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Resumen y Abstract Xl

Resumen

El cancer de prostata (CaP) es el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad en
nuestro pais. Los actuales marcadores del pronéstico de la enfermedad no diferencian los
casos agresivos de los indolentes con suficiente certeza y por esto se ha trabajado en una
caracterizacion por subtipos moleculares que permita tener una mejor clasificacion. En
CaP localizado de diferentes poblaciones se han detectado fusiones entre el gen regulado
por andrégenos TMPRSS2 y ERG y mutaciones en genes como SPOP (speckle type POZ,
el gen que codifica para una proteina adaptadora del complejo Cullin-3-RING-Box1),
FOXA1 (factor de transcripcion de Forkhead box-A1) e IDH1 (isocitrato deshidrogenasa
1), estas han sido relacionadas con el pronéstico; sin embargo, no se conoce la frecuencia

y la relevancia de estas alteraciones en los pacientes con CaP en nuestro pais.

En el presente estudio fueron evaluadas la fusién TMPRSS2-ERG y las mutaciones en
SPOP, FOXA1 e IDH1 en muestras de tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina
(FFPE) de prostatectomias radicales de 112 pacientes con CaP, para determinar la
frecuencia de estos subtipos y correlacionarlos con parametros clinico-patolégicos. La
fusion fue detectada en 71 pacientes (63,4%), esta frecuencia del subtipo ERG fue similar
a la observada en poblacion caucasica (40-66%). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo de recurrencia bioquimica de acuerdo con el
seguimiento, entre 1-3 meses una gran proporciéon de pacientes con presencia de fusion
tuvieron recurrencia bioquimica (40%) comparados con pacientes con ausencia (4,8%)
(p=0,014). No se encontraron diferencias significativas entre otras variables clinico-
patoldgicas y el estado de fusion. En los 41 (36,6%) casos negativos para la fusién, dos
pacientes (4,9%) presentaron mutaciones de cambio de sentido con pérdida de funcion,
en el exéon 6 (p.F102C - ¢.305T>G) y en el exén 7 (p.F133L - ¢.399C>G) de SPOP,
teniendo en cuenta todos los casos del estudio la presencia de este subtipo fue del 1,8%.
La baja frecuencia de este subtipo en colombianos se podria explicar por la reportada
variabilidad en la frecuencia de estas mutaciones segun la poblacion (5%-20%). No se

encontraron mutaciones en FOXA1 en ninguna de las muestras analizadas. No fue posible
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estandarizar las técnicas para el analisis de las mutaciones de IDH1 en las muestras
FFPE.

Palabras clave: SPOP, FOXA1, IDH1, Alteraciones moleculares, Cancer, Neoplasia

prostatica, Biomarcador, Pronéstico.

Abstract

Prostate cancer (PCa) is the type of cancer with the highest incidence and mortality in our
country. Current disease prognostic markers do not differentiate aggressive from indolent
cases with sufficient certainty, and for this reason a characterization by molecular subtypes
has been worked on that allow for a better classification. In localized PCa from different
populations, fusions have been detected between the gene regulated by androgens
TMPRSS2 and ERG and mutations in genes such as SPOP (Speckle type POZ, the gene
that codes for an adapter protein of the Cullin-3-RING-Box1 complex), FOXA1 (Forkhead
box-A1 transcription factor) and IDH1 (Isocitrate dehydrogenase 1), these have been
related to prognosis; however, the frequency and relevance of these alterations in patients

with PCa in our country is not known.

In the present study, the TMPRSS2-ERG fusion and the mutations in SPOP, FOXA1, and
IDH1 were evaluated in samples of formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissues
from radical prostatectomies of 112 patients with PCa, to determine the frequency of these
subtypes. and correlate them with clinicopathological parameters. Fusion was detected in
71 patients (63.4%), this frequency of the ERG subtype was similar to that observed in the
Caucasian population (40-66%). Statistically significant differences were found in the time
of biochemical recurrence according to the follow-up, between 1-3 months a large
proportion of patients with presence of fusion had biochemical recurrence (40%) compared
with patients with absence (4.8%) (p=0.014). No significant differences were found
between other clinicopathological variables and the state of fusion. In the 41 (36.6%)
fusion-negative cases, two patients (4.9%) had missense mutations with loss of function,
in exon 6 (p.F102C - ¢.305T> G) and in exon 7 (p.F133L - ¢.399C> G) of SPOP, taking all
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cases in this study, the presence of this subtype was 1.8%. The low frequency of this
subtype in Colombians could be explained by the reported variability in the frequency of
these mutations according to the population (5%-20%). No FOXA1 mutations were found
in any of the samples tested. Techniques for the analysis of IDH1 mutations in FFPE

samples could not be standardized.

Keywords: SPOP, FOXA1, IDH1, Molecular alterations, Cancer, Prostatic neoplasia,

Biomarker, Prognosis.
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Introduccion

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
el mundo y se prevé que en los proximos 20 afos, la cantidad de nuevos casos aumente
en un 70% [1]. Uno de los tipos de cancer con mayor incidencia es el cancer de prostata
(CaP), siendo el segundo mas comun y el sexto con mayor mortalidad a nivel mundial [2].
En Colombia cada afio se generan mas de 12.712 casos y mueren cerca de 3.166 hombres

por esta razon [3], convirtiéndolo en el cancer con mayor incidencia y mortalidad del pais.

Existen algunas estrategias de tamizaje como el Antigeno Prostatico Especifico (PSA, por
sus siglas en inglés), un biomarcador que ha aumentado la deteccion de CaP
principalmente en estadios tempranos. El valor establecido para recomendar biopsia es de
> 4,0 ng/mL, sin embargo, se ha sobreestimado su confiabilidad debido a la sensibilidad
(86-93%) y baja especificidad (24-30%), ya que también aumenta su expresion cuando se
presentan otras enfermedades en prostata como la hiperplasia benigna de préstata, o la
prostatitis [4,5]. Por otro lado, con el fin de determinar el prondstico, se desarrolld la
clasificaciéon de Gleason, que permite evaluar la agresividad del CaP basada en los grados
de diferenciacion del tejido, teniendo en cuenta la multifocalidad del tumor [6,7], esto de la
mano con la reciente clasificasién de los grados y el puntaje mediante grupo de grado
Gleason (GG) [8], [9]. Pese al uso de la clasificacién de D’Amico, en donde se evalua el
riesgo de recurrencia bioquimica, mediante los niveles de PSA, el puntaje de Gleason y el
estadio clinico de los pacientes [10-12], no se cuenta en la actualidad con una manera de
determinar con suficiente certeza el curso de la enfermedad, por lo cual, se ha venido
trabajando en subtipos moleculares que permitan mejorar la clasificacion de los pacientes

con respecto al prondstico mediante biomarcadores asociados [6,13—18].

Estudios de CaP localizado realizados en diferentes poblaciones han logrado detectar

alteraciones moleculares predominantes como fusiones en los genes que codifican para



2 Introduccidén

factores de transcripcion de la familia ETS y el gen regulado por androgenos TMPRSS2,
una de las fusiones mas frecuentes es TMPRSS2-ERG con una presencia entre el 9-66%
de los CaP [6,17-21]. En los casos en los que la fusion esta ausente, se han encontrado
otro tipo de alteraciones como mutaciones en SPOP, FOXA1 e IDH1 con una frecuencia
entre el 5-20%, 4-41% y 1% respectivamente [17,22,23]. SPOP (speckle type POZ), actua
como una proteina adaptadora en el complejo Ubiquitin ligasa E3 Cullin-3 RING-box1
(BTB-CUL3-Rbx1) [6,18,24—-31]. FOXA1 (factor de transcripcion de Forkhead box-A1) es
un activador transcripcional de multiples genes [6,32,33]. En cuanto a IDH1 (isocitrato
deshidrogenasa 1), es la enzima encargada de catalizar la descarboxilacion oxidativa de
isocitrato [34—36].

Las mutaciones en SPOP, FOXA1 e IDH1 se han relacionado con factores prondstico en
distintas poblaciones [6,18,20,37—43], pero esto se desconoce en nuestro pais, por lo cual,
es importante evaluar la presencia de estos subtipos y correlacionar estos hallazgos con

parametros clinico-patoldgicos.



1.Planteamiento del problema

Estudios genéticos del CaP han revelado numerosas alteraciones del ADN implicadas en
la desregulacién de genes que participan en la modificacion de la cromatina, la regulacién
del ciclo celular, el desarrollo de la préstata por la senalizacion de andrégenos, entre otros
procesos [6,44—47].

En los ultimos afos se han tratado de establecer alteraciones moleculares que brinden
informacién sobre la progresion del CaP y que contribuyan a la determinacion del
pronéstico de la enfermedad, por tal motivo, se ha planteado una clasificacién por subtipos
moleculares, asociada a eventos que podrian direccionar el curso de la enfermedad. Estos
hallazgos han brindado una mayor comprension sobre el riesgo asociado y la
heterogeneidad del CaP, lo que podria favorecer una atencién guiada a las necesidades

del paciente, mejorando significativamente su diagndstico y tratamiento.

Dentro de las alteraciones moleculares mas frecuentes se han detectado fusiones en la
familia ETS como TMPRSS2-ERG, y otras excluyentes de fusiones, como mutaciones
puntuales en los genes SPOP, FOXA1 e IDH1. Se ha sugerido que dichas alteraciones
cumplen un papel importante en la progresion de la enfermedad y podrian contribuir a la
diferenciacion de CaP indolente y agresivo lo que contribuiria de manera importante a la

eleccion de un adecuado manejo terapéutico [6,17,43,18,20,37—-42].



2.Justificacion

El CaP es el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad en nuestro pais [3].
Recientemente se ha observado que los CaP pueden ser de tipo indolente que no
requieren tratamiento, o de tipo agresivo que deben someterse a tratamientos como
prostatectomia radical o radioterapia. Dentro de los casos que se diagnostican como CaP
indolente, existen pacientes mal clasificados que necesitan ser tratados, pero también se
encuentran pacientes diagnosticados con CaP agresivo que realmente sean casos
indolentes y no necesitan un tratamiento sino Unicamente seguimiento, y debido a su
clasificacién errénea van a sufrir los efectos secundarios de un tratamiento que no era

necesario [4,47].

De acuerdo con esto se ha observado que las herramientas de tamizaje y diagndstico o
los sistemas de clasificacién de riesgo a recurrencia bioquimica como el de D’Amico, en
donde se tienen en cuenta los niveles de PSA, el puntaje de Gleason y el estadio clinico,
no diferencian con suficiente certeza los casos agresivos de los indolentes [10-12]. Por tal
motivo, se ha venido trabajando en establecer una clasificacidén por subtipos moleculares
que pueda contribuir a determinar el pronéstico de la enfermedad, favoreciendo la
integracion de estos hallazgos con la atencién guiada a las necesidades del paciente,
mejorando el diagnéstico y brindando un tratamiento adecuado [6,13,14,45,48]. Dentro de
las alteraciones moleculares del CaP se han detectado una serie de mutaciones en genes
como SPOP, FOXA1 e IDH1 los cuales, se ha sugerido que cumplen un papel importante
en la progresién de la enfermedad y podrian contribuir a la diferenciacion de CaP de tipo

indolente y de tipo agresivo [6,18,20,37—43].

Sin embargo, en poblacion colombiana aun no conocemos de estudios que aborden estos
subtipos moleculares, por lo que se considera de gran importancia para contribuir al
entendimiento y a los avances clinicos de la enfermedad en el pais. Por tal motivo, en este

estudio se propone determinar en pacientes con CaP los tres subtipos moleculares



6 Analisis de alteraciones moleculares de SPOP, FOXA1 e IDH1 en cancer de

prostata de poblacidon colombiana y sus posibles implicaciones en el prondstico

anteriormente mencionados y analizar su relacibn con parametros propios de la

enfermedad, ademas de dilucidar el papel que cumplen en la historia natural del CaP.



3.0bjetivos
3.1 Objetivo general

Caracterizar algunas alteraciones moleculares de los genes SPOP, FOXA1 e IDH1
presentes en pacientes con CaP, para definir la presencia de subtipos y correlacionar estos

hallazgos con parametros clinico-patoldgicos.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de los subtipos SPOP, FOXA1 e IDH1 en pacientes con
CaP.

2. Correlacionar los subtipos moleculares con parametros clinico-patologicos del CaP.

3. Evaluar la presencia de las mutaciones en HGPIN para determinar el momento de

aparicion de la alteracion en la carcinogénesis prostatica.



4.Marco teorico

4.1 Generalidades del cancer de préostata

4.1.1 Glandula prostatica

La préstata es una glandula masculina encargada de producir parte del fluido seminal. Se
encuentra debajo de la vejiga y adyacente a la vesicula seminal, separando el conducto
eyaculador de la uretra [15]. Esta conformada por 3 zonas distintas (Figura 1); la zona
central que contiene el tubo ductal desde la vesicula seminal hasta donde se encuentra
con la uretra descendente, la zona periférica que esta situada en la parte posterior de la
glandula y la zona de transicion, la cual esta directamente debajo de la vejiga y rodea la
uretra. Las células epiteliales que conforman la prostata se distribuyen en luminales (60%),
basales (40%) y células madre (1%). La glandula aumenta de tamario con la edad y puede
causar enfermedades comunes como prostatitis, hiperplasia prostatica pero también
puede generar neoplasias. Debido a la heterogeneidad del tejido se pueden presentar

lesiones multifocales [49].

La formacion y el funcionamiento de la prostata depende en gran medida de los
androgenos testiculares, como la testosterona, androsterona y androstenediona, por los
cuales se da la proliferacion y supervivencia de las células prostaticas. Las células de
Leyding son las encargadas de producir hasta el 95% de los androgenos, de los cuales el
95% es testosterona. La sintesis de andrégenos inicia en el hipotdlamo, que secreta la
hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), que estimula la secrecion de la
hormona luteinizante (LH) en la adenohipdfisis y esta a su vez induce la sintesis de
testosterona en las células de Leyding. Una vez producida, la testosterona es liberada al
torrente sanguineo de forma libre, unida a la albumina o a la globulina transportadora de
hormonas sexuales (SHBG) e ingresa a las células prostaticas, alli es convertida a su

forma activa dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5 a-reductasa y se une al receptor
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de andrégenos, el cual activado, ingresa al nucleo y genera la transcripcion de genes

involucrados en proliferacién y supervivencia [50-52].

Vejiga
Vesicula
seminal

Uretra

Figura 1. Conformacién anatdomica de la prostata. Compuesta por 3 zonas, una zona central (CZ),
una zona periférica (PZ) y una zona transicional (TZ). Tomado y modificado de [51].

Los niveles de testosterona van aumentando gradualmente en la pubertad llevando a un
equilibrio en el crecimiento de la glandula en la edad adulta. Por el envejecimiento, los
niveles de testosterona séricos disminuyen llevando a un desequilibrio en la proliferacién
de células prostaticas, sin embargo, los motivos de esta inestabilidad aun son inciertos y a
pesar de que esto puede influir en el crecimiento anormal de la glandula prostatica, esta
desregulacién en la testosterona no es el unico factor que determina la formacion de

hiperplasia prostatica o cancer en hombres [50].

4.1.2 Tipos de cancer de prostata

Existen diferentes tipos de cancer que se pueden formar en la prostata dependiendo del
tipo de célula en el que se origina, pueden ser adenocarcinomas, tumores
neuroendocrinos, carcinomas de células transicionales, carcinomas de células pequenas

0 sarcomas [53-55].

e Adenocarcinomas: Este es el tipo mas frecuente con una aparicion hasta del 99%

de todos los CaP. Son desarrollados a partir de células glandulares especializadas
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en la secrecion. Puede ser de tipo ductal o acinar, siendo este ultimo el mas
frecuente [54-56].

e Tumores neuroendocrinos: Inician en células neuroendocrinas y no producen
algunas proteinas como PSA, y son independientes de andrégenos, son poco
frecuentes y se desarrollan lentamente, pero es posible que al momento del
diagnéstico se hayan diseminado a otros tejidos, pueden aparecer en casos de CaP
con tumores resistentes a terapia hormonal [54-56].

o Carcinomas de células transicionales: Se originan en las células que recubren la
uretra, es poco frecuente que inicien en la prostata, normalmente se generan en la
vejiga y se disemina a la préstata [54,55].

e Carcinomas de células pequenas: Esta conformado por células pequefias vy
redondas, crecen mas rapidamente que otros tipos y comunmente se detectan
cuando en cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo [54,55].

e Carcinomas de células escamosas: Se generan de células planas que recubren el
tejido prostatico, suelen crecer y diseminarse de forma rapida [54,55].

e Sarcomas: Es desarrollado a partir de células de tejido conectivo, es un tipo muy
agresivo que suele detectase en estadios avanzados dado su crecimiento
acelerado [54,55].

4.1.3 Carga de enfermedad

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
el mundo y se prevé que en los proximos 20 afos, la cantidad de nuevos casos aumente
en un 70% [1]. Uno de los tipos de cancer con mayor incidencia es el cancer de préstata
(CaP), siendo el segundo mas comun y el sexto con mayor mortalidad a nivel mundial
(Figura 2A) [2].

Las tasas ajustadas por edad (TAE x 100.000) de incidencia mas altas se encuentran en
Oceania, América del Norte y Europa, mientras que Africa y Asia muestran tasas de
incidencia menores (Figura 2B). Las tasas de mortalidad mas altas se encuentran en el
Sur de Africa, América Central, seguidas por Australia, Nueva Zelanda y Europa Occidental
(Figura 2C). Se estima que las regiones con mayor incidencia y mortalidad de CaP para el
2040 seran Africa, Asia y América Latina [3,57].
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Figura 2. A Tasas de Incidencia y mortalidad ajustadas por edad de los canceres mas frecuentes
en el mundo y en Colombia. La flecha amarilla indica el cancer de préstata. B. Tasas de incidencia
de cancer de proéstata en el mundo por pais. C. Tasas de mortalidad de cancer de prostata en el
mundo por pais. Tomado de Globocan 2020.
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En Colombia cada afio se generan mas de 12.712 casos y mueren cerca de 3.166 hombres
por esta razén [3], convirtiéndolo en el cancer con mayor incidencia y el segundo con mayor
mortalidad del pais (Figura 2A). Segun las cifras del grupo de Vigilancia Epidemioldgica
del Instituto Nacional de Cancerologia ESE y del Atlas de Mortalidad por Cancer en
Colombia [58,59], los departamentos con mayor tasa de incidencia y mortalidad de CaP
por edad (TAE x 100.000), son San Andrés y Providencia, Cesar, Atlantico y Valle del

Cauca y otros en menor medida como Arauca, Bogota, Meta y Norte de Santander [58,59].

Las regiones en las que la incidencia y mortalidad son mas bajas son Amazonas, Guainia,
Guaviare, Vaupés, Putumayo y Narifo, las variaciones de incidencia y mortalidad entre las
diferentes regiones podria deberse a las proporciones de ancestria y al alto grado de
mestizaje originado de la diversidad poblacional, sin embargo, esto aun no ha sido
asociado en nuestro pais. Por otro lado, las diferencias también podrian estar sujetas al
acceso a la prueba del antigeno prostatico especifico (PSA) que puede generar un
sobrediagnéstico sin tener implicaciones directas en la mortalidad y esto de la mano con
las limitaciones del acceso a los servicios de salud en las diferentes regiones del pais
[68,59].

4.1.4 Factores de riesgo

Se han propuesto algunos factores de riesgo predominantes para el CaP como la edad
avanzada, los cambios hormonales e inflamatorios, los antecedentes familiares,
alteraciones moleculares como mutaciones somaticas o polimorfismos y la etnicidad o
ancestria en donde se presenta mayor incidencia y mortalidad en poblaciones con

ascendencia africana comparada con poblaciones caucasicas o asiatica [57,60,61].

También se han asociado otras caracteristicas como el sobrepeso/obesidad, estimando
fracciones atribuibles poblacionales para CaP avanzado [62], adicionalmente se ha
encontrado una asociacion entre la dieta dependiente de las condiciones ambientales y la
incidencia de CaP, paises industrializados con una alta incidencia poseen una dieta rica
en grasa animal (30-40%), un alto consumo de grasas saturadas y productos lacteos, caso
contrario ocurre en paises asiaticos en donde la incidencia es menor y la dieta se basa en

un alto consumo de proteina vegetal como la soya y un bajo consumo de grasa animal
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[57,60,63]. Ademas, se ha encontrado que dietas ricas en calcio (>1.5 g por dia) aumentan
el riesgo de CaP en 27% y en un 32% en casos de CaP avanzado y agresivo [64]. Otro
factor que aumenta el riesgo es el consumo de carnes rojas o procesadas como lo indicé
la IARC [65] y como se ha encontrado en paises como Uruguay y Argentina, principales
consumidores de carnes [19,63,66,67]. A pesar de esto, aun no se ha logrado identificar

el origen etiolégico del CaP, como si es claro en cancer de pulmoén o cancer de cérvix.

4.2 Carcinogénesis en cancer de prostata

Como en otros tipos de cancer, el CaP se desarrolla a través de cambios genéticos y
epigenéticos lo que desencadena la activacion de oncogenes y la inactivacion de
supresores tumorales, ademas se asocia la inestabilidad genética con la progresion
tumoral [17,68].

O ' PIA ' HGPIN { Cancer
Célula madre 5 P s .
Cambios fenotipicos y microambientales

3 Hiperproliferacién de células el GG células
. Célula Estrés oxidativo, inflamacién, " Po P o luminares, pérdida de
® Iuminal R ., R luminares, reactividad o
proliferacién basal y luminal epitelio basal, ruptura de
estromal
Célula membrana basal
’#' e — ' ~ Cambios Moleculares |
Regulacién a la baja de la Fusiones de familia ETS, | Activacion de la telomerasa,
(Célula expresion de NKX3.1, PTEN y pérdida de NKX3.1, delecién de PTEN y pérdida
Sk CDK1B mutacién de SPOP de RB1

Figura 3. Cambios fenotipicos y microambientales y cambios moleculares a través de un
modelo de carcinogénesis de cancer de préstata. PIA: Atrofia Inflamatoria Proliferativa, HGPIN:
Neoplasia Intraepitelial Prostatica de Alto Grado. Tanto PIA como HGPIN se consideran lesiones
en la evolucién del CaP. Tomado y modificado de [49].
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La secuencia de carcinogénesis de CaP esta representada en la Figura 3. Existen algunas
lesiones neoplasicas en préstata como la Atrofia Inflamatoria Proliferativa (PIA) y la
Neoplasia Intraepitelial Prostatica de Alto Grado (HGPIN) en las que se evidencian
cambios progresivos como alteracion en el linaje epitelial, incremento celular inadecuado
o presencia de alteraciones moleculares como regulacién a la baja de la expresion de
NKX3.1, PTEN y CDK1B, en el caso de PIA, o fusiones de familia ETS, pérdida de NKX3.1,
mutacion de SPOP en HGPIN. Los CaP, presentan hiperproliferacién de células luminales,
interrupcion o ausencia de la membrana basal, estroma reactivo y cambios genéticos como
coactivacion de la telomerasa, delecion de PTEN y pérdida de RB1 que ayudan al

crecimiento tumoral [49,69,70].

Posteriormente, las células pueden continuar proliferando hasta traspasar la membrana
basal e invadir ganglios linfaticos o hacer metastasis en otros érganos, convirtiéndose en
CaP avanzado. También puede ocurrir que el tumor sigue creciendo incluso cuando se
realiza ablacion de andrégenos y la cantidad de estos en el cuerpo se reduce a niveles
muy bajos, esto se denomina cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC), que es
de mal prondstico [71,72]. Hasta el momento no se conocen los mecanismos exactos que
conducen a la resistencia, pero se ha sugerido el modelo de seleccion clonal y el modelo
adaptativo y ambos podrian involucrar alteraciones moleculares como mutaciones en el

receptor de andrégenos, amplificaciones o variantes de splicing [72—74].

Por otro lado, se ha caracterizado el CaP como un tumor muy heterogéneo ya que presenta
multiples focos de progresion en un mismo érgano, que se originan presuntamente de
manera independiente, esto asociado a un modelo de evolucion clonal [49]. En este modelo
se propone la ocurrencia de un evento de iniciacién que perturba un oncogén o un supresor
tumoral, luego se da una transicién en la que la célula gana alteraciones genéticas
irreversibles y finalmente se da la progresién por la mitosis que genera células propensas
a una proliferacion tumoral activa (Figura 3). La variabilidad genética con distintas
mutaciones en la nueva progenie o mutagénesis secuencial, lleva a establecer subcampos
que conducen a tumores primarios multifocales con ventajas fenotipicas [75]. El origen
clonal que dara paso a la mutagénesis secuencial se da en células madre, las cuales
presentan un lento recambio y una baja actividad explicando la pausada progresion y

manifestacién tardia del CaP [75].
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4.3 Tamizaje y deteccion temprana del cancer de
préstata

Es recomendado para el caso de CaP realizar deteccion temprana de oportunidad en
hombres mayores de 50 afios, asintomaticos, que acudan a consulta por diferentes causas.
La tamizacion de oportunidad debe realizarse con una frecuencia > 5 afos, con tacto rectal
con el fin de encontrar anomalias palpables y debe acompanarse de la mediciéon de los
niveles ajustados por edad del Antigeno Prostatico Especifico (PSA) [76,77], una
glicoproteina serin proteasa cuya funcion principal es la licuefaccion del semen [78]. Para
el caso de pacientes que presenten niveles de PSA alterados pero un tacto rectal normal,
se recomienda la repeticion de la prueba en los siguientes 6 meses. Los niveles de PSA
normales dependen de la edad del paciente, sin embargo, el valor establecido para
recomendar biopsia es > 4,0 ng/ml [76,77]. En cuanto a la prueba, se ha sobreestimado su
confiabilidad debido a la sensibilidad (86-93%) y baja especificidad (24-30%), ya que
también aumenta su expresion cuando se presentan otras enfermedades en préstata como
la hiperplasia benigna de prostata o la prostatitis [4,5]. El PSA ha aumentado la deteccién

de CaP principalmente en estadios tempranos.

Teniendo en cuenta lo anterior, actualmente se emplean otros conceptos como densidad
de PSA, velocidad de PSA y PSA libre frente al PSA unido o complejo. En el primer caso
se tiene en cuenta el volumen de la prostata mediante el uso de ecografia transrectal
(TRUS) y se relaciona con el valor de PSA sérico para obtener la densidad, valores altos
se asocian a neoplasias prostaticas mientras que valores bajos a hiperplasias benignas.
En el segundo caso se toma en cuenta la tasa de cambio de PSA con respecto al tiempo
evaluando asi la velocidad de incremento de PSA, cuando los valores aumentan de
manera considerable en vez de permanecer constantes se considera indicativo de CaP.
Finalmente, también son analizados los niveles de PSA libre en comparacién con PSA total
teniendo en cuenta el PSA unido o complejo, ya que un porcentaje bajo de PSA libre en
suero se ha asociado a CaP en comparacién con lesiones benignas. A pesar de estos
esfuerzos, aun existen demasiadas limitaciones en el uso de estas pruebas para aumentar

la especificidad de este biomarcador [4,5,78-80].
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4.4 Clasificacidon histopatolégica del cancer de prostata

Por otro lado, con el fin de determinar el prondstico, se desarrollé la clasificacion de
Gleason, que se realiza inicialmente en la biopsia sobre la cual se determina el diagndstico
por medio de un analisis histopatolégico y estos resultados junto con los datos del PSA y
el analisis clinico permiten la determinacion del tratamiento mas adecuado para el
paciente. Esta clasificacion esta basada en los grados de diferenciacion del tejido, de 1 a
5, en donde Gleason 1 corresponde al mejor diferenciado y se correlaciona con el
pronéstico mas favorable, mientras que Gleason 5 es el menos diferenciado y se
correlaciona con un mal pronéstico (Figura 4A). Teniendo en cuenta la multifocalidad del
tumor, el puntaje de Gleason es el resultado de la suma de los dos patrones mas
abundantes y abarca rangos entre 2 (1 + 1= 2) y 10 (5 + 5= 10) (Figura 4B) siendo dos el
menos agresivo y diez el mas agresivo, no obstante, los valores reportados actualmente

comprenden valores de Gleason desde 6 (3+3=6) [7,46].

A Mejor Menos B
diferenciado diferenciado G 4
rupo de Puntaje de
Grado Gleason
Gleason (GG)
1 <6
2 3+4=7
3 4+3=7
4 8
5 9-10
Gleason 1 Gleason 2 Gleason 3 Gleason 4 Gleason 5

Figura 4. Clasificacion de Gleason. A. Patrones de Gleason: Corresponden a Gleason 1-5
teniendo en cuenta la diferenciacion del tejido, donde 1 es el mas diferenciado (izquierda) y 5 el
menos diferenciado (derecha). B. Puntaje de Gleason: Suma de los dos patrones mas abundantes
(primario y secundario) y clasificacion por Grupos de Grado Gleason (GG) basado en la importancia
del patrén predominante y tomando en cuenta el puntaje total, brindando una mejor correlacién con
el prondstico. Tomado y modificado de [7,22,46,81].
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Recientemente, se ha desarrollado una clasificacion por grupos de grado (GG), teniendo
en cuenta los puntajes de Gleason mas significativos segun la evidencia [81]. Estos grupos
estan formados de la siguiente manera: GG 1: puntaje de Gleason <6; GG 2: puntaje de
Gleason 3 + 4 = 7; GG 3: puntaje de Gleason 4 + 3 = 7; GG 4: puntaje de Gleason y
finalmente, GG 5: puntaje de Gleason 9-10 (Figura 4B) [22]. Esta clasificacién ha tomado
un valor prondstico importante, ya que se sugiere que los pacientes que hacen parte del
GG 1 presentan un pronéstico favorable y podrian Unicamente tener seguimiento, mientras
que para los clasificados en el GG 5, el prondstico es critico y podria llevar a un tratamiento
inmediato como terapia hormonal, prostatectomia radical o radioterapia, adicionalmente
tiene un impacto importante en la clasificacion de pacientes con puntaje de Gleason 7, ya
que mediante los GG, se logra diferenciar entre GG2 (3+4) y GG3 (4+7) [8,22,82].

4.5 Estadificacion

Segun el “American Joint Committee on Cancer” (AJCC) [83] y la “American Society of
Clinical Oncology” (ASCO) [84], la determinacién del estadio es una forma de describir el
crecimiento o diseminacién del cancer teniendo en cuenta algunas caracteristicas segun
el tejido. Esta clasificacién es empleada para el diagnéstico de los pacientes con CaP ya
que brinda informacion valiosa sobre la progresion de la enfermedad. Existen dos tipos de
estadios que se pueden establecer para un paciente teniendo en cuenta la informacion y
la muestra con la que se cuente, estos son el estadio clinico y el estadio patoldgico.
Conocer esta informacién ayuda al médico a decidir sobre la mejor opcién de tratamiento

y evaluar el prondstico del paciente.

o Estadio clinico: Se basa en la informacion obtenida previa al tratamiento, como
los resultados del examen rectal digital (DRE), el valor del PSA, los grados vy el
puntaje de Gleason. Estos datos ayudan a establecer si se requieren examenes
adicionales como radiografias, gammagrafias 6seas, exploraciones por CT o

resonancias y en conjunto esto permite determinar el estadio clinico.
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Estadio patolégico: Se basa en la informacién obtenida durante la cirugiay en los
resultados de la lectura histopatologica del tejido prostatico extirpado. Por lo
general, se extirpa toda la préstata y algunos ganglios linfaticos que agregan

informacién sobre el estadio patologico.

4.5.1 Sistema TNM para la determinacién del estadio

La estadificacion se realiza mediante el sistema TNM, en donde los médicos evalltan toda

la informacion a su alcance para establecer qué tan grande y donde esta ubicado el tumor

primario (T), si el tumor se ha diseminado a ganglios linfaticos (N, por la sigla en inglés de

node) y de ser asi en donde y en qué medida y si el cancer ha hecho metastasis (M) en

otras partes del cuerpo, de ser asi en donde y en qué medida.

Tumor (T): Se emplea T mas una letra o nimero (0 a 4) para describir el tamafio y
la ubicacién del tumor, los estadios pueden tener subgrupos que ayuden a describir
las caracteristicas mas detalladamente. Si el T hace referencia a un estadio clinico

se expresa como cT y cuando describe un estadio patoldgico se indica como pT.

Clasificacion T clinico (cT)
-TX: No se puede evaluar el tumor primario.
-T0: No hay evidencia del cancer en la préstata.

-T1: El tumor no puede sentirse durante un DRE y no se observa durante las
pruebas por imagenes. Puede encontrarse al hacer una cirugia por otra razén como
para la hiperplasia prostatica benigna o por un crecimiento anormal de células no
cancerosas.

T1a: El tumor esta en el 5% o menos de tejido prostatico.
T1b: El tumor esta en mas del 5% del tejido prostatico.

T1c: El tumor se encontré durante la biopsia con aguja, en general porque
el paciente presenta un nivel de PSA elevado.

-T2: El tumor se encuentra en la prostata y no en otras partes del cuerpo, es
palpado en la DRE.

T2a: El tumor compromete la mitad de un lado de la prostata.
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T2b: El tumor compromete mas de la mitad de un lado de la prostata.
T2c: El tumor ha crecido a ambos lados de la prostata.

-T3: El tumor ha crecido a través de la prostata justo en la parte externa de la
préstata.

T3a: El tumor ha crecido a través de la prostata, ya sea en uno o en ambos lados,
se denomina como extensién extraprostatica.

T3b: El tumor invadié la(s) vesicula(s) seminal(es).

-T4: El tumor esta fijo o estd creciendo hacia el interior de estructuras adyacentes
diferentes a las vesiculas seminales.

Clasificacion T patolégico (pT)
No existe clasificacion TX, TO o T1 para el pT en CaP.
-T2: El tumor se encuentra solo en la prostata.
T2a: El tumor compromete la mitad de un lado de la prostata.
T2b: El tumor compromete mas de la mitad de un lado de la préstata.
T2c: El tumor ha crecido a ambos lados de la préstata.
-T3: Hay extension extraprostatica en uno o ambos lados de la prostata.
T3a: Hay extension extraprostatica o el tumor ha invadido el cuello de la vejiga.
T3b: El tumor ha crecido en la(s) vesicula(s) seminal(es).

-T4: El tumor esta dijo o crece hacia el interior de estructuras adyacentes distintas a las
vesiculas seminales.

e Ganglio (N): Se emplea N para representar la diseminacién o no a ganglios
linfaticos. Los ganglios que se encuentran cerca de la préostata en el area pélvica
se denominan regionales y los que estan ubicados en otras partes del cuerpo son

distantes.

-NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.
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-NO: El cancer no se diseminé a los ganglios linfaticos regionales.

-N1: El cancer se diseminé a uno o varios ganglios linfaticos regionales.

Metastasis (M): Se usa M para indicar si el cancer invadié otras partes del cuerpo

como los pulmones o los huesos, se denomina metastasis a distancia.

-MX: No se puede evaluar la metastasis a distancia.
-MO: El cancer no ha hecho metastasis.
-M1: Hay metastasis a distancia.

M1a: El cancer se disemind a uno o varios ganglios linfaticos regionales o
distantes.

M1b: El cancer se disemind a los huesos.

M1c: El cancer se disemind a otra parte del cuerpo con invasién o no de
hueso

4.5.2 Agrupacion de los estadios del cancer

Los estadios son asignados al combinar las clasificaciones T, N y M, ademas incluyen los
niveles de PSA y el grupo grado de Gleason.

Estadio I: En este caso en cancer normalmente tiene un crecimiento lento. El tumor
no se puede palpar y comprende la mitad o menos de un lado de la préstata, los
niveles de PSA son bajos y las células cancerosas estan diferenciadas (cT1a-cT1c
o cT2a o0 cT2, NO, MO, PSA <10 ng/ml y GG1).

Estadio IlI: El tumor se encuentra solo en la prostata, los niveles de PSA son medios
(10-20 ng/ml) o bajos (<10 ng/ml), CaP en este estadio es pequeno, pero puede
tener mayor riesgo a crecer y diseminarse.

-Estadio llA: El tumor no se puede palpar, comprende la mitad o menos de la
préstata, PSA es medio y las células cancerosas estan bien diferenciadas (cT1a-
cT1c o cT2a-cT2c o pT2, NO, MO, PSA entre 10 y 20 ng/ml y GG1).

-Estadio IIB: El tumor se puede palpar, niveles de PSA medios y las células
cancerosas estan moderadamente diferenciadas (T1-T2, NO, MO, PSA entre 10-
20 ng/mly GG2).
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-Estadio IIC: El tumor se puede palpar, niveles de PSA medios y las células
cancerosas estan moderada o escasamente diferenciadas (T1-T2, NO, MO, PSA
entre 10-20 ng/ml y GG3-GG4).

o Estadio lll: Los niveles de PSA son altos, el tumor esta creciendo y el cancer es
de alto grado, indicando un cancer localmente avanzado que es propenso a crecer
y diseminarse.
-Estadio lllA: El cancer se diseminé mas alla de la capa externa de la préstata
hacia tejidos adyacentes, niveles de PSA altos (T1-T2, NO, MO, 20 ng/ml o mas y
cualquier GG).
-Estadio IlIB: el tumor ha crecido fuera de la glandula prostatica y puede haber
invadido estructuras cercanas (T3-T4, NO, MO, cualquier PSA y cualquier GG).
-Estadio IlIC: Las células cancerosas estan escasamente diferenciadas (cualquier
T, NO, MO, cualquier PSA y GG5).

o Estadio IV: El cancer se ha diseminado fuera de la préstata.
-Estadio IVA: El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos regionales
(cualquier T, N1, MO, cualquier PSA, cualquier GG).
-Estadio IVB: El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos distantes, a otras
partes del cuerpo o a los huesos (cualquier T, NO, M1, cualquier PSA, cualquier
GG).

e Recurrente: Es cuando el cancer reaparece después del tratamiento. Puede
reaparecer en la prostata o en otra parte del cuerpo, si esto ocurre, se realizan

pruebas para determinar el alcance de la recurrencia.

4.6 Indicadores actuales de pronéstico

Para determinar el pronéstico de los pacientes con CaP, actualmente se definen una serie
de modelos predictivos de tratamiento previo, como tablas de consulta, nomogramas,

graficas de probabilidad, redes neuronales, entre otros, que usan combinaciones de los
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valores de factores prondsticos clasicos como PSA inicial, puntuacion de Gleason de la

biopsia y estadio T clinico. Uno de los mas utilizados es la clasificacion de D’Amico por

grupos de riesgo de recurrencia bioquimica posterior a prostatectomia radical o
radioterapia (Tabla 1) [10-12,85].

Tabla 1. Principales sistemas de estratificacion de riesgo a recurrencia en cancer de préstata previo

a tratamiento.

Institucion/ . . . . Riesgo . Riesgo muy
Organizacién Riesgo muy bajo Riesgo bajo intermedio Riesgo alto alto
-PSA <10 ng/ml
_Puntaje de -PSA 10-20 ng/mi | P94 20 ik =20 ng/ml
Gleason < 6 -PSA<10ng/ml | ylo 09 e e d
H’arvqrd -T1’c -Puntaje de -Puntaje ?e -Puntaje de biopsias con
D’Amico -Canceren <3 Gleason <6 Gleason =7 Gleason 8-10 Puntaie de
biopsias 0 en < -T1a-T2a ylo o GIeasJon 8-10
50% en cada -T2b o T2¢ T3a T3boT4
biopsia
-PSA >10-20
ng/mi
ylo
-Puntaje de
-PSA < 10 ng/ml Gleason 7 -PSA >20 ng/ml | -Gleason 5 0
-Puntaje de -PSA < 10 ng/ml ¥T2b 0 T2 o mas de 4
Gleason £ 6(GG1) | -Puntaje de -Puntaje de biopsias con
NCCN -T1c Gleason <6 . « | Gleason 8-10 Puntaje de
_En <de 3 (GG1) Favorable: GG2” | (GG40GG5) | Gleason 8-10
biopsias y < 50% -T1-T2a encuentra en o (GG4 o0 GG5)
en cada biopsia <50% de la -T3a -T3b-4
biopsia
Desfavorable:
GG2 0 GG3
-PSA < 20 ng/ml )
-PSA<10ng/ml | ylo nplsrﬁl z /go
NICE ) -Puntaje de -Puntaje de _F?unta}’e de )
Gleason < 6 Gleason <7 Gleason 8-10
-T1-T2a ylo S T3
-T1-T2 =1
-PSA £ 10 ng/ml -PSA >10-20
_Puntaje de ng/ml -PSA > 20
Gleason £6 -PSA <10 ng/ml y/io ng/ml?//o
EAU ©=. Funtaje de “Puntaje de -Puntaje de )
AUA -El cancer se (GG1) - Gleason =7 Gleason 8-10
(GG2 0 GG3) (GG4 0 GGb)
encuentra en -T1-T2a /o >T3
<34% de la b =
biopsia

Existen otras estratificaciones de riesgo como las propuestas por la Red Nacional de
Cancer Integral (NCCN, EE.UU), el Instituto Nacional de Salud y Excelencia Clinica (NICE,

Reino Unido), la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO), la Asociacién
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Americana de Urologia (AUA) y la Asociacion Europea de Urologia (EAU), las cuales se

han actualizado conforme se amplia el conocimiento de la enfermedad [85-93].

4.7 Tratamiento del cancer de préstata

Existen diferentes tipos de tratamiento para el CaP cuya eleccion depende de diferentes
factores como el tipo y la etapa del cancer, los posibles efectos secundarios, la edad y

salud general del paciente, entre otros [94].

4.7.1 Tratamiento de acuerdo a los estadios en cancer de préstata

o Estadios |l y ll: Cancer de préstata en estadio temprano

En este caso el cancer crece muy lentamente y puede tardar afios en generar algun
sintoma o problema de salud relacionado, por esta razén se recomienda la vigilancia
activa. Se puede sugerir radioterapia o prostatectomia radical en los casos en donde los
puntajes de Gleason sean altos, ya que puede progresar de una manera mas rapida. La
“American Society of Clinical Oncology (ASCO)”, la “American Society for Radiation
Oncology (ASTRO)” y la “Society of Urologic Oncology” recomiendan que los hombres con
CaP en estadio temprano de alto riesgo que no se haya diseminado a otras partes del
cuerpo deben tratarse mediante prostatectomia radical o radioterapia con terapia de

supresion de testosterona [93,94].

o Estadio lll: Cancer de préstata localmente avanzado

En este estadio el paciente puede tratarse con radioterapia de haz externo, terapia de
supresion de testosterona o cirugia. Estos tratamientos pueden combinarse para evitar el
crecimiento y propagacion del cancer, normalmente se suministra el medicamento para la
supresion de testosterona entre 18-24 meses. También podria recomendarse vigilancia

activa en hombres que no presenten sintomas o aquellos que tienen una enfermedad mas
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grave o tienen una edad avanzada. Los casos que presenten extension extraprostatica, se

sugiere una radioterapia adyuvante posterior a la prostatectomia radical [93,94].

Algunos pacientes pueden presentar canceres avanzados que no se hayan diseminado a
otras partes del cuerpo pero que su crecimiento no se haya detenido a pesar de los bajos
niveles de testosterona, esto se conoce como cancer de prostata resistente a la castraciéon
no metastasico, la ASCO refiere tratamiento con orquidectomia y el uso de medicamentos
que reduzcan los niveles de testosterona, se pueden realizar seguimientos de PSA entre
3-6 meses y examenes adicionales como gammagrafia dsea, tomografia computarizada o

resonancia magnética [94].

o Estadio IV: Cancer de préstata avanzado

Los canceres de alto riesgo o localmente avanzados tienen una mayor probabilidad de
avanzar y convertirse en cancer metastasico, en estas situaciones el tratamiento de los
pacientes depende del criterio médico, ya que no existe una cura para este punto de
progresion, pero se pueden establecer tratamientos que prolonguen la vida. Cuando el
paciente presenta sintomas cronicos y efectos secundarios graves generalmente se brinda
atencion de apoyo o cuidados paliativos, algunos como reseccion transuretral para
controlar sintomas de sangrado y obstruccion urinaria, radioterapia intravenosa o en areas
especificas para aliviar el dolor en los huesos o el uso de medicamentos que fortalezcan
los huesos [94,95].

Para el caso de pacientes con CaP metastasico sensible a hormonas el cual se ha
diseminado a otras partes del cuerpo pero aun es sensible a terapia de privacion de
androgenos, se puede emplear terapia de supresion de testosterona, pero dependera del
estado de salud del paciente y la extension del cancer ya que los efectos secundarios son
fuertes [94,96].

El cancer metastasico que adicionalmente es resistente a la castracion o independiente de
androgenos (CPRC), ademas de haberse diseminado a otras partes del cuerpo, no se
detiene con niveles de testosterona bajos (< 50 ng/ml) por lo que puede ser dificil de tratar.

El CPRC se caracteriza ademas por un aumento en los nieles de PSA, empeoramiento de
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los sintomas y el crecimiento o progresion del cancer que puede ser identificado por
exploracién imagenolégica como gammagrafia 6sea, resonancia magnética, tomografia
computarizada, entre otros. La ASCO recomienda continuar con el uso de inhibidores del
receptor de androgenos y también se puede incluir terapia dirigida, quimioterapia o

inmunoterapia [94,95].

4.7.2 Remisidén y recurrencia

Posterior a tratamientos de la enfermedad puede producirse una remision cuando el cancer
no se detecta en el cuerpo y no existen sintomas. Sin embargo, la remision puede ser
temporal o permanente. Comunmente, después prostatectomia radical, orquidectomia o
radioterapia los niveles de PSA disminuyen, por el contrario, si estos niveles aumentan,
puede referirse a una reaparicion del cancer y esto se denomina recurrencia bioquimica
(BCR, por sus siglas en inglés). Adicionalmente, puede existir una recurrencia clinica
cuando el cancer reaparece en la préstata, en tejidos o ganglios cerca de la prostata o en
otras partes del cuerpo como los huesos o pulmones. Si ocurre la recurrencia se deberan
considerar tratamientos adicionales para el manejo de la enfermedad, dependiendo del

tipo de recurrencia y su localizacién [94,96].

4.7.3 Recurrencia bioquimica

Cerca del 20-40% de los pacientes tratados con prostatectomia radical y entre el 30-50%
de los sometidos a radioterapia desarrollan BCR al menos a 10 afos. Se considera
recurrencia bioquimica cuando el valor de PSA es > 0,2 ng/ml y estos niveles van
aumentando con el tiempo. Esto puede ser una indicacidon de una progresion tumoral
incluso a metastasis, no obstante, pueden ocurrir BCR sin encontrar rastros de tumor en
el cuerpo. El prondstico de estos pacientes dependera de su estadio, el tiempo transcurrido
de la BCR, la edad, comorbilidades, entre otros [53,96,97]. Los pacientes con este tipo de
recurrencia usualmente reciben radioterapia de rescate o criocirugia con tratamiento
sistémico como el uso de inhibidores del receptor de andrégenos o tratamiento de
supresion de testosterona, pero esto dependera de la situacién y caracteristicas tanto del
paciente como del tumor. A pesar de las opciones existentes, no existe una estrategia de

tratamiento exacta ni el tiempo de administracion [94,95].
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4.8 Subtipos moleculares de cancer de préstata

En busca de una clasificacion molecular del CaP que permita una mejor comprension de
la enfermedad, diferentes estudios han explorado la posibilidad de encontrar alteraciones
moleculares excluyentes o subtipos que puedan asociarse con prondstico y que permitan
guiar la eleccion de un tratamiento mas adecuado y oportuno para los pacientes. El Atlas
del Genoma del Cancer (TCGA) ha logrado establecer en CaP primario siete subtipos

moleculares que describen el 74% de los tumores examinados (Figura 5A).

Figura 5. Taxonomia molecular basada en siete conductores oncogénicos de cancer de
prostata. A. Resultados obtenidos por el Atlas del genoma del cancer (TCGA). B. Resultados segun

el analisis del Atlas del genoma y epigenoma chino (CPGEA). Tomado de [17,98].
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De estos subtipos, cuatro estan caracterizados por fusiones en factores de transcripcion
de la familia ETS como ERG, ETV1, ETV4, FLI1, por lo cual se clasifican como ETS+ y por
otro lado, tres subtipos definidos por mutaciones en genes como SPOP, FOXA1 e IDH1,
ya que son excluyentes de las fusiones se denominan ETS- [17]. También se han evaluado
subtipos cuyos cambios de expresidon desencadenan progresion en CaP como la
sobreexpresion de EZH2 [99—-104], sobreexpresion de SPINK1 [105,106] y baja expresién
de NKX3.1 [107-109], ademas eventos asociados al control inmune como la inactivacién
de CDK12 [110,111]. Estos subtipos se han asociado a prondstico en diferentes estadios

de la enfermedad.

4.8.1 Subtipos ETS+

La familia de factores de transcripcidon especifica de transformacion de eritoblastos o E26
(ETS), esta conformada por 12 subfamilias y 28 genes en humanos involucrados en el
control del ciclo celular, diferenciacion, proliferacion, remodelacion de tejidos y
angiogénesis. Cada uno de estos factores de transcripcidon comparten un dominio de unién
al ADN altamente conservado de 85 aminoacidos que forman tres o-hélices y cuatro
laminas 3, sin embargo, la actividad de unién de este dominio es especifica de cada gen
(Figura 6) [23,107].

Subfamilia Miembros Estructura

ETS ETS1y ETS2 [ Nt [ ETS [ |
ERG ERG, FLI1y FEV [ et ] | eS|
GABPA GABPa. PNT |

ESE ELF3, ELF5y EHF | et l ETS [ ]
TEL ETV6 y ETV7 \ [ et [ es ]
PDEF PDEF : [ Nt ] [ ETS I

ELF ELF1, ELF2 y ELF4 | ETS

ERF ERF, ETV3 y ETV3L L[ es ]
PEA3 ETVL, ETVAyETVS | | e
ETV2 ETV2 [ es ]

SPI PU.1, SPIBy SPIC | [ ETS l

TCF ELK1, ELK3 y ELK4 l ETS [

Figura 6. Subfamilias y miembros de la familia de factores de transcripcion ETS. Dominios de
ADN conservados (ETS, azul) y dominios de represién transcripcional PNT (Pointed, naranja).
Tomado de [23].
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Estos factores de transcripcion son propensos a sufrir de rearreglos cromosoémicos, cambio
en el numero de copias y amplificaciones mediante translocaciones o deleciones, esto
como se ha encontrado en tumores solidos y algunos hematoldgicos. El analisis del
genoma en CaP ha revelado fusiones entre la serin proteasa transmembrana 2
(TMPRSS2) regulada por andrégenos y miembros de la familia ETS como ERG, ETV1,
ETV4 y ETV5, dejando los exones codificantes de estos bajo el control de elementos que
responden al receptor de andrégenos de TMPRSS2, conduciendo a la sobreexpresion de
las proteinas involucradas [23,112,113]. Estas fusiones se consideran un evento temprano
en la carcinogénesis presente desde las lesiones HGPIN [23]. Una de las fusiones mas
frecuentes es TMPRSS2-ERG con una presencia entre el 9-66% de los CaP dependiendo
de la poblacion, siendo mayor para hombres caucasicos entre 40-66%, y menor para
asiaticos entre 9-27% y africanos entre 25-31% [17,20,98,114,115]. En Colombia
recientemente ha sido evaluada la expresion de ERG en 53 focos de CaP de 20 pacientes

colombianos, encontrando sobreexpresion en el 52,8% de los focos analizados [116].

ERG es activado por eventos de fusidon génica a partir de deleciones y/o translocaciones,
colocandolo bajo el control de promotores inducibles por hormonas masculinas, con mayor
frecuencia las regiones reguladoras del gen TMPRSS2, lo cual conduce a una expresion
elevada de ERG (Figura 7) [13]. El estado de fusion puede analizarse mediante ensayos
de expresion de ERG, sin embargo, la técnica comunmente utilizada y de mayor fiabilidad
es la hibridacién fluorescente in situ (FISH) con sondas especificas para ERG y TMPRSS2
[21,117-121].

ﬁﬁanslocacién Fusidn

TMPRSS2 ERG :> TMPRSS2 ERG |:>

Delecién

(dv o @9 ﬁ — F{} m) cap

TMPRSS2 :> Genes objetivo ERG

Figura 7. Fusion TMPRSS2-ERG. La fusion favorece la expresion elevada de ERG que es inducida
por el receptor de andrégenos al localizarse en regiones reguladoras del gen TMPRSS2. ERG es
un activador transcripcional y participa en eventos de proliferacion celular, diferenciacion,
angiogénesis, inflamacion y apoptosis, por lo que una expresion desregulada ocasionar una lesién
precancerosa como HGPIN. RA: receptor de andrégenos. DHT: dihidrotestosterona.
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¢ Relacion de la fusion con pronéstico

Se ha observado que la presencia o ausencia de estas fusiones es un determinante
importante para la clasificacién pronostica en CaP, sin embargo, existen resultados
controversiales al respecto, ya que algunos estudios han revelado que presencia de fusién
esta asociada a un estadio tumoral superior, compromiso de ganglios linfaticos, menor
tiempo hasta la recurrencia bioquimica, altos niveles de PSA preoperatorio y supervivencia
menor, refiriéndolo a un peor prondstico [21,114,121,122], pero por otro lado se ha
encontrado una relacion entre la presencia de fusion y un puntaje de Gleason menor y un
tiempo mayor hasta la recurrencia bioquimica, lo que podria indicar un prondstico favorable
[115,120,123]. Adicionalmente, en algunos casos no se ha encontrado ninguna asociacién

a prondstico [119,124].

4.8.2 Subtipos ETS-

e Mutaciones en SPOP

- Estructura

La proteina SPOP, se identificd por primera vez en 1997 como una proteina nuclear con
patrén de tipo moteado (speckle) [125]. Esta proteina es codificada por el gen SPOP, el
cual se encuentra localizado en el cromosoma 17 posicion g21.33, posee 79280 pb y 16
exones. Tiene una isoforma denominada SPOPL (SPOP like) que se encuentra codificada
en el locus 2g22.1, esta conformada por 12 exones y un total de 71778 pb [126] (Figura
8A). SPOPL comparte una identidad del 85% de la secuencia proteica de SPOP, pero
posee 18 a.a. adicionales, sugiriendo que la isoforma podria cumplir funciones similares,
aunque como veremos mas adelante también parece cumplir un papel en la modulacion
de la funcién de SPOP [38,127].

La proteina SPOP, esta conformada por 374 a.a, tiene un peso de 43,13 KDa y su
estructura secundaria consta de 18 a-hélice y 14 laminas B, que forman tres dominios

principales, un dominio N-terminal MATH, en la regién de 28-166 a.a, un dominio interno
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BTB, conocido como POZ (proteina virus de pox y dedos de zinc) en 186-300 a.a y un
dominio BACK en 300-359 a.a, que permite la formacion de complejos estructurales,
ademas su region c-terminal funciona como secuencia de localizacion nuclear (NLS)
(Figura 8B) [127,128]. Se ha evidenciado que SPOP puede encontrarse en una

conformacion dimérica u oligomérica que incrementa la union a los sustratos (Figura 8C).

- Dominio MATH (homologia Meprin y TRAF-C)
Dentro del complejo ubiquitin ligasa E3 cullin-3 RING-Box1 (Cul3-RING-Box1), el dominio
MATH de la proteina adaptadora SPOP cumple la funcion crucial de reclutar al sustrato
(Figura 8D). Los sustratos de SPOP conservan en su estructura al menos un motivo
consenso de union (SBC) del tipo ¢/m/ST/ST/ST (¢ representa un residuo no polar y 1 un
residuo polar) que permite la afinidad y especificidad del reconocimiento por MATH
[128,129], [130]. SPOP forma una hendidura en MATH mediante los residuos Y87, F102,
Y123, W131 y F133 que rodean la cadena lateral hidrofébica del sustrato, adicionalmente
se generan puentes de hidrégeno que involucran principalmente los residuos Y87 y D130
y de los residuos polares del SBC, el residuo S en la posicion 3 parece ser un requisito
importante, ya que se posiciona dentro de una pequefia bolsa formada por K129, D130 y
W131[127,128]. Se han encontrado mutaciones puntuales con pérdida de funcién en estos
residuos, lo que exhibe la importancia de estos en la union a sustrato. Existen otros
residuos del dominio MATH en donde se han encontrado mutaciones puntuales con
pérdida de funcién como E47, E50, M117, R121, D140, entre otros, sin embargo, no se ha

determinado una relacion especifica de interaccion con el sustrato [6,18,29,32,131-134].

- Dominio BTB (Bric-a-brac/Tamtrack/Broad)

Por medio del dominio BTB, SPOP se une al complejo Cullin3 (Figura 8D) a través de dos
puntos de interaccion, uno dado por las hélices H2 y H5 de Cul3 y otro mediante un motivo
central de tipo ¢-x-E (¢ es un residuo hidrofébico, x es un residuo no conservado) del bucle
a-3 y B-4 de SPOP, en donde el mayor aporte de interaccién se da por este ultimo [127].
El dominio BTB también permite la formacién de homodimeros SPOP-SPOP o
heterodimeros SPOP-SPOPL mediante interacciones hidrofébicas entre hélices a-1, a-2 y
a-3 del dominio y una parte de la region N-terminal. Estos dimeros pueden reconocer dos
motivos SBC del sustrato [127].
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Figura 8. Estructura y funcién de la proteina SPOP. A. Locus de SPOP y SPOPL. B. Dominios
de SPOP: MATH (azul claro), BTB (verde), BACK (azul oscuro) y secuencia de localizacion nuclear
(NLS) C. Asociacion dimérica y oligomérica de SPOP. D. Complejo Ubiquitin ligasa E3 Cul-3 RING-
Box1 en el que se aprecia el papel adaptador de un oligémero de SPOP para la ubiquitinacién del
sustrato (linea ondulada gris) y posterior degradacion en el proteosoma 26S. E. En el nucleo, SPOP
en oligébmeros de orden superior se observa como pequefias motas nucleares verdes, el sustrato
disponible para ser ubiquitinado en rojo; el aumento en la concentracion del sustrato genera focos
de localizaciéon SPOP-sustrato que forman organulos liquidos sin membrana (amarillo) lo que
favorece la oligomerizaciéon de SPOP y la localizacion del sustrato mono o multivalente para su
ubiquitinaciéon. Tomado de [135], en prensa.
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- Dominio BACK (BTB con repeticiones Kelch)
El dominio BACK consta de dos repeticiones en donde la primera es de tipo 3-box y permite
una mayor superficie de interaccién entre BTB y Cul3 y la segunda repeticién por la cual
se da la interaccion con otros dominios BACK de SPOP. Seguido del dominio BACK, en
los residuos 360-374 a.a de la region c-terminal se encuentra la NLS con una estructura a-
helicoidal que permite su localizacion en el nucleo [128]. Se ha evidenciado que la
formacion de oligébmeros lineales de alto peso (>500kDa) de SPOP se da por medio de
interacciones entre los dominios BACK, el reclutamiento de sustratos multivalentes
mediado por SPOP para ubiquitinacién y posterior degradacion aumenta significativamente
en cuanto mas oligdmeros se forman (Figura 8D), indicando la importancia de la formacion

de estos conjuntos en la funcién del complejo [127,136].

La interaccion entre los oligobmeros de SPOP y sustratos genera organulos liquidos sin
membrana resultantes de la separacién de fases liquido-liquido (LLPS), como motas
nucleares (Figura 8E) [30,137]. La creacion de estos complejos es dependiente de la
concentracién de SPOPL, ya que la isoforma carece de 18 residuos en el dominio BACK,
lo que resulta en la imposibilidad para formar oligémeros, sugiriendo a SPOPL como un
regulador en el proceso de ubiquitinacion [138]. La formacion de estas LLPS potencian la
unién de enzimas y sustratos regulando parte de la actividad celular, pero las mutaciones
asociadas a los dominios en las diferentes proteinas pueden desestabilizar los complejos
e interrumpir su coubicacién, esto sugiere que los organulos que se crean podrian estar
involucrados en procesos de proteostasis celular como ubicacién, funcién, control y

equilibrio de diferentes proteinas [136].

¢ Funciones de SPOP

Aproximadamente un 20% de la degradacion de proteinas en la célula esta mediada por
complejos CRL-RING de Ubiquitin ligasas E3, especificamente Cul3 utiliza adaptadores
propios de sustratos como SPOP [139]. En el complejo Ubiquitin ligasa E3 Cul3-RING-
Box1, SPOP mediante su dominio BTB se une a Cul3, este interactia con Rbx1y este con
E3 que a su vez se une a E2, encargada de ubiquitinar el sustrato, que ha sido reclutado
por el dominio MATH de SPOP. Una vez el sustrato es ubiquitinado, es dirigido al

proteosoma 26S para su degradacion (Figura 8D). Teniendo en cuenta el papel de SPOP
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en la ubiquitinacion y degradacion de sustratos, la proteina adaptadora esta relacionada

directamente con la regulacion en la cantidad de estas proteinas [140]. En cancer de

préstata se han descrito mas de 24 sustratos de SPOP, cuyas funciones varian e

involucran regulacién de la transcripcion, del ciclo celular y apoptosis, regulacion hormonal,

supresion del sistema inmune, regulacién epigenética, remodelacion de la cromatina y
otros (Tabla 2) [6,26,136,141-149,31,150-159,45,160-169,49,170,74,128,129,132,134].

Tabla 2. Sustratos de SPOP en CaP clasificados por funcién.

fision mitocondrial

Funcién Sustrato Referencia
Receptor de hormonas esteroideas Receptor de Androgenos (RA) [24,45]
Motivo tripartito 24 (TRIM24) [156,157]
Coactivador del receptor de esteroides 3 (SRC3) [171,172]
Factor de transcripcion ETS (ERG) [118,161]
Factor de transcripcion activador 2 [141]
(ATF2)
Regulacion de la transcripcion Factor 1 asociado a CTD relacionado con SR [144]
(SCAF1)
Proto-oncogen c-MYC [173]
Factor de transcripcion homeobox NANOG [1453 11 ?‘?]’15
Proteinas de la via Hedgehog: familia de [146,162,17
oncogenes asociados con glioma Gli2/Gli3 5]
Proteina del ciclo de division celular 20 (Cdc20) [132]
Regulacion del ciclo celular Ciclina E1 [164]
Proteina 1 asociada al ciclo celular (CAPRIN1) [144], [165]
Reglf:;ﬁ's%?ig;ﬁiloagigg;} Sde la Proteina asociada al dominio de muerte (DAXX) [14?1'3[71]51]’
Proto-oncogen DEK [49]
Regulacion epigenética/ Motivos de dedos de zinc ampliamente [144]
Remodelacion de la cromatina espaciados WIZ
y regulacion de la transcripcion Proteinas de la familia de bromodominio y [147,159]
dominio extraterminal (BET: BRD2/3/4)) ’
Supresion sistema inmune Ligando 1 de muerte programada (PDL1) [31]
Eliminacion de SUMO Sentrin proteasa especifica 7 (SENP7) [176,177]
Regulacion de la polimerizacion de actina,
mantenimiento de la estructura Golgi y Dominio formina invertida (INF2) [150]

Se ha propuesto que SPOP también modula actividades de represion transcripcional y que
participa en la reparacién de rupturas de ADN de doble cadena (DSB) [44], donde es

reclutada formando focos nucleares que dependen de la actividad de la quinasa mutada

en ataxia-telangiectasia (ATM) y se colocalizan con focos de la histona y-H2AX de
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respuesta al dafno. Se ha demostrado que la deplecion o disminucion de SPOP genera una
respuesta al dano del ADN (DDR) deteriorada y una alta sensibilidad a la radiacién
ionizante, sin embargo, el mecanismo aun no esta determinado, pero podria estar asociado
a la regulacion que ejerce sobre los niveles de expresion de los factores Rad51 y Ku80
que son importantes en DSB por recombinacién homodloga (HR) [178,179]. Adicionalmente
se observé mediante un analisis de interactoma, que SPOP se asocia con multiples

proteinas involucradas en la transcripcion, empalme y exportacién de ARNm [180].

e SPOP como gen supresor tumoral

En CaP se han encontrado mutaciones de cambio de sentido con pérdida de funcién en el
dominio MATH de SPOP (Figura 9A), los puntos de mutacién mas frecuentes se localizan
en la hendidura de unién a sustrato (Figura 9B). Estas mutaciones no permiten que el
sustrato se una al dominio MATH y por lo tanto, no pueden ser degradados [20], [27], [33],
[34], [169], [170]. En este caso SPOP actua como un gen supresor tumoral a diferencia de
otros tipos de cancer como de rindn en donde puede actuar como oncogén, al estar
altamente expresado degradando proteinas como PTEN, DUSP6, DUSP7, DAXX, Gli2 y
LATS1 o aumentando la expresion de -catenina a nivel postranscripcional y del Factor de
transcripcion 4 (TCF4), los cuales regulan positivamente al factor de transcripcion ZEB1,

inductor de la transicion epitelio mesenquima (EMT) [128,183—186].

Las mutaciones impiden que SPOP pueda unirse a su respectivo sustrato, es decir son de
pérdida de funcion, aumentando la cantidad del sustrato, estos sustratos en muchos casos
son proteinas que hacen parte de vias de sefializacion, que al desregularse desencadenan
procesos de progresion tumoral. El aumento de la cantidad de sustratos como el receptor
de andrégenos (AR) en CaP, favorece la transcripcion de proteinas como el antigeno

prostatico especifico (PSA) y otras, involucradas en proliferacion y supervivencia [74,136].

Otro sustrato de SPOP encontrado en CaP es el coactivador del receptor de esteroides
(SRC3) que se sobreexpresa en estos tumores. El aumento de este sustrato en CaP se ha
asociado con el incremento en la transcripcién del factor de crecimiento similar a la insulina
1 (IGF-1), que a su vez activa las vias de senalizacion PISK/mTOR y AKT implicados en

procesos de crecimiento y proliferacion celular [45,74,133,172]. Las proteinas de la familia
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de bromodominio y dominio extraterminal BET como BDR2, BDR3 y BDR4 también se han
relacionado a CaP. Estas proteinas aumentan su estabilidad por mutaciones en algunos
residuos de SPOP [187].

En CaP se ha encontrado una mutacion germinal en el dominio BTB (N2961) asociada con
CaP hereditario en una familia con ascendencia europea [188], pero el resto de las
mutaciones halladas son somaticas (Figura 9), con una frecuencia que varia segun la
malignidad del tumor y la poblacion. En CaP localizado, la frecuencia esta entre 5-20% y
en el avanzado entre 15-25%. En cuanto a la poblacién, en ancestria africana se ha
presentado con una frecuencia de 20%, mientras que en ancestria europea entre 6-10%,
en poblacion asidtica entre 7-12% y en norteamericanos entre 5-14%  [6,16—
18,48,189,190].

En CaP también existen otros cambios genéticos relacionados a SPOP mutado como las
deleciones somaticas en 5921 y 6g21, regiones que contienen genes que pueden estar
implicados en la progresiéon de la enfermedad [44,191]. El locus 5921 contiene el gen
CHD1, que codifica para la helicasa con cromodominio de uniéon a ADN, implicada en la
regulacion de la transcripcion génica mediante la interaccion y remodelacion de la
cromatina [6], y en la estabilidad gendmica, ya que su pérdida disminuye la reparacion por
recombinacion homéloga (HR), favoreciendo la reparacién por recombinacion no
homodloga o unidn de extremos no homoélogos (NHEJ) que es propensa a generar errores
[192]. Por otra parte, el locus 6g21 contiene el gen forkhead box O3 (FOX03) que actua
como factor de transcripcién regulador de genes necesarios para la muerte celular, por lo
que su pérdida se ha visto implicada en carcinogénesis y progresion de CaP [6]. Esto
podria indicar que los efectos de las mutaciones de SPOP tienen sinergia con las de estos

genes u otros que se ubiquen en estas regiones.

La pérdida de funcion de SPOP también afecta la reparacion del ADN [180]. En CaP, se
ha encontrado una alta inestabilidad gendmica, relacionada con una deficiencia en la HR,
una disminucién en el reclutamiento de RAD51 y un aumento en la NHEJ [45], [166]. La
disminucion en la expresién de SPOP también conduce a estrés de replicacion espontanea

y desregulacion del ciclo celular [180].
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A Frecuencia de mutacién: localizado 5-20%, avanzado 15-25%

F133

-

()]

~
J

o # mutaciones SPOP

I
0 100

Figura 9. Mutaciones puntuales del dominio MATH en SPOP en cancer de préstata. A.
Frecuencia de las mutaciones, puntos calientes de mutacién y numero de mutaciones reportadas
en cancer de prostata con impacto clinico en la enfermedad. B. Estructura cristalina del dominio
MATH con mutaciones puntuales con cambio de sentido relevantes en cancer de préstata. Los
residuos estan sefalados con color rojo, en color azul se encuentra parte del motivo de unién de
sustrato (BDR3) (PDB-6141) Tomado de [135], en prensa.

Un analisis de interactoma de SPOP" demostré que la proteina adaptadora se asocia con
factores involucrados en la transcripciéon de ARN polimerasa Il, empalme de ARNm vy
exportacion nuclear, estos hallazgos sugieren que SPOP podria cumplir un papel en la
regulacion de la transcripcion de genes de reparacion y replicacion. Teniendo en cuenta lo

anterior, se encontré que en CaP el mutante F133V genera deficiencia en la expresién de
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BRCA2, ATR, CHK1 y RAD51, no obstante, los mecanismos de regulacion de estas

proteinas mediante SPOP aun no estan claros [180,193].

Por otro lado, el mutante F133V en células con RA positivo también se ha asociado con
una disminucién en los niveles de las fosfodiesterasas TDP1-TDP2 y de la endo-
exonucleasa MRE11, que son enzimas esenciales para completar el proceso de
reparacion de ADN al liberar la Topoisomerasa 2A (TOP2A) del complejo de escisién, lo
que involucra a la proteina adaptadora en la reparacién de ADN por enlaces cruzados
[194].

La regulacion en el aumento de sustratos de SPOP a nivel celular puede darse mediante
la perdida de funcién por mutaciones pero también podria derivarse de la regulacién en su
expresion, se ha encontrado en células de CaP dependiente o independiente de
andrégenos, que el factor de crecimiento transformante beta (TGF-3) activa SMAD2/3 y
este a su vez se une al promotor de SPOP, generando una inhibicion en la transcripcién

de la proteina [195].

¢ Utilidad de SPOP como biomarcador prondéstico

En CaP su papel como biomarcador de prondstico es controversial, algunos estudios
revelan que pacientes con SPOP mutado o con baja expresion de la proteina presentan
un tiempo menor de supervivencia libre de progresion bioquimica y clinica comparados
con pacientes sin la mutacion [25], [77], [98], sin embargo, en otros estudios SPOP mutado
se ha asociado con un pronéstico favorable, encontrandose una menor frecuencia de
margenes positivos, extension extraprostatica e invasién de vesiculas seminales en la
prostatectomia radical, ademas de una mayor supervivencia libre de metastasis,
particularmente en pacientes PSA preoperatorio alto [25,37]. En otros tipos de cancer como
cancer gastrico, cancer de rifién o colorrectal, si se ha evidenciado una asociacién entre
SPOP y prondstico [182]-[188].
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e SPOP como posible objetivo terapéutico

En los ultimos afios, ha estado en curso el uso de pequenas moléculas heterobifuncionales
denominadas Quimeras dirigidas a protedlisis (PROTAC, por sus siglas en inglés) que
puedan favorecer pacientes con sustratos sobreexpresados como el AR o proteinas BET.
La estructura de estas moléculas proviene de medicamentos previamente utilizados como
los antiandrogenos bicalutamida o enzalutamida o inhibidores de proteinas BET como JQ1,
pero buscan mejorar la especificidad al sustrato y romper la barrera de resistencia que se
genera. Estos avances son importantes, ya que en CaP se genera resistencia a estos
inhibidores, por lo cual, se ha disefado la quimera ARV-771, que muestra gran eficacia
contra BRD4 y suprime tanto los niveles de AR como su sefalizaciéon conduciendo a
regresion tumoral o NEO2734 que se propone como un nuevo inhibidor BET, a pesar de
ello, esto aun esta en fase de estudio para determinar la eficacia anticancerigena sobre los
pacientes [153,154,198-200] (Figura 10A).

Por otro lado, el caso de pacientes que presentan una activacion aberrante de las vias
AKT/mTOR y AR en CaP, recientemente se encontré que la inhibicion de la histona
deacetilasa 3 (HDAC3) puede dirigirse a estas vias, disminuyendo su activacion vy
suprimiendo el crecimiento tumoral en organoides de pacientes con estas caracteristicas
[27] (Figura 10B).

Por otra parte, podrian generarse efectos sobre la reparacién en el ADN. Se han realizado
ensayos con inhibidores de poli ADP ribosa polimerasa (PARP) en modelos animales con
CaP, con el fin de bloquear la reparacién en las células tumorales, llevandolas a la muerte,
por lo que los pacientes podrian beneficiarse del tratamiento con inhibidores PARP u otras
terapias que afecten la reparacion de ADN; esto podria sugerirse para adenocarcinoma de
pulmén en donde la reparacion también se ha visto afectada con mutaciones en SPOP
(Figura 10C) [44].

Estudios recientes han mostrado que pacientes con SPOP mutado en CaP generan
resistencia a docetaxel debido al aumento en la expresién del sustrato CAPRIN1 que
favorece la formacién de granulos de estrés dando paso a la supervivencia de células
tumorales, lo que sugiere que intervenir la formacion de estos granulos mediante la
restauracién de la degradacion de CAPRIN1 podria funcionar como mecanismo para

restaurar la sensibilidad al medicamento, lo cual podria beneficiar a pacientes resistentes



40 Analisis de alteraciones moleculares de SPOP, FOXA1 e IDH1 en cancer de

préstata de poblacién colombiana y sus posibles implicaciones en el prondstico

a esta quimioterapia [165]. Otro estudio reveld que pacientes con CaP metastasico
resistente a la castracion (MCRCP) con mutaciones SPOP y/o deleciones CHD1 presentan
una mayor tasa de respuesta a tratamiento con abiraterona, un inhibidor de la sintesis de
andrdégenos, en comparaciéon con casos que carecen de estas alteraciones, sin embargo,

se requieren ensayos clinicos prospectivos para validar esta respuesta al tratamiento [190].

A. Efecto sobre sustratos
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Figura 10. Posibles intervenciones terapéuticas en tumores con alteraciones de SPOP, seguin
mecanismos de accién. A. Efecto sobre sustratos de SPOP: Inhibidores de su funcién (JQ1 inhibe
las proteinas BET) o moléculas que favorecen su degradacion (PROTAC ARV-771 y NEO-2734
favorecen la degradacion de BET). B. Inhibicién de las vias de sefalizaciéon activadas por la
alteracion en SPOP como las vias AKT/mTOR y RA inactivadas mediante el uso de inhibidores de
HDACS3. C. Debido al efecto de SPOP sobre el dafio del ADN, se pueden usar inhibidores de PARP,
generando efectos sobre la reparacion del ADN, induciendo la muerte celular. Tomado de [135], en
prensa.
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e Mutaciones en FOXA1

- Estructura y funcion de FOXA1
La proteina forkhead box-A1 es un factor de transcripcion identificado inicialmente como
el factor nuclear de hepatocitos 3 y fundador de la familia FOX de factores de transcripcién
[201,202]. Esta codificado por el gen FOXA1, el cual se localiza en 14g21.1 con un total
de 5698 pb y 3 exones. La proteina esta conformada por 472 a.a, con un peso de 49,15
KDa (Figura 11A) [201]. Este factor de transcripcion posee un dominio forkhead de unién
al ADN en una configuracion de hélice-bucle-hélice, dos dominios de transactivaciéon
ubicados en la secuencia N y C terminal y secuencias de localizacion nuclear. EI dominio
forkhead esta comprendido por tres a-hélices (H1-H2-H3), tres laminas-p (L1-L2-L3) y dos
loops principales (W1 y W2). Entre H1 y H2 hay una cadena que interactua con L1
antiparalela. Un loop conecta H2 y H3 y corre a lo largo de la estructura de la proteina,
también esta conformado por un loop denominado wing 1 (W1), que interactia con grupos
fosfato de moléculas de ADN cercanas y se encuentra entre L2 y L3. Hacia el extremo C
terminal de la cadena se extiende otro loop largo conocido como wing 2 (W2) que tiene un

importante contacto con motivos de unién a ADN junto con W1. (Figura 11B) [42,203].

A B
{ HI e l1 [ H2 } [ H3 | 2 [wil L3 | w2

FOXA1

14921.1

3 Exones

472 a.a

1 190 Z?O 300 4(.)0 47.2 a.a
)

=

Cromosoma 14

Figura 11. Estructura de la proteina FOXA1. A. Locus de FOXA1. B. Dominios de FOXA1: Dos
dominios de transactivacién N y C terminal (gris y azul, respectivamente) y un dominio Forkhead
(rojo), con estructura de tres hélices o (H1-H2-H3), tres laminas  (L1-L2-L3) y dos loops (W1 y
W2).

Entre sus funciones principales, FOXA1 es esencial para el desarrollo normal de varios
tejidos y su metabolismo, entre ellos la prostata. Se describe como un factor pionero ya

que es capaz de activar y facilitar la transcripcion de multiples genes, al interactuar con la
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cromatina, abrirla y permitir el acceso de estas regiones a otros factores, entre ellos
receptores nucleares, como el receptor de andrégenos (RA) o el receptor de estrégenos
(RE) [41,204,205]. Algunos estudios indican que FOXAT no es esencial para la expresiéon
del RA pero se sugiere que es requerido para la funcion del RA en la prostata en desarrollo.
Al interactuar directamente con este receptor, FOXAT regula los programas
transcripcionales de relevancia en el tejido prostatico tanto normal como en lesiones

neoplasicas [202].

FOXA1 es capaz de unirse al ADN y de reclutar ciertas proteinas para iniciar el proceso
transcripcional. Este proceso de interaccién entre proteinas es facilitado por la pérdida de
metilacién del ADN vy la presencia de histonas metiladas, especificamente modificaciones
en H3K4me1 y H3K4me2 [206], se ha asociado recientemente que estos mecanismos de
regulacion a la interaccion de este factor de transcripcidn con la desmetilasa LSD1 [207].
Adicionalmente, se ha observado que FOXAT participa en la regulacion de la apoptosis al
inhibir la expresion de BCL2 [202].

o Papel de FOXA1 en cancer de préstata

FOXA1 juega un papel critico en el desarrollo del CaP, dada su interaccién con el RA, se
ha evidenciado que ademas de activar la transcripcion, también es capaz de reprogramar
el cistroma de RA en un nuevo conjunto de sitios de union impulsando la transformacién
de células epiteliales normales, esto junto con el factor de transcripcion HOXB13
[205,206,208]. Por otro lado, se ha reconocido como supresor de la diferenciacion
neuroendocrina encontrando que la pérdida de expresion de FOXA1 puede promover la

progresion de cancer de prostata neuroendocrino [209,210].

La pérdida de FOXA1 se ha relacionado con hiperproliferacion epitelial, disminucién de la
expresion del gen homeobox supresor de tumores NKX3.1 y aumento de los niveles de
SHH, que contribuye fuertemente en la carcinogénesis prostatica [42,204,211].
Adicionalmente, el silenciamiento da como resultado una alteracion en la uniéon al RA y la
expresion génica [6,212,213]. Esto sugiere que este factor de transcripcién puede actuar
como un gen supresor tumoral, sin embargo, se ha observado que sobreexpresién o

mutaciones especificas, pueden aumentar la funcién de la proteina en procesos de
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transcripcion e interaccion con la cromatina, desencadenando progresion tumoral, lo que
indicaria que también puede actuar como oncogén dependiendo de las proteinas con las

que interactue, el estadio de la enfermedad e incluso el tipo de tejido afectado [6,33,214].

Se han encontrado alteraciones moleculares en FOXA1 como mutaciones en el dominio
Forkhead, afectando la interaccién con el ADN. La frecuencia varia dependiendo de la
etapa de la enfermedad y el tipo de poblacién. En poblacion occidental en CaP localizado
el porcentaje oscila entre el 3-9% mientras que en CaP avanzado varia entre el 10-13%,
por otro lado uno de los ultimos analisis realizados en poblacion asiatica se encontraron
mutaciones en el 41% de la poblacién china (Figura 12), estos estudios muestran la
importancia del analisis de las alteraciones moleculares en diferentes poblaciones dadas
las diferencias que se pueden encontrar ademas del impacto a nivel de blancos
terapéuticos a desarrollar [6,17,98,205,206,215].

Los residuos de FOXA1 frecuentemente mutados y con implicaciones oncogénicas son
M253, F254, H247, R219, D226, R261, D249, A232 y K267 (Figura 12) [181,182]. En un
estudio realizado mediante analisis bioinformaticos, se encontraron alteraciones
moleculares de FOXA1 agrupadas en tres clases, dependiendo de otros factores, en la
clase 1 se agrupan los CaP temprano sin alteraciones ETS o SPOP, se repite
selectivamente en la regién wing 2 del dominio forkhead, permiten una mayor movilidad de
la cromatina y transactivan fuertemente los RA; por otra parte, las mutaciones de activacién
de clase 2 son generadas en CaP metastasico, truncan el dominio C-terminal, aumentan
la union a la cromatina al potenciar la afinidad de union al ADN y regulan la progresién
EMT debido a la inactivacién de TLE3 que a su vez suprime WNT; y finalmente la clase 3,
que hace referencia a reordenamientos gendmicos que consisten en duplicaciones y
translocaciones y reposicionan elementos reguladores para impulsar sobreexpresion de
FOXAA1, esta se da en CaP metastasico [98,216].

Las mutaciones puntuales con cambio de sentido del dominio Forkhead pueden ocasionar
cambios en la afinidad de uniéon al ADN como se menciond anteriormente, afectando su
funcién a nivel celular. Las mutaciones M253K o F266S pueden reducir la afinidad de unién
al ADN, ocasionando pérdida de funcién de la proteina y disminuyendo su expresion [214],
mientras que de manera diferente mutaciones como R261G muestran una afinidad mayor

conduciendo a una activacion transcripcional potenciada [216]. También se ha observado
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que mutaciones como R219S o E255 mejoran la actividad de interaccién de FOXA1 con la
cromatina induciendo sitios de unidén mas accesibles y nuevas regiones de empalme [43].
Otras mutaciones como D225G y M253K generaron afinidad a nuevos motivos de unién
no canénicos, ampliando el panorama de actividad del factor de transcripcion con otras
proteinas [215].

A Frecuencia de mutacién: localizado 3-41%

23

# Mutaciones FOXA1

0
N-terminal

T I
0 100 200

Figura 12. Mutaciones puntuales recurrentes en el dominio Forkhead de FOXA1. A. Frecuencia
de las mutaciones, puntos calientes de mutacion y numero de mutaciones reportadas con relevancia
clinica en cancer de prostata B. Estructura cristalina del dominio Forkhead con algunas de las
mutaciones por cambio de sentido mas frecuentes. Los residuos sefalados estan en color rojo y se
muestra parte de la hebra de ADN (PDB-1VTN), los residuos con mutaciones que reducen afinidad
de unién al ADN se muestran en azul y los residuos con mutaciones que mejoran actividad en verde.
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Dado su papel en la regulacién del RA se han generado hallazgos diversos entre la
actividad de FOXA1 mutado y el receptor nuclear. Por un lado, se ha determinado que las
mutaciones generan una activacion transcripcional de la proteina y una formacion luminal-
RA positiva elevada [17,215], pero de otra manera, otros estudios asociaron las
mutaciones de FOXA17 con una regulacién a la baja en la sefalizacién del RA, estos
estudios sugieren que la actividad promotora o supresora pueden depender del tipo de

mutacion y del estadio de la enfermedad [214,215].

e FOXA1 como posible biomarcador de pronéstico

Algunos estudios han propuesto que la expresion de FOXA1 mediada por las distintas
mutaciones esta asociada con la progresién tumoral y con un peor pronéstico en CaP, se
ha demostrado que esto puede ser o no dependiente de la cooperacién funcional con el
RA, lo cual esta determinado por el ambiente tumoral, la etapa de la enfermedad y la
historia del tratamiento [41,217]. Jin y colaboradores informaron que FOXA1 promueve la
proliferacion en CaP al inducir la expresion de genes en el ciclo celular, por medio de la
sefalizacion del RA en presencia de androgenos [212]. También se ha encontrado que la
deficiencia de FOXA1 lleva a la alteracion en la diferenciacién y maduracion de las células
epiteliales luminales, lo que dirige a la progresién de la enfermedad [213]. Analisis
realizados con muestras de tejido humano han revelado que FOXA1 se sobreexpresa en
pacientes con cancer metastasico y en CPRC, mientras que su expresién es mucho menor
en la zona de transicién normal y neoplasica [41,212]. Por otro lado, los niveles de
expresion de FOXA1 han sido correlacionados significativamente con parametros clinico-
patolégicos como PSA, puntaje de Gleason, la etapa tumoral y tiempos de supervivencia
libre de recaida, sugiriendo que niveles elevados de FOXA1 se asocian con un mal

pronéstico [33,41].

En un estudio, fueron encontradas mutaciones en FOXA71 como delecién de L388 y
mutacion puntual R261H asociada a ganancia de funcion, ademas alteraciones en SPOP
como mutaciones F133L o baja expresion que se asociaron a GG5 y estas alteraciones
junto con otras como inserciones/deleciones de H247-R261, F254-G257, M253-R261,
mutaciones en N216S y R262C de FOXA1 (14/98), se asociaron a un tiempo menor hasta

la recurrencia bioquimica, lo que podria sugerir una relacion con mal pronéstico de la
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enfermedad [32]. Adicionalmente, estudios recientes, muestran que podrian relacionarse
las diferentes alteraciones moleculares generadas en FOXA1 como mutaciones,
dependiendo de la clase, con la progresion y prondstico de la enfermedad, segun lo
mencionado previamente, y que esto ademas funcionaria como un seguimiento a la
evolucion o respuesta de la enfermedad ante tratamientos [43,216]. La inhibicién directa
de FOXA1 es dificil dada su localizacion nuclear y sus mecanismos de accion, por lo que
se han encaminado los esfuerzos para inhibir proteinas de diferentes vias como CDK1, o
LSD1, teniendo en cuenta la fuerte asociacion entre la actividad de FOXA1 y estas
proteinas [207,218].

Teniendo en cuenta lo anterior y dado que la frecuencia y el tipo de alteraciones no solo
varia de acuerdo con el estadio de la enfermedad, sino que también depende de la
poblacién, como lo indican analisis como el de CPGEA de poblaciéon china que obtuvo
resultados diferentes a comparacién del estudio del TCGA (41% vs 3%) (Figura 5).
Teniendo en cuenta todo lo anterior, se sugiere que FOXAT puede actuar como un
biomarcador prondstico, pero es necesario realizar mas estudios que relacionen la
etnicidad o ancestria con respecto a las alteraciones de este factor de transcripcién para
proponer asociaciones a prondstico mas precisas y opciones de tratamiento adecuados
[6,17,32,42,98,207].

e Mutaciones en IDH1

- Estructura y funcién
Isocitrato deshidrogenasa 1 es una enzima oxidoreductasa, codificada por el gen IDH1, el
cual se localiza en 2q34 con un total de 18845 pb y 12 exones. La proteina esta conformada
por 414 a.a, con un peso de 46,7 KDa (Figura 13A) [219,220]. A nivel estructural, se
clasifica como una enzima de tipo o/f que puede formar dimeros o tetrameros. La
formacion de tetrameros permite la condicién funcional de la enzima formando surcos de
naturaleza hidrofilica. Esta conformada por tres dominios principales, un dominio grande
el cual comprende los residuos 1-103 y 286-414 a.a y se conforma de por laminas 3

paralelas unidas por dos o hélices, un dominio pequefo que va de 104-136 y 186-285 a.a
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con una conformacion estructural o/f en forma de sandwish y un dominio de cierre que
varia de 137 a 185 a.a y de pliega como dos hojas 8 antiparalelas de dos hebras (Figura
13B). IDH1 contiene una secuencia de localizacion peroxisomal C-terminal y se encuentra

en peroxisomas y citosol [220].

Una hoja B une los dominios grande y pequefio formando dos hendiduras, una de ellas es
de naturaleza hidrofilica y conforma el sitio activo, permitiendo la union de NADP y iones
metalicos. La otra hendidura es de caracter hidrofébico en su base e hidrofilico al borde y
se sugiere que podria estar involucrada en la regulacion conformacional de la enzima. El
dominio de cierre permite la estabilidad de la estructura dimérica de NADP-IDH1,

manteniendo juntas las dos subunidades para la formacién del sitio catalitico activo [220].

El isocitrato forma interacciones hidrofilicas con los residuos R100, R109, R132, Y139,
K212 y D275, adicionalmente forma enlaces de hidrégeno con las cadenas laterales de
T77 y S94. Se han encontrado mutaciones puntuales en algunos de estos residuos en
diferentes tumores, pero con mayor frecuencia gliomas o leucemias (Figura 13C) [220-
222]. Esta enzima se encarga de catalizar la descarboxilacion oxidativa de isocitrato en
presencia de NADP produciendo a-cetoglutarato (a-KG) y NADPH (Figura 14). Esta

conversién se considera un proceso irreversible en el metabolismo central [34].

Estas mutaciones generan que la enzima no pueda catalizar de forma eficaz la
descarboxilaciéon oxidativa del isocitrato, y en su lugar convierta este producto al
oncometabolito D2-hidroxiglutarato (D2HG). Estructuralmente a-KG y D2HG son similares,
por lo que se genera una inhibicidn competitiva, produciendo grandes cantidades de
D2HG, mientras que disminuyen los niveles de a-KG y por lo tanto se inhibe la actividad
de enzimas como dioxigenasas o histonas demetilasas que son dependientes de este
metabolito [34,35,221].

El aumento considerable de D2HG también incrementa el estrés oxidativo celular, genera
cambios en la metilacién de ADN y desregulacion de algunas vias de sefalizacién
relacionadas con progresion tumoral como la estabilizacion de HIF1-a. Estas alteraciones

pueden desencadenar variaciones en angiogénesis, en el estado epigenético, en la



48 Analisis de alteraciones moleculares de SPOP, FOXA1 e IDH1 en cancer de

préstata de poblacién colombiana y sus posibles implicaciones en el prondstico

dinamica de la matriz extracelular, en proliferacién y supervivencia a nivel celular,

brindando al tumor la capacidad de progresar (Figura 14) [223,224].

A
IDH1
! 2q34
12 Exones
_ 414aa

Cromosoma 2

Figura 13. Estructura y puntos de mutacion de la proteina IDH1. A. Locus de IDH1. B. Dominios
de IDH1: Tres dominios principales, un dominio grande (G), un dominio pequefio (P) y un dominio
de cierre (C). C. Estructura cristalina de IDH1 unido a NADP, con residuos que conforman el sitio
activo (color rojo) y con residuos con mutaciones puntuales con cambio de sentido mas frecuentes
(color verde) (PDB-5SUN).

Las mutaciones reportadas se han presentado en el sitio activo de la enzima (V71, G97,
R132 y G123) [34,225]. En CaP se han detectado mutaciones en R132 y T106 con una
frecuencia de mutacion del 1% [17,225,226]. Un estudio realizado en modelos de lineas

celulares, resalté la capacidad de IDH1 mutado (R132H) en aumentar la invasion celular
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mediante el incremento de D2HG [221]. No obstante, hasta el momento no se han

encontrado asociaciones a prondstico o con variables clinico-patolégicas en CaP.
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Figura 14. Proceso enzimatico de IDH1 de tipo silvestre y mutado. IDH1 de tipo silvestre permite
la descarboxilacién oxidativa de isocitrato para la produccién de a-cetoglutarato (a-KG) mediante
NAP. Cuando IDH1 se encuentra mutado, desestabiliza el proceso mediante la produccién de D2-
Hidroxiglutarato (D2HG), el cual, al aumentar sus niveles puede desencadenar procesos de
progresiéon tumoral mediante diferentes mecanismos.
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5.1 Diseno del estudio

Estudio descriptivo retrospectivo de muestras de prostatectomia radical de 112 pacientes
diagnosticados con cancer de prostata (CaP). El numero de pacientes fue calculado como
se observa a continuacion teniendo en cuenta el numero de casos diagnosticados con
cancer de préstata por afio y tomando la menor frecuencia reportada hasta la fecha de

pacientes con mutaciones del gen con mayor frecuencia.
El tamafio de muestra fue calculado teniendo en cuenta la ecuacion:

B NZ? pq
T d2(N-1)+ Z2 pq

n

Donde,

N= Numero de casos diagnosticados con cancer de préstata por afio en Colombia.
Z= Coeficiente del nivel de confianza.

p= Proporcién estimada de la poblacion.

g=1-p

d= Error maximo permisible.

Con nivel de confianza 95% correspondiente a un valor Z=1,96 y un error de 5%:

(9564)(1,962)(0,08 * 0,92)

= (0,052)(9564 — 1) + (1,962)(0,08 = 0,92) _ 1z

n

El célculo se realizé de esta manera ya que no se conoce la frecuencia de las alteraciones

moleculares en los genes a analizar en poblacion colombiana con CaP.
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5.2 Definicion de sujetos de estudio

5.2.1 Muestras incluidas

Se parti6 de una base de datos de 298 casos muestras de prostatectomia radical de
pacientes con diagndstico de adenocarcinoma de préstata (CaP) del protocolo institucional
aprobado por el Comité de Etica e Investigaciones y desarrollado en el Instituto Nacional
de Cancerologia ESE, “Exploracién de potenciales biomarcadores predictores del
prondstico en pacientes con diagndstico de cancer de prostata”. A partir de esta base, se
realizé la busqueda y obtencion de todas las laminas y bloques de los tejidos fijados en
formalina y embebidos en parafina (FFPE) disponibles en el archivo de cada uno de los
casos. Del material revisado 131 casos contaban con tejido suficiente, sin previo uso para
los ensayos. Posteriormente, se realizé la revision y clasificacion histopatoldgica por parte
del patélogo dejando un total de 118 pacientes que contaban con disponibilidad de al
menos 2 bloques clasificados. Adicionalmente, el patdlogo senalé los casos en los que se
encontraba HGPIN, sin embargo, debido a que no se contaba con el total del material, ya
que estos casos se han empleado en otros estudios, solo se encontré HGPIN en 18 de los
casos. Se reviso la historia clinica de estos 118 pacientes, seleccionando los casos cuya

informacién de las variables requeridas para los analisis estuviera completa.

Finalmente, para los analisis del estudio se contd con un total de 112 casos, en los cuales
se tomé en cuenta el grado de Gleason primario para cada paciente y los casos que no
contaron con suficiente material de este, se tomé el grado de Gleason secundario. En 10
de los casos un mismo bloque tenia grado Gleason primario y secundario y para estos se

tomaron los dos focos.

5.2.2 Criterios de inclusion

e Casos con diagndstico confirmado por histopatologia de CaP.

¢ Disponibilidad de suficientes bloques FFPE.

e Acceso a la informacién clinica requerida como edad, valor del PSA inicial,
estadificacion clinica y patoldgica, puntaje de Gleason, valores de PSA de

seguimiento posterior a la prostatectomia radical, dato y fecha de recurrencia
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bioquimica en caso de presentar, compromiso de margenes y ganglios, fecha de la

cirugia, fecha del diagndstico, dato y fecha de fallecimiento en caso de presentar.

5.2.3 Criterios de exclusion

e Mala calidad de los bloques FFPE.
¢ Mala calidad del ADN extraido.

e Cantidad insuficiente de ADN extraido.

5.3 Procedimientos

5.3.1 Analisis de la fusion TMPRSS2-ERG

Para determinar la presencia o ausencia de la fusiéon entre TMPRSS2 y ERG se realizé
hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés). Para esto se selecciond un
bloque FFPE por cada paciente y se realizé una lamina con corte de 2,5um. Las muestras
se procesaron mediante el KIT Aquarius® Tissue Pretreatment de Cytocell (OGT company,
Oxford, Inglaterra) y el KIT TMPRSS2:ERG Deletion/Breakapart FISH Probe de Cytocell
(OGT company, Oxford, Inglaterra), realizandose la debida estandarizacion en la muestras
de CaP. Las condiciones empleadas para la realizacion del FISH fueron las siguientes:
Incubar el tejido en la lamina a 60°C por 1 hora, sumergir directamente la lamina en xilol
durante 10 minutos a temperatura ambiente, sumergir la lamina durante 2 minutos en
etanol al 100%, 70% y posteriormente en agua destilada, sumergir la lamina en buffer de
pretratamiento a 90°C durante 1 hora y 30 minutos. Secar la lamina y lavar con agua
destilada 2 veces durante 3 minutos, secar la lamina y agregar una gota de pepsina sobre
el tejido, colocar cubreobjetos inmediatamente e incubar a 37°C por 30 minutos, después
se debe retirar el cubreobjetos y lavar con agua destilada por 3 veces durante 2 minutos,
sumergir la lamina en etanol al 70%, 85%, 100% y 100% durante 2 minutos, secar la lamina
y adicionar 8-10 pl de sonda dependiendo del tamafo del tejido en el corte,
cuidadosamente colocar el cubreobjetos y sellar con pegamento todos los bordes, colocar
la lamina en el hibridizador durante 10 minutos a 37°C y luego desnaturalizar la muestra y
la sonda a 75°C por 5 minutos, colocar un papel humedo sobre la lamina para evitar
evaporacion e incubar toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, retirar cuidadosamente el

cubreobjetos sumergir rapidamente en solucion 2XSSC a temperatura ambiente y pasar
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inmediatamente a solucion 2XSSC y 0,05% de NP40 a 72°C por 3 minutos sin agitar,
sumergir la lamina en solucion 0,4XSSC (pH7) a temperatura ambiente por 2 minutos sin
agitar. Finalmente, secar la lamina, agregar 10ul de DAPI, colocar cubreobjetos, dejar
revelar en oscuridad y visualizar en microscopio de fluorescencia. Las sondas utilizadas
fueron de tres colores, sondas verdes y rojas que se sitian a cada lado de TMPRSS2
(21922,2-922,3) y tres sondas de color azul que abarcan la region centromérica de ERG
(21922,13) (Figura 15A).
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Figura 15. Hibridaciéon de las sondas en TMPRSS2 y ERG y resultados posibles mediante
FISH. A. Descripcion y Locus de TMPRSS2 y ERG en donde hibridan de las sondas.

B.Convenciones de resultados posibles en el procedimiento de las muestras FFPE de CaP
mediante FISH.
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Mediante este kit se determinaron deleciones, translocaciones de TMPRSS2 vy
translocaciones de ERG. La lectura de las ldminas de los 112 casos se realizé revisando
los nucleos de los focos seleccionados en un microscopio de fluorescencia ZEISS usando
objetivos 40X y 100X. La captura de las imagenes se dio con camara MetaSystems y el

programa ISIS.

En una célula normal, debian aparecer dos senales rojo/verde/azul correspondientes a los
cromosomas sin alteraciones, o una sefal amarilla/azul por el solapamiento entre las
sondas, en una translocacion de TMPRSS2 aparece una sefial del cromosoma normal
rojo/verde/azul/ y una sefal del cromosoma alterado que se divide en una roja y una
verde/azul, en una translocacién de ERG se produce una sefial del cromosoma normal
rojo/verde/azul/ y una sefal del cromosoma alterado que se divide en una azul y una
roja/verde, también pueden generarse deleciones que emite una sefial del cromosoma
normal rojo/verde/azul/ y una sefal del cromosoma alterado roja/azul (Figura 15B). Se
realizé la clasificacién de los casos en presencia y ausencia de fusién teniendo en cuenta

los resultados para realizar los analisis posteriores.

5.3.2 Extraccion de ADN

Las muestras negativas para la fusion fueron seleccionadas para los analisis de
mutaciones en SPOP, FOXA1 e IDH1. El ADN de estos casos fue aislado a partir de 1
punch de (2mm) de las muestras que incluyeran al menos un foco con puntaje de Gleason
igual o superior a 6. La extraccién fue automatizada en el equipo QlAcube QIAGEN, Hilden,
Alemania), empleando el kit AllPrep® DNA/RNA FFPE (QIAGEN, Hilden, Alemania),
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante con unas modificaciones. Las

modificaciones se realizaron fueron:

o En el proceso de desparafinizacion, se extendio la incubando a 56°C durante 30
min con 1ml de xilol, en vez de 10s y se efectuaron dos lavados con etanol, en lugar
de uno, como lo indica el protocolo.

e En el proceso de incubacién a 56°C con la Proteinasa K que fue por 3h y no por

30min como lo sugiere el protocolo.
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Se obtuvo un volumen final de 100ul. La cuantificacién del ADN obtenido se realizé
mediante el kit Qubit™ dsDNA HS usando el fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, USA) obteniendo la concentracion por muestra (ng/ul). EI ADN fue

almacenado a -20°C hasta su uso.

5.3.3 Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario

Tomando una muestra de sangre se obtuvo la capa de glébulos blancos mediante
centrifugacién a 2500 rpm por 15 minutos, posteriormente se agregaron 7 ml de buffer de
lisis de glébulos rojos, se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifugo a
16000 rpm por 10 minutos, se repite el procedimiento y se desecha el sobrenadante. Se
adicionan 10 ml de PBS 1Xy se centrifugd a 16000 rpm por 7 minutos, se repite el proceso
con 7 ml de PBS y se transfiere el pellet para iniciar con la extracciéon de ARN, la cual se
realiz6 empleando el protocolo Quick-RNA Miniprep (Zymo research, Irvine, California,
USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se obtuvo un volumen final de 40pl.
La cuantificacion del ARN obtenido se realizé mediante el kit Qubit™ RNA HS usando el
fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) obteniendo una

concentraciéon de 57 ng/ul. EI ARN fue almacenado a -80°C hasta su uso.

Para la sintesis de cDNA, se ultilizo el kit SuperScript First Strand Synthesis (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), siguiendo el protocolo del fabricante, a partir de

8ul de muestra. Se obtuvo 20ul de cDNA y fue almacenado a -20°C hasta su uso.

5.3.4 Analisis de mutaciones de SPOP, FOXA1 e IDH1

A partir del ADN extraido se realizé la amplificacion mediante PCR con Taq de alta fidelidad
PlatinumTM PCR High Fidelity (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA), segun las
recomedaciones del fabricante. Se tomaron 4ul de ADN de cada muestra FFPE tumoral.
Las condiciones de ciclaje fueron incubacién a 94°C por 2 minutos, denaturacion 94°C por
30 segundos, anillamiento de primers 55°C para SPOP y 58°C para FOXA1 por 30

segundos y extensién a 68°C por 1 minuto, se manejaron 35 ciclos.
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Para el caso de IDH1 se empled la Taqg GoTaq Flexi (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, USA) segun las recomendaciones del fabricante. Las condiciones de ciclaje
fueron incubacién a 95°C por 2 minutos, denaturacion 95°C por 30 segundos, anillamiento
de primers 50-52°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto, se manejaron 35
ciclos. Para todas las PCR se utilizd el termociclador BIO-RAD (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, USA). En la tabla 3, se muestran los primers utilizados para cada uno
de los genes y los respectivos exones amplificados. Los primers empleados amplifican los
exones de cada uno de los genes, en los cuales se han detectado mutaciones puntuales

con cambio de sentido en CaP.

Para la electroforesis, se utilizaron camaras BIO-RAD (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA), se prepararon geles de agarosa al 1,5% y 2% dado el tamafio de pb de
los amplimeros esperados, se realizé la tincion de gel usando SYBR Safe (Invitrogen,
Waltham, Massachusetts, USA). Para la corrida de los amplimeros, se usaron 5ul de
muestra por 0,5ul de Buffer Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). La lectura de los geles fue realizada mediante un fotodocumentador
BIO-RAD versién 5 utilizando el software ImagenLab (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA).

Tabla 3. Descripcion de los primers y las condiciones de temperatura de anillamiento (Ta) utilizadas
para la amplificacion mediante PCR.

Tamafio Ta (°C) Ref.
(pb)

Gen Exén Primer

F 5-~ACCCATAGCTTTGGTTTCTTCTCCC-3*
SPOP 6 170 55
R &-TATCTGTTTTGGACAGGTGTTTGCG-3*

[18]
F 5-ACTCATCAGATCTGGGAACTGC-3*
SPOP 7 240 55
R &-AGTTGTGGCTTTGATCTGGTT-3¢
F 5-AGCAAGATGCTCACGCTGA-3'
FOXA1 2 246 58
R &-TCTCGCACTTGAAGCGCTT-3’ (32]

F 5-TACCAAATGGCACCATAC-3’
IDH1 4 180 50-54
R&-TCTCTACTTTTCCAGGCCC-3’

F 5-AATGAGCTCTATATGCCATCACTG-3
IDH1 4 499 50-62 [227]
R &-TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT-3’
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Se realizd purificacion de los productos de PCR a partir de banda de gel de agarosa
empleando el KIT GFX™ PCR DNA AND Gel Band Purification (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) segun las recomendaciones del fabricante. En los casos que
fuenecesario, se realizé reamplificacion a partir de producto de PCR purificado, tomando
1ul de amplimero y siguiendo con las condiciones de ciclaje mencionadas anteriormente.
En los casos que fue necesario se realizé purificaciéon de las reamplificaciones para

posterior secuenciacion.

Para la obtencion de las secuencias, se realizo primero la cuantificacion de los amplimeros
mediante el KIT Qubit™ dsDNA HS usando el fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, USA) obteniendo la concentracion por muestra (ng/ul). Posteriormente, se
realizd secuenciacién Sanger utilizando el KIT BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystem, Foster City, California, EUA) usando los mismos primers de la PCR,
las condiciones de reaccion fueron incubacion a 96°C por 1 minuto, denaturacion a 96°C
por 10 segundos, anillamiento de primers a 50°C por 5 segundos y extencién a 60°C por 4
minutos, se manejaron 25 ciclos, las secuencias fueron purificadas de acuerdo al protocolo
del KIT BigDye XTerminator (Applied Biosystem, Foster City, California, EUA) y las
secuencias se obtuvieron en el analizador genético 3500 (Applied Biosystem, Foster City,
California, EUA).

Algunas de las secuencias se obtuvieron como prestacion de servicio técnico de
secuenciacion Sanger de la Universidad Nacional de Colombia. La verificacion de las
secuencias obtenidas se realizé mediante la herramienta BLAST de NCBI, el analisis de
los electroferogramas fue realizado mediante el programa SnapGene Viewer y el empalme
con las secuencias tedricas se generd utilizando el programa CLC Sequence Viewer 8.
Dados los resultados se dio la clasificacién en ausencia o presencia de mutacion segun el

Caso.
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5.4 Plan de analisis

5.4.1 Variables a analizar

Variable

Tipo de variable

Categorias

Edad

PSA inicial

Puntaje de Gleason
Grupo Grado de Gleason
Estadificacién clinica
Estadificacion patolégica
Compromiso de margenes
Compromiso de ganglios
Fecha de cirugia

Recurrencia Bioquimica a 5 afios

Fecha de Recurrencia Bioquimica
PSA de Recurrencia Bioquimica

Tiempo de Recurrencia Bioquimica de
acuerdo al seguimiento INC

Fecha de muerte segun registraduria
Fecha de ultimo seguimiento PSA
Fusion TMPRSS2-ERG

Mutaciones en SPOP

Mutaciones en FOXA1

Mutaciones en IDH1

Continua
Continua
Categodrica
Categodrica
Categodrica
Categodrica
Categodrica
Categodrica
Continua

Categodrica

Continua
Continua

Categodrica

Continua
Continua
Categodrica
Categodrica
Categodrica
Categodrica

Edad en afios
PSA (ng/ml)
6,7, 28
GG1, GG2, GG3, GG4 y GG5
cTNM
pTNM
Si, No
Si, No
Ano
Si, No, Sin dato (SD)
Ano
PSA (ng/ml)
1-3 meses (1 seguimiento),

4-6 meses (2 seguimiento),
> 6 meses (3 seguimiento)

Ano

Ano
Presencia, Ausencia
Presencia, Ausencia
Presencia, Ausencia
Presencia, Ausencia

5.4.2 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en R (version 3.1.2). Se realizé una descripcion de

cada una de las variables de interés con respecto a los grupos de estudio. Se evalué la

asociacion entre los subtipos determinados y las variables clinico-patolégicas, incluida la

edad, el PSA inicial, la puntuacion de Gleason, el compromiso de bordes, compromiso de

ganglios linfaticos, estadio clinico y estadio patologico. Se realizd la prueba de

Kolmogorov-Smirnov con la correccién de Lilliefors para corroborar la distribucion normal

de las variables continuas; con distribuciéon normal se evalué la asociacion mediante la

prueba de t de Student, de lo contrario, se usaron pruebas no paramétricas como test de

Kruskal-Wallis. En el caso de variables categdricas se evalud la asociacién mediante la
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prueba de chi cuadrado. También se evalud la asociacion entre los subtipos y el estado
del paciente, teniendo en cuenta la recurrencia bioquimica y la supervivencia global
mediante analisis de Kaplan-Meier. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas en p<0,05.

5.4.3 Consideraciones éticas

De acuerdo con la resoluciéon N° 8430 de 1993 del Ministerio de Salud que establece las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en humanos (Min Salud
1993), Articulo 11, este proyecto se clasificé como “INVESTIGACION SIN RIESGO’. El
proyecto se realizé con muestras obtenidas para un proyecto Institucional base en curso
“EXPLORACION DE POTENCIALES BIOMARCADORES PREDICTORES DEL
PRONOSTICO EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE CANCER DE PROSTATA
(CaP)” el cual, al trabajar con bloques de parafina almacenadas en el archivo de patologia,
también se catalogé como sin riesgo por el Comité de Etica e Investigaciones del INC.
Igualmente, la informacion sobre las variables clinicas fue tomada de las bases de datos
del proyecto base. Al ser un estudio planteado para trabajar con material de archivo, fue

sin riesgo y no requirié de consentimiento informado.
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6.1 Carateristicas clinico-patolégicas de los pacientes

Las caracteristicas clinico-patolégicas de 112 pacientes incluidos en este estudio se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 4. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes.

Total (N=112)

Parametros N=%
Edad
Median [Min, Max] 63,7 [42,3; 74,6]
iPSA (ng/ml)
Median [Min, Max] 8,74 [1,58; 101]
Puntaje de Gleason
6 30 (26,8)
7 69 (61,6)
=8 13 (11,6)
Grupo Grado de Gleason
GG1 (6) 30 (26,8)
GG2 (3+4) 39 (34,8)
GG3 (4+3) 30 (26,8)
GG4 (8) 8,0 (7,1)
GG5 (9-10) 5,0 (4,5)
cT
cT1-2a 68 (60,7)
cT2b 26 (23,2)
>cT2c 16 (14,3)
SD 2,0(1,8)
pT
<pT2b 10 (8,9)
pT2c 52 (46,4)
pT3a 33 (29,5)
2pT3b 17 (15,2)
pN

pNO 95 (84,8)
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pN1 12 (10,7)

pNX 5,0 (4,5)
Margenes

No 57 (50,9)

Si 55 (49,1)
Ganglios

No 99 (88,4)

Si 13 (11,6)
BCR a 5 afos (N=80)*

Si 46 (57,5)

No 34 (42,5)
Tiempo a la BCR - ailos (N=46)

1-3 meses (1 seguimiento) 11 (9,8)

4-6 meses (2 seguimiento) 7,0 (6,2)

> 6 meses (3 seguimiento) 28 (25)
Supervivencia libre de BCR - afios (N=80)*

Mediana [Min; Max] 5,0 [1; 8]
Supervivencia Global - afos (N=112)

Mediana [Min; Max] 10 [1; 11]
Fusion TMPRSS2-ERG

Presencia 71 (63,4)

Ausencia 41 (36,6)
Mutaciones en SPOP (N=41**)

Presencia 2 (4,90)

Ausencia 39 (95,1)
Mutaciones en FOXA1 (N=41**)

Presencia 0

Ausencia 41 (100%)

BCR: Recurrencia bioquimica *: La BCR sdlo se analiz6 en los pacientes que tuvieron un
seguimiento >5 afios. **: Las mutaciones sélo se buscaron en los 41 pacientes ETS-. SD: Sin Dato.

La mediana de edad de pacientes incluidos en el estudio fue de 63,7 anos, la de los niveles
de PSA inicial fue de 8,74 ng/ml, el puntaje de Gleason mas frecuente fue de 7 (61,6%)
correlacionado al GG2 (34,8%), estadio patolégico pT2c (46,4%) y no presentaron
compromiso de ganglios (88,4%). Se logré tener un seguimiento minimo de 5 afios de 80
pacientes de los cuales 46 (57,5%) tuvieron BCR, el tiempo de recurrencia entre estos
pacientes fue en su mayoria luego de los 6 meses de la prostatectomia radical (25%),
aunque algunos pacientes tuvieron recurrencia entre 1 y 3 meses (9,8%) y entre 4 y 6

meses (6,2%).
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6.2 Deteccion de fusiones TMPRSS2-ERG

Mediante los andlisis de FISH realizados en los 112 casos se encontraron 71 casos con
presencia de fusién (63,4%) y 41 con ausencia (36,6%). En los casos con presencia de
fusion, se hallaron diferentes rearreglos cromosémicos dentro de un mismo corte, como
translocaciones TMPRSS2, ERG y deleciones en 57 muestras (80,3%), translocaciones
TMPRSS2 y ERG en 6 muestras (8,5%), translocaciones ERG y deleciones en 4 muestras
(5,6%) y translocaciones TMPRSS2 y deleciones en 4 muestras (5,6%) (Figura 16). Los
41 casos con ausencia de fusion fueron seleccionados para la evaluacién de las
mutaciones en SPOP, FOXA1 e IDH1.

Figura 16. Resultados de FISH de 4 pacientes. A y B. Pacientes con presencia de fusion con
translocaciones de TMPRSS2 (flechas amarillas: 1 sefial azul-verde y/o 1 sefal roja), translocacién
ERG (flechas blancas: 1 sefial verde-rojo y/o 1 sefial azul) y delecién (flecha roja: 1 sefial azul-roja).
C. Paciente con presencia de fusion con delecion flecha roja: 1 sefial azul-roja) y translocacion
ERG flechas blancas: 1 sefial verde-rojo y 1 sefal azul). D. Paciente con ausencia de la fusion
(flechas azules, 2 sefales rojo-verde-azul).
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6.3 Extracciéon de ADN de tejidos FFPE

La extraccion de ADN fue realizada para los 41 casos con ausencia de fusién obteniendo
concentraciones entre 0,986 y 80,4 ng/ml con una media de 12,71 ng/ml y mediana de
7,45 ng/ml.

6.4 Deteccion de mutaciones de SPOP

6.4.1 Estandarizacién de PCR y secuenciacion Sanger

Fueron establecidas las condiciones 6ptimas para la amplificacion mediante PCR. La Taq
de alta fidelidad empleada establecia condiciones de temperatura de anillamiento de 55°C,
sin embargo, se realizd un gradiente de temperatura para el anillamiento de los primers,
abarcando el Tm calculado entre los primers, para evidenciar el mejor resultado. La
estandarizacion se realiz6 con ADN de sangre y tejido sano FFPE a un volumen final de
50ul, como control de la PCR se uso B-globina (Figura 17). De acuerdo con los resultados

se eligio 55°C para el procesamiento de las muestras FFPE tumorales.

Se realizé la purificacion de las muestras para posterior secuenciacién, los
electroferogramas y las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias tedricas

para corroborar la especificidad de los primers (Figura 18).

A B
1 23 4 5 6 7 8 9 10111213 1 2 3 4
300 Pb—‘ 300 pb— —
_ | L - — e
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Figura 17. Estandarizacién de PCR exén 6 y exon 7 de SPOP. A. Gradiente de temperatura de
anillamiento a partir de ADN de sangre en gel de agarosa al 2,0%. 1: marcador de peso molecular,
2-5: Exon 6 (170 pb), 2: 55°C, 3: 60°C, 4: 68°C, 5: control negativo, 6-9: Exén 7 (240 pb), 6: 55°C,
7: 60°C, 8: 68°C, 9: control negativo, 10-13: B-globina, 10: 55°C, 11: 58°C, 12: 68°C y 13: control
negativo. B. Amplificacion de exén 6 y 7, gel a partir de ADN de tejido sano FFPE 1: marcador de
peso molecular, 2: exdn 6 a 55°C, 3: exdn 7 a 55°C, 4: B-globina a 55°C.
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Figura 18. Secuencias del exén 6 y exén 7 de SPOP. A. Secuencia a de ADN de sangre. B.
Secuencia apartir de ADN de tejido sano FFPE, exdn 6 secuenciado con primer Forward y exén 7
secuenciado con primer Reverse.

Para el caso de las muestras de ADN de sangre, los dos primers funcionaron bien, pero

en el caso de FFPE sano la secuencia del exén 6 con primer Reverse no arrojo resultado
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y, por otro lado, la secuencia del exdn 7 con primer Forward mostré ruido (Figura 18A).
También se realizé secuenciacién con los dos primers de los dos exones en algunas
muestras FFPE de CaP, y los resultados fueron similares. Dado lo anterior, se decidio
emplear para la secuenciacion de las muestras FFPE de CaP restantes, el primer Forward
para el caso del exén 6 y el primer Reverse para el exon 7 (Figura 18B). En los dos casos
se abarcan las mutaciones puntuales mas frecuentes reportadas hasta a la fecha para

estos dos exones.

6.4.2 PCR y secuenciacion de muestras FFPE de cancer de
préstata

Las mutaciones en los exones 6 y 7 de SPOP fueron evaluadas en los 41 casos con
ausencia de fusion bajo las condiciones establecidas anteriormente. Se logré amplificar el
exon 6 en todas las muestras, los amplimeros fueron purificados a partir de gel de agarosa
y procesados para secuenciacion (Figura 19A). Para el caso del exén 7, a pesar de que
se observaron amplimeros estos no se generaron con la intensidad esperada, por lo tanto,
se realiz6 purificacion de todos los productos de PCR a partir de gel de agarosa y se
reamplificaron. Para la reaccién de secuencia fue necesario purificar nuevamente los

productos obtenidos en gel de agarosa (Figura 19B).

Enlos 41 casos (36,6%) negativos para la fusion fueron halladas dos mutaciones en SPOP
(4,9%). En uno de los casos (079) fue encontrada una mutacion en el exén 6 (p.F102C —
¢.305T>G) y en otro caso (042) fue detectada una mutacién en el exén 7 (p.F133L —
€.399C>G). Dados los resultados se repitieron las amplificaciones y secuencias en cada
caso para corroborar las mutaciones (Figura 20). Estas son mutaciones por cambio de
sentido con pérdida de funcion que han sido reportadas previamente y se consideran como

mutaciones oncogénicas.
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Figura 19. Amplificacion del exén 6 y exén 7 de SPOP en muestras FFPE de cancer de
prostata. A. Exén 6 (170 pb), 1: marcador de peso molecular, 2-6: muestras FFPE, 7: control
positivo (ADN de sangre), 8: control negativo. B. Exén 7 (240 pb), 1: marcador de peso molecular,
2-13: muestras CaP FFPE, 14: control positivo (ADN de sangre), 15: B-globina, 16: control negativo.
C. Reamplificaciones exén 7; 1: marcador de peso molecular, 2-14: muestras FFPE 15: control
positivo (ADN de sangre) y 16: control negativo.

A
Secuencias exén 6 caso 079
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Figura 20. Mutaciones en SPOP en muestras FFPE de CaP. A. Mutacion en exén 6.
Electroferogramas obtenidos en dos amplificaciones diferentes del mismo caso (079). La flecha roja
sefala la mutacion F102C (305T>G). B. Mutacién en exén 7. Electroferogramas obtenidos en tres
amplificaciones diferentes del mismo caso (042). La flecha roja indica la mutacion F133L (399C>G).
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6.4.3 Mutaciones de SPOP halladas y analisis con variables
clinico-patolégicas de los pacientes
De acuerdo con los datos de los pacientes con las mutaciones, se evidencié que el
paciente que presentaba la mutacién en el exén 6 tenia una edad de diagndstico superior
a la mediana para esta poblacion (68 afios), también un valor de PSA inicial superior (15,5
ng/ml), un puntaje de Gleason de 4+3 caracterizado en GG3 y se habia realizado
tratamiento adicional de orquidectomia, ya que el paciente tuvo BCR 6 afios después de
la cirugia. Adicionalmente, el paciente presentaba compromiso de bordes y un estadio

patolégico T3b con posible compromiso de vesiculas seminales, el paciente fallecid.

Por otro lado, el paciente que arrojé la mutacion en el exdn 7 mostraba una edad de
diagnoéstico menor a la mediana (60 anos), niveles de PSA inicial mayores (12,5 ng/ml), un
puntaje de Gleason de 4+4 clasificado en el GG4 y manejé tratamiento adicional con
acetato de Leuprolide, un antagonista de la hormona liberadora de gonadotropina, debido
a que el paciente presenté BCR 7 anos posterior a la cirugia. Este paciente tenia
antecedentes familiares del padre con CaP y una hermana con cancer de mama, lo que
podria explicar la progresion de la enfermedad. En cancer de mama, se ha encontrado una
baja expresion de SPOP asociada al incremento en la expresion de algunos sustratos
como el receptor de progesterona o el supresor 1 de metastasis de cancer de mama,
fuertemente asociados a la progresion del ciclo celular, aunque también se han encontrado
mutaciones de SPOP en este tipo de cancer, no se han asociado a progresion de la
enfermedad [142,158]. Teniendo en cuenta esto, podria existir una relaciéon entre la
mutacion encontrada y los antecedentes familiares, no obstante, no es posible corroborar

esto.

Estos resultados podrian sugerir una asociacion hacia un pronéstico de progresién
tumoral, a pesar de esto, ya que el numero de pacientes con la mutacién fue bajo, no fue
posible realizar los analisis de asociacion con las variables clinico-patolégicas, para

determinar alguna asociacion significativa a prondstico.
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6.5 Analisis de mutaciones en SPOP en multiples focos

Teniendo en cuenta que de los 112 casos analizados solo 18 tenian disponible material
con HGPIN y que de estos 18 ninguna muestra pertenecia a los dos casos con mutaciones
de SPOP, se decidieron tomar los focos disponibles de cada uno de los casos y
adicionalmente tejido adyacente no tumoral, para evaluar las mutaciones en multiples

focos.

6.5.1 Seleccion y extraccion de ADN de muestras FFPE de casos
con mutaciones en SPOP

Para el caso de la muestra 079, con mutacién en el exdn 6 de SPOP, se tenian 3 bloques

disponibles, de los cuales se tomaron 3 focos de Gleason 4 y 3 de tejido adyacente no

tumoral. En el caso 042 con mutacién en el exdn 7, se contaba con 2 bloques y se tomaron

2 focos de Gleason 4 y 2 de tejido adyacente no tumoral. La extraccion de ADN fue

realizada para las 10 muestras obteniendo concentraciones entre 4,88 y 16,15 ng/ml con

una media de 10,6 ng/ml y mediana de 10,9 ng/ml.

6.5.2 PCR y secuenciacién Sanger de muestras FFPE de los
casos con mutaciones en SPOP

La PCR se realizé bajo las condiciones establecidas previamente para las muestras FFPE.
Fue posible amplificar los exones 6 y 7 en todas las muestras (Figura 21A). Posteriormente
se realiz6 purificacion y reamplificacién para secuenciaciéon (Figura 21B y C). Se detecté
la mutacion en el exén 6 de SPOP del caso 079 hallada anteriormente, en uno de los focos
tumorales con Gleason 4, y el tejido no tumoral adyacente no presenté esta mutacion. De
la misma manera, se encontré6 mutacién en el exéon 7 de SPOP en uno de los focos
tumorales con Gleason 4 del caso 042 y el tejido adyacente no tumoral no presenté dicha
mutacion. Estos hechos resaltan la mutacion de SPOP como un evento de apariciéon
tumoral. Por otro lado, no se encontraron mutaciones en las otras muestras analizadas, lo
cual destaca la multifocalidad descrita en CaP. Se realizaran nuevas PCR para la

confirmacion de las mutaciones en estas muestras.
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Figura 21. Amplificacion de exén 6 y 7 de SPOP en muestras FFPE tumorales y no tumorales
de los casos con mutaciones (042 y 079). A. Imagen superior, 1: marcador de peso molecular,
Exoén 6 caso 079 (170 pb): 2-7: muestras FFPE, 8: control positivo (ADN de sangre), 9: control
negativo. Exon 7 caso 042 (240 pb): 10-13: muestras FFPE, 14: control positivo (ADN de sangre),
15: control negativo. Imagen inferior reamplificacién, 1: marcador de peso molecular, Exén 6 caso
079 (170 pb): 2-7: muestras FFPE, 8: control positivo (ADN de sangre), 9: control negativo. Exén 7
caso 042 (240 pb): 10-13: muestras FFPE, 14: control positivo (ADN de sangre), 15: control
negativo. B. Electroferogramas obtenidos de uno de los focos Gleason 4 del caso 079 con mutacion
en exoén 6 y secuencia del tejido no tumoral con ausencia de la mutacién. C. Electroferogramas
obtenidos de uno de los focos Gleason 4 del caso 042 con mutaciéon en exéon 7 y secuencia del
tejido no tumoral con ausencia de la mutacion.

6.6 Deteccidon de mutaciones de FOXA1

6.6.1 Estandarizacién de PCR y secuenciacion Sanger

Inicialmente fueron establecidas las condiciones 6ptimas para la amplificacion mediante

PCR. Se realiz6 un gradiente de la temperatura en el anillamiento de los primers,
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abarcando el tm calculado entre los primers y el tm propuesto de la Taq, para evidenciar
el mejor resultado. La estandarizacion se realizé con ADN de sangre y tejido sano FFPE a
un volumen final de 25 ul, como control de la PCR se us6 B-globina (Figura 22A y B). De

acuerdo con los resultados se eligido 58°C para el procesamiento de las muestras FFPE

tumorales.
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Exén 2 primer Forward

16 CGC TG G CAG AAC TCCATCCGCCACTCGC TG TCCT TCAATG ACTG CT TCG TCAAGG TEG CACG C TCCCCE G ACAAG CCG GGCAAGGGC TCC TAC T6 G ACGC TG CACCCBGAC TCCGBCAACATG T TCG AG AACGGC TECAG C T TGCGCCGCCAG AMGCGCT

Exon 2 primer Reverse

CTCGTC TGT T6/CCG G TG MCCEBCAGCGG GACAGA CTCLCT TG CCEBT TTEIGTCCTT OB TGACTGLTT TEACGAG TEECCTTG AAGGA GAC GEGTG A6 AT GBAGTTCTGTEEAGCT 6 GGUGTG TLCGEVT CATGGACGAGA CIBECT GCT ACTIGOBCCG ¢
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Figura 22. Estandarizacion de PCR del exén 2 de FOXA1 (246 pb). A. Gradiente de temperatura
de anillamiento en gel de agarosa al 2,0%, a partir de ADN de sangre. 1: marcador de peso
molecular, 2: 52°C, 3: 58°C, 4: 62°C, 5: control negativo, 6: B-globina tm 55°C. B. Gradiente de
temperatura de anillamiento en gel de agarosa al 2,0%, a partir de ADN de tejido sano FFPE . 1:
marcador de peso molecular, 2: 56°C, 3: 57°C, 4: 58°C, 5: 59°C, 6: 60°C, 7: control positivo (ADN
de sangre) y 8: control negativo. C. Electroferogramas obtenidos con cada uno de los primers a
partir del producto purificado de ADN de sangre.

Se realizé la purificacién de los amplimeros obtenidos de ADN de sangre para posterior
secuenciacion, los electroferogramas y las secuencias obtenidas se compararon con las
secuencias tedricas para corroborar la especificidad de los primers. Dados los resultados
de secuenciacion, con ambos primers, se decidid6 emplear en el procesamiento de las
muestras FFPE el primer Forward, el cual abarca las mutaciones puntuales mas frecuentes

reportadas hasta la fecha para el exén 2 de FOXA1 (Figura 22C).
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6.6.2 PCR y secuenciacién de muestras FFPE de cancer de
préstata

Las mutaciones del exén 2 de FOXA1 fueron evaluadas en los 41 casos con ausencia de

fusiodn bajo las condiciones establecidas anteriormente. Se logré amplificar el exén en las

muestras, pero las bandas no se observaron con la intensidad esperada, por lo tanto, se

realizd purificacion de todos los productos de PCR a partir de gel de agarosa y se

reamplificaron (Figura 23). No se encontraron mutaciones en ninguna de las muestras

analizadas.
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Figura 23. Amplificacion de exén 2 de FOXA1 (246 pb) en muestras FFPE de cancer de
prostata. A. Imagen superior 1: marcador de peso molecular, 2-11: muestras FFPE, 12: control
positivo (ADN de sangre), 13: control negativo. Imagen inferior: reamplificaciones de las mismas
muestras. B. Electroferogramas obtenidos con primer Forward de los casos 018 y 040.

6.7 Deteccion de mutaciones de IDH1

6.7.1 Estandarizacién de PCR y secuenciacion Sanger primers
para el amplimero de 180 pb

Para la estandarizacion de la PCR se empled inicialmente ADN de sangre a un volumen

final de 25ul. Se realizdé un gradiente de temperatura de anillamiento de los primers,
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tomando temperaturas entre 52°C y 60°C. Se obtuvo una banda alrededor del peso
esperado, 180 pb, pero se observaron inespecificidades, de pesos moleculares entre 360
y 450 pb (Figura 24A). Teniendo en cuenta que el ADN extraido de FFPE podria no
amplificar bandas de estos tamanos, se realizé la PCR con ADN de FFPE sano tomando
un gradiente de temperatura de anillamiento entre 50°C y 60°C, en este caso se observaron
bandas en el peso esperado, pero muy tenues y también se mantuvieron algunas
inespecificidades de pesos moleculares cercanos a 120 pb (Figura 24B). Aunque se
hicieron varios ensayos a partir de ADN de sangre y FFPE, no se lograron disminuir las
inespecificidades y por esta razon se decidid purificar los productos conseguidos y

posteriormente secuenciar.

Los electroferogramas y las secuencias obtenidas con las muestras de ADN de sangre
mostraron mucho ruido (Figura 24C) y se realiz6 BLAST en la plataforma de NCBI con la
parte de la secuencia obtenida del primer Forward que podia leerse mejor (desde la base
90), observando un acoplamiento con secuencia de IDH7 de humano, en el caso del primer
Reverse se realizd el mismo proceso tomando la ultima parte de la secuencia (desde la
base 90) para realizar el BLAST, pero no se obtuvo resultados de similitud. Se realizd un
acoplamiento entre la secuencia tedrica esperada y la secuencia obtenida con el primer
Forward, evidenciando que el acoplamiento se daba al final de las secuencias y que las
regiones que contienen los puntos de mutacion reportados no presentaron buenos
resultados de lectura (Figura 24C y D). En las muestras de FFPE no se logré obtener
secuencia, esto pudo deberse a que en el proceso de purificacion se pierde material, sin
embargo, se decidi6 realizar reamplificacion, pero seguian obteniéndose inespecificidades

y las secuencias no eran las esperadas.

Debido a los resultados obtenidos y a los multiples intentos en los que no se conseguian
los resultados esperados, se realizé la revision y los primers fueron tomados de un articulo
(Tabla 3) en donde la muestra de partida inicial para en analisis de las mutaciones de IDH1
fue cDNA, teniendo en cuenta que en el presente estudio se emplea ADN gendmico por
esta razon no se obtuvo buenos resultados para realizar la evaluacién de las mutaciones
[32].
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Se revisd nuevamente en la literatura los primers que podrian emplearse para el analisis y
se seleccionaron unos primers que amplificaban 499 pb (Tabla 3) y cubrian los puntos de

mutacion reportados para IDH1 [227].
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Exén 4 primer Forward

TGGGGATCAATACAGAGCAGCTGATTTTGITGI TCCTGGGCCTGG G AGAG

CCCGCATT GCT

GECATCGAG M CCT CIFCBECATCTGGCCCTCCECTTG GGATAGGAGA GGT

Exén 4 primer Reverse

D
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IDH1 teérica 180pb ATGTGGAAAT CACCAAATGG CACCATACG TATTJTGG GTGGCACGGT CTTICAGAGAA GCCATTATCT GCAAAAATAT 80
DHL ol CTGGGS === ==ccccccce mcmccccnae —acce- drGG GCATCGAGAA CCT|C------ -TCGGCATCT GG---==--- 35
Consensus NTGNGGAAAT CACCAAATGG CACCATACGA AATATT(TGG GNNNCNNGNN CNTICAGAGAA GNCNNNATCT GNAAAAATAT
Joox
| T HH_ - ‘ ________
Conservation 0000000 \ \ \ 0000t 00 ‘ [ 00
1?0 lfo l:O 16I0
IDH1 teérica 180pb CCCCCGGCTT GTGAGTGGAT GGGT CC TATCATCATA [GGTCGTCAT- GCHTATGGGG ATCAATACAG AGCAACTGAT 159
IDH1 Forward CCCTCCGCTT GGGATAGGAG AGGTAA--CT TGGACTGAAG |GACCCGCATT GCT[TATGGGG ATCAATACAG AGCAGCTGAT 113
Consensus CCCNCNGCTT GNGANNGGAN NGGTAAAACN TNNNNTNANN [GNNCNNCATT GCT[TATGGGG ATCAATACAG AGCANCTGAT
-
coren, | T Tl e Tl DT T
onservation ‘H ] ‘ [ ] [ N H N ‘ ‘
1?0
IDH1 teérica 180pb TTTGTTGTTC CTGGGCCTGG A-=--====== - 180

IDH1 Forward TTTGTTGTTC CTGGGCCTGG AAGAGAG 144
Consensus TTTGTTGTTC CTGGGCCTGG AAAAGAGAGA A

100%

consracy, ([T TN Tocomonsen o
.

Figura 24.Estandarizacion de PCR del exén 4 de IDH1 (180 pb). A. Gradiente de temperatura
de anillamiento en gel de agarosa al 2,0%, a partir de ADN de sangre. 1: marcador de peso
molecular, 2: 52°C, 3: 54°C, 4: 56°C, 5: 58°C, 6: 60°C, 7: control negativo. B. Gradiente de
temperatura de anillamiento en gel de agarosa al 2,0%, a partir de ADN de tejido sano FFPE. 1:
marcador de peso molecular, 2: 50°C, 3: 55°C, 4: 58°C, 5: 60°C, 6: control positivo (ADN de sangre)
y 7: control negativo. C. Electroferogramas obtenidos con cada uno de los primers a partir del
producto purificado de ADN de sangre. D. Acoplamiento entre la secuencia tedrica esperada (180
pb) y la secuencia obtenida con primer Forward. Los cuadros en rojo indican las regiones en donde
se encuentran los puntos de mutacién reportados para IDH1 en cancer de prostata.
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Adicionalmente, para contrastar los resultados se decidio realizar PCR de IDH1 con estos
primers usando cDNA a partir de ARN de sangre. Para la PCR se realizé un gradiente de
temperatura de anillamiento de los primers, tomando temperaturas entre 52°C y 58°C. Se
obtuvo una banda intensa alrededor del peso esperado, 180 pb y se observaron
inespecificidades muy tenues de pesos moleculares entre 250 y 450 pb, las cuales
disminuyen al aumentar la temperatura (Figura 25A). De acuerdo con esto, se realizé
purificacién del fragmento y posterior secuenciacion. Los electroferogramas obtenidos de
estas secuencias muestran ruido al inicio, pero mejoran al final (Figura 25B), al realizar el
BLAST con la parte final de las secuencias (desde la base 80), se obtiene un acoplamiento
con la secuencia de IDH1 de humano con los dos primers. Se espera continuar con los
ensayos para mejorar los resultados de las secuencias y probar esto a partir de cDNA de
tejido FFPE.

Ex6n 4 primer Forward

6T ¢ GGY GKGAGTGR 76 GG cc CMIT C GGKCGKY 76 GGGG6 C caGAG 6 G G CCTGGGCCTGE G AGAG

Exén 4 primer Reverse

G [ R G GW ccc CCAC CAC GCCG6GGGG6 GCAG GGC C cTe GACCGET GC CC G TKTCG GGY G G

Figura 25. PCR del exén 4 de IDH1 (180 pb) a partir de cDNA. A. Gradiente de temperatura de
anillamiento en gel de agarosa al 2,0%, a partir de cDNA. 1: marcador de peso molecular, 2: 52°C,
3: 54°C, 4: 56°C, 5: 58°C, 6: control positivo (ADN de sangre) y 7: control negativo. B.
Electroferogramas obtenidos con cada uno de los primers a partir del producto purificado de cDNA.
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6.7.2 Estandarizaciéon de PCR y secuenciacidén Sanger primers
para el amplimero de 499pb
Debido a los problemas para la estandarizacién de la PCR y secuencia de IDH1 con los
primers inicialmente escogidos, que describimos anteriormente, se seleccionaron otros
primers que amplificaban un fragmento de 499 pb. Para la estandarizacion de la PCR se
empled inicialmente ADN de sangre a un volumen final de 25ul. Se realizé un gradiente de
temperatura de anillamiento de los primers, tomando temperaturas entre 52°C y 62°C,
obteniendo buenas bandas de amplificacion en todas las temperaturas y como control de
la PCR se uso B-globina (Figura 26A). Teniendo en cuenta los productos obtenidos se
procedié con la secuenciacion, los electroferogramas y las secuencias obtenidas se
compararon con las secuencias tedricas para corroborar la especificidad de los primers,
se obtuvo el resultado esperado en esta muestra con primer Forward (Figura 26B), ya que

el reverse presenta ruido de fondo.

En el caso de las muestras de tejido sano FFPE, se usaron las mismas condiciones de la
PCR, pero se realizdé un gradiente con temperaturas de anillamiento mas bajos entre 48°C
y 54°C teniendo en cuenta que el ADN extraido de los FFPE se encuentra degradado en
comparacion con el de sangre (Figura 26C). Dado que se observd una amplificacion en el
tamano esperado, pero con inespecifidades de pesos moleculares entre 360 pb y 140 pb,
pero que al aumentar la temperatura de anillamiento, se generaba mas producto y
disminuia la inespecificidad, se empleé un gradiente de temperatura de anillamiento
mayor, entre 54°C y 62°C, se observo la presencia de bandas tenues, pero sin
especificidad a 54°C y 56°C (Figura 26D), por lo que se decidié reamplificar, sin embargo,
se obtuvo bandas de bajos pesos moleculares y no se reamplificaron las del peso
esperado. Adicionalmente, se realizé una prueba con muestras FFPE tumorales, tomando

3 temperaturas diferentes, pero no amplificaron.

Teniendo en cuenta estos resultados no se logro realizar el analisis de las mutaciones de
IDH1 en las muestras a evaluar. Estos resultados pueden deberse a la fragmentacion y
degradacion que sufre el ADN en el proceso de parafinizacion, por lo que obtener
amplimeros de grandes tamafios puede ser complicado, particularmente con muestras

FFPE tumorales.
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Ex6n 4 primer Forward

6 GG ATGC TGCAGAAG G AAGC GTTGGCE 6TGCO GATG AGAAGAGGGTTGAGGAG 6T TG 676G C GGCAC G 666

e

G 6 AC6 GATG GG GCCGGGGE GCAR'W/ /KGGY YCTRAAR GKG RW GW/KGGKGCC KGGKG

Figura 26. Estandarizacion de PCR del exon 4 de IDH1 (499 pb). A. Gradiente de temperatura
de anillamiento en gel de agarosa al 1,5%, a partir de sangre 1: marcador de peso molecular, 2:
52°C, 3: 54°C, 4: 56°C, 5: 58°C, 6: 60°C, 7: 61°C, 8: 62°C, 9: control negativo, 10: B-globina tm 55°C.
B. Secuencias y electroferogramas obtenidos con cada uno de los primers a partir del producto de
PCR de ADN de sangre. C. Gradiente de temperatura de anillamiento en gel de agarosa al 1,5%, a
partir de ADN de tejido sano FFPE. 1: marcador de peso molecular, 2: 48°C, 3: 50°C, 4: 52°C, 5:
54°C, 6: control positivo (ADN de sangre) y 8: control negativo. D. Gradiente de temperatura de
anillamiento en gel de agarosa al 1,5%, a partir de ADN de tejido sano FFPE. 1: marcador de peso
molecular, 2: 54°C, 3: 56°C, 4: 58°C, 5: 60°C, 6: 62°C, 7: control positivo con ADN de sangre y 8:
control negativo. La banda obtenida no corresponde al tamano esperado (aprox. 600 pb).

6.8 Asociacion del estado de fusién TMPRSS2-ERG con
parametros clinico-patolégicos

Teniendo en cuenta la clasificacidon entre los 71 pacientes con presencia (63,4%) y los 41
pacientes con ausencia (36,6%) de fusion, se realizé la comparacion entre estos dos
grupos analizando cada una de las variables clinico-patolégicas descritas (Tabla 6).
Unicamente se encontraron diferencias entre el tiempo de BCR encontrando que una gran
proporcion de pacientes con presencia de fusiéon tuvieron BCR entre 1-3 meses (40%),
mientras que para la mayoria de los pacientes con ausencia de fusion el tiempo de recaida
fue >6 meses (71,4%), esto teniendo en cuenta los respectivos seguimientos que se

realizan a los pacientes dentro del INC (p=0,014).



Tabla 5. Asociacion del estado de fusion con parametros clinico-patolégicos.

Presencia (N=71) Ausencia (N=41)

Parametros N (%) N (%) p-value
Edad
Median [Min, Max] 63,4 [42,3; 73,7] 64,9 [48,3; 74,6] 0,356
iPSA (ng/ml)
Median [Min, Max] 8,77 [1,58; 101] 8,6 [3,64; 84] 0,884
Puntaje de Gleason
6 22 (31,0) 8(19,5) 0,310
7 40 (56,3) 29 (70,7)
>8 9(12,7) 4 (9,80)
Grupo Grado de Gleason
GG1 (6) 22 (31,0) 8 (19,5) 0,130
GG2 (3+4) 25 (35,2) 14 (34,1)
GG3 (4+3) 15(21,1) 15 (36,6)
GG4 (8) 4 (5,60) 4 (9,80)
GG5 (9-10) 5(7,00) 0
cT
cT1-2a 43 (62,3) 25 (61) 0,125
cT2b 13 (18,8) 13 (31,7)
>cT2c 12 (18,8) 4 (8,7)
pT
<pT2b 8(11,3) 2(4,9) 0,591
pT2c 34 (47,9) 18 (43,9)
pT3a 19 (26,8) 14 (34,1)
>pT3b 10 (14,1) 7(17.1)
pN
pN1 8(11,3) 4(9,8) 0,699
pNO 59 (83,1) 36 (87,8)
pNX 4 (5,6) 1(2,4)
Margenes
No 40 (56,3) 17 (41,5) 0,187
Si 31 (43,7) 24 (58,5)
Ganglios
No 63 (88,7) 36 (87,8) 1.000
Si 8(11,3) 5(12,2)
BCR a 5 aiios
Si 25 (52,1) 21 (65,6) 0,332
No 23 (47,9) 11 (34,4)
Tiempo BCR - aios (N=46)
1-3 meses (1 seguimiento) 10 (40,0) 1 (4,80) 0,014
4-6 meses (2 seguimiento) 2 (8,0) 5 (23,8)
> 6 meses (3 seguimiento) 13 (52,0) 15 (71,4)
Supervivencia libre de BCR - aios
(N=80)
Mediana [Min; Max] 6 [0; 13] 3,51[0; 11] 0,360
Supervivencia Global - afos
Media (SD)* 12,3 (0,26) 11,7 (0,44) 0,240

BCR: Recurrencia bioquimica. *Los valores de supervivenvia global son medias, ya que dados los desenlaces
a 10 afios no fue posible calcular mediana.
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6.8.1 Recurrencia bioquimica, supervivencia libre de recurrencia
bioquimica y supervivencia global

La BCR a cinco afios se considerd con niveles de PSA por encima de 0,2 ng/ml, luego del

segundo seguimiento con el aumento. Fue analizada en 80 pacientes con una mediana

de 51,78 meses [0,3; 154], ya que 32 casos no tenian la informacién de seguimiento hasta

5 afos Se encontrd que 46 pacientes (57,5%) presentaron BCR, de los cuales, 25 (54,3%)

tenian presencia de fusion y 21 (45,7%) hacian parte del grupo con ausencia de fusién,

pero no se encontraron diferencias estadisticamente significativas p=0.332 (Tabla 6).

Fusién= + Ausencia ~ Presencia Fusion= ~ Ausencia - Presencia
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Figura 27. Analisis de supervivencia segun el estado de fusion. A. Supervivencia libre de
recurrencia bioquimica en pacientes con presencia y ausencia de fusion TMPRSS2-ERG. B.
Supervivencia global en pacientes con presencia y ausencia de fusion TMPRSS2-ERG.

La mediana del tiempo de supervivencia hasta la recurrencia bioquimica fue menor en
pacientes con ausencia de fusién en comparacion con pacientes que presentaban la fusion
(3,5 afos vs 6 anos), sin embargo, estos hallazgos no fueron estadisticamente
significativos (p=0,36) (Tabla 6 y Figura 27A).

La supervivencia global se analizé en los 112 pacientes, de los cuales 14 (13,2%)
fallecieron. El tiempo promedio fue de 12,3 anos para el grupo con presencia y de 11,7
afos para el grupo con ausencia, sin diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (p=0,24) (Tabla 6 y Figura 27B).
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En Colombia los casos de cancer de préstata han aumentado con los afios convirtiéndolo
en el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad del pais y por lo tanto en un
problema de salud publica en ascenso [3]. Actualmente, se emplean herramientas clinicas
y patolégicas de tamizaje y diagndstico como la determinacion del PSA y los grados y el
puntaje de Gleason, ademas del estadio clinico y patoldgico con el fin de brindar una
clasificacién de los pacientes con esta enfermedad y evaluar el riesgo de recaida
bioquimica o clinica posterior a prostatectomia radical o radioterapia [46,47,82,91]. Esta
informacién es utilizada para determinar el prondstico de los pacientes con CaP, no
obstante, ninguna de estas herramientas indica o diferencia de forma certera los casos que
van a progresar a tumores mas agresivos y que si requieren tratamiento de los casos que
seran indolentes. Por esta razén, se ha venido trabajando en subtipos moleculares que
permitan mejorar la clasificacion de los pacientes con respecto al prondéstico mediante

biomarcadores asociados [17,18,20,122].

Diferentes consorcios han evaluado biomarcadores en CaP localizado, uno de ellos el Atlas
del Genoma del Cancer (TCGA), el cual, ha logrado establecer siete subtipos moleculares
que describen el 74% de los tumores analizados. De estos subtipos, cuatro estan
caracterizados por genes de fusion especificos de la familia ETS como ERG, ETV1, ETV4
y FLI1, que generalmente se fusionan con TMPRSS2 y se denominan ETS+. Los otros tres
subtipos son los genes SPOP, FOXA1 e IDH1, los cuales presentan mutaciones y son

excluyentes de las fusiones, por lo que se designan como ETS-.

Una de las alteraciones moleculares mas conocida derivada de los subtipos ETS+, es la
fusion TMPRSS2-ERG, en el presente estudio fueron detectados 71 pacientes (63,4%) con
presencia de fusidn. La frecuencia de esta alteracion varia segun la etnicidad, encontrando

valores para hombres caucasicos entre 40-66%, asiaticos entre 9-27% y africanos entre
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25-31% y el porcentaje encontrado en este estudio fue similar al de poblacion caucasica
reportado por Perner y colaboradores donde encontraron presencia de fusién en 35 de 58
muestras (60,3%) o Garcia-Flores y colaboradores en donde determinaron el estado de
fusion en 175 de 265 casos (66%). Aunque en nuestro pais no existen datos adicionales
de analisis de la fusién en CaP por FISH, recientemente ha sido evaluada la
sobreexpresion de ERG, la cual presenta una fuerte asociacion con el estado de fusioén,
en 53 focos de 20 pacientes colombianos, encontrando sobreexpresion en el 52,8% de los
focos analizados, lo que se relaciona a lo encontrado en este trabajo. La mayoria de los
pacientes con fusion presentaron deleciones y translocaciones de ERG y TMPRSS2 juntas
(80,3%).

La asociacién de la fusion con la progresion y prondstico de la enfermedad ha tenido
resultados controversiales en los diferentes estudios. Se ha encontrado la presencia de
fusién asociado a un estadio tumoral superior y compromiso de ganglios linfaticos, menor
tiempo hasta la recurrencia bioquimica, altos niveles de PSA preoperatorio y supervivencia
global menor [21,114,121,122], por otro lado, se ha observado que la ausencia de fusién
se asociaba a un puntaje de Gleason mayor y un tiempo menor hasta recurrencia
bioquimica [115,120,123]. Algunas investigaciones no han arrojado una asociacién

especifica entre el estado de fusion y el prondstico de los pacientes [119,124].

En este trabajo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
variables clinico-patolégicas analizadas. Teniendo en cuenta el esquema de seguimiento
que se realiza en el INC posterior a la prostatectomia radical, particularmente, se
encontraron diferencias significativas entre el tiempo de recurrencia bioquimica en donde
una gran proporcion de pacientes con fusion tuvieron recaida bioquimica entre 1-3 meses
(40%), comparados con los pacientes con ausencia de fusion que solamente presentaron
BCR en un 4,8% (p=0,014). En los analisis de supervivencia libre de recurrencia bioquimica
y supervivencia global, las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Los
resultados obtenidos se correlacionan con estudios en los que no se ha encontrado una
asociacion del estado de fusién con el pronéstico de la enfermedad, no obstante, no se

descarta que la falta de significancia se deba al tamafno de la muestra.
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En cuanto a los subtipos ETS-, se han reportado diferentes alteraciones moleculares en
SPOP, FOXA1 e IDH1, entre ellas mutaciones por cambio de sentido con pérdida o
ganancia de funcion segun sea el caso. La frecuencia de mutaciones también ha sido
asociada a la etnicidad o ancestria de los pacientes, en el caso de SPOP se ha encontrado
un porcentaje de mutacion del 20% en pacientes con ancestria africana y entre el 5-14%
poblaciéon europea, asiatica y en norteamericanos [6,17,18,44,140], de los cuales, la

frecuencia mas baja se observa en americanos africanos (5%) [18].

En el caso de SPOP, de los 41 casos negativos para la fusion se encontraron dos
mutaciones por cambio de sentido con pérdida de funciéon en dos casos independientes
(4,9%), si se tienen en cuenta los 112 casos analizados, la mutacién se presentd en 1,8%
de los pacientes. Las frecuencias reportadas para mutaciones en SPOP hacen referencia
al analisis del total de las muestras, pero en este estudio solo se analizaron en los
pacientes con ausencia de fusion dado el papel excluyente entre estas alteraciones. A
pesar de esto, el porcentaje de mutacion de SPOP encontrado en este estudio, es bajo, a

comparacion de los estudios realizados en otras poblaciones.

Una de las mutaciones encontradas fue en el exén 6 en 305T>G, generando un cambio en
la proteina en F102C de un aminoacido aromatico apolar a uno alifatico polar. La otra
mutacion hallada fue en el exén 7 en 399C>G ocasionando un cambio en la proteina en
F133L de un aminoacido aromatico apolar a uno alifatico apolar. Los cambios espaciales,
estructurales y de polaridad en los aminoacidos ocasionados por estas mutaciones causan
que la afinidad de unién al sustrato disminuya y por lo tanto no pueda darse su debida
ubiquitinacion y degradacion en el proteosoma a nivel celular, esto se debe a que los
aminoacidos relacionados hacen parte de la hendidura de union a sustrato de SPOP. En
cuanto al desarrollo de CaP, estas mutaciones han sido reportadas previamente en
poblacion africana, europea, asiatica y norteamericana como oncogénicas y se han
encontrado con alta frecuencia en CaP localizado (93 casos), impidiendo la unién de
sustratos como proteinas BET, el receptor de andrégenos o el coactivador del receptor de
esteroides SRC3, considerados como desencadenantes de progresion tumoral. La baja
frecuencia de mutaciones de SPOP en nuestra poblacién podria deberse a la variabilidad

de frecuencias reportadas dependiendo del tipo de poblacién.
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Al analizar multiples focos de cada paciente, se encontraron estas mutaciones solo en uno
de los focos tumorales en cada caso, y no se encontraron mutaciones en los tejidos no
tumorales adyacentes, estos resultados resaltan las mutaciones en SPOP como un evento
de paricién tumoral en estos pacientes. No se encontraron mutaciones en el resto de las
muestras tumorales a pesar de tener la misma clasificacion, por lo que se destaca la

multifocalidad descrita en CaP.

Para el caso de FOXA1, se han encontrado mutaciones entre el 3-9% en poblacion
occidental, siendo 3% lo reportado por el TCGA, sin embargo, un estudio reciente en
poblacién asiatica encontré una frecuencia de mutacion del 41%, lo cual indica que las
alteraciones relacionadas a esta proteina pueden depender de la poblacion. Para el caso
de poblacién colombiana, se analizaron las mutaciones por cambio de sentido del dominio
Forkhead de la proteina que han sido reportadas en CaP, pero no se encontrd ninguna

mutacion en los pacientes del estudio, lo que podria estar asociado al tipo de poblacion.

Por otro lado, no se lograron estandarizar los procedimientos para IDH1, debido a que los
primers utilizados no fueron adecuados para la amplificacion de las muestras FFPE
tumorales, por lo tanto, no pudieron ser evaluadas las mutaciones en este subtipo en las

muestras de los pacientes del estudio.

Teniendo en cuenta el analisis de los subtipos realizados en estudios previos y los
resultados obtenidos en este trabajo, se evidencia una menor frecuencia de los subtipos
SPOP y FOXA1, no se descarta la posibilidad de que los resultados obtenidos se deban al
tamano de la muestra y que estos resultados varien en diferentes regiones del pais con

diferentes mezclas étnicas.

Finalmente, hallazgos como estos, muestran que es necesario conocer las diferentes
alteraciones moleculares en CaP en nuestra poblacion, ya que los resultados pueden ser
variables respecto a otras poblaciones y por lo tanto se puede dar una clasificacion de la
enfermedad a nivel molecular distinta y de la misma manera, las herramientas de
correlacion a pronéstico y la eleccién de tratamiento pueden ser diferentes, por esto, es
necesario evaluar nuevas alteraciones en un tamafio de muestra mayor que permitan

facilitar y definir una clasificacién del CaP en nuestra poblacion.



8.Conclusiones y perspectivas

8.1 Conclusiones

Los tejidos de prostatectomia radical de pacientes con CaP fijados en formalina y
embebidos en parafina (FFPE) fueron un material valioso y se logré obtener buenos
resultados experimentales para el analisis de las alteraciones moleculares en SPOP 'y

FOXA1 en el presente estudio.

La frecuencia de fusion del subtipo ERG detectada mediante FISH en nuestra
poblacién fue de 63,4%, similar a lo observado para poblacion caucasica
norteamericana, en donde fue detectada una frecuencia del 60%. No se encontrd

asociacion entre el estado de fusién y el pronéstico de la enfermedad.

El subtipo SPOP fue encontrado en dos pacientes del grupo con ausencia de fusién
(4,9%), observando una mutaciéon por cambio de sentido en el exén 6 (p.F102C -
¢.305T>G) y otra en el exdon 7 (p.F133L - ¢.399C>G). En el total de los pacientes
analizados, hace referencia a un 1,8% de mutacion. La baja frecuencia encontrada de
este subtipo puede deberse a la variabilidad en el porcentaje de mutacion dependiendo
del tipo de poblacién (5-20%).

No se encontraron mutaciones en FOXA1 en las muestras de los pacientes con CaP

analizados.
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¢ No se lograron evaluar las mutaciones en IDH1, dado que los primers utilizados no
permitieron la amplificacion del exén frecuentemente mutado en las muestras FFPE

tumorales.

8.2 Perspectivas

A partir de este estudio, se evidencia la importancia del analisis de alteraciones en nuestra
poblacidon ya que puede arrojar resultados diversos a otras poblaciones, teniendo en
cuenta esto, como parte de una nueva investigacion, se plantea la evaluacion de estos
subtipos en diferentes regiones del pais analizando el componente de ancestria y su
posible asociacion con la frecuencia de estas alteraciones, y a su vez observando el

impacto que esto pueda tener en el prondstico de los pacientes con cancer de prostata.
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