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RESUMEN

En México, el cancer de prostata se ha convertido en un problema de salud publica, ya que
al afio se observa una tasa de mortalidad de 121.57 por cada 100 mil hombres lo que
representa el 8.1% de defunciones, en la poblacién de hombres de 60 afios (INEGI, 2008).
Diversas investigaciones se han dedicado a identificar marcadores que pronostiquen la
fase primaria y agresiva del cancer de proéstata (Shen et al,, 2000). Este es el caso de las
mutaciones encontradas en el genoma mitocondrial en las ultimas décadas (Khandrika, et
al, 2009). En el afio 2005 se describié que el 11-12% de los pacientes de cancer de
préstata presentaron mutaciones en la subunidad citocromo oxidasa (COX I) que alteran
los aminoacidos conservados (Petros et al., 2005). Recientemente se ha estudiado la
frecuencia de haplogrupos mitocondriales en poblaciones europeas y asiaticas. (Alvarez-
Cubero et al,, 2012; Kim et al., 2008; Mueller et al., 2009), pero se carece de estudios
similares en la poblaciéon mexicana. Con el desarrollo de las técnicas masivas de la biologia
molecular, ha sido posible la identificacién de marcadores moleculares. Es por ello, que su
aplicacion en el estudio del cancer de prostata puede resultar de importancia. En la
actualidad se cuenta con la secuencia gendémica completa de la especie humana lo que
permite estudiar la expresion de todos los genes en un solo experimento. De igual forma se
cuenta con una infinidad de bases de datos que permiten el analisis simultaneo de los
genes identificados (Sorlie et al. 2001; Van de Vijver et al. 2002). En las instalaciones de
investigacion de la Unidad de Investigaciones Multidisciplinarias (UIM, UNAM, FESC), bajo
la direccién del Dr. José Francisco Montiel Sosa, ya se encontraron las primeras
mutaciones candidatas al CaP, en el locus M7-C01, alelo G6261A produciendo un cambio
de aminoacido de manera non-syn:A-T y en el locus M7T-ND5, alelo C12705T cuyo cambio
de aminoacido es syn:I-I relacionada con el haplogrupo R. Otras mutaciones localizadas
probables asociadas al Cap: T489C, MT-DLOOP, C13478G, MT-ND5 y G12009A, MT-ND4
(Aun no descrita). También se encontraron las mutaciones en el locus MT-ATP 6, alelo
A9300G con un cambio de aminoacido non-syn:A-T asociada a la miopatia y en el locus
MT-RNR1, alelo A663G con cambio de aminoacido 12S rRNA relacionada al riesgo de
arterioesclerosis coronaria. Dichas variaciones son las primera reportadas en México. Esta
investigacion es apenas un preambulo para entender el cancer de prdéstata, su inicio,
progreso y desarrollo de metastasis en pacientes mexicanos. Cabe destacar que aiin queda
pendiente encontrar la delecién 3.4 kb mitocondrial en pacientes mexicanos. De igual

manera, se realizé el analisis filogenético afiliado a los haplogrupos mitocondriales.


http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode

ABREVIATURAS

ATP Trifosfato de adenosina.

BT Biopsia Transrectal

BrEt Bromuro de etidio.

C+ Tejido Neoplasico

C- Tejido Benigno

Ca Cambio de aminoacido

CaP Cancer de Prostata

DNA Acido desoxirribonucleico.

dNTPs Desoxirribonucleosidos trifosfatos.
EyMH Enfermedad asociada y Marcador de haplogrupo;
GBF GB Frecuencia

L Locus

M Muestra

mRNA Acido ribonucleico mensajero.

mtDNA Acido desoxirribonucleico mitocondrial.
NADH Dinucleotido de nicotinamida y adenina reducido.
Nc Nucleétido Cambiado

Ncod Numero de codon

NS Nucleoétido Sustituido

nDNA Acido desoxirribonucleico nuclear.
Non-syn = Mutacién no Sin6nima

Ou Origen de replicacién de la cadena H.
OL Origen de replicacion de la cadena L.
OXPHOS  Fosforilacion oxidativa.

P Posicion

PA Posicion del Aminoacido

pb Pares de bases.

Pcod Posicion de codén

PCR Reaccidén en cadena de la polimerasa.
PP2p Prediccion PolyPhen2

PR Prostatectomia Radical

rRNA Acido ribonucleico ribosomal.

tRNA Acido ribonucleico de transferencia.
tRNALeu RNA de transferencia para leucina.
tRNAPhe RNA de transferencia para fenilalanina.
tRNASer RNA de transferencia para serina.
tRNAVal RNA de transferencia para valina.

SA Sustitucion del Aminoacido

syn Mutacion Sindnima

Vi



CAPITULO I LA MITOCONDRIA EN EL CANCER DE PROSTATA: LA ENCRUCIJADA
ENTRE LA VIDA Y LA MUERTE

1.1 Aspectos Clave de la Biologia Mitocondrial.

Se cree que la mitocondria (organelo que aporta el 90% de la energia que
necesitan las células) surgié al acumularse el oxigeno en la atmdsfera terrestre.
Posiblemente la mitocondria y el nucleo de la célula eucariota se crearon a la vez,
al incorporarse por endocitosis células procariotas aerdbicas al interior de la célula
eucariotica anaerdbica y fusionarse ambas. Con el tiempo, la mayoria de los genes
procarioticos (genes protomitocondriales) se integraron en el genoma nuclear, con
lo que el eucariota primitivo anaerébico ya podia vivir en una atmosfera aerobica,
rica en oxigeno; s6lo una pequefia fraccion del genoma procaridtico primigenio

permanecié en la mitocondria (Wallace, 2005).

Resultados recientes en genética molecular han confirmado el origen bacteriano de
las mitocondrias eucariotas, como remanentes de protobacterias que colonizaron
células anaerdbicas nucleadas hace millones de aifos, donde la relacién entre los
dos organismos se volvié simbiotica, el huésped eucariota proporcionaba alimento
y proteccion, y la bacteria detoxificaba la célula del dafiino oxigeno (Andreu et al,
2004). Los estudios indican que las mitocondrias se originaron a partir de un

ancestro de las bacterias del género Rickettsia (Gray MW, 1993).

De manera general, la funcion de la mitocondria se resume en la Figura 1.1 donde
se muestra que: los equivalentes reducidos en el ciclo de Krebs y en la f—oxidacién
pasan a través de complejos proteinicos incrustados en la membrana mitocondrial
interna (cadena transportadora de electrones) que consiste de 4 complejos
multiméricos (I al IV) mas 2 pequeiios acarreadores de electrones, coenzima Q
(ubiquinona) y citocromo C. La energia generada por las reacciones de la cadena
transportadora de electrones es usada para bombear protones de la matriz
mitocondrial dentro del espacio entre las membranas mitocondriales interna y
externa. Esto crea un gradiente electroquimico de protones el cual es utilizado por
el complejo V (o ATP sintasa), una fina maquina que funciona como una turbina

rotatoria que genera ATP como consecuencia del flujo de protones
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que regresa a la matriz a través de la subunidad FO que estd asociada a la

membrana interna de la mitocondria (Wallace, 2012).

B
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Figura 1. 1. Fisiologia Mitocondrial. Modificado de Cold Spring Harbor Laboratory Press
(Wallace, 2012).



Las células poseen un numero muy variable de mitocondrias, dependiendo del
tejido. Cada mitocondria posee varias copias de un tnico cromosoma, situadas en
la matriz mitocondrial y ancladas a la membrana interna. En consecuencia, el
numero de copias de mtDNA en una célula oscila entre 200 y 100,000. El
cromosoma mitocondrial es bicatenario y circular, como el de procariotas, aunque
de tamafo muy inferior: 16569 pb en humanos, con una longitud de 5 pm y una
masa molecular de 10 MDa; esto es unas 3000 veces menos que la longitud del
cromosoma nuclear mas pequefio. El DNA mitocondrial total, dependiendo del
tejido, se calcula entre un 0,05 y un 20% del DNA total de la célula (Zuque et al,
2011); una de las hebras posee un mayor contenido en bases purinicas, por lo que
se conoce como hebra pesada o H (heavy), mientras que la otra es la hebra ligera o

L (light) abundante en citosina (Strachan et al, 2004).

El acido desoxirribonucleico mitocondrial humano contiene informacién para 37
genes (Figura 1.2): 2 que codifican para acidos ribonucleicos ribosémicos (rRNA),
22 para tRNA y 13 para polipéptidos que forman parte de cuatro de los cinco
complejos multienzimaticos del sistema de fosforilacion oxidativa (sistema
OXPHOS), etapa terminal de la ruta de produccion de ATP. Estos péptidos
corresponden a siete subunidades (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6) del dinucle6tido de
nicotinamida y adenina reducido (NADH): ubiquinona 6xido-reductasa (complejo
[); una subunidad (cyt b) de la ubiquinol: citocromo c 6xido-reductasa (complejo
III); tres subunidades (CO [, II, IIT) de la citocromo c oxidasa (complejo 1V), y dos
subunidades de la ATP sintetasa (complejo V). El resto de los polipéptidos
componentes de estos complejos, asi como el complejo I completo, estan
codificados en el DNA nuclear. La biogénesis de este sistema constituye un caso
unico en la célula ya que para su formacion se requiere la expresion coordinada de

los dos sistemas genéticos (Solano etal, 2011).
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Figura 1. 2. Mapa del genoma mitocondrial. (Taylor et al.,, 2005).

Los genes que codifican las subunidades del complejo I (ND1-ND6 y ND4) se muestran en azul; los de
citocromo C oxidasa (COI-COIII) en rojo; el del citocromo b perteneciente al complejo 111 en verde; y los genes
de las subunidades de la ATP sintasa (ATPasa 6 y 8) estan en amarillo. Los 2 rRNAs (12S y 16S) se muestran
en purpura, también se muestran los 22 tRNAs (necesarios para la sintesis proteica) se indican con lineas
negras y denotados por su cddigo de una letra. La region control no codificante llamado bucle de
desplazamiento (D-loop) contiene secuencias que son necesarias para la iniciacién tanto de la replicacion
como la transcripcion del mtDNA, incluyendo el origen de replicacion de la cadena pesada (OH). El origen de
replicacién de la cadena ligera se muestra como OL. (Taylor et al,, 2005).



1.2 Organizacion, Replicacion y Transcripcion.

El genoma mitocondrial humano es muy compacto. Alrededor de 93% de las
secuencias de DNA son secuencias codificantes. Los 37 genes mitocondriales
carecen de intrones y estdn empacados de forma estrecha (en promedio uno por
0.45 kb). Las secuencias codificantes de algunos genes como los que codifican las
subunidades seis y ocho de la ATPasa mitocondrial muestran cierta superposicién
y en casi todas las demas secuencias codificantes de genes estan contiguas o
separadas por una o dos bases no codificantes. Algunos genes carecen incluso de
codones de terminacién y para superar esta deficiencia tienen que introducirse
codones UAA a nivel postranscripcional (poliadenilaciéon de los mRNAs). La tnica
region que carece de DNA codificante corresponde al 7% de la molécula, es la
region de desplazamiento del asa (D) en la que se genera una estructura de DNA de
cadena triple debido a la sintesis duplicada de una pieza corta de DNA de cadena H
(DNA 75) (Fogg 2011). Aln sin ser una region codificante, en ella se encuentran los
promotores de transcripcion y los elementos reguladores de la expresion del DNA,
por lo que a ésta zona se le conoce como region control. Otra caracteristica
distintiva de la organizacion genética mitocondrial es que los genes de los tRNAs se
sitian separando los genes de los rRNA y los genes codificantes de proteinas

(disposicion importante para el procesamiento del RNA) (Zdpez 2007).

El codigo genético mitocondrial (Tabla 1.1) se usa para decodificar los transcritos
de las cadenas pesada y ligera a fin de proporcionar un total de sélo 13
polipéptidos. Hay 60 codones mitocondriales de sentido, uno menos que en el
codigo universal, y cuatro codones de terminacion, dos de los cuales, UAA y UAG,
sirven asi mismo como codones de terminacion en el universal, pero los otros dos
son AGA y AGG y especifican arginina en éste ultimo. UGA codifica triptéfano en
lugar de servir como codén de paro y AUA especifica metionina no isoleucina. Las
diferencias entre el cddigo genético universal y el mitocondrial se especifican en la

Tabla 1.2.



Tabla 1. 1. Cédigo genético mitocondrial de mamiferos. (Watson et al., 2006).

Segunda posicién
U C A G
UUU  Phe UAU Tyr [UGU Cys |U
UUC  (GAA)YF |UCC  Ser |UAC (GUA) |UGC (Gray |
U | UUA Leu UCA (UGA) St UGA
Trp | A
UUG  (UAG) | UCG stop | UGG
(UCA) | G
CUU ccu CAU  His | CGU U o
N a
o CUC  Leu |CCC Pro |CAC (GUG) | CGC @
5 C|CUA (UAG) | CCA (UGG) |CAA Gl CGA Are I8 5
n =)
g (UcG) |A 3
g CUG CCG CAG (UUG) | CGG 2
\g G 6\
i3 =S
g AUU lle |ACU AAU  Asn |AGU Ser |U ’(E
] -t
g AUC  (GAU) |ACC  Thr |AAC (GUU) |AGC (Gey gl 3
E AWM Met |ACA (UGU) [AAA  Lys . . 3
A, Sto
AUG (CAU)% | ACG AAG  (UUU) P RS
stop |G
GUU GCU GAU Asp el U
GUC Val GCC  Ala GAC  (GUC) |GGC g}y C
G | GUA (UAC) |GCA (UGC) | GAA Glu GGA
(ucc) (A
GUG GCG GAG (UUC) | GGG
G

*Las diferencias entre el cdigo genético mitocondrial y el universal estan en verde.
t Cada grupo de codones esta sombreado en gris y lo lee un tRNA individual cuyo
anticoddn, escrito 5'—=3’, aparece entre paréntesis. Un tRNA que contiene un U en
la primera posicion (5") del anticodén lee cada grupo de cuatro codones. tRNA con
G o U, en la primera posicion del anticodén leen con bombardeo de GU los grupos
de dos codones en los que éstos terminan en U/C o A/G respectivamente. Los
anticodones con frecuencia contienen bases modificadas.

t Obsérvese que en la C en la primera posicion anticoddénica participa en

apareamientos inusuales.

El genoma mitocondrial codifica todas las moléculas de rRNA y tRNA que necesita

para sintetizar proteinas, pero se basa en los genes codificantes nucleares para
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proporcionar todos los otros componentes. Puesto que sélo existen 22 tipos
diferentes de tRNA mitocondrial humano, las moléculas de tRNA individuales
deben estar disponibles para interpretar varios codones distintos. Esto se logra
mediante la variacién de la tercera base en la interpretacion del codén. Ocho de las
22 moléculas de tRNA tienen anticodones que son capaces de reconocer familias
de cuatro codones que so6lo difieren en la tercera base y 14 reconocen pares de
codones que son idénticos en las posiciones de las dos primeras bases y comparten
una purina o una pirimidina en la tercera base. Por consiguiente, entre ellas, las 22
moléculas de tRNA mitocondrial pueden reconocer un total de 60 codones

[(Bx4)+(14x2)] (Fogg 2011).

Tabla 1. 2. Diferencias entre el cédigo genético universal y el mitocondrial (Wallace, 2012).

Codon | Codigo Cédigo
Universal | mitocondrial
humano
UGA Stop Trp
AGA Arg Stop
AGG Arg Stop
AUA Ile Met

La replicacion del cromosoma mitocondrial humano se realiza por un mecanismo
diferente al de procariotas y genoma nuclear de eucariotas. En la actualidad hay
varias teorias que explicarian la replicacién del mtDNA, las cuales se resumen de la

siguiente forma:

a) Modelo clasico: La replicacion del mtDNA, unidireccional y asimétrica, se
realiza mediante dos origenes diferentes (Ou y O.) la molécula de doble
cadena de mtDNA se replica de forma asincrénica. La replicacion de la
cadena L comienza a partir de su origen de replicacion (OL) s6lo después de
que la sintesis de la cadena H haya completado cerca de dos tercios del
circulo y, ademas, procede en la direccion opuesta. La replicaciéon de la
cadena H se inicia usando un pequeio fragmento de transcrito de la cadena
L que sintetiza la RNA polimerasa mitocondrial (POLRMT), la cual, tiene

acceso al molde de DNA mediante la unién de los factores de transcripcion



b)

A, Bl y B2 (TFAM, TFB1 y TFB2M) a la doble cadena de DNA. El precursor
del RNA se corta mediante la endonucleasa procesadora de RNA
mitocondrial (MRPRNasa) en el origen de replicaciéon de la cadena H (On).
Los desoxirribonucle6tidos se afiaden al extremo terminal 3’ libre del
transcrito mediante la DNA polimerasa gamma (POLG). La proteina
“Twinkle”, las topoisomerasas 1y 3 (TOP1 y TOP3) y las proteinas de union
a monocadena (mtSSB) participan en la preparaciéon de las cadenas molde

de la cadena simple para que la POLG realice su funcién correctamente.

(Lépez, 2007; Clayton, 1982; Kasamatsu y Vinograd, 1974).

Modelo nuevo: Recientemente, se ha puesto en duda el modelo de
replicaciéon de desplazamiento de la hebra y ahora, basandose en una
técnica que utiliza métodos bidireccionales, se ha propuesto que el mtDNA
se replica de forma unidireccional desde el origen Ou. El punto On sefala el
principio y el fin de la replicacion (Zdpez 2007; Holt et al, 2000). También se ha
propuesto que podria replicarse de un modo bidireccional y simétrico
desde un dnico origen de replicacién, a semejanza con el DNA bacteriano
(Lopez, 2007; Bowmakerb et al, 2013). Este nuevo modelo, que esta tomando
bastante fuerza, no explica la mayoria de datos que hasta ahora se habian

obtenido y que eran explicados por el modelo anterior.

Modelo clasico renovado: Hace poco tiempo se renovd el modelo clasico
(Lopez, 2007; Brown y Clayton, 2006), de forma que en determinados momentos
y dependiendo del tejido existiendo deferentes inicios de replicacion.
Ademas se produjeron diferentes pausas en la replicacion también

dependiendo del tejido.

La replicacion del mtDNA no tiene lugar especificamente en la fase S, sino a lo largo
de todo el ciclo celular y no todas las moléculas de DNA se replican una vez por

ciclo, sino que lo hacen al azar.

La transcripcion se lleva a cabo por una sola RNApol que estd formada por un solo
polipéptido y que, para la iniciacién, requiere la presencia de un factor de

transcripcion mtTFA. El mtDNA se transcribe a partir de 3 lugares de iniciacion,
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dos para la hebra pesada (H1 y H2) y una para la ligera (L), produciéndose asi tres
transcritos primarios diferentes (dos de ellos complementarios y correspondientes
a toda la longitud del cromosoma, 16,5 kb). Los tres promotores se encuentran
situados en la region no codificante de control o D-loop. Aun se desconoce si el

inicio en H1 y H2 depende de un mismo promotor o de dos independientes.

A partir del primer lugar de iniciacién de la hebra pesada H1 se transcribe el DNA
que codifica los tRNAPhe, rRNA 12S, tRNAVal y rRNA 16S; la transcripcion se detiene
tras este dltimo, mediante la participaciéon de un factor de terminacién (mTERF).
Cuando la transcripciéon comienza en el segundo punto de inicio H2, localizado
inmediatamente tras el tRNAPhe, el transcrito primario (L2) continia mas alla del
punto de terminacién anterior, completando el resto del cromosoma. Por tanto, el
lugar de iniciacion define qué tipo de RNAs (ribosémicos o mensajeros) deben
sintetizarse. La selecciéon del punto de inicio estd a su vez regulada por las
hormonas tiroideas. Gracias a esta doble unidad de transcripcién la mitocondria
sintetiza mucha mayor cantidad de RNAs ribosémicos que el resto de productos
génicos. A partir del promotor de la hebra ligera se sintetiza una sola molécula
(que es una hebra pesada, H) que so6lo codifica 8 tRNAs y un mRNA. Los 3
transcritos primarios sufren una maduraciéon para dar lugar cada uno a varios
rRNAs, tRNAs y mRNAs maduros; del transcrito H se origina también el RNA

cebador para la replicacién de la hebra H (Zuque et al, 2011).

1.3 Regulacion de la expresion genética del mtDNA.

La biogénesis de la mitocondria depende de la expresion coordinada de los
genomas mitocondrial y nuclear. Entre las proteinas nucleares que pueden actuar
regulando esta interaccidn se encuentran el factor de iniciacion de la transcripcion
TFAM que podria ser el responsable tanto de los niveles de mtRNA como del
numero de copias de mtDNA (Ldpez 2007; Ficher y Clayton, 1988). La regulacién de la
relacion entre rRNAs y mRNAs mitocondriales se realiza mediante la seleccion del
lugar de iniciacion de la transcripcién de la cadena pesada (Montoya et al, 1983), que
a su vez parece que esta relacionado con el factor de terminacién mTERF

codificado en el nucleo, y a nivel del procesamiento de los RNAs policistrénicos.
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Asimismo, la regulaciéon transcripcional puede realizarse como respuesta a
hormonas, en particular a hormonas tiroideas que pueden actuar bien
directamente sobre el mtDNA o de un modo indirecto a través de la activacion de
genes nucleares (Ldpez 2007), estabilizando los RNAs maduros (Zdpez 2007; Enriquez
etal, 2010) y a nivel de la traduccidon de los mRNAs (Ldpez 2007; Ostronoff et al, 2010).
Recientemente, se ha visto que la fosforilacion de mTERF puede regular la
terminacion de la transcripcion al final de la region de los rRNAs e incluso

participa regulando la iniciaciéon en H1 (Ldpez 2007; Prieto-Martin et al, 2012).

1.4 Heteroplasmia y efecto umbral.

Cada célula contiene cientos o miles de copias del mtDNA dependiendo del tejido o
del tipo de célula, su dependencia del metabolismo oxidativo, o su estado
metabolico. Durante la divisién celular, las moléculas de mtDNA se distribuyen de
forma aleatoria entre las nuevas células. En tejidos sanos, todas las copias del
mtDNA son idénticas (homoplasmia). Las mutaciones patogénicas del mtDNA
normalmente afectan a alguna pero no a todas las copias del mtDNA de una célula,
un tejido, o un individuo, lo cual resulta en una mezcla de genomas mitocondriales
mutados y no mutados (heteroplasmia), y el fenotipo clinico de una mutacién
puntual particular en el mtDNA esta determinado por la proporcion relativa de
genomas sanos y mutados en los diferentes tejidos. Dependiendo de la demanda
energética de una célula, el nivel de genomas mutados requeridos para producir
una expresion fenotipica de la mutacion varia (efecto umbral). Este efecto es
diferente en tejidos distintos, pero, cuando el umbral es sobrepasado, la
produccion de ATP es menor a la demanda de energia (Andreu et al, 2004) llegando a
estar por debajo de la minima necesaria para el funcionamiento de los tejidos y,
debido a la produccion defectuosa de proteinas codificadas en el mtDNA, se
provoca la apariciéon de la enfermedad. Si el nimero de moléculas de mtDNA
dafiado es relativamente bajo se produce una complementaciéon con las moléculas
de DNA normal y no se manifestara el defecto genético. El nimero de moléculas de
DNA es diferente en cada érgano y tejido segin la cantidad de energia requerida

para su funcionamiento. Por ello, los tejidos que preferentemente se afectan son la
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vision, el sistema nervioso central, musculo esquelético, corazén, islotes

pancreaticos, rifién e higado (Solano et al, 2011).

1.5 Segregacion mitdtica.

El fenotipo de una linea celular puede variar durante la divisién celular debido a
que las mitocondrias se distribuyen al azar entre las células hijas por lo que si en
una célula coexisten dos poblaciones de mtDNA, una normal y otra mutada
(heteroplasmia), a lo largo de las divisiones se podran originar tres genotipos
diferentes: homoplasmico para el DNA mitocondrial normal, homoplasmico para el
DNA mutado y heteroplasmico. Por tanto, el fenotipo de una célula con
heteroplasmia dependera del porcentaje de DNA mutado que contenga (Solano et al,
2011). Este fendbmeno llamado segregacidon mitotica explica como ciertos pacientes
con desoérdenes relacionados al mtDNA de hecho pueden cambiar de un fenotipo

clinico a otro diferente a medida que envejecen (DiMauro et al, 2005).

1.6 Modo de herencia.

La herencia mitocondrial es una de las excepciones a los principios de transmision
mendeliana de las enfermedades monogénicas. Todos los individuos heredan el
DNA mitocondrial (mtDNA) de su madre, por tanto, una mutacidn patoldgica en el
genoma mitocondrial de una mujer se puede transmitir a toda su descendencia,

mientras que el vardn en raras ocasiones transmite una mutacién analoga (Zuque et

al, 2011).

El mtDNA presenta una tasa de mutacién espontanea 10 veces superior a la del
DNA nuclear. Este fenémeno puede estar originado porque en la mitocondria se
producen continuamente radicales libres de oxigeno, como consecuencia de la
oxidacion final de los compuestos carbonados, que pueden dafiar a un DNA que no
estd protegido por proteinas (Solano et al, 2011). Las mutaciones del mtDNA son
corregidas por mecanismos complejos de escisién y transferencia (los sitios
dafiados son escindidos, removidos, transferidos y sustituidos por las formas

correctas), sin embargo, estos mecanismos son bastante ineficientes (10 a 17 veces
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menos efectivos comparados a los que reparan mutaciones de DNA nuclear) (Ruiz et

al, 2012).

En la mujer, durante la producciéon de oocitos primarios, un selecto nimero de
moléculas de mtDNA se transfieren a cada oocito. La maduracién del oocito esta
asociada con la replicacion rapida de las moléculas de mtDNA. Este evento de
restriccion-amplificacion puede provocar un cambio aleatorio de la carga de
mtDNA mutado entre las generaciones y es responsable de los niveles variables de
éste, observado en la descendencia afectada de madres con la mutacién patogénica
mitocondrial. A este evento se le conoce como “cuello de botella genético” (Fig.

1.3), (Taylor et al, 2005).

Maduracion del 0ogito y Fertilizacion
amplificacion de mtONA

\ O @@‘ Ano nivel de mutacidn
6 ? (desoendencia alectada)

I\? \
6. (0 %\ —

—> mutacion (mitad de I3

Sl =
Célia germing / \

primordial con Q % %
\ / \
MIRNA mutado \® \ @ _, Bsprvel o muactn
% % % @ = (descendencia norma)
@ Mitocondria mutada
@ Mitocondria normal Qctos, primarios \\@ @

ONl')deo

Qagitas maduros

Figura 1. 3 . Cuello de Botella Genético. Las mitocondrias que contienen mtdna mutado se

muestran en rojo mientras que las de mtDNA normal en verde. (Taylor et al., 2005).
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A diferencia del DNA nuclear, el mtDNA no aparenta sufrir una recombinacion de
sus bases nucleotidicas durante la divisién y reproduccién de la mitocondria. La
ausencia de recombinacion permite que las mutaciones se acumulen en una mayor
o menor linea o de manera cronoldgica en los linajes maternos. Como resultado,
hay una ambigiiedad minima en la reconstruccién de la bifurcaciéon de los linajes
femeninos a lo largo de los cambios acumulados en sus mtDNAs (Schurr, 2010). De
tal forma que, en sus migraciones fuera de Africa, los humanos han estado
acumulando variaciones distintivas del mtDNA de nuestro ancestro “Eva
mitocondrial”, resultando en numerosos haplotipos caracteristicos de los
diferentes grupos étnicos (DiMauro, 2005), en la Figura 1.4 se observa el mapa de

migraciones del mtDNA.

1.7 Haplogrupos Mitocondriales y Cancer de Prostata.

Se han empleado dos métodos moleculares diferentes para aprovechar las
caracteristicas genéticas del mtDNA. El analisis de los polimorfismos en los
fragmentos largos de restriccion (RFLP) contempla mtDNAs individuales por
variacidon de secuencia usando una serie de enzimas (endonucleasas de
restriccion) que cortan la molécula de mtDNA en un nucleétido especifico de la
secuencia conocido como sitio de reconocimiento. Si hay diferencias entre dos
individuos las enzimas de restriccion cortan su DNA en puntos diferentes en el
mtDNA, los fragmentos resultantes seran de diferentes longitudes. En el analisis de
RFLP, la combinacién dnica de los fragmentos detectados por una serie de enzimas
de restriccion representa polimorfismos genéticos dentro de un haplotipo de
mtDNA. Un grupo de haplotipos relacionados que se define por una serie de RFLPs
compartidos es llamado haplogrupo o linaje de mtDNA. Una variaciéon genética
considerable dentro y entre las poblaciones humanas se ha detectado mediante el
analisis de RFLP. Aunque una porcién significativa de esta variacidn es compartida
entre todas las poblaciones, una cierta cantidad se encontra dentro de poblaciones

geograficamente circunscritas o grupos étnicos (Schurr, 2010).

Otro método de estudio de la variacién del mtDNA involucra la secuenciaciéon

directa de uno o ambos segmentos hipervariables (HVS-1 y HVS-II hypervariable
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segments) de la region control. A diferencia del andlisis de RFLP, que puede estar
ligado a un andlisis general del genoma mitocondrial, la secuenciacién directa
proporciona una lectura nucleétido por nucleétido de una porciéon del mtDNA. Ya
que el rango de mutacion es elevado en la region control, la secuenciacidn directa
proporciona una vista detallada en los pequefios cambios genéticos que pueden
haber ocurrido recientemente. Las mutaciones en la regidon control ayudan a
definir linajes especificos de mtDNA en las poblaciones humanas (como lo hacen
ciertos RFLPs), y también revelan la diferenciaciéon genética de esos linajes en
areas geograficamente circunscritas. Por calculos estadisticos de la cantidad de
variacién en las regiones control dentro y entre linajes de mtDNA, es posible
estimar la edad relativa de las variantes genéticas en una regiéon geografica
particular (Schurr, 2010). Asi, la mayoria de los polimorfismos determinantes de

haplogrupos son especificos de un continente.

La clasificacion de los haplogrupos de mtDNA estd basada en la informacién
obtenida mediante analisis RFLP de la region codificante y de las secuencias de
nucleétidos de los segmentos hipervariables en la regiéon control. Los haplogrupos

se codifican con letra capital y la subclase con un nidmero comun (7orroni et al, 1996;

Richards et al,, 1998).

La evolucién del mtDNA humano se caracteriza por los distintos linajes étnicos que
ya han sido identificados: tres africanos, nueve europeos y siete asiaticos
(incluyendo nativo americanos) (Lehtonen, 2012). Cerca del 99% de los mtDNAs
europeos se incluyen dentro de nueve haplogrupos designados como H, 1, ], K, T, U,
V, Wy X (Lehtonen, 2012; Torroni et al, 1996), y estos haplogrupos pueden ser ademas
agrupados dentro de cuatro clados: HV, UK, T] y WIX (Lehtonen, 2012; Richards et al,
1998). En Asia, el 77% de los mtDNAs se encuentran dentro de un
superhaplogrupo M que a su vez esta subdividido en pequefios subhaplogrupos
designados como C, D, G y E. La mayoria de los mtDNAs asiaticos restantes son de
los haplogrupos A, B y F. Esencialmente todos los mtDNAs nativo americanos se
encuentran dentro de cuatro haplogrupos: A, B, C y D (Lehtonen, 2012; Torroni y
Wallace, 1994), en la Figura 1.9 se pueden observar la localizacién geografica de

todos los haplogrupos.
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Una comparaciéon de nativo americanos, siberianos y asiaticos revel6 que los
mismos linajes de mtDNA en todos los grupos comparten mutaciones en la regiéon
control que son especificas de los haplogrupos. La explicacién mas simple es que
las mutaciones de la region control surgieron en Asia en los linajes mitocondriales
fundadores y fueron traidos hacia el nuevo mundo por el nativo americano
ancestral. La mayoria de las variantes en las secuencias de la region control de los
nativo americanos parecen ser Unicas. La distribucion geografica y lingiiistica de
los haplogrupos A-D en América también sugiere que todos ellos estuvieron
presentes en la(s) migracion(es) original(es). Los cuatro haplogrupos se han
observado en poblaciones fuera de América y se han encontrado también en los
tres grupos lingliisticos nativo americanos propuestos (Amerindio, Na-Dene,
Eskaleut). Sin embargo, los indios Na-Dene y Eskimo-Aleuts originales parecen
carecer del haplogrupo B. Aunque los mtDNAs de haplogrupos A-D se encuentran
frecuentemente encontrados juntos en una sola poblacioén, varias tribus carecen de
haplotipos de al menos uno de estos haplogrupos. Esta tendencia refleja el hecho
de que el flujo genético y los eventos fundadores han jugado un papel significativo
en la formacién de la distribuciéon de los haplotipos mitocondriales en dichas
poblaciones. Esta interpretacién es también sostenida por la alta frecuencia de
haplotipos mitocondriales “privados” en diferentes tribus amerindias. Dichos
resultados sugieren la idea de que un aislamiento temprano de las tribus y los
efectos que fundaron permitieron la divergencia del juego de genes en diferentes
regiones (aunque no todos los cientificos estan de acuerdo en este punto).
También es importante mencionar que la composiciéon genética de una poblaciéon
antigua puede no ser la misma a la poblaciéon que actualmente ocupa la misma

region geografica, debido a las migraciones, el flujo genético u otros procesos

(Schurr, 2010).

Los haplogrupos A, Cy D parecen ser los linajes mitocondriales mas antiguos en el
nuevo mundo (aproximadamente 47,650 a 23,535 afios de edad). Las edades de
estos haplogrupos en Siberia son generalmente comparables para los de América.
La edad considerable de estos haplogrupos sugiere que la relacion entre
poblaciones Siberianas y Nativo Americanas son bastante antiguas. El haplogrupo
B en América es considerablemente mas joven (17,700 a 13,500 afios de edad) que

los haplogrupos A, C y D. Sin embargo, andlisis recientes en la regiéon control en
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nativo americanos indican que el haplogrupo B puede ser mas diverso (y por lo
tanto mds antiguo) que los haplogrupos A, C y D. Otros trabajos también sugieren
que los haplotipos del haplogrupo B estuvieron presentes en el centro-este de Asia

al menos 24, 000 a 30,000 afios antes (Schurr, 2010).

Un nimero de mtDNAs encontrados en nativo americanos no caen dentro de los
haplogrupos A-D. Estos fueron originalmente designados como “otros” haplotipos
y la mayoria fueron atribuidos a una mezcla no nativa debido a sus afinidades
aparentes hacia los mtDNA europeos. En particular, los otros haplotipos
detectados en Ojibwa y Navajo se parecen al haplogrupo X visto en canadienses
franceses y otros grupos europeos. Un solo haplotipo en los Mayas también parece
pertenecer al haplogrupo europeo H, el linaje mitocondrial mas cominmente
observado en poblaciones caucasicas americanas y europeas. Sin embargo, se ha
visto que los otros haplotipos similares al haplogrupo X europeo de hecho
pertenecen a una divergencia de este linaje en particular. Todos los haplotipos del
haplogrupo X amerindios comparten un conjunto de RFLP y mutaciones en la
secuencia de la regién control con el haplogrupo X europeo, pero por otro lado,
difieren de ellos por muchas mutaciones en la regién control. También, cuatro
sublinajes distintos del haplogrupo X se han identificado en poblaciones
amerindias implicando que esto ha sido suficiente a lo largo del nuevo mundo para
tener una diversificacion genética considerable. En contraste con la distribucién de
los haplogrupos A a D, el haplogrupo X se encuentra en poblaciones
exclusivamente cercanas en Norte América. También se ha detectado en pocas
muestras brasilefias antiguas lo que implica que dicho haplogrupo estuvo presente

en el nuevo mundo antes que los primeros europeos arribaran (Scaurr, 2010).
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Figura 1. 4. Migraciones humanas del mtDNA. Modificado de mitomap.org
(http://www.mitomap.org/mitomap).

En México se han estudiado diferentes poblaciones nativas usando varios
marcadores genéticos y los resultados han mostrado la mezcla genética indigena,
europea y africana. Un estudio reciente mostr6 que los grupos Huichol y
Tarahumara no tienen el haplogrupo A o lo tienen en una baja frecuencia. Por otro
lado, los grupos de la Mixteca-Alta, Nahua-Necoxtla, Nahua-Actopan, Nahua-
Chilacachapa y Nahua-Zitlala tienen al menos los haplogrupos D y B. Los Nahua-
Ixhuatlancillo, Otomi, Nahua-Xochimilco, Mixteca-Baja, Tzeltal y Nahua-Coyolillo
tienen al menos el haplogrupo C. El grupo Purépecha tiene una frecuencia baja de
los haplotipos D, B y C. También se encontr6 que el grupo Nahua-Coyolillo
(localizado cerca del Golfo de México), fue el tnico grupo indigena con otro
haplogrupo (haplogrupo L), presentando una mezcla africana. De acuerdo con
estos resultados, una distribucion heterogénea de los haplogrupos mitocondriales
A, B, C y D esta presente entre las poblaciones indigenas mexicanas excepto la

Nahua-Coyolillo. (Perialoza et al, 2007).
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Tabla 1. 3. Haplogrupos nativo-americanos. (Richards et al., 1998).

Haplogrupo Oligos Oligos
SADTE: NG SiHE Ubicacién Secuencia (5'-3")
Americano
A C16290T | Haelll+663 L396 CCAGCCTAACCAGATTTCAA
G16319A H1067 GGGGTATCTAATCCCAGTTT
B 16189C Del. L8192 GCTCTGAAATCTGTGGAG
16217C 9-bp H8361 TATTTAGTTGGGGCATTTCAC
C 16298C Alul L12978 CAAGCCTCACCCCACTACTA
16327T +13262 H13733 GGTAGAGGGGGATTGTTGTT
D Alul L5042 CCCACATAGGATGAATAATA
-5176 H5442 GCGATGAGTGTGGGGAGGAA

En el cancer prostatico el estudio de los haplogrupos del mtDNA ha sido de gran
interés ya que representa un biomarcador para el potencial de este padecimiento
en una poblacion. El creciente nimero de publicaciones que describen el riesgo de
la asociacion del cancer con varios tipos de haplogrupos mitocondriales en la
poblaciéon humana ha cuestionado la validez de las mutaciones descritas como

futuros biomarcadores. (XY, Li etal, 2011).

Varias investigaciones han relacionado la susceptibilidad del cancer de prostata
con el origen étnico de los individuos lo que podria sugerir una relacién entre la
variabilidad de la poblacién y la genética del cadncer (L.7: Amundadottir et al, 2006). Los
estudios anteriores han demostrado que la incidencia es de dos a diez veces mayor
en los norteamericanos de ascendencia africana, en comparacién con los
caucasicos y los asiaticos, respectivamente (J.£ Fowler et al 2000). En este sentido, las
observaciones de Booker y Col.,, han demostrado que el haplogrupo U (origen
europeo) se asocia con el doble de riesgo de cancer de préstata y 2.5 veces el
riesgo de carcinoma renal en individuos estadounidenses que tienen ascendencia

europea (Booker et al, 2006).

Contrariamente a este hallazgo, las investigaciones de Kim y Col., no reveld
ninguna asociacion entre linajes asiaticos y el cancer de prostata para la poblacién
coreana (Kim et al, 2008). Del mismo modo, los hallazgos por Muller y Col,, no
relacionaron la asociacion entre estos haplogrupos y el cancer prostatico en una

poblacion europea (Muller et al, 2009).
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En México y los demas paises latinoamericanos no se ha llevado a cabo ningin
estudio en las poblaciones latinoamericanas mezcladas para tratar de asociar linaje
materno (haplogrupo ADNmt) con la susceptibilidad a desarrollar cancer de
prostata, lo que seria de gran interés, ya que estas poblaciones mezcladas se
forman histéricamente por tres grandes grupos geograficos humanos: nativos

estadounidenses, europeos y africanos (Cano et al, 2014).

Haplogrupos
mitocondriales en el
continente Americano

AL Altaians KT Kets
AU Aleuts KU Kurds
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HA Han Chinese PO Polynesians
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Figura 1. 5. Haplogrupos Mitocondriales en el continente americano. Modificado de
mitomap.org (http://www.mitomap.org/mitomap)
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CAPITULO II CANCER DE PROSTATA

2.1 Panorama Nacional.

El cancer de prostata es un importante problema de salud publica con altos costos
sociales y una considerable carga individual para el paciente. En México, este tipo
de neoplasia se ha convertido en un problema de salud publica, ya que al afio se
observa una tasa de mortalidad de 121.57 por cada 100 mil hombres lo que

representa el 8.1% de defunciones, en la poblacién de hombres de 60 afios (5S-DF,

2010).

En 2010 el Sistema de Salud capitalino reporté un total de 8 mil 575 detecciones
de cancer de Proéstata; mil 489 detecciones positivas de crecimiento prostatico
(Hiperplasia Prostatica) y 15 mil 614 detecciones negativas. Las estadisticas
colocan al cancer de Préstata como la tercera causa de muerte en los hombres; en

el Distrito Federal, y en los ultimos dos afios se ha incrementado en al menos 30%
(SS-DF, 2010).

Distribucidén porcentual de egresos hospitalarios por tipo de tumor
maligno para cadasexo, 2006

Tipo de tumor maligno Hombres Mujeres
Total 100.0 100.0
Del estémago 4.0 27
Del colon 3.7 228
Del rectosigmoides, recto y ano 2.4 16
Traquea. bronquios y pulman 8.0 28
Mama 0.4 19.8
Cuello del Gtero 0.0 131
Leucemias 18.8 119
Labio, cavidad bucal y faringe 2.3 12
Esofago 1.5 04
Higado 2.4 1.9
Pancreas 1.9 1.5
Melanoma y otros tumores de la piel 0.8 08
Cuerpo del dtero 0.0 28
Ovario 0.0 7.3
Prostata 7.8 0.0
Vejiga 2.9 0.9
Otros 451 287

Fuente: SSA, DGIS. Egresos Hospitalarios, 2006. Base de datos. Process INEGI.

Figura 2. 1. Distribucién de egresos hospitalarios por tipo de tumor maligno por cada sexo.
(Tomado del Programa de Accion del Cancer de Prdstata, Secretaria de Salud, 2009).
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Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios y mas, por principales tumores
malignos segin sexo
2010
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Mota: Se utilizd la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10},
codigos C16, C18, C22, C34, C50, C53 v C81.
Fuente: 554 (2011). Base de sgresos hospitalarios 2070, Procesd INEGI.

Figura 2. 2. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacién de 20 afios y mas, por principales

tumores malignos segiin el sexo. (Tomado de SSA, 2011. Base de Egresos Hospitalarios 2010).

2.2 Neoplasia Prostatica.
Para entender el cancer de prostata, resulta util conocer algo sobre la prostata y las

estructuras adyacentes en el cuerpo.

2.2.1. Informacidn sobre la préstata.

La préstata es una glandula que se encuentra presente s6lo en los hombres. Se
encuentra delante del recto y debajo de la vejiga. El tamafio de la prdstata varia con
la edad. En los hombres mas jovenes, la prostata es del tamafio aproximado de una

nuez. Sin embargo, puede ser mucho mas grande en hombres de mas edad (AcP,

1997).
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La funciéon de la prostata consiste en producir cierta cantidad del liquido que
protege y nutre a los espermatozoides presentes en el semen. Esto causa que el
semen sea mas liquido. Justo detras de la prostata se encuentran las glandulas
llamadas vesiculas seminales, las cuales producen el mayor volumen de liquido
para el semen. La uretra, que es el conducto que transporta la orina y el semen

fuera del cuerpo a través del pene, pasa por el centro de la prostata (ACP, 1997).

La préstata comienza a desarrollarse antes del nacimiento, y su crecimiento se
acelera durante la pubertad ya que es promovido por hormonas masculinas
(llamadas andrégenos) que hay en el cuerpo. El andrégeno principal, la
testosterona, se produce en los testiculos. La enzima 5-alfa reductasa transforma la
testosterona en dihidrotestosterona (DHT) que es la hormona principal que le
envia una sefal a la préstata para que crezca. Mientras las hormonas masculinas
estén presentes, por lo general el tamafo de la préstata permanece casi igual o

crece lentamente en los adultos (AcP, 1997).

2.2.2. Hiperplasia prostatica benigna.

A medida que el hombre envejece, la parte interior de la prdstata (alrededor de la
uretra) a menudo sigue creciendo, lo que puede causar una condicion comun
llamada hiperplasia prostdtica benigna (benign prostatic hyperplasia, BPH).
Cuando se presenta esta afeccidn, el tejido de la prostata puede presionar la uretra,

lo que causa problemas al pasar la orina (Baldwin et al, 2001).

La BPH no es cancer ni se convierte en cancer, aunque puede ser un problema de
salud grave para algunos hombres. Si se requiere tratamiento, a menudo se pueden
usar medicinas para reducir el tamafio de la prostata o para relajar los musculos
que se encuentran en ésta, lo que usualmente ayuda a que la orina fluya. Si las
medicinas no son utiles, puede que sea necesario emplear algun tipo de cirugia, tal

como una reseccion transretral de la préstata (Baldwin et al, 2001).
2.2.3 Cancer de prostata.

En la préstata se encuentran varios tipos de células, pero casi todos los casos de

cancer de prostata se desarrollan a partir de las células glandulares. Las células
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glandulares producen el liquido de la préstata que se agrega al semen. El término
médico para un cancer que comienza en las células glandulares es
adenocarcinoma. Otros tipos de cancer también pueden comenzar en la glandula
prostatica, incluyendo sarcomas, carcinomas de células pequeiias, y carcinomas de
células de transicion. Pero estos tipos de cancer de prostata no son frecuentes.
Algunos canceres de prostata pueden crecer y propagarse rapidamente, pero la

mayoria crece lentamente (Fogg et al, 2001).

2.2.4. Posibles afecciones precancerosas de la prostata: Neoplasia Prostatica
Intraepitelial y Atrofia Inflamatoria Proliferativa.

Algunos médicos creen que el cancer de prdstata comienza con una afeccion

precancerosa, aunque esto aun no se conoce con certeza (Byrne etal, 1992).

En esta afeccidn, existen cambios microscépicos en la apariencia de la glandula
prostatica, pero las células anormales no parecen invadir otras partes de la
prostata (como lo harfan las células cancerosas). Basandose en cuan anormales se

ven los patrones de las células, se clasifican de la siguiente forma:

- PIN de bajo grado: los patrones de las células de la préstata lucen casi normales.

- PIN de alto grado: los patrones de las células lucen mas anormales.

Esta afeccion comienza a aparecer en la prostata de algunos hombres tan
temprano como entre los 20 y los 29 afios de edad. Casi la mitad de todos los
hombres tienen neoplasia prostatica intraepitelial (prostatic intraepithelial
neoplasia, PIN) al cumplir los 50 afios. Muchos hombres comienzan a presentar
una neoplasia de bajo grado a una edad temprana, pero no necesariamente
padecen cancer. Adn no estd clara la importancia de la neoplasia prostatica
intraepitelial de bajo grado con respecto al cancer de prostata. Si en una biopsia de
la prostata se reporta un hallazgo de PIN de bajo grado, el seguimiento para los
pacientes usualmente es el mismo al que se daria si nada anormal se hubiese

reportado (Byrne et al, 1992).
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Si se encuentra una neoplasia prostatica intraepitelial de alto grado en una biopsia
de prostata, hay aproximadamente entre 20% a 30% de probabilidades de que él
paciente tenga cancer en otra area de la prostata. Por esta razon, los médicos a
menudo observan cuidadosamente a los hombres con neoplasia prostatica
intraepitelial de alto grado y pueden recomendar la repeticion de una biopsia de la
prostata, especialmente si la biopsia original no tomé muestras de todas las partes

de la glandula (Byrne et al, 1992).

La atrofia inflamatoria proliferativa (proliferative inflammatory atrophy, PIA) es
otro hallazgo que se puede notar en una biopsia de prdstata. En esta afeccion, las
células de la préstata lucen mas pequefias de lo normal, y existen signos de
inflamaciéon en el area. La PIA no es cancer, pero los investigadores creen que
algunas veces puede convertirse en una PIN de alto grado o tal vez en cancer de

prostata directamente (Byrne et al, 1992).

2.3 Factores de Riesgo del Cdncer de Prostata.

Un factor de riesgo es cualquier cosa que afecte la posibilidad de tener una
enfermedad como el cancer. Los distintos tipos de cancer tienen distintos factores
de riesgo. Algunos factores de riesgo, como el fumar, pueden cambiarse. Otros,

como la edad de la persona o sus antecedentes familiares, no se pueden cambiar

(Hsing, 2006).

Sin embargo, los factores de riesgo no suministran toda la informacién. Muchas
personas con uno o mas factores de riesgo nunca padecen cancer, mientras que
otras que padecen la enfermedad puede que hayan tenido pocos factores de riesgo

conocidos o ninguno de éstos (Hankey et al, 2006).

Audn no se ha entendido completamente las causas del cancer de prostata, pero se
han encontrado varios factores que pueden cambiar el riesgo de padecer esta
enfermedad. Sin embargo, para algunos de estos factores, la asociacion con el

riesgo de cancer de préstata ain no esta clara 4s¢ 2012).
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2.3.1. Genética.

Los antecedentes genéticos pueden contribuir al riesgo de cancer de prdstata,
segun lo sugerido por las asociaciones con la raza, la familia, y las variantes

genéticas especificas.

2.3.2. Familia.

Los hombres que tienen un familiar de primer grado (padre o hermano) con
cancer de prostata tienen el doble de riesgo de desarrollarlo, y los que tienen dos
familiares de primer grado, en especial hermanos afectados tienen un riesgo cinco
veces mayor en comparacion con los hombres sin antecedentes familiares (Steinberg
et al, 1999). Este hecho se refuerza en un estudio realizado en los paises nérdicos
con hombres gemelos, revelé un 40% de probabilidad de riesgo de desarrollar

dicha patologia por factores de consanguinidad estrecha (Zichtenstein et al, 2000).
2.3.3. Raza.

El cancer de prostata afecta mas cominmente en los hombres negros que los
blancos o hispanos, y también se presenta mas alta tasa de mortalidad. Por el
contrario, El cancer de proéstata ocurre con menos frecuencia en los hombres
asiatico-americanos y en los hispanos/latinos que en los hombres blancos. No

estan claras aun las razones de estas diferencias raciales y étnicas (Hoffiman et al,

2001).

2.3.4. Variantes genéticas especificas.

Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2, factores de riesgo importantes para
el cancer de ovario y cancer de mama en las mujeres, también han sido implicados
en el cancer de prostata. Otros genes ligados son, el gen hereditario del cancer de

prostata 1 (HPC1), el receptor de andrégenos, y el receptor de la vitamina D

(Struewing et al, 1997).

25



Sin embargo, hay muchas otras mutaciones genéticas que pudieran ser
responsables de algunos casos de cancer de prostata hereditario, pero se estan

realizando investigaciones sobre estos genes (45C 2012).

La mayoria de las mutaciones del ADN relacionadas con el cancer de prdstata no
parecen ser heredadas, sino que se forman durante el transcurso de la vida de un
hombre. Cada vez que una célula se prepara para dividirse en dos nuevas células
debe copiar su ADN. Este proceso no es perfecto y algunas veces ocurren errores,

lo que deja el ADN con imperfecciones en la célula nueva (Beuzeboc et al, 2009).

El desarrollo del cancer de prostata puede estar asociado con un aumento en los
niveles de ciertas hormonas. Los niveles altos de andrdégenos (hormonas
masculinas, como la testosterona) promueve el crecimiento de las células de la

préstata, y pueden contribuir al riesgo de cadncer de prdstata en algunos hombres

(Smith et al, 2009).

2.3.5. Edad.

El cancer de prostata ocurre en muy pocas ocasiones en hombres menores de 40
afios, pero la probabilidad de tener cancer de préstata aumenta rapidamente
después de los 50 afios. Casi dos de tres casos de cancer de prostata se detectan en
hombres mayores de 65 afios. Sin embargo, muchos hombres que tienen cancer de

prostata nunca lo saben (4ndriole et al, 2009).

En 1977 se realizé un estudio sobre la latencia del cancer de préstata en China,
Alemania, Israel, Jamaica, Suecia y Uganda revel6 que los hombres de 50 afios, el
30% ya tenia una neoplasia prostatica y los de 70 afios era casi del 80% con dicha

patologia, cabe resaltar que estos pacientes murieron por otras causas (Breslow et al,

1977).
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2.3.6. Tipo de Dieta y Obesidad.

No estad claro cudl es el papel exacto que desempefia la alimentaciéon en el

desarrollo del cancer de prostata, aunque se han estudiado varios factores.

Los hombres que comen muchas carnes rojas o productos lacteos altos en grasa
parecen tener una probabilidad ligeramente mayor de cancer de proéstata. Estos
hombres también tienden a comer menos alimentos de origen vegetal como frutas,

ensaladas y verduras (Ornish et al, 2005).

Algunos estudios han sugerido que los hombres que consumen una gran cantidad
de calcio (proveniente de alimentos o complementos) pueden tener un mayor
riesgo de padecer un cancer de proéstata. Es importante indicar que el calcio

proporciona otros beneficios importantes a la salud ¢Acs, 2012).

Segin la Organizaciéon para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE),
México es el segundo pais con mas porcentaje de obesidad (0CDE 2012), 1o cual
implica un riesgo para el inicio del cancer de prostata. En 2013, el Dr. Andrew
Rundle, de la Universidad de Columbia, New York, declar6 “La obesidad
incrementa un 100% el riesgo de Cancer de Prdstata agresivo. En su estudio, los
pacientes obesos (IMC > 30) se observo la presencia de lesiones PIN en muestras
de biopsias transrectales, ya antes explicadas, las cuales son precursoras del

cancer de prostata (Rundle, 2013).

2.3.7. Factores Sexuales.

Varios estudios han demostrado que el tener muchas parejas sexuales o el inicio de
la actividad sexual a temprana edad incrementa sustancialmente el riesgo de
cancer de préstata (Denis et al, 2002). Hay una relacion significativa entre el cancer de

prostata y la infeccion por HPV (HPV-16, HPV-18), (Sarma et al, 2006).
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2.4 Signos y Sintomas.

Por lo general, el cancer de prostata en etapa inicial no causa sintomas. Algunos
canceres de prostata avanzados pueden hacer mas lento o debilitar el flujo urinario
o hacerle sentir que necesita orinar con mas frecuencia, especialmente de noche.
Sin embargo, las enfermedades no cancerosas de la proéstata, tal como la

hiperplasia prostatica benigna son una causa mas comun de estos sintomas

(Giovanucci, 2006).

Si el cancer de prostata se encuentra en una etapa avanzada, es posible que tenga
sangre en la orina (hematuria) o tenga dificultad para lograr una ereccién
(impotencia). El cancer de préstata avanzado usualmente se propaga a los huesos,
lo que puede causar dolor en las caderas, la espalda (columna vertebral), el pecho
(las costillas) u otras areas. El cancer que se ha propagado a la columna vertebral
también puede presionar los nervios espinales, lo que puede causar debilidad o
adormecimiento en las piernas o los pies, o incluso pérdida en el control de la

vejiga o los intestinos (Giovanucci, 2006).

2.5 Fisiopatologia.

El cancer de prostata sélo presenta sintomas cuando su tamafio rebasa el tamafio
normal y tiene algin grado de invasién, por esto debemos evaluar la
sintomatologia prostatica y cuando se requiera pedir un antigeno prostatico
especifico a todo hombre mayor de 50 anos, de acuerdo a sus factores de riesgo
determinar la periodicidad y siempre que presenten factores de riesgo, o encuesta
de factores de riesgo positiva, examinar con tacto rectal. Esto es valido para

cualquier médico, de cualquier especialidad (Beardsie et al, 1994,).

En hombres con mayor riesgo, con antecedentes familiares directos de cancer de

prostata o de mama, se debe iniciar un abordaje de deteccion a los 40 afos (Andreu,

2004).

La proéstata es un 6rgano pequeno del tamafio de una nuez. Se localiza debajo de la

vejiga y rodea la uretra. La prostata produce un liquido que se convierte en parte
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del semen. El semen es el liquido blanco que contiene esperma, por tanto es un

organo exclusivo del género masculino (Holtgrewe 2001).

Fundamentalmente se distinguen 3 zonas: la zona Central cruzada por los
conductos eyaculadores que supone un 25% de la glandula, la zona Transicional
que rodea a la uretra posterior con un 5% del volumen glandular y la zona

Periférica que ocupa un 70% del volumen glandular @s¢ 2012).

En la zona Periférica se desarrollan el 68% de los canceres, en la zona Central un
8% y en la zona Transicional un 24%. 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 (Howlader, 2001).

La prevalencia de cancer prostatico en especimenes de autopsia varia poco
alrededor del mundo, la diferencia clinica es notable entre paises (alta en
Norteamérica y paises europeos, intermedio en Sudamérica y baja en el Lejano
Oriente), sugiriendo que las diferencias en el medio ambiente y en la dieta entre las
poblaciones, podrian ser de importancia en el desarrollo del cancer prostatico

(Howlader, 2001).

Zona transicional

Zona
central

k. / Zona periférica

Vesicula
seminal

Figura 2 .3. Glandula Prostatica. (Tomado del Programa de Accién del Cancer
de Proéstata, SSA, 2009).
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2.6 Alteraciones Mitocondriales en el Cdncer de Prostata.

Se han identificado mutaciones a nivel del DNA mitocondrial (mtDNA) humano
asociados a varios tipos de cancer. A continuacién se presenta una tabla resumida
de las mutaciones encontradas en las regiones no codificantes y codificantes del

mtDNA en células cancerigenas de la glandula prostatica.

Tabla 2. 1. Mutaciones Mitocondriales asociadas al Cancer de Préstata. (Jerénimo et al, 2001).

Region/Genes | Heteroplasmica/Homopladsmica Afeccién al Referencias
Mutados Complejo
Respiratorio

Dloop Homoplasmica Ninguna Jerénimo et al,
2001.

16S rRNA Homoplasmica Ninguna Jerdnimo et al,
2001.

ND1 Homoplasmica Complejo | Jeronimo et al,
2001.

ND4 Homoplasmica Complejo | Jerénimo et al,
2001.

Aunque a la fecha no se han reportado alteraciones en el mtDNA en el cancer de
prostata. Dos recientes estudios sugieren que las mutaciones y deleciones en el
mtDNA juegan un papel clave en la carcinogénesis de la prostata. El primer estudio
examina las deleciones en el mtDNA en 34 biopsias malignas de prdstata. El
genoma mitocondrial fue enteramente amplificado usando la técnica de PCR larga
usando geles de electroforesis para visualizar el tamafio de dicha alteracion. Los
investigadores encontraron un nimero significativamente elevado de deleciones

que incrementan con la edad (Jessie, et al, 2001).

Por otro lado, el estudio realizado por Jerénimo y Col., secuenciaron las regiones D-
loop, 16S rRNA y la subunidad NADH de lesiones premalignas de la glandula
prostatica, tumores de prostata primarios, y los linfocitos normales de 16
pacientes. Las mutaciones se identificaron en 3/16 pacientes. A pesar de la
incidencia relativamente poco frecuente de mutaciones en el mtDNA, se

encontraron que las dichas pueden ocurrir tempranamente en la progresion de la
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enfermedad y fueron detectables hasta en fluidos corporales durante las primeras

etapas de la enfermedad (Jerdnimo et al, 2001).

El DNA mitocondrial (mtDNA) es el principal objetivo ataque para las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y se ha observado que el nivel de dafio oxidativo es mas
extensa y persistente en este que en el genoma nuclear, lo que conduce a la

acumulacion de un mayor nimero de mutaciones (Croteau y Borh, 1997).

El cancer de préstata y los cambios aberrantes en las especies reactivas de oxigeno
(ROS) se vuelven mas comunes con el envejecimiento, dichas especies reactivas de
oxigeno (ROS) son cruciales en la iniciacién de un proceso tumoral. En el caso de
una prdéstata normal, una mayor concentraciéon de zinc presente en el tejido
provoca un bloqueo en el ciclo de Krebs y la acumulacién de citrato en el liquido
prostatico. De este modo, las células epiteliales normales de la préostata glandular
tienen una baja respiracion oxidativa baja provocando una disminucién en la
oxidacion y presumiblemente menos produccion de ROS. A diferencia de la
prostata normal, la transformacién maligna se asocia con un interruptor
metabdlico temprano que conduce a la acumulaciéon de zinc disminuy6, y el
aumento de la oxidacidn de citrato. Por lo tanto en el proceso hay un aumento en la

respiracion oxidativa y una tasa alta de ROS (Cook and Higuchi, 2012).

Estudios recientes han demostrado que la presencia de multiples mutaciones
puntuales homoplasmicas en el genoma mitocondrial es comin en muchos
tumores humanos, tales como las que se encuentran en los canceres de colon y de
prostata (Chen et al, 2002). Estas mutaciones también pueden llevar a la disfuncién
mitocondrial debido a la alteracién del metabolismo intermediario, lo que podria

interpretarse como una sefial para la induccién de la patogénesis del tumor (Dakubo

et al, 2006).

La ubicacion de estas mutaciones en el genoma se ha correlacionado con diferentes
tipos de cancer. La presencia de mutaciones en el gen de la citocromo oxidasa I
(COI) se produce en alrededor de 11% de los pacientes de cancer de prdstata
(Petros et al, 2005). Por otra parte, el bucle de desplazamiento de la regiéon no
codificante (D-loop) resulta ser un sitio critico para la presencia de mutaciones

(hotspot) en las neoplasias de la vejiga, pulmdn, cabeza y cuello. Estas mutaciones
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estan asociadas con la funcién D - bucle como un sitio regulador para la replicacién

y la expresion de este genoma (Petros et al, 2005).

El Dr. Douglas Wallace, experto en el genoma mitocondrial, afirma que la
deficiencia de energia y la generacién de especies reactivas de oxigeno ROS
provocan una disfuncién mitocondrial en el genoma mitocondrial jugando un
papel central en una amplia gama de trastornos relacionados con la edad y
diversas formas de cancer (Wallace, 2012). Fogg y Col., mencionaron tres procesos
que involucran a la mitocondria en la iniciacién y progresién tumoral en el cancer
de prdéstata: a través de las alteraciones del metabolismo de la glucosa (efecto
Warburg), la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (derivadas de la
fosforilaciéon oxidativa, proceso donde las mitocondria generan energia y consiste
en la oxidaciéon del hidrégeno para generar agua y ATP) (Pereira et al, 2012) y el

compromiso de la funcién intrinseca en la apoptosis (Fogg etal, 2011).

En 2008 se encontré una delecién de 3.4 kb en el genoma mitocondrial en biopsias
negativas para pronostico de cancer de prostata (Maki et al, 2008), este estudio se
corrobor6 en 2010, en el cual encontraron deleciones en el genoma mitocondrial
que tienen utilidad en resolver los falsos negativos de las biopsas prostaticas. Estos
estudios demuestran la importancia de un biomarcador mitocondrial util para el
diagndstico temprano y progresion del cancer de préstata (Robinson, et al, 2010).
Algunas mutaciones estdn relacionadas directamente al conocimiento de
haplogrupos implicados en la asociacién entre variantes del mtDNA y

enfermedades complejas como cancer renal y de préstata (Booker et al, 2006).

La delecion de 3.4 kb asociada al cancer de préstata, provoca una remocion en la
region terminal ND4L y toda la subunidad ND4 tocando una parte de la subunidad

ND5 (Maki et al, 2008 Robinson et al,, 2010).

32



HEmO . 3 Bilirrubina

Cplll

AA =P w=p

Figura 2. 4. Bioenergética y Mutaciones Mitocondriales. Modificado de Cold Spring Harbor
Laboratory Press. (Wallace, 20012).
En las células cancerigenas el mtDNA se encuentra alterado por lo que muchas mutaciones
en el mtDNA estan estrechamente asociadas a las fosforilacién oxidativa (OXPHOS) y la

regulacion REDOX de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). (Wallace, 20012).
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Figura 2. 5. Complejo I y Subunidad NADH mitocondriales. (Wallace, 2012).

Se muestra la afeccién por la deleciéon 3.4 kb en las zonas ND5, ND4, ND41 del mtDNA (Parr
et al, 2013). Se presume que los genes dafiados por la delecion 3.4kb estan asociados a un
fallo de transferencia de electrones y de unién a la ubiquinona, lo que puede implicar un
incremento en la concentracion de siperoxido (02*) similar a la observada cuando el sitio
de unién de la ubiquinona es inhibido por otra proteina denominada, rotenona (Murphy,
2009); sin embargo, este efecto se limita Unicamente a las mitocondrias con dicha

afectacion. (Wallace, 2012).
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CAPITULO III DIAGNOSTICO CONVENCIONAL

3.1 Antigeno Prostatico Especifico (PSA) y Antigeno Prostatico Especifico Fraccion
Libre (PSA-L).

El antigeno prostatico especifico (PSA), constituye un marcador tumoral para
cancer de prostata, es una glicoproteina de 237 aminoacidos con accién de
serinaproteasa, cuyo gen esta activado en el cromosoma 19 del ADN de las células
epiteliales de ductos y acinos prostaticos y en condiciones normales es secretado

hacia el lumen de estas estructuras (dlonso, et al. 2005).

Es sintetizado por la glandula prostatica y secretado al liquido seminal dénde tiene

una funcién fluidificante asociado a su actividad enzimatica (Diaz y Garcia, 2000).

En condiciones normales se encuentran bajas concentraciones de PSA en suero

(ng/mL).Estableciendo un rango de refencia de 0 a 4.00 ng/dL (Wein, et al. 2008).

El PSA es producido tanto por las células normales de la préstata como, prostatitis
(inflamacion de la proéstata) e Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), o con un

crecimiento maligno (canceroso) en la prostata. (SS-DE 2001).

Se considera niveles altos cuando PSA se encuentra por encima de 4ng/dL, cabe
mencionar que la eyaculacion puede causar una elevacion transitoria menor de
1ng/dL; dicha prueba cuenta con una sensibilidad que oscila entre 67.5% - 80% y
especificidad de 60 a 80% para el cancer de prostata, aunque puede variar segin la
edad y los factores de riesgo como raza negra e historia familiar de cancer de
prostata. Por lo que presenta muchos falsos positivos con respecto a la deteccién

del cancer de préstata (4lonso, et al. 2005).

Algunos factores pueden causar que los niveles de PSA bajen (aun cuando hay
cancer): Ciertos medicamentos usados para tratar la hiperplasia prostatica
benigna o sintomas urinarios, tal como finasterida (Proscar o Propecia) o
dutasterida (Avodart) puede reducir los niveles de PSA. Algunas mezclas de

hierbas que son vendidas como suplementos dietéticos también podrian ocultar un
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alto nivel de PSA. Asi mismo los hombres obesos suelen tener niveles de PSA mas

bajos.

Cierta investigacion reciente ha sugerido que los hombres que toman aspirina
regularmente pueden presentar niveles de PSA mas bajos. Es posible que este

efecto sea mayor en los hombres que no fuman (4cs, 2012).

Se han demostrado diversas formas del PSA sérico, el PSA medible aparece como
complejo con proteinas (cPSA) o en una forma libre (PSA-L). Se reconocen tres
proteinas fijadoras de PSA en sangre, alfal-antiquimiotripsina (ACT), a- 2

macroglobulina (A2ZM), e inhibidor de aj.proteasa (API).

La mayoria del PSA que ingresa al suero esta fijado (70%) a estas proteinas.
Cuando se fija a A2M todos los epitopos de PSA estan emascarados por lo que este
complejo, es dificil de medir. El PSA fijado a ACT es inmunoreactivo y se encuentra

en mayor concentracion (Wein, et al. 2008).

Del 5- 35% del PSA se encuentra como PSA-L sin embargo, la fraccion libre se
reduce selectivamente en patologias tumorales malignas, brindando la relacién
%PSA libre/PSA total < de 23% una sensibilidad de 69.7 y 92.7% de especificidad

para cancer de préstata (4lonso, et al. 2005).

En la practica clinica se utiliza la medicién de esta relacién en pacientes cuyos
niveles de PSA total se encuentran ente 4y 10 ng/dL; sin embargo, la medicién
tanto del PSA total como su fraccién libre son pruebas de cernimiento, y por tanto,
s6lo arrojan resultados preliminares para abrir la necesidad innegable de practicar

las pruebas concluyentes (4lonso, et al. 2005).

Los niveles de antigeno prostatico especifico han demostrado ser tutiles para
supervisar la eficacia del tratamiento del cancer de la prostata, y para controlar la

recaida después de que el tratamiento ha terminado (55-DF, 2001).
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Figura 3. 1. Diagrama de flujo de probabilidad de Cancer de Préstata por la concentracién de
Antigeno Especifico Prostatico (PSA) Total y Libre. (SS-DF, 2001).

Se sugiere realizar determinaciones anuales de APE, pero debido al crecimiento
lento del cancer de prostata podria hacerse a intervalos de 2 afios. Presenta
beneficios s6lo cuando se lo realiza desde los 40-45 afios de edad y hasta los 75
afos, o hasta los 65 afios si present6 determinacion persistentemente bajas (entre

0.5y 1.0 ng/dl).

El tejido prostatico hiperplasico o afectado de procesos inflamatorios puede
inducir a falsos positivos, por ello se han introducido nuevas valoraciones del APE:
la densidad del APE que es el volumen prostatico ecografico/valor del APE
(cuando es mayor de 0.15 se recomienda biopsia de préstata) y la velocidad del
APE o aumento anual del APE mayor de 0.75 ng/ml, que haria aconsejable la

biopsia (SS-DE, 2001).
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3.2 Fosfatasa Acida Prostitica (AcP).

La denominacidn fosfatasa dcida, comprende un conjunto de enzimas ampliamente
distribuidas en el organismo. Se origina, principalmente en el higado posiblemente
en el bazo y se encuentra en una amplia variedad de tejidos, como eritrocitos
epitelios glandulares de la prostata y testiculo, en rifién, pulmén, bazo vejiga,

pancreas y aorta (Diaz, et al. 2000).

Quimicamente se han identificado varias isoenzimas, 3 de ellas en la préstata, pero
con especificidad solamente una isoenzima 2, que se conoce con el nombre de

Fosfatasa acida prostatica (dngel y Angel, 2006).

La actividad de la fosfatasa acida es mas de 200 veces mas abundante en tejido
prostatico, que en cualquier otro tejido, y es la fuente de las altas concentraciones

de fosfatasa acida en la eyaculacion (Wein, et al. 2008).

Se puede detectar en suero por radioinmuinoanalisis (RIA) o
enzimoinmunoanalisis (ELISA). Normalmente la AcP no es detectable en un alto
porcentaje de pacientes. Cifras comprendidas entre 0.6 ng y 1.0 ng / mL se
consideran normales. Sus niveles se elevan cuando la préstata tiene una estructura
glandular o quistica. Estudios comparativos de la AcP con el PSA, han demostrado
mayor sensibilidad en éste ultimo, formando los dos en conjunto, una valiosa
herramienta en el seguimiento del diagndstico y evolucion del carcinoma
prostatico (Angel y Angel, 2006).

La AcP, como todos los marcadores tumorales se encuentra en relaciéon directa con

la masa tumoral y la extension de la enfermedad (Angel y Angel, 2006).

3.3 Examen digital del Recto (DRE).

El examen digital rectal (DRE) de la préstata es el método clinico mas qutil para el
diagnostico de cancer de prostata siempre y cuando el tumor tenga un volumen

que pueda ser palpado por el médico (Valdivia, et al. 2002).
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El médico introduce un dedo cubierto con un guante lubricado en el recto a fin de
palpar cualquier abultamiento o area firme en la préstata que pudiese ser cancer.
Algunas veces el DRE puede ayudar a indicar si el cancer se encuentra en un solo
lado de la prdéstata, o en ambos lados, o si hay probabilidades de que se haya
propagado de la glandula prostatica a los tejidos cercanos. También se pueden
examinar otras areas del cuerpo para determinar si el cancer se propag6 a esas

areas (ACS, 2012).

Es importante sefalar que en el 70% de los casos el cancer de prostata se
desarrolla en la zona periférica la cual se encuentra al alcance del evaluador.
Usando el PSA en combinacién con el DRE, los médicos se encuentran con la
capacidad de diagnosticar el cdncer de préstata en estadios mas tempranos y por

ende disminuir la mortalidad y morbilidad de esta enfermedad (Valdivia, et al.2002).

El valor predictivo positivo del tacto rectal alcanza el 40%, de 100 nédulos
detectados por el urdlogo 40 seran canceres y el resto corresponderan a

Hiperplasia benigna, prostatitis crénica, infartos prostaticos, etc. (55-DE 2001).

3.4 Imagenologia transrectal.

Los hombres con un resultado de examen digital del recto normal, un nivel de PSA
bajo y una puntuacion Gleason baja no necesitan otras pruebas, ya que las

probabilidades de que el cancer se haya propagado son muy bajas.

Los estudios por imagenes utilizan ondas sonoras, rayos X, campos magnéticos o
sustancias radiactivas para obtener imagenes del interior del cuerpo. Los estudios

por imagenes que se usan con mas frecuencia para cancer de proéstata incluyen:
3.4.1 Ecografia transrectal.

Es un medio diagnéstico se ha utilizado ampliamente para el estudio de la
glandula prostatica y como guia - control en la aplicacién de diversos
tratamientos; es no-invasivo, facil de realizar, y con el que se obtienen
rapidos resultados con mejor visualizacion de la glandula prostatica Es util

para identificar la etapa en que se encuentra el cancer de prostata ya que
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permite ver claramente su grado de infiltracién, por ejemplo si sobrepasa o
no la capsula, compromete las vesiculas seminales. Permite una muy buena
visién de la prostata, se distingue la zona periférica de la transicional. El

cancer se ve como nédulos negros hipogénicos (ACS, 2012).
La ecografia transrectal se indica en los siguientes casos:

o Evaluacién de los pacientes con prostata indurada o con elevacion

del PSA.
o Biopsia ecodirigida de la prostata.
o Estadificacion local de los pacientes con cancer de préstata.
o Monitorizacion de la respuesta al tratamiento.
o Evaluacién de la morfologia del apex prostatico.

o Deteccion de cancer residual después de tratamiento con

Radioterapia.

o Deteccion de cancer residual en los pacientes con cancer de prostata

en estadio T1a.

o Deteccién de recidiva pélvica después de cirugia radical de proéstata

o vejiga.
o Aplicacién de radioterapia intersticial prostatica.
o Aplicacion de crioterapia transperineal prostatica.

o Aplicaciéon transrectal de ultrasonidos de alta frecuencia en la

prostata.
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3.4.2

3.4.3

Gammagrafia dsea.

Si el cancer de préstata se propaga a lugares distantes, comunmente pasa
primero a los huesos. Una gammagrafia dsea puede ayudar a mostrar si el
cancer ha alcanzado a los huesos. Se inyecta una pequefia cantidad de
material de baja radiactividad en la vena. La sustancia se asienta en las
areas dafiadas de los huesos de todo el cuerpo en el transcurso de un par de
horas. Después una camara especial detecta la radioactividad y crea una
imagen del esqueleto. Sin embargo, para hacer un diagnoéstico preciso,
podria ser necesario realizar otras pruebas por imagenes como radiografias
regulares, tomografias computarizadas (CT) o imagenes por resonancia

magnética (MRI), o incluso una biopsia de hueso (4c¢s,2012).

Tomografia computarizada.

Procedimiento en el cual se toma una serie de imagenes detalladas del
interior del cuerpo, desde angulos diferentes. Las imagenes son creadas por
una computadora conectada a una mdaquina derayos X. Se inyecta
un tinte en una vena o se ingiere, a fin de que los 6rganos o los tejidos se

destaquen mas claramente (INC 2013).

Esta prueba puede ayudar a determinar si el cancer de préstata se propagé
a los ganglios linfaticos adyacentes. Si el cancer de prostata regresé después
del tratamiento, la tomografia computarizada puede con frecuencia indicar
si esta creciendo en el interior de otros 6rganos o en las estructuras de la
pelvis. Por otro lado, las tomografias computarizadas rara vez proporcionan
informacion util en los canceres de prdstata recientemente diagnosticados
Las tomografias computarizadas no son tan utiles como las imagenes por

resonancia magnética (MRI) para observar la glandula prostatica (4Acs, 2012).
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3.4.4 Resonancia magnética.

3.4.5

Los avances técnicos de la resonancia magnética (RM) en la ultima década
hacen que se considere la técnica de eleccion en el manejo global del
paciente con sospecha o diagndstico de cancer de préstata. La RM permite
combinar informacién morfolégica y funcional al mismo tiempo mediante la
aplicacion de secuencias como la espectroscopia, difusiéon y secuencias
dinamicas con contraste endovenoso en el mismo estudio. La RM permite
no solo focalizar el estudio en la glandula sino valorar también la extension
regional a toda la pelvis o a todo el cuerpo dependiendo de la indicacién
clinica, en menos de 1 hora de exploracién. Las principales indicaciones
clinicas de la RM de prdéstata son: a) estadificacion local, regional o a
distancia; b) detecciéon o guia para biopsia diagndstica ante la sospecha
clinica o resultado negativo en biopsias previas; y c¢) monitorizacion

terapéutica (Villanova, et al. 2010).

Gammagrafia ProstaScint.

Al igual que la gammagrafia 6sea, la gammagrafia ProstaScint utiliza una
inyeccion de material de baja radioactividad para detectar el cancer que se
propago fuera de la préstata. Ambos examenes buscan las areas del cuerpo
en las que se deposita el material radioactivo, pero funcionan de maneras

diferentes (Spectrum, Health, 2012).

El material radioactivo de la gammagrafia ProstaScint es atraido por las
células de la proéstata en el cuerpo. Ademads, contiene un anticuerpo
monoclonal, un tipo de proteina artificial que reconoce y se adhiere a una
sustancia particular. En este caso, el anticuerpo se adhiere el antigeno de
membrana prostatico especifico (PSMA), una sustancia que se encuentra en

altas concentraciones en las células normales y cancerosas de la proéstata

(Spectrum, Health, 2012).
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3.5 Biopsia de prostata.

3.5.1 Biopsia basal.

La necesidad de una biopsia de prostata ha de determinarse en funcién de la
concentracion de PSA, un DRE sospechoso o ambos. También debe tenerse en
cuenta la edad bioldgica del paciente, las posibles enfermedades concomitantes
(indice ASA e Indice de comorbilidad de Charlson) y las consecuencias
terapéuticas (Turner, et al.2011). El primer valor elevado de PSA no deberia conllevar
una biopsia inmediata. El valor de PSA debe comprobarse al cabo de unas semanas

con el mismo analisis en condiciones normalizadas (4Acs, 2012).

Aunque se utiliza un abordaje transrectal en la mayoria de las biopsias de prostata,
algunos uroélogos prefieren emplear un acceso perineal. Las tasas de deteccion de
cancer en biopsias de proéstata perineales son equivalentes a las obtenidas

mediante biopsia transrectal (Villanova, et al. 2010).

El acceso perineal guiado por ecografia representa una alternativa util en
situaciones especiales, por ejemplo, después de una amputacion rectal (Heidenreich,

etal2010).

3.6 Escala Gleason.

La escala de Gleason es el sistema mas utilizado para evaluar el adenocarcinoma de
prostata Solo puede evaluarse en material de biopsia (biopsia con trocar o piezas
quirdrgicas) y no deben utilizarse preparaciones citolégicas. La puntuacion de
Gleason es la suma de los dos patrones mas frecuentes (grado 1-5) de crecimiento
tumoral observados y oscila entre 2 y 10, siendo 2 el menos agresivo y 10 el mas
agresivo (Gleason, 1974). Asi pues, la puntuaciéon de Gleason es uno de los
parametros incorporados a nomogramos que predicen el riesgo de recidiva tras
una prostatectomia. La puntuacién de Gleason es la suma del grado de Gleason
predominante y el segundo grado predominante (en cuanto a volumen). Cuando

solo existe un grado, se duplica el grado primario (Heidenreich, 2010).

43



Grado intermedio tumoral- Desorganizacion estrutural
por la agresividad tumoral

fusion celular y pérdida

Estructura glandular

Figura 3. 2. Puntaje Gleason. (Mododificado de Heindenreich, 2010).

Cuando un grado supone < 5 % del volumen del cancer, este grado no se incorpora
a la puntuacion de Gleason (regla del 5 %). Tanto el grado primario como el
secundario deben indicarse ademas de la puntuacion de Gleason (por ejemplo,
puntuacién de Gleason de 7 [4 + 3]). Se ofrece una puntuacién de Gleason global
cuando existen varios tumores, aunque también debe mencionarse un foco
tumoral separado con una mayor puntuaciéon de Gleason. Un grado de Gleason
terciario de 4 o 5, sobre todo cuando es superior al 5 % del volumen del CaP, es un

factor pronéstico desfavorable de recidiva bioquimica. También debe indicarse la
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presencia de grado terciario y su proporciéon aproximada del volumen del cancer,

ademas de la puntuacién de Gleason (Heidenreich, 2010).

Gldndulas pequefias y uniformes Bien diferenciado

Algunas células anormales con mas
espacio entre las glandulas (estroma)

Infiltracién de céulas desde las
glandulas marginales

Masas irregulares de celulas con
muy pocas glandulas

Ausenaa de glandulas, con varias
capas de células Pobremente diferenciado

Figura 3 .3. Grados Histoldgicos Gleason. (Mododificado de Heindenreich, 2010).

Los grados mas pequefios tienen un crecimiento mas lento, mientras que los grados mas
altos tienen un crecimiento muy acelerado o un aspecto menos comun, dado que las
células de la prostata varian mucho en su aspecto de una muestra a otra, el patélogo
obtiene las dos puntuaciones mas comunes de cada muestra y las suma para asignar una
puntuacion final. En funcién de la puntuacion obtenida, existen 3 grados de Gleason: G1.
Bien Diferenciado (Gleson 2-4). G2. Moderadamente Diferenciado (Gleason 5-6). G3.
Probablemente Diferenciado (Gleason 7-10). (Mododificado de Heindenreich, 2010)
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CAPITULO IV TRATAMIENTO DE LAS NEOPLASIAS PROSTATICAS

4.1 Protocolo de Vigilancia Activa.

Debido a que el cancer de prostata a menudo crece muy lentamente, puede que
algunos hombres nunca necesiten tratamiento contra el cancer de prostata. En su
lugar, su médico puede que sugiera un enfoque conocido como espera en

observaciéon (también conocida como terapia expectante) o vigilancia activa (AcS,
2012).

La vigilancia activa a menudo se usa para vigilar con atencién el cancer mediante
pruebas de PSA, exdmenes digitales del recto y ultrasonidos a intervalos regulares
para saber si el cancer estd creciendo. Se pueden hacer también biopsias de la

préstata para saber si el cancer ha comenzado a crecer rapidamente (ZNG, 2011).

Puede ser una buena opcion si el cancer no estd causando sintomas, esta

lentamente creciendo, y que sea pequeiio y esté confinado en la préstata (4Acs,
2012).

4.2 Terapia Hormonal.

El objetivo de la terapia hormonal es reducir los niveles de las hormonas
masculinas (andrégenos), como la testosterona, o evitar que alcancen las células
cancerosas de la proéstata. Los andrégenos, que se producen mayormente en los
testiculos, hacen que las células cancerosas crezcan. La reduccion de los niveles de
andrégenos evita que las células del cancerigenas de la prostata crezcan
lentamente por un tiempo. Sin embargo, la terapia hormonal sola puede controlar,
pero no curar el cancer. Tampoco sustituye a los tratamientos dirigidos a curar el

cancer (Antonarakis y Eirsenberg, 2011).
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4.3 Cirugia.

El tratamiento quirurgico del CaP consiste en una prostatectomia radical (PR), que
supone la extirpacion de toda la préstata entre la uretra y la vejiga, asi como la
reseccion de ambas vesiculas seminales junto con tejido adyacente suficiente para
obtener un borde negativo. A menudo, este procedimiento se acompafa de una
linfadenectomia pélvica bilateral. En varones con CaP localizado y una esperanza
de vida > 10 afios, el objetivo de una PR es la erradicacion de la enfermedad, al
tiempo que se mantiene la continencia y, siempre que sea posible, la potencia
sexual. No existe un umbral de edad para la PR y no debe descartarse este
procedimiento basandose unicamente en la edad. Por el contrario, una
comorbilidad cada vez mayor aumenta considerablemente el riesgo de fallecer por

causas no relacionadas con el CaP (Heidenreich, 2010).

4.4 Radjoterapia.

La radioterapia es un tratamiento que usa rayos de alta energia (como los rayos X)

para eliminar las células cancerosas o encoger los tumores. Se puede usar:

= Como tratamiento inicial para tratar el cancer de bajo grado que adn esta

confinado en la glandula prostatica.

= Como parte del tratamiento inicial (junto con terapia hormonal) para

canceres que han crecido fuera de la préstata y hacia tejidos cercanos.

= Si el cancer no se extirp6 por completo o regresa (recurre) en el area de la

prostata después de la cirugia.

= Si el cancer es avanzado, para reducir el tamafio del tumor y proporcionar

alivio a posibles sintomas presentes y futuros.

La radiacién puede provenir de fuera del cuerpo (radiacién externa) o de
materiales radiactivos colocados directamente en el tumor (braquiterapia o

radiacién interna) (Wilt, et al. 2008).

47



4.5 Vacunas.

Sipuleucel-T (Provenge®) es una vacuna contra el cancer usada para tratar el
cancer de prostata avanzado. Contrario a la mayoria de las vacunas, ésta tiene la
finalidad de tratar el cancer de prostata, no prevenirlo. La vacuna se produce
especificamente para cada hombre que la recibe. No se produce en grandes

cantidades (4cs, 2012).

Los efectos secundarios de la vacuna suelen ser mas leves que los de la terapia
hormonal o la quimioterapia. Los efectos secundarios a corto plazo pueden incluir
fiebre, escalofrios, cansancio, dolor de espalda y de articulaciones, nauseas y

dolores de cabeza (AcS, 2012).

Se contintan realizando estudios para determinar si esta vacuna puede ayudar a

los hombres que tienen cancer de préstata menos avanzado (ACS, 2012).

Stage T1
El Cancer de Prostata en esta etapa no se siente y no Cirugia Radica
causa ningun sintoma

e El cancer se encuentra solamente en la prostata y se Braguiterapia de
‘ detecta durante un chequec medico urinario Prostata

Radioterapia Externa

S o .! n -
Stage T Dinamica Conformada

Las células cancerosas se encuentran en la glandula
prostatica unicamente
Ultrasonido Focalizado
\lta Frecuencia
(HiIFU)

El tumor puede detectarse por medio de una biopsia por
aguja o por simple tacto rectal.

§2

Stage T3

Las células cancerosa
recubrimiento (capsula
circundantes

Radioterapia Externa

&
Stage T4

Diseminacion (por metastasis) a los ganglios linfaticos
(cerca o lejos de la prosiata) o a los organ ejidos
situados lejos de la prostata -los huesos, higado o los
pulmones-

Hormonoterapia

Figura 4 .1. Tratamiento segun las etapas del Cancer de Prdstata. (ACS, 2012).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar las mutaciones y polimorfismos del DNA mitocondrial (mtDNA) en
pacientes mexicanos con cancer de prostata (CaP); mediante el empleo de técnicas
moleculares, PCR punto final y secuenciacién biparalela; a fin de identificar
marcadores mitocondriales implicados en dicha patologia constituyendo asi una

excelente herramienta de diagndstico molecular.

OBJETIVOS PARTICULARES

Extraer el DNA genémico mediante la técnica Silica-based Method-Dneasy Tissue
Kits™ a partir de tejido prostatico benigno y maligno, empleados como control
negativo y positivo, respectivamente; para amplificar el genoma mitocondrial con
la técnica Reaccidon en Cadena de la Polimersa (PCR) punto final y purificar los
fragmentos obtenidos con el método de purificacion en columna- QIAquick PCR

Purification®.

Realizar una secuenciacion biparalela de los productos purificados de PCR y con
ello identificar las mutaciones y polimorfismos involucrados con la enfermedad
para comparar los tejidos, enfermo y sano, procedentes de biopsias transrectales y
prostatectomia radical para asi analizar el comportamiento del cancer de prostata

en el ADN mitocondrial (mtDNA).

Investigar la filogénica de las mutaciones y polimorfismos del DNa mitocondrial
(mtDNA) en pacientes mexicanos con cancer de prostata (CaP) mediante el
analisis con la herramienta bioinformatica, Mitomap™, para establecer una relacién
entre los haplogrupos-haplotipos involucrados y su probable asociaciéon con el

cancer de prostata (CaP).
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CASOS CLINICOS

Se analizaron tres muestras de diferentes pacientes, uno con un historial completo
clinico y otras dos sin historial clinico, A continuacién, se describen los casos

clinicos estudiados.

Se estudi6 la muestra (C+, Tejido neoplasico; C-, Tejido Sano) de un paciente de 69
afios de edad y abogado de profesion. Acude por primera vez al especialista en
Urologia y Urodinamia, Dr. Sergio E. Ureta Sanchez, en el Hospital Espafiol, por
presentar hematuria (sangre en la orina) macroscopica. De primera intencién se
atribuy6 a la posibilidad de efecto anticoagulante, sin embargo al hacer la
exploracion se constaté que el paciente tenia una préstata muy indurada y crecida
que sugeria la posibilidad de neoplasia (Cancer) de prostata. Al paciente se le
sugirié hacer estudios de confirmaciéon sin embargo, no fue hasta el dia 6 de
diciembre de 2012 en que nuevamente se presentd a la consulta (6 meses
después) y se pudo ratificar la impresion clinica previa, por lo que se le sometio6 a
BIOPSIA PROSTATICA Y ENDOSCOPIA CON RESECCIONN TRANSURETRAL DE
PROSTATA, hasta el dia 28 de mayo de 2013 en donde se pudo apreciar un
resultado histopatolégico de un adenocarcinoma poco diferenciado grado 4 +4 de
Gleason en el 90% del material estudiado. Con este diagndstico se le envi6 a
practicar estudios de extensién con tomografia axial computarizada mas rastreo
6seo gamagrafico, en donde se aprecia francamente metastasis ganglionares y
6seas motivo por lo que fue necesario la propuesta de tratamiento paliativo con
bloqueo androgénico completo a base de analogos agonistas LH-RH y anti
androgenos tipo calutamida. El paciente actualmente se encuentra bajo este
tratamiento y esperaremos a que el Antigeno Prostatico Especifico por arriba de
20 (21.4 ng/ml) inicie su descenso de ser el problema neoplasico hormono

dependiente.

De igual manera se estudiaron otras dos muestras de diferentes pacientes, (BT:
Biopsia Trasrectal; PR: Prostatectomia Radical, en estas muestras sélo se secuencié
bidireccionalmente la region MT-ND5). Desafortunadamente no se cuenta con el

historial clinico de las mismas.
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MATERIALES Y METODOS

5.1 Fundamentos Bisicos.

5.1.1 Métodos para localizar polimorfismos o mutaciones.

El analisis de la estructura del DNA y su papel en la expresion génica se han visto
enormemente facilitados por el desarrollo de poderosas técnicas como la PCR y
secuenciacién de las moléculas de DNA. Mediante dichas técnicas se ha investigado la
existencia de diversidad genética en una poblacién conocida como polimorfismo, asi como
las alteraciones o mutaciones en las mismas. La mutacién detectada puede ser por si
misma causa de enfermedad, o puede estar directamente ligada a otra que si lo sea (Berg et

al, 2003).

5.1.2 Extraccién de DNA gendémico.

En esta investigacion la extraccion de DNA gendémico fue realizada por medio de un kit
comercial, QlAamp DNA Mini Blood and Tissue®, el cual se fundamenta en la
cromatografia de adsorcion, segun la adsorcién y desorcion de los acidos nucleicos en
presencia de sales caotrdpicas. Bajo condiciones nativas, los acidos nucleicos estan
recubiertos de una capa hidratante de moléculas de agua que mantienen la solubilidad del
DNA en soluciones acuosas. Con la adicién de iones caotropicos a los acidos nucleicos, se
destruye esta ordenada estructura de moléculas de agua de la capa hidratante, por lo que
las sales caotropicas crean un entorno hidrofébico alrededor del DNA. Bajo estas
condiciones hidrofébicas, los acidos nucleicos se unen perfectamente a la membrana de
silica de las columnas, mientras que las proteinas, los metabolitos y otros contaminantes
no se unen y, por lo tanto, son eliminados de la muestra durante los pasos de lavado.
Posteriormente, los acidos nucleicos se eluyen de la membrana de silica mediante
tampones de elucién con baja concentracién de sales (ligeramente alcalinos) o
simplemente agua, ya que permiten recuperar la capa hidratante de los acidos nucleicos,
liberandolos asi de la membrana. Con esta tecnologia, no se produce ningtn efecto sobre

las moléculas de los acidos nucleicos ya que la unién intramolecular de los mismos no es
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de naturaleza hidrofébica. Con este rapido proceso de purificacién mediante la tecnologia
de la adsorcién-desorcion sobre membranas de silica, se obtiene acidos nucleicos
altamente purificados y listos para usar en procesos posteriores como PCR, RT-PCR, QPCR,

secuenciacion, blotting, clonaje, etc (Quiagen, 2006).

5.1.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa PCR (Polymerase Chain Reaction).

En 1983, Kary Mullis conceptualizé una nueva técnica para amplificar DNA en un tubo de
ensayo. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar fragmentos de
DNA un billon de veces en pocas horas ademas de que pueden utilizarse cantidades
extremadamente pequefias del DNA original. La base de la PCR es la replicacion catalizada
por una DNA polimerasa la cual requiere de dos elementos esenciales: una cadena simple
de DNA molde del cual una nueva cadena de DNA puede ser copiada y un primer con un
grupo 3’-OH al cual nuevos nucle6tidos pueden ser afiadidos. Ya que una molécula de DNA
consiste de dos cadenas de nucledtido y cada una sirve como molde para producir una
nueva molécula de DNA, la cantidad de DNA se duplica con cada evento de replicacion. El
punto de inicio de la sintesis en el templado es determinado por la eleccién de los
cebadores (primers) que son fragmentos cortos de DNA de entre 17-20 nucledtidos y son
complementarios a la secuencia conocida en el templado, cada primer es diferente para
cada cadena (Pierce, 2006). La PCR se lleva a cabo en una solucién que contiene la
secuencia diana, un par de cebadores que hibridan con las secuencias diana, cuatro
desoxirribonucleésidos trifosfato (dANTPs), una polimerasa estable al calor y iones de

magnesio y otras sales que son necesarias para la reaccion (Berg et al, 2003).

Un ciclo de PCR (Figura 5.1) consiste en tres etapas: en la primera (desnaturalizacién), la
solucién es calentada a una temperatura entre 902 y 1002C para romper lo enlaces de
hidrogeno entre las dos cadenas de nucle6tidos y asi tener los templados de cadena
sencilla. La mezcla de reacciéon se mantiene a esta temperatura por solo un minuto o dos.
En la segunda etapa la soluciéon de DNA es enfriada rapidamente a una temperatura entre
502 y 652C durante un minuto o menos. Durante este intervalo corto las cadenas de DNA
no tendran oportunidad de realinearse ya que los primers estardn disponibles para
reconocer a su secuencia complementaria en las cadenas originales. En la etapa 3, la
solucién es calentada entre 602 y 70°C, temperatura a la cual la DNA polimerasa puede
sintetizar nuevas cadenas de DNA mediante la adicién de nucleétidos a los primers. El

ciclo completo se repite y en cada ciclo la cantidad de DNA se duplica. Una molécula de
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DNA se incrementa mas de 1000 moléculas en 10 ciclos de PCR (Berg et al, 2003). La DNA
polimerasa fue aislada de la bacteria Thermus aquaticus que vive en los manantiales
hirvientes del Parque Nacional de Yellowstone. Esta enzima (7aqg polimerasa) es muy
estable a altas temperaturas y no se desnaturaliza durante la etapa de separacién de las
cadenas de la PCR, y por lo tanto puede adicionarse a la mezcla de reaccién al inicio del

proceso de PCR y continua funcionando a lo largo de muchos ciclos (Pierce BA, 2006).

ciclicamente

| | |
| 60°C | |
| | |
M : :

200 | A 72°C | 72°C |
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| 0:45 | |
I I I
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I I I
I I I
I I I
| | | — =
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I I I

< > < >l < >l >

Etapa : Etapas que se : . : Conservacion del

nicial | repiten ! Etapa final ! producto
I I I
I I I

Figura 5. 1. Diagrama tiempo-temperatura en un programa de PCR.

Para visualizar los productos de la PCR se hace una electroforesis en gel de agarosa
utilizando ademas bromuro de etidio que es un colorante fluorescente altamente téxico
esencial para la tincion del DNA en el gel. Esta molécula se intercala entre las bases
apiladas del DNA creando una unién del tipo Van der Waals con las bases de la cadena.
Después de la insercion dentro de la hélice, el colorante permanece perpendicular al eje
helicoidal teniendo contacto con la base superior e inferior. La posicion arreglada de la
molécula y su proximidad a las bases causa que el colorante exhiba un campo fluorescente.
El colorante o buffer de carga del gel que se mezcla con las muestras antes de cargarlas
tiene 3 propdsitos: 1) incrementar la densidad de la muestra, 2) asegurar que el DNA
descienda uniformemente dentro del pocillo y 3) afiadir color a la muestra, con lo que se
simplifica el proceso de carga. Este compuesto contiene colorantes que migran hacia el

anodo en un campo eléctrico.
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5.1.3 Secuenciacién.

La secuenciacion del DNA se basa en la generacién de fragmentos cuya longitud depende
de la ultima base de la secuencia. Se pueden generar grupos de estos fragmentos por
interrupcion controlada de la replicacion enzimdtica (método desarrollado por Frederick
Sanger y colaboradores). Esta técnica se lleva a cabo en cuatro mezclas de reaccién al
mismo tiempo, en las cuales una DNA polimerasa sintetiza la hebra complementaria de
una secuencia concreta de una molécula de DNA de hebra simple. El cebador para la
sintesis es un fragmento complementario de una parte de la secuencia conocida. Cada
mezcla de reaccién contiene, ademdas de los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfato
(marcados radiactivamente), una pequena cantidad del andlogo 2’,3’-dideoxi de uno de los
nucleétidos, uno diferente para cada mezcla de reaccién. La incorporacién de este andlogo
impide todo crecimiento posterior de la nueva cadena, porque carece del grupo hidroxilo
en 3’, que es esencial para la formacion del siguiente enlace fosfodiéster. La concentracién
de este analogo didesoxi es lo suficientemente pequefia para que sélo ocasionalmente se
produzca la terminacién de la cadena. La polimerasa afiadira a veces el nucleétido correcto
y otras veces el andlogo didesoxi, deteniéndose la reacciéon. Asi por ejemplo, si esta
presente el analogo didesoxi del dATP, se producen fragmentos de distinta longitud pero
todos terminaran con el analogo didesoxi de ese nucle6tido, el cual sélo se insertara donde
se localice una T en el DNA que se esta secuenciando. Por tanto, los fragmentos de
diferente longitud corresponderan a las posiciones de T. Cuatro de estas series de
fragmentos de cadena interrumpida (una por cada analogo didesoxi) se separan por
electroforesis y la secuencia de bases del nuevo DNA se lee a partir del autorradiograma
de las cuatro calles (Berg et al, 2003). Hoy en dia, la secuenciacién es realizada por
maquinas automatizadas que utilizan colorantes fluorescentes y lectores laser para
secuenciar millones de pares de bases en pocas horas. La reacciéon didesoxi también se
utiliza, pero los ddNTPs utilizados en la reaccién son marcados con un colorante
fluorescente diferente para cada dideoxinucleotido. Por ejemplo, un colorante rojo puede
ser utilizado para nucledtidos con timina, un verde para aquellos con adenina, un negro
para los que tienen guanina y un azul para citosina. En este caso, las cuatro reacciones de
secuenciacién pueden hacerse en el mismo tubo y se pueden correr en el mismo pozo
durante la electroforesis dado que cada ddNTP es marcado de manera distinta. Las
maquinas de secuenciacibn mas recientemente desarrolladas llevan a cabo la
electroforesis en tubos capilares que contienen gel. Los tamafios de fragmentos

producidos por la reaccién de secuenciacion se separan dentro del tubo y pasan a través
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de un rayo laser y detector. Al paso de los fragmentos por el laser, sus colorantes
fluorescentes se activan y resulta la fluorescencia detectada por un lector 6ptico. Cada
colorante emite fluorescencia de una longitud de onda caracteristica, la cual es leida por el
lector optico. La informacién pasa a una computadora para ser interpretada y los
resultados se imprimen como un conjunto de picos en una grafica (electroferograma). Las
maquinas secuenciadoras automatizadas pueden tener 96 o mas tubos capilares
permitiendo de 50,000 a 60,000 pb de secuencia sean leidas en pocas horas (Pierce BA,
2006). Esta parte de la investigacion se realizdé en las instalaciones del Instituto de

Fisiologia (UNAM) en la Unidad de Biologia Molecular.

5.2 Ejecucién Experimental.

5.2.1 Extraccién de DNA gen6mico a partir de Tejido Prostético

Esta parte de la experimentaciéon se realiz6 en la Unidad de Investigaciones
Multidisciplinarias (UIM.FESC.UNAM). El tejido prostatico se encontraba en condiciones
Optimas ya que, tras la biopsia transrectal y/o prostactetomia radical, las muestras se
resguardaron a -27°C en solucidn fisiolégica en un congelador especializado tipo Revco™,
para la posterior extraccion de DNA genémico con la utilizacién de un kit comercial,
QIAamp DNA Mini Blood and Tissue®. A continuacidn, se describe el material empleado y

la metodologia efectuada.

Material

- 2 tubos Eppendorf® de 1.5 ml.

- Columna QIAamp Spin® con tubo colector.

- Termomixer® a 56°C, vortex y micropipetas.

- Microcentrifuga con capacidad para 14000 rpm.

- Kit de soluciones de QIAamp DNA Mini Blood and Tissue® (Proteinasa K, buffer AL,
etanol absoluto, buffer AW1, buffer AW2 y buffer AE).
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Metodologia

1. Cortar 25 mg de tejido en partes pequeias y colocarlas en un tubo de 1.5 ml y
adicionar 180 pl de buffer ATL.

2. Adicionar 20 pl de proteinasa K, mezclar con vortex e incubar a 562C hasta que el
tejido se haya lisado completamente. Mezclar con vortex ocasionalmente durante
la incubacidén para dispersar la muestra.

3. Mezclar con vortex 15 segundos y adicionar 200 pl de buffer AL a la muestra y
mezclar. Adicionar 200 pl de etanol (96-100%) y mezclar nuevamente.

4. Pasar la mezcla (incluyendo el precipitado) a una columna DNeasy mini spin
contenida en un tubo de 2 ml y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

5. Descartar el tubo con el filtrado, colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2
ml y adicionar 500 pl de buffer AW1.

6. Centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm. Descartar el tubo con el filtrado.

7. Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 ml y adicionar 500 pl de buffer
AW2.

8. Centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm para lavar la membrana de la columna.
Descartar el tubo con el filtrado.

9. Colocar la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml y adicionar 200 pl de buffer AE
directamente en la membrana e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

10. Centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm para eluir el DNA.

11. Resguardar el DNA a -27 ©°C para su posterior utilizacion.

56



5.2.2 Cuantificacién y pureza del DNA.

Para confirmar de la presencia de DNA, se realizO6 mediante el uso de un
espectrofotometro UV, NanoDrop ND-1000®, en los limites del espectro de absorcién de

200 a 350 nm de los acidos nucleicos.

Material

- Espectrofotémetro NanoDrop ND-1000®
- Micropipeta de 0.5 - 10 pl.
- Agua libre de nucleasas.

- Muestra de DNA de tejido prostatico.

Metodologia

1. Conectar el Nanodrop ND1000® e iniciar el programa en la computadora para
cuantificacion de acidos nucléicos.

2. Levantar el brazo del espectrofotometro y colocar 2 pl de H;0 libre de nucleasas y
RNAasas y presionar “enter” para iniciar el equipo.

3. Limpiar con papel absorbente la gota de agua y colocar 2 pl de la solucién blanco (en
este caso H20 nuevamente) y presionar “leer blanco”.

4. Limpiar con papel absorbente la gota del blanco y colocar 2 ul de la muestra problema y
presionar “F1”.

Nota: en cada lectura se debe observar la burbuja que se forma por tensién superficial,

entre el brazo del espectro y la base donde se coloca la gota de la solucién a leer.
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5.2.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Amplificaciéon del genoma

mitocondrial completo (mtDNA).

En esta parte se amplificd el genoma mitocondrial completo en 24 fragmentos de 600-900
pares de bases aproximadamente. Se utilizaron los primers ya existentes el laboratorio 8
de la UIM-FESC (Ver en anexos), los cuales se disefiaron estratégicamente para cubrir el
total del genoma mitocondrial sin embargo, no correspondid a esta investigacidon el disefio

de los mismos.

Material

- Tubos de 200 pl.

- Micropipetas.

- Solucién Master Mix de Promega® (7aq polimerasa, DNTP’s, MgCl,, Buffer).
- Agua libre de nucleasas y DNA problema.

- Termociclador.

Metodologia

Preparar tubos de reaccion acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 5 .1. Preparacién de una PCR para un volumen de reaccion de 100 21

REACTIVO VOLUMEN
PCR Master mix (kit) 50 ul
Primer R sul
Primer F 8ul
DNA 2ul
Agua libre de nucleasas La necesaria para
completar 100 pl

También se prepara un tubo blanco (control negativo) con agua en lugar de DNA. Los
tubos preparados se agitan perfectamente para homogenizar la solucién y se colocan
dentro del termociclador previamente programado a: 952C 2’ (precalentamiento); 952C
30” (desnaturalizacién), 60 °C 45” (alineamiento), 72 2C 1’ (elongacién) [35 ciclos]; 72 2C
5’4 °C oo,
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5.2.4 Electroforesis en geles de agarosa.

Para la visualizacién de la amplificacién de los fragmentos del mtDNA se recurri6 a la

electroforesis en geles de agarosa, los cuales fueron preparados al 0.7 %.

Material

- Matraz erlenmeyer 125 ml y probeta de 100 ml.
- Balanza analitica y horno de microondas.

- Parafilm, Micropipetas y vortex.

- Camara horizontal de electroforesis.

- Fuente de poder.

- Agarosa y buffer TAE 1x.

- Bromuro de etidio.

- Marcador molecular 1 kb Promega ®.

- Fragmento de mtDNA amplificado (producto de PCR)

Metodologia
Preparacion del gel de agarosa al 0.7%

1. Cerrar las aperturas laterales del soporte del gel.

2. Enun matraz Erlenmeyer pesar 0.35g de agarosa y adicionar 50 ml de TAE 1X.

3. La mezcla es calentada en horno de microondas a potencia baja, hasta que se
disuelva completamente.

4. Afadir una gota de bromuro de etidio (BrEt 0.5ug/ul) y mezclar bien.

5. La mezcla se vierte en el soporte evitando la formacién de burbujas, si se forman
es preciso removerlas. Colocar los peines antes de verter la mezcla.

6. Dejar solidificar el gel en una zona nivelada y libre de corrientes de aire.

7. Retirar los peines y colocar el gel en la cAmara de electroforesis de modo que los
pocillos queden cercanos al catodo de la cdmara; por ultimo se adiciona TAE 1X a

la cdmara hasta que el gel se encuentre completamente sumergido.
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Carga y corrida del gel
En un trozo de parafilm situar 3 Bl de

1. colorante (buffer de carga azul/naranja 6X)
correspondiente al nimero de muestras, blanco y marcador de peso molecular.

2. Posteriormente afiadir 3 pl de BrEt diluido (0.01pg/ml) a un lado de las gotas de
colorante sin que se mezclen.

3. Finalmente colocar 5 pl de muestra, o blanco, o marcador de peso molecular.
Mezclar una a una con los otros componentes, recoger la mezcla utilizando una
micropipeta y depositar cuidadosamente en el pocillo correspondiente.

4. Cuando se ha terminado de cargar el gel, se cierra la cAmara y se conecta a la
fuente de poder (~90V). El catodo se conecta en el extremo cercano a los pocillos,
de modo que la molécula de DNA migre hacia el anodo.

5. La corrida dura hasta que el colorante se visualice cerca del extremo contrario del
gel.

6. Para visualizar el DNA se utiliza un fotodocumentador.
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5.2.2 Purificacién de los Fragmentos de PCR.

Las muestras fueron purificadas mediante el uso de un kit comercial, QIAquick PCR
Purification ®, con el fin de eliminar el ruido de fondo y los terminadores sobrantes para
la obtenciéon de resultados satisfactorios. Los primers utilizados para la reaccién de
secuenciacion fueron los mismos para la amplificacién de los fragmentos del mtDNA. Cabe
destacar que se realizé de manera bidireccional para minimizar al maximo los errores de

lectura del secuenciador.

Material

Con kit QIAquick PCR Purification ®

- Producto de PCR.

- Tubo eppendorf ® de 1.5 ml.

- Columna QIAquick® con tubo colector.

- Vértex y micropipetas.

- Microcentrifuga con capacidad para 13000 rpm.

- Kit de soluciones de QIAquick PCR Purification® (buffer PBI, buffer PE, buffer EB).
Metodologia

1. Adicionar 5 volumenes del buffer PBI por 1 volumen del producto de PCR y
mezclar.

2. Comprobar que el color de 1a mezcla es amarillo.

3. Pasar la mezcla a una columna QIAquick spin contenida en un tubo colector de 2
ml.

4. Descartar el filtrado y colocar la columna en el mismo tubo.
Para lavar, adicionar 0.75 ml de buffer PE en la columna y centrifugar de 30 a 60
segundos.

6. Descartar el filtrado y colocar la columna en el mismo tubo. Centrifugar la columna
por 1 minuto mas.

7. Pasar la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml.

8. Para eluir el DNA, adicionar 50 ml del buffer EB o agua en el centro de la
membrana de la columna y centrifugar por 1 minuto.

9. Para analizar el DNA purificado en un gel, adicionar 1 volumen de loading dye por

5 voliimenes del purificado. Mezclar la solucién por pipeteo antes de correr el gel
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RESULTADOS

Resultados obtenidos del andlisis de mutaciones y polimorfismos del mtDNA en

pacientes mexicanos con cancer de préstata.

Figura R .1. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %. Se muestran los amplificados de 650-
700 bp del mtDNA de los fragmentos (F) F1- F18, de las muestras C+; C-.

Figura R .2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %. Se muestran los amplificados de 650-
700 bp del mtDNA de los fragmentos (F) F19- F24, de las muestras C+; C
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Analisis de las mutaciones y polimorfismos estudiados, se indica la posicién (P), el locus (L), el nucledtido cambiado (NC), el nimero de

codon (Ncod), la posicion de codon (Pcod), el cambio de aminoacido (Ca), la frecuencia GB frecuencia (GBF) y la enfermedad asociada -

marcador de haplogrupo (EyMH).

Tabla R. 1. Mutaciones y Polimorfismos Experimentales C+; C-.

P L NC Ncod PCod Ca GBF EyMH Referencias
489 MT-DLOOP T-C Cancer de Préstata | https://www.mitomap.org/bin/view.p
Homoplasmica (4) 1/Main/SearchAllele
- - 12S rRNA http://www.mitomap.org/MITOMAP/
663 MT-RNR1 A-G 681 Riesgo de HaplogroupMarkers
arteroesclerosis
coronaria/ N-non R
subgrupo: Haplogrupo
N subgrupo A
MT-RNR1 - - rRNA 23808 Van Oven, 2010
750 A-G rCRS H2a
- - rRNA 22761 Van Oven, 2010
1,438 MT-RNR1 A-G Haplogrupo H
MT-RNR2 - - rRNA 680 Haplogrupo http://www.mitomap.org/MITOMAP/
1,736 A-G A HaplogroupMarkers
MT-RNR2 - - rRNA - Haplogrupo http://www.mitomap.org/MITOMAP/
2,706 A-G LO, D4b, F1 HaplogroupMarkers
MT-RNR2 - - - http://www.mitomap.org/MITOMAP/
3,107 C-del rRNA Haplogrupo HaplogroupMarkers
H2a2al
= http://www.mitomap.org/MITOMAP/
4,248 MT-ND1 T-C 314 3 syn:l-I Haplogrupo HaplogroupMarkers
D4a
non - http://www.mitomap.org/MITOMAP/
4,824 MT-ND2 A-G 119 1 Haplogrupo L1, D, HaplogroupMarkers
syn:T-A
N9, A
e - httb://www.mitoman.oll;;lzl/kl)in/View.Dl/Main/Search
61261 MT-CO1 G-A 120 1 svn:A-T G6261A Petros, J. A., Baumann, ﬁRuiz—Pesini, E., Amin, M.
SYLAL Homoplasmica (+) | B.Sun,C.Q,Hall ], Lim, S, Issa, M. M., Flanders, W.
Asocladaa Cancer |,y u i e Incresse umorigeniety in
de Prostata prostate cancer Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America. 102 (3):
719-724
sym:A-A - Haplogrupo http://www.mitomap.org/MITOMAP/
7,028 MT-CO1 C-T 375 3 Q3 HaplogroupMarkers
non- - http://www.mitomap.org/MITOMAP/
8,027 MT-CO1 G-A 148 1 sv:A-T Haplogrupo L0, L1, HaplogroupMarkers
= A2,R31
http://www.mitomap.org/bin/view.pl
/Main/SearchAllele
C8794T Sawabe, M., Tanaka, M., Chida, K., Arai,
Homoplasmica (+) | T., Nishigaki, Y., Fuku, N., Mieno, M. N,,
Intolerancia al Kuchiba, A., Tanaka, N.
8,794 MT-ATP6 C-T 90 1 H-Y - ejercicio y riesgo de | (2011) Mitochondrial haplogroups A
arterioesclerosis and M7a confer a genetic risk for
coronaria coronary atherosclerosis in the
Japanese elderly: an autopsy study of
1,536 patients Journal of Athero
MT-ATP6 http://www.mitomap.org/bin/view.pl
8,862 A-G 112 3 syn: T-T = A8862G /MITOMAP /VariantSubmissionList
Epilepsia
non-syn: http://www.mitomap.org/MITOMAP/
R HaplogroupMarkers
9,136 MT-ATP6 A-G 204 1 87 Haplogrupo L0
i http://www.mitomap.org/MITOMAP/
N Haplogrupo HaplogroupMarkers
9,300 MT-CO3 G-A 32 1 sl 91 L0/Miopatia http://www.mitomap.org/bin/view.pl
/MITOMAP /VariantSubmissionList
416 3 svn:W-W 1576 Cancer Oral http://www.mitoma .ork MITOMAP/HaplogroupMa
12,007 MT-ND4 G-A Haplogrupo L2a httD://www.mitoman.orrz/%n/view.nl/MITOMAP/Va
riantSubmissionList
12,009 MT-ND4 G-A 417 http://bioinformatics.css-
G T mendel.it/index.php/tools/Z.O14-—01—10-22-56-
33/web-service
descrita
Cancer de Prostata | http://www.mitomap.org/MITOMAP /Hapl
Homoplasmica (+) ogroupMarkers
12,705 MT-ND5 C-T 123 3 syn:[-1 } C12705 http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MI
Hapl R TOMAP /VariantSubmissionList
plogrupo
http://www.mitomap.org/MITOMAP/
non- Haplogrupo L0, M2, HaplogroupMarkers
14,766 MIT-CYB C-T 7 2 syn:T-I 17446 12 http: //www.mitomap.org/bin/view.pl
/MITOMAP /VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/MITOMAP/
15,172 MT-CYB G-A 142 3 syn:G-G 105 Haplogrupo M1, M5, HaplogroupMarkers
M10, D. http://www.mitomap.org/bin/view.pl
/MITOMAP /VariantSubmissionList
- - - - https://www.mitomap.org/bin/view.p
16,223 MT-DLOOP C-T Tumor 1/Main/SearchAllele
Acotaciones

Polimorfismos asociados a
haplogrupos.

P= Posicion; L= Locus; Nc= Nucledtido cambiado; Ncod= Nimero de codén; Pcod= Posicién de codén; Ca=Cambio de aminoacido; GBF= GB frecuencia;

EyMH= Enfermedad asociada y Marcador de haplogrupo;

Polimorfismos asociados a

haplogrupos y a otras patologias.

Mutaciones asociadas al Cancer de

Proéstata.
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http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=15647368
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=15647368
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/GenomeLoci#LocusMTCO1
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=21099167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=21099167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=21099167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=21099167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=Abstract&list_uids=21099167
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/GenomeLoci#LocusMTND4
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/HumanMitoCode
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view/MITOMAP/GenomeLoci#LocusMTCYB
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/VariantSubmissionList

Comparacion de la secuencias de los electroferogramas de la muestra C+; C- en
donde se muestran las mutaciones detectadas con su probable asociadas al cancer

de proéstata (CaP).
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Figura R. 3. Mutaciones localizadas experimentalmente asociadas al Cancer de Prdstata en la
muestra C+;C-.
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Muestra de las regiones del mtDNA con las mutaciones localizadas

experimentalmente asociadas al cancer de préstata (CaP) y otras patologias

detectadas.

C13478G

Sememen Dosible asociacion a Cap

-

Arterioesclerosis e
Intolerancia al ejercicio
C87941

mtDNA Humano
16, 566 bp

= o
=

FiguraR. 4. Representacién Esquematica del Genoma Mitocondrial Humano.
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Figura R. 5. Red Filogenética Experimental de la muestra C+; C-.

Representacion de la relacion de los haplotipos (simbolizados con letra y nimero)
localizados experimentalmente y su origen segun el continente.
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Resultados experimentales de las mutaciones G12009A y C13478G y su probable
asociacion al cancer de prostata segun la base de datos Mitlmpact CSS
Bioinformatics Lab también se muestra la comparacién de secuencias en un

electroferograma de la mutaciéon C13478G.

Tabla R. 2. Mutacion no descrita con cambio de aminoacido y su posible asociacion
al cancer de proéstata segin Mitlmpact CSS Bioinformatics Lab.

P NS L PA SA PP2p Referencias
- - 2 http://bioinf tics.css-
e I 417 | G/D | Dafiino | o e phpyiools/2014-
ND4 01-10-22-56-33 /web-service

Tabla R. 3. Mutacién C13478G presente en las muestras BT, PR, C+;C- con posible
asociacion al cancer de préstata segun Mitlmpact CSS Bioinformatics Lab.

P NS L PA SA PP2p M Referencias
} - S http://bioinformatics.css-
Lears G50 W BBl AL DRI | e e e 05
ND5 C+,C- 01-10-22-56-33 /web-service
Acotaciones

P: Posicion; NS:Nucledtido Substituido; L: Locus; PA:Posicién del Aminoacido; SA: Sustitucion del
Aminoéacido; PP2p: Prediccién PolyPhen2; M:Muestra
BT: Biopsia Transrectal; PR: Prostatectomia Radical; C+: Tejido Neoplasico; C-:Tejido Benigno.

ﬂ/\/\/\ﬂﬂ/\/\/\ /

FiguraR .6. Electroferograma de la mutacién C13478G presente en las muestras BT, PR,
C+;C- con posible asociacion al cancer de préstata.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Este estudio inicial piloto abarcé el andlisis de tres muestras (BT: Biopsia
Trasrectal; PR: Prostatectomia Radical, en estas muestras sélo se secuenci6
bidireccionalmente la regién MT-ND5; C+: Tejido neoplasico y C-: Tejido sano
procedente de una prostatectomia radical con secuenciacién bidireccional de todo

el genoma mitocondrial).

Se encontraron cuatro mutaciones asociadas al cancer de prdstata, T489C,
C12705T, G6261A, C16223T; cabe destacar que estas son las primeras localizadas
en México (ver Tabla R.1 Mutaciones y Polimorfismos Experimentales C+; C- y
Figura R.3. Mutaciones localizadas experimentalmente asociadas al Cancer de
Préstata en la muestra C+; C-). A continuacién se explicard el proceso

biomolecular y metabdlicos de dichas mutaciones.

Las mutaciones T489C y C16223T se encuentran en la parte MT-DLOOP, es una
zona no codificante, actia como promotor de las cadenas pesada y ligera del
DNAmt, y contiene elementos de transcripcion esenciales. La investigaciones por
parte de Petros y Col. Expresan que este es un area sensible a variaciones en lo
que respecta al CaP (Petros et al, 2005). Chen y Col. Corrobora dicha investigacién

pues encontr6 90% de mutaciones puntuales en el MT-DLOOP asociadas al CaP

(Chenetal, 2012).

Continuando con el analisis de Petros y Col. En un estudio realizado con 260
pacientes sometidos a la prostatectomia radical en Europa y América del Norte,
reveld que alrededor del 11% del cancer de préstata (CaP) tenia mutaciones en la
region MT-COI, la mutacion G6261A concuerda con una de las reportadas por
Petros, dicha es de linea germinal y homoplasmica ademas de estar relacionada
con los haplogrupos H y N. La conclusion de este estudio fue que las mutaciones en
la linea germinal de la zona MT-COI pueden provocar Cap y que éstas pueden ser

candidatas a desarrollar oncogenes (Petros et al, 2005).
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Cabe recordar que la regién MT-COI, codifica para la subunidad I del citocromo
oxidasa, la mutacion G6261A non-syn: A-T, en otro orden de ideas, es una
mutaciéon no sinénima de transicién, que genera un cambio de aminoacido de
alanina (A) a treonina (T). Variaciones en esta area pueden afectar en la
transferencia de electrones desde el citocromo C a oxigeno molecular, ademas de
causar un declive en el ensamble de este supercomplejo y por ende desestabilizar

su actividad (Paillips et al, 2012).

La mutacién C12705T, localizada en el locus MT-ND5, dicho gen codifica para la
proteina NADH deshidrogenasa 5, siendo parte del complejo I mitocondrial. Las
mutaciones puntales en esta zona generan un desequilibrio en el proceso de la
fosforilacion oxidativa. Esta variacion mitocondrial ya ha sido estudiada por
Jerénimo y Col, donde segin sus indagaciones afirma que ésta y otras mas
demuestran la existencia de patrones especificos de mutaciones somaticas ADNmt

en el cancer de préstata (Jeronimo et al 2001).

La mutacion G12009A en el locus MTND4, presentandose en ambos tejidos, C+ y
C-, para determinar si ésta esta relacionada a algiin dafio en este gen, se hizo uso de
la herramienta bioinformatica Mitlmpact CSS Bioinformatics Lab, coleccién de
predicciones pre-computarizadas relacionadas a mutaciones no sindénimas que
afectan a los genes de las proteinas mitocondriales. El pardmetro PP2p, PolyPhen-
2 (Polymorphism Phenotyping v2), es un instrumento que presagia el posible
impacto de la sustitucion de un aminoacido en la estructura y funciéon de una
proteina, para este tema el gen MT-ND4 contiene instrucciones para la
construccion de la proteina NADH deshidrogenasa 4. Esta proteina es parte del
sistema enzimatico denominado complejo I altamente activo en la mitocondria. Las
mutaciones en este locus incrementa la producciéon de ROS (Ver Tabla R.2.
Mutacién no descrita con cambio de aminoacido y su posible asociacién al Cancer

de Prostata segun Mitlmpact CSS Bioinformatics Lab), (Y. Wang et al, 2001).

Las mutaciones T489C, G6261A, C16223T no solo se limitaron al tejido neoplasico
sino también al sano sin embargo, esto se explica ya que las alteraciones

moleculares que pueden indicar la presencia de un tumor, o contribuir a su
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desarrollo, tienen lugar mucho antes de que las variaciones morfolégicas malignas
sean visibles. Alternativamente, la presencia de un tumor puede ejercer un
denominado efecto de campo que conduce a los cambios moleculares que aparecen
en el tejido histol6gicamente normal adyacente al tumor (Ostronoff et al, 2010). Este
efecto de campo recientemente se ha demostrado en perfiles de expresion génica

del cancer de proéstata (Cook et al. 2012).

Los cambios estudiados en el DNAmt expresan un patrén de homoplasmia (mutacion
presente en todas las copias de DNAmt de la célula prostatica), recientemente se ha
postulado que primeramente las mutaciones fueron heteroplasmicas, pero estas
mutaciones son vitales para la supervivencia de la célula cancerigena por lo que

eventualmente se convierte en una mutacion homoplasmica (Liu et al, 2012).

Es de particular interés la tasa de mutacidén somatica en los tejidos, neoplasico y
sano, muy probablemente indica la pérdida de la estabilidad del genoma
mitocondrial a pesar de los robustos mecanismos de reparacién del DNAmt, con
origenes nucleares, por lo que la mitocondria no puede ser capaz de reparar el

incremento de lesiones del DNAmt (Wallace et al, 2012).

A nivel bioquimico dichos cambios son el resultado de dafios en los componentes
de la cadena trasportadora de electrones por lo que hay una pérdida significativa
de energia expresada en ATP conduciendo a un error metabdlico; sin embargo,
este proceso para la célula maligna es un mecanismo de supervivencia,
contribuyendo asf al proceso carcinogénico siempre y cuando se supere el umbral

de reparacién mitocondrial (Phillips etal, 2012).

Tal vez el comportamiento del tumor y la agresividad de éste refieren a la forma y
grado en que se rompe este umbral, en otro orden de ideas, en la clinica urolégica
es muy comin que un paciente tenga un resultado negativo en la biopsia
transrectal no obstante, después de un seguimiento como medida de control este
diagnostico sea sustituido por un cancer de prdstata metastico (¥. Wang et al, 2001).
La pregunta es cdmo sucedié este evento, pues segun las investigaciones por

Bardella & Co. se debe al aumento en frecuencia de mutaciones ligadas, tanto
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sinbnimas y no sinénimas en asociaciéon con la progresién de la enfermedad

(Bardella et al, 2011).

El aumento en la tasa de mutaciones no sinénimas en nuestros datos (ver Tabla R.1
Mutaciones y Polimorfismos Experimentales C+; C- mutaciones non-syn) apoya
aun mas las nociones del progreso neoplasico. Esto implica que el uso de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) especificos para diagnosticar algunas
neoplasias y tumores malignos pueden ser poco practico ya que se observa que la
progresion tumoral prostatica es un proceso de mutacién acumulativa impulsado
por los dafios de las especies reactivas de oxigeno (ROS). El incremento endégeno
de ROS, proporciona un estimulo constante para la proliferacién celular y lo mas
importante un dafio tanto al DNAmt y el DNAn, lo que lleva al desarrollo del cancer,

la inestabilidad genética y la evolucion de la enfermedad (Paillips etal, 2012).

El DNAmt es mas vulnerable a los dafios producidos por ROS, ya que éste se
encuentra muy proximo a la cadena de trasporte de electrones, la fuente de ROS a
nivel mitocondrial. El DNAmt al carecer de histonas tiene una limitada capacidad
de reparacion por lo que aumenta la sensibilidad a lesiones ocasionadas por ROS y

por ende a una mayor proliferacién de mutaciones (Fogg et al, 2011).

Algo interesante de este estudio fue que se encontrd la mutacion C13478G, en las
muestras BT: Biopsia Trasrectal; PR: Prostatectomia Radical; C+: Tejido neoplasico y C-:
Tejido sano procedente de una prostatectomia radical. Dicha variacién atn no esta
descrita asociada al CaP, sin embargo, con el uso de la base de datos ya mencionada
anteriormente, Mitlmpact CSS Bioinformatics Lab, (Ver tabla Tabla 8.3. Mutacién C13478G
presente en las muestras BT, PR, C+;C- con posible asociacion al Cancer de Prostata segin
Mitlmpact CSS Bioinformatics Lab y Figura R.6. Electroferograma de la mutaciéon C13478G
presente en las muestras BT, PR, C+;C- con posible asociacién al Cancer de Prostata), en
este caso el parametro PP2p marcé un probable dafio a una de las proteinas del locus
MTNDS5, una zona reportada con mutaciones afiliadas al cancer de prostata (Jeronimo et al

2001).

Para comprobar experimentalmente si esta mutacion asociada al CaP altera la

funcion de las proteinas COI, ND4 y ND5 seria necesario realizar una prueba de
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inmunohistoquimica en el tejido neoplasico y sano. La hipdtesis seria que el tejido
sano seria positivo para la proteina COI y ND5 respectivamente, mientras que el

tejido neoplasico seria negativo (Petros et al, 2005).

De igual manera el examen de las mutaciones del DNAmt revelaron las siguientes
alteraciones asociadas a las siguiente enfermedades: G9300A, Miopatia, (Rajkumar et
al, 2005); A663G, Arterioesclorosis Coronaria (Sawabe et al, 2011); C8794T,
Arterioesclorosis Coronaria e Intolerancia al Ejercicio (Sawabe et al, 2011); 'y
G12007A, Cancer Oral (Malyarchuk et al, 2005). Sin embargo, no corresponde a este
trabajo examinar dichas mutaciones, pero no por ello no es importante
mencionarlas pues las mismas ya se encuentran adecuadamente descritas en bases

de datos especializadas (mitomap.org).

Mediante los haplogrupos mitocondriales, obtenemos informaciéon geografica pues,
cada haplogrupo es caracteristico de una region lo que representa una informacién
muy valorada, en este caso el paciente de la muestra C+, C- presenta un subclado
A2, proviene del Haplogrupo A, el cual tiene un origen en Asia hace 30.000 a
50.000 anos, tiene mayor predominio en Norteamérica septentrional. Es
mayoritario en frecuencia, predomina en los mixtecas (73-93 %), mayas (53-84
%) aztecas (65 %). El subclado A2 es tipico de los pueblos indigenas americanos y

de nativos del Lejano Oriente siberiano, especialmente en chukchis y esquimales

(Fagundes et al, 2012).

Se localizaron varios haplotipos y subclados en la muestra C+, C-, entre los mas

antiguos son de origen africano, los que destacan:

Haplogrupo LO, predomina en africa Austral, es el mas antiguo, con 140.000 a
170.000 afios, es el que tiene una relacion estrecha con el ancestro en comin de
todos los seres humanos por linea materna: La “Eva Mitocondrial”, este haplogrupo
se presenta una alta frecuencia en los pueblos khoisan. Haplogrupo L1, se localiza
en el Oeste y parte central del africa subsahariana y es predominante en los

pigmeos occidentales mbenga, se cree que tiene 125.000 a 150.000 afios de
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antigiiedad. Por ultimo se localizé el haplotipo L2a cuya alta frecuencia se presenta

en la poblacién no-bantu de Africa Oriental (Klyosov & Rozhanskii, 2012).

De igual manera se pudo rastrear en la muestra haplogrupos europeos como por
ejemplo: El 12, muy comun en Bosnia (55%), Croacia (38%) y Serbia (33%). El
haplogrupo R31, el cual se encuentra en los grupos étnicos indios (Andhra Pradesh
y Uttar) y el haplotipo H2a2a1 tipico de Europa Oriental en especial Chuvasia y el

Caucaso (Sharma et al, 2005).

Entre los haplogrupos asiaticos se localizaron el Q3, de los Papues de Nueva
Guinea y Nueva Bretafia; el haplotipo D4aD4b, extendido en el Extremo Oriente
con alta frecuencia en Tailandia (80%). El Haplogrupo M con sus subgrupos M1,
M2, M5 Y M10, los descendientes de éste estan esparcidos por todos los
continentes en especial en Eurasia Oriental con una antigliedad de 60.000 a 65.000
afios, se cree que se origind en la India. El clado F1, el mas importante y distribuido
en Asia Oriental, Indochina, Sur de Siberia con 40.000 y 50.000 afios de antigiiedad.
Por ultimo se encontr6 el macrohaplogrupo N con sus variantes NA y N9, éste es el
mas préximo derivado al haplogrupo L3. Dicho haplogrupo corresponde a las
hipétesis sobre las migraciones prehistéricas del ser humano fuera de Africa

representando asi la expansién de la humanidad por todo Eurasia (Behar et al, 2006).

La importancia de este examen filogenético radica en el hecho de que la muestra
C+ y C. que mostro una posible predisposicién al Cap definido por la mutacién
C12705T asociada de igual manera al haplogrupo R, usual en Euroasia. Varios
autores han demostrado grandes diferencias con respecto al riesgo de Cap entre

los hombres de diferentes origenes étnicos (Booker et al, 2006).

Existe una gran variacion geografica en las frecuencias de haplogrupos sobre todo
en México, con gran diversidad de la poblacién determinado por la mezcla de
indigenas, europeos y africanos. Kim et al en sus hallazgos no encontré alguna
asociacioén del riesgo de Cap y la poblacién americana (kim et al, 2008). (Ver. Figura

R.5. Red Filogenética Experimental de la muestra C+;C-).
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Sin embargo, para comprender plenamente la importancia de los estudios basados
en haplogrupos poblacionales y el riesgo de Cap, se deben tomar en cuenta mas
marcadores ancestrales para establecer una correlacién exacta con la

susceptibilidad a esta enfermedad.

Tras el andlisis anterior auin queda la siguiente pregunta por contestar, ;Podria la
informacion proporcionada por las mutaciones del DNAmt asociadas al CaP ser de
provecho para el manejo clinico de los pacientes? Alin no lo sabemos sin embargo,
este estudio es apenas el preAmbulo para considerar las alteraciones en el DNAmt
como un biosensor util para la detecciéon temprana y seguimiento del cancer de

préstata, dada la singularidad de la molécula y la hipermutagéneisis de ésta.

El alto nimero de copias del DNAmt, junto con las mutaciones asociadas al CaP, y
en algunos casos, la naturaleza de las mutaciones, homoplasmicas, probablemente
confiera una ventaja en la detecciéon en sangre usando métodos mas especificos

como los microarreglos (MitoChip)
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CONCLUSIONES

Se lograron analizar las mutaciones y polimorfismos del DNA mitocondrial
(mtDNA) en pacientes mexicanos con cancer de prostata (CaP); mediante el
empleo de técnicas moleculares, PCR punto final y secuenciacién biparalela;
identificAndose las siguientes variaciones candidatas al CaP: T489A, G6261A,
G120094, C12705T, C13478G, C16223T procedentes de biopsia transrectal y
prostatectomia radical, examinando asi el comportamiento del cancer de préstata

en el genoma mitocondrial

Se consiguié extraer el ADN genémico mediante Silica-Based Method-Dneasy
Tissue Kits™ a partir de tejido prostatico benigno y maligno, empleados como
control negativo y positivo, respectivamente; para amplificar el genoma
mitocondrial con la técnica reaccion en cadena de la polimersa (PCR) punto final y
purificar los fragmentos obtenidos con el método de purificacién en columna-

Purelink™ Invitrogen.

Se realizé una secuenciacién biparalela de los productos purificados de PCR en la
cual no sélo se localizaron las mutaciones candidatas al CaP sino también las
siguientes asociadas a otras patologias: A663G (Arterioesclerosis), G12007A
(Cancer Oral), C8794T (Arterioesclerosis e intolerancia al ejercicio) y A8862G

(Miopatia).

Mediante el analisis filogenético con el uso de la herramienta bioinfomatica
Mitomap™ se pudieron estudiar los haplogrupos de la muestra C+, C- la cual
presentd principalmente un subclado A2, proviene del haplogrupo A comun en
América Latina, de igual manera se reconocio al haplogrupo R, (tipico en Euroasia)
asociado, segun los reportes de Booker et al, a la mutaciéon C12705T candidata al

CaP.
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LISTA DE PRIMERS DEL MTDNA

aF corresponde al sentido 5’ a 3’
bR corresponde al sentido 3’ a 5’

Primer Secuencia del Primer * 5°-3’ Posicién Tm (°C)
1Fa CTC CTC AAA GCAATA CACTG 661 58
1Rb TGC TAA ATC CAC CTT CGA CC 1411 60
2F CGATCAACCTCACCACCTCT 1245 62
2R TGG ACA ACC AGC TAT CAC CA 2007 60
3F GAC TAA CCC CTATACCTT CTG 1851 62
3R GGC AGG TCA ATT TCA CTG GT 2669 60
4F AAA TCT TACCCCGCCTGTTT 2499 58
4R AGG AAT GCC ATT GCG ATT AG 3346 58
SF TAC TTC ACA AAG CGCCTT CC 3169 60
5R ATG AAG AAT AGG GCG AAG GG 3961 60
6F TGG CTC CTT TAA CCT CTC CA 3696 60
6R AAG GAT TAT GGA TGC GGT TG 4660 62
7F ACT AAT TAA TCC CCT GGC CC 4485 60
7R GGA ATG GGG TGG GTT TTG TA 5426 60
8F CTAACCGGCTTT TTG CCC 5255 56
8R ACC TAG AAG GTT GCC TGG CT 6031 62
9F GAG GCCTAACCCCTGTCTTT 5854 62
9R ATT CCG AAG CCT GGT AGG AT 6642 60
10F CTC TTC GTC TGA TCC GTC CT 6469 62
10R AGC GAA GGC TTC TCA AAT CA 7315 58
11F ACG CAA AAATCCATTTCA CT 7148 60
11R CGG GAATTG CAT CTGTTT TT 8095 56
12F ACG AGT ACA CCG ACT ACG GC 7927 64
12R TGG GTG GTT GGT GTA AAT GA 8797 58
13F TTT CCC CCT CTATTG ATC CC 8621 60
13R GTG GCCTTG GTA TGT GCT TT 9397 60
14F CCCACC AAT CAC ATG CCT AT 9230 60
14R TGT AGC CGT TGA GTT GTG GT 10130 60
15F TCT CCA TCT ATT GAT GAG GGT CT 9989 64
15R AAT TAG GCT GTG GGT GGT TG 10839 60

16Fn CCC TAC TAG TCT CAA TCT CC 10715 60
16Rn CAT AGC CGC CTA GTT TTA AG 11464 58
17F TCA CTC TCA CTG CCC AAG AA 11314 60
17R GGA GAA TGG GGG ATA GGT GT 12076 62
18F TAT CAC TCT CCT ACT TAC AG 11948 56
18R AGA AGG ATATAATTC CTA CG 12774 54
19F AAA CAA CCCAGC TCT CCC TAA 12571 62
19R TCG ATG ATG TGG TCT TTG GA 13507 58
20F ACA TCT GTA CCC ACG CCT TC 13338 62
20R AGA GGG GTC AGG GTT GAT TC 14268 62
21F GCATAATTA AACTTT ACT TC 14100 64
21R AGA ATA TTG AGG CGC CAT TG 14998 58
22F TGA AACTTC GGC TCA CTC CT 14856 60
22R AGC TTT GGG TGC TAA TGG TG 15978 60
23F TCA TTG GAC AAG TAG CAT CC 15811 58
23R GAG TGG TTA ATA GGG TGA TAG 11 58
24F CAC CAT CCT CCG TGA AAT CA 16420 58
24R AGG CTA AGC GTT TTG AGC TG 775 58
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