen que
produce la proteina ribosomal L13 (RPL13A) constituyendo un fuerte marcador
especifico para cancer de mama (Kilig et al., 2014). Un resultado similar es
obtenido con los genes que codifican para la proteina ribosomal larga PO (RPLPO)
y la proteina de unién a la caja TATA (TBP) en un estudio de expresién y
normalizacién por RT-PCR. En este caso, debemos considerar que los genes y
productos asociados a PUM1, controlan funciones clasicas para el desarrollo de la

transcripciéon y traduccion de multiples proteinas, por lo que sus niveles podrian
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mostrar diferencias debidas a errores en los procesos mencionados, los cuales no
dependen necesariamente del evento canceroso, pero pueden actuar como un
agente en la relacion causa efecto, donde la direccionalidad no queda determinada

(Lyng et al., 2008).

La estabilidad en la expresion de PUM1 no es verificable para otros tipos de
cancer. Cerca del 82% de pacientes con cancer de mama evaluados presentan
una expresion normal de la proteina en comparaciéon con otros tipos de cancer
como higado (17%) o rifién (27%), de acuerdo a lo indicado por el Atlas Humano
de Proteinas (Figura 8). Entonces, la presencia de un alto numero de copias de
PUM1 en muestras cuya carga total de DNA no pueda diferenciarse entre
pacientes y controles, podria deberse a la funciéon que desarrolle la proteina

traducida a partir de la informacién genética.
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Protein

Protein

Tissue Cancer staining expression of = Tissue Cancer staining expression of
normal tissue normal tissue
Breast cancer [ Melanoma / | U
Carcinoid N 2 ] W Ovarian cancer |
Cervical cancer . | WO Pancreatic cancer [ ] [ High (>75%)
Colorectal cancer B B e Prostatecancer [N | H
Moderate (25-75%)
Endomedtrial cancer D Bl Renal cancer / | E
Glioma S I R Skin cancer I [ Wesk (<25%)
Head and neck cancer [N EE Stomach cancer [T ] EHE
Not detected (rare)
Liver cancer (. | O Testis cancer I [
Lung cancer [ | B0 Thyroid cancer / ] W
Lymphoma /| | E0O Urothelial cancer (DD |
Staining summary IMost malignant cells showed weak to moderate cytoplasmic immunoreactivity. Basal cell carcinomas showed strong cytoplasmic staining.

Figura 8. Niveles de expresion de PUM1 en diferentes tipos de cancer. En los pacientes evaluados, las barras indican el porcentaje de
muestras que tuvieron alta (azul oscuro), media (azul) o baja expresion (turquesa). Se observa alta expresion de PUM1 en muestras de
cancer de mama, cuello uterino, colon-recto, ovario, piel y urotelio. Tomado del atlas humano de proteinas (http://www.proteinatlas.org/).
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La proteina PUM1 es caracterizada como un regulador de la transcripcion vy la
Figura 9 muestra las proteinas que estan mayormente asociadas a ésta. Aqui, se
puede observar interacciones con proteinas conocidas plenamente en los estudios
oncolégicos como NANOG, reprogramador de células adultas; UBC, ubiquitina C y

otras relacionadas al metabolismo celular.

CLINT1

pumilio homolog 1 (Drosophila); Sequence-specific RNA-binding protein that regulates translation and mRNA stability by

DNAJC6

® PUM1  binding the 3-UTR of mRNA targets. May be required to support proliferation and self-renewal of stem cells (By similarity) 5
(1188 aa) a
e
Predicted Functional Partners: S8
® uUBC ub 1 C (685 aa) ° 0.938
@ NANOG box; Transcription regulator involved in inner cell mass and embryonic stem (ES) cells proliferation and self-ren . 0.909
DNAJC6 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 6; Recruits HSPA8/HSC?70 to clathrin-coated vesicles and promotes uncoating 0.905
® ARRB1 arrestin, beta 1; Functions in regulating ago: nediated 0.903
© AP1B1  adaptor-related protein plex 1, beta 1 subunit; Subt 0.903
® FTH1 ferritin, heavy polypeptide 1, Stores iron in a soluble, non-toxic, rea f asis. Has fer . 0.903
© AP1S2  adapt d protein complex 1, sigma 2 sui ptor protein complex 1 that plays a rol 0.900
@ CLINT1 clathrin interactor 1; Binds phate (Ptdins(4,5)P2). May have a role. . 0.900
® APIM1 adapt complex 1 that plays a 0.900
® AP1S3  adapt ated protein complex 1, sigma 3 subuni | adaptor protein complex 1 that plays a rol. 0.900

Figura 9. Red de asociacion funcional de la proteina PUM1. Se muestran interacciones
entre proteinas de tres tipos: union (azul), reaccion (negro) y catalisis (morado). Las lineas
con pequefos circulos a los extremos indican que la direccion del efecto aun no ha sido
determinada. De acuerdo a estas caracteristicas, se otorga una calificaciéon (score) que es
una referencia de los vinculos mas estables entre las proteinas mostradas.Tomado de la
base de datos STRING DB (http://string-db.org/).
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Se aclara que estas apreciaciones no han sido plenamente verificadas
experimentalmente. Para este caso, la asociacion con NANOG solo fue
mencionada en diversos reportes cientificos (Durruty et al., 2014; Leeb et al.,
2014), a diferencia de la conexion con la proteina Ubiquitina-C, la cual es

verificada por co-expresion a través de pruebas bioquimicas.

2.8 Algoritmo de cuantificacion

La cuantificaciéon por dPCR esta mediada por un calculo estadistico realizado de
forma posterior a la medicion de fluorescencia en los pocillos del chip. El sistema
QuantStudio 3D™ cuenta con un algoritmo que es aplicado a los resultados de
fluorescencia y a través del cual se obtienen los valores de nivel de DNA en copias
por microlitro. El calculo inicia a partir del nimero de pocillos que fluorescen en el
canal FAM (en color azul), VIC (en color rojo) o ambos (en color verde); aquellos
pocillos que solo muestran contenido a través de un canal de control (ROX), son

representados en color amarillo (Figura 10).

Este numero de copias, o pocillos amplificados, es dividido entre el numero de
reacciones que se efectuan en el chip, aclarando que los 20 mil pocillos no son
cubiertos en todos los casos, por ejemplo, en la imagen mostrada se cubren 15
050 pocillos, de los cuales s6lo 14 565 cuentan con muestra (identificada por la
fluorescencia en el canal ROX). Esto significa que 485 pocillos fueron cubiertos
con muestra pero no emiten fluorescencia, esto puede deberse al alto riesgo de

evaporacion que circunda este proceso de cuantificacion.
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@ FAM+ VIC-
@ FAM- ViC+
@ FAM+ VIC+
O FAM- ViC-

Data points above threshold 14,565 of 15,050
Figura 10. Fluorescencia captada en chip de cuantificaciéon por dPCR. El sistema
QuantStudio3D sobrepone la fluorescencia conseguida en los canales FAM (azul) y VIC

(rojo); pocillos con ambas fluorescencias se muestran en color verde y si no se obtuvo
amplificacion, solo se reporta el canal de fondo (ROX, color amarillo).

En funcién a esto, se tiene un cociente de numero de copias por reaccion; es decir,
el numero de pocillos que emiten alguna fluorescencia de interés en relacion al
total de pocillos ocupados. Este valor es estandarizado mediante el producto con

las 20 mil reacciones que deberian desarrollarse por muestra.

N° copias ) . .
———— x N°reacciones = N° copias por chip
Reaccion

Luego, este valor es dividido por el niumero de microlitros inmerso en la muestra, el
cual esta calibrado en 15 pL (segun instrucciones del fabricante). Entonces, se

estima la cuantificacion de una muestra de DNA a través de la siguiente ecuacion:

N° copias 20000 N°copias N° copias
— X = —x1333.33 =———
Reaccién 15 Reaccién Volumen

El sistema digital reporta el valor de numero de copias por reaccién, asi como el
célculo final en niumero de copias por microlitro. En ese caso, la interpretacion
mostrada puede ser empleada para estimar las concentraciones reales cuando se

realicen variaciones en la preparacion de muestras o chips. En la Tabla 3 se
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muestra un ejemplo de los calculos obtenidos de forma manual y la diferencia

porcentual con el valor reportado por el equipo. Lo que puede ser usado para la

interpretacion adecuada de lecturas independientes.

Tabla 3. Estimacion de la cuantificacion por dPCR a través del calculo manual. Los valores
de copias por reaccion provienen de una deteccion real del ensayo RNasa P en DNA

genomico.

Copias por volumen

Chip C;epai;iigzr p(f;:'fﬁisp Calculo Algoritmo '?,/': '
manual QuantStudio 3D
A 9.99E-03  2.00E+02 1.33E+01 13.235 0.6%
5.74E-03  1.15E+02 7.65E+00 7.603 0.7%
C 6.23E-03  1.25E+02 8.31E+00 8.257 0.6%
D 3.94E-03  7.88E+01 5.25E+00 5.224 0.6%
E 1.15E-02  2.30E+02 1.53E+01 15.18 1.0%
F 1.29E-02 2.58E+02 1.72E+01 17.137 0.4%
G 8.31E-03  1.66E+02 1.11E+01 11.009 0.6%
H 9.53E-03  1.91E+02 1.27E+01 12.619 0.7%
Prom. Incertidumbre 0.6%

Como se observa, la diferencia porcentual entre ambos métodos de estimacion es

del 0.6%, por lo que se podria confiar en el calculo manual para la interpretacion

de resultados donde se modifiquen factores predeterminados por el fabricante,

principalmente relacionados al volumen de muestra colocado en el chip.
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lll. HIPOTESIS

3.1 Hipdtesis
Es posible evaluar el nivel de cfDNA en plasma de pacientes con cancer de

mama.

3.1.1 Hipotesis Estadisticas

Ha: Es posible evaluar el nivel de cfDNA en plasma de pacientes con cancer

de mama.

Ho: No es posible evaluar el nivel de cfDNA en plasma de pacientes con

cancer de mama.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Evaluar los niveles de cfDNA en plasma mediante PCR digital en pacientes con

cancer de mama.

4.2 Objetivos Especificos

v Estandarizar el método para obtener cfDNA en plasma.

v' Evaluar los niveles de cfDNA en plasma por PCR digital a través de los

genes PUM1 y RNasa P.

v' Establecer los niveles de cfDNA en plasma en pacientes con cancer de

mama e individuos sanos.

v" Relacionar los niveles de cfDNA en plasma con el estadio neoplasico.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo basica, descriptiva, prospectiva, cuantitativa,

transversal, observacional y de caso-control.

5.2 Poblacién

16 mujeres con edades entre 28-80 afnos, diagnosticadas con cancer de mama
por el personal asistencial de la clinica Oncosalud, quien también aporta
informacion clinica relacionada a edad, estadio de cancer (de acuerdo al sistema
TNM), histologia (ductal, lobulillar o mixto), marcadores bioquimicos
(ER/PR/HERZ2), concentracion de linfocitos y glucosa en sangre.

21 mujeres sin diagndstico positivo para cancer de mama, mayores de 40 afios,

las cuales son codificadas como grupo control.

En ambos casos, las personas aceptaron su participacion voluntaria en la

investigacion mediante la firma del Consentimiento Informado (Anexo 1) aprobado

por el Comité de Etica de la Universidad de San Martin de Porres (IRB00003251-

FWA0015320).

5.3 Materiales

5.3.1 Reactivos

- Set de extracciéon con perlas magnéticas MagMAX Cell-Free DNA lIsolation
Kit (Applied Biosystems™)

- Ensayo de cuantificacién Qubit® dsDNA HS (Invitrogen™)

- Master Mix QuantStudio™ 3D Digital PCR v.2.0 (Applied Biosystems™)

- Ensayos para evaluar el niumero de copias Tagman® PUM1 y RNAsa P

(Applied Biosystems™)

- DNA Genomico CEPH 1347-02 (Applied Biosystems™)
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- Tampon TBE (45 mM Tris-Borato/1 mM EDTA)
- Tampén TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA)
- Solucién A (250 mM EDTA; 750 mM NaCl)
- Bromuro de Etidio 1 mg/L

- Cloroformo

- Cloruro de Sodio 6 M

- Fenol

- Sodio Duodecil Fosfato 100 g/L

- Proteinasa K 20 g/L

- Marcador de peso molecular KAPA™

- Agarosa

- Etanol Absoluto

- Agua ultrapura

5.3.2 Consumibles
- Tubos BD Vacutainer® K2 EDTA para toma de muestra
- Sujetador (Holder) Vacutainer® para toma de muestra
- Aguja de extraccion de sangre 21G
- Puntas de micropipeta sin filtro de 10, 200 y 1000 microlitros.
- Puntas de micropipeta con filtro de 200 microlitros.
- Tubos de centrifuga de 0.2, 1.5 y 2.0 microlitros.
- Chips para dPCR QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K v.2.0 (Applied

Biosystems™)

5.3.3 Equipos
- Centrifuga refrigerada Eppendorf® 5804R

- Micropipetas Eppendorf® graduables hasta 10, 100 y 1000 microlitros.
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- Ultracongeladora -80 °C (ThermoScientific™)

- Magneto DynaMag™-2 (Applied Biosystems™)

- Vortex —Genie 2 (Scientific Industries, Inc.)

- Fluorémetro Qubit™v.1.0 (Invitrogen ™)

- Gel Doc XR System (Bio-Rad)

- Nanodrop Lite (Thermo Scientific)

- Rotor-Gene Q (Qiagen®)

- Sellador de chips QuantStudio™ 3D (Applied Biosystems™)

- Termociclador ProFlex™ con cabezal de chips y base inclinable.

- Instrumento de lectura de chips QuantStudio™ 3D (Applied Biosystems™)

5.4 Métodos

5.4.1 Toma de muestra
Se obtuvieron muestras de sangre periférica de las participantes del estudio.
En el caso de las pacientes, se consideraron dos tomas de muestra; la
primera fue realizada un dia antes del procedimiento quirurgico y la segunda,
una semana después de la intervencion (pre y post operatorio). En todos los
casos, la toma de muestra se realizd por venopuncion empleando el sistema

Vacutainer®.

5.4.2 Obtencién de plasma
La sangre colectada fue centrifugada a 1200 g, 4 °C por 10 minutos, luego se
separé el plasma en tubos de microcentrifuga, los cuales fueron
centrifugados a 16000 g, 4 °C por 10 minutos para descartar cualquier

contaminacion con linfocitos; luego de este paso, se aislé el plasma
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resultante en nuevos tubos de centrifuga, estos fueron almacenados a -80 °C

hasta el momento de la extraccion de cfDNA.

5.4.3 Estandarizacion de la extraccion de cfDNA
Se eligieron 4 muestras de plasma de individuos diferentes a los
participantes en el estudio. Estas muestras fueron extraidas con cuatro
métodos diferentes, basados en la precipitacion con fenol:cloroformo, la

purificacién con columnas o la extraccién con perlas magnéticas.

El método basado en la precipitacion con fenol-cloroformo se realizé segun
el protocolo descrito por Schmidt y colaboradores (2005). Se inicié con 1 mL
de plasma, al cual se le agregdé 100 uL de solucion A (250 mM EDTA; 750
mM NaCl), ademas 100 yL de Sodio Duodecil Sulfato (SDS 100 g/L) y 6uL
de proteinasa K (20 g/L). La combinacién fue incubada toda la noche a 50
°C. Luego, se adicion6 300 uL de NaCl 6M, se agité en vortex y fue
centrifugado a 6000 g por 15 minutos. Se separd el sobrenadante y fue
afadido con etanol absoluto en proporcion 1:1, se incubd a -20 °C toda la
noche y fue centrifugado a 16 440 g por 30 minutos. El precipitado fue
resuspendido en 250 uL de agua ultrapura y se le agregd 250 pL de
fenol:cloroformo (1:1) ; dicha adicién formé un precipitado que fue separado
del sobrenadante, al cual se le agregd 250 pL de cloroformo y el nuevo
sobrenadante fue separado y adicionado con etanol frio (1:1). Se realizé un
lavado con etanol 75%, se dejo secar y finalmente se resuspendié en 50 pL

de tampdn TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA).

Los métodos basados en la purificacion de columnas, fueron realizados de
acuerdo a las indicaciones de los fabricantes de los sets Pathogen Free DNA

Isolation Kit (GeneProof®) y NucleoSpin® Plasma XS (Macherey Nagel).
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Estas extracciones se realizaron con 1000 y 500 pL de plasma, siendo

eluidas en 50 y 25 L, respectivamente.

La extraccion de cfDNA con el set de perlas magnéticas MagMAX™
Cell-Free DNA Isolation se realizd6 de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, con un volumen inicial de 800 yL de plasma. Posteriormente, se
evaluo la cantidad de cfDNA (nanogramos) extraido en relacién al volumen

de muestra inicial y se compararon los métodos empleados.

5.4.4 Extraccion de cfDNA
El cfDNA fue extraido a partir de plasma, con el set MagMAX™ Cell-Free
DNA lIsolation. En tubos falcon de 15 mL, se preparé un mix con 12 uL de
perlas magnéticas y 1 mL de tampoén de union, por cada muestra. Se

distribuyé 1 mL de este mix con 0.8 mL de cada muestra de plasma.

Cada tubo fue agitado en vortex por 10 minutos y colocados en el magneto
donde se dejé reposar por 5 minutos. Una vez adheridas las perlas al

magneto, se extrajo el residuo con ayuda de una micropipeta.

Posteriormente, los tubos fueron retirados del magneto, se les agregé 1 mL
de tampdén de lavado, se resuspendieron en nuevos tubos y fueron
colocados nuevamente en el magneto. Se repitid 2 veces el lavado con
etanol 80%, una vez extraido el ultimo volumen de alcohol, se dejé secar con

la tapa abierta por 6 minutos.

Finalmente, se agreg6 40 yL de tampon de elucion, agitando en vortex por 5
minutos y se colocd en el magneto por 2 minutos para extraer el volumen
con el DNA suspendido. Un resumen grafico de este procedimiento, se

muestra en la Figura 11.
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Combinar las muesiras de
plasma con el buffer de lisis

Agitar en vortex
por 10 minutos

Colocar los tubos en el

> Enjuagar con el tampén
Eluirel DNA en 40ul de volumen final de lavado y alcohol 80%

Figura 11. Esquema de trabajo para la extraccion de cfDNA con perlas magnéticas. Representacion del protocolo disefiado para
el set MagMax Cell Free DNA Isolation™
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5.4.5 Estandarizacion del método de cuantificacion

Se compararon 4 técnicas de cuantificacion a través de la medicion de
alicuotas de DNA gendémico (CEPH 1347-02, Applied Biosystems™) a
distintas concentraciones. Se prepararon alicuotas a concentraciones
tedricas de 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.25 y 0.1 ng/uL; dichas alicuotas se hicieron
por duplicado a partir de una concentracion de 50 ng/uL.

Cada alicuota fue medida por espectrofotometria (Nanodrop Lite, Thermo
Scientific), fluorometria (Qubit™, Invitrogen), gPCR (Rotor-Gene Q, Qiagen®)
y dPCR (QuantStudio3D™, Applied Biosystems). Todas las mediciones se
hicieron por duplicado y la metodologia depende de las indicaciones de cada
fabricante.

Para la medicion con espectrofotometria, se colocé 1 yL de muestra en el
equipo Nandrop Lite, el cual fue calibrado previamente con 1 yL de agua
ultrapura y reporté la medicion en nanogramos por microlitro. La
cuantificacion por fluorometria se realiz6 combinando 1 pyL de cada alicuota
con 199 uL del mix fluoréforo:tampdn (1:199) y la combinacién se colocé en
el equipo Qubit que reportd valores en nanogramos por microlitro. Para la
cuantificacion basada en PCR, se preparé un mix con SYBR Master Mix 2x,
primers ubicados en el exén 7 de BRCA1 (10x) y 3 yL de DNA en un
volumen total de 12.5 pL, dicho mix fue colocado en los tubos de
amplificacion de gPCR (Rotor-gene Q) y en chips de dPCR (QuantStudio3D).
Los programas de amplificacion y las lecturas se realizaron de acuerdo a las
indicaciones de cada fabricante. La qPCR fue calibrada previamente con
muestras a distintas concentraciones (curva estandar) y esto permitio
reportar la cuantificacion en nanogramos por microlitro; mientras, la dPCR

reportd sus valores en copias por microlitro y este valor fue transformado a
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través de la relacion entre copias genémicas y peso de DNA (300 copias=1
nanogramo de DNA, UGSC 2017).Finalmente, se compararon las medidas

conseguidas en relacion a las concentraciones tedricas en cada caso.

5.4.6 Cuantificacion de cfDNA total
Para cuantificar el cfDNA total, se empled el set de fluorometria Qubit dsDNA
HS Assay Kit, colocando 1 yL de muestra con 199 uL de reactivo (1:199
Fluoréforo:Tampédn). Las lecturas se realizaron en el fluorometro Qubit™ v.

1.0 (Invitrogen) y las medidas se expresaron en nanogramos por microlitro.

5.4.7 Integridad de cfDNA
La evaluacion de integridad se realizd por electroforesis, para ello, se
prepararon geles de agarosa 1% en tampon TBE y se cargd 2 yLde cada
cfDNA extraido. Todas las muestras fueron corridas a 100 voltios,
conservando amperaje constante, por 35 minutos. En cada corrida se incluy6

un marcador de peso molecular (KAPA™ Universal DNA Ladder).

Luego de la corrida electroforética, cada gel fue colocado en una solucién de
Bromuro de Etidio 1 mg/L por 15 minutos y fue revelado en el

fotodocumentador Gel Doc XR System (Bio-Rad).

5.4.8 Cuantificacion por PCR digital
La evaluacion de niveles de cfDNA en pacientes con cancer de mama vy
controles se realizd con ensayos de deteccion en los genes PUM1
(Ensembl:ENSG134644) y RNasa P (RPPH1; Ensembl:ENSG148688) v,
los valores incluidos en la preparacion del mix fueron calculados en un

volumen final de 15 uL, con un 30% de contenido de DNA.
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Las combinaciones de reactivos fueron realizadas en tubos de
microcentrifuga de 0.2 mL, a partir de los cuales, se cargaron los chips con
ayuda de un dispensador, luego se agrego aceite mineral y fueron sellados

para evitar la evaporacion.

Los chips sellados fueron colocados en un termociclador ProFlex™ (Applied
Biosystems) con el programa indicado por el fabricante. Dicho programa
involucra una denaturacion inicial a 96 °C por 10 minutos, seguida de 44
ciclos de hibridacion-extension a 60 °C por 2 minutos con denaturacion a
98 °C por 30 segundos y una extensién final a 60 °C por 2 minutos. Luego,
los chips son conservados a 10 °C hasta el momento de su lectura. Este
paso se realiza en el sistema QuantStudio3D™ vy los resultados son

analizados en el servidor web brindado por el fabricante (Figura 12).

5.4.9 Analisis Estadistico
Los graficos y valores fueron analizados en el servidor QuantStudio3D
Analysis Suite v.3.0.3, luego se evalué la distribucién de los valores y se
realizé la prueba de Mann-Whitney para muestras independientes, asi
como el test de Wilcoxon para muestras apareadas entre los marcadores
empleados, igualmente, las diferencias en especificidad y sensibilidad a
través de la curva ROC. Ademas, se evaluo la correlacion entre los valores
reportados por la cuantificacion total y la cuantificacion absoluta. Para estos

fines se usaron los programas InfoStat 2015 y MS Office Excel 2013.
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FINCYT
1 CONTRATO:

Figura 12. Preparaciéon de chips con muestra para cuantificacion por dPCR. (1)
Insercion de 15 pyL de mix en dispensador. (2) Distribucion de muestra en los
micropocillos del chip. (3) Adicién de aceite para evitar evaporacion. (4) Sellado del
chip. (5) Presentacion lista para colocar en termociclador.
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VL.

RESULTADOS

5.1 Extraccion de cfDNA

En la evaluacion de los métodos de extraccion verificados, se encuentra una
mayor cantidad de cfDNA siguiendo el protocolo de extraccion con perlas
magnéticas. Los valores promedio de las 4 muestras evaluadas se encontraron
entre 2.68 ng/uL (Extraccion con fenol:cloroformo) y 12.85 ng/uL (Extraccion con
set MagMax Cell free DNA Isolation); sin embargo, los volumenes iniciales de
plasma y recoleccion de DNA fueron diferentes entre los métodos empleados, por
esta razon se calcul6 la cantidad de cfDNA extraido (nanogramos) en relacion al
volumen inicial de plasma (microlitros), a fin de normalizar los resultados obtenidos

y poder compararlos.

En la Figura 13, se observa que el método de extraccidn convencional por
reaccién quimica (fenol-cloroformo) obtiene una baja concentracion de cfDNA, en
comparacion a los métodos mediados por sets comerciales. Respecto a éstos,
aquellos basados en purificacion por columnas mostraron una cantidad
heterogénea en funcién al set empleado (GeneProof o NucleoSpin). Finalmente, el
método de extraccion con perlas magnéticas obtuvo la mayor concentracion de
cfDNA a partir de un menor volumen menor que el empleado por el método

convencional.
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Figura 13. Concentracion de cfDNA segin método de extraccion. Las cajas verdes muestran
los valores promedio para cada método de extraccidon y las barras sefialan la desviacion
estandar encontrada entre las muestras cuantificadas. Los resultados fueron obtenidos por

cuantificacion con Qubit™.

A pesar de las diferencias observadas en los distintos métodos de extraccion, se
comprende que las concentraciones obtenidas en cfDNA de plasma son muy bajas
en comparacion al DNA total de una muestra de sangre, el cual proviene

principalmente de la carga linfocitaria del individuo.

En la Figura 14, se muestra una comparacion entre las concentraciones de DNA a
partir del tipo de muestra (sangre o plasma), los valores representados
corresponden a la cantidad de DNA (nanogramos) que es extraido por cada mililitro
de volumen inicial. Los datos de DNA extraido de sangre fueron proporcionados por
el Centro de Investigaciéon en Genética y Biologia Molecular (FMH-USMP), las

muestran corresponden a todas las muestras atendidas en el centro (controles y
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pacientes) en el periodo de realizacion de la tesis y que fueron extraidas con un

método convencional basado en la remocion de sales.
10°

104 !

10% 1

10°

10! —

Concentraciéonde DNA (ng/mL)

100 ! .
Plasma Sangre

Figura 14. Concentracién de DNA obtenido en plasma y sangre total. Los valores fueron
reportados con Qubit y expresados en nanogramos por mililitro de muestra. La
concentracién de DNA linfocitario representa mas de 1000 veces la carga de cfDNA en
plasma.

5.2 Integridad de cfDNA

Debido a la baja concentracién del cfDNA extraido, no se pudo verificar la integridad
de dichos acidos nucleicos a través de la observacion de geles de agarosa (Figura
15). Notese que de acuerdo a lo mostrado en la Figura 14, las extracciones de DNA
linfocitario resultan en una mayor cantidad de DNA por lo que seria facilmente
notable en una corrida electroforética, mientras que las muestras de cfDNA no

evidencian aparicion de ninguna banda.
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Figura 15. Corrida electroforética de cfDNA. Las muestras de cfDNA extraido con perlas
magnéticas no evidencian banda en un gel de agarosa 1%. El pocillo 1 muestra un control
positivo de DNA linfocitario (50 ng/pL), los pocillos 2 y 4 muestran el marcador de peso
molecular Kapa y los pocillos 3, 5-9 fueron cargados con muestras de cfDNA.

5.3 Cuantificacion de cfDNA

Los resultados de cuantificacion muestran los limites de deteccién y la eficiencia de
las técnicas empleadas. En ese sentido, se calculd la cobertura porcentual de las
mediciones reportadas en funcién a la concentracion tedrica de cada muestra. Asi,
la cuantificacién por fluorometria (Qubit) fue la primera en mostrar dificultades en la
deteccion de cfDNA a una concentracion menor a 5 ng/uL, en esos casos el equipo
reportd un valor por debajo del limite de la curva patron. La cuantificacion por
espectrofotometria (Nanodrop Lite) mostré una deteccién de cfDNA en muestras
con concentracion mayor a 0.5 ng/pL, a diferencia de las cuantificaciones basadas

en PCR que mostraron resultados en todas las alicuotas (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultado de cuantificacion segun plataforma. Se muestran los valores de
concentracion tedrica de cada alicuota y el valor promedio de la medicion obtenida en
relacion a la técnica empleada. Todos los valores estan expresados en nanogramos por
microlitro.

Concentracion 10 5 25 1 05 025 0.1
Tedrica

Nanodrop 8.6 54 3 1.2 0.3 ND ND

Qubit 7.26 3.55 ND ND ND ND ND

gPCR 11.72 6.20 3.25 0.96 0.38 0.10 0.00

dPCR 10.2 4.92 2.46 0.95 0.53 0.38 0.20

ND= No disponible

Como se observa, algunos de los valores se encuentran por encima o por debajo
de las concentraciones teéricas de cada alicuota, por ello, se calculé el valor
absoluto de cobertura; es decir, que tan aproximadas al valor tedrico se
encuentran estas mediciones. En ese sentido, la dPCR muestra los valores mas
cercanos a los tedricos, con una eficiencia mayor al 90%, hasta la alicuota de 0.5
ng/uL; mientras, la qPCR mantiene una eficiencia promedio de 75% hasta la
misma alicuota. Respecto a las mediciones por espectrofotometria y fluorometria,
se muestran una mayor estabilidad en la cuantificacién con Qubit; sin embargo,
ésta solo cubre muestras hasta la alicuota de 5 ng/uL, mientras que la medicion
con Nanodrop permite cuantificar un mayor espectro de muestras con eficiencia

variable (60-92%); los datos mencionados se grafican en la Figura 16.
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Figura 16. Eficiencia en la cuantificacion de cfDNA. El eje horizontal muestra las
concentraciones de las alicuotas preparadas (ng/uL) para la cuantificacion con las 4
plataformas descritas (Qubit, Nanodrop, qPCR y dPCR). Las barras muestran la eficiencia
conseguida entre el valor promedio de mediciones y el dato tedrico.

5.4 Cuantificacion por fluorometria

Se extrajeron 53 muestras de cfDNA entre controles (21) y pacientes (32), sin
embargo, solo se consiguié cuantificar DNA en 40 casos (16 pacientes pre-
operatorio, 12 pacientes post-operatorio y 12 controles), considerando que se
empled un set de deteccion de alta sensibilidad, encontramos que en muchos casos,

la concentracion de cfDNA no puede ser precisada con este método (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de resultados cuantificados por fluorometria. En 13 muestras no se
logré6 una medicion en Qubit (se reportd valor por debajo del limite minimo), dichas
muestras estan repartidas entre controles (9) y la toma post operatoria de pacientes (4). Se
muestra la proporcion de cobertura en cada caso, todas las muestras fueron cuantificadas
con dPCR.

Con los datos analizables, que constituyen 28 de 37 valores posibles (entre
controles y pacientes pre-operatorio), la cuantificacion de cfDNA muestra
diferencias significativas (p=0.0001, Figura 18). Asimismo, las diferencias entre
estos grupos son utilizadas para establecer el punto de corte en 13.4 ng/mL de
plasma, lo que significa que valores mayores a este valor pueden ser considerados
como potencial desarrollo neoplasico, con 100% de especificidad y 80% de

sensibilidad.
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Figura 18. Cuantificacion de cfDNA con Qubit™ entre controles y pacientes. Las muestras
de pacientes se encuentran distribuidas en las tomas realizadas (pre y post operatorio).
Las cajas verdes muestran el valor promedio en cada caso y las proyecciones en negro
sefialan el intervalo de confianza. Se encuentran diferencias significativas entre los grupos
Control y Pre-operatorio en pacientes (p=0.0001).

5.5 Cuantificacion por dPCR

Se obtuvieron datos de medicion para las 53 muestras (21 controles, 16 pacientes
pre-operacién y 16 pacientes post-operacién), cada una reporta una cuantificacion
independiente en PUM1 y RNasa P. En todos los casos, los valores de
cuantificacién son expresados en copias por microlitro y éstos no presentaron
distribucion normal (p<0.01). En una evaluacién independiente, el grupo control
presentd6 menor probabilidad de tener distribucién normal (p=0.02 para cada
ensayo evaluado), en comparacion a los valores de los grupos pre-operatorio
(p=0.61y 0.18 para PUM1 y RNasa P, respectivamente) y post-operatorio (p=0.13
y 0.22 para PUM1 y RNasa P, respectivamente). Por lo general, la distribucion
normal explica que la materia de evaluacion esta siendo afectada principalmente
por pocos factores, que en el caso de pacientes puede deberse al desarrollo

neoplasico o al proceso quirurgico; mientras que en los controles, puede originarse
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por los multiples factores asociados al ritmo de vida y desempefio de actividades
diarias. Ademas de las referencias estadisticas, se consideran los graficos de cada
caso para seleccionar herramientas no paramétricas en los siguientes analisis

(Figura 19).

Control Pre-operatorio Post-operatorio
0.40 0.33

0.301 0.257

PUM1T

0201 0.16

0.101 0.081

p=0.02

/A0 3286 4863 6440 BOAT 9 OQ% 5108 8317 11526 14735 |?9.;Hu'o?é.5

0.40, 0.26 0.28

o
b
1

0.20 0.

0.14

0.18
0.22

0.07 0.07

Il
o

1]
Q

0.00 0.00 y —
WwAE 1928 2839 3749 4660 5570 1.30 2946 5762 8579 113.95 14211 o'ug.ﬂil 18.08 4487 T166 9845 12523

Figura 19. Histogramas de valores de cuantificacién de cfDNA. Se muestra la distribucién
de resultados de medicién por dPCR empleando los ensayos PUM1 (azul, fila superior) y
RNasa P (rojo, fila inferior). Se clasifican los graficos segun el grupo de individuos (control,
paciente pre-operatorio y paciente post-operatorio). En cada caso, el eje de las abscisas
representa el valor promedio de cuantificacion en copias por microlitro y el eje de las
ordenadas, la frecuencia relativa para dichas mediciones.

En la comparacion de valores de cuantificacién, se encuentran diferencias
significativas entre los grupos control y paciente pre-operatorio en ambos ensayos
(p=0.0001, PUM1; p=0.0003, RNasa P; Figura 20); en tanto, otros grupos de
comparacion (control/post-operatorio o pre/post-operatorio) no muestran

diferencias significativas en la evaluacion estadistica.
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Figura 20. Cuantificacion de cfDNA por dPCR. Se muestran los valores de concentracion
expresados en copias por microlitro y clasificados segun ensayo (PUM1 o RNasa P). Se
encuentran diferencias significativas entre el grupo control y paciente pre-operatorio
(0=99%).

Como se observa en la Figura 20, existen diferencias mas notorias en relacion al
grupo control que entre los grupos de pacientes. Ademas, la deteccion con
ensayos distintos a RNasa P resulta en diferencias mas marcadas entre los grupos
analizados (pacientes y controles); sin embargo, no se encuentran diferencias
significativas entre los estadios pre y postoperatorio, con valores de p iguales a

0.0118 (PUM1) y 0.0184 (RNasa P).

De esta forma, se establecen los puntos de corte que permiten diferenciar a una

muestra indeterminada entre un control o paciente, estos valores son estimados en
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78.995 copias/pL (13.17 ng/mLde plasma) para PUM1 y 51.154 copias/uL (8.53
ng/mL de plasma) para RNAsa P. Esta informacion es acreditada con valores de
sensibilidad y especificidad que favorecen a PUM1 (75% vy 95.2%,

respectivamente), en comparacién a los estimados para RNAsa P (62.5% y 100%),

como se observa en la Figura 21.
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Figura 21.Curva ROC de los ensayos empleados en la dPCR. Se muestran las curvas

para PUM1 (azul) y RNasa P (rojo), los valores de area bajo la curva (AUC) son mostrados
entre paréntesis en cada caso.

54



5.6 Comparacién entre estadios oncologicos

De total de pacientes, 10 presentaron estadio |, 3 con estadio Il y 3 con estadio |ll.
Todas las muestras de pacientes mostraron niveles de cfDNA mas altos en
relacion a los controles (Figura 20), sin embargo, en la clasificacion por estadios,
se observa que los pacientes con estadio | muestran concentraciones de cfDNA
mas altas que otros estadios avanzados (Il y Ill), a pesar de que estos ultimos
estadios tienen una cantidad muy baja de participantes. Asi, se encontraron
diferencias significativas entre el grupo control y las pacientes con estadio |

(p<0.01, Figura 22).
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Figura 22. Numero de copias de cfDNA entre grupo control y estadios neoplasicos. Se
muestran datos de cuantificacion por dPCR segun ensayos PUM1 (azul) y RNasa P (rojo).
La concentracion de cfDNA es expresada en copias por microlitro y se incluye el valor p en
los casos donde existe diferencia significativa.
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5.7 Correlacion entre cuantificaciones de cfDNA

El cfDNA en plasma puede ser cuantificado de forma total, empleando técnicas
como fluorometria, o de forma absoluta y especifica, a través de la deteccién de
regiones por dPCR. En las muestras cuantificadas con Qubit y dPCR no existe
correlacion, existiendo diferencias significativas (p=0.0009 con ensayo PUM1;
p=0.0005 con ensayo RNasa P), que remarcan los valores obtenidos en ambos
ensayos (Figura 23). De acuerdo a la gréfica, si la distribuciéon de fragmentos
genoémicos fuera homogénea, se podria comparar ambas cuantificaciones y tener
valores que asemejen una linea recta. Sin embargo, los puntos del grafico no se
distribuyen de forma directamente proporcional por lo que se infiere que la
presencia de cfDNA fragmentado es heterogénea, lo cual favorece el empleo de

técnicas que cuantifiquen estos acidos nucleicos a partir de regiones especificas.
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Figura 23. Correlacion entre cuantificacién Qubit y dPCR. Se muestran resultados de
cuantificacion especifica (medido por dPCR y reportado en copias por microlitro) y
cuantificacion total (realizado por Qubit, expresado en nanogramos por microlitro). No se
observa correlacion entre los valores analizados segun ensayo (PUM1 y RNasa P).

57



VIL.

DISCUSION

6.1 cfDNA como biomarcador

Los linfocitos constituyen la fuente de acidos nucleicos mas empleada en la
evaluacién de contenido genético asociado a multiples enfermedades, la
extraccion de DNA puede realizarse directamente de la capa linfocitaria o a partir
de sangre total; otra fuente importante para la obtencién de acidos nucleicos son
las células de la mucosa bucal (Steinberg et al., 2002). Sin embargo, el recurso
usado para extraer DNA puede variar en funcién al comportamiento clinico-
molecular de la enfermedad, un ejemplo de esto es apreciable en el analisis de
infecciones microbianas o virales, donde se encuentran acidos nucleicos foraneos
en sangre, asi como en otros fluidos: HBV en saliva (Vandereijk et al., 2004);
Plasmodium falciparum en orina, Wuchereria bancrofti en esputo, Schistosoma

haematobium en semen, entre otros (Weerakoon y McManus 2016).

Por estas razones, los cfDNAs han cobrado importancia en los ultimos afos,
debido principalmente a la naturaleza de su origen. Este tipo de acidos nucleicos
puede ser exogeno, mediado por agentes infecciosos; o enddgeno, por la
liberacion natural de vesiculas con acidos nucleicos o por la lisis de grupos
celulares con alta concentracion, como los producidos por enfermedades

autoinmunes (Zhang et al., 2014) o cancer (Schwarzenbach et al., 2011).

Un aspecto interesante de los cfDNAs es la posibilidad de evaluar distintas
enfermedades con una muestra de sangre total, a partir de la cual se separa el
plasma, esto significa el aprovechamiento del flujo sanguineo como recurso
sistémico, representado como un método de diagndstico molecular no invasivo.

Ademas, diversos autores coinciden en que la concentracion de cfDNA es muy

58



baja en una persona sin aparente desarrollo de enfermedad, han precisado este
valor entre 10-100 ng/mL de plasma y también han senalado que puede variar
ligeramente con diversas condiciones bioldégicas como el ciclo menstrual,
presencia de diabetes o activacién del sistema inmune (Poelcher et al., 2010;
Spindler et al., 2014; Nishimoto et al., 2016). Como resultado de los estudios
mencionados, se reconocen a los cfNAs en fluidos como un biomarcador oportuno
en el estudio de diversas enfermedades, los cuales precisan una 6ptima técnica de
extraccion y purificacion, asi como un método de deteccion-cuantificacion mas

sensible y especifico.

En el caso especifico del control y diagndstico de cancer, el cfDNA se ofrece como
el recurso mas apropiado para conocer el estadio biolégico en forma periddica y
sin comprometer algun riesgo en el paciente, a diferencia de las biopsias sdlidas.
Esto introduce el concepto de biopsia liquida, asociada al criterio de determinar la
cantidad de DNA presente en fluidos como el plasma, su grado de metilacién, su
expresion o las mutaciones que pueda contener (con origen en células tumorales)

a fin de determinar la condicion oncoldgica del paciente.

6.2 Sistemas de extraccion de cfDNA

En la presente tesis se probaron 4 métodos de extraccion de cfDNA, encontrando
ventajas y desventajas entre estas opciones. Asi, con los resultados de la Figura
13 se determina que la extraccion con perlas magnéticas ofrece los mejores
resultados en aprovechamiento, calidad y concentraciéon de la muestra. Sin
embargo, este proceso puede resultar engorroso considerando la complejidad del
proceso y el alto riesgo de contaminacién, a diferencia de la purificacion por

columnas que es realizada en un ambiente mas cerrado, donde el procedimiento
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es limitado a colocar reactivos en columnas y centrifugarlas sin alterar la matriz de

silica que contienen.

En busqueda de la mayor captacion de acidos nucleicos se elige la extracciéon con
perlas magnéticas, sin embargo, se precisa un aumento de este tipo de trabajos a
fin de tener datos con los cuales se contrasten los resultados obtenidos. Esto se
debe a que existe gran controversia por el nivel promedio de cfDNA en controles y
estos valores dependen de los métodos empleados para extracciéon vy

cuantificacién (Tabla 2).

Considerando la variabilidad existente entre los tipos de extraccion realizados,
todos coinciden en que la mayor dificultad del trabajo con cfDNA se encuentra en
la baja concentracion que esta posee, claramente corresponde a lo descrito en la
literatura acerca de la procedencia, origen y tiempo de vida del cfDNA (Hayat
2013; Schwarzenbach et al., 2011) y es verificado cuando comparamos la
capacidad de extraccion de cfDNA con métodos muy elaborados en relacion a la
concentracion de DNA linfocitario obtenida con un método convencional (Figura

14).

6.3 Sistemas de deteccion de cfDNA

Bajo el conocimiento que el plasma presenta una concentracion muy baja de
cfDNA se ha optado por el uso de la dPCR para su cuantificacion. Sin embargo,
encontramos que otras plataformas, como fluorometria, espectrofotometria o
gPCR, podrian medir estos acidos nucleicos en dependencia de la concentracion
esperada. Asi, en la Figura 18, se describen las diferencias de estas técnicas en la
eficiencia o cobertura del valor tedrico. Evidentemente, estos resultados se

contrastan con aquellos obtenidos en la Figura 20 donde se observa que la
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medicidon con Qubit no muestra resultados en todas las muestras, existiendo un
margen muestral que no podria ser cuantificado con esta técnica. Sin embargo, la
cuantificacion por fluorometria muestra estabilidad en la cobertura del valor teérico,
a diferencia de la cuantificacion por Nanodrop, donde la eficiencia de la prueba

depende basicamente de la concentracion.

Los valores referenciales empleados en la cuantificacion muestran un nivel
maximo de 26 ng/mL de plasma en la muestra de un paciente y un valor diferencial
de 13.4 ng/mL de plasma entre pacientes y controles (Figura 20). En cuanto al
disefio empleado, se realizé la evaluacién del numero de copias de dos regiones
determinadas como referenciales por la literatura, con el propésito de establecer
sus niveles y aportando a lo mencionado en el trabajo de Hyun y colaboradores
(2016) en el sentido de que los distintos tipos de cancer puedan favorecer la

presencia de fragmentos especificos en el cfDNA.

El disefio experimental de la tesis, se distingue de la mayoria de trabajos
enfocados en cancer de mama y encontrados en la literatura; aquellos evaluan la
diferencia entre pacientes y controles a través de la expresion de genes muy
implicados en el desarrollo oncolégico por medio de cDNA (Heredia et al., 2013), la
presencia de alelos mutados (Dawson et al., 2013), la amplificacion de HER2
(Forshew et al., 2012; Belgrader et al., 2013; Gevensleben et al., 2013), la
presencia de mutaciones de PIK3CA en pacientes con estadios tempranos
(Beaver et al., 2014) y la cuantificacion de miRNAs (Jiang et al., 2013). Todos los
trabajos mencionados ofrecen resultados que determinan diferencias entre
pacientes con cancer de mama y controles, desde distintos enfoques y un grupo

muy reducido lo hace considerando enfaticamente los estadios iniciales, con un

61



proposito claro de usar estos resultados a futuro en el disefio de estrategias de

deteccion temprana en un método no invasivo, al igual que la presente tesis.

6.4 Integridad de cfDNA

En la Figura 15 se muestra que la integridad del cfDNA no puede ser evaluada por
corrida electroforética debido a su baja concentracion; sin embargo, con los
resultados de la Figura 23 se puede interpretar una fragmentacién del cfDNA
debido a que la cuantificacion total de las muestras no corresponde con la
cuantificacion especifica realizada por dPCR; en ese sentido, se sugieren otras

pruebas para evaluar la integridad del acido nucleico.

Por ejemplo, una de las pruebas mas utilizadas para analizar el grado de
fragmentacion esta constituida por la amplificacion de regiones Alu, estas regiones
son pequenas (aproximadamente 300 pares de bases), cuentan con alto %GC y
estan relacionadas a procesos de estabilidad gendmica; por ello, son usadas en la
prediccion del progreso de tumor, asi como en la evaluacion diagnodstica vy
pronéstica del cancer (Umetani et al., 2006a; Umetani et al., 2006b; Holdenrieder
et al., 2008). La evaluaciéon de estos fragmentos fue realizada por gPCR pero se
podria evaluar un sistema de cuantificacion con dPCR a fin de contrastar la

resolucion de los resultados obtenidos.

6.5 Aumento en los niveles de cfDNA

Se evaluaron los niveles de glucosa y concentraciéon de linfocitos en sangre para
descartar procesos infecciosos, linfocitosis o cuadros de hiperglucemia que

puedan alterar el analisis de la cuantificacion.
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Del total de pacientes evaluados, solo 2 presentaron niveles de glucosa por
encima de 100mg/dL de sangre y ninguna presentdé mas de 4000 linfocitos por
microlitro de sangre (Anexo 3). Asimismo, la mayoria de pacientes presentan
grupo sanguineo O+ (66.7%), el cual ha sido descrito como el tipo sanguineo con
menor asociacion a hipercolesterolemia y otras enfermedades que también elevan

los niveles de cfDNA en plasma (Chen et al., 2014).

Entonces, las muestras analizadas no presentan linfocitosis ni casos de
hiperglucemia, por consiguiente no es muy probable la lisis de linfocitos o la
liberacion de contenido celular de forma espontanea. Con esta informacién, se
reduce la incertidumbre respecto a factores no cancerosos que puedan elevar los

niveles de cfDNA.

6.6 Niveles de cfDNA entre controles y pacientes

Se encontraron diferencias entre pacientes con estadio | de cancer de mama y
controles no afectados. Los dos genes analizados son considerados como
referenciales en la evaluacion de la expresion en cancer de mama (Zhong et al.,
2007; Hindson et al., 2011; Chen et al., 2012; Figura 8), por lo que estos factores

no afectarian lo niveles de cfDNA que fueron reportados.

Los resultados obtenidos permiten diferenciar controles y pacientes a partir de una
cuantificaciéon con RNAsa P mayor a 8.53 ng/mL de plasma, lo que representa 10
veces el valor maximo en controles mostrado por Boni y colaboradores (2007). En
otras comparaciones, Whale y colaboradores (2012) realizan un analisis del
margen de deteccion empleando las tecnologias de la gqPCR y dPCR; verificando
una mayor sensibilidad y especificidad en la deteccion en la PCR cuantitativa

digital.
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En la busqueda de un marcador referencial que pueda ser comparado con RNAsa
P, se precisaba de una regién cuya presencia en el DNA no esté influenciada por
efectos propios de la transcripcion, se eligio el gen PUM1 que es el mas estable en
cuanto a los niveles de expresion (Lyng et al., 2008; Kilic et al. 2014). Esto
significaria que no habria un propésito intrinseco que afecte a los resultados de

cuantificacién de copias de DNA encontrados en plasma de pacientes.

Se encontré un elevado nivel de cfDNA en el gen PUM1, el cual propiciaria un
mayor indice de expresion de la proteina de forma intrinseca; sin embargo, esto no
sucede ya que se ha verificado que la expresion de la proteina PUM1 es estable

en cancer de mama (Figura 8).

6.7 Niveles de cfDNA en pacientes pre y post-operatorio

De acuerdo al origen y naturaleza del cfDNA en fluidos, se espera que los niveles
de cfDNA se reduzcan significativamente después de haber extirpado el tumor a
través de la operacion quirdrgica; sin embargo, esto no es apreciable en la
totalidad de resultados. En la Figura 22, se representan sutiimente las diferencias
entre condiciones pre y post operatoria de pacientes, con valor-p mayor a 0.01 en
ambos marcadores, lo cual no coincide con la hipotesis planteada para esta parte

de la evaluacion.

Debido a la complejidad del procedimiento de extraccion y cuantificacion de acidos
nucleicos, se podria inferir que las muestras fueron susceptibles a la
contaminacion, sin embargo, las cuantificaciones fueron realizadas en grupos de 4
a 20 muestras donde los casos en los que el cfDNA es elevado después de la

operaciéon son muy reducidos, en comparaciéon con los valores obtenidos por
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fluorometria (Qubit), asi como en la variacion de concentracion pre y post-

operatoria.

Por ello, se estima que la diferencia experimental con la hipétesis se deba a un
factor biolégico, ya que el microambiente que circunda la region operada es blanco
de multiples procesos asociados a la recuperacion del tejido, asi como la
reduccion del trauma para el paciente. Es comun el empleo de diversos farmacos
en un ambiente post-quirdrgico y esta verificado que también pueden ejercer
efecto sobre el cfDNA (Swystun et al., 2011), incluso aquellos indicados para la
quimioterapia, por lo que resultaria oportuno realizar una toma de muestra a un
mayor tiempo post-operatorio. Ademas, es comun encontrar referencias que
expliquen de la segregacion preferencial y permanente de regiones especificas

segun el tipo de cancer (Hyun et al., 2016).

Asimismo, en el trabajo de Shaw y colaboradores (2012), se reportd la presencia
de regiones de DNA mutado en pacientes participantes de un estudio realizado
hasta 12 afios después de la intervencién quirdrgica, donde las pacientes no
desarrollaron metastasis ni malestares asociados al cancer de mama en el periodo
de evaluacion posterior, a pesar de contar con secuencias de DNA relacionadas al

tumor.

En ese sentido, los resultados obtenidos cuentan como evidencia para determinar
gue la toma de muestras con una semana después de la operacién, no seria un
lapso temporal apropiado para observar resultados efectivos en la disminucion de
niveles de cfDNA. Por ello, se sugiere realizar la toma de muestra un mes después
de la operacion, en vista que dicha modificacidon ha propiciado mejores resultados

en otros indicadores como el PSA en cancer de préstata (Partin et al., 1993).
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6.8 Nivel de cfDNA en controles

Por dato tedrico, en un genoma humano estable, 300 copias de cualquier region
presente, equivaldrian a 1 ng de DNA total (Cooper 2000); sin embargo, esta tasa
de valores no es encontrada en el 76.4% de muestras que lograron cuantificarse
con Qubit. Como se observa en la Figura 23, existe una distribucion heterogénea
entre los fragmentos de cfDNA extraido a partir de plasma humano. Una
explicacién alternativa la constituyen fuentes extrinsecas de cfNAs, producidas por

agentes infecciosos presentes en el individuo (Long et al., 2016).

A partir de esa premisa, se obtienen niveles de cfDNA total entre 56.2 y 134.0
ng/mL de plasma para individuos normales cuantificados por fluorometria. Mientras
que la cuantificacion de controles por PCR digital reporta valores maximos de

13.17 y 8.53 ng/mL de plasma, segun PUM1 y RNAsa P, respectivamente.

El valor referencial de cfDNA en controles contiene una controversia que implica
un analisis de técnicas de extraccién y cuantificacién muy variables entre si y que
desde luego, afectan a los resultados. En la Tabla 2 se muestra un resumen de
valores descritos como cantidad normal de cfDNA. Segun esto, los criterios de
evaluacién aun no han sido estandarizados y cada técnica de forma independiente
puede tener situaciones en las que se favorezcan o disminuya la concentracion,

por posible contaminacion o baja sensibilidad en la deteccidn.

A través de esta informacion, se corroboran y justifican los resultados expuestos
en la presente tesis, asimismo, se contribuye a la formaciéon de evidencia valida
para ahondar los estudios en esta materia que involucra el analisis de variables en
cfDNA en fluidos, su impacto en el desarrollo oncoldgico y las posibles mejoras en

las técnicas de extraccién, deteccion y cuantificacion.
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VIll. CONCLUSIONES

» El cfDNA es un biomarcador apropiado como herramienta diagndstica en

cancer de mama.

» La extraccion de cfDNA con perlas magnéticas es un método idéneo que

asegura la mayor concentracion y pureza de la muestra.

» La PCR digital esta calificada para la cuantificacion absoluta de cfDNA en

muestras de pacientes y controles.

» Existen diferencias significativas entre niveles de cfDNA de pacientes con

cancer de mama y controles.
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IX. RECOMENDACIONES

» Se requiere de un cuidado meticuloso en la extraccion y cuantificacion de

cfDNA para evitar contaminacion con DNA linfocitario y otros acidos nucleicos.

» Se sugiere la toma de muestra postoperatoria en un tiempo mayor a 7 dias

luego de la intervencion quirurgica.

» Se sugiere realizar pruebas de integridad de cfDNA a través de la cuantificacion

de fragmentos Alu.

» Se sugiere la verificacion de los valores obtenidos con un mayor numero de

muestras y la inclusion de estadios mas avanzados de cancer de mama.
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Xl. ANEXOS

ANEXO 1. Consentimiento informado y ficha de registro

USMP

SAN MARTIN DE PORRES

La Moling, 22 de junice de 2013

Oficie Non 826 - 215 - CIEI-USMP-CCM

Senur Doctor

José Luis Buleje Sono

Laboratorio de Geretica v Biologia Moleculas
Faculiad de Medicing Humana - USMP
Presente

Ref. Provecta: “Test genttien-epegenétien no invusive parn cdneer de mumu utilizandn dekdos naceicos
circulantes (cINAs) come biomurendores, prediclores de proudstice y respuesla o tratamiento,”

Dc mi consideracicn:

Es vrato expresarle mi cordial salude v u fn vez intormarle que en cumplimiento de las buenas pricticas
clinicas ¥ la legislacidn peruana vigente en marcria de investigacidn cientifica en ¢l campo de Ta salud,
el Comité de mi prasidencia, en la sesidn del 22 de jonia evalud v aprohé los siguicntes documentos;

& Provecen: “Tesr genttieo-cpigenética nn iavasivo pors cdncer de mume ufilizundn deidus noucleicos eiremlontes (efNAs)
como biomarcadures, prediclores de prondstios v respucsia a featainicnto,”
»  Tioju Tnfurmativu purs ¢l Puciente

Ls cuante informeo a usted para su conocimiznto v fincs que correspondan.
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HOJA INFORMATIVA PARA EL PACIENTE

Nombre del estudio:

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

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

Investigador responsable en la USMP: Ricardo Miguel Fujita Alarcén

Investigador responsable en Oncosalud-AUNA: Alfredo Aguilar Carlagena

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

Estimado Sefior(a):

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

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

Acerca del estudio

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

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

Criterios de Inclusion
Pacientes recientemente diagnosticados con cdncer de mama. Mayores de 18 afios y sin
tratamiento previo. Firma de consentimicnto informado. Controles: Pacientes sin céncer de
mama.

Dr. Amjgdor Vargas Guerfa v 28
Presidents 2 Fy
Comih st i ce £153 o s ;;’/
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Criterins de Exclusicn
Paciente con tratamiento previo; ne aceptacidn de consentimiento informadeo,

Le invitamos a participar porque nos avedard a conocer las variantes genéticas asociadas con
cancer de mama en nuestra poblacion. Este es un trabajo de investigacion cientifica y su
participacién va a ser importante, por ahora no obtendrd un bepeficio directo, Sin embargo, la
identificacidn de posibles factores genéticos relacionados con la forma cémo las células
cancerosas escapan del controd de la proliferacidn, serd de suma importancia. Ademds,
permitira establecer @l prondstico de la enfermedad de acuerdo a los tipos de alteraciones
enconfradas. Esto podria beneficiar en un futuro a ofros pacientes porque permiticd identificar
a le enfermedad antes que se pueda detectar clinicamente. Ello también contribuird a un mejor
conocimiento v iratamiento del cancer de mama en las mujeres peruanas.

LPor qué hacer ¢l estudio?

En un fuiure prdsimo, conociendo las varantez genéticas de los umores se les podran
detectar oportunamente v escoger desde un principio el mejor medicamento de acuverdo a su
constitucion genética.

El estudio se realizard en el laboratorio mediante el andlisis de la molécula de ADM. Dichos
andlisis buscan determinar |a presencia de variaciones en el ADN gue puedan ser causales de
la enfermedad vio ser susceptibles a tratamiento,

L0Qué se me pedipa?

5i usted decide participar se le solicitara 10 ml de sangre obtenide por venopuncién ¥ una
muestra de tumor fresco vo tumer conservado en parafina (lo que no influird en el estudio
patoldgico de su enfermedad). Usted puede donar el sobrante de su muestra para que en lugar
de ser destruido, sea utilizado en investigacion relacionada con el cincer,

Su participacidn en este estudio es voluntaria. Por otra parte, la realizacidn del estudio
genético serd gratuita, ¥ no recibird ningdn tipo de compensacidn econdmica o de cualquier
otro tipo por su participacion. 5i decide no participar en este estudio, esto no cambiard la
calidad de la atencidn recibida,

s 0ué riesgos de salud implica este estudio?

La muestra serd de sangre intravenasa por 1o que las dificultades son el pinchazo v algunas
veges 52 forma hematomas.

Se le pedird su consentimiento para que con su muesira se haga:

1.- Estudio de genes especificos de este provecio (HER2, PIK3ICA, TP33, RASSF1A, MAL,
SFRPI, GSTPl, RARB2 y varios miRMAs, etc.) que pueden estar involucrados en el
tratamients ¥ prondstico de la enfermedad que usted padece, 5i usted lo solicita, su muestra
solo servird para este proyecto y una vez finalizado el estudio, serd destruida.

2.- Autorizar al Investigedor a almacenar su muestra de ADN para futuros estudios que
asocien ofros genes relacionados com el desarrcllo vy tratamiento de cdncer, puedan ser
procesados. |

L0ué se harin con los resultados del estodio?
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Su resultado sera analizado junto con los de otras pacientes para realizar ¢l analisis del efecto
de diferentes variantes en ¢l tratamiento de cdncer. Los resultados del estudio no influirdn en
el manejo de su enfermedad.

Confidencialidad

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

Preguntas o quejas
Para cualquier duda usted puede comunicarse con:

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

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

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

En caso de duda puede resolverla con:

Dr. Amador Vargas Guerra, Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion
de la Universidad de San Martin de Porres- Clinica CadaMujer, quien vigila que la ejecucién
del proyecto sea bajo las normas éticas establecidas en el Per,, Teléfono: 3350483 anexol60,
celular 999098514. Correo electrdnico: ética_fmh@usmp.pe, Av. Alameda del Corregidor No
1531 Urb. Los Sirius, La Molina.

Declaracién del Paciente

“He leido y entendido la informacion prestada y escrita en este documento. También afirmo
que he tenido la oportunidad de hacer algunas preguntas y reselver algunas dudas. Por lo que
acepto libre ¥ voluntariamente participar en esta investigacion"

& s/
% . X /
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DE ESTUDIO GENETICO:
Test genético - epigenético no invasivo para cancer de mama utilizando dcidos nucleicos
circulantes (¢fNAs) como biomarcadores, predictores de prondstico y respuesta a

tratamiento,
INOIBEEE oo oceratammsmasasmpepasmsatasasasyisases
TEBBAS (o3 ricynnnis oinms kne s a d aitds orch RAx £ 4BEIRE IPARINU LS APV IPRES Bdad ................................................
)| DR SERU N G LS IR AT Y Teléfono ... No de Registro.
Médico tratante:

Hospital Referencia: .................

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

De acuerdo a esta informacion he entendido que:

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

2.- El objetivo de dicho estudio es analizar los genes que estan implicados en el cdncer, su respuestz a
tratamiento y prondstico.

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

4.- Se guardard la confidencialidad de los resultados del estudio, pudiéndose utilizar los datos de forma
anénima pare estudios epidemioldgicos,

5.- Si creo conveniente, pucdo anular el consentimiento asi como solicitar que se destruyan las
muestras extraidas.

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

Lima, de del 201 _

Firma del paciente Firma del Investigador
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ANEXO 2. Informacién clinica de pacientes

Codigo Estadio De Fecha Fecha Muestra Fecha Muestra Edad Histologia ER PR HER2 Conc. Gpo Glucosa
Cancer Operacion  Pre-Cirugia Post-Cirugia (Ductal/Lobular/ Linfocitos Sanguineo (Mg/DI)
Metaplasico) (Cel/Ul)
Fincyt- A 24/05/2016 17/05/2016 31/05/2016 42 Ductal + + - 2927.4 O+ 93
Ig?:c;f- IA 23/11/2015 23/11/2015 27/11/2015 65 Lobulillar + - - 2285.4 A+ 98
g?:c;f- IA 28/11/2015 25/11/2015 4/12/2015 61 Lobulillar + + - 1684.8 O- 81
2?:c:/t5- A 11/12/2015 26/11/2015 18/12/2015 46  Ductal + + + 1000.5 O+ 93
Ig?:c;f- IA 5/12/2015 30/11/2015 11/12/2015 72 Ductal + + - 720.0 O+ 88
g?r?c::- A 12/12/2015 02/12/2015 18/12/2015 45 Ductal - - + 2023.1 O+ 89
g?:c;f- IA 05/12/2015 05/12/2015 11/12/2015 61 Mixto - - + 1650.0 O+ 116
g?:c;f- A 14/12/2015 14/12/2015 22/12/2015 28 Ductal + + - 3773.6 O+ 94
g?r?c;f- IA 15/12/2015 15/12/2015 6/1/2016 52  Mixto + + - 1872.0 A+ 94
g::c:/ts- IA 22/02/2016 11/01/2016 04/03/2016 65 Ductal + - - 2167.3 O+ 94
Ig:nzc;f- IA 22/02/2016 27/01/2016 01/03/2016 80 Ductal - - - 949.2 O+ 90
g::c::- IA 29/01/2016 29/01/2016 09/02/2016 42  Ductal + + - 2107.0 A+ 69
g::c::- IA 08/04/2016 11/03/2016 19/04/2016 68 Lobulillar + + - 2428.8 O+ 94
g::c;f- IA 30/03/2016 29/03/2016 14/04/2013 60 Ductal + - + 1157.7 O+ 120
Ig::c::- 1153 11/06/2016 07/06/2016 04/07/2016 70 Ductal + + + 1462.1 A+ 99
E;n:cgfg- Inc 28/06/2016 28/06/2016 06/07/2016 38 Ductal + + - 1278.0 O+ 80
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ANEXO 3. Descripcion general de la poblacion estudiada

Se evaluaron 16 pacientes entre 28 y 80 anos, con una edad media de 57.71 afios. No se
encontré asociacién entre edad y el tipo de histologia (p= 0.765), o la concentracién de
glucosa (p= 0.2048); en contraste, se hallé una tendencia a disminuir la concentracién de
linfocitos con un valor estadistico igual a 0.0782. En ningun caso se evidencio linfocitosis,
de acuerdo al Manual de Laboratorio y Test de Diagndstico por Fischbach y Dunning

(2009) que indica 4000 células por microlitro como valor maximo (Figura A).
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Figura A. Concentracion de linfocitos y glucosa en funciéon a la edad de las pacientes. No se
encuentra asociacion entre edad e hiperglucemia en las pacientes evaluadas (p= 0.2048).

Igualmente, no se encontrd asociacion estadistica entre la cantidad de linfocitos y el grupo
sanguineo de pacientes (p=0.913), donde se obtuvo los siguientes resultados: 11
pacientes presentaron grupo O*; 4, grupo A"y 1, grupo O". Estos grupos tampoco generan

aporte estadistico a la concentracion de glucosa en las muestras analizadas (p= 0.486).
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Respecto a los tipos de cancer de mama, 12 individuos presentaron cancer ductal; 2,
lobulillar y 2, mixto. Se encontraron diferencias entre la presencia de receptores de
estrégeno (ER), progesterona (PR) y HERZ2, asociadas con los valores de glucosa
(p=0.0492), en este caso, el mayor valor de glucosa en sangre se hallé6 en una persona

con ER y HERZ positivos (Tabla A, Figura B).

Tabla A. Patrén de combinaciones entre las respuestas a marcadores bioquimicos.

Numero de
Combinacion ER PR HER2
pacientes
A + + + 3
B + + - 8
C + - + 1
D + - - 2
E - + + 0
F - + - 0
G - - + 2
H - - - 0
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Figura B. Concentracion de glucosa en funcion a la combinacién de marcadores
bioquimicos. Los valores mas altos de glucosa se encuentran en pacientes HER2 positivo.

Se encontraron 2 casos, con aparente hiperglucemia leve (valores mayores a
100mg/dL), esto se considero en la evaluacién de los valores de cfDNA, un resumen

de los datos clinicos de los pacientes se muestra en la Tabla B.

Respecto al grupo control, conformado por 21 mujeres, tienen una edad entre 37 y
73 anos, con un promedio de 48.69 + 9.78 anos. Todas negaron presentar algun

estadio de cancer de mama o antecedentes familiares asociados.
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Tabla B. Informacion clinica descriptiva de las pacientes participantes.

Caracteristica NUmero (%)
Edad (media + D.E.) 55.94 + 14.46
Tipo de cancer

Ductal 11(68.75)

lobulillar 3(18.75)

Mixto 2(12.5)
Estadio

I 10 (62.5)

Il 3 (18.75)

1] 3 (18.75)
Estado ER

positivo 14(87.5)

negativo 2(12.5)
Estado PR

positivo 11(68.75)

negativo 5(31.25)
Estado HER2

positivo 6(37.5)

negativo 10(62.5)

ER, receptor de estrégeno; PR, receptor
de progesterona; HER2, receptor 2 de

factor de crecimiento epidérmico humano.
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ANEXO 4.Calculo estadistico entre estadios oncoldgicos

Variable Estad N Medias D.E. Medianas H 1)
PUM1 0 21 50.50 17.&0 43.54 15.80 0.0012
PUM1 1 10 110.98 38.33 111.83

PUM1 2 3 82.0& 30.37 83.04

PUM1 3 3 88.82 45.09 T77.13

Variable Estad N Medias D.E. Medianas H =
EMa=za P O 21 32.53 11.3%9 28.85% 13.88 0.0031
EMa=a P 1 10 75.55 36.65 64.20

EHa=za P 2 3 53.05 33.47 64.39

ENa=za P 3 3 B81.58 46.79 95.07

PUM1

Varisble N R R® L3 CW
PUM1 37 0.50 0.45 38.78

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. s5C gl CM F p-valor

Modelo. 26043.43 3 8681.14 10.898 <0.0001
Estad 26043.43 3 82681.14 10.88 <0.0001
Error 26088.55 33 7980.56

Total 52131.98 36

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=48&.52888
Error: 790.5£21 gl: 33
Estad Medias n E.E.

a 50.50 21 &.14 n

2 g2.06 3 16.23 L B
3 g88.82 3 16.23 A B
1 110.98 10 8.88 B

Medizss con uns letra comiin no son significativaments difersentes (p > 0.05)

RMasa P

Variable N RE* R= B3 CWV
ENasa P 37 0.43 0.38 51.02

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p—-valor

Modelo. 15954.37 3 5318.12 0.0003

Estad 15954.37 3 5318.12 0.0003

Error 21304.59 33 £45.59

Total 37258.96 36

Test:Tokey Alfa=0.05 DM3=43.85427
Error: &£45.5837 gl: 33
Estad Mediaszs n E.E.
32.53 21 5.54
.05 3 14.87
T75.55 10 8.03
3 81.58 3 14.6&7
Medizs con unz letra comin no son significativamente difersntes (p > 0.08)
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