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RESUMEN

Introduccién: En Chile, las técnicas aprobadas para la deteccién de mutaciones en biopsias liquidas son
variantes de la reaccion en cadena de la polimerasa, siendo la técnica de referencia. No obstante, la
secuenciacion masiva presenta ventajas, sirviendo para el monitoreo y seleccion del tratamiento de patologias
como el cancer de mama. Segun estandares de laboratorio clinico internacionales, se realiz6é la comparacién de
la técnica evaluada con la de referencia, necesarias para la validacion e implementacion en pacientes con cancer
de mama. Objetivo: Realizar la validacion inicial de un protocolo de secuenciacién masiva capaz de detectar
mutaciones en PIK3CA del ADN tumoral circulante de dichos pacientes. Metodologia: Se obtuvieron 11 muestras
de sangre de pacientes con cancer de mama avanzado, donde se realizé la secuenciacion del ADN extraido y se
evalud la deteccion de tres mutaciones en PIK3CA mediante una reacciéon en cadena de la polimerasa, y los
resultados se compararon mediante una tabla de contingencia y la prueba de McNemar. Resultado: La prueba
exacta de McNemar dio un valor p>0,05 y la técnica evaluada tuvo una sensibilidad y especificidad del 100%, con
una concordancia de 1. Discusion: La costo-efectividad de la secuenciacion masiva es mayor por sobre los
ensayos genéticos singulares, pero se deben tener en cuenta las limitaciones de ambas técnicas. Conclusién:
Se encontré un alto nivel de concordancia entre las técnicas, pero los resultados no fueron estadisticamente
significativos. Aun asi, se deberia continuar la validacion de este ensayo en el futuro con un nimero mayor de
muestras.

Palabras clave: Estudio de validacion, Secuenciacion de nueva generacion, Reacciéon en cadena en tiempo real
de la polimerasa, Cancer de mama, Fosfatidilinositol 3-Quinasas.

ABSTRACT

Introduction: In Chile, the techniques approved for mutation detection in liquid biopsies are variants of the
polymerase chain reaction. However, massive sequencing has certain advantages, serving for the monitoring and
treatment selection for pathologies such as breast cancer. According to international clinical laboratory standards,
a comparison between the evaluated technique and the reference one was carried out, necessary for the validation
and implementation of this technique in patients with breast cancer. Objective: To carry out the initial validation of
a massive sequencing protocol capable of detecting PIK3CA mutations in the circulating tumor DNA of these
patients. Objective: To carry out the initial validation of a massive sequencing protocol capable of detecting
PIK3CA mutations in the circulating tumor DNA of these patients. Methodology: 11 blood samples were obtained
from patients with advanced breast cancer, where the extracted DNA was sequenced and the detection of 3
mutations in PIK3CA was evaluated by a real time polymerase chain reaction, and the results were compared
using a table of contingency and the McNemar test. Result: McNemar's exact test gave a p value > 0,05 and the
evaluated technique had a sensitivity and specificity of 100%, with an agreement of 1 according to Cohen's kappa
coefficient. Discussion: The cost-effectiveness of massive sequencing is greater than single genetic assays, but
the limitations of both techniques must be taken into account. Conclusion: A high level of agreement was found
between the techniques, but the results were not statistically significant. Even so, the validation of this assay
should continue in the future with a larger number of samples.

Key words: Validation study, High-Throughput nucleotide sequencing, Real-Time polymerase chain reaction,
Breast cancer, Phosphatidylinositol 3-Kinases.

INTRODUCCION frecuencia en esta poblacion®. A pesar de que existen

En el afo 2020 se diagnosticaron mas de 2,26 tratamientos efectivos para esta enfermedad, la
millones de mujeres con cancer de mama alrededor resistencia a farmacos genera recaidas, mientras que
del mundo, presentandose como el cancer de mayor los métodos de diagndstico y monitoreo vigentes
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presentan varios inconvenientes, como ser muy
invasivos y costosos?3. Por lo anterior, y teniendo en
cuenta la heterogeneidad tumoral, actualmente se
busca una alternativa no invasiva, segura y facil para
detectar biomarcadores del cancer de mama, como la
biopsia liquida, que permite mediante técnicas de
biologia molecular examinar una gran cantidad de
mutaciones en genes de interés para la enfermedad®.

El cancer corresponde a un grupo de
enfermedades que presentan un crecimiento celular
desregulado y la invasién y diseminacion de células
desde su lugar de origen hacia otros sitios del
cuerpo®, y el cancer de mama reporta la tasa de
incidencia y mortalidad mas alta en el mundo’.
Asimismo, durante el periodo de 2009 y 2018 han
fallecido un total de 10.890 mujeres por cancer de
mama en Chile, con una tasa de incidencia de 11,8
mujeres cada 100.000 habitantes®.

El cancer de mama se puede clasificar molecular-
mente segun la expresion inmunohistoquimica de
receptores como el Receptor de Estrogeno (ER), el
Receptor de Progesterona (PR), el Receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico Humano Tipo 2
(HER2) y el Antigeno Ki677. Es asi como se pueden
dividir en diferentes subtipos, y entre ellos esta el
triple negativo, caracterizado por no tener ninguno de
los tres receptores hormonales mencionados y por
presentar un peor prondéstico en comparacion a otros
subtipos?.

Dentro del laboratorio se pueden estudiar
biomarcadores, los cuales son moléculas como
proteinas, enzimas, material genético y/o metabolitos
que tienen como finalidad representar procesos
biologicos o patolégicos?, incluso permitiendo ver el
estado y prondstico de una enfermedad®. Estos se
han empezado a utilizar como blancos de terapias
personalizadas, formando parte de la medicina de
precision''. En el cancer de mama, el gen PI3K da
origen a la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K),
la cual se compone de una subunidad reguladora y
una catalitica. Esta ultima es conocida como p110a 'y
es codificada por el gen de PIK3CA que forma parte
de la via de sefalizacion PI3K/AKT2, participando en
procesos celulares como el crecimiento, la
proliferacion, la migracion y la apoptosis
desregulada’s,

Las mutaciones del gen PI3KCA son de las mas
frecuentes en cancer de mama y produce la
sobreactivacion de PI3K que aumenta la proliferaciéon
de las células tumorales'. Las mutaciones en
PIBKCA estadn en su mayoria localizadas en los
hotspots E542K, E545K y H1047R", produciendo
una forma constitutivamente activa de PI3K que
promueve a una sefalizacion descendente vy
contribuyendo a la transformacién celular'+'®, Para la
pesquisa de estas mutaciones, la técnica de PCR en
tiempo real (QPCR) es una de las mas utilizadas para
cuantificar moléculas de ADN o ARN, ya que combina
la amplificacion y deteccion en un mismo paso'é, lo
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que la hace una técnica precisa y con la ventaja de
ser rapida, sensible, especifica, robusta y de relativo
bajo costo'”. Sin embargo, tiene las desventajas de
que se detecta un numero limitado de blancos por
ensayo* y se deben disefar partidores apropiados,
por lo que es necesario conocer la secuencia de
nucledtidos de la region de interés, tiene una
limitacion del tamafo de la secuencia que se busca
amplificar y existen riesgos de contaminacion que
pueden resultar en falsos positivos'”. Por otro lado, la
técnica de secuenciacion masiva (NGS) realiza la
secuenciaciéon de multiples fragmentos de ADN
realizada en paralelo'®. A diferencia de la qPCR, la
NGS permite la deteccién de secuencias conocidas y
desconocidas con un rango de conteo y lectura mas
ilimitado. Presenta las ventajas de poder realizar la
secuenciacion completa del genoma, tiene un bajo
limite de deteccion y una alta repetibilidad y
reproducibilidad. Por otro lado, entre sus desventajas
esta ser menos rentable y requerir mucho tiempo para
secuenciar un nimero bajo de objetivos'9-21,

En Chile, la unica tecnologia aprobada para la
deteccion de mutaciones en el ADN circulante
liberado por las células normales y tumorales (cfDNA)
de biopsias liquidas es por PCR digital, mientras que
para NGS existen dos ensayos disponibles: Guardant
Health 360 CDx (Guardant Health, EEUU) vy
Foundation One-liquid CDx (Foundation Medicine,
Roche, EEUU). Ambos fueron desarrollados para la
deteccion de cancer, sin diferenciar entre los distintos
tipos, ademas de no ser especificos para detectar los
genes con mayor relevancia del cancer de mama,
puesto que cubren muchos genes que no son utiles
para la toma de decisiones terapéuticas. Es por lo
anterior que todavia se necesita de una mayor
estandarizacion de los métodos de NGS especificos
para llegar a implementarlo en la practica clinica??,
como el protocolo de TumorSec-Liq, un ensayo de
NGS disefado especificamente para la deteccion de
mutaciones relevantes en el cfDNA que guien la toma
de decisiones terapéuticas en cancer de mama
avanzado.

Pregunta de investigacion

¢Es la secuenciacién de ultima generaciéon un
método equivalente a la qPCR en sensibilidad y
especificidad para la deteccion de mutaciones en el
gen PIK3CA de muestras de biopsia liquida de
pacientes con cancer de mama avanzado?

Planteamiento de la hipotesis

La detecciéon de mutaciones en el gen PIK3CA en
muestras de biopsia liquida de cancer de mama
avanzado mediante NGS presenta un desempefo
equivalente con respecto a la técnica de gPCR.

Objetivo general

Realizar la validacién inicial de un protocolo de
laboratorio para NGS que permita la secuenciacion
de mutaciones en PIK3CA en muestras de plasma de
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pacientes con cancer de mama avanzado, mediante
la comparacién de los resultados con una técnica de
gPCR.

Objetivos especificos

- Determinar la calidad del ADN de las muestras de
biopsia liquida para el analisis de mutaciones en
PIK3CA del cfDNA en pacientes con cancer de
mama avanzado.

- Evaluar la presencia o ausencia de 3 mutaciones
en el gen PIK3CA del cfDNA extraido del plasma
sanguineo mediante ensayos de NGS y gPCR.

- Comparar el desemperiio, ventajas y desventajas
entre los ensayos de NGS y qPCR.

METODOLOGIA

Se realizé un estudio de investigacion cuantitativo,
no experimental y transversal, debido a que se
efectué un analisis de concordancia entre NGS y
gPCR, ademas se calculdé la sensibilidad vy
especificidad de la técnica NGS para PIK3CA de
biopsia liquida. Cabe destacar que este estudio
cuenta con la aprobacién de un comité de Etica y de
Bioseguridad, ambos entregados en el afio 2021 por
la Universidad de Chile.

Se reclutaron pacientes del Instituto Nacional del
Cancer, Clinica Universidad Catdlica y Fundacion
Arturo Lépez Pérez, desconociendo si tenian o no la
presencia de alguna mutaciéon en PIK3CA y en el
caso de que quisieran participar en la investigacion,
se daba inicio al proceso del consentimiento
informado. Como criterios de inclusién para
seleccionar a los pacientes se requirié que fueran de
sexo femenino, mayores de 18 afos, que tuvieran
cancer de mama metastasico y firmaran un
documento que autorizara el uso de su muestra. Por
otro lado, se excluyeron pacientes que tuvieran
enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes previas,
debido a que producen liberacion de cfDNA

inespecifico.
Las variables a estudiar fueron la deteccion de la
mutacion PIK3CA (Positivo/Negativo), la

concentracion del cfDNA en la muestra (ng/uL) y el
método de procesamiento de la muestra
(NGS/gPCR).

Del total de muestras obtenidas de sangre
periférica que fueron enviadas al Laboratorio de
Genoémica del Cancer de la Universidad de Chile,
donde se realizd la extraccion de ctDNA vy
posteriormente se secuenciaron por la técnica de
NGS, sélo 11 cumplieron los criterios para luego ser
enviadas al Instituto de Ciencias e Innovacion en
Medicina (ICIM) de la Universidad del Desarrollo,
donde se analizd la presencia o ausencia de la
mutacion mediante una gPCR. Para esto se utilizo el
kit QClamp® PIK3CA Mutation Detection Test
fabricado por Diacarta que detecta las mutaciones
E542K, E545K y H1047R en PIK3CA. Las muestras
se seleccionaron evaluando si tenian suficiente
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volumen y una concentracion adecuada para realizar
la gPCR con un volumen final de 10 uL por ensayo,
luego se configuré el perfil térmico segun los
parametros del kit y se selecciond la deteccion en el
canal FAM y HEX. Ademas, para cada corrida se
debid incluir un control positivo, un control negativo y
un blanco de agua. Cuando ya se obtuvieron los
resultados de ambas técnicas, se realizé un analisis
estadistico mediante el programa “RStudio”, versién
4.3.2 con las librerias “mcnemar.test” y “pysch” para
obtener una tabla de contingencia y realizar la prueba
de McNemar, pues dentro de las biopsias liquidas de
cancer de mama disponibles se eligié un tamafio
muestral al azar donde se desconocia si tenian la
mutacion estudiada. Ademas, se calculd la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo y el Coeficiente Kappa de
Cohen.

RESULTADO

Se obtuvo un total de 11 muestras de plasma y el
conjunto de datos fue representado en una tabla de
contingencia (Tabla 1), obteniendo 1 verdadero
positivo (VP), 10 verdaderos negativos (VF), 0 falsos
positivos (FP) y 0 falsos negativos (FN).
Tabla 1. Tabla de contingencia con los resultados de la prueba de

comparacion entre la prueba de referencia (QPCR) y la prueba
evaluada (NGS).

qPCR PIK3CA + gqPCR PIK3CA (-)
NGS PIK3CA + 1 0
NGS PIK3CA (-) 0 10
*Valor p de prueba exacta de McNemar: 1

Finalmente, se optd por realizar la prueba exacta
de McNemar, utilizada cuando el tamafio muestral es
pequefio, se tienen pocas observaciones en la tabla
de contingencia y no se puede asumir una
distribucién chi-cuadrado (x?) debido a la ausencia de
valores discordantes. Con los resultados de la tabla
de contingencia se calculd la especificidad,
sensibilidad y valores predictivos positivos vy
negativos con el fin de establecer el desempefio de la
técnica evaluada (Tabla 2).

Tabla 2. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos
y negativos entre las técnicas de NGS y qPCR

indice de concordancia NGS y Valor (%) IC de 95% (%)
qPCR

Sensibilidad 100 5,1-100
Especificidad 100 72,3-100
Valor Predictivo Positivo 100 5,1-100
Valor Predictivo Negativo 100 72,3-100

*Coeficiente Kappa de Cohen: 1

DISCUSION

El siguiente estudio consisti6é en una validacion de
fase inicial, que permiti6 implementar Ila
secuenciacién masiva en el area clinica mediante la
deteccion de mutaciones en el gen PIK3CA. Este
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estudio comparativo pretendié demostrar como la
NGS puede igualar, e incluso aportar mas
informacion que tecnologias de uso rutinario, en la
clinica.

Es relevante destacar que la NGS posee la
capacidad de analizar multiples mutaciones a la vez
en una muestra (Figura 1), dando informacién
pertinente sobre la progresion de la enfermedad y
tratamientos recomendados para el paciente. Por lo
anterior, seria mucho mas conveniente y beneficioso
para un paciente con cancer de mama realizarse un
estudio genético mediante secuenciacion masiva, ya
que se ha visto que la costo-efectividad es mayor al
poder analizar mas variantes dentro de multiples
genes en un ensayo singular que un nimero menor
en diversos ensayos?324,

ESR1 | BRCA1 | BRCA2 | FGFR1 || Figura 1. Panel
T Sec-Li
FGFR2 | FGFR3 | FGFR4 | ERBB2 | goNGS para.
deteccion de 22
PTEN | PIK3CA | AKT1 NF1 genes
conocidos por
RB1 FAT1 MYC | FOXAl albergar
PIK3R1| EGFR |CDKN2A | ERBB3 | mutacionesen
cancer de
TP53 | ARID1A mama, incluido
PI3KCA.

Por otro lado, una fortaleza de este ensayo de
gPCR fue el uso de analogos de acidos nucleicos
(XNA) que disminuyeron la probabilidad de obtener
falsos positivos (Figura 2), mientras que una
limitacién fue que no se incluyeron todas las
mutaciones driver del gen en estudio.

XNA Probe
abatal batabadalal,

Wild-Type

XTYRANETY o Perfectly match XNA probe for Wild-Type

» No Amplicon
Real-ime PCR

XNA Probe
ORI Unmatch XNA probe for Mutant-Type

T e —
Mutant-Type

Amplicon
Real-ime PCR

Figura 2. Principio de la prueba de deteccién de mutaciones
QClamp® PIK3CA. La sonda de XNA se une a la secuencia wild
type, blogueando la extension de la ADN polimerasa, mientras que
cuando esta presente la mutacion PIK3CA en la secuencia blanco,
la sonda no se hibrida y la ADN polimerasa puede extender la
secuencia complementaria, permitiendo una amplificacion mas
selectiva.

Con respecto a los resultados, de las 11 muestras
de plasma analizadas por gPCR, solo una dio positiva
para la presencia de una mutacién en PIK3CA,
especificamente la H1047R y la E545K,
considerando que solo se analizaron tres mutaciones.
No se encontraron discordancias en ninguna muestra
al comparar los resultados de la gPCR con los de
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secuenciacion masiva, obteniendo una sensibilidad y
especificidad del 100% para la técnica en estudio, y
considerando que el porcentaje de concordancia fue
del 100%, por lo que seria plausible continuar el
estudio con el fin de aprobar esta técnica para el
apoyo de la monitorizacion y seleccién del
tratamiento de pacientes con cancer de mama.

En cuanto a las limitaciones encontradas durante
este estudio, la principal fue el acotado tamaro
muestral, pues al ser un numero bajo no llegé a ser
representativo y de utilidad para hacer una validacion
segun el manual “CLSI EP12”, impidiendo obtener un
valor de p<0,05. Ademas, no todas las muestras se
pudieron procesar en duplicado o triplicado debido al
escaso volumen por muestra.

Con respecto a la técnica de gPCR, una limitacion
fue el kit utilizado, ya que solo detecta tres
mutaciones en el gen PIK3CA, pero existen 11
mutaciones accionables en total. Adicionalmente,
como el cfDNA es una secuencia liberada por el
tumor, muchas veces se encuentra en
concentraciones insuficientes para ser analizadas por
la técnica de qPCR ya que, aunque se tenga un
volumen de plasma mayor al minimo requerido por el
kit (6 uL), si el cfDNA esta en bajas concentraciones
para ser estudiado.

En cuanto a las limitaciones de la técnica NGS, es
posible que haya existido una variante que no se
pudo alinear con el genoma de referencia debido a la
poca profundidad de las lecturas?®, por lo tanto, el
equipo no seria capaz de reportarla. Adicionalmente,
durante la optimizacion de los ensayos con
TumorSec-Liqg se vio que cuando se estudian mas de
cuatro muestras en conjunto, puede ocurrir que la
profundidad de las lecturas también disminuya,
haciendo que la calidad sea menor.

Hasta la fecha, no se encontraron articulos
publicados donde se comparen estas técnicas en
biopsias liquidas para cancer de mama. No obstante,
en uno de ellos se compararon los indices de
concordancia calculados entre un ensayo de NGS y
otro de gqPCR que se usdé como estandar de
referencia para 44 muestras de FFPE de pacientes
con cancer de pulmoén de células no pequeias
(CPCNP), los que mostraron una estimacién de la
especificidad y del VPN del 100%, revelando la
robustez del ensayo de secuenciacion para descartar
los pacientes que realmente tenian ausentes los
“rearreglos” del gen de fusién en estudio?®. Pese a lo
anterior, la estimacion de la sensibilidad fue de un
63,2% mientras que el VPP fue de un 84,1%25, por lo
que podrian existir factores preanaliticos y otros
parametros relevantes durante el proceso, que
permitirian obtener una mayor tasa de deteccion de
los casos verdaderamente positivos.

CONCLUSION
Este estudio mostrd un alto nivel de concordancia
entre las técnicas de NGS y gqPCR. Sin embargo, lo

2024, Revista Confluencia, 7



Validacién inicial de ensayo de secuenciacion masiva en biopsia liquida

anterior tendria que ser respaldado con un tamafo
muestral mayor, ya que no se capturé la variabilidad
biologica de las muestras ni se alcanzaron resultados
estadisticamente significativos que permitieran
establecer que la técnica de NGS tuvo el mismo
desempeiio que la de referencia. Se pudo determinar
exitosamente la calidad del ADN extraido y evaluar
las tres mutaciones mas frecuentes de PIK3CA
mediante ambos métodos, por lo que se pudo evaluar
su desempeno, ademas de establecer ventajas y
desventajas de cada uno. Otras variables para
considerar en un estudio futuro serian la complejidad
de conseguir nuevas muestras utiles para ambos
ensayos, la proporcion de muestras positivas y
negativas requerida, y la deteccion de otros
marcadores oncoldgicos relevantes en el contexto de
cancer de mama. Aun asi, estos resultados son
prometedores para seguir analizando, en estudios
posteriores, mas muestras que permitan la validacion
de este protocolo de NGS para biopsias liquidas de
pacientes con cancer de mama avanzado.

Se espera que el creciente y continuo uso de NGS
haga que sus costos se vayan reduciendo cada vez
mas. En este sentido, seria mucho mas rentable para
un paciente con cancer de mama avanzado
secuenciar el genoma completo de su tumor para
obtener mas informacion sobre la resistencia
reportada y cuales son las mejores opciones de
tratamientos, por lo que esta investigacion sirvié
como aporte para la investigacion y tratamientos
innovadores en oncologia clinica.
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