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INTRODUCCION

De todos los tipos de cancer que afectan a la poblacion masculina, el de
préstata (CaP) ocupa el segundo lugar en frecuencia a nivel mundial (WHO
2012). En las primeras etapas de la enfermedad, el cancer se limita a la prostata
y puede erradicarse evitando la propagacion y consecuente muerte del paciente,
por ello la importancia de las acciones de deteccion temprana para prevenir la
progresion de la enfermedad, determinar un riesgo aumentado y detectar los
primeros signos de cambio de una lesion pre-maligna a su transformacion
cancerosa (Andriole 2009).

En México, el cancer ocupa el segundo lugar como causa de muerte y el
de proéstata es la segunda neoplasia mas frecuente en el varon en edad post-
productiva (mayores de 65) con una prevalencia de 71.7 por 100,000 habitantes
(Sanchez-Barriga 2013). Durante la década de 1990 a 1999, la tasa de
mortalidad por esta enfermedad ascendi6é de 2.79 a 3.75 por 100,000 habitantes
y aunque no se cuentan con datos precisos, el Sector Salud considera que esta
tasa continla en aumento (INEGI 2008). De 1995 a 1999, el numero de
defunciones por CaP fue de 17,099, de las cuales el 87.3% correspondi6é al
grupo de 65 y mas afios, el 12.66% al grupo de 15 a 64 afios y el restante, 0.4%
a menores de 15 afios. De acuerdo con los datos de la Ssa un programa eficaz
de diagndstico temprano en las instituciones publicas del pais, evitaria casi 3,800
muertes por esta enfermedad en un periodo de 6 afios (Ssa,1999).

Actualmente el diagndstico se establece por estudios clinicos, de gabinete e
histopatolégico de biopsias con aguja delgada (BAD). Se estima que el

diagndstico por BAD no es concluyente del 1 al 24% de las biopsias lo que



requiere de repetir la BAD pudiendo ocasionar complicaciones diversas (Troyer
et al. 2004). Un método de presuncion diagnostica no invasivo ampliamente
usado en la préactica clinica es la cuantificacion de los niveles plasmaticos del
antigeno prostatico especifico (APE) cuya sensibilidad es del 70% al 80% y su
especificidad baja, solo del 30%. Niveles de APE mayores a 4ng/ml puede
asociarse a procesos inflamatorios, hiperplasicos 6 neoplasicos y sugiere la
realizacion de otros exadmenes para determinar si el cancer esta presente (Sun et
al. 2007).

Hasta la fecha no se cuenta con marcadores diagnosticos y prondésticos
precisos para CaP, si bien la determinacion de niveles séricos de APE es
ampliamente usada en la practica clinica, su baja sensibilidad y aun mas baja
especificidad hacen de este un método diagndstico poco preciso ya que del 20 al
30% de los individuos con CaP pueden tener niveles normales de APE (Agnihotri
et al. 2014). Es importante tener presente que la determinacién de niveles de
antigeno, tiene que ser considerada en el contexto de otros métodos de
diagndstico como el tacto rectal o la BAD. Por otra parte, los niveles de APE no
tienen una utilidad prondstica es decir no se ha encontrado alguna correlacion
constante entre los niveles de APE y las caracteristicas clinicas y anatomo-
patolégicas del CaP (Hoffman et al. 2002; McKenzie et al. 2011; Wang et al.

1979)



[I.  ANTECEDENTES

II.1 Anatomiay fisiologia normal de la prostata

La prostata es un 6rgano pequefio del tamafio de una nuez, es un organo

glandular y fibromuscular situado inmediatamente por debajo de la vejiga que
rodea la uretra formando parte del sistema reproductor masculino. La glandula
prostatica normal pesa alrededor de 20 gramos y contiene a la uretra posterior
gue mide entre 2.5y 3.0 cm de longitud. Segun su morfologia y funcion (McNeal
1972) se distinguen las siguientes zonas (Fig 1):
a) Zona central: en ella se desarrolla el 5% de el cancer de prostata
b) Zona muscular anterior: en ella solo existe muasculo y no desarrolla
enfermedad alguna.
c) Zona de esfinter interno: compone el mecanismo que cierra la uretra al
momento de la eyaculacion.
d) Zona periférica: es la zona mas grande de la préstata en un hombre joven, en
ella se desarrolla el 90% de los canceres de prostata.
e) Zona transicional: es la zona que forma el crecimiento benigno de la préstata
o hiperplasia benigna de a prostata, solo desarrolla cancer en un 5% de los
casos.

La estructura tubular que pasa por en medio de arriba hacia abajo, es la
uretra, conducto por donde sale la orina. La prostata tiene una delgada capsula
fibrosa debajo de la cual hay fibras musculares lisas circulares y tejido conjuntivo

gue rodea a la uretra. En lo profundo de esta capa yace el estroma prostéatico



a Zona central -
b Zona fibromuscular

¢ Zona de transcicion

d Zona periférica

e Region periuretral
| Ducto evaculador

Fig 1: Zonas de la prostata (De Marzo et al. 2007)

constituido por los tejidos conjuntivo y elastico asi como por fibras musculares
lisas. En el estan incluidas las glandulas epiteliales que se abren a conductos
excretorios de mayor tamafio que desembocan en el piso de la uretra
principalmente en el vero montanum y el cuello vesical (Smith, Tanagho, and
McAninch 1995). En el epitelio prostatico se pueden distinguir tres tipos celulares
segun sus caracteristicas morfologicas, su funcién y su relevancia para la
carcinogénesis: a) el epitelial luminal que es andrégeno dependiente, produce
proteinas secretorias como el APE y expresa al receptor de andrégenos (AR); b)
el de células basales, las que forman una capa continua y no producen proteinas
secretorias y c) el tipo neuroendocrino, independiente de andrégenos. Su
acumulacién en la capa basal es una caracteristica del CaP (Catalona et al.
1989).

La prostata secreta varias proteinas como: fosfatasa acida, seminina,
activador de plasminégeno y APE. EI APE es una proteasa de serina cuya
funcién fisiologica es disolver el semen coagulado. Un aumento en la sangre

acompafia frecuentemente a un crecimiento anormal de la glandula, por lo cual el



APE es el marcador mas usado por la mayoria de los urdlogos para la deteccion
del CaP. Existe en el suero en una forma libre, APE libre o unido a inhibidores de

proteasas, principalmente a-1 antiquimiotripsina (Wang et al. 1979).

II.2 Enfermedades de la prostata
[1.2.1 Hiperplasia benigna de la prostata

La hiperplasia benigna de la prostata (HBP) y el adenocarcinoma
prostatico son dos de los principales neoplasmas que afectan a la prostata. Estas
dos entidades constituyen la mayor proporcion de las patologias que afectan al
sistema urinario. La HBP es una enfermedad relacionada con la edad que se
manifiesta como una forma inocua de agrandamiento no neoplasico de la
préstata (100-200% de su tamafio normal). Esta presente en el 20% de los
hombres de 40 o mas afios de edad y la frecuencia de aparicion de esta
hiperplasia aumenta al 70% a los 60 afios (Smith, Tanagho, and McAninch
1995). La HBP se produce principalmente en la zona de transicién. Aunque el
origen exacto de esta enfermedad es desconocido, se proponen dos factores
importantes que la condicionan: a) la presencia de dihidrotestosterona (DHT) y b)
el envejecimiento. La aplicacion de DHT en pacientes con deficiencia de la
misma ocasiona el crecimiento de la glandula (Powers and Marker 2013).

En cuanto al envejecimiento, probablemente la HBP se origina por
cambios en los niveles séricos de testosterona que se abaten por una
disminucién del estimulo sobre las células de Leydig y por el aumento en la
conversion de testosterona en andrégenos en los tejidos periféricos. La funcién

de los androgenos y estrogenos en la induccién de la HBP es compleja y todavia
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no se entiende bien en su totalidad. Histologicamente, la HBP puede apreciarse
con la aparicion de nédulos microscépicos en el tejido periuretral en la zona de
transicion de la glandula prostatica a edades tan tempranas como a los 20 afios.
Durante el envejecimiento y en presencia de androgenos, el tejido hiperplasico
avanza a un estadio macroscéopico que se manifiesta por una glandula
agrandada a la palpacion y puede causar obstruccion urinaria (Abate-Shen and
Shen 2000).

Se han descrito muchas lesiones pre-malignas en el CaP. La neoplasia
intraepitelial prostatica de alto grado (PIN) y la atrofia inflamatoria proliferativa
(AIP) gue son potencialmente precursoras del cancer de préstata (De Marzo et

al. 1999) .

[1.2.2 Cancer de prostata
[1.2.2.1 Morfologia del tumor:

El CaP so6lo presenta sintomas cuando su tamafio incrementa y tiene
algun grado de invasion. El 68% de los canceres se desarrollan en la zona
periférica, un 8% en la zona central y un 24%. en la zona transicional (Ramon
and Denis 2007) La zona periférica es accesible al tacto rectal mientras que los
tumores que se desarrollan en las zonas central y transicional se valoran mejor
con la ecografia (Abate-Shen and Shen 2000).

El CaP tiene distintas etapas de progresion:
1. Enfermedad localizada, en la cual el CaP esta confinado dentro de la capsula
de la prostata y no se ha dispersado hacia otras partes del cuerpo. EI CaP

primario es dependiente de andrégenos para crecer y sobrevivir. Entre las fases
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1y 2 surge la enfermedad recurrente donde después de la terapia localizada, se
observa un aumento del APE, indicativo que el cancer ha reincidido.

2. Enfermedad metastasica, en la cual el CaP esta creciendo en las areas que
rodean la prostata.

3. Enfermedad refractaria a hormonas, en la cual el CaP contintda creciendo a
pesar del tratamiento con farmacos que inhiben la produccion de hormonas
masculinas en el suero en combinacion con antagonistas competitivos del
receptor de androgenos. La cirugia radical del CaP localizado en estadio
avanzado es raramente curativa. La radiacion también resulta inefectiva y es solo
paliativa y la quimioterapia no representa un prondéstico de sobrevida prolongada
en la mayoria de los protocolos utilizados. En este estadio la sobrevida es de 12

a 18 meses (National Cancer Institute (U.S.) 2004) (Kawachi et al. 2007)

11.2.2.2 Clasificacion histopatolégica:

El CaP es el crecimiento anormal y desordenado de las células del epitelio
glandular que tienen capacidad de diseminarse. La clasificacion se establece de
la siguiente manera: Tumor, Nodulo, Metastasis (TNM), en donde la evaluacion
inicial consiste en determinar el estadio local del tumor, ya sea, enfermedad
intracapsular (T1-T2) y extracapsular (T3- T4); tiene un impacto importante en la
toma de decisiones para el tratamiento. Mas del 95% de todos los canceres
prostaticos son adenocarcinomas. A continuacion se detalla la clasificacion
clinica segun el grado de invasion local y metastasis en el TNM del cancer de

préstata:
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_ TNM I o A: es un cancer descubierto incidentalmente, paciente con adenoma
gue se opera y en el informe del patélogo aparece el cancer de prostata. Si son
positivas para cancer menos del 5% de las muestras de la biopsia tiene una
determinada conducta, si es mayor al 5% el tratamiento es diferente.
_ TNM 1l o B: se detecta al tacto, mediante la palpacion de un adenoma que
ademas presenta pequefios nédulos duros en su interior. B 1 6 2 depende del
tamafo y de si esta en los dos I6bulos de la prostata o no.
__ TNM 1ll o C: es una prostata que al tacto esta dura y fija por que el cancer se
extiende mas alla de la capsula.
_ TNM 1V: es el cancer que al hacer el diagnostico ya tiene metastasis a
distancia.

L. A. Gleason en 1992 cred un sistema para estimar la gravedad de los
CaP basado en la arquitectura del tumor llamado Grado de Gleason y es una
clasificacion basada en la diferenciacion celular y la relacion estroma-glandula
del cancer mas no de anaplasia. Este sistema clasifica microscépicamente a las
células desde bien diferenciadas (grado 1) hasta muy indiferenciadas (grado 5).
Mediante observacién microscépica del tejido se determinan los dos patrones
estructurales (primario y secundario) de mayor area, sumando un minimo de 2
puntos y un maximo de 10 puntos. Los grados 1 y 2 son normales. El grado 3
(células moderadamente diferenciadas) es el mas comdn y considerado audn
normal. El grado 4 corresponde a cancer y es el mas importante y a veces dificil
de diferenciar del grado 3. El grado 5 es indiferenciado y las células parecen

propagarse muy desordenadamente. Para su evaluacion clara, se debe reportar
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como la suma de los dos patrones, por ejemplo 7 (3+ 4). Asi, un Gleason 10
sera, en términos simples, el mas grave de todos, y un Gleason 2 totalmente
normal (Gleason 1992). En la practica clinica el grado Gleason define el
prondstico y el TNM decide el tratamiento. También una citometria de flujo puede
orientar el prondstico, los canceres diploides suelen ser benignos y los
aneuploides y tetraploides suelen considerarse como malignos (National Cancer

Institute (U.S.) 2004; Glare and Christakis 2008)

Fig 2. Diagrama esquematico de la graduacién de Gleason. El sistema de Gleason se modificé de
manera que se definieron los siguientes patrones o grados Grado 1: nddulos circunscriptos,
uniformes, redondeados u ovales, de medida regular (glandulas mas grandes que el grado 3).
Grado 2: es semejante al patron 1, con nddulos mas circunscriptos, sin embargo en el borde del
nédulo puede haber minima infiltracion. Las glandulas estan mas dispersas y no como un patrén
de Gleason 1 con morfologia uniforme. Grado 3: se observan unidades glandulares discretas, con
glandulas méas pequefas que las del Gleason 1 y 2. Hay marcada variacién en la medida y la
forma. Presenta patrén nodular cribiforme Grado 4: masas irregulares y epitelio fusionado, con
células claras. Presenta glandulas cribiformes grandes y con borde irregular. Grado 5:
esencialmente no hay diferenciacion glandular, compuesta de capas sélidas, cordones, o células
simples. Carcinoma anaplasico con necrosis central rodeado por masas de papilas, cribiformes o
sélidas (Epstein y col., 2007).
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II.3 Epidemiologia del cancer de préstata
11.3.1 Estadisticas

En México, el CaP ocupa el segundo lugar como causa de muerte por
tumores malignos en hombres mayores de 65 afios con mas de 4,500
defunciones por afo, una prevalencia de 170.4 por 100,000 habitantes mayores
de 65 afos y una incidencia de 6,536 casos nuevos anuales (Ssa., 1999). De
acuerdo con datos del INEGI en 2009 el 4.5% de las defunciones por CaP se
concentran en hombres de 50 a 59 afios y el 94.5% de las mismas en hombres
de 60 afios y mas (INEGI., 2010). De acuerdo con el Registro Histopatologico de
Neoplasias en México, el sector publico reporté mas del 70% de los casos y el
sector privado, el 22.6%. Las entidades con mayor nimero de casos reportados

fueron el Distrito Federal, Jalisco y Veracruz (SSa., 1999)

11.3.2 Factores de riesgo ambiental
11.3.2.1 Alimentacion:

El CaP es un tipo de neoplasia maligna en en la cual se ha demostrado
gue la dieta y la prevencién farmacolégica pueden ser efectivas debido a que es
un cancer de alta prevalencia, extensa latencia, dependencia enddcrina,
disponibilidad de marcadores en suero y la posible deteccion de lesiones
precursoras en biopsia. Se ha demostrado que la ingesta de jitomate al igual que
la de vitamina E, selenio, e isoflavonoides se correlaciona con disminucion del

riesgo para CaP (Kristal et al. 2010)
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11.3.2.2 Tabaquismo:

Se ha documentado ampliamente que la exposicion al humo del tabaco es
un factor de riesgo para numerosos canceres humanos sin embargo hasta el
momento no hay una descripcion contundente de su relaciéon con el CaP
(Huncharek et al. 2010). Los estudios de casos y controles no han encontrado
una relacién entre el tabaquismo y la enfermedad, sin embargo, algunos estudios
en distintas cohortes han documentado un riesgo 2-3 veces mayor en fumadores
de méas de un paquete al dia comparado con los no fumadores. Estos estudios
no han demostrado una relacion dosis-respuesta convincente, ni han valorado la
influencia de otros los posibles factores confusores de riesgo (Troy et al. 2010;
Kenfield et al. 2011). Respecto a mortalidad, la asociacion ha sido documentada
de forma mas consistente. En diversos estudios de cohortes se ha establecido
una relacion directa entre tabaquismo y mayor frecuencia de muerte por cancer
de prostata. Los enfermos fumadores duplican el riesgo de morir por esta
enfermedad con respecto a los no fumadores (Barry et al. 2012).

La mayoria de los autores no encuentran una correlacién con el niamero
de cigarrillos diarios ni con los afilos de fumador. No obstante, un trabajo
documenté una relacidbn convincente dosis-respuesta entre el numero de
paguetes por afio de fumador en los ultimos 10 afios previos al diagndstico
aunque en diversos trabajos se reporta que los ex-fumadores no parecen tener
un mayor riesgo de morir por cancer de prostata, este estudio documenté efectos
un aumento de la mortalidad, incluso hasta después de una década posterior a

dejar de fumar (Giovannucci et al. 1999).
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En un meta-analisis analizando 24 estudios epidemiolégicos de cohortes
gue englobaban a 21.579 enfermos, se observé que cuando se estratificaban por
cantidad de cigarrillos fumados, los fumadores presentaban un riesgo entre el 11
y el 22% mayor con respecto a los nunca fumadores, y de un 9% los ex-
fumadores, siendo estas diferencias estadisticamente significativas. En relacion a
mortalidad, los fumadores activos también presentaban diferencias
estadisticamente significativas, con un riesgo mayor del 14% con respecto a los
gue nunca fumaron, el cual se incrementaba al 24 y al 30% en los méas adictos.
Los autores comentan que los estudios anteriormente realizados, probablemente
por su menor casuistica, subvaloraban la verdadera influencia del tabaquismo en
la incidencia y mortalidad por CaP. También recomendan la necesidad de
disefiar estudios dirigidos a sefalar variables determinantes de prondstico
(estadio y grado tumoral) e historial clinico de tabaquismo, tanto en fumadores

como en ex-fumadores (Huncharek et al. 2010).

11.3.2.3 Patégenos:

Numerosos datos epidemioldgicos, genéticos, histolégicos y de biologia
molecular, evidencian la influencia de la infeccion prostatica y de la consiguiente
inflamacion crénica en la patogenia y progresion del CaP. Potencialmente, los
agentes infecciosos pueden influir en la carcinogénesis a través de los siguientes
mecanismos: a) incorporacion de oncogenes viricos en el genoma del portador;
b) inhibicion de los genes supresores de tumor; c¢) estimulacion de sefiales
proliferativas y d) mediante la supresién del sistema de vigilancia inmunoldgica.

Aungue la prostatitis crénica generada por las enfermedades de transmision
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sexual se asocia con mayor riesgo de CaP y con peor resultado al tratamiento,
hasta la fecha ningun agente infeccioso especifico se ha relacionado
convincentemente como agente causal de la enfermedad (Wagenlehner et al.
2007). El virus del papiloma humano (VPH) ha recibido mayor atencion por su
relacion con los canceres genitourinarios, pero su contribucion real al cancer de
préstata es controversial. Mientras que algunos autores no han encontrado
ninguna asociacion otros han implicado al serotipo 16, que corresponde a la
variedad mas ligada a cancer cérvico-uterino (Adami et al. 2003; Groom et al.

2012)

11.3.2.4 Herbicidas y pesticidas:

En el primer caso son compuestos quimicos activos empleados contra las
plagas de origen vegetal y en el segundo de origen animal. El agente naranja es
una mezcla de dos herbicidas que se utilizd como defoliante en la guerra del
Vietnam, entre 1962 y 1971. En 1998 la Academia Nacional de Ciencias de EUA
reconocié una asociacion positiva entre la exposicion al herbicida y numerosos
canceres humanos, pero su relacién con el CaP fue considerada limitada y no
concluyente (Blair et al 1993; Frumkim et al 2003). Estudios mas recientes
sugieren una asociacibn mas consistente. En un estudio de casos y controles
comparando 6,214 veteranos de la guerra del Vietham expuestos al herbicida
con respecto a 6,930 veteranos no expuestos, los autores encontraron una
frecuencia del doble de CaP entre los expuestos con edades mas tempranas al
diagndstico, asi como mayor riesgo de presentar score de Gleason entre 8-10

(21.8% y 10,5% respectivamente) y mayor probabilidad de enfermedad
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metastasica entre los expuestos (13.4% y 4% respectivamente) (Frumkin 2003).
Ademas, este grupo de investigadores no encontré diferencias entre ambos
grupos con respecto a edad, tabaquismo, indice de masa corporal, exposicion a
finasteride y niveles de APE. En un modelo de regresion logistica multivariado el
agente naranja fue el factor mas predictivo, no solo de desarrollar cancer de
préstata, sino de grado histologico mas grave y de mayor probabilidad de
enfermedad metastatica al diagndstico.

Respecto a la exposicion a pesticidas, las dificultades para interpretar los
riesgos asociados al CaP radican en la existencia de centenares de principios
activos diferentes de estos compuestos, asi como en el tipo de exposicion aguda
o cronica. Desde finales de los afios 60 estudios ecoldgicos basados en las
defunciones, mostraban tasas de mortalidad para algunos canceres, entre ellos
el prostético, significativamente mas elevadas en zonas rurales norteamericanas
pero mas bajas que en las zonas urbanas (Blair et al. 1992).

En la década de los afios 90 tres meta-analisis demostraron mayor riesgo,
7, 8 y 12% respectivamente, tanto de incidencia como de mortalidad de CaP en
zonas rurales de EUA con fuerte actividad agricola comparados con la poblacion
general de otras zonas (Hayen et al. 2008). Sin embargo, la residencia en areas
rurales no es sinbnimo del uso de pesticidas. Ademas deben considerarse
numerosos factores de riesgo vinculados al estilo de vida, exposiciones a otros
guimicos y a contaminantes biolégicos.

En la dltima década varios meta-analisis han analizado el uso de
pesticidas en el ambito profesional. Este estudio mostr6 un riesgo

estadisticamente significativo, que en los aplicadores de pesticidas tanto
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agricolas como no agricolas, exceptuando a los trabajadores en fabricas de
produccion 13% mayor de CaP (RR = 1,13; IC 95% 1,04-1,22 (Van Maele-Fabry

et al. 2006)

11.3.3 Factores de riesgo genético
11.3.3.1 Historia familiar

El CaP familiar es definido cuando dos o mas familiares afectados han
desarrollado la enfermedad a edad temprana (antes de los 55 afios)
presentandose con un frecuencia del 9%. Los pacientes CaP hereditario lo
presentan entre seis a siete afios antes que aquellos con cancer esporadico.
(Heidenreich et al., 2007; NCCN 2007). Diversos estudios han demostrado que
un hombre con una historia postivia de CaP tienen un riesgo incrementado para
un diagnostivo positivo y para un pronéstico desfavorable. Se estima que un
hombre con un padre diagnosticado con CaP tiene un incremento de 2 veces el
riesgo de desarrollar esta neoplasica comparado con hombres sin el antecedente
paterno de esta enfermedad y si ademas del padre hay un hermano afectado, el
riesgo incrementa de 3 hasta 9 veces (Hemminki and Czene 2002) . Una historia
familiar de CaP se asocia también con un cancer letal. El riesgo de morir por CaP
es aproximadamente dos veces mayor en un hombre que tiene un padre o un
hermano enfermo comparado con aquellos hombres con CaP sin historia familiar
positiva. (Brandt, Sundquist, and Hemminki 2012). Estudios en gemelos sugieren
gue la incidencia de casos familiares de esta neoplasia esta determinada en un

40% por factores de riesgo genético (Lichtenstein et al. 2000).
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11.3.3.2 Raza

Se han descrito diferencias en cuanto a la frecuencia del CaP en
diferentes areas geograficas, siendo las de mayor incidencia, regiones del norte
de EUA y Europa y las de menor incidencia las del sureste de Asia. La incidencia
y la mortiladad por CaP en hombres afroamericanos es la mas alta reportada. En
ellos, la tasa de mortalidad es 2.4 veces mayor que los hombres caucasicos
(Howlander N 2011). Sin embargo, se ha observado que hombres que migran de
Japon a Hawaii incrementan su riesgo a desarrollar CaP y mas aun si migran a
zonas como California. Estos hallazgos sugieren la presencia de factores
ambientales que aumentan la velocidad de progresién de una forma latente de
CaP a una forma clinica (Quinn and Babb 2002). Factores como el consumo de
ciertos alimentos, comportamiento sexual, consumo de alcohol, exposicion a luz
ultravioleta y ciertas exposiciones ocupacionales parecen modular el riesgo para

desarrollar esta neoplasia (Kolonel, Altshuler, and Henderson 2004).

Il.4 Alteraciones moleculares relacionadas al cancer de prostata
[1.4.1 Alteraciones genéticas
La heterogeneidad biolégica del CaP se asocia a la heterogeneidad de la
expresion génica relacionada a diversas alteraciones cromosomicas las cuales
han sido frecuentemente identificadas mediante estudios de analisis de pérdida
de heterocigosidad (LOH) y estudios de polimorfismos genéticos. El andlisis
mediante hibridacion gendmica comparativa (CGH) y de hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH) han mostrado algunas alteraciones en regiones

cromosomicas predominantes implicadas en la carcinogénesis del CaP. Las
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alteraciones cromosémicas mas comunes son las deleciones en 1p, 6q, 8p, 10q,
13q, 16q, y 18q y las duplicaciones en 1q, 2p, 7, 8q, 189 y Xqg. Estos estudios
han permitido la identificacion de genes especificos donde su expresion
correlaciona con la pérdida o ganancia de las regiones cromosomicas
mencionadas como de los siguientes genes AR (Xql2), EIF3S3 (8923) y MYC

(8924) (Yano et al. 2004)

11.4.2 Alteraciones epigenéticas

El CaP es una enfermedad compleja con alteraciones a nivel del ciclo
celular, la reparacion del ADN, apoptosis, respuesta hormonal y mecanismos de
adhesion celular. Diversos estudios sugieren que tanto genes supresores de
tumor inactivos, oncogenes activos, receptores de hormonas, citocinas, asi como
receptores de factores de crecimiento estan reguladas no solo por mecanismos
genéticos sino también por modificaciones epigenéticas (Esteller 2007). Estas
modificaciones incluyen a varios tipos de reguladores de la expresion génica
como la metilacion del ADN, el remodelamiento de la cromatina y la regulacion
por microRNAs (Sharma, Kelly, and Jones 2010) .

La metilacion de citosinas dentro de los dinucléotidos CpG del ADN es la
modificacién epigenética mas estudiada. Se calcula que del 3-6% de estas
citosinas se encuentran normalmente metiladas en el ADN humano. Estos
dinucleétidos CpG se encuentran en regiones ricas de CpG las cuales se
conocen como islas CpG las cuales se encuentran usulamente no metiladas en
todos los tejidos normales (Baylin et al. 2001). En las células normales, existen

regiones ricas en secuencias CpG repetidas que frecuentemente se encuentran
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altamente metiladas para proteger la integridad del genoma evitando la insercion
y activacion de la transcripcion de secuencias moviles o de elementos capaces
de insertarse en el genoma tales como transposones y retrotransposones. A nivel
germinal, existen genes tejido-especificos que son regulados a través de la
metilacion del ADN. Tal es el caso de la impronta gendmica y de la inactivacion
del cromosoma X en las mujeres, donde se requiere de la hipermetilacion del
ADN de uno de los dos alelos de un gen para establecer en el primer caso una
expresion monoalélica y en el segundo una reduccion de dosis génica (Delcuve,
Rastegar, and Davie 2009). Ademéas de la metilacion del ADN, las células
requieren de otros mecanismos de regulacién epigenética, tales como el cédigo
de histonas que consiste en modificaciones covalentes en las colas de las
histonas, interacciones ADN-cromatina, fosforilacion, ubiquitinacion, sumoilacion
y glucosilacion entre otros mecanismos importantes. En las células normales, es
necesario que exista un balance preciso en el ADN acetilado activo y acetilado
inactivo. Este balance es controlado por enzimas acetiladoras de histonas
(HATS) asi como enzimas deacetilasas de histonas (HDACs). Otras
modificaciones incluyen la metilacion de residuos de lisina de las histonas, esta
es catalizada por metiltransferasas de histonas (MTH) y es un un proceso que
regula la expresién génica y la estructura de la cromatina. En general, la
metilacion en la lisina de H3K9, H3K27 y and H4K20 se han asociado con
silenciamiento génico mientras que la metilacion en H3K4, H3K36 y and H3K se
ha asociado con activacion (Bronner et al. 2007). Tanto los cambios genéticos
como epigenéticos son responsables de la disrupcién en las vias de sefializacion

celulares en cancer. Los proto-oncogenes pueden ser sobrexpresados por
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ganancia de cromosomas, amplificacion génica, translocaciones y mutaciones
activadoras. Los genes supresores de tumor (GST) pueden ser inactivados por
pérdidas cromosOmicas, deleciones y mutaciones puntuales. Sin embargo, es
claro que actualmente el silenciamiento génico de los GST asociado a la
hipermetilacion podrian ser considerados como un equivalente funcional de
mutaciones puntuales y deleciones, desempefiando un papel fundamental en el
desarrollo del cancer (Munoz-Pinedo et al. 2013).

La mayor parte de la cromatina esta en un estado transcripcionalmente
inactivo donde el nucleosoma se encuentra muy compactado formando la
llamada “cromatina cerrada”, en oposicién, la “cromatina abierta” es accesible a
la maquinaria de transcripcion (Fig.3). La transcripcion es regulada por una serie
de procesos dinamicos necesarios para reunir los requerimientos adecuados
para la sintesis de una proteina particular en un deteriminado contexto celular.
Aungue el orden exacto de los eventos del silenciamiento génico aln son poco
conocidos, algunos aspectos son caracteristicos de este estado transcripcional
de la cromatina. Las citosinas metiladas de los promotores silenciados se unen a
un grupo especifico de proteinas represoras. Estas se unen a los dominios de
unién de los CaPG metilados o methyl-CaPG-binding-domain proteins (MBDs),
en un complejo que también incluye la desacetilasa de histonas (HDAC). Esta
Gltima juega un rol central en la regulacién de la transcripcion debido a que es
capaz de remover los grupos acetilo de los aminoacidos en los extremos N-
terminal, también llamados colas de las histonas. Este proceso esta involucrado
en la condensacién del nucleosoma y de las histonas hipoacetiladas que también

forman parte del silenciamiento temporal de los genes en las regiones de
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eucromatina. Al contrario, en los promotores transcripcionalmente activos con
citosinas no metiladas, las histonas son acetiladas por una acetiltransferasa de
histonas (HATs) que forma un complejo activador de la transcripcion con factores
de transcripcion y proteinas coactivadoras (Mungall 2002).

El estado de metilacidon de las citosinas influye en la formacion del cancer
en varias maneras. Primero, la metilacion puede alterar las regiones
codificadoras de genes induciendo puntos de mutacién, segundo, la deplecion
global de m5C en el genoma puede causar inestabilidad y tercero,
hipermetilacion focal de las areas promotoras de los genes puede inactivar su
transcripcion. El silenciamiento génico por hipermetilacion de CpG en las
regiones promotoras de los genes supresores de tumores es uno de los eventos
epigenéticos fundamentales en la carcionogénesis y es probablemente el
mecanismo mas comun de inactivacion de GST en cancer (Ellis, Atadja, and
Johnstone 2009). La metilacién de las islas CpG localizadas cerca del sitio de
inicio de la transcripcion de un GST (3500pb rio arriba) es asociado con el
silenciamiento del gen, mientras que la metilacion en secuencias distantes de la
region promotora generalmente no tienen influencia en la expresion génica
(Bartova et al. 2009)

En concordancia con la hipotesis de inactivacion en dos eventos de los
genes supresores de tumores, ambos alelos de un supresor estan usualmente
inactivados sea por hipermetilacibn o por una combinacién de metilacion y
delecién. En principio cualquier combinacion de eventos genéticos y epigenéticos
puede llevar a la inactivacion de un GST. Es bien conocido por observaciones

epidemioldgicas que la edad es un riesgo mayor para el desarrollo de cancer y
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en muchos tipos de cancer es también un factor prondstico independiente de la
respuesta a tratamiento. Los eventos moleculares que subyacen a los efectos

adversos de la edad son probablemente multifactoriales (Hanley et al. 2010)

Cromatina abierta Cromatina cerrada

A Ad” Ad r i ( (

@ M*CpG . Histone deacetylase @ Histone 3 lysine 4 trimethylation
O CpG @MBE)  Methyl-CpG-binding domain protein (:@ Histone 3 lysine 9 trimethylation

h Hislone acelyl ransferases Ac  Hislone acetylation

Fig.3 Estructura de la cromatina activa e inactiva del promotor. La cromatina
transcripcionalmente activa es caracterizada por citosinas no metiladas y colas de
histonas acetiladas. Cuando las citosinas se metilan se unen a MBDs, que atraen
HDACSs, que van a remover los grupos acetilos de las colas de histonas. EI ADN se
transforma en una estructura de cromatina cerrada llevando la marca de silenciamiento
la histona He lisina 9 trimetilacién. (Gronbaek, Hother, and Jones 2007).

sin embargo, patrones alterados de metilacion de ADN en pacientes mayores
puede ser un elemento clave. En células sométicas, la metilacion global
disminuye con la edad, mientras que que la metilacion de las areas promotoras
aumenta (Delcuve, Rastegar, and Davie 2009). La metilacion de las citosina
parece extenderse desde las secuencias mas alejadas hacia los promotores
hasta alcanzar un nivel donde el gen es silenciado(Gronbaek, Hother, and Jones

2007) (Fig.4).
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Dependiendo de la funcidn del gen involucrado, estos cambios pueden no
tener consecuencias o pueden representar una condicion premaligna si ésta
ocurre en genes reguladores del crecimiento y muerte celular. Se ha sugerido

gue la metilacion relacionada a la edad puede cambiar la fisiologia de las células
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Fig.4 Metilacibn del ADN en promotores en la carcinogénesis. En tejido normal, la
metilacion es preferencialmente encontradas en las citosinas de las regiones
codificantes de los genes y las islas CaPG de los promotores se encuentran
demetilados. En el envejecimiento y en las lesiones preneoplasicas, la metilacion se
prolonga hacia los promotores. En la medida que estos se metilan se bloquea la
transcripcion, que puede llevar a la inactivacion de los genes supresores de tumores, y
gue se pueden reactivar con el uso de agentes demetilantes (Gronbaek, Hother, and
Jones 2007)

normales de forma que las hace mas susceptibles de adquirir defectos genéticos
secundarios y por lo tanto promueve la transformacion maligna (Delcuve,
Rastegar, and Davie 2009).

A nivel molecular, existen genes cuya expresion puede estar aumentada o
reprimida parcial o totalmente en células tumorales y en ciertas condiciones

benignas propensas al desarrollo del cancer. Estos cambios anormales en la
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expresion génica (EG) pueden deberse a anomalias cromosémicas, mutaciones
génicas o metilacion aberrante. En el cancer se han descrito 2 tipos de
alteraciones en los patrones de metilacion: el primero, una hipometilacién global
del genoma (HMGG) de las células tumorales y el segundo, hipermetilacion en
los promotores (HMP) de ciertos genes. Si bien ambos fenomenos pueden
ocurrir en la misma célula, estos son independientes (Chekhun 2008). Se sabe
gue una metilacion alterada en los promotores puede aumentar la expresion de
oncogenes y factores de transcripcion o bien silenciar genes con diversas
funciones: supresores de tumor, genes de reparacion, diferenciacion celular y
genes que participan en mecanismos de detoxificacidbn por mencionar algunos
(Kang et al., 2004).
[1.4.2.1 Hipermetilacion del promotor de GSTP1

La familia de enzimas Glutationina S-transferasa tiene diversas funciones
en el metabolism celular, incuyendo la detoxificacion de sustratos potencialmente
toxicos. El gen GSTP1 localizado en 11g13.2, codifica para una de las enzimas
de dicha familia y funciona como un detoxificador al neutralizar radicales libres y
se ha descrito que la expresion de este gen se encuentra disminuida o ausente
en casi el 100% de los tejidos con CaP y en el 50% de las neoplasias
intraepiteliales prostéticas (NIP), comparado con células normales de la préstata
o células de HBP (Syeed et al. 2010; Meiers, Shanks, and Bostwick 2007). En
CaP, la alteracion molecular més frecuente es la disminucién de la expresion del
gen Glutationina S-transferasa (GSTP1) por hipermetilacion del promotor. De
acuerdo a los resultados de diversos estudios se calcula que el rango de

sensibilidad de este marcador genético es del 82 al 98% y su especificidad del
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100% para la deteccion de CaP en tejido prostatico (Harden, Guo, et al. 2003;
Trock et al. 2012)

Alteraciones en la metilacion de GSTP1 también se han detectado en
orina, plasma y suero con una sensibilidad del 70% y una especificidad del 70-
100% (Tabla 1) para la deteccion de CaP (Bastian et al. 2005; Mulero-Navarro
and Esteller 2008; Trock et al. 2012; Wu et al. 2011)

Tabla 1.- Sensibilidad y especificidad del estudio de la HMP de GSTP1y
RASSF1A para la deteccion del cancer de prostata

% DE % DE REFERENCIA
MUESTRA SENSIBILIDAD  ESPECIFICIDAD
GSTP1
Biopsia 91 (10/11) 100 (Jeronimo et al. 2001)
Biopsia 73 (11/15) 100 (Harden, Guo, et al. 2003)
Biopsia 75 (46/61) 100 (Harden, Sanderson, et al. 2003)
Eyaculado 44 (4/9) NA (Suh et al. 2000)
Eyaculado 50 (4/8) 100 (Goessl et al. 2000)
Plasma 72 (23/32) 100 (Goessl et al. 2000)
Orina 27 (6/22) 100 (Cairns et al. 2001)
Orina posterior a un masaje prostético 36 (4/11) 100 (Goessl et al. 2000)
Orina posterior a un masaje prostatico 73 (29/40) 98 (Goessl et al. 2001)
Orina posterior a una biopsia 39 (7/18) NA (Gonzalgo et al. 2003)
RASSF1A
Tejido 68(36/53) 71 (Bastian et al. 2005)
Plasma 60 93 (Panetal. 2013)
Sedimento Urinario 73 98 (Liu et al. 2002).

11.4.2.2 Hipermetilacién del promotor de RASSF1A:

Otro gen relacionado al CaP es RASSF1A (isoforma A de la proteina de la
familia con dominio de asociacién a Ras), un gen supresor de tumor que actla
rio abajo en la via apoptética de Ras debido a su capacidad de unirse a RAS en
un mecanismo dependiente de GTP y cuyo promotor se encuentra hipermetilado
en tejido tumoral con una frecuencia del 54 al 96%. De acuerdo a los resultados
en diversos estudios se calcula que la especificidad de RASSF1A es de 59 al

83% y su sensibilidad del 55 al 80% para el diagnéstico de CaP en tejido
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prostatico (Mulero-Navarro and Esteller 2008) mientras que en sedimento urinario
su especificidad es casi del 73% (Liu et al. 2002). La HMP de RASSF1A se ha
descrito en las NIP con una frecuencia del 64% y en el CaP de se ha asociado
con el avance del tumor segun la clasificacion de Gleason, por lo cual se ha
considerado que HMP de este gen podrian ser indicador del inicio del cancer, asi

como de su progresion (Liu et al. 2002; Bastian et al. 2005)

II.5 Diagnostico del cancer de préstata
[1.5.1 Diagnéstico clinico:
Los principales métodos diagndésticos para evidenciar la presencia de un
CaP incluyen el tacto rectal (TR), la determinacion de la concentracion de APE
en suero Yy la ultrasonografia transrectal. El diagnostico definitivo se basa en la
presencia del adenocarcinoma en muestras de biopsia de prostata o en piezas
quirargicas. ElI examen histopatélogico permite la determinacion de la extension

del tumor y tiene valor prondstico.

11.5.1.1 Tacto Rectal:

La mayoria de los casos de CaP, se localizan en la zona periférica de la
glandula y pueden ser detectados por tacto rectal (TR) cuando el volumen es de
0.2 ml o mayor. La sospecha de CaP por TR es indicacién absoluta para la
realizacion de una biopsia prostatica. Cerca del 18% de los casos se detectan
por este método independientemente del nivel de APE. Un TR con sospecha de
CaP en pacientes con niveles de APE mayores a 2 ng/ml tienen un valor

predictivo positivo de 5-30% (Abdel-Wahab and Silva 2008).
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[1.5.1.2 Biopsia

Es un método preciso para establecer el tipo de cancer, pero también
posible de que pueda complicarse con hemorragia, infeccién y especialmente
septicemia y diseminacion tumoral. La gran mayoria de las biopsias resultan
negativas, incluso en presencia de cancer (National Cancer Institute (U.S.) 2004).
Es importante considerar que el diagndstico histopatolégico por biopsia cuenta
con algunas limitaciones debido a que para realizar el analisis histopatolégico de
una biopsia es necesario contar con una cantidad suficiente del mismo y que
este tenga un patrén de crecimiento caracteristico del tipo de tumor, atipia
nuclear, ausencia de células basales y presencia de material extracelular
proveniente de la glandula. La falta de alguna de estas caracteristicas puede
limitar en ciertas ocasiones la precision del diagnéstico (Abdel-Wahab and Silva

2008)

[1.5.1.3 Ultrasonografia transrectal:
Ecografia prostatica convencional: permite tener una idea aproximada del
tamafio de la préstata, pero debido a su baja sensibilidad se acostumbra

complementarla con la biopsia prostatica (National Cancer Institute (U.S.) 2004).

[1.5.2 Biomarcadores protéicos
11.5.2.1 Fosfatasa &cida:
Uno de los primeros marcadores séricos para el diagnéstico del CaP fue la
fosfatasa acida (FA). A principios de 1930, se describié un incremento de la

actividad de la FA en el sitio de metastasis asi como niveles elevados de la
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proteina en suero. Esta observacion permitio establecer a la FA como un
biomarcador de progresion y respuesta a la teriapia de deprivacion de
androgenos en el cancer metastasico . Whitesel y colaboradores (1984)
reportaron que hombres con niveles elevados de FA previo a la cirugia tuvieron
nodulos positivos y desarrollaron metastasis comparados con aquellos con FA
normal y que ademas podria predecir el prondstico combinado con otros factores
(Whitesel et al. 1984). Con el uso del APE, los niveles séricos de FA fueron
siendo menos utilizados y debido a su menor sensibilidad no se emplea para el
tamizaje, estadiaje o prondstica del CaP. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que FA es un buen marcador para el prondstico de pacientes en
tratamiento con enfermedad agresiva y que tienen un alto riesgo a una recaida

(Taira et al. 2007).

[1.5.2.2 Antigeno prostatico especifico:

El antigeno prostatico especifico (APE) es una serina proteasa del tipo
calicreina, producida exclusivamente en las células del epitelio prostatico y es
considerada como una proteina érgano especifica pero no cancer especifica. Los
niveles de APE suelen elevarse en pacientes HBP, prostatitis y otro tipo de
enfermedades prostaticas no malignas (McKenzie et al. 2011). Se propone que
existe una correlacibn en cuanto al nivel de APE y un incremento en la
probabilidad de manifestar CaP. Se han descrito varias modificaciones con
respecto al valor del APE en suero para incrementar su especificidad en la
deteccion temprana del CaP. Estas incluyen la densidad del APE, la densidad de

la zona de transicion y los niveles de derivados de APE, los cuales tienen un uso
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limitado en la practica clinica. EI APE se determina como normal <4 ng/ml,
intermedio 4.1-10 ng/ml y altamente sospechoso arriba de 10 ng/ml. Estos dos
ultimos requieren de biopsia, ya que las dos terceras partes de cancer prostatico
se observan en personas con resultados de 10 y mas de 10ng/ml. En la tabla 1
se presenta un célculo de riesgo de CaP en relacién con el nivel de APE sérico

en 2950 varones y con valores normales de APE (Loeb 2011).

Tabla 2. Concentraciéon de APE (ng/ml) y Riesgo para CaP

APE (ng/ml) RIESGO PARA CaP
0-0,5 6,6 %
0,6-1 10,1 %
1,1-2 17,0 %
2,1-3 23,9 %
3,1-4 26,9 %

11.5.3 Bioarcadores moleculares

11.5.3.1 Marcador PCA3

A diferencia de los marcadores séricos el marcador de ARNmM no
codificante especifico de la préstata PCA3, se detecta en el sedimento urinario
obtenido después de un masaje prostatico. Las principales ventajas del PCA3
sobre el APE son su sensibilidad y especificidad. La concentracion de PCA3
presenta mayor sensibilidad y especificidad en biopsias positivas mas no en HBP

ni en la prostatitis (Hessels et al. 2010). Hay datos contradictorios acerca de si
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los valores de PCAS3 estan relacionados con la agresividad del tumor. Aunque el
PCA3 podria tener utilidad para identificar CaP en los varones con biopsias
inicialmente negativas a pesar de un APE elevado, la determinacion de PCA3
sigue siendo experimental. Hasta ahora, ninguno de los biomarcadores
sefalados se utiliza habitualmente para asesorar a pacientes sobre la necesidad

de practicar una biopsia de prostata para descartar un CaP (Shappell 2008).
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[Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México el cancer ocupa el segundo lugar como causa de muerte y el
de prostata resulta ser la segunda neoplasia mas comuan en el hombre en edad
post-productiva con una tasa de 71.7 por 100,000 habitantes. Durante la década
de 1990 a 1999, la tasa de mortalidad por esta enfermedad ascendi6 de 2.79 a
3.75 por 100 mil habitantes y aunque no se cuentan con datos precisos, el Sector
Salud considera que la tasa de mortalidad sigue en aumento. De 1995 a 1999, el
namero de defunciones por CaP fue de 17,099, de las cuales el 87.3%
correspondié al grupo de 65 y mas afios de edad, el 12.66% al grupo de 15 a 64
afios y el restante, 0.4% a menores de 15 afios.

De acuerdo con los datos de la SSa un programa eficaz de diagndstico
temprano en las instituciones publicas del pais, evitaria casi 3,800 muertes por
esta enfermedad en un periodo de 6 afios. Hasta la fecha no se cuenta con
marcadores diagnésticos y prondsticos precisos para CaP, si bien la
determinacién de niveles séricos de APE es ampliamente usada en la practica
clinica, su baja sensibilidad y especificidad hacen de este un método diagndéstico
poco preciso debido a que los niveles de APE pueden elevarse como resultado
de otras patologias diferentes al cancer de préstata y a que individuos con CaP
(20-30% de los casos) pueden tener niveles normales de APE. Hay que tomar en
cuenta que la determinacion de niveles del antigeno, tiene que ir acompafada
por otros métodos de diagnéstico como el TR o la biopsia con aguja delgada. Por

otra parte, los niveles de APE no tienen una utilidad prondstica es decir no se ha
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encontrado alguna correlacion constante entre los niveles de APE y las

caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas del CaP

IV. HIPOTESIS

La deteccion de cambios epigenéticos especificos en el ADN de tumores
de CaP incrementad la sensibilidad y especificidad diagndstica de los criterios
clinicos y del antigeno prostatico especifico mediante su hallazgo en muestras

de sedimento urinario y/o en plasma

V.JUSTIFICACION

1. De acuerdo con lo revisado en la literatura, queda de manifiesto la urgente

necesidad de contar con marcadores diagnésticos y prondsticos que por una

parte detecten al cancer en etapas curables y por otra permitan predecir el

comportamiento del tumor. Esto podria significar una mayor supervivencia y

mejor calidad de vida para el paciente.
2. Las caracteristicas de la hipermetilacion del ADN hacen de este un marcador
interesante en el cancer, ya que puede ser determinada en una variedad de
tipos de muestras de facil obtencion por medios no invasivos y sin un
procedimiento especial para la conservacion de la misma. A diferencia de las
mutaciones que pueden ocurrir en cualquier region del gen, la HMP ocurre en
regiones definidas del mismo como las islas CpG. Los niveles de HMP pueden
ser observados en una copia de ADN metilada por cada 100,000 copias no

metiladas.
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3. Se ha reportado que existen perfiles de metilacion especificos en genes para
cierto tipos de cancer, por ejemplo: GSTP1 en CaP, VHL en céancer renal,
MLH1 en cancer de colon y APC en cancer esofagico. Esto permite distinguir un
CaP de otros tipos de tumores. Si bien se ha incrementado el nimero de genes
descritos con metilacion aberrante, hay todavia muchas interrogantes por ser
contestadas para entender el significado biolégico y las consecuencias de este
proceso en la aparicion y desarrollo del CaP.

4. Es importante considerar que el diagnéstico histopatolégico por biopsia con
aguja delgada cuenta con algunas limitaciones debido que para realizar el
analisis histopatolégico de una biopsia es necesario contar con una cantidad
suficiente del mismo y que este tenga un patrén de crecimiento caracteristico
del tipo de tumor, atipia nuclear, ausencia de células basales y presencia de
material extracelular proveniente de la glandula. La falta de alguna de estas
caracteristicas puede limitar en ciertas ocasiones la precision del diagndstico.
Por su parte, el analisis de expresion génica, permite analizar en menor tiempo
marcadores empleados para el diagndstico histolégico por inmunohistoquimica.

5. El andlisis por PCR en tiempo real permite la cuantificacion de la metilacion
del promotor y de la expresion génica. A partir de estos datos y el analisis de las
caracteristicas clinicas y morfolégicas del tumor, seria posible evaluar de una
forma mas precisa el diagndstico temprano y pronéstico del CaP.

6. Por todo lo mencionado, es necesario generar nuevas opciones para la
prevencion del CaP, atencion oportuna de los pacientes e implementacion de
medidas en todos los sectores de la poblaciéon con mayor riesgo por su edad y

antecedentes familiares, para la promocién de salud por medio de campafias
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de sensibilizacidon dirigidas a vencer la resistencia de los hombres a realizarse
examenes meédicos periddicos invasivos, en general no aceptados por una gran

proporcion de la poblacion masculina, por otros no invasivos y confiables.
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VI. OBJETIVOS:
VI.1 Objetivo general:

Determinar la utilidad de ciertos marcadores genéticos y moleculares que
permitan la deteccion temprana, evaluar el pronéstico y contribuir al
seguimiento del cancer de préstata a través de métodos no invasivos.

VI.2 Objetivos especificos:

1. Cuantificar el grado de metilacion en promotores de los genes GSTP1 y
RASSF1A en ADN de tejido prostatico, plasma y sedimento urinario (SUR) de
pacientes con cancer de prostata y de pacientes con hiperplasia benigna de la
prostata.

2. Determinar la sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo (VPP)
y el valor predictivo negativo (VPN) diagndsticos del porcentaje de metilacién de
los genes GSTP1 y RASSF1A individualmente y en conjunto.

3. Determinar la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN diagnésticos del
antigeno prostético especifico (APE).

4. Determinar la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN diagnésticos del APE

en conjunto con el porcentaje de metilacion de los genes GSTP1 y RASSF1A.

VII. MATERIAL Y METODOS

VIl.1 Disefio del estudio:

Evaluacion de una prueba diagnéstica.
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VII.1.1 Descripcion del estudio:

A todos los pacientes se les informdé de los objetivos y procedimientos del
estudio y todos aquellos pacientes que otorgaron su consentimiento informado
por escrito fueron incluidos en el estudio con la seguridad de que la informacion
recabada para este estudio era confidencial, que su participacion era voluntaria
pudiéndose negar a participar en cualquier momento y que eso no repercutiria en
su tratamiento ni seguimiento dentro de las instituciones que colaboraron en este
protocolo. El estudio tuvo un caracter observacional y no experimental, por lo que
carecido de maniobras activas que influyeran directamente en la historia natural
de su enfermedad ya que solo se tomaron muestras sanguineas y de orina, y las
muestras de tejido prostatico fueron obtenidas de biopsias y cirugias
programadas como parte de su seguimiento clinico. De cada participante se
obtuvo una muestra de sangre, orina y tejido prostatico y de dichas muestras se
realizo la extraccion de ADN para cuantificar el grado de metilacién de los genes

GSTP1 y RASSF1A. De las muestras de suero se determiné el APE.

VII.2 Poblacién de estudio:

La unidad de analisis en este estudio fueron biopsias de tejido prostatico,
muestras de plasma, suero y orina de pacientes que asistieron a la consulta del
Departamento de Urologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) y del Instituto Nacional de

Cancerologia (INCAN) de enero de 2008 a diciembre de 2010.
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VII.3 Criterios de seleccion

Casos: se incluyeron pacientes que contaban con un diagnostico
histolégico confirmado de CaP y que autorizaron su participacion por escrito para
someterse a los examenes clinicos y de laboratorio propuestos en este protocolo.

Controles: se incluyeron pacientes que contaban con un diagnéstico
histolégico confirmado de HBP y que autorizaron su participacion por escrito a
someterse a los examenes clinicos y de laboratorio propuestos en este protocolo.

Criterios de eliminacién: Los casos y controles se eliminaron cuando las
muestras no tenian suficiente cantidad para realizar todos los estudios

propuestos

VIl.4 Tamafio de muestra:

Se decidié un valor alfa de 0.05 y un poder del 80%, estimandose de esta
manera una muestra de 80 pacientes con CaP y 80 pacientes con HBP. En este
estudio pudieron analizarse 83 pacientes con CaP y 103 con HBP todos ellos con
un diagnéstico confirmado mediante un analisis histopatolégico de tejido

prostatico.

VII.5 Métodos de laboratorio:

VII.5.1 Toma de muestras

Se extrajo un volumen de 12 ml separados en 4 tubos Vacutainer con EDTA.
Después de su obtencion, en un lapso no mayor a 1 hora, el plasma fue

separado por centrifugacién a 3000 rpm durante 10 minutos y fue fraccionado y
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congelado inmediatamente a —70 °C. El paquete globular de los tubos con EDTA

fue empleado para extracciéon de ADN.

VII.5.2 Determinacion de APE en suero:

La determinacion se realizé antes de la cirugia u obtencion de una biopsia
con aguja delgada y se cuantifico en el Laboratorio Central del INCMNSZ y del
INCAN mediante la prueba especifica de la linea ACCESS (Beckman Coulter
Inc.), un ensayo que tiene una sensibilidad analitica de 0,008 ng de antigeno por

ml de suero.

VII.5.3 Extraccion de ADN de sangre, tejido prostatico, sedimento
urinario y plasma:

Esta se llevo a cabo por medio de kits comerciales (QiAmp DNA Micro Kit de
QIAGEN) de acuerdo con las condiciones reportads por el proveedor. Por
espectrofotometria (Equipo  Nanodrop-Termofisher®) se determindé la
concentracion cada muestra y su pureza de acuerdo a las razones 260/280 y

260/230, el ADN se mantuvo a -70°C hasta su uso.

VI1.5.4 Conversion del ADN con bisulfito de sodio:
Para la conversion con bisulfito de sodio, se usaron 1.5 microgramos de ADN
empleando un método comercial (EpiTect Bisulfite Kit, QIAGEN). EI ADN
modificado se cuantific6 nuevamente por espectrofotometria (Equipo Nanodrop-

Termofisher®) y se mantuvo a -70 °C hasta su uso.
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XII.5.5. PCR cuantitativo metilacién-especifica

La cuantificacion de la metilacion en regiones promotoras ricas en
dinucledtidos CaPG se hizo mediante PCR en tiempo real con SYBR green
empleando primers especificos (Tabla 3) para ADN convertido por bisulfito y
gue amplifican regiones promotoras de los distintos genes, ademas del gen de
referencia (ACTB: S-ACTINA) en ADN de muestras de tejido prostatico,
sedimento urinario y plasma.

Todos los ensayos de PCR, se realizaron con 2 controles: alelos no
metilados (ADN de la linea celular Jurkat tratados con Azacitidiana), alelos
metilados (ADN de la linea celular Jurkat tratados in vitro con Sss |
metiltransferasa, New England Biolabs). La cuantificaciéon de la metilacion se
representd en porcentaje de copias metiladas del promotor y se calculd
mediante la formula %MP= (no. de copias metiladas gen de interés/total de
copias del gen ACTB en la muestra) x100 (Bastian et al. 2005)

Tabla 3. Secuencia de primers para reacciones de PCR-Metilacién
especifica.

CONDICIONES DE
AMPLIFICACION

PRIMER SECUENCIA

GSTP1 For M 5-GTCGTG ATT TAGTAT TGGGGC-3 40 x (04°C 455,56°C

Rev M 5-CTA ATA ACG AAA ACTACG ACG ACG-3 45s,72°C1m)

RASSF1A  For M 5-GCGTTGAAGTCGGGGTTC-3
40 x (94°C 45s,56°C

Rev M 5- CCCGTA CTT CGC TAA CTT TAA ACG-3 45s,72°C1m)

ACTB For 5- TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT-3 40 X (94°C 455,56°C

Rev 5-AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA -3 45s,72°C 1. m)

Referencia (Bastian et al. 2005)
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VII.6 Andlisis estadistico

Mediante el uso del paquete estadistico SPSS Ver 10 y STATA Ver 9 se
realizaron los siguientes analisis:

Andlisis univariado: Se caracterizo a la poblacién de estudio mediante el uso de
estadistica descriptiva tomando en cuenta variables sociodemograficas y
antecedentes clinicos. Se calcul6 la mediana del %MP de GSTP1 y RASSF1, en
cada muestra biolégica de los pacientes con HBP y CaP. De igual forma se
describieron las caracteristicas de los tumores tales como estadio, grado
histoldgico y presencia de metastasis.

Analisis Bivariado: Mediante el uso de estadistica no paramétrica (U de Mann-
Whitney) se compararon los niveles de metilacion en las regiones promotoras de
GSTP1 y RASSF1A en muestras de ADN de tejido prostatico, plasma y SUR de
los dos grupos de pacientes (CaP e HBP). Se realiz6 ademas el andlisis de
sensibilidad y especificidad mediante el uso de curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic) o curvas de rendimiento diagnéstico. Se analizé el area bajo la
curva (AUC) considerando que esta area posee un valor comprendido entre 0,5
y 1, donde 1 representa un valor diagndstico perfecto y donde 0,5 es una prueba
sin capacidad discriminatoria diagnostica. Es decir, si el AUC para una prueba
diagnostica es 0,8 significa que existe un 80% de probabilidad de que el
diagndstico realizado a un enfermo sea mas correcto que el de una persona sana
escogida al azar. Se evalud la sensibilidad y especificidad asi como valores
predictivos individuales de los diferentes tipos de muestras analizadas. A
continuacién se definen los conceptos mencionados asi como la forma de

realizar el célculo de los mismos (Tabla 4)
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Sensibilidad (S): Probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
enfermo = Verdaderos Positivos (VP)

Especificidad (E): Probabilidad de identificar correctamente a un individuo
sano = Verdaderos Negativos (VN)

Valor predictivo positivo (VPP): Indica la probabilidad de que un individuo con
una prueba positiva realmente se encuentre enfermo = probabilidad post-prueba
de tener la enfermedad.

Valor predictivo negativo (VPN): Es la probabilidad de que un individuo con una
prueba negativa realmente se encuentre libre de la enfermedad en estudio.

Tabla 4: Célculo de Sensibilidad,Especificidad y valores predictivos

Resultado Verdadero diagndstico
de la
prueba Enfermo Sano
Positiva Verdadero Falso Positivo Vg!soitrivo bredictivo
Positivo (VP) (FP) Vp—PP: VPI(VP+FP)
Negativa Falso Negativo Verdadero leoartivo predictivo
(FN) Negativo (VIN) | \/pN =N/ (wN+EN)
VP + FN VN + FP
Sensibilidad Especificidad
= VP/(VP + FN) | = VN/(VN + FP)

El valor predictivo positivo (VPP) del % de metilacién de los promotores en
conjunto y con el antigeno prostéatico especifico (APE) se calculd mediante un

analisis bayesiano usando la siguiente formula:

P(CP) * P(M,+|CP) * P(M,+|CP)

Pr (CP|M+)=
[P(CP) * P(M#|CP) * P(M,+|CP) ] + [P (CP) * P(M,+|CF) * P(M,+|CP)]
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Donde:

VALOR PROBABILIDAD DE QUE UN PACIENTE CON UN
PREDICTIVO  MARCADOR POSITIVO (M,+) TENGA CaP
POSITIVO TENIENDO ANTECEDENTES CLINICOS
(VPP) POSITIVOS.

P (CaP) = Prevalencia del CaP en la muestra estudiada.

P (CaP) = Prevalencia de no CaP en la muestra estudiada.

P (Mn+|CaP) = Probabilidad de tener un M+ dado que el paciente tiene
CaP.

P (Mn+|CaP) = Probabilidad de tener un M+ dado que el paciente no
tiene CaP
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VIIl. RESULTADOS

VIII.1 Caracteristicas del grupo de estudio.

La muestra analizada estuvo conformada por 83 pacientes con CaP y 103
con HBP. Del grupo de pacientes con CaP, 25 (30.1%) fueron pacientes del
INCAN y 58 (69.9%) fueron pacientes del INCMNSZ. En cuanto a los pacientes
con HBP, 26 (25.2%) fueron pacientes del INCAN y 77 (74.8%) fueron pacientes
del INCMNSZ. ElI grupo de pacientes con CaP tuvo un promedio de edad de
67.2 afios con un rango de 52 a 88 afios y el grupo de pacientes con HBP tuvo
un promedio de edad de 65.4 afios con un rango de 41 a 78 afios. Al comparar el
promedio de edad entre ambos grupos no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p=0.13). Se propone que la obesidad y el
tabaquismo son factores de riesgo para el desarrollo de CaP, por lo que se
determiné el indice de masa corporal en ambos grupos siendo el promedio para
el grupo de CaP de 25.27 y de 25.25 para los pacientes con HBP. Del grupo de
pacientes con CaP, el 46.8% de ellos fueron fumadores, mientras que el habito
de fumar se observo en el 47.5% de los pacientes con HBP, para estos dos
factores de riesgo no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos.

En cuanto a las caracteristicas tumorales del CaP en 79 de los pacientes se
pudo realizar la clasificacion de Gleason, siendo mas frecuente el grado 6 que se
observd en 39 (49.4%) pacientes, seguido del grado 7 y el grado 9 que se
observaron en 16 (20.2%) y 14 (17.7%) pacientes respectivamente. El grado 8 se
observo en 8 (10.1%) pacientes y el grado 3 y 10 en un solo paciente para cada

uno de dichos estadios (1.3% cada uno).
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VIII.2 Niveles de Antigeno Prostatico Especifico (APE)

A todos los pacientes se les determinaron niveles de antigeno prostatico
especifico (APE). Para comparar los niveles de APE entre pacientes con CaP y
pacientes con HBP, los pacientes de cada grupo fueron estratificados de acuerdo
a niveles de APE empleados en la practica clinica para el diagnostico de CaP:
normal < 4 ng/ml, intermedio = 4 <10 ng/ml, altamente sospechoso =210 ng/ml.
Al comparar los niveles de APE entre los pacientes con CaP e HBP, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas X?=5.976 (p=0.0504)

(Tabla 5)
Tabla 5.- Niveles de antigeno prostatico especifico en los grupos
estudiados.
NIVELES DE APE CaP HBP =
N=83 N=103
<4 ng/ml 5 6
= 4 <10 ng/ml 38 65
210 ng/ml 40 32 0.0504

VIII.3 Porcentaje de metilacion de los promotores GSTP1 y RASSF1A

El porcentaje de metilacién del promotor (%MP) fue determinado mediante
cuantificacion absoluta de copias metiladas de las regiones promotoras de los
genes de interés empleando PCR de tiempo real. De acuerdo a lo descrito en la
metodologia, cada muestra de interés fue convertida con bisulfito de sodio y
amplificada por triplicado el cual fue promediado. La figuras 5A y 6A muestran un
ejemplo de las curvas de amplificacion de muestras con una cantidad conocida

de copias de ADN convertidas del gen ACTB y una cantidad conocida copias
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metiladas a partir de las cuales se realizé una curva estandar para determinar la
cantidad de copias convertidas de ACTB (gen enddgeno) y metiladas de GSTP1
y RASS1A en muestras de pacientes. Como se puede observar en ambas
figuras, la amplificacion de 200 copias inicia entre el ciclo 18 y 20 para ambos
genes. La sensibilidad establecida para este ensayo permiti6 cuantificar
correctamente desde 200 copias hasta 0.2 copias convertidas (Tablas 6 y 7). En
las figuras 5B y 6B, se representa graficamente la regresion lineal a partir de la
cual se determind la concentracion de secuencias convertidas y metiladas en las
muestras de pacientes. Para validar las curvas se consideraron 3 parametros
propuestos en la literatura: el valor de R? cercano a 0.99, la pendiente (M) lo mas
cercano a 3.2 y una eficacia de reaccion cercana a 1.0.

Para corroborar que la amplificacién que se estaba cuantificando fuera especifica
de la secuencia de los promotores, se realizé un andlisis de desnaturalizacion.
Como puede observarse en las figuras 5C y 6C, es posible observar un solo pico
a la temperatura de desnaturalizacion correspondiente a cada gen. Para ACTB,
la temperatura de desnaturalizacion fue cercana a 75 °C mientras que para
GSTP1 fue mas cercana a los 80 °C al igual que para RASSF1A.

Una vez cuantificado se realiz6 el calculo del numero de copias de ACTB (Tabla
6), GSTP1 y de RASSF1A en las muestras de pacientes con CaP y con HBP y
se determiné el %MP como la razén de la (cantidad del gen de interés / cantidad
del gen endogeno) x 100. En la tabla 7 se muestra un ejemplo del calculo

efectuado en muestras de SUR.
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Figura 5. Cuantificacion absoluta de ADN convertido con bisulfito de sodio. A: curva de
amplificacién de secuencias convertidas del gen ACTB; B: curva estandar para la
cuantificaciéon absoluta de secuencias convertidas de ACTB, la cual se realizé
empleando diluciones logaritmicas (circulos azules) ; C: curva de desnaturalizacion del
producto amplificado de ACTB donde se observa un solo pico lo que indica que el
producto y la incorporacién de SYBR Green fueron especificos.
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fueron especificos.
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Tabla 6. Resultados de la cuantificacion absoluta de ACTB convertido.

0]
|
o
N
a

ACTB Ct copias/reaccién copias/reaccion
ST 200ng 18.47 213.33 221.61
ST 200ng 18.33 229.88
ST 20ng 21.49 19.56 19.37
ST 20ng 21.51 19.17
ST 21g 24.11 1.99 1.84
ST g 24.32 1.69

26.77 0.22 0.22
ST o2ng 26.75 0.22
AZA 20.95 27.37 27.23
AZA 20.96 27.09
SUR-140 22.39 8.34 9.71
SUR-140 22.04 11.08
SUR-154 23.25 4.07 4.29
SUR-154 23.13 4.50
SUR-161 22.88 5.52 5.62
SUR-161 22.84 5.71

ST: estandar de ADN de la linea celular Jurkat metilado en secuencias CaPG; AZA: ADN de la
linea celular Jurkat tratado con 5-azacitidina; SUR: ADN de sedimento urinario.
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Tabla 7. Resultados de la cuantificacion absoluta de GSTP1 metilado.

GSTP1 Ct copias/reaccion rgzgclz??)/n %G'\SA'?P[?LE
| B 20.14 212.87 216.22
- ST 200nq 20.10 219.56
ST 20ng 23.37 19.45 19.35
ST 20ng 23.40 19.26
- ST g 26.70 1.70 1.65
ST 5 g 26.79 1.60
ST o2nq 29.75 0.18 0.22
! ST o2ng 29.10 0.25
_ AZA
AZA
- SUR-140 29.16 0.28 0.28 2.88
SUR-140 29.21 0.27
SUR-154 27.25 1.13 1.12 26.11
SUR-154 27.29 1.10
SUR-161 26.00 2.85 3.17 56.41
SUR-161 25.73 3.49

ST: estandar de ADN de la linea celular Jurkat metilado en secuencias CaPG; AZA: ADN de la
linea celular Jurkat tratado con 5-azacitidina; SUR: ADN de sedimento urinario.
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VIIl.4 Comparacion de los porcentajes de metilacion de promotores
en muestras de pacientes con CaP e HBP

Las figuras 7A y 7B muestra graficamente la distribucion de los
porcentajes de metilacion en los diferentes tipos de muestras analizadas en
pacientes con CaP e HBP. Los mayores %MP de GSTP1 y RASSF1A fueron
observados en tejido prostatico de CaP con medianas de 17.20% y 17.25%,
respectivamente seguido del SUR en el mismo grupo de pacientes con
porcentajes de 8.8 y 4.2 respectivamente y por ultimo el plasma con niveles no
mayores de 2.5% en los pacientes con CaP (Tabla 8). Mediante el uso de
estadistica no paramétrica (U de Mann-Whitney) se compararon los niveles de
metilacion en las regiones promotoras de GSTP1 y RASSF1A en muestras de
ADN de tejido prostatico, SUR y plasma de los dos grupos de pacientes.
Cuando se compararon los %MP de GSTP1 en las muestras de tejido y SUR,
se pudo observar una mayor frecuencia de metilacion del promotor en los
pacientes con CaP comparado con los pacientes con HBP, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas, fenébmeno que no se observo en el
analisis del plasma. En cuanto al andlisis del promotor de RASSF1A, los
resultados muestran un mayor %MP en las muestras de ADN de tejido, SUR y
plasma correspondientes a los pacientes con CaP comparado con los pacientes

con HBP, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Tabla 8).
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Figura 7 Distribucion del % de metilacion de promotores en muestras de ADN de
pacientes con CaP y pacientes con HBP. A: % de metilacion del promotor de GSPT1 en
muestras de ADN de tejido, SUR y plasma; B : %MP de RASSF1A en muestras de ADN
de tejido, SUR y plasma.
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Tabla 8. Distribucién del % de metilacion de promotores en muestras de
ADN de pacientes con CaP y pacientes con HBP.

PROMOTOR Pso DEL % DE MP p
CaP HBP
n=83 n=103
GSTP1
Tejido 17.20 2.28 0.000
SUR 8.80 2.30 0.001
Plasma 2.10 2.10 0.522
RASSF1A
Tejido 17.25 8.50 0.009
SUR 4,12 2.70 0.002
Plasma 2.40 1.30 0.044

SUR: Sedimento urinario

VIII.5 Validez diagndstica del APE y del porcentaje de metilacion de los

promotores GSTP1y RASSF1A para el diagnostico de cancer de prostata.

Mediante el analisis de curvas ROC (Fig 8; Tabla 9), se determiné la exactitud
diagnostica de APE y el %MP de GSTP1 y RASSFla, como puede observarse
en la fig. 8A, la determinacion del %M de GSTPL1 en tejido muestra un area bajo
la curva mucho mayor que el APE, seguido del %M de GSTP1 en SUR y plasma.
Esto se documenta en la Tabla 9 que muestra el area bajo la curva de cada uno
de los marcadores analizados asi como los ICgs0, 0 que indica la precisidon
diagnostica de la prueba, es decir con que seguridad esta determinacién
distingue a un individuo con CaP y a quien no lo tiene. De igual foma en la Fig.
8B se muestra el mismo analisis para RASSF1A y en la Tabla 9 las areas bajo la
curva observadas para este marcador en esta muestra de estudio Es notable la
diferencia en cuanto a la exactitud diagndstica de %MP de GSTP1 y RASSFla
en tejido tumoral y sedimento urinario comparado con el APE. Se determinaron

como puntos de corte para hacer el calculo de sensibilidad, especificidad y
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Fig 8. Curvas ROC (Reciever Operator Curve) A) Representacion grafica de la precision
diagndstica del APE y %MP de GSTP1 en tejido, SUR y plasma B) Representacion gréfica de la
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valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN) niveles >10% y >20% de MP.
La eleccion de dos puntos de corte se realizé en funcion de identificar un valor
gue permitiera e diagnostico con la mejor sensibilidad y especificidad posible y

gue pudiera proporcionar un VPP superior al APE.

Tabla 9. Exactitud diagnéstica de APE y el %MP en GSTP1y RASSF1A

MARCADOR AREA ROC IC 959
APE 0.5889 0.50298-0.67480
GSTP1
Tejido 0.7700 0.70101-0.83893
SUR 0.6709 0.59368-0.74802
Plasma 0.5347 0.45000-0.61946
RASSF1A
Tejido 0.6097 0.53202-0.69560
SUR 0.6038 0.52423-0.69075
Plasma 0.5867 0.50743-0.67187

Los célculos de sensibilidad y especificidad se muestran en la Tabla 10,
pudiéndose observar que para el caso del APE, niveles = 4 ng/ml considerados
como de riesgo en la practica clinica muestran una sensibilidad de 93.98% pero
una especificidad de 5.83%.

El andlisis de GSTP1 y RASSF1A en tejido prostatico a niveles >10% fueron los
gue mostraron mayor sensibilidad (62.65% y 65.06% respectivamente). Mientras
gue los niveles de GSTP1 en plasma >20% asi como los niveles de RASSF1A
en SUR >20% fueron los que mostraron la mayor especificidad al analizarse
individualmente (93.20% y 92.16% respectivamente) (Tabla 10).

Al evaluar la utilidad diagnostica de estos marcadores en tejido prostatico se

observo que para un %MP>10 de GSTP1 y de RASSF1A, el valor predictivo
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positivo (VPP) fue de 70.27% y 52.94% respectivamente y de 78.12% en
conjunto, mientras que para un %MP>20 el VPP fue de 75.55% y 54.84%
respectivamente y de 83.21% en conjunto.

Tabla 10. Valores de sensibilidad y especificidad mostradas por los
marcadores estudiados en diferentes tipos de muestras bioldgicas.

GEN TIPO DE % DE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
MUESTRA  METILACION

APE Suero >4 93.98 5.83
GSTP1 Tejido >10 62.65 78.64
Tejido >20 40.96 89.32
SUR >10 47.56 72.55
SUR >20 26.83 88.24
Plasma >10 27.71 78.64
Plasma >20 10.84 93.20
RASSF1A Tejido >10 65.06 53.40
Tejido >20 40.96 72.82
SUR >10 39.02 74.51
SUR >20 17.07 92.16
Plasma >10 32.53 74.76
Plasma >20 20.48 90.29

SUR: Sedimento urinario

En esta muestra de la poblacion el APE mostré un VPP de 46.53% a niveles = 4
ng/mly un VPP de 57.49% a niveles 210 ng/m (Tabla 11).

Al evaluar la utilidad diagnostica de estos marcadores en fluidos corporales se
observd que para un %MP>10 de GSTP1l y de RASSF1A en SUR, el valor
predictivo positivo (VPP) fue de 58.74% y 55.71% respectivamente y de 69.81%
en conjunto, mientras que para un %MP>20 el VPP fue de 86.05% y 64.15%

respectivamente y de 81.24% en conjunto. (Tabla 11)
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En plasma, se observaron diferencias menores en cuanto al VPP teniendo un

%MP>10 de GSTP1 y RASSFI1A, 51.11% y 50.95% respectivamente y en

conjunto de 59.31%, mientras que para un %MP>20% el VPP fue de 44.38% y

62.96% respectivamente y de 74.57% en conjunto (Tabla 11)

TABLA 11. Validez diagnéstica conjunta del grado de metilacion de los

promotores de GSTP1, RASSF1A Y DEL APE

BIOMARCADOR

VPP EN VPPEN VPPEN VPPEN

TEJIDO SUR PLASMA SUERO
GSTP1 >10% 70.27 58.74 51.11
GSTP1 > 20% 75.55 86.05 44.38
RASSF1A > 10% 52.94 55.71 50.95
RASSF1A > 20% 54.84 64.15 62.96
APE > 4 ng/ml 46.53
APE > 10 ng/ml 57.49
GSTP1 >10 + RASSF1A >10 78.12 69.81 59.31
GSTP1 >20 + RASSF1A >20 83.21 81.24 74.57
GSTP1 >10 + RASSF1A >10+APE >4 78.09 69.77 59.27
GSTP1 >20 + RASSF1A >20+APE >4 83.18 81.21 74.53

VPP: Valor predictivo positivo
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IX. DISCUSION

Un método no invasivo de presuncion diagnoéstica para el cancer de prostata
(CaP) es la cuantificacion de niveles séricos de antigeno prostatico especifico
(APE) cuyo valor mayor o igual a 4ng/ml puede asociarse a un proceso
neoplasico, sin embargo a pesar de mostrar una sensibilidad cercana al 90% a
las concentraciones mencionadas este método de deteccion temprana muestra
con mucha frecuencia resultados falsos negativos debido a que su especificidad
varia entre un 10% a un 30% (Duffy 2011; Hessels et al. 2004; Hitzeman and
Molina 2011). De acuerdo con los resultados del presente estudio, en el grupo de
la poblacién mexicana estudiada los valores de APE mayores o iguales a 4ng/ml
mostraron una sensibilidad de 93% pero una especificidad de solo 5.83%. Del
total de pacientes con hiperplasia benigna de la prostata (HBP) el 94.17%
(97/103) tuvieron niveles iguales o superiores a 4ng/ml lo que no permitid
diferenciar en la mayoria de los casos a un paciente con HBP de aquellos con
CaP (Tabla 5).

La baja especificidad del APE en el diagnéstico del CaP, ha motivado la
busqueda de nuevos biomarcadores que pudieran incrementar la especificidad
del mismo (Hitzeman and Molina 2011). Una de las principales alteraciones
moleculares con potencial diagndstico en el CaP son las alteraciones
epigenéticas, entre ellas la hipermetilacion de islas CpG en los promotores de
ciertos genes y se propone como uno de los eventos que caracterizan a las
etapas iniciales de esta neoplasia (Kulis and Esteller 2010; Hoque 2009; Hessels
et al. 2004). Ademas de la alta frecuencia con que se presenta en el CaP, la

metilacion de promotores (MP) a nivel de ADN tiene ventajas importantes para su
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estudio, por ejemplo, son modificaciones estables en casi cualquier tipo de
muestra (tejido fresco, tejido parafinado, fluidos corporales tales como el plasma,
el suero o la orina y eyaculado) sin requerir de condiciones especiales para su
colecta y/o almacenamiento (Ellinger et al. 2008; Ellinger et al. 2011). Distintos
estudios han demostrado que algunos fluidos corporales tales como plasma,
suero u orina pueden ser de gran utilidad para detectar estas alteraciones
moleculares especificos de ciertos tipos de cancer incluido el de préstata
(Ellinger et al. 2008; Kulis and Esteller 2010). Por todos estos antecedentes, en
este estudio se propuso el andlisis de la metilacion de los promotores de los
genes GSTP1 y RASSF1A en muestras de tejido, sedimento urinario (SUR) y
plasma para evaluar su utilidad en el diagnéstico de CaP de forma individual y en
conjunto con el APE. Los resultados de este estudio, muestran diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la magnitud de la MP de GSTP1 y
RASSF1A presente en el ADN de tejido tumoral comparado con el que se
presenta en el ADN de tejido hiperplasico (Tabla 8) lo cual se confirmé al hacer el
analisis de curvas ROC (Fig 8; Tabla 9). Las diferencias estadisticamente
significativas se mantienen al comparar en el ADN de orina el %MP para GSTP1
y para RASSF1A tanto en el ADN de sedimento urinario como en el de plasma
de pacientes con CaP e HBP, lo que confirma la utilidad de este tipo de muestras
en el estudio de marcadores moleculares por métodos no invasivos.

De acuerdo con los antecedentes de la literatura, la frecuencia de metilacion de
GSTPL1 en tejido (sensibilidad) asi como la especificidad usando como punto de
corte valores de metilacion de 10%, resultd ser menor en la poblacion estudiada

comparada con poblaciones caucéasicas donde la sensibilidad es de entre el 73-
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97% con una especificidad cercana al 100% (Ahmed 2010), sin embargo para los
fluidos corporales fue muy similar al rango de sensibilidad previamente reportada
para otras poblaciones (Ahmed 2010).

Para los dos niveles de metilacion (10% y 20%) usados como punto de corte, el
VPP del %MP individual o conjunto de GSTP1 y RASSF1A en tejido y SUR, fue
siempre mayor al observado para APE>4ng/ml en suero y éste no incrementa el
VPP si se incluye en la estimacion del valor conjunto de metilacion de los
promotores. Esto mismo pudo observarse también en el plasma de los pacientes.
Comparando nuestros resultados con estudios previos. Este estudio permitio la
estandarizacion de ensayos de alta sensibilidad y especificidad para la
cuantificacion de la metilacién de promotores tanto en ADN tumoral asi como en
fluidos corporales como plasma y orina mediante PCR en tiempo real. Estos
resultados sugieren que el andlisis del %MP de GSTP1 y RASSF1A en el ADN
de fluidos corporales, principalmente en SUR y plasma, ofrece una mayor la
probabilidad de diagnosticar temprana y correctamente a un paciente con CaP y
diferenciarlo de una HBP comparado con el APE.

La frecuencia de cambios epigenéticos en las regiones promotoras de GSTP1 y
RASSF1A en los tumores prostaticos y el hallazgo de estos mismos cambios en
fluidos corporales, permitieron confirmar la importancia y factibilidad del estudio
de este tipo de marcadores para su uso en el diagnéstico presuntivo del CaP por
métodos no invasivos.

Dada la validez diagnéstica de estos marcadores en el andlisis de ADN de SUR y

plasma observada en este estudio, consideramos que el incluir la cuantificacién
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en ese tipo de muestras del %MP de GSTP1 y RASSF1A como otra herramienta
de diagnostico en hombres a partir de la edad recomendada como de inicio del
incremento del riesgo para CaP asi como en los que presentan alguna
enfermedad prostatica benigna, contribuiria a la deteccion temprana de esta
neoplasia.

Es posible que la aplicacion de un nuevo método diagnostico mas sensible y
especifico que el APE, contribuya en gran medida a la disminucion del gasto que
implica tanto para el paciente como para las instituciones de salud el tratamiento
y seguimiento de la enfermedad aun después de una prostatectomia radical pues
hay que considerar que el paciente tiene que continuar con un control para evitar
recidiva.

El analisis de este tipo muestras resulta interesante ya que por una parte son
muestras de facil obtencién, no requieren de un proceso invasivo que pudiera
complicar el estado de salud del paciente y ademas se ha demostrado que en
pacientes con cancer existe un incremento de mas del doble en cuanto a la
presencia de acidos nucléicos circulantes comparado con individuos sanos;
especificamente en el caso del ADN en plasma, en un individuo sano es posible
encontrar de 2-30ng/ml mientras que en pacientes con cancer es posible
encontrar hasta 1 microgramo de ADN por cada ml de plasma (Vlassov,
Laktionov, and Rykova 2007). Actualmente estas alteraciones en la MP, pueden
ser analizadas por diversos tipos de técnicas como aquellas basadas en la
amplificacion por PCR de tiempo real, lo que hace posible su deteccion con una
sensibilidad un evento de metilaciéon aberrante en 1 de 10 000 células (Hoque

2009). Como técnica de analisis molecular se empled la PCR de tiempo real para
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la cuantificacion de secuencias metiladas mediante el uso de SYBR green
empleando ADN tratado previamente con bisulfito de sodio (Bastian et al. 2005).
El tratamiento del ADN con bisulfito de sodio convierte las citosinas no metiladas
en uracilos mientras que las citosinas metiladas permanecen como citosinas. La
PCR-metilacion especifica empleando primers que reconozcan secuencias que
sufren dichos cambios, ha permitido el analisis de cambios en la metilacién de
regiones promotoras del genoma. Varias son las ventajas descritas para esta
metodologia, es un ensayo rapido para el analisis de un niumero considerable de
muestras, de interpretacion sencilla y permite el analisis cuantitativo del nimero
de copias metiladas con alta sensibilidad en ADN de diferentes tipos de tumores
(Hoque 2009; Fackler et al. 2004; Fruhwald and Plass 2002; Bastian et al. 2005).
Por estas caracteristicas este tipo de tecnologia podria ser implementada en
centros de referencia, donde puedan coordinarse protocolos de tamizaje en

poblacién en riesgo usando métodos sensibles y especificos de bajo costo.
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X. CONCLUSIONES

1. Este estudio demuestra que las alteraciones en la metilacion son frecuentes
en el cancer de prostata de una muestra de la poblacion mexicana.

2. Los resultados de este protocolo ofrecen la posibilidad de incluir en la practica
clinica el uso de dos marcadores moleculares que pueden contribuir a mejorar
los valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo
del antigeno prostético especifico.

3. Es posible que el estudio de otros marcadores podrian incrementar la
precision diagndéstica y minimizar el nUmero de biopsias de pristata necesarias
para el diagnostico

4. El desarrollo de este tipo de marcadores moleculares, podria identificar a
aquellos individuos asintométicos que podrian en un futuro desarrollar esta
patologia.

5. Es posible que en algin momento este tipo de marcadores podrian tener
algun beneficio como marcadores prondstico de respuesta terapéutica y
contribuir ademas en el andlisis prondstico de progresion clinica de la
enfermedad o para el estudio de la sobrevida del paciente.

6. Por otra parte los resultados de este estudio confirman la utilidad de las
muestras de plasma y sedimento urinario como una opcién en la busqueda
alteraciones epigenéticas por métodos no invasivos.

7. Es importante tomar en cuenta que de acuerdo con datos de la SSA, es
probable aumentar hasta tres afios mas la sobrevida en las personas con cancer
de préstata detectado tempranamente comparada con aquellas cuya deteccion

fue en un estadio avanzado de la enfermedad. Por lo que los resultados de este
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estudio podrian contribuir a generar nuevas opciones para la prevencion del CaP
y atencién oportuna asi como para la promocion de salud por medio de
camparfas de sensibilizacion dirigidas a vencer la resistencia de los hombres a
realizarse examenes meédicos periddicos no aceptados por una gran proporcion
de la poblacién masculina ofreciéndoles alternativas de diagndstico no invasivo y

confiable.
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Xl. ANEXOS
ANEXO 1

Sistema TNM de clasificacion de Cancer de Prostata y calificacion histo-
pronostica de Gleason

1. La Clasificacion sélo se aplica a los adenocarcinomas.

2. El carcinoma de células transicionales de la prostata se clasifica como un
tumor uretral.

3. Debe existir confirmacion histologica de la enfermedad.

Los procedimientos para valorar la Clasificacion T, N y M son:

Categoria T: Exploracion fisica, técnicas de imagen, endoscopia, biopsia y test
bioquimicos.

Categoria N: Exploracion fisica y técnicas de imagen.

Categoria M: Exploracion fisica, técnicas de imagen, estudios esqueléticos y test
bioguimicos.

Los ganglios linfaticos regionales son los ganglios de la pelvis menor que,
fundamentalmente, son los ganglios iliopélvicos localizados por debajo de la
bifurcaciéon de las arterias iliacas primitiva

La lateralidad no afecta a las categorias N.

T: Tumor primario N: Ganglios linfaticos regionales M: Metastasis a distancia

Tx No se puede evaluar el tumor primario.

TO No hay evidencia de tumor primario.

T1 Tumor no evidente clinicamente, no palpable ni visible mediante técnicas de
imagen.

T1la Tumor detectado como hallazgo fortuito en una extension menor o igual al
5% del tejido resecado.

T1b Tumor detectado como hallazgo fortuito en una extensién mayor del 5% del
tejido resecado.

T1c Tumor identificado mediante puncidn bidpsica (por ejemplo a consecuencia
de un APE elevado).

T2 Tumor limitado a la prostata.

T2a El tumor abarca la mitad de un I6bulo 0 menos.

T2b El tumor abarca mas de la mitad de un l6bulo pero no ambos Iébulos.

T2c El tumor abarca ambos I6bulos.

T3 Tumor que se extiende a través de la capsula prostatica.

T3a Extension extracapsular unilateral o bilateral.

T3b Tumor que invade la/s vesicula/s seminal/es.

T4 Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes distintas de las vesiculas
seminales: cuello vesical,

esfinter externo, recto, musculos elevadores del ano y/o pared pélvica.

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO No se demuestran metastasis ganglionares regionales

N1 Metéastasis ganglios linfaticos regionales.

-67 -



Mx No se pueden evaluar las metastasis a distancia.

MO No hay metéastasis a distancia.

M1 Metastasis a distancia

M1la Ganglio/s linfatico/s no regionales.

M1b Hueso/s

M1c Otra/s localizacion/es

Clasificacion anatomopatologica pTNM

Las categorias pT, pN y pM se corresponden con las categorias T, Ny M

No hay categoria pT1 porque el tejido es insuficiente para valorar la categoria pT
mas alta.

Grado histopatologico

GX No se puede evaluar el grado de diferenciacion

G1 Bien diferenciado (anaplasia débil) (Gleason 2-4)

G2 Moderadamente diferenciado (anaplasia moderada) (Gleason 5-6)

G3-4 Pobremente diferenciado/indiferenciado (marcada anaplasia) (Gleason 7-

10)
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ANEXO 2

Hoja de informe al paciente

El cancer de préstata, es el resultado de la interaccion de factores genéticos y
ambientales que favorecen la formacion de tumores. En las primeras etapas de
la enfermedad, el cancer se limita a la préstata y puede erradicarse evitando la
propagacion y consecuente muerte del paciente, por ello la importancia de las
acciones de deteccion muy temprana para prevenir la progresion de la
enfermedad, asi como para determinar un riesgo aumentado y la deteccién de
los primeros signos de cambio de una lesion premaligna a su transformacion
cancerosa. El protocolo titulado “USO DE MARCADORES EPIGENETICOS
PARA EL DIAGNOSTICO DEL CANCER DE PROSTATA POR METODOS NO
INVASIVOS”, es un proyecto de investigacion médica cuyo objetivo es analizar
algunos genes que permitan la deteccion temprana, evaluar el prondstico y
contribuir al seguimiento del cancer de prostata a través de métodos no
invasivos. Para ello necesitamos su consentimiento por escrito para
proporcionarnos informacién sobre sus antecedentes clinicos, la frecuencia de
consumo de alimentos, una muestra de orina ademas de extraerle
aproximadamente 15 ml de sangre venosa y su aprobacion para disponer de un
segmento de la pieza tumoral o de hiperplasia benigna que le serd extraido
cuando lo determine su médico tratante. Con dicho material podremos
determinar la presencia alteraciones a nivel molecular en genes relacionados al
desarrollo y gravedad del cancer de préstata. Ninguno de estos procedimientos
ponen en peligro su salud y los andlisis realizados en este estudio no tendran
costo para usted. Su participacion es confidencial y voluntaria, por lo que puede
negarse a participar en cualquier momento, lo que no repercutira en su
tratamiento y seguimiento en el Instituto.

Esperamos que los resultados obtenidos en esta investigacion permitan
establecer un método de diagndstico y prondéstico altamente sensible y especifico
gue permitan la deteccién temprana del cancer de prostata y que ademas
permita identificar oportunamente aquellos pacientes que tienen mayor riesgo de
desarrollar formas mas agresivas de la enfermedad.
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ANEXO 3
Carta de consentimiento informado.

Por este medio expreso que se me ha invitado a participar en el protocolo
de investigacién titulado: “‘USO DE MARCADORES EPIGENETICOS PARA EL
DIAGNOSTICO DEL CANCER DE PROSTATA POR METODOS NO
INVASIVOS.” Se me ha explicado en forma clara que en este estudio se
investigard la presencia de alteraciones genéticas, metabdlicas y nutricionales
gue permitan establecer un método de diagnostico y prondstico para el cancer de
prostata. Estoy de acuerdo en proporcionar la informacién sobre mis
antecedentes clinicos, mis habitos alimenticios y proporcionar una muestra de
orina y aproximadamente 15 ml de sangre venosa ademas de que podran
disponer de las muestras tumorales que me seran extraidas quirdrgicamente
pues soy consciente de que ninguno de estos procedimientos ponen en peligro
mi vida o mi salud.

Se me ha informado cual es el objetivo de este estudio y que toda la
informacién obtenida en este estudio sera confidencial y s6lo podra ser utilizada
para fines de investigacion, manteniéndose mi identidad en el anonimato,
excepto para mi médico tratante si el resultado es de beneficio para mi
tratamiento. Mi participacion es voluntaria y podré negarme a participar en
cualquier momento, lo que no repercutird en mi tratamiento y seguimiento en el
Instituto.

De acuerdo a lo anterior y en pleno uso de mis facultades mentales, acepto
participar en este proyecto de investigacion.

Paciente Médico informante

Testigo

México, D.F. a de del afio 200 .
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