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Resumen

Introduccion

El cancer de prostata (Ca P) es el cancer mas frecuente diagnosticado
en hombres mayores de 65 anos. La interleucina 2 (IL-2) es una
inmunolinfocina que tiene un papel importante en la vigilancia
inmunologica antitumoral. Existen dos polimorfismos en la secuencia
del gen de la IL-2, una silente y otra mas en una regiéon promotora.

Objetivo
Establecer si existe una asociacion en una de las formas mutadas de
este polimorfismo y el diagndstico de Ca P.

Material y Métodos
Estudio prospectivo de casos (Ca P) y controles (HP) en una cohorte
de 7 anos. Determinamos por técnicas de estudio del ADN el

polimorfismo (PCR y fragmentos de restriccion e inmohistoquimica)
del gen de IL-2.

Resultados

Analizamos 105 pacientes con un seguimiento promedio de 73.1
meses, 53 con HP (50.5%) y 52 con Ca P (49.5%). La distribucion del
alelo TT, TG y GG qu representaron el 58.1, 39 y 2.9%
respectivamente. El fenotipo mutado se encontré en 17 (32.1%) y el
no mutado en 36 (67.9%) de los pacientes con HP y en 27 (51.9%) y 25
(48.1%) en los pacientes con Ca P con una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.049) y una OR de 2.28 veces
mayor el riesgo de tener Ca P en los portadores de la mutacion.

Discusion

Esta mutacion puede reflejar alteracion estructural o cuantitativa de
la IL-2, que diminuye la inmunovigilancia como defensa para
neoplasias malignas.

Conclusion

Encontramos una relacion entre una mutacion en el gen de la IL-2 y el
Ca P, no pudimos establecer una relacion con los factores de riego de
mal prondstico para esta neoplasia, quiza por el tamafo de la
muestra, por lo que consideramos validar este estudio con un mayor
numero de pacientes.
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Lista de abreviaturas

ADN

APE
especifico
BTRP-Us

prostata guiada por ultrasonido
CaP

acido desoxirrubonucléico
antigenos prostatico

biopsia trans-rectal de

cancer de prostata (para los

fines de este estudio siempre es adenocarcinoma)

ELISA
enzimatica
HP

INNSZ

Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran

IL 2

Inhibidor LH-RH
luteinizante

IHQ

LAK (células)

linfocinas

PCR

polimerasa

PB

RFLP

fragmento de restriccion
ARNmM

RT-PCR
polimerasa/transcriptasa inversa
PsSN

nucledtido

TIL

tumor

Analisis de tincion inmuno-

Hiperplasia prostatica
Instituto Nacional de Ciencias

Interleucina 2
Inhibidor de hormona

Inmunohistoquimica
Células asesinas activadas por

Reaccion en cadena de

Pares de bases
Polimorfismo a lo largo de un

acido ribonucléico mensajero
Reaccion en cadena de

Polimorfismos de un solo

Linfocitos infiltrantes de



l. Introduccion

El cancer de prostata (Ca P) es una entidad patoldgica con una
elevada incidencia, es el cancer mas frecuentemente diagnosticado
en hombres en varios paises desarrollados, especialmente en paises
occidentales. La incidencia ha aumentado entre las décadas de los
ochentas y noventas, en gran medida como resultado de la
introduccion de pruebas diagnosticas de deteccion como el antigeno
prostatico especifico (APE); si bien la incidencia ha aumentado en
pacientes de menor edad (<65 anos) asi como los estadios bajos; ésta
ha disminuido en pacientes de mayor edad, asi como la enfermedad
metastasica. La incidencia se ha duplicado, de 86 a 179 por 100,000
habitantes por afio en Estados Unidos . Aunque la mortalidad habia
aumentado hasta hace una par de décadas, ahora parece disminuir,
sin embargo el cancer prostatico clinicamente evidente aun afecta 1

de cada 6 norteamericanos.



En México el Ca P es la neoplasia maligna mas frecuente en la
poblacion masculina mayor de 65 afios, con una tasa de prevalencia
de 71.7 por 100,000 habitantes. Con una mortalidad de 14.8% que va
en aumento (de 2.79 a 3.75 por 100,000 habitantes) representando la
muerte en 22 de 100 pacientes *'.

Las pruebas de deteccion como APE y el tacto rectal permiten
sospechar tempranamente esta neoplasia, basta sefnalar que con un
periodo de hasta cinco afos, una elevacion del APE puede preceder a
los sintomas clinicos relacionados con el Ca P.

La confirmacion diagnoéstica de malignidad se obtiene a través de la
biopsia trans-rectal guiada por ultrasonido (BTRP-Us), y no por si solo
por el ultrasonido; el objetivo principal es obtener material
representativo de todos los segmentos de dicho érgano, lo que por
otros métodos no se alcanza ™.

En pacientes mayores de 60 anos con APE elevado sin evidencia
clinica o de laboratorio de inflamacion o infeccion se puede
encontrar Ca P hasta en el 33%'*

La estirpe mas comun de todas las series de los Ca P es el

adenocarcinoma.



Si bien, la deteccion temprana de Ca P mejora las posibilidades de
curacion, ésta solamente ha tenido un impacto discreto en la
sobreviva especifica de esta neoplasia *.

Existe un subgrupo de paciente con Ca P que posiblemente la
deteccion temprana no necesariamente tenga una repercusion a largo

plazo en la sobrevida, aun sin tratamiento.

La interleucina 2

La interleucina (IL-2) es una proteina de 15.5 kD que en el humano
tiene 133 aminoacidos con diferentes grados de glucosilacion *'. Es
producida por los linfocitos T activados y tiene potentes efectos
inmurreguladores sobre diferentes células del sistema inmune *°. El
acido ribonucléico mensajero (ARNm) se detecta dentro de los
primeros 30 minutos de la estimulacién de las células T “. La
transcripcion del gen parece depender de la estimulacion continua ¥/,
el nivel de produccion maxima constante es alcanzado tras cuatro a
ocho horas de la estimulacion. Se atribuye a esta interleucina la
funcién de potente inductor de la actividad de los linfocitos T

humanos. Administrar IL-2 a dosis altas produce, segiin modelos



animales ” 2*, un efecto antitumoral cuyos mecanismos son, entre
otros, la induccion de la proliferacion de células linfoides y la
generacion in vivo de células asesinas activadas por linfocinas (LAK)
30, 37.

En el Ca P la administracion de IL-2 ocasiona una disminucion de
cinco veces los valores del ARNm del APE expresado por las células en
modelo in vitro LNCaP y afecta muchas de las propiedades de
invasion y del fenotipo metastatico " ¥’. La transferencia de acido
desoxirribunucléico (ADN) complementario para el gen de IL-2
humano, por via de vectores retrovirales en células tumorales *
produce remision de tumores en estadios avanzados * e inclusive la
muerte celular de células neoplasicas subsecuentemente
administradas'’. Probablemente con inmunidad protectora
prolongada * como consecuencia de activacion de linfocitos
citotoxicos y otras células efectoras *. Con estos hallazgos se ha
utilizado la IL-2 como marcador independiente de remision en el

cancer de urotelio '

, ¥ se prueba también en cancer renal en
estudios pilotos * “.
En el Ca P existen modelos in vivo en los que transfectando (es decir

insertando material genético para la expresion de esta linfocina por



medio de vectores) células con el ADN complementario de IL-2
humano, se generaron: 1. grandes cantidades de IL-2 sin aparentes
efectos toxicos. 2. regresion total de células tumorales mostrando
infiltrado linfocitario al 2° dia y necrosis al 6°, lo que indica que la IL-

2 genera efectos antitumorales 2" %,

Disminucion en el nimero de células IL-2 positivas en el tejido
prostatico de sujeto con cancer prostatico.

En un estudio transversal, hemos descrito la asociacion entre una
menor intensidad y numero de linfocitos inmunopositivos para IL-2

detectados por inmunohistoquimica (IHQ) y el riesgo de Ca P.

Tabla1
Distribucion de los 116 sujetos de estudio por cuartiles celulares IL-2
positivas
Cuartiles de NUmero Ca | Nimero HP | Num de Sujetos por
celulas P cuartil
Q1 27 (46.6%) 2 (3.4%) 29 (25%)
Q2 24 (41.4%) | 12 (20.7%) 36 (36%)
Q3 7 (12.1%) | 16 (27.6%) 23 (19.8%)
Q4 0 28 (48.3%) 28 (24.1%)
Total 58 (50%) 58 (50%) 116 (100%)
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Por cada cuartil que incrementa el nimero de células positivas el
riesgo de desarrollar cancer aumenta 7.55 veces *.

No sabemos si en el humano el Ca P se asocia con la presencia de un
mutacion, una de las formas polimorficas del gen de IL-2 en uno o
mas locus.

Quizas esta u otras condiciones expliquen la disminucién en la
cantidad de esta proteina producida por los linfocitos T, de acuerdo
con nuestro trabajo previo. Esta disminucion puede ser regulada en
su transcripcion o por alteraciones estructurales de la proteina que

expliquen una funcion disminuida de la citosina.

Polimorfismo del gen de IL-2

El polimorfismo genético es la ocurrencia en la poblacion de dos o
mas alelos en un locus y con frecuencias mayores de las que puedan
ser mantenidas por mutacion: los polimorfismos son las diferencias
genéticas que proporcionan una variacion entre especies.

Existe material genético altamente preservado a lo largo de la
evolucion, sin embargo también existen formas variantes que no
necesariamente representan alguna alteracion patologica, a esto se

le llama polimorfismo.
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En la practica, es dificil conocer la frecuencia de un alelo mantenido
por mutacion, de tal forma que una definicién de polimorfismo
frecuentemente utilizada es la presencia de los alelos mas comunes
en un locus con una frecuencia menor al 99%. Figura 1.

Dado que todos los polimorfismos finalmente reflejan alteraciones en
la secuencia de ADN, estas pueden ser demostradas a través de la
tecnologia del ADN para proteinas alteradas, enzimas, antigenos, etc.
Ademas, algunas caracteristicas fisicas anormales pueden indicar un
polimorfismo. La clasificacion de un polimorfismo se puede hacer por
lo siguientes métodos de deteccion:

a. Polimorfismos de ADN. Se identifica mediante la deteccion
directa de la secuencia de ADN alterado.

b. Productos del gen alterado que pueden o no tener repercusion
clinica y que pueden ser detectados por la identificacion de sus
productos alterados.

c. Alteraciones en las caracteristicas fisicas (el término
polimorfismo comUnmente se aplica a mutaciones no peligrosas
mas que a mutaciones causantes de enfermedad.)

d. Heteromorfismo cromosomico

12



El estudio de polimorfismo representa una herramienta clinica

cuando es utilizado como marcador genético.

Se describieron dos polimorfismos de un solo nucleotido (PsSN) en
las posiciones +116 y -330 de la secuencia del gen de IL-2, la
primera es una mutacion silente en el péptido lider y la segunda
ocurre en la region del gen promotor y puede, por lo tanto, tener

influencias en los niveles de produccién de citosina */.

Locus

Alelo 1

Alelo 2

Figura 1. Representacion esquematica de dos alelos comunes en
cuya secuencia se encuentra un locus con un polimorfismo (dicha
denominacién polimdrfica solo se podria aplicar con una
frecuencia poblacional menor al 99%)
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Tabla 2

Frecuencia de los alelos de IL-2 polimorfico -330 de 79 sujetos
caucasicos no relacionados

Forma del alelo 158 alelos (100%)
T 115 (72.8%)
G 43 (27.25)
Forma del genotipo 79 genotipos (100%)
1T 42 (53.2%)
GT 31 (39.2%)
GG 6 (7.6%)

Este polimorfismo tiene dos alelos comunes, lo que lo hace un
marcador ideal para estudios genéticos y lo utilizamos para
describir la asociacion de la forma mutada del gen de la IL-2
directamente con una enfermedad neoplasica en sujetos
mexicanos.

El Ca P tiene una frecuencia hereditaria entre el 3 y el 10 de los
casos y se caracteriza por presentacion a edades tempranas 3 se
han estudiado familias con estas caracteristicas encontrandose
heterogeneidad en locus del cromosoma 1 (1q24-25) '**, patron
hereditario vinculado con el cromosoma X *°, asi como multiples
locus de susceptibilidad, sugiriendo con esto que existen mas de

un gen alterado para esta presentacion *.




Estudios recientes demuestran un patréon hereditario de agregacion
familiar, presentes también en cancer de colon y mamario, para el
cancer espontaneo que representa el 95% de los casos. Se han
estudiado multiples variantes comunes (polimorfismos) que tengan
un origen genético comdn tanto en el cancer espontaneo y
familiar, como lo demuestra el gen VHL para cancer de rifon,
como son los genes que codifican para el receptor de androgenos
0 de APE, de 5 alfa reductasa tipo 2 ', del citocromo P450, del
receptor de la vitamina D %, de 5 glutation-transferasa 'y
HPC2/ELAC2 * y alteraciones en el cromosoma 8 ' 2,

Teniendo como resultado que existen pocas definiciones en los
patrones genéticos de Ca P, otorgandole a esta patologia una

caracteristica un patron multifactorial.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) Con esta técnica de
amplificacion del ADN solo se requieren una cuantas copias de un
fragmento de ADN inicial, con previo conocimiento, de al menos,

parte de la secuencia a ser amplificada, para obtener millones de
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copias de una secuencia especifica en unas cuantas horas sin ser
purificado del resto de la molécula de ADN.

El desarrollo de la técnica de PCR ha conducido al desarrollo de
dos importantes métodos utilizados para detectar cambios en una
sola base de genes humanos. Una de ellas es la hibridacion alelo-

especifica de oligonucleétidos (ASOP) y la segunda es la SSCP.

El polimorfismo conformacional en hebra unica (SSCP) del ADN
amplificado por PCR depende de la tendencia a formar puentes de
hidroégeno intramoleculares del ADN de una sola hebra. La
movilidad electroforética de una molécula de ADN en un sistema
de gel no desnaturalizante es funcion de su conformacion y
longitud. Si una mutacion puntual afecta los puentes de hidrogeno
intramoleculares y la estructura de tallo en asas (item-loop) del
ADN, afectara su movilidad electroforética. Asi, dos moléculas de
hebra Gnica que difieren en al menos una sola base, pueden ser
diferenciadas por analisis de SSCP, una de las mayores ventajas del
analisis es que puede ser realizado aunque la mutacion en el gen

analizado se desconozca. La mayor de sus desventajas es que

16



cualquier tipo de polimorfismo es detectado, este o no relacionado

con la enfermedad estudiada.

Fragmentos de restriccion a lo largo de un gen polimérfico
(RFLP)

Del inglés: restriction fragment length polymorphism. Una forma
de variacion hereditaria del ADN y que afecta la longitud de los
fragmentos de ADN para un determinado locus cuando es sometida
al tratamiento con enzimas de restriccion (ejemplo: Mae |, EcoRl,
Taql). La variacion en la longitud se da como consecuencia de la
creacion de un nuevo sitio de restriccion, la eliminacion de uno ya
existente, o mediante las inserciones o deleciones que producen
variaciones en la longitud del ADN entre sitios de restriccion
constantes para la actividad enzimatica de restriccion (ver Figura
2). Los RFLP son transmitidos en una forma simple co-dominante;
se pueden detectar por Southern blot o por analisis de fragmentos
de ADN generados por la actividad de la reaccion en cadena de la
polimerasa. Se han usado en estudios de ligamiento y de mapeo

genético.
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G T v+ *+ v AT
_324.325-326—327-328-32 30

Mael

6 T T ¢c 1T AG
.324-325-326-327-328-320.33(

Figura 2. Ejemplo de la creacion de un nuevo sitio de restriccion,
mediante la insercion o delecion de una base entre sitios de
restriccion constantes para la actividad enzimatica de restriccion y
con esto obtener fragmentos de restriccion especificos.

Criterios para establecer que el cambio de una base en un gen
es causa de una enfermedad. Para determinarlo en un analisis de
SSCP, se deben llenar dos criterios:

1. Que el cambio resulte en un aminoacido alterado en una
proteina o el que aparezca un codon de terminacion en el ARNm.
2. Si un solo alelo alterado es necesario para la aparicion de un
fenotipo alterado (enfermedad), entonces el tipo de herencia se
denomina dominante. En cambio si es necesario que los dos alelos

estén alterados para que el fenotipo esté alterado (aparicion de la

enfermedad) entonces el tipo de herencia es recesiva.

18



Il. Justificacion

Nuestro grupo ha descrito las diferencias en el nimero de células
positivas contra la IL-2 en el tejido prostatico humano de sujetos
con Ca P e hiperplasia prostatica (HP) *. Los niveles detectados de
dichas células positivas a la citosina tienen asociacion de riesgo
para el desarrollo de Ca P. No sabemos si las diferencias
encontradas entre ambos grupos sean debidas a una alteracion del
gen IL-2 o solo consecuencia de cambios postranscripcionales.

Se han detectado nuevos polimorfismos en un solo nucledtido
(PsSN) del gen de IL-2 en las posiciones -330 y +166 */, el primero
relacionado al sitio del promotor. El polimorfismo en el sitio -330
presenta dos alelos, lo que lo hace un marcador idoneo para
estudios genéticos.

La descripcion de la frecuencia de las formas mutadas (GG, GT,
TG) en el polimorfismo es un solo nucledtido, en el sitio -330 del
gen de IL-2 en dos poblaciones mexicanas, una con Ca P y la otra
sin este, tiene una gran importancia para explicar las diferencias

de IL-2 detectadas en el tejido prostatico de sujetos con y sin

19



neoplasia. Ya existe una descripcion de la prevalencia de un
polimorfismo bialélico (G, T) de un solo nucleotido (PsSN) en el

gen de IL-2 en la posicion -330 estudiando sujetos con evidencia

histologica de Ca P y HP.

lll. Objetivos

Objetivo general:

El presente trabajo intenta describir la asociacion entre la forma
mutada del promotor del gen de IL-2 y la aparicion de Ca P a lo

largo de un seguimiento de 7 anos.

Objetivos especificos:

1. Comparar la frecuencia de individuos homocigotos para la
forma silvestre (-330 T) entre los sujetos que cursen con
elevacion de APE por arriba de 40 ng/ml (10 veces mayor que el
valor de referencia) al momento de diagnosticarse, con la de

los sujetos con APE de 40 ng/ml o menor.
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2. Describir una posible asociacion entre una menor frecuencia de
individuos homocigotos para forma silvestre (-330 T) en los
sujetos con la etapa clinica Ill o mayor del Ca P al momento del
diagnostico histopatologico.

3. Describir una posible asociacion entre una menor frecuencia de
individuos homocigotos para la forma silvestre (-330 T) en los
sujetos con diagnodstico histopatologico de Ca P con suma de
Gleason 7 o mayor del adenocarcinoma al momento del
diagnostico.

4. Describir la posible relacion entre frecuencia de individuos
homocigotos para la forma silvestre (-330 T) con la evolucion
favorable (vivo libre de actividad del adenocarcinoma) a 6 anos

del momento del diagnostico histopatologico de Ca P.

IV Hipétesis
Hipotesis general
1. Existe mayor frecuencia del alelo (-330 T) en Ca P al

compararlo con la del alelo (-330G) en los sujetos con HP.
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a. Hay mayor prevalencia de la forma homocigoto silvestre (-
330 TT) que la forma mutante homocigota (-330 GG) en el
grupo de los sujetos con evidencia histologica de HP.

b. Hay mayor prevalencia de la forma homocigoto silvestre (-
330 TT) que la forma mutante heterocigota (-330 GT) en

el grupo de los sujetos con evidencia histoldgica de HP.

V. Material y métodos
Definicion del diseno de estudio

Estudio de casos y controles anidado en una cohorte

Elegibilidad
La poblaciéon de estudio:

1. Todos los sujetos sometidos a determinacion del polimorfismo
de la region -330 del promotor del gen de interleucina 2
después de la obtencion de fragmentos de tejido prostatico por
cualquier método (biopsia trans-rectal, reseccion trans-uretral,
prostatectomia suprapubica trans-vesical, prostatectomia
radical retropubica).

2. Pertenecientes a sujetos de sexo masculino.

22



3. Que cuenten con diagnostico histopatoldgico de novo de
adenocarcinoma o de hiperplasia prostatica.

4. Que cuenten con registro del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ)

5. Sin ningln tipo de bloqueo androgénico, médico (inhibidores
LH-RH, antiandrogenos centrales o periféricos o estrégenos) o
quirudrgico (orquiectomia).

6. En cualquier estadio clinico patoldgico.

Definicion de enfermedad. Se clasificara como portador de
adenocarcinoma de préstata o hiperplasia de prostata a todo aquel
en quien el analisis histopatologico demuestre cualquiera de los
siguientes criterios: 1. cambios morfoldgicos caracteristicos si son
determinados por el patologo (INNSZ).

Por lo tanto el grupo con cancer debera dividirse de acuerdo al
espectro clinico en estadios locales y avanzados de la enfermedad

segun la clasificacion TNM.

23



Criterios de inclusion

1. Sujetos masculinos de cualquier edad.

2. Con registro del INCMNSZ

3. Con diagnostico hiperplasia o cancer prostatico en tejido

4. Que haya sido sometido a determinacion de polimorfismo de la

region -330 del gen de IL-2 antes de 2000.

Criterios de exclusion
1. Que no cuenten con material parafinado suficiente (un bloque

como minimo) de tejido prostatico para la realizacion de los cortes

de IHQ.

Criterios de eliminaciéon (exclusion o transferencia a posteriori)

CaP

Se eliminaron del grupo casos a los sujetos que tuvieron alguna de las
siguientes situaciones: 1. cuyo diagnostico inicial de adenocarcinoma

se corrobord y correspondi6 a cualquier otro diagnostico diferente.
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HP
Se transfirieron del grupo control al grupo caso a todos los pacientes:
1. cuyo diagnoéstico histologico inicialmente de hiperplasia se cambi6

al de adenocarcinoma por un patélogo y en forma y ciega.

Observaciones (variables)

e Las variables determinadas en el estado basal son: a)
diagnosticos histopatoldgico a lo largo de un seguimiento, b)
APE, c) grado de diferenciacion de la neoplasia, en el grupo Ca

P, d) Estadio clinico, e)Estadio patoldgico

Definiciones operacionales

Enzimas de restriccion. Una enzima bacteriana que corta una
secuencia de ADN dando una secuencia especifica de pares de
bases que estén presentes.

Sitios de restriccion. Secuencia de 6-8 pares de bases donde las
enzimas de restriccion cortan, una mutacion de este fragmento
causara un patron de corte alterado generando lo que se conoce

como RFLP.
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Estadio clinico.- El asignado de acuerdo con el método A, B, C, D
propuesto como TNM.
Gleason.- Clasificacion histologica del grado de desdiferenciacion

del adenocarcinoma prostatico y corresponden a:

a) diferenciado Gleason 2-4
b) moderadamente diferenciado Gleason 5-7
c) mal diferenciado Gleason 8-10

Genotipo mutado.- El material genomico que tenga productos de
PCR de 126 y 26 pares de bases (PB) (mutado homocigoto).
Genotipo silvestre.- Aunque el concepto es adecuadamente
aplicado solo en organismos experimentales, los cuales si pueden
ser homocigoto para el alelo normal en todos los locus y los
estudios en humanos muestren que virtualmente cada persona es
portadora de algun alelo que pudiera ser causa de enfermedad
bajo ciertas circunstancias.

Denominaremos “genotipo silvestre” al material genético que no

se corte y cuyo producto de PCR sea uno de 150 PB.
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Patélogo INNSZ.- Un patologo que:

1) interprete aleatoriamente las laminillas (tincion hematoxilina y
eosina) con Ca P e HP para los fines de este estudio.

Patologo de referencia.- el (los) patdlogo (s) que analizo (aron) la

pieza de la manera habitual y que emitid (eron) un diagndstico

histopatologico sin ceguedad de la sospecha o diagnosticos

clinicos.

Procedimiento

Los pacientes se identificaron en el momento en que se realizo la
determinacion del fenotipo del promotor en la region -330 del gen
de IL-2 en una cohorte en el INNSZ.

1.- Se hizo una revision semanal desde marzo del 2000 a) Se
purifico el ADN de la sangre periférica y se realizaron ensayos con
enzimas de restriccién, a continuacion, b) se clasificaron los
genotipos

2.- Al captar un paciente con el diagnoéstico histologico de
hiperplasia; se captaron por un solo observador estandarizado del

expediente los datos clinicos y de laboratorio con la misma
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secuencia aleatoria y cegamiento al fenotipo que sus médicos

tratantes tuvieron.

Esquema de muestreo

A partir de su captacion (momento cero) cuando se tomo la
determinacion por RFLP de la region -330 del gen de IL-2, se
recolectaron los datos especificados en la hoja de recoleccion de

datos que a su vez se integro al expediente del estudio.

Estrategias de sorteo

El analisis genético, y seguimiento clinico fueron recopilados de
manera ciega e independiente para hacer tablas de datos
demograficos, clinicos, laboratorio y hacer el analisis de los

mismos de la misma forma.

Limite de error

Arbitrariamente se tomoé como limite del error ALFA 0.05.
De la misma manera el limite del error BETA se tomo6 como 0.10
(80% poder).

La razon de momios minima esperada fue de 2.0.
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Tamano de la muestra

Se baso el tamano de la muestra en la prevalencia de los
genotipos mutados -330 GT/GG previamente descrita en sujetos
caucasicos. Por lo tanto la prevalencia minima esperada para
sujetos con cancer la calculamos en 46.8% (0.46) para los sujetos
con adenocarcinoma, mientras que en los sujetos control se estimo
que la prevalencia esperada de positividad de los genotipos
mutados -330 GT/GG sea de 10% (0.1) con una Z alfade 0.05y Z

beta de 10 ®.

Estimamos entonces que con un tamano de muestra de 52 casos y
52 controles, podemos comprobar las hipotesis establecidas
usando como prevalencia de expuestos y no expuestos (0.46) y
(0.1) respectivamente.

Con un nivel de significancia estadistica de 0.05 y un poder

estadistico de 90%.
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Pruebas estadisticas

Las variables continuas se describen con promedio y desviacion
estandar como medidas de tendencia central y dispersion
respectivamente. Las variables en escala discreta se describen
con frecuencias absolutas y relativas. Se estimo la probabilidad
directamente con la prueba de Chi cuadrada considerando un valor
de 0.05 como significativo. Se estimé como medida de asociacion

epidemiologica la razén de momios (OR).

Medidas de seguridad
Manejo de pérdidas y transferencias
1) Todas las pérdidas de pacientes se reportaron con detalle de

causa.

Estrategias para preservacion de protocolo
Toda la informacion relacionada a la capacitacion de los
pacientes, sorteos, eliminaciones, transferencia y resultados

histopatologicos se integraron en una carpeta maestra.
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Ademas, se lleno una bitacora de las técnicas de PCR y RFLP con
los procedimientos de laboratorio, misma que se llend en la fecha
en la que se realizaron; asi como una hoja de seguimiento con la
descripcion de cada uno de los cambios clinicos o de laboratorio a

lo largo del seguimiento.

Manejo de los sujetos
El manejo de los sujetos estudiados con registro en el INNSZ corrio
a cargo de dicho Instituto de la manera habitual y no se modifico

en relacion a este estudio.

VI Recursos
1) Recursos humanos
Dr Pedro Palacios Sanchez, Dr Victor Figueroa Granados, Dr

Fernando Gabilondo Navarro

2) Recursos materiales
No se requirieron fondos adicionales. El instrumental de
laboratorio, equipo e instalaciones fueron facilitados por el

Departamento de Inmunologia, Reumatologia y Urologia.
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Los reactivos de laboratorio especiales fueron costeados

por los mismos departamentos.

VIl Consideraciones éticas

Segln la Ley general de Saludo con respecto a los aspectos
éticos de la investigacion en seres humanos, en su titulo segundo,
Capitulo |, articulo 14, IV parte, menciona que toda investigacion
“contara con el Consentimiento Informado y por escrito del sujeto
de investigacion o su representante legal”, excepto, segun el
articulo 23 del mismo capitulo “en el caso de una investigacion de
riesgo minimo”. La misma Ley considera en su articulo 17, a una
“investigacion de riesgo minimo” a estudios prospectivos que
emplean el registro de datos a través de procedimientos comunes
en examenes fisicos o psicologicos de diagnostico o tratamientos
rutinarios, entre los que se consideran extracciones de sangre por
puncion venosa en adultos en buen estado de salud y otras.
Dado que el estudio se realizo en tejido residual del material con
fines de diagndstico o tratamiento es enviado al Departamento de
Patologia. Los beneficios que el paciente recibio: a) revision del

caso por un patélogo experimentado, b) determinacion de la
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secrecion y probablemente la expresion de la citosina sin costo
alguno para el paciente, c) en material biologico previamente
almacenado, no se implica ninglin RIESGO adicional al momento
del diagnostico. A pesar de ello, se solicitd Consentimiento
Informado.

La Confidencialidad de la informacion obtenida del actual
protocolo de estudio quedo sometida a las normas que rigen la
investigacion en humanos y no podra ser utilizada fuera de dichas
normas. El estudio del genotipo puede tener efecto en la vida de
las personas y la informacion obtenida del estudio del ADN tiene
consecuencias a largo plazo. Por tal razon los datos genotipicos

seran conservados confidencialmente.

VIl Factibilidad

El Departamento de Urologia del INCMNSZ realiza semanalmente
mas de cuatro biopsias protaticas obteniendo igual cantidad de
especimenes de tejido prostatico. De éstos, cuando menos uno
corresponde a adenocarcinoma (20% aproximadamente) en algun

estadio.
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IX Resultados

Se analizaron 105 pacientes con una edad promedio de 73.1 +
8.9 anos y un tiempo de seguimiento promedio de 78.31 meses.
Cincuenta y tres con el diagndstico de hiperplasia y el resto, 52
pacientes con el de Ca P, representado el 50.5 y 49.5%
respectivamente. El pacientes 5.7% tenian una neoplasia sélida
asociada y el 1.9% una hematolodgica, 61% con antecedentes de

tabaquismo (Tabla 3).

Tabla 3. Describe las caracteristicas demograficas _ grupos

ia prostatica
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Tabla 4. Distribucion por antecedentes familiares para Ca P y Ca de
mama

Diagnostico | AHF Ca P AHF ca Padre/madre | Hermano/
mama hermana

CaP 7 3 4/2 3/1

HP 4 3 1

Total 11 (10.5%) | 3 (2.9%)

De los pacientes con cancer se documento un Gleason promedio de
6.42, (rango: 4-10) y metastasis por gamamgrama en 12 pacientes
(11.4%), en 9 pacientes se considero realizar serie 6sea debido a
duda diagnostica por este método diagndstico y solamente en un
paciente se encontraron datos de metastasis por este método.

El 10.5% tenian antecedentes heredo-familiares de Ca P y 2.9% de
cancer de mama (Tabla 4), el antecedente familiar de Ca P fue
casi el doble en los pacientes con este diagndstico a diferencia de
los que tenian HP. Se encontraron tres familiares con cancer
mamario solamente en el grupo de pacientes con Ca P.

La distribucion por APE por serie de biopsias, por RTUP y el ultimo
APE se valora en la Tabla 5 y la distribucion por diagndstico y

numero de serie de biopsias se valora en la Tabla 6.
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Tabla 5. Distribucion de APE al momento del diagnéstico y Gltimo

Caracteristicas | Nomero de  Promedio Rango DE
pacientes
Edad 105 73.1 (anos) 45-94 8.89
APE
APE Bx1 81 16.65 15.65
APE Bx2 26 18.20 13.04
APE Bx3 10 21.66 9.58
APE Bx4 3 21.33 4.61
APE Bx5 1 28.0
APE RTUP 27 9.44 7.45
Ultimo APE 92 6.75 14.44

Tabla 6. Distribucion por diagndstico y nimero de serie de biopsias

Serie de NUumero | Hiperplasia| Cancer Proliferacion
biopsias atipica

1 82 44 (41.9%) | 37 (35.2%) 1 (1%)

2 29 24 (22.9%) | 5 (4.8%)

3 10 8 (7.6%) 2 (1.9%)

2 3 2 (1.9%) 1 (1%)

5 1 1 (1%)

La distribucion por tipo de alelo fue en su mayoria TT con 61

pacientes, seguido por el tipo TG en 41 y en una minoria GG,

siguiente tabla. (Tabla 7).
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Tabla 7. Distribucion por el tipo de mutacion

Tipo de alelo NUumero Porcentaje
GG 3 2.9%
TG 41 39%
T 61 58.1%

El fenotipo mutado se encontrd en 17 pacientes que representan el

32.1 %, a diferencia del no mutado (o silvestre) que se hallo en 36

pacientes (67.9%) con hiperplasia prostatica, que al compararlo

con los pacientes con el diagndstico de cancer prostatico, 27

(51.9%) y 25 (48.1%), respectivamente; teniendo asi una diferencia

estadisticamente importante con una p menor de 0.05, (P=0.049)

Tabla 8.

El analisis estadistico mostro una razon de momios de 2.28 veces

el riesgo de tener cancer prostatico, con una p <0.041, con un

intervalo de 1.03 y 5.05, que caben dentro del rango.

Durante el seguimiento murieron 15 pacientes (1.8%), de los cuales

solamente 3 como consecuencia del cancer de prostata, cinco

37




murieron por otra causa a pesar de tener cancer prostatico y

existieron 7 muertes no relacionadas a esta neoplasia.

Tabla 8. Distribucion de tipo de alelo y diagndstico de Ca P y HP

Fenotipo silvestre
mutado
Si No
Hiperplasia prostatica 17 (32.1%) 36 (67.9%)
Cancer prostatico 27 (51.9%) 25 (48.1%)

Chi 7 p = 0.049

X Discusion

En este estudio prospectivo de cohorte a 7 anos de seguimiento en
pacientes con una forma mutada del gen de interleucina 2,
comparada con una forma no mutada del mismo, demostramos que
existe una asociacion significativa entre el diagndstico de cancer
prostatico con los portadores de esta forma mutada de la region
del gen de IL-2.

Durante el analisis de este estudio no encontramos diferencias
estadisticamente relevantes entre los dos grupos estudiados en
cuanto a edad, APE al momento del diagnéstico ni en el Ultimo
APE. Existieron casi cuatro veces mas neoplasias solidas asociadas

en relacion con neoplasias hematologicas, aunque no tenemos una
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explicacion para esta asociacion, quiza existe un riesgo bioldgico
innato para el desarrollo de neoplasias

Al establecer la comparacion de los antecedentes heredo-
familiares encontramos, una aumento en el porcentaje de
familiares de primera linea con cancer de prostata, especialmente
en el grupo con este diagnostico (10.5%), que como ya se ha
establecido en estudios epidemioldgicos, esto aumenta el riesgo
de padecer esta neoplasia de 2 a 3 veces. Casi el 3% tuvieron el
antecedente familiar de cancer de mama, que puede estar en
relacion con un defecto en la inmuno-vigilancia y
consecuentemente con el desarrollo de neoplasias malignas.

De igual manera encontramos que la biopsia de prostata pierde
rendimiento para hacer el diagnostico de cancer de prostata, es
decir, que el porcentaje de diagndstico en pacientes con alta
sospecha de este diagnostico (tacto rectal sospechoso o elevacion
del APE) disminuye considerablemente conforme aumenta el
numero de serie de biopsias, como ya ha sido descrito en multiples
estudios'’.

Un hallazgo importante, nunca descrito anteriormente, es que la

distribucion de tipo de alelos para el gen de la IL-2 en la poblacion

39



estudiada fue claramente similar a la de sujetos caucasicos, por lo
que podemos deducir que no existen diferencias raciales en este
gen que codifica para el gen de IL-2, lo que podria explicar que la
incidencia interracial entre las razas caucasicas y las latinas sean
similares, cabria por lo tanto estudiar esta distribucion en la raza
negra, que como sabemos tiene un riesgo mayor para padecer Ca
Ps

Un hallazgo, que a nuestro parecer es relevante es que al
comparar a estos pacientes en cohortes diferentes, a 6 mesesy a 6
anos, la incidencica de Ca P aumentoé de no ser relevante desde el
punto de vista estadistico a establecer una diferencia con el paso
del tiempo, existiendo asi un riesgo innato (genético) a desarrollar
Ca P; también creemos importante sefalar que las conversiones
ocurrieron solamente en el grupo con fenotipos mutados
(homocigotos GG o heterocigotos TG); que comprenden 5
pacientes, de los cuales tres se diagnosticaron en la segunda serie
de biopsias y los dos restantes en la tercera serie. Sin embargo no
sabemos si estos cinco pacientes que tuvieron inicialmente el

diagnostico de HP y después de Ca P, ya tenian Ca P pues si las
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biopsias se repitieron fueron por persistir con la sospecha de la
existencia de esta neoplasia.

Deducimos con esto que al tener la mutacion en el gen para IL-2,
esto con el paso del tiempo promueve una disminucién en la
inmunovigilancia, quiza debida a una alteracion funcional en esta
inmunocitocina, que dispone al sujeto en un riesgo elevado de
presentar Ca P.

Dentro de la teoria multifactorial de Knudson sobre el doble
“golpe” en la aparicion de neoplasias malignas, tomando en
cuenta como el primer “golpe™ la susceptibilidad genética y como
el segundo factores ambientales; quiza sea la mutacion estudiada
el primer “golpe™.

Si bien, establecimos una relacion entre el diagnostico de CaP y la
existencia de la mutacion del gen de Il-2; no encontramos una
relacion estadisticamente significativa entre esta mutacion y la
presencia de elevacion de APE por arriba de 40 o de 10 mg/dl, asi
como tampoco para un Gleason >8 , ni para un estadio patologico
>3; pero esto, probablemente debido al tamano de la muestra.

La inmunocitocina IL-2, junto con otras citocinas como interferon

alfa e IL-4 poseen un papel relevante en la defensa del organismo

4]



contra las neoplasias malignas, esto se ha demostrado en diversos
modelos clinicos, animales y celulares e inclusive se estudian,
actualmente de manera extensa como tratamiento de diferentes
neoplasias, incluyendo el cancer de prostata, melanoma, cancer
de mama, de pulmén, de rifién y de urotelio % ' 2631, 33, 34, 36, 39, 42.
Mediante un estudio previo demostramos que la interleucina 2 se
encuentra disminuida en los sujetos con cancer de prostata al
compararlo con un grupo control. Asi decidimos estudiar la posible
existencia de una alteracién genética que explique la observada
disminucion cuantitativa de interleucina-2 de manera que
aumente el riesgo de padecer cancer de prostata, como
consecuencia de disminucion de la inmuno-vigilancia por linfocitos
T,

La IL-2 actta promoviendo la expansion y reclutamiento de
linfocitos T, sobretodo de linfocitos T helper tipo . El uso
terapéutico que se ha dado consiste en la produccion de IL-2
recombinante que promueva la inmunidad contra el tumor

existente 2% 32

, 0 mas recientemente introducir el gen de IL-2
mediante un vector en las células que en un futuro evite algun

cancer especifico (vacunas) 2.
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Asi podremos con este estudio considerar la misma mutacién para
diferentes tipos de cancer aun no estudiados desde este punto de
vista.

Las repercusiones clinicas que puede tener es la identificacion
temprana de los pacientes con alto riesgo para desarrollar cancer
de prostata y consiguiente tratamiento. Por otro lado la medicina
genética a elaborado diversos modelos experimentales con
diferentes vectores para introducir un gen de IL-2 para activar una
respuesta inmune sin efectos toxicos sistémicos importantes, como
se ha visto hasta el momento cuando se aplica esta citosina en su

forma recombinante .

Xl Conclusiones

En este estudio prospectivo establecimos una relacion de tener Ca
P asociado con la presencia de una mutacioén en la region
promotora del gen de la inmunocitocina IL-2 en un estudio cohorte
a 7 anos. No encontramos un a relacion con factores de mal
pronostico para dicha neoplasia, quiza por el tamano de la
muestra. Por lo que ya estamos realizando consideramos un

estudio con un mayor numero de pacientes para obtener
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conclusiones consistentes con respecto a las hipétesis secundarias
que se intentaron contestar de manera parcial en el presente

estudio.
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XIII Apéndice 1

Flujograma

Diagnoéstico histopatoldgico de tejido prostético
20 ml de sangre

Identificacion de

sujetos expuestos
(CaP)

A 4

Obtencion de informacion clinica
a. Estadio Clinico-patoldgico
b. Grado Gleason
c. Tratamiento establecido

d. Presencia de infiltrado linfocitario

—

Identificacion de

| TN
SI\ /Sl

sujetos no
expuestos (HP)
A
Obtencion de informacién clinica
a. Presencia de infiltrado linfocitario
NO Eliminacion del analisis v

Tejido parafinado
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Inmunohistoquimica
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H&E interpretacion del
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patdlogo
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XIIT Apéndice 2

TNM Prostata

Normas para Ia Clasificacidn

La Clasificacion solo se aplica a los adenocarcinomas
El carcinoma de celulas transicionales de la prostata se clasifica como un tumer urstral.
Dabe existir confirmacion histologica de la enfermedad.
Los procedimientos para valorar la Clasificacion T M y M son:
Categoria T Exploracion fisica, tecnicas de Imagen. endoscopia. biopsia y test bioguimicos
Categoria N: Exploracion fisica y tecnicas de imagen.
Categoria M: Exploracion fisica, tecnicas de imagen, estudios esqueleticos y test biogquimicas
Los ganglios linfaticos regionales son los ganglies de la pelvis menor que. fundamentalments, on los ganglios iliopel
localizados por debajo de la bifurcacion de las arterias illacas primitivas
La lateralidad no afecta a las categorias N.

T: Tumor primario N: Ganglios linfdticos regionales M: Maotastasis a distanci
Tx  HNo se puede evaluar el tumor Nx No se pueden evaluar los ganglios Mx  No se pueden evaluar las n
primaric finfaticos regionales a distancia
TO  No hay evidencia de tumor NO No se demuestran metastasis MO Mo hay metastasis a distan
primario ganglionares regionales M1 Metastasis 8 distanch
T1 Tumor no evidente clinicamente, no | N1 Metastasis ganglios linfaticos - )
¥ /% 075 NG
palpable ni visible mediante regionales. Mts Gangliovs linfiticn/s i ragl
tecnicas de imagen, M1b Huesc/s
Tla Tumor detectado como hallazgo Mic Otrass localizacion/es

fortuito en una extension Mmenor o
iqual al 5% del tgjido resecado.

Tib Tumar detectado como hallazgo
fortuito en una extension mayor del
5% dil teido resecado

Tiec Tumor identificads mediante
puncion biopsica (por ejemplo a
consecuencia de un PSA elevado),

T2  Tumor limitado a la prostata.

TZ2a El tumor abarca la mitad de un
lobul o menos.

T2b Eltumor abarca mas de la mitad de
un lobudo pero No ambos lobulkos.

T2¢ El wumor abarca ambos labulos,

T3  Tumor que s extience a traves de
la capsula prostatica

T3a Extension extracapsular unilateral o
bilateral.

T3b Tumor que invade lafs vesiculals
seminalies.

T4 Tumer fijo o que invade estructuras
adyacentes distintas de las
vesiculas seminales: cuelio vesical
asfinter externo. recto, musculos
elevadores del ano y/o pared
pelvica.

Clasificacion anatomopatoldgica pTNM

Las categortas pT, pN y pM 2 corresponden con las categonas T N y M
No hay categoria pT1 porque @l tefilo es insuficients para valorar la categoria pT mas alta.

Grado histopatologico

GX No se puede evaluar ol grado de diferenciacion
G1 Bien diferenciado (anaplasia debil) (Gleason 2-4)

GZ Moderadamente diferenciado (anaplasia moderada) (Gleason 5-6)
G3-4 Pobremente diferenciado/indiferenciado {(marcada anaplasia) (Gleason 7-10)
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APENDICE |

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

CARCINOMA DE PROSTATA INCMNSZ

BASE DE DATOS ()

NOMBRE:

EDAD:

REGISTRO:

4.- Historia familiar de cancer de mama si( ) nmo ( ) quién

a = padre/madre

5.- Tabaquismo si (
.- Cirugias previas:

) no (

FECHA DE DIAGNOSTICO: 1
1 - Co-Morbilidades Otra neoplasia s6lida si( ) n

- Neoplasia Hematolégica si( ) no
3 Historia familiar de cancer de préstata si( ) no (

b = hermano/hermana
) Indice tabaquico: afios (

o ( ) cual

( ) cual

) quién

c = otro
) No. de cigarrillos (

)

7.- FECHA DE BIOPSIAS

(1) / /
8.- Dx. por BIOPSIAS
Transrrectales ( ) a

Dx:

9.- HPB ( )

Transperineales ( ) b
sin prostatitis

con prostatitis aguda

con prostatitis crénica

10.- ADENOCARCINOMA ( )

A5 ()

Lol

14 -Vesiculas seminales :

15 - NIP:

sin prostatitis
con prostatitis aguda
con prostatitis crénica
) 12.-

)
)
)

B-5: ()

Patrones de Gleason( ) y (

— — —
S S it
o oo

O T

—— — p— S ettt ot

) consumade ( )

16.- Dx. por CIRUGIAS

b PROSTATECTOMIA SIMPLE (

RTUP () a

c PROSTATECTOMIA RADICAL ( )

) TRANSVESICAL  (
RETROPUBICA
TRANSPERINEAL

RETROPUBICA
TRANSPERINEA

~ = -~

(



17- TRATAMIENTO

RTUP ( ) a I OBSERVANCION ( )d / /
ORQUIECTOMIA ( ) b | RADICAL ( ) e / /
BLOQUEO ANDROGENICO ( )¢ / | RADIOTERAPIA f [/ /
18.- OTROS FARMACOS
19.- INHIBIDOR DE PROSTAGLANDINAS (en los Ultimos 6 meses) -~

cual dosis 124 hrs Tiempo de administracion
20.- INMUNOSUPRESION si () no () cual dosis /24 hrs
21.- Diagnostico del patdlogo experimentado.-  Adenocarcinoma () a
Hiperplasia nodular( ) b
22.- Diagnéstico de referencia.- Adenocarcinoma () a
Hiperplasia nodular( ) b
23 - SumadeGleason ( )+ ( )= __
>4 - Grado de Diferenciacion Bien diferenciado 1-2 () a
Moderadamente diferenciado 3-4 ( ) b
Indiferenciado -9 ( )e
25 - INMUNOHISTOQUIMICA PARA IL-2
1°campo (V) Positivos ()
2°campo (V) Positivos ()
3°campo (V) Positivos ()
26.- INDICE = campos positivos = ( ) = ( )
campos estudiados (3 )
27.- EVOLUCION
Vivo sin evidencia de actividad tumoral ( ) a / /
Vivo con evidencia de actividad tumoral ( ) b ro 4
Muerto sin evidencia de actividad tumoral ( ) ¢ / /
Muerto por cancer de préstata ()d / /
28.- ESTUDIOS DE GABINETE Positivo ( + ) Negativo ( - )
a) Gama% ama 6seo’ / / Dx:
b) Serie Osea Metastasica’ / / Dx:
c) APE? (ltimo (en los 6 meses anteriores) FECHA I Valor
2= - OBSERVACIONES
Se sortet el paciente? si () numero consecutivo _ numero aleatorio
no ( ) porqué?
Se transfirié el paciente si ( ) Se sorted entonces?
" El ltimo resultado obtenido en los 6 meses anteriores o posteriores a la fecha del diagnostico histopatolégico de

Hnove.

? - - - " - . . . -
* El dltimo de los resultados obtenidos en los 6 meses anteriores a la fecha del diagnostico histoptatoldgico de novo
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