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NOTA ACLARATORIA

Durante el afno 2020 se realizd la reconversién hospitalaria ante la pandemia de la COVID-19,
oficialmente anunciada por las autoridades de la Comisién Coordinadora de Institutos Nacionales de
Salud y Hospitales de Alta Especialidad, el 29 de marzo del 2020. La reconversién consistio de tres
fases, en las que participaron seis hospitales, tanto de la Ciudad de México, como del Estado de

México.

Derivado de lo anterior, el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, de la Secretaria de Salud
fue reconvertido a Hospital COVID y es uno de los Hospitales Generales que hasta el dia de hoy,
sigue siendo parte de esta estrategia nacional. La dinamica interna que se vivié a partir de marzo del
2020, condujo al cierre inmediato de algunos servicios clinicos y al cierre total de las actividades
académicas presenciales de pregrado y posgrado, con el consecuente impacto en la ausencia de la

atencion médica habitual y la paralizacion total de las dinamicas de investigacion y ensefianza.

La emergencia sanitaria también afectd el funcionamiento del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica, sitio en el que se desarrolla la fase experimental del proyecto del alumno de Maestria
Alan de Jesus Martinez Salas y que estuvo cerrado durante casi un afo. Por estas razones fue
necesario implementar acciones dirigidas a continuar con un ritmo lento el desarrollo del proyecto,
que incluyeron la captura de muestras biolégicas, asi como su procesamiento para los propdsitos
del proyecto. Estas condiciones retrasaron de forma considerable la fase de analisis de las muestras

de tejido prostatico.

Con el propdsito de no cancelar el desarrollo del programa de estudios y la graduacion oportuna de
los alumnos del Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Médicas (PMDCMOS, UNAM), que
coordina la Dra. Maria Teresa Fortoul Van der Goes y con la decision colegiada del Subcomité
Académico (SA), se instruy6 a todos los responsables de las sedes del programa a facilitar el proceso
de avance y conclusion de los estudios de los alumnos del posgrado. Para la adecuacién del proceso
de elaboracion de la tesis del alumno Martinez Salas, se ajustaron las metas del estudio, en acuerdo
del tutor académico y del responsable de la sede, sin que ello requiera aprobacién por escrito del
SA.

En el presente documento de tesis, la pregunta de investigacion, los objetivos de estudio y la
metodologia no se modificaron con respecto al proyecto autorizado y se decidié reportar resultados
preliminares, que incluyen la descripcion demogréfica y datos generales de los pacientes de los que
fue posible obtener muestra bioldgica. Se describen también las caracteristicas del seguimiento y
desenlace clinico oncolégico. Se incluyeron ademas los resultados de la extraccion y analisis de
calidad del DNA de todas las muestras, asi como los resultados del disefio y estandarizacién de la
técnica de reaccidn en cadena de polimerasa (Polymerase Chain Reaction - PCR) especifica para
el gen PBRM-1.
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RESUMEN

El cancer de préstata (CaP) es una de las neoplasias mas incidentes a nivel
mundial, en México es el cancer con mayor prevalencia y la primera causa de
muerte por cancer en México en hombres, acorde a las ultimas estadisticas del
2020. El CaP ha sido estudiado molecularmente a profundidad, sin embargo, el gen
Polibromo-1 (PBRM1) ha sido analizado en pocos estudios gendmicos, con
prevalencias variables entre ellos, que van desde menos del 1% hasta el 40%,
encontrando multiples mutaciones diferentes, sin embargo, en ningun estudio se ha
estudiado ninguna asociacion entre la presencia de mutaciones en el PBRM1 y el
desenlace oncoldgico de los pacientes con cancer de prostata. Realizamos un
estudio retrospectivo de cohorte histérica, con el objetivo de estudiar
molecularmente las muestras de patologia de pacientes diagnosticados con cancer
de préstata en busca de mutaciones en PBRM1 como un posible factor prondstico
de desenlace oncoldgico. Se incluyeron 26 pacientes con expediente clinico
completo y disponibilidad de muestras de patologia integras para extraccion
adecuada del DNA. Realizamos extraccion de DNA de las muestras de parafina,
con subsecuente amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) y
secuenciacion. Utilizando una herramienta informatica disefhiamos nuevos primers
especificos para exones del gen PBRM1, utilizando exones previamente descritos
en la literatura como controles para determinar la eficacia de nuestros disefios. Los
26 pacientes incluidos hasta el momento son una muestra representativa de
pacientes con CaP, incluimos pacientes de todos los Grupos de Gleason
histopatolégico, y de los Grupos de Riesgo de la Asociacion europea de Urologia
(European Association of Urology-EAU), con promedio de seguimiento de mas de 5
afos. Derivado de las restricciones condicionadas por la pandemia de SARS-CoV-

2 reportamos resultados y conclusiones preliminares.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) has one of the highest incidences worldwide, in Mexico it was
the malignancy with the highest incidence in males, as well as the first cause of
oncologic mortality in males in 2020. PCa has been genetically studied, however,
the Polybrome-1 (PBRM1) gene has only been reported in few studies so far, with a
variable prevalence, ranging from less than 1% up to 40%, with multiple different
mutations, and yet, no study has ever reported any studied association between
PBRM1 mutations and the oncologic outcome of PCa patients. We performed a
retrospective cohort, with the purpose of performing molecular analysis of paraffin
stored histopathology specimens diagnosed with PCa, searching for mutations in
PBRM1 gene as a possible prognostic factor of unfavorable oncologic outcome. We
reported 26 patients so far, with complete medical file data and available pathology
samples for DNA analysis. We performed DNA extraction from paraffin embedded
tissue, with subsequent Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification and
sequencing. Using a software tool we designed new specific DNA primers for
PBRM1 exons, with previously published primers as comparison for the quality of
our designed primers. The included 26 patients are an adequate representative
sample of PCa patients, since we have subjects from all distinct Gleason Grade
Groups, and all European Association of Urology (EAU) Risk Stratification Groups,
with an average follow-up of more than 5 years. Due to the restrictions provoked by

the SARR-CoV-2 pandemic, we report preliminary results and conclusions.



1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia del cancer de prostata

El cancer de prostata (CaP) es una de las neoplasias mas frecuentes a nivel
mundial, acorde a las ultimas estadisticas internacionales representa la segunda
neoplasia mas frecuente en hombres, con una incidencia en el 2020 de 14.1
millones de nuevos casos en todo el mundo (Gandaglia; 2021). Se considera el
cancer con mayor incidencia en 120 de los 185 paises censados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), dentro de ellos México; es la quinta causa de muerte a
nivel mundial, y la primera causa de muerte en 48 de los 185 paises de la OMS,

igualmente, dentro de ellos, en México (Gandaglia; 2021).
1.2 Biologia molecular del cancer de préstata

Dentro de las multiples alteraciones que se han encontrado en pacientes con cancer
de prostata se han identificado distintas mutaciones somaticas y modulaciones
epigenéticas que se correlacionan con diferentes fases de la oncogénesis. Con los
conocimientos generados con el proyecto genoma humano se han estudiado
multiples genes implicados en el cancer de prostata. En términos generales la mayor
parte de las alteraciones estudiadas hasta hace unos anos involucran la activacion
de oncogenes o el silenciamiento de genes supresores del crecimiento tumoral
(Schrecengost, 2013).

Desde la primera conceptualizacion de las caracteristicas emblematicas del cancer,
publicadas por Hanahan y Weinberg en el afno 2000, se han hecho multiples
avances en la gendmica oncoldgica, particularmente con el advenimiento de la
epigenética, sabiendo que existen distintos complejos proteicos que regulan la
expresion de genes e incluso regulan la reparacion y remodelacion del DNA (Fouad,
20017). Es ya evidente que existen alteraciones somaticas en genes que suponen
una progresién hacia el cancer, pero se han encontrado incluso otras que suponen
proteccion contra el mismo. El estudio del “microambiente”, relacionado con la
implicacién de células estromales es un componente importante, ya que se ha

comprobado que mutaciones propias de estas células, mas que mutaciones en la



célula origen, son las que inician los cambios para la transicion hacia metaplasia y
posteriormente hacia neoplasia de las células propias del tejido tumoral (Fouad,
2017).

En la ultima década el estudio molecular del cancer de prostata se ha centrado en
el receptor de andrégenos, su conformacion gendémica, expresion proteica y todos
los factores epigenéticos asociados a su expresion (Berger, 2011; Watson, 2015;
Sumiyoshi, 2019; Kobayashi, 2013). Se sabe que el cancer de préstata inicialmente
es dependiente de la sefalizacion generada por los distintos androgenos,
particularmente la dehidrotestosterona (DHT), en el receptor de andrégenos de la
célula del epitelio ductal prostatico, sin embargo, con la evolucion natural de la
enfermedad, se desarrollan distintos mecanismos de independencia a la
sefalizacion de los androgenos, lo que se conoce como “resistencia a castracion”
(Watson, 2015; Sumiyoshi, 2019; Kobayashi 2013). Se han descrito mutaciones
especificas y amplificaciones en el propio gen del receptor de andrégenos, sin
embargo estas mutaciones no explican por si solas el fendmeno de resistencia y se
ha evidenciado heterogeneidad genética y epigenética, encontrando alteraciones
de genes vecinos y coactivadores, tales como RB1, PTEN, SPOP, ERG, TMPRSS2
predominantemente, y en complejos proteicos de efecto epigenético en el propio
gen del receptor de andrégenos y otros genes implicados en la via de activacion y
expresion del mismo, lo cual supone una activacién y expresiéon del receptor de

androégenos aun en ausencia de androgenos (Watson, 2015; Sumiyoshi, 2019).

Se han estudiado multiples mecanismos epigenéticos relacionados con
oncogénesis en CaP. La metilacion de histonas es un fenémeno que supone el
“cierre” conformacional del DNA inactivando su trascripcion, se sabe que en CaP
existe hipermetilacion de regiones especificas, tales como genes supresores de
tumores (p16, p53, PTEN), en etapas avanzadas de CaP, tales como en resistencia
a castracion, incluso el gen del receptor de andrégenos se encuentra hipermetilado,
lo cual en condiciones normales provocaria una disminucion en la actividad
transcripcional provocado por andrégenos, sin embargo, en estos casos se ha

encontrado proteinas con actividad epigenética diversa (SUV39H1, KMT1A,



SEDTDB1, SMYD3) que suplen, e incluso tienen mayor actividad transcripcional
dependiente de androgenos, aun en ausencia de la expresion del receptor o
disminucién de esta hormona (Ruggero, 2018). La acetilacion de histonas es el
fendbmeno contrario, supone un mecanismo de inicio o “estimulacion” para la
transcripcion genética, en CaP existen regiones promotoras, particularmente
relacionadas con el receptor de androégenos, y con los mecanismos dependientes
de la respuesta a estas hormonas (en caso de CaP resistente a castracién), que se
encuentran acetiladas, y por lo tanto promueven la transcripcion de estas regiones
(Ruggero, 2018) Existen complejos proteicos, tal como el “Polycomb regressive
complex 2” (PRC2), que realiza cambios epigenéticos mediante la metilacién de
histonas de heterocromatina de regiones del DNA que se correlacionan con el gen
del receptor de androgenos, en donde se ha encontrado alteraciones en una
subunidad enzimatica llamada EZH2 (Enhancer of zeta homolog 2) esta subunidad
cumple las funciones cataliticas del complejo, observandose que alteraciones en el
gen EZH2 transforman el PRC2 en un coactivador de la expresién del receptor de
androgenos, y de la transcripcion genética mediada por el mismo (Xu K, 2012).
Existen proteinas que generan actividad transcripcional en zonas acetiladas del
DNA, que bien pueden actuar por si solas, formando complejos entre ellas mismas,
o0 como subunidades enzimaticas de complejos proteicos mas grandes, conocidas
como “proteinas contenedoras de bromodominios” (BRD, por sus siglas en inglés).
Existen 42 diferentes BRDs, las mas relevantes son BRD2, 3y 4 y hasta en el 50%
de los CaP se han encontrado mutaciones diversas en éstas (Ruggero, 2018).
Existen complejos proteicos denominados “complejos remodeladores de histonas”,
uno de gran interés de estudio desde hace casi dos décadas se conoce como
SWI/SNF (Switch/Sucrose Non Fermentable). Este complejo fue estudiado
inicialmente en levaduras en 1994, encontrando su papel regulador en hasta un
tercio del genoma completo de las mismas, posteriormente en la Drosophilia y en
afo 2000 se estudio su papel en mamiferos (Reisman, 2009). En la actualidad se
sabe que el 20% de la actividad tumoral en humanos esta regulada o presenta algun
tipo de alteracion en uno o mas de los componentes del Complejo SWI/SNF. Este

complejo es expresado en todos los tejidos, y se compone de dos variantes o



unidades diferentes, segun los distintos componentes proteicos, la primera conocida
como BAF, compuesta de dos unidades unicas para ese complejo, ARID1A y
ARID1B y otro, presente especificamente en algunos tejidos de interés, tales como
rindn y prostata, llamada PBAF (Polybromo-associated BRG1 factor), cuyos
componentes unicos son el ARID2 y el Polibromo-1 (PBRM1), una proteina
compuesta por varias BRDs (Xu K, 2012; Reisman, 2009; Biegel 2014; Wilson,
2011; De Costa, 2014). ElI complejo remodelador SWI/SNF actua mediante
ATPasas, sobre dominios en histonas (particularmente H3) mediante acetilacién,
carboxilacién, ubiquitinacion y fosforilacion, en zonas condensadas del DNA en
forma de heterocromatina; su accion principal consiste en remover o reemplazar
octameros de histonas del nucleosoma, permitiendo la expresion de genes
necesarios para el adecuado funcionamiento del ciclo celular (Biegel, 2014; Wilson,
2011; De Costa, 2014; Varela, 2011; Thompson, 2009).

Respecto al receptor de andrégenos, se ha visto en estudios experimentales que el
Complejo SWI/SNF tiene un efecto activador o estimulador sobre genes que tienen
una accion directa en la expresion para la formacién de proteinas que son
componentes de receptores hormonales, adicionalmente los distintos componentes
del complejo SWI/SNF tienen la capacidad de interactuar directamente sobre
proteinas de estos receptores, particularmente los de glucocorticoides, de

estrégenos y de andrégenos (Thompson, 2009; Samowska, 2016; Jeong, 2009).

La proteina Polibromo 1 (PBRM-1) es codificada por un gen con el mismos nombre,
localizado en el cromosoma 3p21.1, compuesto de 37 exones, con una longitud de
140,499 pares de bases, localizado entre los pares de bases 52545352 y 52685917,
que codifica para una proteina con el mismo nombre, de 1689 aminoacidos, también
conocida como BAF180 (BRG-associated factor 180) (Jeong, 2009; Porter, 2017;
Horikawa, 2002; OMIM, 2018; Gene, 2018; UniProt, 2018; Ensemble Project, 2018;
Slaughter, 2018). EI gen PBRM-1 se ha estudiado relativamente poco en
comparacion con otros genes en el campo de la oncologia, se compone de 6

distintas regiones codificantes para BRDs, en donde se conocen ya multiples



mutaciones bien localizadas, particularmente de cambio de sentido, estudiadas en

el carcinoma de células claras renal (Slaughter, 2018; Piva, 2015).
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Figura 1. Estructura del Gen PBRM1 y sus mutaciones

Mediante estudios de inmunohistoquimica y anticuerpos dirigidos hacia la proteina
Polibromo 1, asi como estudios de RNA para analizar la expresion del gen PBRM1
se ha visto que este gen tiene actividad y expresion en todos los tejidos; la principal
utilidad actual del estudio del gen PBRM-1 radica en el cancer de células renales,
donde se ha encontrado una asociacion entre mutaciones en dicho gen en pacientes
con cancer renal de células claras, considerandose el segundo gen mutado mas
frecuente, hasta en el 40% (Ensemble Project, 2018; Slaughter, 2018; Piva, 2015;
Brugarolas, 2013). Se ha estudiado en modelos experimentales, utilizando células
que han sido alteradas genéticamente para eliminar o silenciar el gen PBRM-1,
encontrando que al reintroducir el gen, mediante su expresion se logra apoptosis o
bien detencion completa del ciclo celular, concluyéndose su participacién como un
gen que suprime la replicaciéon no controlada de células tumorales (Varela, 2011;
Porter, 2017; Brugarolas, 2013).

1.3 PBRM-1 en cancer de préstata

El analisis relacionado con el PBRM1 ha sido en su mayoria en estudios de
asociacion de genoma completo (Genome Wide Association Studies-GWAS) o se
secuenciacion masiva de exoma, con tejidos tumorales almacenados en bancos de
tejidos, con el fin de encontrar asociaciones en miles de genes, en la mayoria de los
casos los hallazgos encontrados en el PBRM1 han sido resultados secundarios no

buscados intencionadamente. El primer estudio en la literatura que reporta el



hallazgo de mutaciones en PBRM1 en cancer de proéstata fue publicado en el afio
2011 por Berger y cols (2011), mediante un analisis de secuenciacion masiva
realizado en muestras de tejido prostatico tumoral de 7 pacientes, todos ellos con
Gleason mayor a 7, encontraron 3,866 mutaciones somaticas distintas, entre ellas
mutaciones de cambio de sentido en PBRM1 en 3 de los 7 pacientes, con una
prevalencia de 42.7%, debido a la naturaleza descriptiva del estudio no se busco
ninguna asociaciéon con desenlace o prondstico (Berger, 2011). Posteriormente en
el 2012, Barbieri y cols (2012) realizaron un analisis de secuenciacion masiva del
exoma de 112 pacientes con cancer de prostata (muestras histopatologicas
almacenadas), encontrando 5,764 mutaciones somaticas distintas presentes en
tejido tumoral, pero ausentes en tejido sano y en sangre periférica, dos de los 112
pacientes presentaron mutaciones de nucleétido simple y delecion de codon en
PBRM1, con una prevalencia del 1.8%, sin reportar asociacion con desenlace,
pronéstico o supervivencia (Barbieri, 2012). En el 2012 Grasso y cols (2012)
secuenciaron el exoma de 50 pacientes con cancer de prostata, cuyo tejido fue
obtenido de autopsias, para identificar mutaciones somaticas, encontrando 1
paciente (prevalencia de 2%) con mutacién de nucleétido simple con pérdida de
sentido, si bien, no realizaron ningun analisis estadistico de supervivencia, en las
tablas demograficas de los pacientes se encontrd que el paciente con mutacién en
PBRM1 presentd un Gleason 10, con un antigeno prostatico especifico de
2,000ng/ml y reportaron que el pacientes habia fallecido 37 meses después al
diagnostico de cancer de prostata (Grasso, 2012). Nickerson y cols (2013)
publicaron en 2013 otro analisis de secuenciacion masiva de 5 pacientes con CaP,
encontrando 1 paciente (20%) con mutacién en PBMR1, el cual presentaba
caracteristicas oncoldgicas desfavorables, siendo metastasico al diagndstico y con
un Gleason 10 (Nickerson, 2013). En el ano 2015, el Cancer Genome Atlas
Research Network (2015), un departamento dependiente del Nationa Institute of
Health (NIH) de Estados Unidos, realizé un gran estudio de asociacion de genoma
completo de 333 muestras de tejido tumoral de CaP, dentro de las variables
mutaciones que encontraron en miles de genes, encontraron dos pacientes (0.6%)

con mutaciones diversas en PBRM1, predominantemente de cambio de sentido,



ambas en pacientes con Gleason mayor a 7, de igual manera, no se realizdé ningun
estudio de supervivencia o prondstico en los pacientes estudiados (Cancer Genome
Atlas, 2015). En el afio 2017 se publicé una revision de la literatura por Hopson y
Thompson (2018), concluyendo una prevalencia de mutaciones en PBRM1 en
pacientes con CaP de hasta el 7%, basandose en la literatura previamente
publicada (Hopson, 2018). En el afio 2018 Urbanucci y Mills (2018) publicaron un
articulo reportando la frecuencia y subtipos de mutaciones en proteinas
contenedoras de bromodominios en cancer de préstata, reportando una frecuencia
de hasta 30% de mutaciones en PBRM1 en CaP resistente a castracion (Urbanucci,
2018). Finalmente en el 2019, Mota y cols, basandose en la literatura conocida,
realizaron un analisis del mMRNA de PBRM1 en tejido prostatico y en cultivos
celulares modificados con el fin de estudiar la expresion del gen PBRM1 en cancer
de prostata, encontrando que el mMRNA de PBRM1 se expresaba hasta 9 veces mas
en cancer de prostata con caracteristicas oncolégicas desfavorables, en pacientes
con Gleason mayor a 8 y en pacientes con resistencia a castracion, de igual manera
encontraron que existian variantes en el mRNA vy el la proteina PBRM1 en estos
pacientes, concluyendo tanto la presencia de cambios en la secuencia del gen
PBRM1 como cambios postraduccionales de la proteina en estos pacientes (Mota,
2019). Tomando en cuenta los distintos estudios mencionados, el promedio de
mutaciones en PBRM1 en pacientes con CaP reportado en la literatura es de 14%
(minima 0.6 y maxima 42%), variable entre las poblaciones estudiadas, sin embargo
es evidente que se encuentra predominantemente asociada a factores de mal

prondstico, particularmente Gleason elevado.
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Existe evidencia de estudios transversales y de asociacidn genética demostrando
la presencia de mutaciones en el gen PBRM, presentes en pacientes con cancer de
préstata con caracteristicas histopatoldgicas y clinicas desfavorables, tales como
un Gleason elevado o bien metastasicos, sin embargo, no se ha realizado ningun
estudio analitico relacionado con la supervivencia, recurrencia y progresion de la

enfermedad en estos pacientes. La realizacion de un estudio longitudinal, con el



objetivo de analizar la supervivencia de los pacientes con cancer de prostata con

mutaciones en PBRM1 supone la obtenciéon de informacion nunca estudiada y la

posibilidad de establecer el analisis de mutaciones en el gen PBRM1 como un factor

prondstico de utilidad clinica en cancer de préstata.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Identificar las mutaciones en el gen PBRM1 como un factor de prondstico

desfavorable en pacientes con cancer de prostata a 5 afios de seguimiento.

1.

2.

3.

4-

5.

6.

7.

3.2 Objetivos especificos

Identificar la prevalencia de mutaciones en el gen PBRM1 en pacientes con
cancer de prostata.

Asociar las mutaciones en el gen PBRM1 en pacientes con cancer de
préstata con los hallazgos histopatologicos desfavorables en la biopsia
prostatica transrectal (BPTR)

Asociar las mutaciones en el gen PBRM1 en pacientes con cancer de
préstata con los estadios de riesgo establecidos por la European Association
of Urology (EAU)

Correlacionar las mutaciones en el gen PBRM1 con el antigeno prostatico
especifico (APE).

Analizar la supervivencia global a 2 y 5 afios en pacientes con mutaciones
en PBRM1

Analizar la supervivencia libre de progresion bioquimica a 2 y 5 en pacientes
con mutaciones en PBRM1

Analizar la supervivencia libre de progresion a 2 y 5 en pacientes con

mutaciones en PBRM1
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4. HIPOTESIS.

1 El score de Gleason de las BPTR de los pacientes con mutaciones en el gen
PBRM1 sera mayor en los pacientes con mutaciones en el gen PBRM1 en
comparacion con los pacientes sin mutaciones.

2 Los pacientes con mutaciones en PBRM1 presentaran un estadio de peor
riesgo EAU que aquellos sin mutaciones.

3 La presencia de mutaciones en PBRM1 se correlacionara con
concentraciones mayores de APE al momento del diagnostico, en
comparacion con aquellos sin mutaciones.

4 La supervivencia libre de recurrencia bioquimica y progresion de la
enfermedad sera menor en los pacientes con mutaciones en PBRM1 en

comparacion con los pacientes sin mutaciones.

5. MATERIAL Y METODOS.
5.1 Reclutamiento de los pacientes

Se utilizé la base epidemiologica del Departamento de Urologia del Hospital Dr.
Manuel Gea Gonzalez, estandarizada y disponible a partir del afo 2009, se
buscaron los registros clinicos (expedientes clinicos) y sus correspondientes
muestras de patologia (tejido prostatico), de pacientes con diagndstico de cancer
de préstata. Se incluyeron todos aquellos pacientes masculinos, entre 50 y 90 afios,
con diagndstico confirmado histopatoldgicamente de cancer de préstata, mediante
biopsias prostaticas transrectales o la pieza quirurgica resultado de prostatectomia
radical, que contaran con expediente clinico completo, con seguimiento minimo de
2 afos y cuyos bloques de parafina se encontraran fisicamente disponibles en el
Departamento de Patologia, para su analisis molecular. Los tejidos emparafinados
se obtuvieron de pacientes vistos entre el 01 de enero del 2009 al 30 de diciembre
del 2015.

5.2 Registro de las variables

Los datos clinicos de los pacientes registrados al momento del diagnéstico de

cancer de prostata incluyeron la edad, comorbilidades, y tabaquismo activo; los
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datos clinicos oncoldégicos al diagndstico incluyeron antigeno prostatico especifico
(APE), medido en nanogramos por mililitro (ng/mL), tacto rectal, definido como
sospechoso 0 no, el grupo de riesgo acorde a la Asociacion Europea de Urologia
(European Association of Urology-EAU, 2021), dividido en tres grupos, bajo,
intermedio y alto riesgo, descritos en la Tabla 1. Aquellos pacientes con APE al
diagnostico mayor a 10 ng/mL, se registraron los estudios adicionales para
evidenciar presencia o ausencia de metastasis 6seas o viscerales, con lo cual se

diagnosticé o descartdé CaP metastasico al momento del diagnostico.

Estratificacion de Riesgo de la European Association of Urology (EAU)3
Bajo riesgo Riesgo Alto riesgo

Intermedio
APE <10 ng/ml APE 10-20 ng/ml | APE >20 ng/ml Cualquier APE
Gleason <7 Gleason <7 Gleason >7 Cualquier Gleason
cT1-22 cT2b cT2c cT3-4 o N+
Localizado Localmente

avanzado

Tabla 1. Estratificacion de riesgo acorde a las guias del 2020 para Cancer de Préstata de la “European
Association of Urology” (EAU).

5.3 Diagnéstico histopatoldgico de cancer de préstata

Se registré el resultado histopatolégico de las biopsias prostaticas transrectales
guiadas por ultrasonido, de cada paciente, de acuerdo a la escala de Gleason; con
base en esta misma escala, se asigné a cada paciente uno de los 5 grupos
establecidos por la Sociedad Internacional de Patologia Urolégica (International
Society of Urological Pathology-ISUP, 2014) descritos la Figura 3. De igual manera
se registré la presencia o ausencia de invasion linfovascular. Con el diagnéstico
histopatolégico de cancer de préstata se registro la estadificacion TNM clinica y

patologica de cada paciente.
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“International Society of Urological Pathology” (ISUP)3°
ISUP 1= Gleason 3+3=6

ISUP 2= Gleason3+4=7

ISUP 3= Gleason 4+3=7

ISUP 4= Gleason 4+4=8 o Gleason 3+5=8 o Gleason 5+3=8
ISUP 5= Gleason 4+5 6 5+4 = 9 o Gleason 5+5=10

Tabla 2. Grupos histopatolégicos acorde a la International Society of Urological Pathology, publicados en las

guias del 2020 de Cancer de Proéstata de la “National Comprehensive Cancer Network” (NCCN).

5.4 Seguimiento clinico y oncolégico de los pacientes

Se reqistré el seguimiento de la evolucion de los pacientes por 5 afios. Todos los
pacientes reciben seguimiento trimestral posterior al manejo indicado para el cancer
de préstata, prostatectomia radical o radioterapia en caso de cancer de prdostata no
metastasico, acorde al grupo de riesgo EAU de cada paciente, y terapia de
deprivacion androgénica (en el caso de nuestro hospital, con analogos de hormona
liberadora de gonadotrofina u orquiectomia radical), en caso de pacientes
metastasicos al diagnostico; independientemente del manejo indicado, el
seguimiento en el hospital es trimestral, con mediciones de APE trimestrales, el cual
se registro en todos los casos. Se registro la recurrencia bioquimica, definida como
cualquier elevacion de APE mayor a 0.2 ng/mL en pacientes manejados con
prostatectomia radical, o bien mayor a 2.0 ng/mL en los pacientes manejados con
radioterapia, asi como el tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento hasta la
aparicion de recurrencia bioquimica; de igual manera se registro la progresion de la
enfermedad, definida como la aparicion de metastasis ganglionares, éseas, o
viscerales en pacientes no metastasicos al momento del diagndstico, y de lesiones
adicionales o nuevas no presentes al momento del diagndstico en caso de pacientes
metastasicos al diagndstico; para el analisis de la presencia de metastasis se utiliza
el gamagrama 6seo en aquellos pacientes con APE mayor a 10 ng/mL y la

tomografia por emision de positrones (PET-CT, por sus siglas en inglés), en
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aquellos casos con antigeno mayor a 2 ng/ml pero menor a 10 ng/mL, en ambos
estudios se defini6 como positiva para metastasis cualquier lesion concluyente
como tal por el radiélogo especialista que dictaminé el reporte. Se registro el tiempo
transcurrido entre el tratamiento indicado para CaP y la aparicion de progresién de
la enfermedad. Por ultimo, en pacientes sometidos a tratamiento con bloqueo
hormonal se definid la resistencia a castracion, término unicamente existente en
cancer de prostata, que se define como la presencia de actividad tumoral prostatica
a pesar de terapia de deprivacion androgénica, la cual se evidencia con la elevacion
de antigeno prostatico especifico por encima de 2.0 ng/ml en tres mediciones
consecutivas en el contexto de tratamiento con deprivacion androgénica, con

niveles serolégicos de testosterona menores a 0.50 ng/dl.

5.5 Obtenciéon de material de patologia

Todas las muestras de biopsias transrectales prostaticas analizadas por el
Departamento de Patologia son fijadas en formalina y almacenadas en bloques de
parafina para su resguardo. Previa solicitud formal y autorizaciéon por parte del
Comité de Etica e Investigacion y la Jefatura del Departamento de Patologia del
Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez, se hizo peticion para el aporte de las muestras
de parafina de los pacientes por parte del personal del Departamento de Patologia.
De las muestras disponibles de parafina de cada sujeto, se realizaron multiples
cortes de 10 micrometros de muestra para su subsecuente desparafinamiento y

extraccion de DNA.
5.6 Desparafinamiento y extraccion del DNA

Los cortes micrométricos de los bloques de parafina de cada sujeto fueron

sometidos al proceso de desparafinamiento, descrito a continuacion.

Para cada muestra de biopsia prostatica transrectal entregada por el Departamento
de Patologia, se retiré el exceso de parafina y el tejido se desprendié por raspado
directo y se tranfirié a un tubo de 1.5 mL, se agregaron 800 uL de Xilol a cada tubo,

posteriormente se agitd con voértex por 20 segundos y se centrifugaron a
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temperatura ambiente, a 13,000 revoluciones por minuto (rpm) por 2 minutos y se
retiro el sobrenadante. Se afiadi6é 1 mL de etanol al 90% a cada muestra, se agitaron
con vortex por 20 segundos y nuevamente se centrifugaron a 13,000 rpm por 2
minutos, extrayendo el sobrenadante después de centrifugar. Se afiadieron 220 uL
de buffer ATL (Animal Tissue Lysis), para lisis tisular, y 25 uL de Proteinasa K,
dejandose incubar en termociclador a 56°C por 18 horas. Posteriormente se
aumenta la temperatura del termociclador a 90°C y se incuba por 1 hora, se extraen
los tubos y se centrifugan por 10 segundos. Se extrae la fase clara del producto y
se coloca en un tubo limpio de 1.5 ml. Se agregan 200 uL de buffer AL, mezclando
con vortex, se agrega posteriormente 200 uL de etanol al 100%, nuevamente
mezclando la solucion. Se centrifuga por 10 segundos. El contenido completo se
transfiere cuidadosamente a un tubo con columna “MinElute” del kit QIAmp de 2mL
y se centrifuga a 11,000 rpm por 1 minuto. Posterior a la centrifugacion, se separa
la columna y se coloca en nuevo tubo de 2mL, desechando el tubo previo de 2mL
con el liquido contenido. Se afiaden 500uL de buffer AW1 a la columna MinElute,
nuevamente centrifugando a 11,000 rpm por 1 minuto, se extrae y coloca en otro
tubo de 2 mL y se desecha el tubo previo. Se agregan 500 uL de buffer AW2, se
repite centrifugacion con mismos parametros y retiro y recolocacién en tubo limpio
de 2mL. Se centrifuga nuevamente, a 13,000 rpm por 3 minutos. Se retira columna
“‘MinElute” y se coloca en tubo de 1.5 mL desechando tubo previo. Se agregan 25
uL de buffer ATE directamente en la membrana sin tocarla, se centrifuga a 13,000
rom por 1 minuto. Se retira columna “MinElute” y se conserva tubo de 1.5 mL con

DNA extraido en solucion, almacenandolo a -20°C.
5.7 Analisis de calidad de DNA

Una vez obtenido el DNA, se realizé espectrometria para determinar la cantidad y
calidad del DNA extraido de cada muestra, utilizando el equipo NanoDropTM one
Microvolumen UV-Vis (Thermo Fisher Scientific), se registraron los resultados de
absorbancia de cada muestra de DNA analizada. Se determiné la absorbancia a
260 nm, con el fin de obtener la concentracion de DNA en ng/uL. Asimismo se

determinaron los coeficientes 260/280 y 260/230 los cuales indican la pureza de la
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muestra, tomando como referencia un valor aproximado de 2.0 en el coeficiente
260/280 y un valor 1.8 a 2.2 en el cociente 260/230.

5.8 Elaboracion de los “primers” especificos para PBRM1 vy

secuenciacion

Con base en la informacion conocida de la secuencia de PBRM1, utilizando las
herramientas de NCBI, Gene y Genome Data Viewer, y la herramienta cBioPortal
(cbioportal.org) se prepararon las bibliotecas de los primers especificos para el gen

PBRM1 para secuenciacion.

5.9 Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

Se realizd la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con el sistema Applied
Biosystems QuantStudio™ PCR System, mediante el método curva estandar y 45
ciclos. Se preparé un gel para electroforesis, con 0.75 gramos de agarosa
UltraPure™ ThermoFisher Scientific, los cuales se disolvieron en 50 mL de buffer
TBE 0.5x. Posterior a la polimerizacion del gel se cargaron 200 ng de DNA, 2 L de
buffer de carga y 2 uL de Gel Red 1x. La electroforesis se realizé a 75 V durante 1
hora. Tras la electroforesis se reveld la integridad del DNA mediante el sistema

transiluminador Gel Doc™ XR+ Gel Documentation System.
5.10 Secuenciacion del gen PBRM1

Usando master mix con polimerasa Taq y reactivos AmpliSeq lllumina para el
estudio de secuenciacion utilizamos un equipo MiSeq para la secuenciacion de los
amplicones. Utilizamos al menos tres métodos bioinformaticos por convergencia
para estimar la presencia de las mutaciones somaticas. Se registraron cada una de
las mutaciones obtenidas en la secuenciacién del gen PBRM1 para cada uno de los

pacientes.
5.11 Andlisis estadistico

Para reportar las caracteristicas demograficas y resultados generales y especificos

de la poblacién estudiada, como medida de tendencia central se utilizé la media y
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mediana (en caso de curtosis y asimetria evidente) en conjunto con su
correspondiente medida de dispersion, desviacion estandar (en caso de obtener
una desviacion estandar -DE- mayor a 50% del valor de la media se utilizara el error
estandar de la media -EE-) y rango intercuartil (RIl) respectivamente, para las

variables cualitativas continuas y discontinuas.

Las caracteristicas demograficas y resultados generales y especificos de las

variables cualitativas se reportaron en frecuencias absolutas y relativas.

Se reportaron los datos demograficos y resultados en la poblacién total, asi como
por cada grupo de la cohorte (con mutaciones en PBRM1 y sin mutaciones en
PBRM1), de igual manera hizo analisis de subgrupos acorde a al ISUP y la
estadificacion de riesgo de la EAU, reportando los datos demograficos y resultados
generales para cada grupo de ISUP y de riesgo. De igual manera en el grupo con
mutaciones en PBRM1 se estratifico a los pacientes acorde al acumulo de
mutaciones diferentes en el mismo gen obteniendo distintos grupos segun el

numero de mutaciones.

Se utilizaron distintos estadisticos para el analisis inferencial segun las

caracteristicas de la variable analizada.

Para el analisis de la distribucidon de las variables cualitativas nhominales y ordinales
de manera aislada, asi como para analizar la asociacion de independencia entre
distintas variables cualitativas, se utilizé la prueba de Chi (Xi2) cuadrada y el

estadistico exacto de Fisher segun las categorias de las distribuciones observadas.

Previo analisis inferencial de las variables cuantitativas se realizé pruebas de
curtosis y asimetria para determinar dichas caracteristicas en las variables

estudiadas (coeficiente de Fisher-Pearson de asimetria y curtosis).

Para el analisis de la varianza de una variable cualitativa (en una muestra -un grupo-
o bien en dos 0 mas muestras independientes -dos 0 mas grupos-) se utilizo el
estadistico T de Student para dos muestras o analisis de varianza (ANOVA) en caso

mas de dos muestras (grupos) si se asume normalidad, en caso contrario se utilizé
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el estadistico de U de Mann-Whitney (dos grupos) o Kruskal Wallis (mas de dos

grupos).

Para las mediciones repetidas de las distintas variables cualitativas en el
seguimiento de la poblacidn se realizé analisis de varianza de medidas repetidas

(ANOVA) si se asume normalidad, en caso contrario, la prueba de Kruskal Wallis.

Se utilizé el coeficiente de correlacion de Spearman para inferir la asociacién lineal
entre las variables cualitativas ordinales que suponen las estadificaciones por
grupos (grupos de ISUP y riesgo EAU) asi como acorde al acimulo de mutaciones,
con las distintas mediciones de APE (al diagndstico, y cada 3 meses), asi como el
tiempo (en meses) del seguimiento previo a la recurrencia bioquimica, progresion

de la enfermedad y muerte.
5.11.1 Analisis de supervivenciay valor prondéstico

Para el analisis de supervivencia a 2 y 5 afos, se utilizd un analisis de regresion
logistica simple para todas las variables asociandolas con el tiempo de seguimiento
o evolucion previo a la aparicion de cada uno de los eventos de desenlace de
supervivencia estudiados (recurrencia bioquimica, progresion de la enfermedad y
mortalidad), posteriormente se realizé un analisis de regresion logistica multiple de
todas las variables juntas (Edad estratificada por rangos, grupo de cohorte, ISUP,
riesgo EAU, acumulo de mutaciones, nivel de APE inicial estratificada por rangos y
TNM) con el tiempo de seguimiento o evolucion previo a la aparicion de cada uno
de los eventos de desenlace de supervivencia estudiados (recurrencia bioquimica,
progresion de la enfermedad y mortalidad), estimando el efecto en la probabilidad
de supervivencia al evento estudiado (Razén de Riesgo o Hazard Ratio-HR). Se
utilizara el estadistico y graficos de Kaplan-Meyer, con posterior, analisis de rangos
logaritmicos de Mantel-Cox y prueba de Mantel-Cox para estimacion de la Razén
de Riesgo (Hazard Ratio-HR) de supervivencia (supervivencia libre de recurrencia
bioquimica, supervivencia libre de progresion de la enfermedad y supervivencia
global) entre los dos grupos de la cohorte, segun el acumulo de mutaciones en

PBRMA1, y entre los distintos subgrupos de ISUP y de riesgo EAU.
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Se tomo6 un nivel de significancia del 95% (p=0.05) para todas las pruebas

estadisticas.
6. RESULTADOS
6.1 Inclusion de los pacientes con cancer de prostata

Tras la revision de la base de datos epidemiologica del Departamento de Urologia
se obtuvo un registro de 405 pacientes con cancer de prostata entre el 01 de enero
del 2009 al 31 de diciembre del 2015. Posterior a la autorizacion del Comité de Etica
e Investigacion del Hospital, se pudo obtener acceso al registro de las muestras de
parafina disponibles fisicamente en el almacén del Departamento de Patologia. Tras
la revision de la disponibilidad fisica de los bloques de parafina por parte del
personal del Departamento de Patologia, se pudieron incluir hasta la redaccion de
la presente Tesis, 26 sujetos con bloques de parafina disponibles y con su

correspondiente expediente clinico completo.
6.2 Caracteristicas demograficas y oncoldgicas

De los 26 pacientes incluidos hasta el momento, la edad promedio al momento del
diagnostico de cancer de prostata fue 71.6 + 7.1 afios (promedio * desviacion
estandar). Todos los pacientes fueron diagnosticados mediante biopsias prostaticas
transrectales guiadas por ultrasonido (BTRUS por sus siglas en inglés), acorde al
esquema estandarizado de 12 biopsias por sextantes. Del total de pacientes 10
(38.5%) fueron diagnosticados secundario a tamizaje o deteccién oportuna de
cancer de prostata, 16 (61.5%) pacientes se presentaron por sintomatologia urinaria
baja obstructiva. Veintidds (84.6%) de los pacientes presentaron a la exploracion
fisica inicial un tacto rectal sospechoso, 4 (15.4%) no presentaron tacto rectal
sospechoso. El antigeno prostatico especifico (APE) promedio inicial fue de 27.01
1 31.28 ng/mL (promedio + DE). Cinco pacientes (19.2%) presentaron un APE inicial
menor a 10 ng/mL, 21 (80.8%) un APE inicial mayor o igual a 10 ng/mL.

De los resultados de las BTRUS, 11 (42.3%) pacientes presentaron Gleason Grupo
1 (G1) 3+3=6, 2 (7.7%) pacientes Gleason Grupo 2 (G2) 3+4=7, 2 (7.7%) pacientes
Gleason Grupo 3 (G3) 4+3=7, 6 (23.1%) Gleason Grupo 4 (G4) 4+4=8,y 4 (15.4%)
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Gleason Grupo 5 (G5), 4+5 o 5+4=9 o 5+5=10. Catorce (53.8%) presentaron 5 o
menos muestras (de las 12 biopsias) con cancer de préstata, 12 (46.2%)

presentaron 6 0 mas muestras con cancer de prostata.

Tres pacientes (11.5%) presentaron evidencia de metastasis 6seas al diagnéstico,
siendo estadificados como M1b desde el diagndstico. De los restantes 23 pacientes
no metastasicos al diagnostico, 3 (11.5%) pacientes fueron clasificados, acorde a la
estratificacion de riesgo EAU descrita en antecedentes, como riesgo Bajo, 7 (26.9%)

como riesgo Intermedio, y 13 (50%) como riesgo Alto.

Quince (57.7%) pacientes fueron manejados con tratamiento radical, 13 (50%)
pacientes fueron manejados con prostatectomia radical abierta'y 2 (7.7%) pacientes
con radioterapia radical, 8 (30.8%) pacientes fueron manejados con bloqueo
hormonal como unico tratamiento (sin radioterapia adicional), 7 (26.9%) con bloqueo
hormonal con analogos de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH por sus
siglas en inglés) y 1 (3.8%) con orquiectomia simple bilateral, los restantes 3
(11.5%) pacientes fueron manejados con vigilancia (seguimiento clinico trimestral,

sin recibir tratamiento curativo o bloqueo hormonal).

De los pacientes sometidos a prostatectomia radical (PR), 5 (19.2%) presentaron
margenes positivos a malignidad y 3 (11.5%) presentaron invasion linfovascular. De
los pacientes con PR, 6 (%) presentaron un reporte histopatolégico en la pieza
quirurgica de la PR con Gleason superior al reportado inicialmente en la BTRUS. La

Tabla 3 ilustra las caracteristicas oncoldgicas de los pacientes.
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Variable

n(%)
Total= 26 pacientes

Diagnostico

Tamizaje

10 (38.5%)

Sintomatologia

16 (61.5%)

Tacto rectal Sospechoso 22 (84.6%)
No sospechoso 4 (15.4%)
APE inicial Menor a 10 ng/mL 5(19.2%)

Mayor a 10ng/mL

21 (80.8%)

Gleason (Grupo ISUP)35 Gleason G1 11 (42.3%)
Gleason G2 2 (7.7%)
Gleason G3 2 (7.7%)
Gleason G4 6 (23.1%)
Gleason G5 4 (15.4%)
Muestras positivas a CaP 5 0o menos 14 (53.8%)
Mas de 5 12 (46.2%)
Clasificacion de riesgo al Riesgo Bajo 3 (11.5%)
diagnostico (EAU)3
Riesgo Intermedio 7 (26.9%)
Riesgo Alto 13 (50%
Metastasico 3 (11.5%)
Tratamiento inicial Prostatectomia radical 13 (50%)
Radioterapia 2 (7.7%)
Bloqueo hormonal 8 (30.8%)
Vigilancia 3(11.5%)

Tabla 3. Caracteristicas oncoldgicas de los pacientes.
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6.3 Seguimiento clinico y desenlace oncoldgico

El promedio de seguimiento clinico de los 26 pacientes fue de 5.2 + 2.9 anos

(promedio £ DE), el minimo de seguimiento fue de 2 afios y el maximo de 11 afos.

De los pacientes manejados con PR, 2 ( %) presentaron recurrencia bioquimica, sin
progresién de la enfermedad a los 2 afios de seguimiento; 2 ( %) presentaron
recurrencia bioquimica a los 5 anos de seguimiento, uno ( %) de ellos con actividad
O0sea metastasica y valor de APE en 144 ng/mL; 2 ( %) pacientes presentaron
recurrencia bioquimica, uno ( %) con actividad metastasica ésea, a los 10 afios de

seguimiento.

Seis (23.1%) pacientes fallecieron durante su seguimiento, en 2 (7.7%) casos los
pacientes presentaban elevacién de APE mayor a 10 ng/mL y diagnéstico de
recurrencia bioquimica y actividad tumoral en los datos de ultima consulta, los
restantes 4 (15.4%) presentaban valores de APE por debajo de 1.0 ng/mL y sin

evidencia de actividad tumoral o progresién de la enfermedad.
6.4 Extraccién de DNA y analisis de calidad

Se realiz6 la extraccion del DNA siguiendo la técnica previamente descrita, para las
muestras de biopsias prostaticas de los 26 pacientes incluidos en el estudio, se
realizd espectrofotometria por absorbancia para determinar la calidad del DNA

obtenido de la parafina de cada paciente.
6.5 Elaboracion de los “primers” especificos para el gen PBRM-1

Utilizando la herramienta bioinformatica cBioPortal (cbioportal.org), se buscaron
mutaciones reportadas en el gen del PBRM1. Se establecieron las variantes mas
frecuentes en distintas cohortes y estudios de secuenciacion, reportados en el
TGCA para cancer de préstata, asi como las mutaciones con relevancia clinica mas

frecuentes para dicha neoplasia.

Se identificaron 20 estudios reportados con mutaciones presentes en cancer de

prostata, en un total de 6334 muestras diferentes para 6048 pacientes diferentes,
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con presencia de 1% (77 pacientes) con mutaciones en PBRM1, encontrando 55

mutaciones diferentes, representadas en la Figura 2.

MUTACIONES CLINICAMENTE RELEVANTES

# PBRM1 Mutations

0
0 400 800 1200 168%aa
OncoKB . o . o . B .
- | ENST00000296302
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Somatic Mutation Frequency @ 0.8%
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Figura 2. Utilizando herramienta cBioPortal se muestra la estructura del PBRM1, con la visualizacién de las

mutaciones para CaP y su correspondiente localizacion en el gen

Dentro de las diferentes mutaciones, se encontraron 19 diferentes mutaciones
clinicamente relevantes, y se identificaron 5 exones que contienen el mayor numero
de mutaciones clinicamente relevantes, los exones 4, 7, 8, 20 y 22. Las Figuras 32

y 3b ilustran las mutaciones clinicamente relevantes reportadas previamente, y sus

caracteristicas y exén de localizacion.
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MUTACIONES

CLINICAMENTE RELEVANTES

Study of Origin ~ Sample ID  Cancer Type Detailed Protein Change Mutation Type  Copy # * COSMIC  Chromosome StartPos  EndPos  Allele £Mutin
Y Freq (M) Sample
Prostate Adenocarc! N258K1s'6 FSins Gain 1 3 52682399 52682400 85
Prostate Adenocarc X300 _splice e Dysoe 3 52677363 52677363 45
Castration-Resistant X363 _spiice plice 3 52675969 52675069 0.09 290
Prostate Adenocarci 11073L1s"86 FS del Do 2 3 52620611 52620611 4
Prostate Adenocarc X129 _splice plice Diggoes 3 526096204 52696294
Prostate Qr70* Nonsense 2 3 52696169 52696169 62
Prostate Adenocarc! X129 splice wo 3 52606204 52696294 0.0 “
Prostate Adenocarci R1160* Nonsense Do 3 52610695 52610695 0.08 35
Prostate Adenocarci N255K1s'6 FSins Do 1 3 52682399 52682400 0.1 150
Prostate Adenocarc! X363 _spiice plice Dot 3 52675969 52675969 0.09 246
Prostate Adenocarc! 11073L1s°86 FS del Dpoa 2 3 52620611 52620611 0.40 4
Prostate Adenocarci X129 _splice plice o) 3 52696204 52696294 0.05 4
Prostate Adenocarci PBRM1-GLYCTK fusion Fusion 0 NA 1 4
Prostate Adenocarci SMG1-PBRMT fusion Fuslon e NA 1 3
Prostate Adenocarc! PBRM1-intragenic Fusion Dgioc NA 1 1
Prostate Adenocarci PBRM1-intragenic Fusion o NA -1 4
Prostate Adenocarci PBRM1-intragenic Fusion it NA 1 1
Prostate Adenocarc! PBRM1-intragenic Fusion o NA 1 4
Prostate Adenocarcl...  PBRM1-ZNF385D-AS2 fusion @ Fusion Do NA 1 3

Figura 3b. Herramienta cBioPortal y OncoKB. Mutaciones clinicamente relevantes encontradas en el gen
PBRM1 en pacientes con CaP.

Tomando en cuenta estos hallazgos, se disefaron los primers de secuenciacion,
para los exones 4, 7, 8 20 y 22. Previamente Xun Xu y cols (2012) describieron
primers especificos para secuenciar el gen PBRM1 en cancer renal, los cuales
sirvieron como comparativo para determinar el adecuado funcionamiento

(amplificacién) de nuestros primers (Xu X, 2012).

Todos los primers fueron disefados para incluir |la totalidad del exén, aun cuando la
longitud de amplificacién de pares de bases incluyera regiones intrénicas fuera del
exon, esto se hizo con la finalizad de no fragmentar la amplificacion en algun sitio
dentro del exdén objetivo. Los primers se disefaron utilizando la herramienta
bioinformatica Primer Blast. La siguiente tabla ilustra los primers que fueron
disefiados, y su comparacién con los primers homédnimos disefiados por Xun Xu y

colaboradores:
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Primers disefiados Primers descritos por Xun Xu y colaboradores (2012)
Exon
Forward 5’ Reverse 3’ Forward 5’ Reverse 3’
4 TATGCTCTGTCACTTGGAATGTTG AAGAAACTACTACTCACCTGCCA | AGTATGCCTCTTGTCCCTTG | AAGGGTGCTTTATTCATTGG
7 TAGTCTTGAATCTCACAAAGCTGC | TAACCCCTTACAGAGACAACTAGC | TGGCACTGACAAAATCTGTT | ATCCCAACTTTGGACACAAT
8 ATGCAGCTCTGGTTTTGTTACCTA CCAGGCTCATTATAAGTTTTGGC AAGTGTTTCTGCCTCATTCC | AAGAGATCTGCCCACTTCAG
20 TTCCACCTGGCTACACGAAAA AGCAAGTGGTCTTTCACAACG CAAGCTGGTCTTGAACTCCT | GCTTTTGCCTCCTTACTTTG
22 AGTCTGCTTTCGTTTCTTACCTTCT ACTTTTGTCTTCATCCGAAGGG GTACTTCCCAAACCAGCAAA | GTTTCCTCGGCTAAGATTGA

Tabla 3. Comparacion entre los primers disefiados por nuestro equipo y los descritos previamente en la

literatura 34

6.6 Reaccion en cadena de polimerasa (Polymerase Chain Reaction -
PCR)

Se estandarizé una amplificacion por PCR a 40 ciclos, utilizando los “primers”
disefados por nosotros y los “primers” previamente publicados en la literatura.
Utilizando un gel de agarosa, mediante electroforesis a 70 V por 1 hora, se realizé
una comparacion entre los “primers” de los exones fabricados por nosotros contra
los “primers” de los exones disefiados por Xun Xu y colaboradores. Se utilizé una
muestra de CaP y una de hiperplasia prostatica benigna (HPB), de un paciente
control sin cancer, para realizar la primera PCR y estandarizacién de la técnica, los
“primers” disefiados amplificaron satisfactoriamente en ambas muestras. La Figura
4 ilustra la electroforesis en gel, de las amplificaciones de cada exén disefiado, de
cada exdn previamente descrito por Xun Xu y colaboradores, asi como para cada
muestra, CaP e hiperplasia prostatica benigna.
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Figura 4. Electroforesis de las amplificaciones realizadas con cada exén, disefiado y previamente descrito,
para cada tejido, CaP (A) y HPB (B).

7. DISCUSION
7.1 Poblacion de pacientes con cancer de préstata

Nuestra poblacién de 26 pacientes representa una porcidn relativamente pequeia
del total de pacientes registrados en la base epidemiolédgica (405 pacientes, 6.4%),
sin embargo, es una muestra suficientemente grande para realizar un analisis piloto
de secuenciacion en nuestra poblacion, especificamente para analisis de un solo
gen, el PBRM1. Berger y cols (2011) realizaron los primeros estudios de
secuenciacion masiva de DNA gendmico en una poblacion pequeina, usando DNA
de tan solo 7 pacientes con cancer de prostata de alto riesgo. Nickerson y cols
(2013) fueron los primeros en reportar mutaciones significativas en PBRM1, en
pacientes con cancer de prostata, con estadios avanzados, particularmente
metastasicos, utilizando unicamente una poblacién de 5 pacientes, encontrando
multiples mutaciones somaticas en PBRM1, predominantemente en tejido tumoral

metastasico. Grasso y cols (2012), de igual manera, realizaron secuenciacion
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masiva en una poblacion relativamente pequefa, utilizando 50 pacientes, apenas el
doble de nuestra poblacion incluida hasta el momento, reportando un paciente con
mutaciones significativas en PBRM1. Nuestro reclutamiento de pacientes continua,
si bien hasta el momento llevamos un pequefo porcentaje del total del universo
existente, sabiendo que podremos alcanzar una muestra suficiente para un analisis

significativo.
7.2 Caracteristicas clinicas y oncolégicas de la poblacion

De los estudios previamente mencionados reportando mutaciones presentes en
PBRM1, el estudio publicado por The Cancer Genome Atlas Research Network
(2015), es quizas el mas representativo, analizaron 333 pacientes con diagnostico
histopatoldgico de cancer de prostata en tejido prostatico, sin embargo, unicamente
incluyeron pacientes con cancer de prostata localizado, debido a la ausencia de
analisis molecular de tejido metastasico, contrastaron sus resultados con los
publicados previamente en otro articulo de pacientes con cancer de prostata
metastasico. Nuestra poblacion incluye pacientes de todos los estadios de cancer
de préstata, pacientes con enfermedad localizada, localmente avanzada y
metastasicos al diagndstico. La posibilidad de analizar mutaciones somaticas en
PBRM1 en pacientes de distintos estadios al momento de la obtencion del tejido
prostatico supone una posibilidad de encontrar resultados novedosos con respecto
a los publicados previamente en la literatura. Es quizas la ausencia de tejido tumoral
metastasico o ganglionar la unica desventaja de nuestro estudio para poder obtener
una informacion completa en el caso de pacientes con cancer de prostata avanzado.
Berger y cols (2012) y Grasso y cols (2013) incluyeron una poblacién poco
heterogénea, compuesta predominantemente por pacientes con resultados
histopatolégicos de Gleason elevados, nuestra poblacién se compone de pacientes
de todos los Grupos de Gleason histopatologico, permitiendo tener una poblacién
para representativa, con la posibilidad de establecer, una vez que se realice la
secuenciacion del gen PBRM1, la presencia de mutaciones especificas en dicho
gen, en pacientes con Gleason bajo, lo cual no se ha reportado detalladamente

hasta el momento en la literatura.
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7.3 Seguimiento clinico y desenlace oncoldgico

El objetivo mas ambicioso de nuestro estudio es la correlacion entre el desenlace
oncologico y la presencia de mutaciones en el gen PBRM1. De los estudios
publicados ninguno ha estudiado el desenlace oncolégico de pacientes con
mutaciones en dicho gen. Grasso y cols (2012) realizaron su analisis molecular en
pacientes con CaP resistente a castracion en muestras obtenidas de autopsias de
pacientes inmediatamente al fallecer secundario a cancer de prostata, sin embargo,
no se realizd ningun tipo de analisis estadistico de supervivencia en dichos
pacientes. La mayoria de los estudios que han reportado mutaciones en PBRM1,
han estudiado pacientes con CaP avanzados (Berger, 2012; Nickerson 2013;
Grasso 2012), lo cual impide determinar conclusiones relacionadas con el PBRM1
en el CaP en etapas iniciales. De los ensayos clinicos clinicos aleatorizados mas
relevantes respecto al tratamiento y seguimiento de los pacientes con CaP no
metastasicos son el estudio PIVOT (Wilt TJ, 2012) y el estudio ProtecT (Hamdy FC,
2016), encontrando que no existe diferencia significativa en la supervivencia a 10
afios en pacientes de estadios no avanzados respecto al tratamiento recibido,
vigilancia, prostatectomia o radioterapia; nuestra poblacion incluida hasta el
momento se compone de pacientes que han recibido todas las distintas
modalidades de tratamiento para CaP, lo cual nos permitira obtener resultados
adicionales respecto a la correlacion de mutaciones en PBRM1 y el desenlace
oncoldégico en los distintos grupos de tratamiento para CaP. Otra ventaja de nuestro
estudio radica en que, al ser una cohorte histérica de la cual contamos con datos
suficientes de seguimiento de mas dos afos posteriores al diagndstico
histopatolégico, podremos obtener resultados de analisis de supervivencia en
pacientes con mutaciones presentes en PBRM1, contrastandolos contra los
pacientes sin mutaciones, para los distintos estadios oncoldgicos, los distintos
grupos de Gleason (ISUP), Grupos de Riesgo EAU vy los distintos tratamientos.

7.4 Diseio de los “primers” para el gen PBRM1

Xu X'y cols (2012) realizaron secuenciacion de células de cancer renal, dentro de

los genes estudiados, el PBRM1 fue uno de ellos. Para realizar secuenciacion de

29



exoma del PBRM1 disefiaron “primers” especificos para los 32 exones del PBRM1,
logrando cubrir mas del 80% de las regiones exémicas del gen. Tal como se
describid previamente, nuestros “primers” disefados, si bien son especificos para
los exones 4, 7, 8, 20 y 22, son completamente funcionales, y nos permitiran
amplificar y secuenciar (una vez que podamos iniciar dicha etapa del protocolo) los
exones que sabemos tienen la mayor cantidad de mutaciones clinicamente

relevantes previamente encontradas para CaP.
8. CONCLUSIONES
8.1 Implicaciones para la practica clinica

Los pacientes incluidos hasta el momento representan una muestra heterogénea
pero perfectamente representativa de pacientes con CaP, se han incluido pacientes
de todos los Grupos de Gleason (ISUP), asi como de todos los estadios y Grupos
de Riesgo EAU. Cuentan con un seguimiento minimo de 2 afios, lo cual permitira,
una vez realizado el analisis de secuenciacion, un analisis de supervivencia acorde

a los objetivos especificos propuestos.
8.1 Implicaciones para las direcciones futuras de investigacion

Nuestro protocolo de investigacién cuenta con autorizacién por parte del Comité de
Etica e Investigacion del Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez, con actual extensién
para la continuacién de la recoleccién de las muestras y revision de expedientes
clinicos, hasta diciembre del 2023. Dicha extension permitira continuar el estudio

hasta completar el mismo.

La recoleccidon de muestras de pacientes continua activa y presente por nuestra
parte y por el Departamento de Patologia del Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez,
con la busqueda de los bloques de parafina y la subsecuente revisidon
histopatolégica de las mismas, con el fin de confirmar la presencia de CaP, en las

medias y tiempos que las necesidades clinicas diarias de dicho servicio lo permiten.

La secuenciacion se realizara en el Instituto Nacional de Medicina Genmica, una
vez que se haya logrado la reactivacion completa de los protocolos de

secuenciacion en el Instituto. Hasta el momento, los “primers” disefiados para los
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exones que se estudiaran, son completamente funcionales, habiendo sido

comparados con “primers” previamente descritos en la literatura.

Una vez realizadas las primeras pruebas de secuenciacion de los pacientes

incluidos, podremos elaborar analisis estadisticos y conclusiones a los objetivos

especificos propuestos en el estudio.
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