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RESUMEN

El cancer de préstata (PCa) es la neoplasia maligna mas frecuente diagnosticada
en hombres, en Cali es reportada como la primera causa de morbilidad por cancer
en hombres y a nivel de Colombia es la segunda causa de mortalidad por cancer en
la poblacion masculina. Debido al gran componente hereditario del PCa, sus
variaciones dependiendo la poblacion de estudio y la carencia de conocimiento en
nuestro pais sobre dicha patologia se realiza este estudio para observar la variacion
de doce genes vinculados con la enfermedad, para lo cual se analizaron los exomas
de 162 personas en un rango de edad entre 18-65 afios obtenidas por un muestreo
a conveniencia y se compard con los estudios realizados en otras poblaciones,
encontrando asi que los genes que variaron con mas frecuencia fueron BRCA2,
seguido por MSH6, ATM y BRCAL respectivamente. En cuanto a las variantes, se
describe que las mas frecuentes observadas fueron no patolégicas, dentro de las
gue se encuentran rs169547, rs206075, rs206076 y rs9534262; otras en cambio
han sido asociadas a diferentes tipos de cancer como rs799917, rs3736639,
rs1061302 y rs1805794, destacdndose esta Ultima del gen NBN por estar
fuertemente asociada con el desarrollo de cancer de préstata. Finalmente, como un
gran aporte de esta investigacion se observa el hecho de encontrar 127 variantes
nuevas, dentro de las cuales 7 son sugeridas por los cinco predictores usados como
patogénicas. Este estudio se plantea como un primer acercamiento al conocimiento
genético de la poblacion del suroccidente Colombiano de gran importancia debido
a las variaciones observadas en el PCa acorde con factores como la etnia,
genéticos, edad y ambientales, mencionando algunos, que no permiten una
comparacion fiel ni aplicabilidad de estudios realizados en poblaciones ampliamente
estudiadas como las europeas.

Palabras clave: Prostata, Cancer, PCa, Variantes, Mutaciones, SNP, BRCA2,
MSHG6, ATM, BRCAL.



INTRODUCCION

El cancer de préstata (PCa) es la neoplasia maligna mas frecuentemente
diagnosticada en hombres (Zhang et al., 2017), considerada de alta incidencia y una
de las mayores causas de su muerte. Al excluir el cancer de piel, se reporta como
el mas comun en paises desarrollados (Pilié et al., 2017) y para el cual se prevee
diagnosticar en el transcurso del 2016, 161,360 casos nuevos y durante el cual a su
vez moriran aproximadamente 26,730 hombres (Wu & Gu 2016; Packer & Maitland
2016; Rand et al.,, 2016; Dunn 2017). Esta patologia presenta una variacion
sustancial acorde a elementos como la region geografica, grupos étnicos y factores
genéticos (Nakagawa 2013; Wang et al., 2017).

En Colombia, el PCa representa la primera causa de cancer segun prevalencia e
incidencia y es la segunda causa de mortalidad por cancer en la poblacion
masculina, se estiman 6.500-8.000 casos nuevos por cada afio en el pais (tasa de
incidencia ajustada por edad de 40,5-45,9/ 100.000 hombres), con una tendencia al
alza con respecto a los ultimos afios de 22,3 hasta 64,8/100.000 habitantes (Borda
et al., 2018). Esta enfermedad debe su apariciéon a dos factores, uno de ellos
corresponde a la historia familiar, al cual se le reporta una frecuencia de aparicion
del 15%, riesgo que puede incrementar de dos a ocho veces, segun el nimero de
parientes de primer grado afectados. Por otra parte se encuentra el PCa esporadico
ocasionado por exposicion del material genético al ambiente en el transcurso de la
vida con una prevalencia entre el 80-90%, cifra que incrementa su importancia al
ser considerado el cancer de mayor componente hereditario (Alvarez et al,. 2013).

En los ultimos afios, diferentes estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS) han identificado al menos 99 variantes genémicas asociadas con PCa en
multiples poblaciones de ascendencia europea, afroamericana, japonesa, latina y
china (Wu et al., 2017); a la fecha se conocen polimorfismos de Unico nucleétido
(SNPs) y mutaciones en genes que pueden usarse como biomarcadores los cuales
podrian permitir predecir resultados clinicos relevantes en hombres de poblaciones
determinadas, como lo son rs61123825 y rs192244427 en el gen HOXB13 que
estarian involucradas en la interrupcion y creaciéon de un nuevo sitio de miRNA,
aumento en la estabilidad y la vida media del factor de transcripcién codificado o
con efectos sobre la estructura de la proteina, lo cual da lugar a patrones de unién
alterados del factor de transcripcion, siendo lo que finalmente lleva a la malignidad
del tejido prostatico (Chandrasekaran et al., 2017). Otro ejemplo es la mutacion
G84E, del mismo gen, la cual se asocia con un riesgo 4 a 8 veces mayor de cancer
de prostata. Este conocimiento se traduce en la posibilidad de detectar la
enfermedad en una fase tempranay asi asignar un tratamiento dirigido dependiendo
del genotipo del individuo, acercandonos de tal manera a la medicina personalizada,
resaltando ademas su importancia como centinelas en la identificacion de familias
con alto riesgo de desarrollar dicha patologia y asi lograr disminuir los efectos
adversos o iniciar tratamiento en una fase temprana.



Debido a la carencia de estudios en la poblacion del suroccidente colombiano que
describan la variacion en genes asociados al riesgo de padecer cancer de préstata,
se convierte este en nuestro objetivo de estudio, de tal manera que da inicio a la
elucidacion en este campo de conocimiento para nuestra poblacion.

2.1 Marco tedrico y estado del arte
2.2.1 CANCER

El cancer es una enfermedad genética, en la cual factores como una mutacién en
la secuencia de ADN, delecién o insercion, fusion de genes, alteraciones en el
namero de sus copias, y cambios epigenéticos en protooncogenes y genes
supresores de tumores contribuyen a la susceptibilidad para el desarrollo de cancer
(Liu 2017). Este se origina de células somaticas normales en el cuerpo humano, las
cuales deben adquirir al menos ocho atributos para convertirse a una célula
cancerosa, como primera medida debe existir inestabilidad genética y mutacién; 2)
deben tener crecimiento auténomo; 3) insensibilidad a las sefales internas y
externas anti-proliferativas; 4) resistencia a la apoptosis y otras formas de muerte
celular inducida; 5) potencial ilimitado de division celular; 6) capacidad para formar
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis); 7) comportamiento local invasivo que
permite la distincion de neoplasias benignas y malignas y por ultimo evasion del
sistema inmunolégico (Perdomo et al., 2018). En algunas ocasiones estas células
pueden escapar a través del torrente sanguineo y anclarse en otras partes del
cuerpo sean tejidos u 6rganos a lo cual se le conoce como metastasis. La mayoria
de muertes relacionadas con el cancer son causa de una dicha propagacion
metastasica incontrolable de células malignas disociadas desde un tumor primario
(Huang 2017).

La carcinogénesis de la préstata estd mediada, como en otros canceres, por la
acumulacion de aberraciones genéticas y epigenéticas; Estos cambios moleculares
pueden heredarse o ser el resultado de una actividad transcripcional alterada,
cambios en la arquitectura de la cromatina, replicacién oncogénica, reparacion de
ADN propensa a errores o division celular defectuosa (Mateo et al., 2016). La suma
de estos procesos confiere ventajas de supervivencia y crecimiento a la célula
transformada. Muchas de estas alteraciones son inducidas por factores del
microambiente, particularmente el sistema inmunolégico. La inflamacion cronica con
estrés oxidativo continuo contribuye a la carcinogénesis del epitelio de la préstata al
inducir dafio genomico. La respuesta deficiente de reparacion del ADN y el control
defectuoso del punto de control apoptético pueden conducir a la incorporacién
permanente de estas anomalias gendmicas (Mateo et al., 2016).

Cuando las células malignas poseen el potencial de propagarse a otras partes del
cuerpo como ganglios linfaticos y huesos, pueden causar tumores metastasicos y
finalmente conducir a la muerte.



2.2.2 CANCER DE PROSTATA

Los reportes indican que cada afio el PCa mata aproximadamente 30,000 hombres
en los Estados Unidos y mas de 250,000 hombres en todo el mundo. Cuando se
excluye el cancer de piel, es la patologia mas comun en los paises desarrollados y
la segunda causa principal de muertes relacionadas con cancer en hombres en
Estados Unidos, Europa, mientras que a nivel internacional se ubica en el sexto
lugar (Tello 2017).

Esta es una enfermedad de inicio tardio y es de alta incidencia, puesto que las tasas
aumentan bruscamente de 166 por 100 000 hombres a la edad de 55-59 afios a un
maximo general de 800 por 100 000 en la edad que comprende los 75-79 afios. De
igual manera las tasas de mortalidad especificas por edad también aumentan
bruscamente a partir de los 55 afios, obteniéndose las mas elevadas en el grupo
gue comprende la edad de 85 afios (Kaur et al., 2018).

Ante dicha incidencia es posible encontrar una variacion sustancial acorde con la
regién geogréfica, la dieta, inflamacion crénica, obesidad, (Chandrasekaran et al.,
2017) determinados grupos étnicos (Nakagawa 2013), para los que se corrobora en
registros para paises asiaticos como China, donde se presentan las tasas mas bajas
de PCa, mientras que las tasas mas altas se encuentran en Norteamérica,
especialmente en la poblacibn afroamericana, y por Uultimo, factores de
susceptibilidad genética, siendo un item de gran relevancia en el cual se clasifica el
cancer de prostata como esporadico o de historia familiar (Castro & Eeles 2012;
Alvarez et al., 2013; Valencia et al., 2017).

El familiar se reporta una frecuencia hasta del 15% y se ha encontrado varios
miembros afectados de la misma familia en edades tempranas (~ 45 afios), donde
se destaca que con la presencia de un familiar en primer grado de consanguineidad
con la enfermedad, el riesgo se incrementa dos veces; ya con dos familiares se
incrementa hasta cinco veces (OR 2y 5 respectivamente; Wokolorczyk et al., 2017);
ya en el PCa esporadico, el material genético se dafia por la exposicion al ambiente
externo durante la vida del individuo (Epigenética) y se le atribuye una prevalencia
de 80 - 90% (Smith et al., 2009; Alvarez et al., 2013), cifra que incrementa su
importancia al reportarse el cancer de prostata como uno de los canceres con mayor
componente hereditario (Choudhury et al., 2012), siendo superado por el cancer de
ovario, rinbn, mama y colon segun lo afirman estudios realizados en gemelos.
Aungue la genética de estas neoplasias malignas menos hereditarias esta bien
establecida, hay mucho que se desconoce sobre la patogénesis genética del cancer
de prostata, para la cual, desde hace mas de 30 afios, los cientificos y clinicos han
estado buscando dichos factores genéticos (Walsh 2017).

Al observar los estudios realizados a la fecha, la evidencia de una forma hereditaria
de la enfermedad aparecio en 1992, cuando se completo el primer analisis de
segregacion; por su parte, estudios posteriores de segregacion con gemelos, casos
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y controles y estudios de cohortes proporcionan un fuerte apoyo para una
predisposicion genética al cancer de prostata. Analisis mas recientes estiman que
la heredabilidad del cancer de prostata es del 58% (IC 95%: 52% -63%), cifra mayor
considerada con el 42% (IC 95%: 29% -50 %) registrado por una estimacion inicial
de la incidencia debido a factores hereditarios (Karyadi et al., 2017).

Debido a lo anterior se justifica el incursionar en la busqueda de genes de
susceptibilidad al cancer de préstata, asi como la identificacién de sus variantes
genéticas o mutaciones poco frecuentes de baja, moderada o alta penetrancia que
predispongan a la aparicién de cancer de prostata. Hasta ahora, los estudios GWAS
han identificado mas de 100 variantes de riesgo comunes para el cancer de prostata
que explican ~ 33% del riesgo familiar, dejando la mayoria del riesgo sin explicacion
(Black et al., 2018). Debido a que GWAS ha investigado principalmente variantes
comunes (MAF> 1%) para la asociacion con el riesgo de cancer de préstata, una
hipoétesis no explorada pero que los estudios reportan es capaz de explicar parte de
la "heredabilidad perdida” se debe a la presencia de variantes raras (MAF <1%),
para lo cual se hace indispensable el estudio de todas las variantes encontradas.

Una vez evidenciada la importancia de las variantes genéticas en los genes
asociados a la predisposicion a desarrollar cancer de prostata, se destaca el
descubrimiento de la primera variante de riesgo de linea germinal a través de la
relacion del gen BRCA2 y el cancer de prostata por el Consorcio de vinculacion de
cancer de mama, donde estimaron que las mutaciones heredables de este gen
confieren un riesgo cinco veces mayor de cancer de préstata. De igual manera se
ha demostrado que las mutaciones en BRCA1 predisponen a dicha patologia,
causando una enfermedad mas agresiva y con un prondstico significativamente mas
desalentador. Sin embargo, aunque que la mayoria de los loci de susceptibilidad
solo confieren un pequefio aumento en el riesgo, sus efectos actian de forma
multiplicativa. Ademas, se reportan mutaciones heredadas en otros genes de
reparacion del ADN como PALB2, MLH1, MSH2 y PMS2 que a su vez parecen estar
asociadas con el riesgo de PCa (Mateo et al., 2016).

2.2.3 GENES Y VARIANTES GENETICAS ASOCIADAS A CANCER DE
PROSTATA

El gen HOXB13 humano pertenece a la familia de los homeobox16, ha sido
asociado con un mayor riesgo de cancer de prostata hereditario (Roudi et al., 2018).
A principios de 2012, se planteé como el gen susceptible de cancer de prostata
hereditario mas importante. Avances posteriores en estudios genéticos han
soportado la importancia de HOXB13 en la susceptibilidad al cancer de prostata,
pero el mecanismo exacto y el modo de accién aun no se han descubierto. Esta
constituido por dos exones y tres intrones, codifica una proteina de 284 aminoacidos
(NCBI: NP_006352.2), factor de transcripcion que desempefia un papel importante
en el desarrollo normal de la prostata. HOXB13 contiene un dominio homeobox de
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unién a ADN de 60 aminodacidos (216-275 AA) y un dominio N-terminal HoxA13,
donde el primero se une al ADN y participa en la transcripcion (Chandrasekaran et
al., 2017).

Estudios proponen que variantes como rs61123825 y rs192244427 en este gen
estarian involucradas en la interrupcion y creacion de un nuevo sitio de miRNA,
aumento en la estabilidad y la vida media del factor de transcripcion codificado o
con efectos sobre la estructura de la proteina, lo cual da lugar a patrones de union
alterados del factor de transcripcién, siendo lo que finalmente lleva a la malignidad
del tejido prostéatico (Chandrasekaran et al., 2017). Por otra parte, una mutacion rara
en el gen descrita como G84E, se asocia con un riesgo 4 a 8 veces mayor de cancer
de prostata. Esta ocurre en aproximadamente el 1% de los casos de PCa,
frecuencia que se eleva a mas del 3% en hombres que padecen la enfermedad y a
su vez tienen antecedentes familiares positivos para la misma, y aproximadamente
5% en familias con cancer de prostata (Lotan et al., 2017). Otro de los genes
involucrados con el PCa es el Ataxia telangiectasia (ATM), clonado por primera vez
por Savitsky et al. en 1995, se encuentra en el cromosoma 11g22-23. El producto
genético es la proteina ATM, una protein quinasa serina/treonina de 370 kDa que
contiene 3056 amino&cidos; cuando la proteina ATM funcional es deficiente puede
conducir a una rara enfermedad genética autosOmica recesiva, la ataxia-
telangiectasia (AT). Las caracteristicas méas destacadas de la AT son la
neurodegeneracion, deficiencias inmunitarias, retraso del crecimiento,
envejecimiento prematuro, las telangiectasias oculocutaneas, la inestabilidad
gendmica y un alto riesgo de cancer (Ding et al., 2017). De igual manera se ha
vinculado con el cancer de préstata el gen EPCAM el cual esta localizado en el
cromosoma 2 (2p21) y tiene un tamafio de aproximadamente 14 kb. Este abarca 9
exones codificantes: los exones 1 a 6 codifican el dominio extracelular de EpCAM,
incluidos el péptido sefial y los dominios similares a EGF-1 y EGF-II. EI dominio
transmembrana esta codificado por el exdn 7. El dominio intracelular de EpCAM,
también denominado dominio intracelular de EpCAM (EpICD), esta codificado por
el exon 8 y 9 (Yamashita et al., 2007).

En 2007, se demostré que el gen EPCAM era un objetivo de la via de sefalizaciéon
Whnt-beta-catenina. En ambas lineas celulares de hepatocitos y carcinomas
humanos normales, la acumulacion de beta-catenina en el nicleo podria inducir la
expresion de EpCAM, mientras que la inhibicion de la formacion de complejo Tcf /
beta-catenina o la degradacion de beta-catenina condujo a la represion de EpCAM
Expresion (Yamashita et al., 2007).

Otros de los genes referidos con la patologia del PCa corresponden a BRCA2 y
BRCAL, siendo este ultimo un gen supresor de tumores ubicado en el cromosoma
17921, mapeado en 1990 y clonado en 1994. Consta de mudltiples dominios
funcionales e interacta con muchas proteinas, incluidos supresores de tumores,
oncogenes, proteinas reparadoras de dafios en el ADN, reguladores del ciclo
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celular, activadores y represores transcripcionales. La deficiencia de BRCAL puede
provocar defectos en la fase S, fase G2 / M y los puntos de control del huso,
causando inestabilidad genética y por lo tanto desencadenando la respuesta al dafio
del ADN, lo que aumenta aun mas el riesgo de formacion de tumores. BRCAL se
expresa en muchos tejidos como ganglios linfaticos, piel, la vejiga, el cuello uterino,
higado, Utero, la prostata, el pancreas, pulmon, rifidn, los huesos, el cerebro y esta
relacionado con varios tipos de cancer, incluido el de mama, de ovario, endometrio,
pancreas, colon y prostata (Xu et al., 2018).

Por otra parte, se encuentra el gen NBN que codifica una proteina que forma parte
del complejo MRE11 / RAD50 / NBN (MRN), que desempefia un papel crucial en la
estabilidad gendmica. Este complejo esta involucrado en la reparaciéon de la rotura
de doble cadena (DSB) del ADN, mantenimiento de los teldmeros, recombinacion
meiotica. Las mutaciones de NBN tanto homocigotas como heterocigotas, afectan
la funcién adecuada de la nibrina, lo que produce una actividad alterada del
complejo MRE11 / RAD50 / NBN y, por consiguiente, conduce a carcinogénesis.
Las mutaciones heterocig6ticas mas conocidas del gen NBN que se consideran
factores de riesgo de cancer menores incluyen c.657-661del, p.I1171V y p.R215W.
Estas mutaciones se han encontrado en 2 a 9% de los pacientes con cancer de
mama, cervical, prostata, laringe y colorrectal, asi como neoplasias linfoides y
tumores cerebrales (Nowak et al., 2017)

De igual manera se asocia otro gen conocido como CHEK2 que codifica la proteina
Checkpoint kinasa 2 (CHK?2), el cual se activa por el dafio del ADN e interactta con
p53 para lograr la detencion del ciclo celular, lo que permite que la célula repare el
ADN dafiado o sufra apoptosis (Tan 2018).

Gen que también se ha descrito ligado a PCa, el cual es el supresor de tumores
mas ampliamente investigado; la proteina tumoral TP53/P53 se describid por
primera vez como oncogén en el afio 1979, afios mas tarde se determino su papel
como supresor de tumores (Lane 1992) . Se ha encontrado que las variantes sin
sentido de CHEK2 ocurren entre el 3% y el 10% de los casos de PCa y se asocian
con un mayor riesgo del mismo. Un estudio de genotipificacion de 637 pacientes
con CaP y 445 controles identificd que el alelo variante ATM3161G (P1054R) esta
fuertemente asociado a un mayor riesgo de desarrollar PCa. ATM es reclutado para
sitios SDB donde activa otras proteinas sensoras (MDC1 y yH2A.X), asi como CHK2
y p53, lo que resulta en la detencion del ciclo celular para permitir que la célula
repare el DSB en lugar de sufrir apoptosis (Tan 2018).

Debido a la importancia del estudio de los genes y sus variantes asociadas a la
patologia del cancer de préstata, y como esta varia dependiendo varios factores
como étnicos, ubicacidon geografica, susceptibilidad genetica y ambientales es
necesario incrementar los esfuerzos en la secuenciacién de diversas poblaciones
de tal manera que permita explorar completamente la abundancia de variantes raras
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que podrian contribuir con una fraccion sustancial de la heredabilidad para al menos
algunos fenotipos humanos importantes.

Para este estudio se propone estudiar la frecuencia de genes candidatos que
contribuyen incrementando el riesgo de PCa y sus variantes como lo son BRCA1,
BRCA 2, MSH2, HOXB13, ATM, CHEK2, TMPRSS2, ERG y NBN en una poblacion
del suroeste colombiano que no ha sido diagnosticada con cancer. Estos genes
mayoritariamente tienen asociado un papel importante en la reparacion del ADN,
control del ciclo celular y cada uno de ellos puede contribuir con el riesgo de
desarrollar cancer de prostata o incluso ser un marcador pronéstico acorde con los
estudios realizados (Seppaléa et al., 2003; Shui et al., 2014; Antczack et al., 2015;
Pritchard et al., 2016; Smits et al., 2017), donde NBN se esperaria proporcione una
ayuda significativa que incluya deteccién de cancer y determinaciéon de quién pueda
requerir una biopsia de proéstata inicial y quién puede requerir una nueva biopsia
después de una biopsia inicial negativa; (2) prediccion de recurrencia después del
tratamiento inicial para estratificar a los pacientes en grupos de riesgo para terapias
adyuvantes emergentes; (3) deteccion de recurrencia después del tratamiento; y (4)
evaluar la eficacia de los tratamientos en la enfermedad avanzada.

Es importante destacar que actualmente hay pocas pruebas de diagndstico
molecular para PCa dirigidas a SNP o mutaciones genéticas asociadas con un
mayor riesgo de cancer, pero para ello se debe garantizar en primera instancia la
continuidad de los estudios genéticos enfocados en la identificacion de nuevas
variaciones genéticas debido a la diversidad clinicopatolégica del cancer de prostata
en diversas poblaciones. Cabe acotar aqui que no existen estudios de diversidad
genética en la poblacion Colombiana que describan la frecuencia de genes
asociados al cancer de prostata. De manera que para lograr la consolidacion del
conocimiento de la base genética de dicha patologia se hace necesario poder
trasladar la informacion de variantes obtenidas de personas con mutaciones que
predisponen al cancer en la linea germinal y que estas pueden servir como
centinelas para la identificacion de familias con alto riesgo de desarrollar dicha
patologia. Lo anterior se traduce en la posibilidad de detectarla en una fase
temprana para a su vez asignar un tratamiento diferente o especifico dependiendo
del genotipo de un individuo, lo cual nos acerca a la medicina personalizada, que
deberia ser el estandar de diagnéstico y tratamiento hoy en dia.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Describir la variacion de doce genes de reparacion de ADN asociados a cancer de

prostata en una poblacion del suroccidente de Colombia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Identificar las variantes nuevas y reportadas para los genes de reparacion
del ADN: ATM, BRCA1, BRCA2, CHEK2, EPCAM, HOXB13, MLH1, MSH2,
MSH6, NBN, PMS2 y TP53 en una poblacion del suroccidente colombiano

v Indicar las variantes genéticas mas frecuentemente encontradas y las
reportadas como patogénicas segun los predictores en los genes: ATM,
BRCA1, BRCA2, CHEK2, EPCAM, HOXB13, MLH1, MSH2, MSH6, NBN,

PMS2 y TP53 de una poblacion del suroccidente colombiano

v' Determinar para las variantes encontradas su posible efecto en la funcién de

las proteinas que codifican estos genes.
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4. METODOS

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo a conveniencia, por un periodo de
dos afios comprendido desde el 2014 al 2016 que incluyé 162 personas ubicadas
en el suroccidente de Colombia (Narifio, Cauca, Putumayo y Valle) dentro de un
rango de edad entre 18-65 afos. El estudio cuenta con aval del comité de ética y el
consentimiento informado de autorizacién de uso de muestras bioldgicas de los
participantes para este y futuros estudios.

A cada persona le fue tomada una muestra de sangre para la respectiva extraccion
de ADN, todas las gotas de sangre se recogieron en papel de filtro hasta que se
secaron, posteriormente estos se sumergieron en el tampon fosfato del paquete de
extraccion DNeasy de la compafiia QUIAGEN®. Paso seguido, cada muestra fue
cuantificada por espectrofotometria para verificar la calidad y cantidad de material
genético requerido por la compaiiia lllumina® quién fue la encargada de continuar
con el proceso de secuenciacién del exoma. Para ello, Las alicuotas de ADN de
cada muestra se sometieron a un proceso de preparacion con TruSeq Exome
Library Prep® para obtener las bibliotecas, que posteriormente fueron normalizadas
y asi poder secuenciarse utilizando TruSeq Rapid Exome®; dichos fragmentos
normalizados junto con sus adaptadores correspondientes se cargaron en la
maquina HiSeg2500 y posteriormente la compadia lllumina® proporcioné dichos
documentos desde San Diego, California, EE. UU.

Los correspondientes archivos vcf obtenidos de cada participante fueron
combinados en un archivo vcf.gz para posteriormente generar los archivos tabix que
permiten ser analizados dentro de los software de analisis de exomas. Ambos
archivos (vcf y vcf.gz) fueron usados para generar un Unico archivo merge en el cual
se filtraron Unicamente las regiones correspondientes a los exones, y asi
posteriormente seleccionar los Unicamente los datos de los genes ATM, BRCAL,
BRCA2, CHEK2, EPCAM, HOXB13, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, PMS2 y TP53
sobre los cuales se observaron las variantes, y para las cuales se realizaron las
tablas y figuras correspondientes en el software estadistico R.

Para las variantes nuevas fueron filtradas las de tipo sinénimo, de tal manera que
se usaron las demas para su analisis en diferentes predictores del paquete
WANNOVAR, donde se seleccionaron para observar su posible efecto
MutationTaster, PolyphenDiv, PolyphenVvar, SIFT y FATHMM, destacandose las
variantes sugeridas como patogénicas con por lo menos tres de los cinco
predictores.
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5. RESULTADOS

El gen BRCA2 fue quien presentd el mayor nimero de cambios con un valor de 99,
seguido por MSH6 con 52, ATM con 48 y BRCAL1 con 47, mientras que EPCAM fue
el de menor variacion con 6 (Figura 1), para un total de 379 variantes encontradas
en este estudio, de las cuales 127 corresponden a cambios nuevos, mientras que
los 252 restantes ya cuentan con un reporte por estudios previos (Figura 2).

Figura 1. Numero de variantes en los genes ATM, BRCA1, BRCA2, CHEK2, EPCAM,
HOXB13, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, PMS2 y TP53
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El tipo de cambio mas frecuentemente observado fue las mutaciones no sinénimas

con una frecuencia de 159, seguidas por las sinébnimas con 86, las de parada con 4
y por ultimo las mutaciones de cambio de lectura con 3 (Figura 2).

17



Figura 2. Variantes nuevas y reportadas, frecuencia de aparicién y tipo de variante para
los doce genes de estudio
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De las variantes reportadas mas frecuentes para cada uno de los genes se destaca
en BRCA2 rs169547, rs206075, rs206076 encontrdndose en 158 de los 162
participantes, para ATM rs659243 en 158, TP53 rs1625895 en 153, PMS2
rs1625895 en 144, NBN rs709816 en 137, MSH6 rs3136367 en 136, EPCAM
rs1126497 en 123, CHECK2 rs5762757 en 121, BRCA1 rs799917 en 113 y MSH2
rs2303426 en 102 (Tabla 1).

Tabla 1. Variantes mas frecuentemente encontradas en los doce genes de estudio.

GEN SNP FRECUENCIA
rs169547 158
rs206075 158
BRCA2
rs206076 158
rs9534262 127
rs659243 158
rs228589 134
ATM rs148973142
rs3092850
rs3218681, 123
rs4987984
rs2066734 121
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rs1625895 157
TP53 rs1642785 145
rs1042522 141
rs2228006 144
PMS2 rs1805319 142
rs1805321 101
rs709816 137
rs2308962 108
rs3736639 108
NBN rs1805794 106
rs1063045 105
rs1061302 104
1s2234744 103
rs3136367 136
MSHG6 rs2234731 122
rs2020911 108
EPCAM rs1126497 123
rs5762757 121

CHEK2
rs5762756 113
rs799917 113

BRCA1
rs799905 112
MSH2 rs2303426 102

Acorde a la significancia clinica asignada segun el Clinvar: 126 de ellas son
consideradas probablemente benignas o benignas, 117 se reportan de significancia
incierta 0 no han sido probadas, 1 de ellas es probablemente patogénica
(rs28934578 en el gen TP53) y 8 son patogénicas (Figura 3), encontrandose para
estas ultimas que 3 de ellas dan origen a un coddn de parada, 3 causan cambio en
el marco de lectura, 1 es no sinbnima y la restante es sindnima (Tabla 2).
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Figura 3. Significancia Clinica acorde al ClinVar de las variantes encontradas en los doce
genes
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Tabla 2. Variantes patogénicas. Gen donde se encuentra, registro en dbSNP, nucleétido
que cambia, significancia clinica, resultado del cambio, frecuencia del cambio en la
poblacion.

Gen dbSNP Cambio Clinvar Funcion Frec. alélica
MSH2 | rs63751155 C>A Patogénico Parada 0.003086
MSH6 rs1800937 C>T Patogénico Sinénima 0.0216
PMS2 | rs63751666 GA- Patogénico Delecién 0.003086
PMS2 | rs63750871 G>A Patogénico Parada 0.003086
ATM rs3092857 A>G Patogénico | No sinénima 0.009259
BRCA2 C>G Patogénico Parada 0.003086
BRCA1 | rs80357975 | TTTC- Patogénico Delecion 0.006173
BRCA1 | rs80357600 T- Patogénico Delecion 0.003086

Variantes nuevas

De las 127 variantes, 35 de ellas son sugeridas como patogénicas con por lo menos
tres predictores y se presentaron en los genes MSH6 con 9, BRCA2 con 7, ATM y
PMS2 con 5, BRCA1 con 4, HOXB13 y CHECK2 con 2 y NBN con 1 (Tabla 2).
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Dentro de estas 53, 7 de ellas son patogénicas segun los cinco predictores (Tabla
3) y en su gran mayoria encontradas en el gen MSH6 (Tabla 4).

Tabla 3. Prediccion in silico de patogenicidad. Gen que presenta la variante
patogénica propuesta por minimo tres predictores, posicién en el cromosoma, nucledtido
gue cambia, resultado de los predictores y la frecuencia alélica de aparicién de la variante
en la poblacién.

Gen Posicién Cambio Mutation Polyphen Polyphen SIFT | FATHMM | Total Fr.

Taster Div Var Alelica

ATM chrll_108115708 C>A 1 1 0 1 0 3 0,00309
ATM chrl1l_108121486 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00309
ATM chrll 108160419 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00309
ATM chrll_108192084 A>G 1 1 1 1 0 4 0,00309
ATM chrll_108203504 G>A 1 1 1 1 1 5 0,00309
BRCA1 chrl7_41197804 C>G 1 1 1 1 0 4 0,00309
BRCAl chrl7_41246560 C>A 0 1 1 1 1 4 0,00309
BRCA1 chrl7_41246780 C>A 1 0 0 1 1 3 0,00309
BRCAl chrl7_41246847 G>A 0 1 0 1 1 3 0,00309
BRCA2 chrl3_32911803 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00309
BRCA2 chrl3_32911875 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00309
BRCA2 chrl3 32912190 C>A 0 1 1 1 0 3 0,00309
BRCA2 chrl3 32915111 A>C 0 1 0 1 1 3 0,00309
BRCA2 chrl3_32937572 C>A 0 1 1 1 1 4 0,00309
BRCA2 chrl3_ 32972524 C>A 1 1 0 1 0 3 0,00309
BRCA2 chrl3_ 32972531 C>A 0 1 1 1 0 3 0,00309
CHEK2 chr22_29095900 T>C 1 0 0 1 1 3 0,00309
CHEK2 chr22_29115394 T>G 1 1 1 1 0 4 0,00309
HOXB13 chrl7_46804202 C>A 1 1 1 1 1 5 0,00309
HOXB13 chrl7_46805792 C>A 1 1 1 0 0 3 0,00309
MSH6 chr2_48010452 C>A 1 0 0 1 1 3 0,00309
MSH6 chr2_48026000 C>A 1 0 0 1 1 3 0,00309
MSH6 chr2_48026321 A>T 1 0 0 1 1 3 0,00309
MSH6 chr2_48027638 A>G 1 1 1 1 1 5 0,00309
MSH6 chr2_48028064 T>C 1 1 1 1 1 5 0,00309
MSH6 chr2_48028067 C>G 1 1 1 1 1 5 0,00617
MSH6 chr2_48028067 C>A 1 1 1 1 1 5 0,00617
MSH6 chr2_48028093 C>A 1 0 0 1 1 3 0,00309
MSH6 chr2_48028115 C>A 1 1 1 1 1 5 0,00309
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NBN chr8_90983492 G>A 1 1 0 1 0 3 0,00309
PMS2 chr7_6013079 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00309
PMS2 chr7_6013096 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00309
PMS2 chr7_6013116 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00617
PMS2 chr7_6013138 C>A 1 1 1 1 0 4 0,00309
PMS2 chr7_6013139 A>C 1 1 1 1 0 4 0,00309

Tabla 4. Variantes patogénicas segun los cinco predictores. Gen que presenta el
cambio, posicion del mismo y nucleétido que cambia.

Gen Posicién Cambio
ATM chrll 108203504 G>A
HOXB13 chrl7_46804202 C>A
MSH6 chr2_48027638 A>G
MSHG6 chr2_48028064 T>C
MSH6 chr2_48028067 C>G
MSHG6 chr2_48028067 C>A
MSH6 chr2_48028115 C>A
6. DISCUSION

Multiples factores que incrementan el riesgo de padecer cancer de préstata han sido
reportados en la literatura, entre los cuales se destacan la raza, dieta, historia
familiar, factores ambientales y componentes hereditarios que aportan un 42% del
riesgo de desarrollar dicha patologia (Nakagawa 2013; Castro & Eeles 2012;
Alvarez et al., 2013; Valencia et al., 2017), siendo este el primer estudio en el
suroccidente colombiano para este ultimo factor, estudiado en una poblacion sana
para esta patologia; se encontré que el gen con mayor nimero de cambios para
ésta poblacion fue BRCA2, que ha sido considerado en la literatura como uno de
los pocos genes gue otorgan un alto riesgo de padecer cancer de prostata (Rand et
al 2016; Foulkes & Sugano 2016; Li et al., 2017) y al cual se le ha reportado un
papel importante en la reparaciéon de rupturas de doble cadena del ADN por
reparacion homologa, que es llevada a cabo gracias a su papel en la regulacion del
transporte intracelular y la actividad de la proteina RAD51 a la cual se le une
directamente; contrario a ello se indica que la deficiencia de BRCA2 conduce a
déficits en la segregacion cromosomica y anormalidades cromosomicas
inesperadas que se desarrollan después de varias divisiones (Gilkes & Sidney
2017), mientras que su regulacion negativa, mediada por pequefios ARN
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interferentes podria promover la migracion e invasion de las células cancerosas,
posiblemente a través de la regulacion positiva de la matriz metaloproteinasa
(Foulkes & Sugano 2016; Qiuvan et al 2017; Rong et al 2017 & Venkitaraman 2002).
Para BRCAZ2 algunas de las variantes mas frecuentes encontradas en este estudio
como rs169547, rs206075, rs206076 y rs9534262 coinciden al ser reportadas con
igual importancia por otros estudios, reconociéndose como los polimorfismos mas
comunmente encontrados (Cherbal et al., 2012; Chen 2015). Estas a su vez han
sido consideradas como mutaciones benignas (Chen et al., 2015; Argenio et al.,
2015), donde las tres primeras de ellas ya fueron reportadas para Colombia por
Arias et al (2015), y por su parte rs9534262 se considera una mutacion tipo
deleccion con una relevancia clinica desconocida segun Argenio et al (2015),
mientras que se describe como benigna por el ClinVar. Cabe resaltar la importancia
de esta al ser un QTL de importancia significativa dado que regula los niveles de los
transcritos alternativos de BRCA2 (Ruiz 2014).

El segundo gen con mayor variaciéon fue MSH6, el cual junto con otros genes MMR
(MLH1, MSH2 y PMS2), BRCA1 y 2 son candidatos clasicos para PCa; estos MMR
contribuyen a la estabilidad gendmica al tener como funcién la correccion de pares
de base del ADN, puesto que forma un heterodimero con MSH2 que reconocen y
se unen a lo largo de la regiébn no coincidente; ademas estimulan apoptosis en
respuesta al dafio del material genético que se ha generado ya sea por agentes
fisicos y/o quimicos (Hegan et al., 2006). Cuando la proteina MSH6 esta ausente o
no es funcional, el nimero de errores que quedan sin reparar durante la division
celular aumenta sustancialmente, estos se acumulan a medida que las células
contindan dividiéndose, lo que puede hacer que las células funcionen de manera
anormal, aumentando el riesgo de formacion de tumores en el cuerpo; ya el
siguiente gen con mas cambios fue ATM, al cual se le vincula con el control en la
division celular, donde actla al detectar un dafio en el material genético activando
varios mecanismos que conducen ya sea a la detencién del ciclo celular,
remodelacion de la cromatina, reparacion del ADN o la apoptosis (Cui et al., 2017;
Li et al., 2013). Ademas, puede considerarse el transductor principal en el proceso
de reparaciéon de rupturas de doble cadena, donde recluta y coopera con otras
proteinas sensoras como 53BP1 (proteina de unién a p53) y BRCAL, siendo este
altimo el cuarto gen con mas variantes y asociado con un mayor riesgo de PCa
esporadico (3,5 veces), dado que para las mutaciones de la linea germinal solo se
han observado en el 0,44% de los casos de PCa (Castro & Eeles 2012; Choi et al.,
2016; Cavanagh 2015).

A su vez, se reporta por el Consorcio de Vinculacion del Cancer de Mama (BCLC)
gue los hombres de 65 afios portadores de mutaciones en el gen BRCA1 reportan
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un incremento en el riesgo de PCa con un riesgo relativo de 1,82. Este gen esta
ligado a una serie de procesos celulares como la respuesta y reparacion del dafio
del ADN (Li et al., 2013; Cavanagh 2015; Dunn 2017; Bujele et al., 2017), regulacién
transcripcional, modelamiento de la cromatina y siendo este clave en los sistemas
de control celular al estar implicado en todas las fases del ciclo, de tal manera que
puede bloquear la proliferacion celular y fomentar la apoptosis de células con un
alto riesgo de transformacion maligna (Cavanagh 2015; Dunn 2017). BRCAL se une
a BRCA2, TP53 y RAD51 entre otras proteinas asociadas con el ciclo celular y las
vias de respuesta al dafio del material genético, las células que carecen de una
proteina BRCAL funcional no son capaz de ser detenidas en fase G2 del ciclo celular
después del dafio del ADN y son deficientes en la reparaciéon acoplada a la
transcripcion, al igual que para BRCA2 este gen esta asociado al mantenimiento
de la estabilidad cromosomica y la reparacion de rupturas de doble henra mediada
por recombinacion homologa (Gilkes & Sidney 2017). Para este gen la variante mas
frecuente fue rs799917, un polimorfismo de tipo mutacion sin sentido (D”Argenio et
al., 2015) pero benigna segun Arias et al 2015, que se localiza en la secuencia
codificante del gen y altera su expresion afectando la interaccion de miR-638 con
ARNmM de BRCA1 (Shimizu et al., 2011) y esta asociada con el riesgo de padecer
cancer de mama, estbmago y eso6fago adicionalmente (Huo et al., 2009; Shimizu et
al., 2011; Wang et al., 2015).

Otro de los genes por destacar en este estudio fue NBN, el cual hace parte del
complejo proteico hMRE11/hRad50/NBN que participa en la iniciacion de una
respuesta a los dafios del ADN y esta vinculado a la reparacién de la ruptura de
doble cadena del mismo (Park et al., 2010; Berardinelli et al., 2013; Mehdinejad et
al., 2017). Este actta en la via de union de extremos no homologos como un sensor
de dafio del ADN y en la via de recombinacion homologa, participando en la
reparacion de ADN y en el punto de control del ciclo celular en la fase S (Park et al.,
2010). Para este gen se destaca dentro de las variantes mas frecuentes rs709816,
gue ha sido asociada con el cancer de vejiga (Park et al., 2010), rs3736639 que se
ha encontrado en una frecuencia ligeramente mayor en pacientes con leucemia
comparado con controles (Berardinelli et al., 2013), por otra parte se encuentra la
variante rs1805794 que presenta asociacion positiva en diferentes tipos de cancer
como el de vejiga ( Vineis et al., 2009; Lu et al., 2009), pulmén (Xu et al., 2012),
mama, nasofaringeo (Medina et al., 2003; Stern et al., 2010; Zheng et al., 2011),
osteosarcoma (Jin et al.,, 2015) y de prostata, para el cual se reporta que los
portadores GG para esta variante presentan un riesgo casi dos veces mayor de
desarrollar cancer de prostata, lo que sugiere un papel relevante de NBN en la
progresion del cancer de prostata (Medina et al.,, 2003). Otra de las variantes
destacadas para NBN es rs1061302, asociada con un mayor riesgo de cancer de
pulmén, laringe e higado; se destaca que los SNPs pueden afectar la unién
apropiada del complejo y asi alterar su capacidad para reparar o detectar las
rupturas de doble hélice del ADN (Park et al., 2010; Xu et al., 2012), aunque esta
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variante es considerada un polimorfismo sinénimo, el nucle6tido alterado puede
afectar la estabilidad del ARN mensajero, el empalme o la tasa de transduccion
(Park et al., 2010).

Finalmente es importante destacar las variantes nuevas encontradas y en especial
las 53 potencialmente patogénicas para la poblacion Colombiana estudiada, donde
se destacan con siete al ser sugeridas patogénicas por todos los predictores usados
en este estudio, las cuales se ubicaron en los genes ATM, HOXB13 y MSH®6;
fuertemente asociados con el cancer de prostata dado que pueden aportar en el
riesgo de desarrollar dicha patologia en esta poblacion, sin embargo para poder
sustentar dicha idea deben realizarse mas estudios, que incluyan una mayor
cantidad de participantes y en lo posible hacerlo de manera aleatoria para obtener
representatividad en los resultados y asi tener informacién mas exacta y precisa de
lo que esta ocurriendo en nuestra poblacion.

25



7. CONCLUSIONES

Se reportan los genes BRCA2, MSH6, ATM y BRCA1 como los genes que
presentan mayor nimero de variantes para esta poblacién del suroccidente
colombiano

Las variantes mas frecuentes encontradas son no patologicas resaltando
rs169547, rs206075, rs206076 y rs9534262.

Se encontraron variantes ya asociadas a diferentes tipos de cancer como
rs799917, rs3736639, rs1061302 y rs1805794, siendo esta ultima del gen
NBN vy la cual esta fuertemente asociada con el desarrollo de céncer de
préstata.

Esta poblacion de estudio aporta 127 variantes nuevas en los genes ATM,
BRCA1, BRCA2, CHEK2, EPCAM, HOXB13, MLH1, MSH2, MSH6, NBN,
PMS2y TP53.

Se sugieren 7 variantes en los genes ATM, HOXB13 y MSH6 como
patogénicas acorde a cinco predictores ampliamente usados acorde a la
literatura.
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8. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Este es el primer estudio realizado en la poblacion del suroeste de Colombia, lo cual
es extremadamente importante para iniciar la caracterizacién de nuestra poblacion
entorno a estos doce genes vinculados al riesgo de desarrollar PCa.

Se identifican variantes nuevas formaran parte de las ya reportadas en todo el
mundo y asi hacer un aporte global en la investigacion, ademas de proponerse unas
posibles patogénicas sobre las cuales pueden dirigirse nuevos estudios.

Con respecto a las limitaciones, es importante mencionar el recurso econémico

como un factor relevante, ademas del interés de las personas en participar en el
estudio y el tiempo de duracién de los mismos.
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