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Resumen
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INTRODUCCION

El Cancer de prdstata (CP) es un problema de salud publica en México. Las herramientas actuales para el
diagndstico de cancer de préstata son muy imprecisas y no dan una visién panoramica de la enfermedad. La
utilizacién de biopsia liquida en el cdncer de prdstata ayudara a llegar a diagndsticos mas certeros, y con la
posibilidad de saber exactamente que pacientes serdn resistentes al tratamiento. Intentaremos encontrar
dichos biomarcadores que puedan ser capaces de localizar, diagndsticas y ayudar en el tratamiento de cédncer
de préstata.

MATERIALY METODOS

Se obtuvieron 197 pacientes del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez y los del INCan que acudan al
Departamento de Urologia en el periodo de mayo 2018 a mayo 2020. Pacientes con sintomas obstructivos
prostéticos y con APE elevado (.4ng/ml). Se le realizard muestra de sangre y orina, y en su caso de ser positivos
a cancer de prostata se tomara también tejido de biopsia prostatico. Se realizo fenotipicacion de los pacientes
y se metieron las variables en una base de datos nacional.

Para la validacién de datos se usé IBM SPSS versién 25, donde se realiza estadistica descriptiva de ambas bases
de datos, validacién de medias con t de student y graficas de Pearson, asi como validacién con chi cuadrada con
intervalos de confianza del 95%

RESULTADOS

Esta tesis es parte de un protocolo mas extenso el cual por su naturaleza se realizo un corte previo donde se
analizaron ambas muestras de pacientes. El protocolo aun continua en espera de los resultados genéticos que
demuestren la utilidad de la prueba.

Se obtuvieron un total de 197 muestras de los cuales pacientes sin enfermedad neopldsica fueron 62 (31.5%) y
pacientes con enfermedad prostética fueron 135 (68.5%) (Grafico 1). Se obtuvo una media de edad de
67.64(DE=8.33) de pacientes con enfermedad neoplasica y 69.70 (DE=9.58), se presentd un promedio de
escolaridad de 7.45(DE=4.8) en el brazo con CP y de 6.67(DE=5.786). No se relacioné el tabaquismo con 24
pacientes (38%) en el grupo sin neoplasia y de 57 individuos (42%) en el paciente con neoplasia con una p de
.642. La frecuencia de comorbilidades fue Hipertension arterial de 36% en el brazo sin neoplasia y de 28% en el
brazo con neoplasia. Diabetes mellitus de 56% en el brazo sin neoplasia y de 35% en el brazo sin neoplasia. Se
encontré un indice de masa corporal (IMC) de 27.28 (DE=3.65) en el brazo sin neoplasia y de 25.79 (DE=3.35).
Se encontraron P significativas en diabetes, IMC y en APE inicial, con 0.011, .005 y de .054 respectivamente. Se
realizo un andlisis del APE la cual es una variable controlada dentro del estudio por tener grupo sin neoplasia.
Se demostro la efectividad de ambos grupos con un APE inicial en el grupo sin neoplasia con una media de 2.38
(DE=2.86), y una media del grupo con neoplasia con una media de 251.07 (DE=1009.75) con un valor de p de
0.54.

DISCUSION

Los resultados obtenidos son preliminares y estdn en amplia relacién a lo ya estudiado en pacientes con CP,
encontrando que el IMC y la diabetes estdn correlacionados con el diagnostico de cdncer de prostata. La
obtencidn de estos resultados es preliminar y estdn acorde a lo que se busca como objetivo en nuestras bases
de datos. los resultados en base a una biopsia liquidan nos daran mds informacién para obtener un diagnostico
mas preciso y certero del CP y conocer mas del pronostico de la enfermedad individual del paciente.



“IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES GENOMICOS DE DETECCION TEMPRANA EN CANCER DE
PROSTATA MEDIANTE SECUENCIACION DEL EXOMA”

INTRODUCCION

El cancer de préstata (CP) hace referencia a la proliferacién anormal de las células de la glandula prostéatica’.
Aungue inicialmente la proliferacion de las células del cancer de préstata se mantiene en el 6rgano de origen,
- estas pueden alcanzar otros tejidos, principalmente los huesos y los ganglios linfaticos2. En etapas iniciales de
la enfermedad, el individuo afectado no presenta sintomas. La progresiéon del CP conlleva a la invasién de
tejidos adyacentes y distantes, con elevada morbilidad y posteriormente a la muerte del individuo®.

Dentro de los factores asociados a la presentacién de cancer de préstata se encuentran la edad avanzada, la
presencia de antecedentes familiares de CP y la etnicidad, entre otras®. La gran mayoria de los casos de CP
ocurren en individuos mayores de 50 afios. Asi mismo, el tener un familiar de primer grado con la enfermedad,
aumenta el riesgo de dos a tres veces®. Algunos otros factores que se han relacionado con el CP incluyen una
dieta rica en carnes procesadas, carnes rojas, productos lacteos o dietas bajas en ciertos vegetales®.

De acuerdo con estimaciones de Cancer Today (International Agency for Cancer Research /World Health
Organization), el CP es la segunda neoplasia mas comun en hombres, con alrededor de 782,600 eventos
nuevos reportados anualmente de forma global solo para Estados Unidos, la American Cancer Society estimé
que se presentarian en el afio 2017 alrededor de 161,360 casos nuevos de CP con 27,730 muertes por esta
enfermedad 7. En México y América Central, el CP ocupa el segundo lugar en incidencia de cancer y el cuarto
lugar en mortalidad por cancer®.

: De acuerdo con los datos de la Unién Europea, el costo anual de CP es cercano a los $4.84 mil millones de
" délares (5.43 mil millones de euros)®. En los Estados Unidos, el costo total estimado anual es cercano a los $
10 mil millones de doélares ($9.86 mil millones de ddlares para el afio 2010). El costo anual por paciente en
Estados Unidos es de alrededor de $10,000 délares en las etapas iniciales posteriores al diagnéstico y superan
. los $33,000 délares en el ultimo afio de la vida, lo que constituye un gran impacto econémico, tanto para los
pacientes como para los sistemas de salud™.

En general, existe una tendencia mundial hacia una disminucién en la incidencia y la mortalidad en CP, lo cual
se atribuye al mejoramiento en el tamizaje y en el diagnéstico, por procedimientos quirirgicos mas tempranos
y por la introduccién de mejores agentes antineoplasicos'?13.14,

- Los sintomas mas frecuentes relacionados son: fatiga, sintomas urinarios, funcién sexual y dolor oseo. En
menor frecuencia se puede presentar como dificultad para el suefio, adormecimiento de extremidades, pérdida
de peso o sangrado. Desafortunadamente los sintomas no son especificos y se pueden atribuir a otras
patologias, aunque la presencia o cambios de estos sintomas pueden indicar progresién de la enfermedad™
La busqueda activa de poblaciones asintomaticas como en aquellos de alto riesgo ofrece la oportunidad de
detectar el cancer de forma temprana y aumenta las posibilidades de un tratamiento exitoso o con intenciones



curativas. Por lo tanto, disminuye la morbilidad, mejora la supervivencia y, en algunos casos, limita el tratamiento
a la extraccién del tumor, sin la exposicion sistémica a los agentes de quimioterapia's.

En CP, la deteccién estd basada en los sintomas, los hallazgos clinicos (tacto rectal) y en el antigeno
prostatico especifico (APE). El APE (también llamado PSA, Calicreina-3, LKL3) es una glicoproteina
secretada por las células epiteliales de la glandula prostética y se eleva tanto en procesos neoplésicos de la
préstata como en hipertrofia y prostatitis, por lo que su aumento no es indicativo de CP (el valor predictivo
positivo del APE es tan solo del 30%). De hecho, la gran mayoria de los pacientes con pruebas positivas (APE
>4.0 ng/ml) no presentan CP6.17,

En CP, el APE tampoco es suficientemente sensible en etapa pre-metastasica, donde la enfermedad pudiera
ser curable. De hecho, en cancer de préstata, los beneficios de la deteccion temprana mediante el APE son
marginales cuando se sopesan contra el riesgo potencial de las intervenciones terapéuticas en poblaciones
particulares’®.

Basado en estos hechos a partir del afio 2012, la United States Preventive Services Task Force (USPSTF,
2012) recomendé no usar el APE para la deteccion temprana del CP*, Por lo tanto, es urgente buscar nuevos
biomarcadores de deteccion, especialmente aquellos que permitan reconocer la biologia tumoral y las
caracteristicas de la neoplasia subyacente. Su descubrimiento ofrecera grandes oportunidades para el progreso
en relacidon con la deteccion y al tratamiento temprano de aquellos casos que involucren una elevada morbilidad
y mortalidad en CP%.

La National Comprehensive Cancer Network (NCCN) ha incorporado un esquema de estratificacion que usa el
tacto rectal clinico, resultado de Gleason y APE. Estos grupos de riesgo se han utilizado para seleccionar las
opciones apropiadas que deben de ser consideradas y para predecir la probabilidad de falla bioquimica posterior
a la terapia local definitiva. Los diferentes riesgos incluyen muy bajo riesgo, bajo riesgo, intermedio favorable,
intermedio no favorable, alto, muy alto y metastasico?.

Los diferentes tipos de tratamiento en el diagnéstico de CP estén relacionados sobre todo a la estadificacion de
riesgo del paciente, edad y pronéstico de vida. Normalmente se han usado varios tipos de modalidad de
tratamiento, entre ellos se encuentra la observacion, observacion activa, prostatectomia radical con o sin
linfadenectomia, radioterapia como tratamiento local, radioterapia para metéstasis distal, terapia de deprivacion
de androégenos, quimioterapia o inmunoterapia, braquiterapia. El tratamiento se basa segun las
recomendaciones de la NCCN, las Guias del centro nacional de excelencia tecnoldgica en salud (CENETEC)
de la Secretaria de Salud y las guias de la European Asocciation of Urology (EAU)%.

La observacion incluye el monitoreo del curso del cancer con la expectativa de dar terapia paliativa en caso del
desarrollo de sintomas. El objetivo es mantener la calidad de vida al evitar un tratamiento no-curativo cuando el
cancer de préstata es probable que no sea la causa de mortalidad o morbilidad significativa, Esta es aplicable
a hombres de edad avanzada los cuales tienen una expectativa de vida reducida. El monitoreo debe de incluir
antigeno y tacto rectal cada 6 meses?.

La observacion activa esta dirigida a hombres jovenes con un aparente cancer indolente con el objetivo de diferir
el tratamiento con sus probables efectos secundarios. Los criterios clinicos para predecir un cancer
insignificante son: una etapa clinica T1c, un resultado de biopsia en Gleason <6, la presencia de cancer en



menos de 3 cilindros y menos de 50% en ellos. El seguimiento de los pacientes se debe de realizar con APE y
tacto rectal, cada 6 meses, asi como una biopsia por saturacion al afio posterior al diagnéstico?.

La cirugia radical como la prostatectomia radical con o sin linfadenectomia, es apropiada para pacientes los
cuales tienen el cancer localizado directamente al CP, con una expectativa de 10 afios 0 mas. En caso de la
linfadenectomia, se encuentra reservada a pacientes que presentan una probabilidad de metastasis
ganglionares del 2% 2°.

La radioterapia ha evolucionado para permitir mayores dosis de radiacién de manera segura. Las diferentes
modalidades a las que esta dirigido son: enfermedad temprana, en pacientes con alto riesgo o muy alto riesgo,
pacientes con ganglios positivos, o pacientes con metastasis con radioterapia dirigida a los implantes?.

La braquiterapia esta enfocada en pacientes de bajo riesgo, ya que se ha encontrado menos efectiva que la
radioterapia, en casos de alto riesgo. Este tipo de terapia consiste en la aplicacion de semillas radioactivas
directamente en el tejido prostatico?.

El bloqueo androgénico es utilizado como terapia sistémica primaria en la terapia avanzada, como terapia
neoadyuvante concomitante, adyuvante en combinacién con la radiacién en CP localmente avanzados o
localizados. El bloqueo androgénico incluye la castraciéon quirtrgica (orquiectomia radical), liberadores de
gonadotropinas (GNRH) ya sea agonistas o antagonistas®.

La quimioterapia se ha expandido para ofrecer opciones terapéuticas en los pacientes metastasicos
dependiendo de la presencia o ausencia de sintomas. Algunos tipos de quimioterapia usados principalmente
ha sido Docetaxel, cabazitaxel, Sipuleucel-T%.

La biopsia liquida en cancer consiste en la obtencién de biomarcadores de cancer en sangre periférica, a través
de la deteccién de células tumorales circulantes, vesiculas extracelulares, asi como de DNA circulante tumoral
(ctDNA) complementarias como biomarcadores de detecciéon temprana, de diagnéstico de pronéstico y de
respuesta al tratamiento en cancer®.

El ctDNA contiene las mismas alteraciones somaticas que ocurren en los tumores malignos, con el beneficio
de que puede llegar a ser captado en el torrente sanguineo y en otros fluidos corporales?’. El ctDNA ha
demostrado tener significancia pronostica en muchos tipos de cancer, especialmente cuando la enfermedad se
encuentra en estadios avanzados y para determinar el estadio clinico de la enfermedad en cancer?22®, También
se ha documentado que cambios en el ctDNA durante la terapia pueden ser un indicador temprano de respuesta
a la terapia®*2?5. En este mismo contexto, el ctDNA puede contener mutaciones del tumor que ocurren durante
la presion selectiva de las terapias usadas en cancer??, Estudios recientes en cancer colorrectal y en mama han
sugerido que la deteccion de ctDNA después de la terapia para enfermedad temprana, tiene grandes
implicaciones pronosticas?:?7.

La deteccion de variaciones en nucleétidos sencillos [VNSs] y en el nimero de copias [VNCs] en cancer
mediante secuenciacién de exones del ctDNA hace referencia a la secuenciacién de todos los genes que se
encuentran presentes, en este caso, en el genoma humano (exoma). Un exoma contiene informacién de
alrededor de 220,000 exones (23,000 genes y cerca de 30 millones de pares de bases) es decir, el 1% del
genoma®. Tiene importancia porque corresponde al genoma “funcional” desde el punto de vista fenotipico y
porque es mucho mas barata que la secuenciaciéon del genoma completo®. El analisis del ctDNA mediante



secuenciacién de exones permite detectar tanto VNSs, como VNCs sin un costo o procedimientos de laboratorio
adicionales™.

Asimismo, las VNSs y las VNCs se han asociado al desarrollo y progresion de varios tipos de cancer, incluyendo
resistencia a quimioterapia®2. Los efectos patolégicos de los VNCs se han asociado a cambios en la dosis génica
y por ende en la expresion de los genes. Por lo tanto, la deteccién de VNSs y VNCs en el ctDNA de pacientes
con CP mediante secuenciacion de exones constituye una opcién costo/efecto para encontrar biomarcadores,
especialmente de deteccion en CP,

MUItipies genes se han investigado para determinar si un CP metastésico tiene potencial agresivo o no, o si un
farmaco puede ser resistente a determinado tratamiento. Dentro de las investigaciones han encontrado muitiples
alteraciones genémicas en TMPRSS2-ETS, TP53, AR, PTEN, PIK3CA, RB1, APC, CHD1, MYC, BRCA2, ATM,
ERG, SPOP, ZBTB16/PLZF, y en regiones del cromosoma 8q, o pérdida completa de la region 8p3+%,

El beneficio de la biopsia liquida y toma de VNSs y VNCs van a ayudar a la toma de decisiones y pueden ser
incluidos como estudios iniciales en el abordaje del CP. El APE, aunque ha tenido demasiada utilidad, se queda
corto en algunos casos y no es posible determinar a ciencia cierta con sus valores, el grado o el pronéstico que
tendra un paciente®’.

Implementando un tipo de biopsia liquida ayudara en la diferenciacién de los pacientes con cancer indolente,
en cuales se tendrd beneficio con la biopsia prostatica y se conocera que pacientes seran resistentes a

determinado tratamiento en caso de ser un CP de alto grado®.

Planteamiento del problema
¢ Cuales seran los biomarcadores genémicos de deteccion temprana en cancer de préstata mediante
secuenciacién del exoma?

Justificacion
El CP es un problema de salud publica, tanto en México como en el mundo, especialmente en sociedades con
un numero cada vez mayor de adultos mayores. Su diagnéstico ha implicado un reto, ya que utilizan
biomarcadores que son imprecisos en el diagnéstico del CP y puede ser que nos obligue a realizar
procedimientos invasivos que no necesite el paciente.
La biopsia liquida, ademas de los nuevos biomarcadores genémicos han mostrado otra alternativa donde se
pudiera, en conjunto con el APE, llegar a diagnésticos mas certeros que ameriten o no un procedimiento radical.
De esta forma la terapia con medicamentos pueda ser dirigida dependiendo del nivel de mutacion en los genes
para asi mejorar la sobrevida al paciente
La basqueda de biomarcadores gendémicos (VNSs y VNCs) en ctDNA mediante tecnologias de punta como la
secuenciacion de exomas y la posterior validacion por PCR digital en un nimero elevado de casos, tiene el
potencial de contribuir en |la deteccién del CP y de entender las caracteristicas biolégicas del tumor subyacente
mediante métodos no invasivos.



. Queremos encontrar biomarcadores gue sean capaces de localizar, diagnosticar y ayudar en el tratamiento del
 CP, y si es posible que sea agregada a las guias de tratamiento clinico de la sociedad americana de urologia,
. guias de la norma oficial mexicana, o guias de la sociedad europea de urologia.
Godall et al., (2017), llevaron a cabo secuenciacion de exomas del ctDNA en pacientes con CP durante el
- tratamiento y la progresién de la enfermedad, encontrando que podian detectar una disminucién de las
. mutaciones sométicas de estos genes en pacientes respondedores a olaparib, con la reversion de las
mutaciones de los genes de reparacién del DNA (BRCA2 y PALB2). Con esto, proporcionaron pruebas
contundentes de que los andlisis seriados de cfDNA (Cell-free DNA) son una poderosa prueba para orientar el
cuidado del CP, permitiendo la estratificacién molecular de la enfermedad, la evaluacién de la respuesta y el
estudio de clones resistentes emergentes®.
Annala et al., (2017) aleatorizaron 202 pacientes con cancer de prostata metastasico resistente a la castracién
(mCRPC), sin tratamiento previo de abiraterona o enzalutamida, pero sélo a 115 les realizaron el exoma
completo y la secuenciacion dirigida de 72 genes en el cfDNA, antes del tratamiento. Para estos medicamentos,
gue nunca se habian comparado antes, el tiempo hasta la progresién fue similar. Los defectos en BRCAZ2 y
ATM estuvieron fuertemente asociados con resultados clinicos pobres, independientemente de los factores
pronésticos clinicos y la abundancia circulante de DNA tumoral. Las alteraciones somaticas en TP53, también
se asociaron de forma independiente con la resistencia rapida. También se identificaron reordenamientos
" estructurales del gen AR que truncan el dominio de unién del ligando en varios pacientes con resistencia
primaria. Estos hallazgos establecen los impulsores genémicos de resistencia a la terapia de AR de primera
linea en mCRPC e identifican posibles biomarcadores minimamente invasivos. También se muestra que la
secuenciacién de cfDNA proporciona un medio practico para analizar estos potenciales biomarcadores que
guian el tratamiento.*2.
Seyedolmohadessin et al., (2015) evaluaron la perdida de la heterocigosidad (LOH) en el ctDNA de pacientes
- con CP, utilizando 6 marcadores de secuencias cortas repetidas en tandem (STR) y encontraron que la LOH
~ en los marcadores D8S360, D9S1748, D9S171, D8S137 y D6S1631 se encontraba significativamente mas alta
en los sujetos con CP que en los controles (P < 0.05). De los 6 marcadores STR, la LOH en D8S360 pudo
discriminar entre PC metastasico y localizado.¥.
Gordian et al., (2015) evaluaron el ctDNA en pacientes con APE (>4ng/ml) elevado y/o con un tacto rectal
~ anormal y encontraron que la cuantificacién de ctDNA mejora el valor predictivo negativo (93.1% vs 73.3%), asi
como la especificidad (33.1% vs 6.7%) de estos métodos para la deteccién de CP*:. Otros estudios que
valoraron la utilidad del ctDNA para la deteccién de CP, sélo determinaron su cantidad, pero no describieron
alteraciones particulares que permitieran establecer las caracteristicas bioldgicas del tumor subyacente. Por lo
: tanto, los resultados de esta revision sistematica sugieren que su estudio acerca de la identificacién de
biomarcadores gendmicos (VNSs y VNCs) de deteccion en CP puede aumentar la especificidad y sensibilidad
en el diagnostico y eso puede reducir el nimero de biopsias de préstata innecesarias®.
Wang et al., (2017) investigaron aberraciones del genoma en CP castracion resistencia, estudiando a un total
de 82 pacientes mediante secuenciacion de exoma y de RNA, antes de iniciar tratamiento con abiraterona y

prednisona. Se determind la resistencia al medicamento a las 12 semanas usando el criterio de progresién que



incluye la medida de APE. Notaron que los pacientes que no respondian presentaban mayor frecuencia de
mutaciones de los genes relacionados a la via de Wnt/R-catenina, asi como los reguladores negativos de la
sefalizacion de Wnt/B-catenina se suprimieron con mayor frecuencia o mostraron una expresion reducida de
mRNA. La activacion de la via Wnt/B-catenina y el aumento de las puntuaciones de progresion del ciclo celular
pueden servir como marcadores moleculares para predecir la resistencia a la terapia con abiraterona y
prednisona?.

Hacia el desarrollo de un marco de medicina de precision para el cancer de prostata metastasico resistente a
la castracion (MCRPC), Robinson et al., (2015) establecieron una infraestructura de secuencia clinica
multiinstitucional para llevar a cabo la secuenciacién prospectiva del exoma completo y del transcriptoma de
biopsias tumorales éseas o de tejidos blandos de una cohorte de 150 individuos afectados con mCRPC. Las
aberraciones de los genes AR, ETS, TP53y PTEN fueron frecuentes (40% -60% de los casos), con alteraciones
de TP53 y AR enriquecidas en mCRPC en comparacién con el cancer de préstata primario. |dentificaron nuevas
alteraciones gendémicas en PIK3CA/B, R-spondin, BRAF / RAF1, APC, B-catenina y ZBTB16/PLZF. Por otra
parte, las aberraciones de BRCA2, BRCA1 y ATM se observaron a frecuencias sustancialmente mas altas
(19,3% en total) en comparacioén con las de los canceres de préstata primarios. El 89% de las personas
afectadas albergaba una aberracion clinicamente accionable, incluyendo el 62,7% con aberraciones en AR, el
65% en otros genes relacionados con el cancer y el 8% con alteraciones de la linea germinal patégena. Este
estudio de cohortes proporciona informacién clinicamente procesable que podria afectar las decisiones de
tratamiento para estos individuos afectados®.

Objetivo principal
Identificar biomarcadores genémicos (TMPRSS2-ETS, TP53, AR, PTEN, PIK3CA, RB1, APC, CDH1, MYC,
BRCA2, ATM) de deteccién temprana en cancer de prostata mediante secuenciacién del exoma.
8.1 Objetivos especificos
1) Establecer un grupo de pacientes con enfermedad prostatica atendidos en el INCan y Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”
2) Crear una extensa base de datos clinicos, sociodemograficos y de seguimiento
3) Crear un biobanco de muestras provenientes de pacientes con sintomatologia prostatica que incluya
sangre periférica (pellet, suero y plasma), muestras tumorales y tejido prostatico sano (a partir de biopsia
y prostatectomia y solo en caso de estar disponibles) y orina (pellet y sobrenadante)
4) |dentificar las VNSs y VNCs presentes en el ctDNA de pacientes con CP mediante secuenciacion del
exoma
5) Validar aquellos VNSs y VNCs con capacidad de deteccién de CP en pacientes con confirmacion
histopatoldgica, en comparacion con individuos asintomaticos y sin evidencia clinica ni de laboratorio de
CP.
6) Determinar aquellas VNSs y VNCs asociadas con las caracteristicas de agresividad del tumor (grado
histolégico, invasién, tamafio tumoral, metastasis a ganglios linfaticos, metastasis a distancia, invasion
perineural, perivascular, etc.) de los pacientes con CP.



Hipotesis
Si los pacientes con CP presentan variantes en el ctDNA que permitirdn determinar el riesgo, severidad y
presencia de la enfermedad, entonces estas variantes seran buenos biomarcadores genémicos tempranos

en pacientes que no hayan mostrado sintomas.

Diseiio
Observacional analitico, Prolectivo, Transversal.

MATERIALES Y METODOS

Universo de estudio:

' Todos los pacientes del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez y los del INcan que acudan al Departamento

- de Urologia en el periodo de octubre 2018 a mayo 2019.

Poblacién de estudio: Pacientes con sintomas obstructivos prostaticos y con APE elevado (>4ng/ml).
Tamanfo de la muestra

El tamafio de Muestra es por conveniencia: 100 pacientes con CP del hospital general Dr. Manuel Gea

~ Gonzélez.

El tamafio de Muestra total (pacientes del Gea Gonzalez e INcan) sera por conveniencia de 700 casos.
Criterios de seleccidn
Criterios de Inclusién
¢ Hombres mayores de 18 afios y con sintomas del tracto urinario inferior que acudan a Hospital Gral.
“Dr. Manuel Gea Gonzalez".
e« Pacientes con APE elevado (>4 ng/ml) que por sospecha clinica ameriten biopsia de prostata.
e Que hayan firmado el consentimiento informado aprobado por el comité de ética en investigacion del
INCan.
e Consentimiento informado aprobado por el comité de ética en investigacion del Hospital Gral. “Dr.
Manuel gea Gonzalez™.
¢ Que sean atendidos en el INCan u Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez con sintomas o signos
de enfermedad prostatica y que no hayan sido diagnosticados ni tratados previamente por CP.
Criterios de Exclusién
e No aplica
Criterios de eliminacion
e Retiro de consentimiento informado.
Definicién de variables

Variables Principales Variables Generales
Variable Escala Variable Escala
APE Cuantitativa discreta Edad Cuantitativa
discreta
Gleason Cualitativa intervalar Ocupacién Cualitativa discreta




Estadio clinico Intervalo Anos de estudio Cualitativa discreta
Sintomas Obstructivos (IPSS>7) Cuantitativa nominal politdmica
ctiDNA Cuantitativa continua

Tacto rectal Cualitativa nominal dicotémica
Cirugia Cualitativa nominal dicotémica
Medicamento quimioterapéutico Cualitativa ordinal
TMPRSS2-ETS Cualitativa nominal dicotémica
TP53 Cualitativa nominal dicotémica
AR Cualitativa nominal dicotémica
PTEN Cualitativa nominal dicotémica
PIK3CA Cualitativa nominal dicotémica
RB1 Cualitativa nominal dicotdmica
APC Cualitativa nominal dicotémica
CDH1 Cualitativa nominal dicotémica
MYC Cualitativa nominal dicotémica
BRCA2 Cualitativa nominal dicotémica
ATM Cualitativa nominal dicotémica
Metastasico Cualitativa nominal dicotémica
Castracion resistencia Cualitativa nominal dicotémica
Tabaguismo Cualitativa nominal dicotémica
Diabetes Cualitativa nominal dicotomica
Hipertensién arterial Cualitativa nominal dicotémica

Descripcion de procedimientos

Se plantea que esta cohorte de pacientes con CP, sirva para la determinacién de otros biomarcadores (de
diagnéstico, pronéstico, de resistencia a castracion, etc.) en estudios posieriores.

Al acudir por primera vez al servicio de urologia del INCan y del Hospital Gral. “Dr. Gea Gonzalez” por sintomas
urinario-obstructivos o APE (>4ng/ml) se tomaran muestras de sangre (15 ml) (Dr. Pascual Armando Cortes
Raygoza).

En caso de confirmarse el diagnostico de Cancer de prostata y se requiera de tratamiento quirtrgico
(prostatectomia radical) se me tomara adicional:

1) Muestra de sangre periférica (15 ml) adicional a lo requerido para sus laboratorios, un dia previo al
procedimiento quirdrgico. (Dr. Pascual Armando Cortes Raygoza)

2) Muestra de 50 ml de orina la cual se obtendra durante la colocacién de la sonda transuretral (Esta se
debe de colocar durante el procedimiento quirtrgico de manera rutinaria). (Dr. Pascual Armando Cortes
Raygoza)

3) Muestra de tejido Prostatico de aproximadamente 1cm? de la pieza final que se envia a patologia (esta
muestra sera escogida por el personal de patologia). (Dr. Pascual Armando Cortes Raygoza). Esta
muestra sera enviada con nitrégeno liquido y se capacitara previamente para el transporte de esta.

Obtencion de datos clinicos:
La cohorte de pacientes con diagnéstico de CP incluye el reclutamiento de datos mediante un sitio web:

(www.canprost.com). Esta captura sera llenada por parte de personal clinico entrenado (urélogos adscritos del

INCan y GEA) y solo se llenaran los datos que apliquen en cada caso:
1. Datos generales (Nombre, apellidos, fecha de nacimiento, escolaridad, ocupacién, tabaquismo, historia

familiar de céncer, historia familiar de cancer de préstata o de mama)



2. Diagnéstico (biopsia prostatica, Nivel de APE, resultados del tacto rectal, reseccion transuretral de
prostata, biopsia de saturacion de la préstata, tipo de sintomas iniciales, fecha de biopsia prostatica,
numero de cilindros por biopsia, alteraciones histopatoldgicas en la biopsia, Gleason, Nivel de APE al
diagndstico. Resultados de estudios de imagen al momento del diagnéstico

3. Cirugia (tipo de abordaje quirtrgico, fecha de cirugia, complicaciones transoperatorias, estimacion de
sangrado, dias de estancia hospitalaria, dias de permanencia de la sonda vesical, estadificacién
patolégica, nivel de APE postcirugia.

4. Radioterapia (RT): Fecha de inicio, progresién post RT, Numero de consultas por afio.

5. Tratamiento: Orquiectomia, fecha de la cirugia, uso de bloqueo hormonal combinado, APE y NADIR post
blogueo hormonal, quimioterapia, toxicidad por quimioterapia, uso de farmacos para salud ésea

8. Progresion: resistencia a castracion hormonal, nivel de testosterona, estudio realizado para llegar al
diagnéstico de CP resistente a la castracion, tratamiento de segunda linea, necesidad de hospitalizacién,
numero de consultas durante el tratamiento con segunda linea

7. Estatus: estado del paciente en la tltima consulta [vivo, muerte por CP, muerte por otra causa], fecha de
muerte y fecha de la ultima consulta.

I Biobanco de muestras:

' Se complementara un biobanco (INcan) de muestras provenientes de la cohorte de pacientes provenientes del

Gea Gonzalez e INcan con enfermedad prostatica que incluira sangre periférica (pellet, suero y plasma) y orina

(pellet y sobrenadante), asi como tejido prostatico normal y tumoral. Para garantizar la calidad de toma y

almacenamiento de las muestras, una persona previamente entrenada en INcan, realizara su disposicién en

nitrogeno liguido menor a 15 minutos, asi como su almacenamiento en RNA-later, se usaran cédigos de barras
con todas |las especificaciones de cada muestra.
Il Descubrimiento/validacion de VNSs y VNCs en ctDNA para la deteccion de CP:

Fase de descubrimiento: Se seleccionaran aleatoriamente muestras (ctDNA y “DNA germinal) de pacientes con

confirmacién histopatolégica de CP, a las cuales se les llevara a cabo el analisis de exomas y posterior a la

deteccién de VNSs y VNCs mediante abordajes bioinformaticos.
M. Obtencién del cfDNA y del DNA germinal:

- Se tomaran 20 ml de sangre periférica a los 700 pacientes con CP, seleccionados aleatoriamente, se aislara el

plasma mediante centrifugacion a 2000g a 4°C durante 10 minutos. Se llevara a cabo la purificacién del cfDNA,

la cuantificacién se realizard mediante el kit Quant-IT High Sensivity Picogreen Kit (Invitrogen). EI DNA celular
sera extraido mediante el kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA).
V. Secuenciacion de exomas:

Este procedimiento sera llevado a cabo en laboratorio nacional- CONACYT de la FES-Iztacala-UNAM. Para

analizar las alteraciones presentes en la region codificante del genoma humano (exoma) presentes en las

muestras del ctDNA y del DNA celular, se emplearan sondas de RNA marcadas con biotina (Agilent, Santa

Clara) dirigidas contras los 51 Mb de la secuencia que comprende los 220, 000 exones de los 23,000 genes

humanos descritos en las bases de datos RefSeq (base de datos de secuencia de genomas y proteinas de la



NCBI) y CCDS (base de datos que identifica regiones de proteinas humanas y que pasaron los test de calidad)
buscando intencionadamente TMPRSS2-ETS, TP53, AR, PTEN, PIK3CA, RB1, APC, CDH1, MYC, BRCA2,
ATM. Se emplearan 200ng (totales) del DNA extraido de las muestras pareadas de cfDNA y germinal del mismo
paciente. Se fragmentara el DNA en 150-400 pb por medio de sonicacién. Se purificaran los fragmentos ligados
empleando perlas magnéticas (AMPure Beckman Coulter, USA) y se amplificaran por PCR. Se cuantificaran y
mezclarén las muestras en preparaciones de 8 a 16 muestras, las cuales seran hibridadas con las sondas de
RNA marcadas con Biotina (Agilent Technologies, Santa Clara, California) dirigidas contra el exoma durante 12
h y posteriormente seran amplificadas mediante PCR. Se realizara un andlisis de calidad de las bibliotecas por
medio de microelectroforesis (High sensitivity DNA kit, Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa clara,
California). Posteriormente se realizara un analisis de calidad de las bibliotecas por medio de electroforesis. Las
bibliotecas seran secuenciadas empleando la plataforma de secuenciacion masiva lllumina HiSeq 2500
(Nlumina).

V. Analisis estadistico y bioinformatico:

Para la |dentificacion de variaciones en nucleétidos sencillos (VNSs): se evaluara la calidad de las lecturas en
los archivos FASTQ (obtenidos en la secuenciacion de exomas) usando FastQC (version 0.11.5), 47 lo cual nos
permitird detectar la presencia de lecturas de baja calidad, presencia de adaptadores propios de la plataforma
de secuenciacién masiva empleada (HiSeq 2500, lllumina). En base a este reporte se harad un filirado de
archivos FASTQ, utilizando CutAdapt (Version 1.14)*.Se tomara el genoma humano como referencia (version
Hg19) y las lecturas del archivo FASTQ se alinearan a esta referencia con BWA con el algoritmo “MEM.
Posteriormente se hara un recalibrado de bases alineadas usando Picard (Versiéon 2.9.4) y GATK (version 3.7)
como sugieren los lineamientos establecidos por el Broad Institute®. La identificacién de variantes genéticas se
llevara a cabo en dos fases:

1) Deteccion de variantes germinales mediante el algoritmo “HaplotypeCaller” de GATK (versién 3.7)

2) Deteccion de variantes somaticas (ctDNA): utilizando los alineamientos de las muestras pareadas
(ctDNA: DNA germinal) se detectaran las mutaciones somaticas con Mutect2 y cm Detect. 5' ambos
grupos de variantes genéticas detectadas (germinales y somaticas) se anotaran con multiples bases de
datos de importancia.

Fase de validacion: a partir de las VNSs y VNCs detectadas en la fase de descubrimiento, se validaran las top-
10 VNSs y top-10 VNCs en 50 nuevas muestras de ctDNA de pacientes con CP obtenidas a partir de la cohorte.
Esta fase incluira |la evaluacion del cfDNA de 50 individuos asintoméaticos y sin evidencia clinica ni de laboratorio
de CP (controles), los cuales se reclutaran en las salas de espera del INCan y GEA

RESULTADOS
Por la naturaleza del estudio y su duracién estos resultados son preliminares, teniendo faltantes las variantes

genéticas dependientes de cada grupo. Se realizo una valoracion estadistica de las principales variables

fenotipicas, condicién social y de condicion medica y si hay relacién de esta con los resultados positivos en el



cancer de prostata. Ademas de un analisis entre el grupo de pacientes de cancer de prostata y su correlacién

directa con los resultados obtenidos.

Se obtuvieron un total de 197 muestras de los cuales pacientes sin enfermedad neoplasica fueron 62 (31.5%)
y pacientes con enfermedad prostatica fueron 135 (68.5%) (Grafico 1). Se obtuvo una media de edad de
- 67.64(DE=8.33) de pacientes con enfermedad neoplasica y 69.70 (DE=9.58), se presentd un promedio de
- escolaridad de 7.45(DE=4.8) en el brazo con CP y de 6.67(DE=5.786). No se relacioné el tabaquismo con 24
pacientes (38%) en el grupo sin neoplasia y de 57 individuos (42%) en el paciente con neoplasia con una p de
.642. La frecuencia de comorbilidades fue Hipertension arterial de 36% en el brazo sin neoplasia y de 28% en
el brazo con neoplasia. Diabetes mellitus de 56% en el brazo sin neoplasia y de 35% en el brazo sin neoplasia.
Se encontré un indice de masa corporal (IMC) de 27.28 (DE=3.65) en el brazo sin neoplasia y de 25.79
(DE=3.35). Se encontraron P significativas en diabetes, IMC y en APE inicial, con 0.011, .005 y de .054
respectivamente. (Tabla 1).

Se analizaron las ocupaciones a su vez dividida en ambos grupos encontrando como profesién mas comun
comerciante y desempleado con 20% ambos rubros del grupo de pacientes sin neoplasia prostatica y siendo lo
mas comun No especificada con un 68% en el grupo con neoplasia. (Tabla 2).

Se realizo un analisis del APE la cual es una variable controlada dentro del estudio por tener grupo sin neoplasia.
Se demostro la efectividad de ambos grupos con un APE inicial en el grupo sin neoplasia con una media de
2.38 (DE=2.86), y una media del grupo con neoplasia con una media de 251.07 (DE=1009.75) con un valor de
p de 0.54.

- A su vez se comprobaron los grupos mediante un analisis de cajas simple donde se nota la discrepancia entre

- ambos grupos y su homogeneidad entre los mismos.

DISCUSION

La naturaleza de la Tesis es encontrar marcadores en orina o sangre capaces de diagnosticar efectivamente el
CP, sin necesidad ya de tener un marcador tan inespecifico como el APE. Se realizo un corte previo de las
bases de datos obtenidos, el protocolo continuara hasta el analisis de los resultados genéticos.

. Los resultados del estudio demuestran significancia en diabetes e IMC, los cuales se ha comprobado su relacién
directa entre diabetes elevando el riesgo a tener cancer de prostata de 1 a 3 veces. En el 2019 Qi J realizo una
- comparacién en la poblacién china donde se eleva mas el riesgo en cancer de prostata en pacientes con
diabetes mellitus 2 de 1 a 2 veces si esta presente.*?



Los niveles de obesidad en México son extremos, teniendo en cuenta que somos el primer pais en obesidad
alrededor del mundo, ya se habia comprobado anteriormente su relaciéon directa con mayor probabilidad de
padecer Cancer de prostata, y esta se ha estudiado incluso como factor de mortalidad al poder determinar si su
relacién es directamente proporcional al estadio ganglionar del CP. Kelly et al en el 2018 establecié una cohorte
de 153,730 pacientes donde relaciono el IMC a través de diferentes trayectorias. Definiendo como un mayor
IMC a un mayor riesgo de tener CP avanzado a diferencia de los que tenian un IMC normal. Esto a su vez
explicado debido a que en la obesidad se encuentran factores dependientes de los receptores de insulina los
cuales se ha visto que estan implicados en la patogenia del cancer de prostata. Los resultados obtenidos en la
tesis son esperados y estan acordes a lo anteriormente publicado.*®

Al realizar un analisis de otras variables como los afios de tabaquismo, afios de escolaridad no se encuentra
una relacion directa entre los pacientes que tenian CP y los que no.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que son similares a lo propuesto en metaanalisis previos y la
relacion de pacientes sanos vs los ya diagnosticados con CP son similares a lo propuesto en otros paises. Es
importante hacer notar que el verdadero objetivo del estudio es el de encontrar variaciones genéticas entre
ambos grupos. Las variaciones de condicién social, comorbilidades, y de estado actual del paciente no son
suficientes para justificar un mayor screening en esa poblacion. Por lo que los grupos son adecuados para el
tipo de estudio a desarrollar

CONCLUSIONES

El CP es una enfermedad prevalente en cualquier tipo de poblacién siendo el cancer mas comun en nuestro
pais y en diversos de manera internacional. Es importante conocer métodos de diagnostico mas precisos de
manera temprana para evitar asi la mortalidad por el mismo, y disminuir sobre todo el sobrediagnostico y en su
caso el sobre tratamiento al tener pruebas tan inespecificas como el APE.

La utilidad de la biopsia liquida se esta probando con resultados éptimos y con diversas utilidades que van
desde el diagnostico inicial hasta el pronostico de la misma enfermedad, y también juega un papel dentro de
las resistencias a medicamentos guimioterapéuticos.

Las poblaciones estudiadas reflejan datos ya demostrados del cancer de prostata, lo que indican que nuestra
poblacion es similar a la presentada en trabajos internacionales y se puede utilizar para el estudio propuesto.
Es necesario contar con los resultados biogenéticos que demuestren la utilidad real de la prueba.
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Gréficos y tablas.

Grupos de estudio

Grafico 1.- Grafica de pastel comparativa de los grupos de estudio entre individuos con enfermedad neoplésica vs. Sin

enfermedad neoplésica



Variable Sin Enf. Neoplasia (62) Con Enf. Neoplasica (135) Valor de P

Mediaon DEo % Mediaon DE o %

Edad 67.64 8.33 69.70 9.58 .108

Afios 7.45 4.878 6.67 5.786 359

Escolaridad

APE inicial 2.38 2.86 251.07 1009.75 054
Hipertension 18 36% 48 28% 368

arterial (+)

Diabetes (+) 11 56% 48 35% 011

Tabaquismo (+) 24 38% 57 42% 642

IMC 27.28 3.65 25.79 335 .005

Tabla 1.- Tabla de caracteristicas clinicas de los pacientes obtenidos de los pacientes con y sin enfermedad
Neoplasica. DE= Desviacion estandar, IMC=Indice de Masa Corporal

Variable Sin Enf. Neoplasia (62) Con Enf. Neoplésica (135)  ValordeP
Ocupacién Mediaon DEo% Mediaon DE 0 %
Comercio 13 20% 0 0% .000
Hogar 0 0% 2 1%
Profesionista 2 3% 0 0%
Independiente
Empleado 11 17% 14 10%
Obrero 8 12% 16 11%
Trabajador - 12 19% 2 1%
agricola
Desempleado 13 20% 32 23%
No Especificado 3 4% 68 50%
Estudiante 0 0% 1 1%

Tabla 2.- Tabla de caracteristicas de Ocupacion de los individuos con y sin enfermedad neoplésica calculado
con valor de p mediante chi?. DE=Desviacién estandar
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Grafico 2.- Diagrama de cajas simple comparativo entre individuos con enfermedad neoplésica y sin enfermedad neoplasica,
se nota la diferencia esperada entre ambos grupos. APE: Antigeno Prostatico Especifico.
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