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Resumen

Introduccion: el cancer gastrico (CG) es un problema de salud publica a nivel mundial, y Colombia es
una de las regiones con mayor incidencia de esta enfermedad. Diversos factores explican el desarrollo del
CG, entre ellos las mutaciones germinales (enfermedad hereditaria), que contribuyen al riesgo individual
de padecer esta patologia. Objetivo: identificar variantes germinales en el exoma de pacientes diagnos-
ticados con CG esporadico procedentes de regiones de alta y baja incidencia en Colombia. Materiales y
métodos: se recolectaron cuatro muestras de sangre de pacientes con CG del departamento de Narifio,
Colombia, para secuenciacion de exoma completo (WES). El andlisis bioinformatico incluyo el control
de calidad de los datos crudos; el alineamiento de las lecturas contra el genoma humano de referencia;
el llamado de variantes; la anotacion, filtracion y priorizacién de variantes; la visualizacion de datos, y el
analisis de vias funcionales de los genes con variantes deletéreas. Resultados: en total se identificaron
1.800.145 variantes germinales en los pacientes analizados. Cinco de estas variantes se reportaron en
ClinVar con significancia clinica de patogenicidad, y estas alteraciones genéticas no han sido previa-
mente descritas en pacientes con CG. Las variantes se encontraron en los genes ACADS (rs57443665),
BRCA1 (rs55688530), FLNC (rs200502811), MCCC2 (rs757052602) y ACSS2 (rs59088485), que han
sido previamente reportados y estudiados por el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA). Conclusiones:
se reportaron variantes moleculares raras y patogénicas relacionadas con la susceptibilidad al desarrollo
de CG. Se invita a la comunidad académica a realizar estudios que permitan validar estos resultados.
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Abstract

Introduction: Gastric cancer (GC) is a major public health problem worldwide, and Colombia is among
the regions with the highest incidence. Multiple factors contribute to its development, including germline
mutations (hereditary disease), which influence individual susceptibility. Objective: To identify germline
variants in the exome of patients diagnosed with sporadic GC from regions of high and low incidence
in Colombia. Materials and methods: Four blood samples were collected from patients with GC in the
department of Narifio, Colombia, for whole-exome sequencing (WES). Bioinformatic analysis included raw
data quality control, alignment of reads to the human reference genome, variant calling, annotation, filte-
ring and prioritization, data visualization, and functional pathway analysis of genes harboring deleterious
variants. Results: A total of 1,800,145 germline variants were identified in the analyzed patients. Five
of these variants were reported in ClinVar as pathogenic, and these genetic alterations have not been
previously described in patients with GC. The variants were identified in the genes ACADS (rs57443665),
BRCA1 (rs55688530), FLNC (rs200502811), MCCC2 (rs757052602), and ACSS2 (rs59088485), which
have been previously reported and studied by The Cancer Genome Atlas (TCGA). Conclusions: Rare
pathogenic molecular variants associated with susceptibility to GC were identified. Further studies are
encouraged to validate these findings.
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INTRODUCCION

El céncer gistrico (CG) es el quinto tipo de cdncer mis
frecuente a nivel mundial y una de las principales cau-
sas de mortalidad por cdncer, con aproximadamente
968.000 casos nuevos y mds de 660.000 muertes estima-
das en 20221. En Colombia, esta neoplasia representa un
importante problema de salud publica, y se ubica entre las
principales causas de mortalidad por cdncer, con una tasa
de mortalidad estimada de 9,9 muertes por cada 100.000
habitantes. Asimismo, el CG se encuentra entre las neopla-
sias con mayor carga de enfermedad en el pais, con una tasa
de incidencia aproximada de 12,8 casos nuevos por cada
100.000 habitantes"). Sin embargo, el riesgo y la incidencia
del CG son mayores en algunas regiones del pais, como la
zona andina, donde la tasa de incidencia alcanza 26,1 y 14,8
casos por cada 100.000 habitantes en hombres y mujeres,
respectivamente>?).

El desarrollo de la enfermedad puede explicarse por
la interaccion de multiples factores de riesgo, entre ellos
factores ambientales, infeccién crénica por la bacteria
Helicobacter pylori, dieta, consumo de alcohol, tabaquismo,
condiciones socioecondmicas, factores genéticos, presen-
cia de variantes moleculares y alteraciones epigenéticas, los
cuales en conjunto desempefian un papel preponderante
en la fisiopatologia del CG™.

En los ultimos afios, se ha intensificado la busqueda de
variantes moleculares en diferentes genes mediante el uso de
tecnologias de secuenciacion de nueva generacién (NGS)
). Estas tecnologfas de alta eficiencia permiten detectar
alteraciones genéticas asociadas con un mayor riesgo en
el desarrollo de enfermedades®®; sin embargo, la secuen-
ciacién puede enfocarse exclusivamente en regiones del
genoma que codifican proteinas, dado que se estima que el
85% de las mutaciones responsables del céncer se encuen-
tran en la regién codificante. La tecnologia empleada para
analizar alteraciones genéticas en la region codificante se
conoce como secuenciacion de exoma completo (WES)(©®),

A partir de datos de secuenciacién de genoma y exoma
completo, junto con andlisis bioinformdticos, ha sido
posible detectar variantes genéticas tanto somaticas como
germinales®. Estas tltimas han sido menos estudiadas y se
han identificado en aproximadamente el 10% de los casos
de cancer esporadico; no obstante, este tipo de mutaciones
suele pasar desapercibido"*'?). Dichas mutaciones podrian
interactuar en diferentes etapas del desarrollo del cancer,
actuando de manera conjunta para favorecer la progresion
de la enfermedad®¥. Ademds, el estudio de la interaccién
entre variantes germinales asociadas al cdncer permite
comprender con mayor profundidad vias aberrantes que
podrian constituir potenciales dianas terapéuticas''?.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue carac-
terizar las variantes genéticas germinales en el exoma de
pacientes diagnosticados con cancer gastrico esporadico en
dos regiones de alta y baja incidencia en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio cuantitativo, observacional y analitico
con datos de secuenciacion de exoma completo disponi-
bles de pacientes con diagnéstico histopatolégico de CG.

Pacientes y muestras

Se incluyeron cuatro pacientes colombianos mayores de 18
anos con diagndstico histopatolégico de CG tipo intestinal,
sin antecedentes familiares de CG, con resultado negativo
para infeccion por H. pyloriy sin comorbilidades asociadas
a otro tipo de cancer ni infeccién por VIH. Las muestras de
sangre fueron obtenidas por venopuncién bajo condicio-
nes asépticas y en ayunas. La extraccion de las muestras fue
realizada por profesionales de la salud.

Extraccion de ADN gendmico

El ADN fue aislado utilizando el kit de extraccién DNA
Isolation Kit Ultra Clean Blood Spin (MOBIO, Mobio
Technologies Inc., San Diego, Estados Unidos). La canti-
dad y calidad del ADN se determinaron de forma cuantita-
tiva y cualitativa mediante el equipo NanoDrop-2000y por
electroforesis.

Secuenciacion de exoma completo

El enriquecimiento de la biblioteca para la captura de las
regiones codificantes se llevd a cabo con el kit Agilent
SureSelect VS. La secuenciacién de las regiones exdnicas
se realizé en el equipo Illumina HiSeq 2500 con lecturas
de 100-1150 pb, modo paired-end y una cobertura de 100
X. Los datos crudos de lectura se obtuvieron en formato
FASTQ, que incluye los puntajes de calidad de lectura
seguin la escala Phred. La calidad de los datos crudos se eva-
lué con FastQCU9,

El filtrado de secuencias de baja calidad y el recorte de
adaptadores se efectué con el paquete BBMap('”. Las
lecturas se alinearon al genoma humano de referencia
hg19/NCBI utilizando el software de alineamiento BWA
(Burrows-Wheeler Aligner) versién 0.7.17, con el algo-
ritmo BWA-MEM y pardmetros predeterminados'®. Los
archivos de alineamiento se procesaron con SAMtools"”.
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Como parte del procesamiento posterior al alineamiento,
los duplicados de PCR se marcaron con la herramienta
Picard MarkDuplicates.jar y se eliminaron de los analisis
posteriores (Broad Institute, Cambridge, Massachusetts).
Lallamada de variantes se realizé con dos programas:

«  Elmédulo “HaplotypeCaller” de GATK (Broad Institute,
Cambridge, Massachusetts), que identifica simultanea-
mente SNPs e INDELSs germinales mediante ensamblaje
local de novo de haplotipos en regiones activas®*2Y).

« FreeBayes, un programa complementario basado en
un modelo bayesiano para la deteccién de SNPs e
INDELSs. FreeBayes se basa en haplotipos empleando
alineamientos de lecturas cortas y un genoma de refe-
rencia para determinar la combinacién mds probable de
genotipos en las muestras analizadas®?.

Se aplicaron los hard filters recomendados por el Broad
Institute para SNPs e INDELSs con el fin de reducir falsos
positivos en el conjunto inicial de variantes detectadas
por HaplotypeCaller. Estos filtros emplean propiedades o
estadisticas que describen, para cada variante, el contexto
de secuencia alrededor del sitio de la variante, cantidad
de lecturas que la cubren, cantidad de lecturas por alelo,
proporcién de lecturas en orientacion forward y reverse,
entre otras. El conjunto crudo de variantes generadas con

FreeBayes fue filtrado con la herramienta vcfiilter usando

un puntaje de calidad superior a 20.

Las variantes obtenidas por ambos algoritmos se uni-
ficaron en un solo archivo. La anotacién de variantes se
realizé con el programa ANNOVAR®). Posteriormente,
se empled una cascada de filtros para priorizar variantes
potencialmente involucradas en la etiologia del CG:

« Variantes exdnicas no sindnimas, variantes con ganan-
cia o pérdida del codén de inicio o terminacidn y
variantes con cambio del marco de lectura.

« Variantes raras (MAF <0,01) segun la base de datos
ExAC®,

o Variantes de nucle6tido tnico con prediccion deletérea
segin SIFT®9 y MutationTaster®®).

« INDELSs con impacto alto o moderado en la codifica-
cién de proteinas segtin SnpEff*”).

o Informacién de significancia clinica reportada en
ClinVar®® y frecuencias alélicas en distintas poblacio-

nes segun el proyecto 1000 Genomas®?.

Posteriormente, se realizé un andlisis de enriquecimiento
funcional con los genes que contenian variantes de un solo
nucledtido priorizadas mediante la base de datos de ano-
tacién DAVID 6.8, empleando las bases actualizadas de
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y
Gene Ontology (GO).
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico se procesé en SPSS Statistics v27
licenciado. Se efectué un andlisis descriptivo univariado
de las variables sociodemogréficas sexo y edad. Ademas,
se establecié una distribucidn de frecuencias en la que se
determiné la frecuencia absoluta, como la cantidad total
de veces que una variante se repitid. Se generd un grafico
de barras para mostrar el nimero de SNPs e INDELs con
funcionalidad dentro del exoma de los pacientes con CG.

Consideraciones éticas

Elestudio cuenta con el aval del Subcomité de Bioética (INV
2084-1), con certificado de aprobacién n.” SCBE06-17.

RESULTADOS

Se analizaron cuatro exomas de individuos sin infeccién
por H. pylori diagnosticados con CG de tipo intestinal: tres
hombres y una mujer, con un rango de edad entre 54 y 79
afios y una media de 64 afios (Tabla 1).

Tabla 1. Informacion sociodemogréfica y clinica de los pacientes del estudio

Nimero de
acceso

Diagnéstico

Clasificaciones de Lauren/
de Borrmann

1 SP03 M/79 Tipo intestinal de cancer SAMN20956683
gastrico / Tipo 0

2 SP05 M/54 Tipo intestinal de cancer SAMN20956684
gastrico / Tipo 0

3 SP06 F/62 Tipo intestinal de cancer SAMN20956685
gastrico / Tipo V

4 SP07 M/63 Tipo intestinal de cancer SAMN20956686

gastrico / Tipo V

F: femenino; M: masculino. Tabla elaborada por los autores.

Se obtuvieron entre 42 y 69 millones de lecturas pareadas
de secuenciacion; la muestra SP03 present6 la mayor canti-
dad de lecturas, con un total de 69.534.672. Se obtuvieron
altos puntajes de calidad de secuenciaciéon y més del 99%
de las lecturas de todas las muestras se mapearon al genoma
de referencia humano (hgl9) (Tabla 2).

Variantes germinales en cancer gastrico
Se identificé un total de 1.800.141 variantes germinales

en los cuatro exomas de los pacientes con CG. De estas,
101.902 correspondieron a regiones codificantes (S5,7%);
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40.130 a SNPs no sinénimos (39,4%), 230 a variantes
de ganancia o pérdida de codén de paro (0,6%) y 1783 a
INDELS (4,4%). La Tabla 3 muestra la frecuencia de SNPs
e INDELSs por tipo de variante en la regién exénica en las

Durante la priorizacion, se filtraron las variantes germi-
nales seleccionando tnicamente variantes exdnicas con
frecuencia menor al 1% y clasificadas como deletéreas.
Los genes que presentaron estas variantes priorizadas se

cuatro muestras estudiadas. consideraron para el andlisis de enriquecimiento funcional

(Figura 1).
Tabla 2. Puntuaciones de calidad de secuenciacion y estadisticas de
alineamiento

Vias biologicas involucradas en cancer gastrico

n ID Lecturas Q30 Calidad Duplicacion Lecturas
promedio (%) mapeadas

por lectura (%)

En total, 630 genes fueron incluidos para el andlisis fun-
cional. Las vias funcionales que involucraron genes con
variantes deletéreas mostraron 20 rutas bioldgicas signifi-

totales (%)

1 SP03 69.534.672 93,1 Q40 8,8 99,90 cativas con p <0,05 (Figura 2). Asimismo, se priorizaron
9 SP05 51400.046 955 Q36 9.0 99.94 cinco genes de relevancia biolégica (BRCA1, ACADS,

' ' ' FLNC, ACSS2 y MCCC2), los cuales presentaron variantes
3 SP06 50193962 953 Q36 85 99,93 de un solo nucleétido con significancia clinica de patogeni-
4 SPO7 42933884 955 Q36 8,0 99.93 cidad segtin la base de datos ClinVar (Tabla 4).

Se identificaron mutaciones en los genes BRCAI
(rsS5688530) y ACADS (rs57443665) en la muestra

Tabla elaborada por los autores.

Tabla 3. Frecuencia de alteraciones germinales mediante la secuenciacion del exoma completo en cuatro pacientes con cancer géstrico

Muestra Intronicas Intergénicas Exdnicas INDELs
No Ganancia Pérdidade  Sustitucion Delecion Insercion con
sinébnimas de codén de codon de con cambio con cambio cambio de marco
parada parada de marcode de marco de de lectura
lectura lectura
SP03 194.300 162.423 28.321 10.042 87 22 9 150 186
SP05 274,587 322.622 24.337 10.076 100 12 9 144 17
SP06 262.971 300.106 24.528 10.078 101 13 ® 130 80
SPO7 233.732 244.789 24.716 10.116 87 14 9 126 98

*Incluye mutaciones y polimorfismos. Tabla elaborada por los autores.

Tabla 4. Alteraciones patogénicas reportadas y su frecuencia en diferentes regiones geograficas

Cambio nucleotidico RefSNP ClinVar Frecuencia alélica-1000 genomas
BRCA1 CoT rs55688530  Interpretaciones conflictivas de patogenicidad Africa: T=10,01
ACADS T—C rs57443665 Patogénica/probablemente patogénica Africa: C = 0,008
FLNC T—C rs200502811 Interpretaciones conflictivas de patogenicidad Africa: C = 0,009 — América: C = 0,001
ACSS2 T—>C rs59088485 Patogénica América: C=0,016
MCCC2 A>T rs757052602 Patogénica/probablemente patogénica América: T = 0,003

Tabla elaborada por los autores.
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Figura 1. Flujo de trabajo para la identificacién y priorizacién de
variantes germinales a partir de los datos de secuenciacion del exoma de
cuatro pacientes con cdncer gastrico. Imagen propiedad de los autores.

KEGG:hsa00051: metabolismo de fructosa y manosa
KEGG:hsa00650: metabolismo de butanoato

KEGG:hsa00010: glucdlisis/gluconeogénesis

G0:0060285: motilidad celular dependiente de cilios

G0:0031643: regulacion positiva de la mielinizacion

G0:0050953: percepcion sensorial del estimulo luminico

G0:0048660: regulacion de la proliferacion de células musculares lisas
G0:0050667: proceso metabdlico de la homocisteina

G0:0006563: proceso metabolico de L-serina

G0:0048496: mantenimiento de la identidad del érgano

(G0:0006833: transporte de agua

G0:0043124: regulacion negativa de la sefializacion de la quinasa I-kappaB / NF-kappaB

Vias

G0:0008104: localizacion de proteinas

G0:0030317: motilidad espermatica

G0:0030178: regulacion negativa de la via de sefializacion Wnt
G0:0032091: regulacion negativa de la unién a proteinas
G0:0006897: endocitosis

G0:0007605: percepcion sensorial del sonido

G0:0016055: via de sefializacion Wnt

G0:0055114: proceso de oxidacion-reduccion

del paciente SP03, proveniente de una regién costera de
Colombia. De acuerdo con la base de datos del Proyecto
1000 Genomas, estas dos variantes moleculares se han
reportado previamente en la poblacién africana, con fre-
cuencias de 0,01 y 0,008, respectivamente.

El paciente SP07, procedente de una zona andina de
Colombia, present§ tres variantes: FLNC (rs200502811),
previamente reportada en la poblacién africana (C: 0,009)
y americana (C: 0,001); y ACSS2 (rs59088485) (C:
0,016) y MCCC2 (rs757052602) (T: 0,003), las cuales se
han reportado exclusivamente en la poblacién americana
(Tabla 4).

DISCUSION

El CG es una patologia compleja y heterogénea, con altas
tasas de incidencia y mortalidad, lo que representa una
seria amenaza para los pacientes afectados. Por ello, es
fundamental identificar biomarcadores relevantes para la
evaluacion diagnéstica y pronéstica de la enfermedad®32).

En el presente estudio, los resultados del analisis de
enriquecimiento de GO mostraron que los genes estaban
principalmente asociados con rutas previamente descri-
tas en CG, tales como: proceso de oxidacién-reduccion,

T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

NUmero de genes

Figura 2. Procesos biolégicos (GO) y vias KEGG mutadas en los pacientes con céncer gistrico (p <0,05, prueba exacta de Fisher). Imagen propiedad

de los autores.
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via de sefializacién Whnt, percepcidn sensorial del sonido
y endocitosis (Figura 2). Un desequilibrio en el proceso
de oxidacién-reduccién puede generar niveles excesivos
de especies reactivas de oxigeno (ROS), que reaccionan
directamente con los 4cidos nucleicos, ocasionando ines-
tabilidad gendémica tanto mitocondrial como nuclear, lo
cual favorece el proceso carcinogénico®®?. La sefalizacién
Wnt regula la proliferacién, diferenciacién, migracién y
pluripotencia celular; sin embargo, se ha evidenciado que
la hipo- o hiperactivacion de esta via debido a alteraciones
genéticas puede favorecer la formacién de multiples cn-
ceres s6lidos, incluido el CG®¥. Por su parte, la endocito-
sis desempena un papel importante en la regulacién de la
metdstasis tumoral®¥. El andlisis de rutas KEGG mostrd
que los genes se encontraron enriquecidos principalmente
en glicolisis/gluconeogénesis, metabolismo del butanoato
y metabolismo de fructosa y manosa (Figura 2), rutas
metabdlicas que podrian ser cruciales en la investigacion
del cancer®e3®).

Ademas, en este estudio se identificaron variantes ger-
minales reportadas en ClinVar con significancia clinica de
patogenicidad. Estas variantes de un solo nucleétido no
habian sido previamente reportadas en pacientes con CG, y
fueron identificados en los genes BRCA1, ACADS, FLNC,
MCCC2y ACSS2 (Tabla §), los cuales ya se han descrito y
estudiado en el marco del programa de gendmica del cén-
cer The Cancer Genome Atlas (TCGA)®?,

Tabla S. Datos de los genes estudiados reportados en The Cancer
Genome Atlas

Gen Casos por sexo  Estado vital SNVs

Masculino Femenino Vivo Fallecido

BRCA1 40 16 27 29 16

ACADS 29 8 22 15 16

FLNC 15 13 13 14 16

J ACSS2 21 9 18 12 16
The Cancer

Genomé A\)tlas MCCC2 34 13 31 16 16

SNV: variantes de un solo nucleétido. Adaptada de: Kim H, et al. Oncol
Lett. 2019;17(5):4383-920).

El gen del céncer de mama 1 (BRCAI) desempefia un
papel fundamental en la reparacién del ADN como punto
de control del ciclo celular y funciona como regulador del
crecimiento de las células epiteliales®®®). Kim y colaborado-
res® explicaron que los portadores de mutaciones germi-
nales en BRCAI podrian presentar un riesgo de cuatro a

siete veces mayor de desarrollar CG en comparacién conla
poblacion general.

En cuanto al gen ACADS, no se han presentado reportes de
variantes asociadas al cancer; sin embargo, con base en nues-
tros hallazgos, se recomienda profundizar en la investigacion
del papel de la variante rs57443665, ya que segin ClinVar
su significado es patogénico/probablemente patogénico.
Ademas, este gen participa en la ruta metabolica del buta-
noato. Han y colaboradores*”) reportaron que dicha via podria
ser crucial en el estudio del cancer, dado que el butirato inhibe
alas histonas desacetilasas, aumentando la expresién de genes
que ralentizan el ciclo celular e inducen apoptosis.

El gen FLNC codifica una proteina de unién a la actina y
ha sido reportado por Slavin y colaboradores*" como un
gen candidato en el estudio del CG debido ala presencia de
variantes especificas en un paciente con la enfermedad. El
presente estudio posiblemente respalda las conclusiones de
Slavin y colaboradoresV, ya que la variante rs200502811
fue identificada en pacientes con CG con una prediccién
deletérea en la codificacion proteica y una significancia cli-
nica de patogenicidad (ClinVar). Este gen hace parte de la
via de los proteoglicanos en cancer, relacionada con prolife-
racién celular, adhesion, angiogénesis y metéstasis*?).

Con respecto al gen MCCC2, este es el primer reporte
de una variante patogénica (rs757052602) en un paciente
con CG. Caltabiano y colaboradores*? sefialaron que exis-
ten pocos estudios que asocien MCCC2 con céancer; sin
embargo, los autores identificaron que el gen se encuentra
sobreexpresado en tejidos tumorales de cancer de prostata.

Elgen ACSS2 no se hareportado en investigaciones de CG
ni en publicaciones que hayan implementado secuenciacién
de exoma completo (WES), y Hury colaboradores* indica-
ron que su papel en la patologia es desconocido. No obstante,
es necesario investigar este gen con mayor profundidad, ya
que en el presente estudio la variante rs$9088485 fue repor-
tada como patogénica segun ClinVar.

Otro aspecto interesante a considerar es el reporte de las
variantes en otras poblaciones, que sugieren que el origen
étnico del paciente SP03 (zona costera) es africano, mientras
que el paciente SPO7 (etnia mestiza) presentd variantes regis-
tradas en poblaciones africanas y americanas. La variacién
genética en poblaciones latinoamericanas podria explicarse
por la confluencia de europeos, amerindios y, especialmente,
africanos durante el proceso de colonizacién, lo que condujo
a una amplia heterogeneidad genética*).

CONCLUSIONES

Los resultados proporcionan nuevas variantes de estu-
dio que podrian estar relacionadas con el desarrollo del
CG y podrian explicar parte del componente genético
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de esta patologia. Es importante senalar que este estudio
fue exploratorio con resultados preliminares, por lo que
se recomienda confirmar los hallazgos mediante estudios
de validacidn, replicacién en muestras de otras poblacio-
nes y experimentos funcionales mas profundos. También
se resalta la necesidad de incluir controles no afectados
en estudios de secuenciacién de exoma para comparar
muestras y filtrar las variantes con mayor probabilidad de
ser patogénicas e involucradas en el desarrollo del CG.
Esto permitird identificar con mayor precision las varian-
tes genéticas que contribuyen al riesgo de desarrollar la
enfermedad. Ademds, la busqueda activa de variantes y la
determinacién de su impacto clinico les permitirdn a los
profesionales brindar un adecuado asesoramiento genético
que contribuya a la toma de decisiones oportunas en favor
de la salud del paciente.
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