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Abstract:

Metastatic ~ castration-resistant  prostate  cancer
(CRPC) is a heterogeneous lethal neoplasm among
men. 30% of tumors harbor deleterious errors
in genes involved in the DNA damage response
(DDR). Some of these cancer-associated genes are
BRCA 1 and BRCA 2. Mutations to these genes
favor loss or modification of function causing a
permanent and transmissible change, leading to
the development of aggressive prostate cancer. The
aim of the study was to identify by Next-generation
sequencing (NGS) BRCA 1 and BRCA 2 gene
variants in peripheral blood of patients with CRPC
at the Hospital Central Militar. Importantly, the
results demonstrated a number of clinical alterations,
as well as a loss of function of proteins related to
DNA repair mechanisms. Interestingly, some of the
variants in the BRCA gene, reported here, are of
uncertain significance, which has been reported to
us for the first time.
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Resumen

El cdncer de prdstata metastdsico resistente a la
castraciéon (CPRC) es una neoplasia heterogénea letal
entre los hombres. 30% de los tumores acumulan
errores deletéreos en genes implicados en la respuesta
al dafio del ADN (DNA damage response en inglés,
DDR). Algunos de estos genes asociados a cincer
son BRCA 1 y BRCA 2. Mutaciones en estos genes
favorecen la pérdida o la modificacién de la funcién
provocando un cambio permanente y transmisible,
lo que conduce al desarrollo de cdncer de préstata
agresivo. El objetivo del estudio fue identificar
mediante secuenciaciéon dirigida (Next-generation
sequencings NGS) variantes génicas de BRCA 1 y
BRCA 2 en el genoma de pacientes con CPRC del
Hospital Central Militar. Es importante destacar que
los resultados demostraron una serie de alteraciones
clinicas, asi como una pérdida de la funcién de las
proteinas relacionadas con mecanismos de reparacién
del ADN. Curiosamente, algunas de las variantes en
el gen BRCA, de las que se informa aqui, son de
significado incierto, lo que nos ha sido comunicado
por primera vez.

Palabras clave: Céncer de préstata, cincer de
prostata metastdsico resistente a la castracién, BRCA

1y BRCA 2, NGS.

INTRODUCCION

La glidndula prostdtica es un 6rgano accesorio reproductor masculino, situado por debajo de la vejiga
y delante del recto, rodea a la uretra. Su funcién principal es aportar secreciones (Zn*, citrato y cali-
creinas) al semen y mantener la viabilidad de los espermatozoides.”’ En la préstata son relativamente
frecuentes los trastornos preneopldsicos, como la atrofia inflamatoria proliferativa (AIP) y la neoplasia
intraepitelial prostdtica (NPI, figura 1). Los tumores se desarrollan casi exclusivamente en la zona peri-

férica del 6rgano.?
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Figura 1

A. Localizacién anatémica de la préstata. La préstata estd sicuada debajo de la vejiga y se compone de tres zonas
distintas: la zona central, que contiene el conducto que va desde la vesicula seminal hasta la uretra descendente, la
zona periférica, que estd situada en la parte posterior de la glindula y es la regién en la que se origina la mayoria
de los casos de NP1 y cdncer, y la zona de transicién, que estd directamente debajo de la vejiga y rodea la uretra de
transicién. La Hiperplasia Protdtica Benigna (HBP) se produce en esta regién de la préstata. B. Representacién
diagramdtica de un acino prostitico normal; la bicapa epitelial de células basales y luminales, rodeada de
estroma fibromuscular. El contenido relativo de las diferentes células epiteliales en la préstata normal se resume
grificamente; luminal (60%), basal (40%) con las células madre constituyendo ~1% del total de epitelios. C.
Composicién celular de un acino canceroso. El cdncer se caracteriza por la hiperproliferacién luminal, la
pérdida de la capa basal, la ruptura de la membrana basal, la infiltracién de células inmunitarias y la reactividad
del estroma. El cdncer sesga los porcentajes de células epiteliales; las células luminales constituyen el 99% de los
tumores, se estima que las basales constituyen el 0,1% de las células epiteliales tumorales. Figura modificada
parcialmente de Packer £t al. 2016.%

El cdncer de préstata (CaP) es una neoplasia hormono-dependiente, caracterizada por la hiperpro-
liferacién luminal, la pérdida de la capa basal, la ruptura de la membrana basal, la infiltracién de células
inmunitarias y la reactividad del estroma.”’ EI microambiente tumoral (hipéxico, con hipertensién
intersticial y acidosis), favorece el crecimiento acelerado del tumor, gracias a la ruptura de la matriz
extracelular y la modulacién de la actividad de las metaloproteinasas de matriz (MMP), la formacién de
nuevos vasos sanguineos, el acceso y disponibilidad a nutrientes esenciales; todos estos son elementos
que influyen directamente en el comportamiento biolégico de las alteraciones genéticas, favoreciendo

con ventaja el crecimiento y Supervivencia de las células tumorales.®*
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Importantemente, las vias de reparacién/dafio del DNA acenttian la progresién del cincer, ya que
inducen una alta inestabilidad genémica, asi como un incremento en la tasa de mutacién, por lo tanto
una mayor heterogeneidad intratumoral, lo que los convierte en tumores menos respondedores a la
terapia y mds agresivos que aquellos tumores que surgen de poblaciones clonales tnicas.”

Los tumores en la préstata, la mayoria de las veces ocurren en etapa media o tardia de la vida, asi la
tasa de incidencia y mortalidad para CaP estdn fuertemente asociadas al aumento de la edad, siendo la
edad promedio de diagnéstico los 66 afios.”

El adenocarcinoma de préstata representa, en hombres, la segunda neoplasia maligna mds frecuen-
te, después del cdncer de pulmon, a nivel mundial.© México registra una tasa de mortalidad de 10.6 por
cada 100 mil hombres.” En tanto que E.U.A. el cdncer de préstata metastdsico resistente a la castracién
(CPRC) es la principal causa de muerte especifica por cdncer de préstata.®

Es sabido que existen diferencias en cuanto a la incidencia y supervivencia por estadio, raza/etnia y
edad, lo que puede orientar la planificacién de la salud publica en relacion con el cribado, el tratamiento
y la atencién a los supervivientes. Los estudios epidemioldgicos también han revelado que los familiares
de primer grado de un paciente con CaP tienen un riesgo entre dos y tres veces mayor para desarrollar
la enfermedad en comparacién con la poblacién general, mientras que el riesgo aumenta atin més con
el nimero de familiares afectados del mismo modo que la agregacién familiar del CaP letal, ya que los
familiares de primer grado de un paciente fallecido por CaP tienen un riesgo dos veces mayor de morir
por la enfermedad en comparacién con los hombres diagnosticados sin antecedentes familiares.® Segtn
los datos de Mortalidad de INEGI, en 2017 las defunciones de hombres en México alcanzaron para el
CaP un total de 6676 decesos. En GLOBOCAN 2020, México documenté una incidencia de 26 742
(13.7%) de CaP con una mortalidad 7457 (8.3%) de casos.”

El tratamiento para CaP localizado incluye la vigilancia, prostatectomia radical, radioterapia abla-
tiva o quimioterapia. Los pacientes que presentan una recaida local, después de la prostatectomia son
tratados con radioterapia de rescate y/o terapia de privacién de andrégenos (androgen deprivation the-
rapy, ADT) o bien con ADT combinada con quimioterapia, mientras que para una recaida sistémica se
tratan con firmacos nuevos dirigidos a la sefializacién de andrégenos, sin embargo, pese al tratamiento
de ablacién de andrégenos, el cincer de prostata avanzado llega a progresar y a cobrar relevancia cuando
se vuelve resistente a la castracién.” Aunque los tratamientos tradicionales como radioterapia y quimio-
terapia, ocasionan importantes dafios al ADN de las células cancerigenas, también son acompanados de
efectos no deseados en células del tejido normal, pero aun asi contindan siendo una buen a alternativa
terapéutica.’”

Una caracteristica subyacente de los cdnceres es la gran acumulacién de dafios en el ADN,
entre ellos estdn incluidas las mutaciones de los genes BRCA, cuya asociacién con cidncer
de préstata incrementa su gravedad, provocando un subtipo mds agresivo con una mayor
probabilidad de afectacién ganglionar y metdstasis.”” Por lo que, el estudio y la identificacién
precisa de estos tumores podrian ayudar a guiar el manejo clinico, aunado a las pruebas para
determinar mutaciones en los genes BRCA 1 y 2, asi el objetivo del presente trabajo fue
identificar variantes génicas de BRCA 1 y BRCA 2 en los pacientes con CPRC del Hospital
Central Militar.
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MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio y lineamientos éticos

Se incluyeron 22 pacientes masculinos diagnosticados con CaP por estudio histopatolégico de la
consulta externa de oncologia médica, urologia y del Gabinete de quimioterapia 1 del Hospital Central
Militar. El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacién del Hospital Central Militar con
numero de oficio C.Inv.-103. El ensayo se realizé de acuerdo con los principios vigentes de la buena
préctica clinica. Los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito para las diferentes etapas

del presente trabajo.
Obtencion de la muestra y aislamiento de leucocitos

A cada paciente se le tomé una muestra sanguinea que consistié en 8 mL de sangre venosa, distribuidos
en dos tubos para plasma con anticoagulante dcido etilendiaminotetraacético (AEDT), marca BD
Vacutainer. Los tubos con la sangre de cada paciente fueron cuidadosamente empaquetados en un kit
de transporte y fueron enviados al laboratorio Sonora Quest Laboratories. En el laboratorio cada tubo
se centrifugd a 3500 xg a 4°C por 15 min, con lo cual se logré separar los componentes sanguineos en
fases, y la fase leucocitaria se colocé por separado en tubos estériles.

La fraccién leucocitaria se transfirié a un microtubo de 2 mL con 1 mL de solucién amortiguadora
de lisis de eritrocitos (NH,Cl 0.15 M, KHCO3 10 mM, Na,EDTA 0.1 mM), esto con la finalidad de
romper los eritrocitos de la muestra. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 5000 x g durante
3 min a 4°C, se decanté el sobrenadante; posteriormente el proceso de romper los eritrocitos se repitié

una segunda vez. Al termino, se obtuvo el pellet de leucocitos y posteriormente se realizé la extraccion

del DNA de los leucocitos.
Extraccion y cuantificacion del DNA

La extraccién del DNA para cada muestra se realizé utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue de
QIAGEN, el cual utiliza columnas con membranas con base de silice. Se siguié el protocolo de
purificacién de DNA total de sangre animal o células (Spin-Column Protocol), de acuerdo con las
especificaciones del fabricante; brevemente consisti6 en lo siguiente: resuspension del pellet de leucocitos
conservados en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS), lisis de las células, unién del DNA a las
membranas de silice y desecho de los restos celulares, lavado del DNA y elucién de este en un volumen

final de 50 pL de agua libre de nucleasas. Las muestras obtenidas se almacenaron a -80°C hasta su uso.
1écnica de secuenciacion de nueva generacion (Secuenciacion masiva en paralelo)
La secuenciacién masiva, de manera general, consisti6 en la generacién de clusters, es decir la generacién

de grupos de fragmentos especificos de ADN, la amplificacidn, la secuenciacién de los genes de interés y

el andlisis de datos. El panel empleado fue The Comprehensive Hereditary Cancer Panel, el cual explora
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genes asociados a un amplio espectro de cdnceres hereditarios y permiti6 el andlisis de la secuencia de
nucledtidos de los genes BRCA 1y BRCA 2.

Para el andlisis de los resultados de la secuenciacién se utilizaron las siguientes secuencias de
transcripcion de referencia, incluidas en el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica de
la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos (NCBI): BRCA 1 (NM 007294.3), BRCA 2
(NM 000059.3). La versién del genoma de referencia empleada en el andlisis fue: hgl9 (build37). La
secuenciacién realizada no detecta variantes en regiones intrénicas del genoma. El efecto de las variantes
raras o nuevas sobre el empalme del RNA mensajero (RNAm), la sintesis de proteinas y/o la funcién de
las proteinas en ocasiones puede seguir sin estar claro, debido a que atin no estd completamente descrito.
Los genes se examinaron en busca de variantes de un solo nucledtido (SNVs), inserciones y deleciones
(InDels), y variantes de nimero de copias (VNCs) que implican deleciones y/o duplicaciones de uno o

mds exones, incluyendo aquellas que afectan a genes enteros.

REsurrapos

El andlisis de los resultados revelé datos de importancia clinica y permitié identificar la existencia de
variantes en los genes BRCA 1 y BRCA 2 del genoma de pacientes con CaP hormono-sensibles y
CPRC. Los datos se integraron para una mejor comprensiéon (Tabla 1).

Un total de 22 pacientes fueron incluidos en el presente estudio, 12 de ellos fueron pacientes con
diagnéstico de CPRC y 10 pacientes con diagndstico de CaP hormono-sensible. Solo en tres de las
muestras de pacientes con CPRC se encontraron variantes relevantes de BRCA 1y BRCA 2, mientras que
en los pacientes con CaP hormono-sensible no se detectaron variantes de BRCA 1 y BRCA 2 (Tabla 1).

Tabla 1. Estadificacion clinica, resultados de laboratorio y tratamiento

* |GEN| APE T || Gleason | Fa Ca | 1pu | Ivesion | Invasion |p o ienco
Paciente perineural |Linfovascular
Pacientes con CPRC
) Enzalutamida
1 - >100 ng/mL | T2b | 8(4+4) 88 UI/L. | 8.9 mg/dL. | 176 UI/L. Si No TDA
Enzal id
2 - |14900 ng/ mL|{ T2b | 8(4+4) |345 UI/L.|9.1 mg/dL.| 211 UVL. |  No No “Z;‘g;m‘ :
; Apalutamid;
6 0.774ng/ mL | T2c | 8(4+4) | 137 UI/L. |9.7 mg/dL.| 161 UUL. |  No No P T“;}’\m :
Enzalutamida
7 BRCA1| 17200 ng/ mL | T2a | 6(3+3) 130 UI/L. | 8.6 mg/dL. | 294 UI/L. No No Denosumab
TDA
Apalutamida
8 - 433 ng/ mL | T2c | 7(4+3) | 111 UI/L. [ 9.0 mg/dL. | 145 UI/L. No No TDA
. Docetaxel
9 - 8360 ng/ mL | T2c | 9(4+5) 138 UI/L. | 8.5 mg/dL. | 255 UI/L. Si No TDA
Contintia

6 Vol. 76, ndm. 2, abril-junio, 2022



Identificacién de variantes del gen BRCA 1Y BRCA 2 en pacientes con cédncer de prostata resistente... Soria-Pefialoza Y., ez al.

Enzal id:
10 |BRCA2| 231ng/mL | Tlc| 8(4+4) | 130 ULL. [9.0 mg/dL.| 150 UL | NO NO “ZE‘T‘I’;"“ :
Apal i
11 - | 1780ng/mL | T2c | 8(4+4) | 189 UI/L. |7.3 mg/dL.| 200 UVL. |  No No P T“;;“‘d"‘
. Enzalutamida
14 - 370 ng/ mL | T2c 9(4+5) 296 UI/L. | 9.0 mg/dL. | 392 UI/L. Si No TDA
Enzalutamida
15 = 241 ng/ mL | T4 | 9(4+5) | 196 UI/L. | 8.6 mg/dL.| 300 UI/L. No No TDA
Enzalutamida
16 BRCA1| 1180 ng/ mL | T4 7(3+4) 270 UI/L. | 8.6 mg/dL. | 212 UI/L. No No TDA
Enzalutamida
21 - 23.4ng/ mL | T2a 8(4+4) 79 UI/L. [9.9 mg/dL. | 161 UI/L. SI No TDA
Pacientes con cincer de préstata hormonosensibles
3 - 457 ng/ mL | T2a 8(4+4) 109 UI/L. | 9.0 mg/dL. | 150 UI/L. No No Docetaxel
. Radioterapia
5 - 12.6 ng/ mL | T2b | 9(4+5) | 126 UI/L. | 8.8 mg/dL. | 236 UI/L. Si No .
Leuprorelina
Etoposido/
12 - 0.49 ng/ mL | T1b 6(3+3) 84 UI/L. |9.5 mg/dL. | 289 UI/L. No No i .
Cisplatino
13 - 2.01ng/ mL | Tlb | 6(3+3) | 148 UI/L. [ 9.5 mg/dL. | 145 UI/L. No No Vigilancia
17 - 236 ng/ mL | Tla | 6(3+3) 67 UI/L. [9.0 mg/dL. | 140 UI/L. No No Vigilancia
18 - 6.42 ng/ mL | Tla 6(3+3) 126 UI/L. | 9.0 mg/dL. | 386 UI/L. No No RHP negativo
19 - 449 ng/ mL | T2a | 7(3+4) 110 UI/L. | 8.5 mg/dL. | 130 UI/L. No No Vigilancia
RHP
06.07.12
20 = 6.67 ng/ mL | T3b | 9(4+5) 72 UI/L. [9.7 mg/dL. | 250 UI/L. No No negativo
Biopsia pend.
Vigilancia
23 - 235ng/ mL | Tla | 7(3+4) 129 UI/L. | 10 mg/dL. | 145 UI/L. No No Vigilancia
24 = 2.01ng/ mL | T2a | 7(4+3) 104 UI/L. 9.1 mg/dL.2| 207 UI/L. No No Leuprorelina

Antigeno prostdtico especifico (APE); Estadificacién clinica-T1: tumor no palpable clinicamente y no visible por imagen;
T1a: hallazgo histolégico incidental en < 5% del tejido resecado; T1b: hallazgo histolégico incidental en > 5% del tejido
resecado; T1e: tumor identificado a través de biopsia por aguja en uno o dos Iébulos [ por elevacién de antigeno prostdtico
especifico (APE)]; T2: tumor confinado a la préstata; T2a: el tumor compromete la mitad de un Iébulo 0o menos ; T2b: el
tumor compromete mds de la mitad de un I6bulo; T2¢: el tumor compromete ambos l1ébulos ; T3: tumor extra prostdtico
que no es fijo 0 no invade estructuras adyacentes; T3a: extensién extracapsular;T3b: el tumor invade la vesicula seminal;
T4: tumor fijo o con invasién de estructura adyacente: vejiga, recto, pared pélvica, musculos elevadores; N1: metdstasis para
ganglios linfdticos (GLs) regionales. M1: metdstasis a distancia; M1a: metdstasis en GLs no regionales; M1b: metdstasis Gsea;
Mic: otros sitios de metdstasis.

Puntaje Gleason: un puntaje mds bajo significa que el cdncer es de crecimiento lento y no agresivo. Fosfatasa alcalina (FA);
Calcio (Ca); Lactato deshidrogenasa (LDH).

Los anilisis bioquimicos entre los grupos de andlisis mostraron una mayor concentracién en
sangre del antigeno prostético especifico (APE) en aquellos pacientes con CPRC comparados con
los pacientes hormono-sensibles (Tabla 2), con una media de 3702 ng/mL, lo cual corresponde
con clasificacién de CPRC, en el cual se presenta incremento del APE a pesar del tratamiento.
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Tabla 2. Informacién de las variantes genéticas identificadas

# Gen con L, . ”
. . Funcién Variante Interpretacién
Paciente variante
Resistentes a la castracién
Este cambio de secuencia crea
una sefial de parada prematu-
, ra (p.Thr16771lefs*2) en el gen
Fosfoproteina nuclear que ,
. - BRCALI. Se espera que dé lugar
mantiene la  estabilidad .
6mica actia como a un producto proteico ausente
BRCA1 SgC cesor dz cumores.  Se o interrumpido. Esta variante se
CL;[; 1ea con otr;ls w re.sores ha observado en individuos afec-
- (BRCA1 de ) gtumores Eensores ¢.5030_5033del tados de cdncer de mama y/o de
Asociado a la de dafos en )el ADN (p-Thr16771lefs*2) | ovario, y de cdncer de pdncreas
reparacién del | <° 0% S B0 Y (PMID: 9150149, 21989927,
ADN) ansdiciores fe  senwes 22144684, 22160602). Se sabe
para formar el complejo . .
. que las variantes de pérdida de
de vigilancia del genoma funcién en BRCAI son patogé-
asociado a BRCAL (BASC). nicas (PMID: 20104584). Por
estas razones, esta variante ha sido
clasificada como patégena.®” 12
Cambio que da lugar a un cambio
de aminodcidos en la secuencia de
1 { ificada. h
BRCA2 La proteina BRCA2 se une iifg Z;:iil:)a ;:dlla Caizcnljiz ZCC ca
(Proteina de a RADS51 que participa en c.1805G>T 1805GST en in divfi) duos afecta dos'
10 susceptibilidad | la reparacién del ADN. (p.Gly602Val) ] e
i por el cdncer hereditario de mama
al cdncer de BRCA2 es un supresor de N .
. y ovario, ni de pruebas experimen-
mama tipo 2) | tumores. .
tales que demuestren su impacto
en la funcién de la proteina. Va-
riante de significado incierto.??'?
Variante que resulta en un cam-
Fosfoproteina nuclear que bio aminodcido. Cinco de cinco
mantiene la  estabilidad herramientas in silico predicen
genémica y actGa como un efecto benigno de la varian-
BRCA1 supresor de tumores. Se te en la funcién de la proteina.
(BRCA1 conjuga con otros supresores C.1397G>A ha sido reportado
. c.1397G>A ) .
16 Asociado a la de tumores, sensores (p.Arg466GlIn) en la literatura en una familia
reparacién del | de dafos en el ADN vy b-Arg afectada con céncer hereditario
ADN) transductores de sefales de mama y ovario, pero sin evi-
para formar el complejo dencia fuerte de causalidad. Datos
de vigilancia del genoma disponibles insuficientes sobre la
asociado a BRCA1 (BASC). significacién de la variante. Va-
riante de importancia incierta.? 12

Variantes de interés identificadas de los genes BRCA1 y BRCA2

Mientras que la actividad de la enzima lactato-deshidrogenasa (LDH), un marcador del estadio,
el prondstico y la respuesta al tratamiento, segtin el Instituto Nacional del Cdncer de Estados Unidos,
mostré valores similares en ambos grupos. Con un valor promedio de 221 UI/L en el grupo CPRC,
se encuentra dentro de los valores de referencia (140 UI/L - 280 UI/L). Solo 2 pacientes tuvieron una

concentracién mds elevada (Tabla 1 y 3). Las concentraciones de calcio (Ca) registraron una media
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de 9.6 mg/dL, considerando que los valores normales van de 8.5 mg/dL a 10.2 mg/dL, ninguno de
los pacientes en ambos grupos presentd hipercalcemia (Tabla 1 y 3). Los valores de la media para la
Fosfatasa Alcalina (Fa) para el grupo de pacientes con CPRC fue de 175 UI/L, lo cual representa
un valor elevado con respecto a los valores normales (38 UI/L a 126 UI/L) en comparacién con los

pacientes de CaP hormo sensibles que se mantienen en pardmetros normales (Tabla 3).

Tabla 3. Anilisis bioquimicos descriptivos

LDH-CPRC (UI/L) 12 221.4167 75.45554
LDH-hormonosensibles(UI/L) 10 207.8000 83.53549
APE_CPRC (ng/mlL) 12 3702.4562 6238.17416
APE-hormonosensible (ng/mL) 10 8.5100 13.53320
Ca-CPRC (mg/dL) 12 8.8500 .65157
Ca-hormonosensible (mg/dL) 10 9.2100 45326
FA-CPRC (UI/L) 12 175.7500 85.77998
FA-hormonosensibles (UI/L) 10 107.5000 26.37444

CPRC: Cancer de préstata resistente a la castracion; Fosfatasa alcalina (FA); Calcio total (Ca); Lactato deshidrogenasa (LDH).

Respecto a la medida del tumor (T), las muestras analizadas variaron de T1c a T4, registrando el
T2c una mayor frecuencia, lo cual significa que el tumor compromete ambos lébulos de la préstata
(Tabla 1). Con respecto a la escala de Gleason el puntaje con mayor frecuencia fue de 8 (4+4), por
tanto, los tumores fueron considerados de riesgo alto para la progresion en la enfermedad localizada
(Tabla 1). Finalmente, se llevé a cabo un registro de los tratamientos recibidos por los pacientes, entre
los que se encuentran enzalutamida y apalutamida (Tabla 1).

En cuanto al andlisis de los datos de secuenciacién se encontré lo siguiente:

Para el caso del andlisis de las variaciones de los genes de interés en los pacientes con CPRC, se
encontrd que el paciente niimero 7 presenta una variante de interés en el gen BRCAL, la cual ocasiona
la aparicién de un codén de paro prematuro durante la traduccién a proteina, con lo cual condicionaria
a la produccién de una proteina mds corta y a la pérdida de la funcién normal de la proteina de
susceptibilidad al cidncer de mama tipo 1, esta variante ha sido clasificada como patégena previamente
en algunos reportes (c.5030_5033del, p. Thr16771lefs*2), y en este estudio representa un 8.3% de la
poblacién estudiada.

En tanto que para el paciente nimero 10, se identificé una variante del gen BRCA 2, ¢.1805G>T
(p-Gly602Val) y representa un 8.3% de los casos estudiados. Cabe sefialar que el producto de este gen,
participa en la reparacién del DNA vy la variante (cambio de guanina por timina) ocasiona un cambio
de aminodcido ( cambio de glicina por valina en la posicién nimero 602) en la secuencia de la proteina,
interesantemente esta variante no ha sido reportada previamente en la literatura, por lo que hasta el
momento no se cuenta con elementos para aseverar que dicha variacién tenga algtin efecto en cuanto a

la funcién proteica, por tanto el significado de la variante es incierto.
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En un tercer paciente, el nimero 16, el gen BRCA 1, cuya funcién es ser supresor de tumores
por su papel en la reparacién del ADN, presenta una variante (c.1397G>A, p.Arg466GIn) el cual se
traduce como un cambio de guanina por adenina; y condiciona a un cambio de arginina por glutamina
en su secuencia proteica y que representa un 8.3% del grupo estudiado. Aunque esta variante ha sido
previamente reportada en pacientes con cdncer de mama y ovario, los datos disponibles son insuficientes
para aclarar su significado y relevancia.

Interesantemente todas las mutaciones estudiadas fueron encontradas exclusivamente en el grupo

de pacientes CPRC.

Discusion

El gen BRCA1 que codifica para la proteina conocida como proteina de susceptibilidad al cdncer de
mama tipo 1, y el gen BRCA2 que codifica para la proteina llamada proteina de susceptibilidad al
cdncer de mama tipo 2. El primero participa en la reparacién de roturas de doble cadena y/o recombi-
nacién homdloga,"¥ mientras que la funcién descrita para el segundo, es la de biquitina-proteina ligasa
E3 que media especificamente la formacién de cadenas de poliubiquitina unidas a ‘Lys-6’ y desempefia
un papel central en la reparacién del ADN.®

En las neoplasias, una terapia dirigida y basada en la inhibicién del mecanismo celular conocido
como respuesta al dano del ADN (DDR), ofrece la posibilidad de una mayor ventana terapéutica para
el paciente, al adaptar el tratamiento a los pacientes con tumores que carecen de funciones DDR es-
pecificas. La reciente aprobacién del fdrmaco olaparib (Lynparza®), un inhibidor de la proteina poli
adenosina difosfato-ribosiltransfersa (PARP), proteina con actividad antitumoral que juega un rol im-
portante en las vias de reparacién del ADN, es el primer medicamento contra el CPRC, una neoplasia
que alberga importantes variantes en los genes BRCA 1, BRCA 2 y otros genes reparadores del ADN.
(1016 Un ensayo clinico de fase II reporté que olaparib tiene actividad antitumoral contra el CPRC me-
tastdsico de pacientes con variantes genéticas de genes que participan en la reparacién del ADN, lo cual
apoya la estratificacién genémica del CPRC en la préctica clinica.®

En el presente trabajo reportamos la presencia de la variante 030_5033del, p.Thr16771lefs*2 para
el BRCAL1 (gen asociado a la reparacién del ADN). Este cambio de secuencia crea una senal de paro
prematuro para su trascripcion, lo que podria dar lugar a un una falta o alteracién de la funcién pro-
teica. Reportes previos mostraron la presencia de esta variante en otros tipos de cdncer, como el de
mama, ovario y en cdncer de pdncreas.”’” Cabe sefialar que las variantes que conducen a la pérdida de
funcién en BRCA1, se consideran patogénicas.*) Por esta razdn, esta variante ha sido clasificada como
patégena.

Por primera vez, reportamos que la variante ¢.1805G>T (p.Gly602Val), encontrada en el gen
BRCA2 (Proteina de susceptibilidad al cincer de mama tipo 2), consistente en un cambio aminodcidos
en la secuencia de la proteina codificada en un paciente con CPRC, sin embargo por no existir ante-
cedentes de esta variante en cdncer hereditario de mama y ovario, ni en otros estudios experimentales,

dicha variacién tiene significado incierto y son necesarios estudios ampliados al respecto.
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De manera reveladora, otra de las variantes encontradas en el presente estudio fue el cambio de
c.1397G>A (p.Arg466Gln), en ella se registré la sustitucién de aminodcidos. Al realizar diversos estu-
dios in silico, se predijo un potencial efecto benigno de esta variante sobre la funcién de la proteina.
12 Aunque dicha variante ha sido reportada en la literatura para una familia afectada con cdncer here-
ditario de mama y ovario, no existe evidencia trascendente de causalidad. Por lo que para esta variante
consideramos que los datos disponibles son insuficientes para inferir la significacién de la variante.

Los factores desencadenantes del cdncer de préstata, no han sido dilucidados por completo, sin
embargo algunos factores de riesgo como la edad avanzada, los antecedentes familiares, étnicos, las in-

@2 entre una

fecciones y la inflamacién juegan un papel importante en el inicio del desarrollo del cincer.
multitud de otros factores, incluidos los metabdlicos extrinsecos que afectan directamente la reparacion
del ADNA,® por lo que la identificacién de factores especificos asociados al riesgo de cdncer dardn lugar

a mejoras en las terapias existentes para esta patologl’a.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados en el presente trabajo demuestran una serie de alteraciones de importancia
clinicay en alguno de los casos la pérdida de funcién en las proteinas que intervienen en los mecanismos
de la reparacién del ADN. Interesantemente, algunos de estas variantes en los genes BRCA, aqui
reportadas, son de significado incierto y han sido por primera vez dadas a conocer.

Asi este trabajo aporta conocimiento que precisa algunos de los mecanismos que pudieran estar
involucrados en la induccién del CPRC y con ello abonar al desarrollo de nuevas terapias para tratar
esta forma letal de neoplasia.

Sin embargo, consideramos que las variantes encontradas y reportadas en el presente trabajo no
son las tnicas que estdn participando en este complejo mecanismo que conduce al desarrollo de una
neoplasia y deberd hacerse el esfuerzo por profundizar el conocimiento sobre el papel funcional de estas

y otras variantes no exploradas.
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