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. INTRODUCCION

De todos los tipos de cancer que afectan a la poblacion masculina, el de prostata
(CaP) ocupa el segundo lugar a nivel mundial (WHO 2012). En México, el CaP es
la causa principal de cancer en hombres con una tasa de mortalidad de
9.5/100,000 hombres. Al afio se detectan alrededor de 6,500 nuevos casos de
CaP vy las tendencias de mortalidad en general por este cancer se han
incrementado (Sanchez-Barriga, 2013).

La determinacion de niveles séricos de antigeno prostatico especifico (APE)
es ampliamente usada en la practica clinica como un método para identificar
pacientes en riesgo o con CP, en algunos pacientes de nuestra poblacién este
biomarcador a niveles >4 ng/ml tiene una sensibilidad cercana al 94% (1Cg5%,90.6-
97.4) y una especificidad tan solo del 6% (ICg5%42.5-9.2) (Sanchez B, 2014). Un
estudio de tamizaje para diagndstico de CaP en una muestra de la poblacion
masculina mexicana realizado en 2008 por el Centro Nacional de Excelencia
Tecnoldgica en Salud de la SSA, hace referencia que el tamiz para CaP mediante
el uso de APE y tacto rectal, dada su baja especificidad no contribuyen de forma

substancial en una disminucién de la mortalidad por CaP en nuestro pais.

Hasta la fecha no se cuenta con marcadores diagndsticos y prondsticos
precisos para el CaP. Por los antecedentes epidemioldgicos de esta enfermedad

en nuestro pais es necesario contar con marcadores moleculares que en la



practica clinica contribuyan junto con otros factores del individuo a identificar
grupos de la poblacion mexicana con un riesgo incrementado para desarrollar CaP
y que a su vez permitan que esta neoplasia sea su deteccion una etapa temprana
para ofrecer al paciente un tratamiento eficaz que contribuya a su total curacion

asi como una mejor calidad de vida.



Il. ANTECEDENTES
1.1 Anatomia y fisiologia normal de la préstata

La prostata tiene forma cénica con la base hacia la vejiga y arriba y el
vértice hacia adelante y abajo. Se situa por debajo de la vejiga, por encima del
suelo perineal, por delante del recto y por detras de la sinfisis del pubis. En el
sector postero-superior de la base se ubican las vesiculas seminales (Fig. 1, 3).

Pesa normalmente 20 gramos (Juan & Tejerizo, 2002).

Aparato Reproductor
Masculino Vejiga

Vejiga . = ) Vesiculas

Prostata

Pene —, [/
f

Escroto

Uretra — oy
Epididimo
Testiculo

Facia Espermdtica

Fig 1: Anatomia del aparato reproductor masculino.

Se toma a la uretra para dividir a la glandula prostatica en una porcion
posterior o glandular y otra anterior o fibromuscular. La uretra prostatica se angula
en el sector medio dividiéndose en proximal y distal. Asi, la anatomia zonal queda

representada de la siguiente manera (Juan & Tejerizo, 2002):



a) Porcion posterior o glandular (Fig. 2)

*Zona periférica (ZP): Corresponde al tejido que rodea a la uretra distal y forma
parte de los sectores posteriores, laterales. Constituye el 70% de la glandula y es

asiento de los carcinomas (70%). No desarrolla hiperplasia (Juan & Tejerizo, 2002)

Vesicula
seminal

m /|

Conducto
eyaculador

Estroma
fibromuscular
anterior

Zona petiuretral

Urelra distal

Fig 2.- Zonas de la gldndula prostatica

*Zona central (ZC): Constituye el 25% del tejido glandular y forma la base
de la prostata relacionandose con la uretra proximal. Es asiento del 10% de los

carcinomas y no desarrolla hiperplasia prostatica benigna (Juan & Tejerizo, 2002).

*Zona transicional (ZT): Constituye 5% del tejido glandular y corresponde al
tejido glandular ubicado a cada lado de la uretra proximal y esfinter periuretral. Es
la zona donde se desarrolla la hiperplasia prostatica benigna y el 20% de los

carcinomas (Juan & Tejerizo, 2002).



*Glandulas periuretrales: Constituyen el 1% del tejido glandular y se ubica
dentro del musculo que forma el esfinter periuretral. Es asiento hiperplasia

prostatica benigna (Juan & Tejerizo, 2002).
b) Porcién anterior o fibromuscular (Fig.2 )

*Zona fibromuscular anterior: Esta constituida por musculo y tejido fibroso.
Su maximo grosor es 1 cm y se afina lateralmente formando la capsula prostatica
fibrosa que cubre a la glandula en los sectores laterales y posterior (Juan &

Tejerizo, 2002).
También existe una clasificacion mas sencilla que considera:

a) Estroma fibromuscular anterior.

b) Glandula externa: corresponde a la zona central y periférica, siendo el 95%
del volumen de la glandula.

c) Glandula interna: corresponde a la zona de transicion y glandulas

periuretrales. Es el 5% del volumen glandular (Juan & Tejerizo, 2002).

Uréteres
/icios ureterales

Pliegues de la mucosa

- Peritoneo

Misculo
detrusor
Trigono vesical

Orificio ureral intsmo Esfinler ureiral inlerno
(involuntario)

Esfinter uretral externo

en los musculos profundos
del periné (voluntario)

Uretra

Caxal

(pubis) Esfinter uretral externo

Orificio uretral externo

Vista anterior de un corte frontal

Fig. 3: Corte frontal de la préstata.



La préstata secreta varias proteinas: fosfatasa acida, seminina, activador de
plasminégeno y antigeno prostatico especifico (Balistreri, Candore, Lio, & Carruba,

2014).

1.2 Anomalias de la glandula prostatica

[1.2.1 Hiperplasia benigna de la prostata

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) se caracteriza histolégicamente por
el crecimiento progresivo de la glandula prostatica debido a un proceso
proliferativo no maligno que incluye tanto elementos epiteliales como estromales.

(Briganti et al., 2009).

Se origina exclusivamente en la glandula interna, en un 95% en la zona
transicional y en un 5% en las glandulas periuretrales. La HPB que afecta la zona
transicional es en general nodular e incrementa el tamafio de los l6bulos laterales,
tiene predominio glandular y se encuentra en las zonas laterales de la uretra
creciendo en direccion al verum. Si la hipertrofia prostatica afecta a las glandulas
periuretrales, incrementa el tamano del I6bulo medio protruyendo hacia la luz

vesical (Briganti et al., 2009).

Aunque es poco comun antes de los 40 afios, alrededor del 50% de los
hombres desarrollan sintomas relacionados a los 50 afos de edad. La incidencia
de la HPB aumenta 10% por década y llega al 80% a los 80 afios de edad

(Briganti et al., 2009).



No se ha descrito una correlacion directa entre el grado de incremento del
tamano prostatico y la presencia o severidad de los sintomas (Frenk Mora Julio,

Tapia Conyer Roberto, Uribe Esquivel Misael, 2001).

Las complicaciones severas de la HPB incluyen: retencion urinaria,
hidronefrosis, infecciones recurrentes urinarias, calculos de vejiga, hematuria

recurrente y como estadio final la insuficiencia urinaria (Crawford, 2003).

El aparato urinario superior debe estudiarse en aquellos pacientes que
seran sometidos a cirugia por HPB y presentan hematuria, evidencia de
insuficiencia renal o antecedentes de infecciones urinarias, litiasis o enfermedades

congénitas renales (Briganti et al., 2009).

Hay varios factores que influyen en el desarrollo de la hipertrofia prostatica,
entre ellos, la testosterona que estimula el crecimiento prostatico. Probablemente
la HPB se origina por cambios en los niveles séricos de testosterona que se
abaten por una disminucion del estimulo sobre las células de Leydig y por el
aumento en la conversidbn de testosterona en andrégenos en los tejidos
periféricos. Histologicamente, la HPB puede apreciarse con la apariciéon de
nddulos microscopicos en el tejido periuretral en la zona de transicion de la
glandula prostatica. Durante el envejecimiento y en presencia de androgenos, el
tejido hiperplasico avanza aun estadio microscépico que se manifiesta por una

glandula agrandada a la palpacion (Crawford, 2003).
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Al  efectuarse una placa simple, ocasionalmente pueden identificarse
calcificaciones en proyeccion de la sinfisis pubiana que corresponden a

calcificaciones en una HPB (Juan & Tejerizo, 2002).

Se observa agrandamiento de la glandula interna, que se diferencia con

claridad de la glandula externa la cual se observa comprimida y desplazada.

Ecosonograficamente la hiperplasia puede manifestarse como:

e Multiples nddulos
e Adenoma (un nodulo)

e Un agrandamiento difuso con calcificaciones y areas quisticas.

[1.2.2 Cancer de prostata

La mayoria de los canceres de préstata (95%) son adenocarcinomas con un
patréon de crecimiento lento y buena respuesta al tratamiento. Suele ser multifocal,
originandose el 80% en la glandula externa (70% en la zona periféricay 10% en la
zona central) y 20% en la glandula interna (zona transicional). Cuando el
carcinoma se origina en la zona periférica se extiende a la grasa periprostatica
invadiendo la capsula y hacia la glandula interna a través de la capsula quirurgica.
Hay sectores débiles, sin capsulas, por donde el tumor se expande con facilidad,
estas regiones son: el apex, el espacio graso invaginado, las vesiculas seminales

y los paquetes neurovasculares (Balistreri et al., 2014).

El CaP se puede identificar tanto por el grado como por el estadio. El grado

describe qué tanto se asemeja el tejido tumoral al tejido glandular normal.

11



Basandose en la apariencia microscépica, se pude describir como de bajo, medio
o alto grado. El método para establecer el grado, es el sistema o Score de
Gleason, que usa puntuaciones del 2 al 10. Mientras mas alta puntuacion, mayor
el grado del tumor. El sistema de Gleason identifica 5 patrones de crecimiento del
adenocarcinoma prostatico invasivo, representado en una escala progresivamente
decreciente de diferenciacion glandular (Fig. 4). El score de Gleason es la suma
de la calificacion dada por el patdlogo a los dos patrones arquitecturales mas
predominantes del cancer prostatico en estudio, puede ir de 2 a 10 con todas las
combinaciones posibles, que tendran también sus implicaciones en el prondstico

del caso clinico (Bigelli, 2011).

Fig. 4. El sistema de Gleason. Este sistema identifica 5 patrones de crecimiento del
adenocarcinoma prostatico invasivo, respresentado en una escala progresivamente
decreciente de diferenciacion celular.

La estadificacion clinica de los tumores prostaticos se basa en la

clasificacion de Jesset y Witmore y/o clasificacion TNM, con la ultima modificacién

12



realizada en 2009 y vigente desde el 1 de enero de 2010 (Vallejos et al., 2013).

(Anexo ).

De acuerdo con las caracteristicas del grado tumoral y el estadio clinico el

CaP se puede clasificar en:

a) Bajo riesgo: de buen prondstico, aquellos pacientes con APE sérico de
10 ng/ml 0 menos, un Gleason de 6 o menos y estadio clinico T1c o T2a sin

recaida bioquimica a 10 afos de un 83%.

b) Riesgo intermedio: pacientes con APE de 10 a 20 mg/ml, Gleason de 7

con estadio clinico T2b, sin recaida bioquimica a 10 afios de un 46%.

c) Riesgo elevado: pacientes con APE de mas de 20 ng/ml, Gleason de 8 o
mas y un estadio clinico de T2c, sin recaida bioquimica a 10 afios de 29% (Bigelli,

2011).

1.3 Epidemiologia del las principales enfermedades de la préstata

11.3.1 Estadisticas

No existen actualmente datos fiables acerca de la HBP como causa primaria
de muerte en la mayor parte de los paises desarrollados. La mortalidad adscrita a
la HBP varia de una region a otra y de un pais a otro. Ekman (1989) intent6 utilizar
los indices de mortalidad por HBP de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
en 50 paises, presentando los indices como muertes por cada 100.000 varones de
45 o mas anos. Los porcentajes presentados varian desde el 29.7 por cada

100.000 hombres de mas de 45 afios en Alemania del Este (1984) a 0.5 por cada

13



100.000 en Singapur (1985). El indice presentado para los EE.UU es de 1.8 por
cada 100.000 varones (1983). Sin embargo, la falta de uniformidad en los criterios
utilizados para atribuir la muerte a la HBP limitan la utilidad de estos datos
(Ekman, 1989).

A nivel mundial el CaP es la segunda causa demuerte en hombres despues
del cancer de pulmon,y en general el quinto cancer mas comun. En el afio 2008 se
presentaron en el mundo 899,102 casos con una tasa de incidencia ajustada por

edad de 27.9/100,000 hombres (Carter, Piantadosi, & Isaacs, 1990).

Tres cuartas partes de los casos registrados por CaP ocurren en paises
desarrollados (644,000 casos). En EE.UU., el CaP es la causa principal de cancer
en el hombre después del cancer de piel. La Sociedad Americana del Cancer
estimé que, en 2013, 238,590 hombres seran diagnosticados con CaP y 29,720
moriran por esta causa (Brawley et al., 2012). Las tasas mayores de mortalidad
por CaP se observan en Australia/Nueva Zelanda (104.2/100,000) (Siegel et al,
2013). Las tasas de incidencia mas baja de CP se observan en Asia central y sur
con una tasa estimada de 4.1/100,000 (Ferlay et al., 2010). En el periodo 1993-
2003 se observo que la morbilidad por CaP en Latinoamerica tiene una tendencia
hacia el incremento. Mientras que las tasas de mortalidad han variado en esta
region, se ha observado un incremento de la mortalidad en Brasil, Colombia y
Ecuador y un decremento en Argentina, Costa Rica y Chile. Estas diferencias son
debidas a susceptibilidad genética, exposicion a diferentes factores de riesgo o
diferencias en la calidad de los sistemas de salud e incluso en los registros de

cancer (Center et al., 2012)
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Fig. 5: Tasas de mortalidad por CaP ajustadas por edad en varios paises en el afio 2000.
Tasa por 100,000 hombres. (Adaptada de American Cancer Society).

Se espera que el numero de hombres mayores de 65 afios aumente 4
veces a nivel mundial entre los afios 2000 y 2050, lo que se traduciria en aumento
en el numero de pacientes diagnosticados con CaP que requeriran tratamiento

para su enfermedad (Crawford, 2003).

La mortalidad tiene un comportamiento similar, con tasas mas altas
reportadas en el Caribe y Escandinavia, y las mas bajas en China, Japon y paises

de la ex Unién Soviética (Fig. 5) (Crawford, 2003).

En México, en 1999, las neoplasias malignas ocuparon el segundo lugar en

la tabla de mortalidad general.
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El CaP fue la segunda neoplasia mas frecuente, en el hombre en edad post
reproductiva (Fig. 6), con 3,766 defunciones y tasa de 71.7 por 100 mil en el grupo
de 65 anos y mas (Frenk Mora Julio, Tapia Conyer Roberto, Uribe Esquivel Misael,

2001).

Durante el trienio de 1993-1995, el Registro Histopatologico de Neoplasias
Malignas lo ubico en el cuarto lugar respecto a la localizacion con 9,088 casos y
una media anual de 3,029, correspondiéndole el 4.9% del total de neoplasias
registradas. El tipo histologico mas frecuentemente reportado es el
adenocarcinoma. Las entidades federativas con mayor numero de casos son:
Distrito Federal, Jalisco y Veracruz (Frenk Mora Julio, Tapia Conyer Roberto,

Uribe Esquivel Misael, 2001).

Mortalidad por cancer de prdstata,
1995-1999
80
70 —
60 —
o 50 —
© 40 |
= 30 —
20 —
10 —
0
1995 1996 1997 1998 1999
B 5a 14 afios 0.004 0.004 0.004 0 0.008
B 16 a 64 afios 0.79 0.73 0.75 0.72 0.76
65y mas 67.86 68.37 69.73 70.04 71.74

Fig. 6: Mortalidad por cancer de préstata en México.

*Tasa por 100,000 habitantes.

Fuente: Elaborado por el Centro nacional de Vigilancia Epidemioldgica/SSA.
Anuario de moratalidad, D.G.E.I./INEGI/CONAPO

Cifras mas recientes demuetran que el CaP es un problema de salud
publica en Mexico,ya que actualmente es la causa principal de cancer en hombres
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(tasa de mortalidad de 9.5/100,000 hombres en 2008) y en segundo lugar se
encuentra el tumor maligno de traquea, bronquios y pulmon (tasa de mortalidad de
8.4/100,000 hombres en 2008); al afio se detectan 6,500 nuevos casos de CaP, y
las tendencias de mortalidad en general por este cancer se han incrementado. En
los afios 1970-1974 se identifico una tasa de mortalidad por CaP de 5.5/100,000
habitantes. En el periodo 2000-2010 murieron en México 51,389 individuos por
CaP, en el ano 2000 se observaron 3,885 muertes por este padecimiento y en al
ano 2010, 5,411 (Fig. 6). La tasa cruda de mortalidad durante el periodo de

estudio se incremento de 7.8 a 9.8/100,000 hombres (Sanchez-Barriga 2013)

De acuerdo con el Registro Histopatolégico de Neoplasias en México (Fig
7), la notificacién por Institucion, el sector publico reporté mas del 70% de los
casos, Y el sector privado, el 22.6% (Frenk Mora Julio, Tapia Conyer Roberto,

Uribe Esquivel Misael, 2001).

Distribucion de casos de cancer de
prostata por Institucion

M Privado

M ISSSTE

H IMSS

m SSA
Otro

Fig. 7: Distribucion de casos de cancer de préstata por Institucion.
Fuente: Registro histopatologico en México/DGE. Elaborado por el Centro Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica/SSA.
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.4 Factores de riesgo para hiperplasia benigna de la

prostata y cancer de prostata

[1.4.1 Factores de riesgo para el desarrollo de HBP

Diferentes grupos de trabajo han propuesto diversas hipotesis para explicar
el crecimiento patoldgico de la préstata. Este aumento del volumen prostatico es
causado por hiperplasia celular y apoptosis reducida. Se ha demostrado la
expresion de péptidos regulatorios del crecimiento prostatico (Marcelli et al., 1999).
La accion paracrina o autocrina de los factores de crecimiento, que esta modulada
por hormonas sexuales, también esta involucrada en el desarrollo de la HBP (Ball
et al, 2003). Ademas, han sido identificados algunos sistemas de sefalizacién
intraprostaticos importantes en la regulacion de la proliferacion celular y la
produccion de la matriz extracelular en el estroma prostatico. Un fino balance entre
los factores promotores de crecimiento y los inhibidores del mismo, mantienen el
crecimiento normal de la glandula durante el desarrollo y la quiescencia en la
adultez. Cuando este balance es alterado, se manifiesta la patologia. En su origen
se encuentran implicados diferentes factores que pueden ser causantes de HBP,
pero que aisladamente no tienen la suficiente entidad para generar la patologia
(Eaton 2003). En la génesis de la HBP se han descrito diversos factores que en
algunas ocasiones no se puede demostrar su participacion activa pero si se puede
afirmar que son necesarios para su desarrollo. Muchos autores sugieren que una
edad superior a 50 afios y la presencia de hormonas androgénicas producidas por
los testiculos juegan un papel importante en la génesis de HBP, asi como la

existencia en la célula prostatica de 5-a-reductasa, enzima que transforma la
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testosterona en dihidrotestosterona (DHT), metabolito activo (Eaton 2003). La DHT
es imprescindible para el desarrollo de la préstata. Durante el periodo embrionario,
sin DHT no se desarrolla la glandula, aunque los niveles de testosterona estén
dentro de la normalidad y exista un desarrollo conservado de las caracteristicas
masculinas y de la espermatogénesis, como ocurre en el seudohermafroditismo
primario, en el que existe una ausencia de 5-a-reductasa y los individuos
presentan una prostata vestigial, conservando el resto de las caracteristicas
masculinas y no afectandose la reproduccién Igualmente, en personas
anorquictomizados, antes de la edad adulta se observa una involucion en su
préstata, con ausencia de patologia a este nivel. La estimulacién androgénica es
vital en la generacion de hiperplasia del tejido glandular y estromal de la prostata.
Existen evidencias de que no se desarrolla HBP en individuos castrados antes de
la pubertad y es raro que se desarrolle en aquellos castrados después de la
pubertad. En el tejido prostatico se lleva a cabo la conversién de la testosterona
sintetizada en las goénadas a dihidrotestosterona, mediante la accién de la 5-a-
reductasa, enzima responsable en buena medida del crecimiento fisioldgico y
patologico de la glandula. Sin embargo, ha podido establecerse la influencia de
otros compuestos tales como factores de crecimiento y hormonas sexuales

(Marcelli et al., 1999).

La teoria de la “célula primordial” explica la HBP como una alteracion
del balance del crecimiento de las células nuevas y la maduraciéon y muerte de
las mas viejas . Aunque la HBP histolégicamente puede aparecer en varones

de 40 afos, clinicamente se suele manifestar a partir de los 60 afios. Por esto
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algunos autores consideran la edad como un factor importante en la génesis
de la enfermedad. Con el envejecimiento se produce una serie de cambios
morfologicos a nivel de la zona cervical de la vejiga en su union con la uretra y
la prostata, pudiendo comprimir ésta a partir del I6bulo medio, elevando la

zona cervical, variando su eje y favoreciendo la obstruccion (Ball, 2003).

Ademas de los factores hormonales y la edad, en la génesis de HBP se

han descrito otros factores relacionados con su etiologia (Eaton 2003).

a) Genéticos: La HBP aparece con mas frecuencia en familiares de
primer orden. Lo que se evidencia sobre todo en préstatas de gran tamafio que
requieren un tratamiento quirdrgico y que aparecen en edades relativamente
jévenes (antes de los 60 afos).

b) Dietéticos. ElI consumo de vegetales ricos en carotenos vy
fitoestrogenos podria tener una accion protectora, como ocurre en los paises
asiaticos cuya prevalencia sintomatica es menor sin diferencia en la histoldgica.
También se sugiere que podria estar implicado el bajo nivel socioeconémico.

c) Raza: La HBP se observa mas en negros americanos que en
blancos americanos. Igualmente, es mas prevalente en judios y menos en los
pueblos orientales.

d) Hiperinsulinismo: Diferentes autores han relacionado la HBP con la
obesidad, hipertension arterial y diabetes, por separado. El investigador sueco
Hammarsten propuso que en situaciones metabdlicas asociadas al
hiperinsulinismo se evidencia mayor agrandamiento de la glandula prostatica, no

sélo en la zona de transicion, sino que existe un crecimiento significativo en toda la
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glandula (Hammarsten y Hogsted, 2002). Pacientes afectados con sindrome
metabolico  (obesidad, hiperglicemia, hipertrigliceridemia, hiperuricemia,
hipertension arterial), presentan una mayor estimulacion del simpatico, lo que
produce un aumento en la produccién de los receptores adrenérgicos de la
prostata, aumentando su crecimiento. Esta teoria puede tener una cierta
explicacion si se analiza la accién de los inhibidores alfa adrenérgicos en el
tratamiento de la HBP y su accion beneficiosa en pacientes diabéticos, ya que
disminuyen la resistencia a la insulina y mejoran su perfil lipidico. La insulina
produce un efecto estimulador del hipotalamo a nivel del nucleo ventromedial que
regula el sistema nervioso simpatico, aumentando las catecolaminas, las cuales se
sugiere pueden ejercer un efecto trofico retardando el proceso apoptético. Por ello,
se sugiere como estrategia el control de estos factores de riesgo y medidas

encaminadas a disminuir la hiperinsulinemia.

[1.4.2 Factores de riesgo para el desarrollo de CaP

a) Edad: EI CaP esta asociado con el envejecimiento. En Estados
Unidos mas del 70% de todos los casos son diagnosticados en mayores de 65
anos de edad. Es relativamente raro que se diagnostique en hombres con menos
de 50 anos, pero después de ésta edad, la incidencia y mortalidad aumenta

exponencialmente (Balistreri et al., 2014).

La probabilidad de desarrollar CaP aumenta de 0.005% entre individuos

menores de 39 anos, a 2.2% (1 en 45) para aquéllos entre 40 a 59 afios, y 13.7%
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(1 en 7) en hombres de 60 a 79 afios. El riesgo acumulado a lo largo de la vida

para desarrollar cancer es de 16.7% (1 en 6) (Briganti et al., 2009).

Los estudios de necropsia sugieren que la probabilidad de desarrollar
evidencia histologica de cancer prostatico es aun mayor. Carter y su grupo (Carter
et al., 1990) demostraron que 20% de hombres entre 50 y 60 afos, y 50% de
aquellos entre 70 y 80 afos tenian evidencia histolégica de malignidad. En
México, las necropsias sugieren que el 10.6% en los varones de 50 a 59 afos, el
43.6% entre los 80 y 89 afos, y el 83% de entre 90 a 99 afios, tienen cancer

prostatico (Crawford, 2003).

b) Raza: Los individuos de raza afroamericana tienen los indices mas
altos de cancer prostatico en el mundo (273.3 por 100,000 hombres). La incidencia
en éste grupo es cerca de 60% mas alta que entre caucasicos (172.9 por
100,000), que a su vez es mayor que en hispanicos (127.6 por 100,000) y
asiaticos (107.2 por 100,000). En cuanto a indices de mortalidad, para
Afroamericanos son 3.3 veces mas altos que para hispanicos, y 5 veces mas que
para asiaticos (Crawford, 2003). Segun datos del Instituto Nacional de Cancer, hay
un porcentaje mas elevado de afroamericanos con enfermedad metastasica, pero
no tienen riesgo incrementado en comparacion con caucasicos de presentar
lesiones de alto grado (Briganti et al., 2009).

C) Historia familiar y susceptibilidad genética: El riesgo de desarrollar CaP se
duplica para hombres que tienen un hermano o padre afectado. Cuando dos o
mas familiares de primer grado se encuentran afectados, el riesgo aumenta entre

5y 11 veces (Heidenreich et al., 2010). Estudios epidemiolédgicos indican que

22



hombres con historia familiar positiva son diagnosticados en promedio 6 a 7 afos

antes que aquellos sin antecedentes familiares (Crawford, 2003).

La agregacion familiar puede ser causada por herencia de un gen de
susceptibilidad, pero también puede deberse a exposicidn a factores ambientales

comunes (Balistreri et al., 2014).

Se han identificado 7 loci de susceptibilidad, pero se dificulta demostrar el
ligamiento de los genes candidatos conocidos hasta ahora. Smith et al. usaron
analisis de ligamiento basado en Gwas, y mapearon el locus de susceptibilidad
para cancer prostatico hereditario en el brazo largo del cromosoma 1 en familias
de alto riesgo de Suecia y Estados Unidos. En estas familias, el cancer prostatico
se desarroll6 a edad temprana y con mas de 5 familiares afectados en 2
generaciones. Un meta analisis subsecuente con 772 familias con cancer
prostatico hereditario, demostré evidencia débil para un ligamiento genético en
solo 6% de las familias. Sin embargo hay alta evidencia de ligamiento en un
subgrupo de 8 familias; en 2 de éstas, un gen dentro del locus HPC1 (2,5’
oligoisoadenilato sintetasa ribonucleasa 1 (RNASEL), demostré mutaciéon germinal
deletéreaa. Se cree que el gen RNASEL es un supresor tumoral que regula la
proliferacion celular y apoptosis. Aunque éste puede ser un gen de susceptibilidad,
las mutaciones en él solo darian cuenta de un numero limitado de casos de cancer

hereditario (Brothman, 2002)

La agregacién familiar también puede ocurrir por polimorfismos en genes

que son importantes para el desarrollo y funcion de la préstata (Brothman, 2002).
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Entre los genes candidatos, esta el dominio de transactivacion, codificado por el
exén 1 del gen de receptor de andrégenos (RA), que tiene 2 diferentes variantes
de repetidos (CAG y GGC) que afectan la transcripcidn y activacion del gen. La
secuencia CAG varia en longitud de 11 a 31 repetidos en hombres sanos, y el
numero se relaciona inversamente a la actividad transcripcional del receptor de
andrégenos. Algunos estudios sugieren que una longitud mas corta se asocia con
riesgo incrementado a desarrollar cancer. Otro gen candidato es SRD5A2, que
codifica la 5 alfa reductasa tipo 2 que cataliza la conversion de testosterona a
dihidrotestosterona. La variante Ala49Thr aumenta la actividad catalitica de la
enzima, e incrementa el riesgo a cancer prostatico, particularmente en

afroamericanos e hispanos (Brothman, 2002).

1.5 Alteraciones moleculares relacionadas al cancer de proéstata

[1.5.1 Factores genéticos

El cancer de préstata es una enfermedad multifactorial cuya etiologia
comprende factores genéticos, condiciones ambientales y el microambiente. Se
debe distinguir entre las formas familiares y las hereditarias, considerando a éstas
ultimas aquellas con patron de herencia Mendeliano (5% de los casos), y las

formas familiares dan cuenta del 13-25% de los casos (Alberti, 2010).

Aunque muchos genes puden influenciar el riesgo para cancer prostatico,
los intentos actuales se basan en identificar variantes basadas en polimorfismos

de nucledtido unico (SNPs).
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Se han asociado 74 SNPs con CaP (Cremers et al.,, 2015). Cada SNP
independiente puede aumentar el CaP 1.1 a 1.65, asi que hombres con cuatro o
cinco de éstos SNPs estan expuestos a riesgo a CaP 4 a 5 veces mas alto que

sujetos sin ellos (Alberti, 2010).

Entre estos SNPs, un polimorfismo en el gen del receptor de vitamina D
(VDR) parece jugar un rol significante en su desarrollo. En células prostaticas, la
vitamina D 1,25-(OH)2 se une al VDR nuclear formando un complejo que por un
lado regula la transcripcion de varios genes involucrados en diferenciacion y
crecimiento celular, particularmente promoviendo la expresion de IGFBP-3
(proteina 3 de unién al factor de crecimiento de insulina), que inhibe proteinas
involucradas en CaP; y por otro lado, modula los genes metabolizadores de

androgenos (Alberti, 2010).

De los polimorfismos relacionados a genes involucrados en carcinogénesis,
el genotipo nulo del gen GSTT1 localizado en 22g11.23, al causar disminucion en
la detoxificacion de arilaminas e hidrocarbonos pueden influenciar el riesgo para

desarrollar CaP (Alberti, 2010).

Los estudios de actividad génica demuestran que la expresion génica difiere
entre la zona periférica y la zona transicional, influenciando asi el crecimiento y
diferenciacion del tejido prostatico. Los genes de la zona periférica, como GDF 15
y TARP se ven sobre expresados en CaP, mientras que los genes de la zona
transicional como Wnt y FOXF1, FOXF2 estan altamente expresados en

hiperplasia prostatica benigna (Alberti, 2010).
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Cremers et al. Demostraron similitud de asociacion en SNPs para CaP
esporadico y Ca hereditario, lo que sugiera un sobrelape en la etiologia genética

(Cremers et al., 2015).

[1.5.2 Factores epigenéticos

El CaP es una enfermedad compleja con alteraciones a nivel del ciclo
celular, la reparacion del ADN, apoptosis, respuesta hormonal y mecanismos de
adhesion celular. Diversos estudios sugieren que tanto genes supresores de tumor
inactivos, oncogenes activos, receptores de hormonas, citocinas, asi como
receptores de factores de crecimiento estan reguladas no solo por mecanismos
genéticos sino también por modificaciones epigenéticas (Esteller 2007). Estas
modificaciones se definen como cambios heredables en la expresion génica que
ocurren sin cambios en la secuencia de DNA y en diversios tipos de cancer
parecen contribuir a la transformacién maligna y progresién. Los mecanismos
epigenéticos fisiolégicos que pueden modificar la estructura de la cromatina se
denominan epigenoma y comprenden la metilacién del ADN, las modificaciones de

las histonas y las modificaciones en el ARN (Li, Carroll, & Dahiya, 2005).

11.5.2.1 Metilacion del ADN

Un tipo de aberracion epigenética es la metilacion del acido
desoxirribonucléico (ADN), catalizada por DNA metiltransferasa (DNMTs). Los
cambios en metilacion pueden ocurrir como hipo o hipermetilacion. Ambas formas

pueden conducir a inestabilidad y silenciamiento transcripcional de los genes, y
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ambas han sido implicadas en varias malignidades, incluyendo el cancer

prostatico (Schulz & Hatina, 2006).

La metilacion de citosinas dentro de los dinucléotidos CpG del ADN
es la modificacion epigenética mas estudiada. Estos dinucledtidos CpG se
encuentran en regiones ricas de CpG y se conocen como islas CpG. Se calcula
que del 3-6% de estas citosinas se encuentran normalmente metiladas en el ADN
humano (Baylin et al. 2001) para proteger la integridad del genoma, evitando la
insercion y activacion de la transcripcion de secuencias moviles o de elementos
capaces de insertarse en el genoma tales como transposones Yy
retrotransposones. A nivel germinal, existen genes tejido-especifico que son
regulados a través de la metilacion del ADN. Tal es el caso de la impronta
genomica y de la inactivacion del cromosoma X en las mujeres, donde se requiere
de la hipermetilacion del ADN de uno de los dos alelos de un gen para establecer
en el primer caso una expresion monoalélica y en el segundo una reducciéon de

dosis génica (Delcuve, Rastegar, and Davie 2009).

[1.5.2.2 Hipermetilacion del ADN

La hipermetilacién de promotores, es la anomalia epigenética mas comun y mejor
caracterizada en los canceres humanos. Se han reportado mas de 30 genes que
sufren hipermetilacién aberrante en cancer prostatico. Aqui se incluyen genes
supresores de tumor clasicos y genes involucrados en diferentes vias celulares
como respuestas hormonales, invasion/arquitectura tumoral, control del ciclo

celular y reparacion del ADN (Li et al., 2005).
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Gen supresor de tumores
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Fig. 8: Metilaciéon del ADN en la carcinogénesis. En tejido normal, la metilacion es preferencialmente
encontradas en las citosinas de las regiones codificantes de los genes y las islas CpG de los promotores se
encuentran demetilados. En el envejecimiento y en las lesiones preneoplasicas, la metilacion se prolonga
hacia los promotores. En la medida que estos se metilan se bloquea la transcripcion, que puede llevar a la
inactivacion de los genes supresores de tumores, y que se pueden reactivar con el uso de agentes
demetilantes (Gronbaek, Hother, and Jones 2007)

Para muchos de estos genes, la hipermetilacion del promotor es el
mecanismo principal que ocasiona su pérdida funcional en el CaP (Fig. 8). El
silenciamiento inapropiado de estos genes puede contribuir a la iniciacion,
progresion, invasion y metastasis del cancer (Tabla 1, 2). La hipermetilacion de
estos genes en el CaP se correlaciona con el grado patolégico o estadio clinico, y

con independencia androgénica (Fig. 9) (Li et al., 2005).
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Tabla 1: Lista de genes afectados por aberracion epigenética en cancer

prostatico.

Aberracion epigenética
1. Hipermetilacion de ADN
Respuesta hormonal
Control del ciclo celular
Invasion y Arquitectura tumoral

Reparacion de dafio al ADN
Sefiales de trasduccion
Respuesta inflamatoria
Otros

Gen

AR, ESR1, ESR2, RARB, RARRES1
CCND2, CDKN2A
APC,CAV1,CD44,CDH1,CDH13,
LAMA3, LAMB3, LAMC2

GSTP1, MGMT

DAB2IP, DAPK1, EDNRB, RASSF1
PTGS2

HIC1, MDR1, PXMP4

2. Hipometilacion de ADN

CAGE, HIPSE, PLAU

3. Hipoacetilacion de histonas

CAR, CPAS, RARB, VDR

4. Metilacion de histonas

GSTP1, PSA

Los genes estan enlistados alfabéticamente en cada categoria.

Tabla 2: Genes hipermetilados en cancer de prostata

Hipermetilacién
Casi consistentemente
(70-95%)
HIC1

APC, COX2, MDR1, TIG1,

Genes Nota
GSTP, RARB2, RASSF1A, HIC1, MDR1 y
RASSF1A también

metilados en tejido
paraneoplasico.

En algunos casos CD44, ESR2, CDH1, SFRP1, Datos discrepantes

(20-70%) TMS1, ETNRB, CDKN1C, para muchos de
MGMT, RUNX3, THBS1, estos genes.
CDH13

En pocos casos AR, CDKN2A, CDKN1B, Datos discrepantes
DAPK, ESR1, NKX3 para muchos de

estos genes.
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Advo. methylation prevalence < No. of cases (No. of studies)
3 § E 3 i g
. 2} I __hizé___u
32(1)| 14| 21%3)
AR 36(1) | 40(1) | 186¢4) Pmal;neo-
CAV1 22(1)
CCND2 24(1) 101(1)
CcDh44 40(1) 218(4) [15(2) 7(1)
CDH1 2 32(1) 2634
CDKN2A F 185(3)
DAPK (1) 2102) '
EDNRB 2%1) 183(4) a1y
ESR1 10(1) 104(2)
ESR2 1902) | 1101y] 107¢3) 1101
GSTP1 1 227 To7( 1412 1(I82)101(f1132f100(1]178¢3)
HIC1 47(2)|[som)| 18220
LAMA3 10%(1)
LAMB3 101D
LAMC2 101(1)
MDR1 7301)
MGMT 42| 2514
PTGS2 73(1)
RARB 32(1) | 30(2)| 304(5)
RASSF1 32 | 2420|2875
TIG1 52(1) 10

Fig. 9: Prevalencia de genes afectados por hipermetilacion en céncer prostatico. La prevalencia de
hipermetilacién fue recabada ete muestras estudiadas, incluyendo tejido prostatico no maligno,
tejido de céncer primario de prostata, neoplasia intraepitelial prostatica, biopsias de céncer
prostético, tejido de cancer prostatico metastasico y liquidos corporales de pacientes con cancer
de prostata (sangre, eyaculado, secresiones prostaticas y orina). Se calculé un score promedio
para cada gen en cada tipo de muestra, al dividor la suma de la prevalencia de hipermetilacién de
ADN, entre el numero de estudios y fue hecha una escala en color entre rojo (1.0 o 100% de
metilacion) y amarillo (0 o 0% de metilacién). Lo blanco indica datos no obtenidos (no se ha
realizado estudio para el gen en el tipo de muestra). La lista del panel derecho es del numero total
de muestras estudiadas y el nimero de estudios (en paréntesis) para el gen y tipo de muestra en la
celda correspondiente del panel izquierdo. PCa=Cancer de préstata. P=Préstata.
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[1.5.2.3 Vias alteradas por metilacion de promotores en cancer de

prostata

a) Genes de respuesta hormonal

La prostata es una glandula endocrina que responde a hormonas sexuales
como andrégenos, estrogenos y progestagenos, a través de receptores
especificos. Las modificaciones epigenéticas participan en la regulacién

transcripcional de receptores nucleares de esteroides (Li et al., 2005).

El receptor de androgenos (AR) media la actividad androgénica, que es
esencial para el desarrollo tanto de la préstata normal, como de una cancerosa.
Inicialmente, el cancer prostatico es andrégeno dependiente, pero eventualmente
se hace independiente después de la terapia con deprivacion androgénica. Del
20% al 30% de canceres andrdogeno independientes, no expresan AR. La pérdida
de la expresién en este subgrupo se asocia a metilacién del promotor, que es mas
prevalente en cancer prostatico androgeno independiente que en cancer prostatico
primario dependiente de androgenos, lo que sugiere que el silenciamiento
epigenético de AR por hipermetilacibn de ADN puede ser un mecanismo
alternativo que lleva a independencia androgénica en un subgrupo de pacientes

con cancer prostatico avanzado (Schulz & Hatina, 2006).

Jarrad y su grupo (Izbicka, Davidson, Lawrence, MacDonald, & Von Hoff,
1999), reportaron metilacién aberrante del promotor del AR en lineas celulares
AR-negativas. Consistente con este resultado Izbicka y su grupo (lzbicka et al.,

1999) demostraron que 5,6-dihidro-5’azacitidina, un inhibidor de la ADN
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metiltransferasa, puede restaurar la sensibilidad androgénica en lineas celulares
androgeno-insensibles en lineas celulares, que después se hacen sensibles a la
inhibicion del crecimiento por antiandrogénicos. La incidencia de la inactivacion AR
mediada por metilacién en el cancer prostatico va del 0% al 20% en canceres
primarios, y del 13% al 28% en canceres androgeno independientes (Li et al.,

2005).

La prostata expresa dos tipos de receptores estrogénicos (ERs): ERa
(ESR1) y Erf (ESR2). Se ha documentado la pérdida o disminucion en la
expresion de éstos, en el cancer prostatico. Expresion baja de ESR también se
asocia con pobre prondstico con terapia endocrina con estrogenos. El gen ESR1
se encuentra metilado en cancer prostatico, y el estado de metilacion se asocia

con la progresiéon tumoral (Li et al., 2005).

b) Genes de ciclo celular
Una caracteristica importante de las células tumorales es su habilidad proliferativa
incrementada, que se encuentra asociado a inadecuada regulacion del ciclo
celular. Los inhinidors de ciclinas dependientes de cinasas (CDKIs) son
reguladores negativos de la progresion del ciclo celular y se consideran
potenciales supresores tumorales. Actualmente, CDKIs se agrupan en 2 familias:
la familia INK4, que incluye CDKN2A (p16), CDKN2B (p15), CDKN2C (p18), y
CDKN2D (p19), que inhiben especificamente las CDKs 4 y 6; y la familia CIP/KIP
que incluye CDKN1A (p21), CDKN1B (p27) y CDKN1C (p57), que inhiben a la
mayoria de CDKs. Se ha descrito falla en la inhibicién del ciclo celular en CaP,

secundaria a alteraciones en la expresion de CDKI. En diversos canceres,
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incluyendo el de préstata, CDKN2A se inactiva por diversos mecanismos,
incluyendo silenciacion por hipermetilacion. Se ha descrito inactivacién mediada
por metilacion de CDKN2A en cancer y tejido prostatico, con incidencia de
inactivacion del 0% al 16%. La metilacion en el exdn 2 de este gen es mas
frecuente en CaP (66%) que la metilacion en la regién promotora, sin embargo, la
metilacion en este exdn no afecta la expresidn génica, o que no deja claro la
relevancia funcional de este evento epigenético. Sin embargo, como Ila
hipermetilacion del exdn 2 solo se observa en tejido canceroso, puede servir como
biomarcador para detectar o confirmar una neoplasia prostatica. Es rara la
inactivaciéon por metilacion, de otros genes del ciclo celular como CDKN2B,

CDKN1A y CDKN1B(Fig. 10) (Li et al., 2005).

c) Genes de arquitectura e invasion celular

El sistema de adhesidon cadherina-catenina es critico para la preservacion
de la arquitectura tisular normal, y es regulado por una familia de proteinas
llamadas colectivamente moléculas de adhesion celular. Se ha reportado que la
expresion disminuida de E-cadherina (CDH1) y otras moléculas de adhesion,
tienen una significancia pronostica en varios canceres humanos, incluido el

prostatico (Li et al., 2005).

En tumores prostaticos humanos, la expresion de CDH1 se ve reducida, y
su promotor se encuentra metilado en grados variables. Se ha demostrado que la
metilacion del promotor y del primer exén ocurre en 30% en bajo grado, y 70% en

alto grado en muestras de cancer prostatico, y esta asociado con expresion
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ausente o disminuida de CDH1 detectada por inmunohistoquimica. Kallakury et al.
reportaron una prevalencia de 80% de metilacion en CDH1 en muestras de cancer
prostatico analizadas por PCR metilacién especifica. Ademas, la metilacion del
promotor de CDH1 esta incrementad en tumores prostaticos avanzados, lo que
sugiere que puede ser un biomarcador para determinar la progresion tumoral

(Brothman, 2002).
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Fig. 10: Factores de progresiéon y bloqueo del ciclo celular. Las ciclinas son reguladoras de las
subunidades CDKs. Diferentes ciclinas se asocia a diferentes CDKs, pudiendo asociarse a mas de
una CDK en las diferentes etapas del ciclo celular. La funciéon del complejo ciclina/CDK es
bloqueada por una serie de inhibidores especificos. Estos se agrupan en familias como
p21/p27/p57, que bloquea multiples complejos ciclina/CDKs, y la faminia p16/p15/p18/p9, que
inhibe los complejos CDK4/CDK6. Algunos factores pueden arrestar el ciclo celular en G1, por
ejemplo a respuesta al dafio causado al ADN, que activa a p53 para inducir la produccién de p21.
Otros factores pueden actuar a través de diferentes grupos de inhibidores del ciclo, como TGF-b
que induce la produccién tanto de p15 como de p27 (Ward, 2002)

CD44 es una proteina integral de membrana involucrada en adhesion de la
matriz, y transduccion de sefales. En cancer prostatico, la pérdida de su expresion

se asocia a metilacion de su promotor. Esta expresion y metilacion se asocian con
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el estadio del cancer y el prondstico del paciente. Otros genes involucrados en el
sistema de adhesidén cadherina-catenina también han demostrado inactivacién
mediada por metilacién en cancer prostatico, incluyendo H cadherina (CDH13),

APC, CAV1, LAMAS, LAMB3 y LAMC2 (Li et al., 2005).

d) Genes de reparacion del ADN

Se ha reportado la hipermetilacion de 2 genes involucrados en la reparacion
del ADN, GSTP1, MGMT. En el cancer prostatico, la metilacion del promotor de
GSTP1 es la alteracion epigenética mas frecuentemente detectada (Schulz &

Hatina, 2006).

GSTPL1 localizado en 11q13.2, pertenece a una superfamilia de genes de glutatién
S-transferasas (GSTs) que juegan un papel importante en la detoxificacion de
componentes electrofilicos (como carcinégenos y drogas citotdxicas, por
conjugacion de glutatién). GSTP1 funciona como un detoxificador al neutralizar
radicales libres y se ha descrito que la expresion de este gen se encuentra
disminuida o ausente en casi el 100% de los tejidos con CaP y en el 50% de las
neoplasias intraepiteliales prostaticas (NIP), comparado con células normales de
la prostata o células de HBP (Fig. 11) (Syeed et al. 2010; Meiers, Shanks, and
Bostwick 2007). La inactivacion de GSTP1 puede llevar a aumentar la
vulnerabilidad celular al dafo oxidativo al DNA y a la acumulacién de aductos de
DNA, que pueden preceder a otras alteraciones genéticas relevantes en la

carcinogénesis (Li et al., 2005).
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De acuerdo a los resultados de diversos estudios se calcula que el rango de
sensibilidad de este marcador genético es del 82 al 98% y su especificidad del
100% para la deteccion de CaP en tejido prostatico (Harden, Guo, et al. 2003;

Trock et al. 2012)

PROSTATA PROSTATA
NORMAL CON CANCER

Fig. 11: Una hipotesis explicando la hipermetilacion de GSTP1 en cancer de prostata.

Izquierda: GSTP1 es expresado normalmente so en células basales del epitelio prostatico y regulado a la baja
en las células secretorias terminales diferenciadas. Como estas células no proliferan, el gen inactivo nunca es
replicado. Derecha: En el cancer prostatico, las células con un GSTP1 inacivo atraviesan la fase S, cuando las
metiltransferasas de ADN estan mas activas.

Alteraciones en la metilacion de GSTP1 también se han detectado en orina,
plasma y suero con una sensibilidad del 70% y una especificidad del 70-100%
(Tabla 3) para la deteccion de CaP (Bastian et al. 2005; Mulero-Navarro and
Esteller 2008; Trock et al. 2012; Wu et al. 2011) La hipermetilacion cancer
especifica de este marcador, puede servir como biomarcador para la deteccién

clinica del cancer prostatico (Schulz & Hatina, 2006).
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e) Genes supresores tumorales

La pérdida funcional medida por metilacion, de genes supresores
tumorales, como RB1, MLH1 y VHL, es rara en cancer préstatico. Sn embargo, se
ha reportado el silenciamiento por hipermetilacion, principalmente en genes de la
familia Ras (RASSF1A) (Li et al., 2005).

RASSF1A (isoforma A de la proteina de la familia con dominio de
asociacion a Ras) se localiza en 3p21.3 y codifica una proteina similar a las
proteinas efectoras RAS. Actua rio abajo en la via apoptética de Ras debido a su
capacidad de unirse a RAS en un mecanismo dependiente de GTP. Estudios in
vitro e in vivo demuestran que su sobreexpresion en células cancerosas lleva al
arresto del ciclo celular, se reduce la formacion de colonias e inhibe el crecimiento
tumoral. Por esto, se le ha propuesto una actividad de supresor tumoral. En el
cancer prostatico, la metilacién de su promotor es un evento comun, que ocurre en
el 54% al 96% de muestras tumorales. El 64% de muestras de neoplasia
intraepitelial prostatica, exhiben hipermetilacion del promotor, que también se ha
asociado con estadios avanzados. Estos hallazgos indican que la metilacion del
promotor de RASSF1 ocurre en el desarrollo temprano del cancer, incrementa
conforme el cancer progresa, y es una biomarcador tumoral para el diagndstico y

determinacion de riesgo del cancer prostatico (Li et al., 2005).

De acuerdo a los resultados en diversos estudios se calcula que la
especificidad de RASSF1A es de 59 al 83% y su sensibilidad del 55 al 80% para el
diagnodstico de CaP en tejido prostatico (Mulero-Navarro and Esteller 2008)

mientras que en sedimento urinario su especificidad es casi del 73% (Liu et al.
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2002). La HMP de RASSF1A se ha descrito en las NIP con una frecuencia del
64% y en el CaP de se ha asociado con el avance del tumor segun la clasificacion
de Gleason, por lo cual se ha considerado que HMP de este gen podrian ser
indicador del inicio del cancer, asi como de su progresion (Tabla 3) (Liu et al.

2002; Bastian et al. 2005)

Tabla 3.- Sensibilidad y especificidad del estudio de la HMP de GSTP1 y RASSF1A
para la deteccion del CaP

GSTP1

Biopsia 91 (10/11) 100 (Jeronimo et al. 2001)

Biopsia 73 (11/15) 100 (Harden, Guo, et al. 2003)
(Harden, Sanderson, et al.

Biopsia 75 (46/61) 100 2003)

Eyaculado 44 (4/9) NA (Suh et al. 2000)

Eyaculado 50 (4/8) 100 (Goessl et al. 2000)

Plasma 72 (23/32) 100 (Goessl et al. 2000)

Orina 27 (6/22) 100 (Cairns et al. 2001)

Orina posterior a un

masaje prostatico 36 (4/11) 100 (Goessl et al. 2000)

Orina posterior a un

masaje prostatico 73 (29/40) 98 (Goessl et al. 2001)

Orina posterior a una

biopsia 39 (7/18) NA (Gonzalgo et al. 2003)

RASSF1A

Tejido 68(36/53) 71 (Bastian et al. 2005)

Plasma 60 93 (Pan et al. 2013)

Sedimento Urinario 73 98 (Liu et al. 2002).

11.5.2.4 Hipometilacién del ADN

La metilacion del ADN en genomas de mamiferos, es un mecanismo de

defensa por el cual ADN repetitivo se silencia transcripcionalmente para prevenir
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su propagacion. La desmetilacion de ADN normalmente metilado (hipometilacion),
puede disruptar este mecanismo de defensa, llevando a alteraciones estructurales

y funcionales del genoma (Li et al., 2005).

Hay dos tipos de hipometilacion: global o gendmica, que se refiere a una
disminucién global del contenido de 5-metilcitosina en el genoma; y localizada o
gen especifica, que se refiere a disminucion en la metilacién de citosinas por
debajo del nivel “normal” de metilacion. Este ultimo proceso afecta regiones
especificas del genoma, como regiones promotoras de proto oncogenes o
secuencias normalmente con altos niveles de metilacion, como secuencias
repetitivas y oncogenes. Ambos tipos de hipometilacion se han implicado en

cancer humano (Li et al., 2005).

a) Hipometilacion global

Los hallazgos iniciales respecto a la metilacion de ADN en la préstata
salieron de estudios por (Bedford & van Helden, 1987). Ellos observaron que el
contenido global de 5-metilcitosina de préstatas con hiperplasia prostatica benigna
y tumores metastasicos eran significativamente mas bajos que en ADN de
tumores prostaticos no metastasicos. Estudios posteriores encontraron que la
hipometilacién global se asocia con el estadio clinico y metastasico del cancer

prostatico (Li et al., 2005).

b) Hipometilacién gen especifica

Los genes de células cancerosas se encuentran hipometilados, no asi los
de células normales. Especificamente, los tejidos cancerosos contienen 2
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oncogenes ras hipometilados. C-Ha-ras y c-Ki-ras. Otros ejemplos incliyen c-JUN
y c-MYC en cancer hepatico, y el gen pS2 en cancer de mama (Schulz & Hatina,

2006).

En la prostata, el gen PLAU es altamente expresado en la mayoria de
tejidos cancerosos prostaticos y lineas celulares de cancer invasivo. Este gen
codifica un activador plasmindgeno urocinadas, que es una proteina que
promueve la invasién tumoral y metastasis en diferentes malignidades, incluyendo
el cancer prostatico. La hipometilacién del promotor de PLAU se ha asociado con
la expresion incrementada en lineas celulares hormono-dependientes (Li et al.,

2005).

Otros genes hipometilados en el cancer prostatico es CAGE, cuya

hipometilacién ocurre en aproximadamente el 40% de los canceres de proéstata.

Hay poca informacion acerca de la coexistencia de hipo e hiper metilacion
global y regional en cancer, en que la actividad ADN metiltransferasa es alta. La
metilacion del ADN se ha considerado como mecanismo por el cual se regula la
expresion de genes tejido especifico. Por lo tanto, la hipometilaciéon gen especifica
observada en algunos canceres puede resultar de inhibicién transcripcional
disruptada de genes tumorigénicos normalmente silenciados. Ademas la
hipometilacién gen especifica puede asociarse con hipometilaciéon global pero no
con hipermetilacion gen especifica. Por lo tanto hipo e hipermetilacién pueden

contribuir individualente al proceso de carcinogénesis (Balistreri et al., 2014).
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[1.5.2.5 Modificacién de histonas

Un segundo tipo de aberracion epigenética involucra la estructura de la
cromatina. El patron de estos cabios (cédigo de histonas), (Schulz & Hatina,
2006), consiste en modificaciones covalentes en las colas de las histonas,
interacciones ADN-cromatina, fosforilacion, ubiquitinacion, sumoilacion vy
glucosilacién entre otros mecanismos importantes. En las células normales, es
necesario que exista un balance preciso en el ADN acetilado activo y acetilado

inactivo (Fig. 12) (Schulz & Hatina, 2006).

Gen activo (“encendido”)

Fa Cto res de I I||r<‘
transcripcion Mo | acetiladas |8 CrBratiiG
\ r“ 4 ”a bierta"

Cromatina

“cerrada”

T Transcripcion impedida T

Gen inactivo (“apagado”)

Fig.12: Estructura de la cromatina activa e inactiva del promotor. La cromatina
transcripcionalmente activa es caracterizada por citosinas no metiladas y colas de histonas
acetiladas. Cuando las citosinas se metilan se unen a dominios de unién al ADN metilado(MBDs),
que atraen a deshacetilasas de histonas (HDACs), que van a remover los grupos acetilos de las
colas de histonas. EI ADN se transforma en una estructura de cromatina cerrada llevando la marca
de silenciamiento la histona He lisina 9 trimetilacion. (Gronbaek, Hother, and Jones 2007).
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Este balance es controlado por enzimas acetiladoras de histonas (HATS)
asi como enzimas deacetilasas de histonas (HDACs). Otras modificaciones
incluyen la metilacion de residuos de lisina de las histonas, que es catalizada por
metiltransferasas de histonas (MTH) y es un proceso que regula la expresiéon

génica y la estructura de la cromatina (Bronner et al. 2007).

En general, la metilacion en la lisina de H3K9, H3K27 y and H4K20 se han
asociado con silenciamiento génico mientras que la metilacién en H3K4, H3K36 y
and H3K se ha asociado con activacion (Bronner et al. 2007). Las
acetiltransferasas han demostrado incrementar la actividad de varios factores de
transcripcion al inducir la acetilaciéon de histonas, lo que facilita el acceso del
promotor a la maquinaria transcripcional. Contrariamente, las deacetilasas
reducen los niveles de acetilacién en las histonas y esta ocasiona represion

transcripcional (Schulz & Hatina, 2006).

Estos dos mecanismos regulatorios estan relacionados. EI control
epigenético exitoso requiere la cooperacion e interaccion de ambos mecanismos,
y la disrupcion de cualquiera de estos procesos produce expresion génica
aberrante vista en la mayoria de canceres humanos (Tabla 4) (Schulz & Hatina,

2006).

Tanto los cambios genéticos como epigenéticos son responsables de la
disrupcion en las vias de sefalizacion celulares en cancer. Los proto-oncogenes
pueden ser sobrexpresados por ganancia de cromosomas, amplificacion génica,

translocaciones y mutaciones activadoras. Los genes supresores de tumor (GST)
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pueden ser inactivados por pérdidas cromosomicas, deleciones y mutaciones

puntuales. Sin embargo, es claro que actualmente el silenciamiento génico de los

GST asociado a la hipermetilacion podrian ser considerados como un equivalente

funcional de mutaciones puntuales y deleciones, desempefiando un papel

fundamental en el desarrollo del cancer (Munoz-Pinedo et al. 2013).

Tabla 4: Cambios en la cromatina en el cancer de prostata

BRG1 Remodelacién Mutacion (en una
linea celular, pero
no en tejidos)
CTCF Control transcripcional Mutacion (pocos
casos)
CTCFL/BORIS Control transcripcional, Aumento
reprogramacion genetca (probablemente
pequefo)
EZH2 Metilasa de histonas, Aumento Aumento gradual
represion con progresion
HMG-I(Y) Arquitectura, Aumento Paralelo a
recombinacién inestabilidad
cromosomica
LSD1 Demetilacion de histonas, Aumento En cancer
coactivador refractario a
andrdégenos
MBD2/MECP2 Represién metilacion Falta de mRNA presente
dependiente expresion
proteica
MTA1 Remodelacion, Aumento Aumento gradual
deacetilacion, represion con la progresion
SOX7 Activacion transcripcional ~ Aumento  (pocos
casos)
YY1 Represor o activador Aumento Niveles mas
altos localizados
en cancer

La compilacién no considera metiltransferasas de DNA o deacetilasas de histonas ni
coactivadores o co-represores del receptor de andrdégenos.

Varios genes de significancia biolégica en CaP, estan regulados por

modificaciones de histonas. Uno de estos genes CAR, que es un receptor de
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adenovirus, se ha detectado expresion disminuida en cancer prostatico y se asocia
con un score de Gleason aumentado. En lineas celulares urogenitales, incluyendo
la linea celular de CaP PC-3, la activacion de CAR esta modulada por acetilacién

de histonas (Schulz & Hatina, 2006).

11.6. Biomarcadores del cancer prostatico

Para ser aplicable clinicamente, un biomarcador tumoral ideal debe ser detactable
en especimenes clinicos obtenidos a través de procedimientos minimamente

invasivos.

[1.6. 1 Marcadores protéicos: APE y fosfatasa acida

El APE es una serina proteasa afin a la calicreina que se produce casi
exclusivamente en las células epiteliales de la prostata. Su funcién fisioldgica es
disolver el semen coagulado. Un aumento en sangre acompafa frecuentemente
un crecimiento anormal de la glandula, por lo cual es el marcador mas usado por
la mayoria de los urélogos para la deteccién del CaP (Tabla 5) (Sanchez, 2014).
Para efectos practicos tiene especificidad de 6rgano, pero no de cancer. Por tanto,
las concentraciones séricas pueden aumentar el presencia de HPB, prostatitis y
otras enfermedades no malignas. El valor de APE como variable independiente es
un mejor factor predictivo de cancer que los hallazgos sospechosos en el tacto

rectal (Heidenreich et al., 2010).
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Tabla 5: Correlacion entre concentracion sanguinea de APE y riesgo a desarrollar
CaP.

Concentracion de APE Riesgo de CaP
(ng/ml)
0-0.5 6.6%
0.6-1 10.1%
1.1-2 17.0%
21-3 23.9%
3.1-4 26.9%

Uno de los primeros marcadores séricos para el diagnéstico del CaP fue la
fosfatasa acida (FA). A principios de 1930, se describié un incremento de la
actividad de la FA en el sitio de metastasis asi como niveles elevados de la
proteina en suero. Esta observacion permitié establecer a la FA como un
biomarcador de progresion y respuesta a la teriapia de deprivaciéon de andrégenos
en el cancer metastasico. Whitesel y colaboradores reportaron que hombres con
niveles elevados de FA previo a la cirugia tuvieron nodulos positivos y
desarrollaron metastasis comparados con aquellos con FA normal y que ademas
podria predecir el pronéstico combinado con otros factores (Whitesel et al. 1984).
Con el uso del APE, los niveles séricos de FA fueron siendo menos utilizados y
debido a su menor sensibilidad no se emplea para el tamizaje, estadiaje o
prondstica del CaP. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que FA es
un buen marcador para el prondstico de pacientes en tratamiento con enfermedad

agresiva y que tienen un alto riesgo a una recaida (Taira et al. 2007).
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11.6.2 Marcadores de ADN: cambios epigenéticos

La hipermetilacion del ADN parece cumplir este requerimiento para ser
considerado como un biomarcador, por varias razones. Primero, siempre ocurre
en regiones definidas (islas CpG) y puede ser detectado usando técnicas con alta
sensibilidad, como PCR metilacion especifica, o de alta resolucibn como la
secuenciacion genomica con bisulfito. Segundo, el ADN hipermetilado se asocia
virtualmente con todos los tipos tumorales, cada uno teniendo su propio sello de
genes metilados, como el gen GSTP1 en cancer prostatico. Estas caracteristicas
hacen la hipermetilacion del ADN un excelente candidato para biomarcador

tumoral (Briganti et al., 2009).

Como el gen GSTP1 es el mas frecuentemente metilado en cancer
prostatico, se han hecho intentos para detectar cancer prostatico mediante la
identificacion de islas CpG GSTP1 en muestras clinicas, incluyendo plasma vy
suero, secreciones prostaticas, orina y biopsias prostaticas. Goessl et al.
examinaron metilacion de este gen en muestras de orina después de masaje
prostatico, y detectaron cancer con una especificidad del 98% y una sensibilidad
de 73%. GSTP1 también se pude usar para detectar células ocultas de CaP en
células linfaticas. Kollermann et al. Encontraron evidencia de hipermetilacion de
éste gen en 90% de nddulos linfaticos de pacintes con CaP, y solo 11.1% en una
cohorte sin cancer, lo que sugiere que la deteccién de metilacion de GSTP1 puede

tener un papel en el estadiaje molecular del cancer (Li et al., 2005).
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Usar el estado de metilacion de un solo gen como biomarcador tiene
limitaciones, incluyendo sensibilidad insuficiente, falta de especificidad en
diferenciar cancer prostatico de enfermedad no maligna y de otros canceres. El
examen de patron de metilacion de multiples genes puede sobreponer estas
limitaciones y ofrecer mejor posibilidades pronosticas y diagndsticas. Al establecer
patrones de metilacion de multiples genes en tejido prostatico, varios estudios han
demostrado mejorar la sensibilidad y especificidad en detectar cancer prostatico.
Por ejemplo, al examinar la metilacion de GSTP1, APC, RASSF1 y MDR1 puede
distinguir cancer prostatico primario de tejidos prostaticos benignos, con

sensibilidades de 97%-100% y especificidades de 92%-100% (Li et al., 2005).

Otra aplicacion potencialmente util para perfiles de metilacién, es en la
clasificacion molecular del cancer prostatico. El sistema de clasificaciéon actual
depende de observaciones histopatolégicas que no son capaces de predecir si un
tumor latente progresara a un tumor clinicamente relevante o si respondera a

terapia androgénica (Schulz & Hatina, 2006) (Li et al., 2005).

11.6.3 Marcadores de mRN: PCA3

El implemento de marcadores para CaP en fluidos corporales es necesario
para mejorar la especificidad en el diagndstico; uno de los bio marcadores mas
analizados, por su potencial utilidad clinica, como una herramienta para predecir el

resultado de la biopsia es el PCA3 (Brothman, 2002).

Bussemaker en 1999, fue el primero en describir el gen del cancer de

préstata 3, llamado inicialmente DD3 y actualmente PCAS3, el cual es uno de los
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genes mas especificos para CaP. Su transcripcidon es un ARNm no codificante
localizado en 9g21.22 que es sobreexpresado de 60 a 100 veces mas en el CaP
comparado con tejido prostatico benigno. En 2003, Hesels reportd que el PCA3 es
sobre expresado en 95% de las células examinadas y demostré la potencial
utilidad clinica de la prueba para PCA3 en orina generando un score con un punto
de corte de 35. En la actualidad existen varias pruebas en orina par PCA3
realizadas en diferentes metodologias, como fluorescencia resuelta en el tiempo
(TRF), reaccidon en cadena en tiempo real cuantitativa de la polimerasa (QPCR) y
amplificacion del RNA media por transcripcidn; ésta ultima con un primer valor de
corte fijado en 50 mostro una sensibilidad de 69% a 83% y un valor predictivo

negativo de 80% a 90% (Balistreri et al., 2014).

Se mide en sedimento urinario obtenido después de un masaje prostatico.
Las principales ventajas del PCA3 sobre el PSA son su sensibilidad y
especificidad mayores. La concentracién de PCA3 presenta aumentos leves, pero
significativos, en biopsias positivas, pero no se ve afectada por el volumen
prostatico ni la prostatitis. Hay datos contradictorios acerca de si los valores de

PCAS3 estan relacionados con la agresividad del tumor (Brothman, 2002).

En un futuro préoximo es posible que varias pruebas diagndsticas
moleculares pasen del laboratorio al contexto clinico, por ejemplo deteccion de
genes de fusion TMPRSS2-ERG especificos del CaP en el sedimento de orina

obtenido después de un masaje prostatico (Brothman, 2002).
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Hasta ahora en nuestro pais, ninguno de los biomarcadores sefialados se
utiliza habitualmente para asesorar a pacientes sobre la necesidad de practicar

una biopsia de préstata para descartar un CaP.

1.7 Moduladores epigenéticos para tratamiento de cancer

prostatico

II.7.1 Reversibn de la hipermetilacion por inhibidores DNA

metiltransferasa

A diferencia de alteracioes genéticas como las mutaciones, los cambios
epigenéticos son potencialmente reversibles. Esta propiedad los hacen un blanco
atractivo para terapia contra el cancer. In vitro se han usado ampliamente la 5-
azacitidina, y la 5-aza-deoxicitidina (analogos inhibidores de DNMTs), para revertir
la hiprermetilacion anormal de ADN anormal y restaurar la expresién geénica
silenciada. Solo se ha logrado éxito limitado en ensayos clinicos con estas drogas

(Li et al., 2005).

Aunque los agentes desmetilantes pueden proteger contra algunos
canceres, también pueden promover inestabilidad genémica y aumentar el riesgo
de cancer en otros tejidos, por lo tanto se debe tener precaucion en seleccionar el
tipo de paciente para incluirse en ensayos clinicos que involucren este tipo de

terapias (Li et al., 2005).
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11.8 Diagnéstico de enfermedades prostaticas

La definicion de cualquier enfermedad es importante en el reconocimiento y
diagnostico de la misma. En el caso de la HBP existen profundas discrepancias
entre los autores sobre qué combinacion de sintomas, obstruccion de flujo urinario
y tamano prostatico pueden establecer una definicidn precisa de esta patologia
con un amplio consenso sobre la necesidad de testiculos funcionales y cierta edad
para el desarrollo de la misma (Heidenreich et al., 2010). La mayoria de los
pacientes que solicitan tratamiento, lo hacen en relacion a las molestias que
afectan su calidad de vida. Por esto es de gran importancia contar con
herramientas de diagnostico utiles y estandarizadas que permitan valorar
cuantitativamente los sintomas, la gravedad de los mismos y la afectaciéon de la
calidad de vida resultante, con el fin de comprobar la eventual progresion de la

enfermedad y llevar a cabo el tratamiento idéneo (Sanchez-Barriga, 2013).

Ciertas entidades internacionales han desarrollado una serie de pautas o
recomendaciones para poder diagnosticar HBP. Dentro de éstas se incluye un
minimo de estudios clinicos que proveen la informacién necesaria (Frenk Mora

Julio, Tapia Conyer Roberto, Uribe Esquivel Misael, 2001):

a) El indice Internacional Prostate Symptoms Score (IPSS) es a menudo el
mas recomendado y consiste en ocho preguntas, siete de las cuales exploran los

sintomas urinarios y una de ellas investiga la calidad de vida.

b) El examen rectal digital, es otra evaluacion fuertemente recomendada

para el diagndstico de HBP.
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c) La determinacioén de antigeno prostatico especifico (PSA) se recomienda
en la mayoria de las pautas internacionales, si bien es opcional con el objetivo de

inferir el volumen prostatico y excluir el CaP.

d) La determinacion de creatinina urinaria es otro estudio recomendado
debido a que la existencia de una obstruccion urinaria durante un periodo

prolongado de tiempo puede conducir a una insuficiencia renal.

e) Se recomienda incluir en el diagnéstico la flujometria y la medida del

volumen residual de vaciamiento urinario.

Diagnéstico diferencial: No toda la sintomatologia del tracto urinario inferior
es debida a HBP. Una correcta historia clinica con antecedentes personales vy

familiares delimitara el diagndstico con mayor precision.

1.9 Tamizaje y deteccién precoz

En el ensayo sobre el tamizaje de cancer PLCO (Prostate, Lung, Colorectal
and Ovarian) se aleatoriz6 a 76,693 varones en 10 centros estadounidenses a
someterse a un tamizaje anual con PSA vy tacto rectal. Tras 7 afios de seguimiento
la incidencia de CaP por 10,000 afos-persona fue de 116 (2,820 canceres) en el

grupo de control sin tamizaje (Heijnsdijk et al., 2012).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hiperplasia benigna de prostata (HBP) es el tumor benigno mas
frecuente en varones mayores de 60 afos. Es una de las enfermedades que con
mayor frecuencia se presentan en hombres adultos de avanzada edad. Constituye
la segunda causa de ingreso para intervencidén quirurgica y la primera causa de
consulta en los servicios de urologia (Gonzalez et al., 2005).

En México la HBP, es un padecimiento frecuente, datos del Instituto
Mexicano del Seguro Social mostraron que en 2005 se otorgaron a nivel nacional
por este padecimiento 1,235 consultas en el grupo de menores de 45 afios, 12,393
en el grupo de 45 a 59 anos y de 60,246 en el grupo de 60 afios o mas (Intranet,
IMSS).

Actualmente existe una variabilidad muy amplia en el manejo de los pacientes con
HBP, pues de acuerdo con datos de la Secretaria de Salud hasta 2009 no se
contaba con criterios estandarizados para su manejo en hospitales de primero y
segundo nivel. Esto tiene como consecuencia una enorme variabilidad en el
diagndstico y tratamiento de estos pacientes, o que en consecuencia repercute en
la calidad de la atencion y en un incremento en la utilizacion de recursos (SSA,

2009)

El agrandamiento permanente de la prostata en hombres mayores de 50 afios
es un padecimiento comun que puede ser benigno o puede tratarse de un cancer
de prostata (CaP). El diagndstico de las anomalias prostaticas puede realizarse a
través de la determinacién sérica de antigeno prostatico especifico (APE), el tacto

rectal y el ultrasonido transrectal (Andriole et al., 2009). Si alguno de estos
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parametros resulta alterado es necesario realizar una biopsia transrectal que
permita confirmar si el cancer esta presente (Borgermann et al. 2011; Loeb y

Catalona., 2008).

La determinacion de niveles séricos de APE es obligadamente usada en la
practica clinica como un método no invasivo para diferenciar la HBP del CaP. Su
baja especificidad hacen de este un marcador diagndstico poco preciso ya que del
20 al 30% de los individuos con CaP pueden tener niveles normales de APE y o
bien la elevacion del mismo, puede ocurrir en procesos inflamatorios e
hiperplasicos benignos (Agnihotri et al. 2014; Borgermann et al., 2011; McKenzie

et al., 2011).

En cuanto a la la utilidad pronostica del APE los estudios en diversas
poblaciones son controversiales y lo que hace necesaria la busqueda y analisis de
otros marcadores que pudieran ser utiles en el seguimiento de pacientes después

del tratamiento.

Iv. HIPOTESIS

El incremento en los niveles de metilacion de los promotores de los genes
GSTP1 y RASSF1A en el ADN de células del sedimento urinario de pacientes con
hiperplasia benigna de la préstata después del tratamiento pueden ser indicadores

de la aparicion de una neoplasia maligna.

V.JUSTIFICACION
De acuerdo con lo revisado en la literatura, queda de manifiesto la necesidad
de contar con marcadores diagndsticos y pronodsticos que permitan predecir el
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cambios benignos o malignos en paciente con anomalias prostaticas. Es
importante considerar que el diagnostico histopatolégico por biopsia con aguja
delgada cuenta con algunas limitaciones debido que para realizar el analisis
histopatologico de una biopsia es necesario contar con una cantidad suficiente
del mismo y que este tenga un patréon de crecimiento caracteristico del tipo de
tumor, atipia nuclear, ausencia de células basales y presencia de material
extracelular proveniente de la glandula. La falta de alguna de estas
caracteristicas puede limitar en ciertas ocasiones la precisién del diagnéstico y
entonces se requiere repetir el procedimiento y aumentar la probabilidad de
infecciones u otras complicaciones en la salud del paciente.

Se ha reportado que existen perfiles de metilacidbn especificos regiones
promotoras de los genes que se observan en cierto tipos de cancer pero no en
tumores benignos, por ejemplo la metilacion del promotor de GSTP1 en CaP,

VHL en cancer renal, MLH1 en cancer de colon y APC en cancer esofagico.

Las caracteristicas de la hipermetilacion del ADN hacen de este un marcador
interesante en la diferenciacion del cancer y otras patologias prostaticas
benignas, ya que puede ser determinada en una variedad de tipos de muestras
de facil obtencién por medios no invasivos y sin un procedimiento especial para
la conservacion de la misma. A diferencia de las mutaciones que pueden ocurrir
en cualquier region del gen, la HMP ocurre en regiones definidas del mismo
como las islas CpG. Los niveles de HMP pueden ser observados en una copia de

ADN metilada por cada 100,000 copias no metiladas.
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El analisis por PCR en tiempo real permite la cuantificacion de la metilacién del
promotor y de la expresion génica. A partir de estos datos y el analisis de las
caracteristicas clinicas y morfologicas del tumor, seria posible evaluar de una

forma mas precisa el diagnéstico diferencial entre la HBP y el CaP.

Los eventos de metilacion aberrante pueden ocurrir al inicio de una
transformacidon neoplasica sin embargo esto puede variar dependiendo el gen y
el tipo celular, la edad, las diferencias étnicas, exposicion a factores ambientales
etc. De ahi la importancia de saber la frecuencia con que estos cambios ocurren
en células tumorales, células hiperplasicas y células sanas. Todavia hay muchas
interrogantes por ser contestadas para entender el significado biolégico y las
consecuencias de este proceso de proliferacion celular. Por todo lo mencionado,
es necesario generar nuevas opciones el diagnostico precoz, la atencién
oportuna de los pacientes e implementacién de medidas en todos los sectores de
la poblacion con mayor riesgo por su edad y antecedentes familiares, para la
promocién de salud por medio de campainas de sensibilizacion dirigidas a vencer
la resistencia de los hombres a realizarse examenes médicos periodicos
invasivos, en general no aceptados por una gran proporcion de la poblacion

masculina, por otros no invasivos y confiables.

VL. OBJETIVOS:

VI.1 Objetivo general:

Determinar la utilidad de ciertos marcadores moleculares en el seguimiento

con hiperplasia benigna prostatica a través de métodos no invasivos.
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VI.2 Objetivos especificos:

1. Cuantificar el nivel de metilacion de los promotores de los genes GSTP1 y
RASSF1A en ADN sedimento urinario de pacientes con hiperplasia benigna de la

prostata antes y después del tratamiento.

2. Evaluar si cambios en el nivel de metilacién de los promotores de los genes

GSTP1 y RASSF1A en ADN sedimento urinario tienen alguna utilidad prondstica.

VIL. MATERIAL Y METODOS.

VIl.1 Diseio del estudio:

VII.1.1 Descripcion del estudio:

A todos los pacientes se les informd de los objetivos y procedimientos del
estudio y todos aquellos pacientes que otorgaron su consentimiento informado por
escrito fueron incluidos en el estudio con la seguridad de que la informacion
recabada para este estudio era confidencial, que su participacion era voluntaria
pudiéndose negar a participar en cualquier momento y que eso no repercutiria en
su tratamiento ni seguimiento dentro del Instututo Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran. El estudio tuvo un caracter observacional y no
experimental, por lo que carecié de maniobras activas que influyeran directamente
en la historia natural de su enfermedad ya que solo se tomaron muestras de orina.
En dichas muestras se realizd la extraccidon de ADN para cuantificar el grado de
metilacion de los genes GSTP1 y RASSF1A. De las muestras de suero se

determiné el APE.
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VI1.1.2 Poblacién de estudio

En este estudio se incluyeron un total de 14 pacientes que asisten a la
clinica de Urologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran como parte del seguimiento en su tratamiento al haber sido
diagnosticados con hiperplasia benigna de la préstata entre los afios 2007 y 2010.
En ese periodo, a los pacientes se les habia invitado a participar en el estudio
“‘Uso de marcadores genéticos para el diagndstico de cancer de prostata por
métodos no invasivos” realizado por el Departamento de Genética del mismo
Instituto. En dicho estudio se les habia realizado el diagndstico de hiperplasia
benigna por anatomia patoldgica y se les cuantificaron los niveles de metilacion de
los promotores de los genes GSTP1 y RASSF1A en ADN de tejido prostatico,
sedimento urinario y plasma todo ello antes ser sometidos a tratamiento
farmacolégico y/o quirurgico. Nuevamente en el mes de julio de 2014 se les invitd
a participar en el presente estudio para hacer un seguimiento de su patologia y
cuantificar en el ADN de sedimento urinario los niveles de metilacién de los
promotores mencionados. Cada participante firmd un consentimiento informado y

contestd una encuesta de antecedentes clinico-genéticos

VII.1.3 Extraccion de ADN de sedimento urinario

La extraccion de ADN de plasma se llevo a cabo empleando un kit
comercial (QiAmp DNA Micro Kit de QIAGEN®) de acuerdo con las condiciones
del proveedor. Para cada muestra de ADN se determin6 su concentracién y su

pureza mediante espectrofotometria y se mantuvo a -70°C hasta su uso.
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VI1.1.3 Conversién de ADN con bisulfito de sodio

Para la conversién con bisulfito de sodio, se usaron 1.5 microgramos de
ADN empleando el kit EpiTect Bisulfite (QIAGEN®). EI ADN modificado se

cuantifico por espectrofotometria y se mantuvo a -70 °C hasta su uso.
VII.1.4 PCR cuantitativo metilacion-especifica

La cuantificacion de la metilacion se realizd en el ADN convertido con
bisulfito de sodio de sedimento urinario por qPCR de tiempo real con SYBR green
(Qiagen®) empleando los primers: GSTP1-FM 5-GTCGTGATTTAGTATTGGGG-3
y GSTP1-RM 5-CTAATAACGAAAACTACGACGA-3; RASSF1A-FM  5-
GCGTTGAAGTCGGGGTTC-3 y RASSF1AFM 5- CCCGTACTTCGCTAACTTTAA-
3. . Como gen enddgeno se utilizdé B-actina (ACTB) el cual fue amplificado usando
los primers: ACTB-F 5-GGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT-3 y ACTB-R 5-
AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA-3. Las condiciones de amplificacién para
todos los fragmentos fueron 15°Cx15s y 40 ciclos a 94°Cx45s, 56°Cx45s y
72°Cx30s (Bastian et al., 2005). El porcentaje de metilacion del promotor (%MP)
fue determinado mediante la cuantificacion absoluta para ello se realizaron curvas
estandar para cada gen de interés utilizando concentraciones conocidas de alelos
metilados de ADN de la linea celular Jurkat tratados in vitro con la metiltransferasa
Sssl (New England Biolabs®) y alelos no metilados provenientes del ADN de la
linea celular Jurkat tratadas con Azacitidiana (New England Biolabs®). Para
validar las curvas se consideraron 3 parametros propuestos en la literatura: el

valor de R? cercano a 0.99, la pendiente (M) lo mas cercano a 3.2 y una eficacia
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de reaccion cercana a 1.0. Para corroborar que la amplificacion que se estaba
cuantificando fuera especifica se realizé un analisis de desnaturalizacion (Melting)
de cada amplificado asegurando que solo se observara un solo pico de
amplificacion. Cada muestra fue cuantificada por triplicado y promediada. La
cuantificacion de la metilacion se representd en porcentaje de copias metiladas del
promotor y se calculé mediante la férmula %MP= (no. de copias metiladas gen de
interés de la cuantificacion absoluta/total de copias del gen ACTB en la

muestra)/total de ADN metilado y no metilado x100 (Bastian et al. 2005).

VII.1.5 Andlisis estadistico:

Para describir a la poblacion de estudio, se utilizaron medidas de tendencia
central. Para el APE se estableciéo como punto de corte un valor >4ng/ml tal como
se usa en la practica clinica (Platz et al. 2004). Los puntos de corte para los
distintos marcadores moleculares se determiné a partir de un analisis por curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) en un estudio previo realizado en nuestro
laboratorio. Para el PMP se consideraron como positivos todos los valores >10 y
todos los valores >20 de acuerdo a los resultados de un estudio previo realizado
por nuestro grupo (Sanchez B., 2014). La comparaciéon de variables categoricas
fue analizada mediante la prueba exacta de Fisher. Los datos fueron analizados
con el programa STATA version 9.0. Para determinar diferencias estadisticamente

significativas se consideré un valor de p<0.05
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VIIL. RESULTADOS

VIII.1 Caracteristicas del grupo de estudio.

La muestra analizada estuvo conformada por 14 pacientes con hiperplasia
prostatica benigna. Todos fueron pacientes del INCMNSZ. El promedio de edad al
diagnodstico fue 64.7 anos con un rango de 53 a 75 anos. Se propone que la
obesidad y tabaquismo son factores de riesgo para desarrollo de CaP, por lo que
se determind el indice de masa corporal, siendo el promedio de 24.83. Se
determind que en este grupo, 4 pacientes (28.5%) fueron fumadores. El 100% de
los pacientes tenia alguna comorbilidad, 11 de ellos (78.5%) tenian diagndstico de

sindrome metabdlico (Tabla 6).

Tabla 6: Antecedentes clinicos de los pacientes estudiados

009/01 60 84 19 - Diverticulos

015/01 68 83 20.14 - DM2

022/01 63 81 24.8 - Dislipidemia

027/01 70 81 27.21 - DM2/HAS

045/01 56 79 26.70 - Cancer de estbmago

054/01 65 78 2416 - Gastritis

102/01 53 74 2395 - HAS

105/01 73 72 2725 + Dislipidemia

106/01 72 2222 - Dislipidemia/
HAS/DM2/
Cardiopatia

75 isquémica

109/01 70 71 26.25 - HAS

173/01 64 62 25.31 + Dislipidemia

205/01 64 53 23.14 + DM2/HAS

218/01 62 48 30.79 + Obesidad/EPOC/DM2

227/01 63 48 26.77 - HAS/DM2/Gota

DX: Diagnéstico; TAB: Tabaquismo; IMC: Indice de Masa Corporal; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2;
HAS: Hipertension Arterial Sistémica; EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica.
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En cuanto a los antecedentes heredofamiliares relacionados al cancer tres de de
los pacientes (21.4%) tenian un padre afectado con algun tipo de cancer, y dentro
de éstos, uno (7.1%) con CaP y y uno (7.1%) con HPB. Cinco de los pacientes
(35.7%) tuvieron una madre afectada de cancer. En cuanto a los hermanos de los
probandos, 6 (42.8%) tuvieron algun cancer, dentro de éstos 1 (7.1%) CaP y 2
(14.2%) HPB. Dos de los pacientes (14.2%) tuvieron algun hijo afectado de

cancer, ninguno de ellos de préstata (Tabla 7).

Tabla 7. Antecedentes heredofamiliares relacionados diversas patologias.

009/01  Cancer Cancer de
gastrico prostata
015/01 Cancer Cancer de
gastrico IAM mama
022/01 IAM IAM Accidente Hipertiroidismo
027/01 Cancer
EVC Cervicouterino DM2 Alcoholismo HAS DM2
045/01  Enfermedad
de
Parkinson Leucemia Artritis DM2
054/01  Hiperplasia
Prostatica
Benigna HAS IAM
102/01 HAS Litiasis Asma
105/01 Cancerde
prostata DM2 DM2 Hepatitis DM2
106/01 HAs HAS EVC IAM
109/01 Cancer de Cancer de
IAM/HAS mama mama
173/01 Hiperplasia
Prostatica
Benigna
205/01 Ulcera
IAM/HAS DM2 gastrica IAM
218/01 DM2/Hiperplasia
Cancer de Prostatica
colon DM2 Benigna
227101 Cancer de Cancer
colon HAS DM2 vesicular DM2

IAM: Infarto agudo al miocardio; HAS: Hipertension Arterial Sistémica; DM2: Diabetes Mellitus tipo
2; EVC: Evento Vascular Cerebral; Hermano 1; Hermano 2; Hermano 3; Hermano 4.
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VII.2 Niveles de Antigeno Prostatico Especifico durante el seguimiento.

Se les dio seguimiento en un promedio de 70.4 meses, con un intervalo de 48 a
84. A todos los pacientes se les determin6 niveles de APE. Se estratifico a los
pacientes de acuerdo a los niveles como: normal < 4 ng/ml, intermedio = 4 <10
ng/ml, altamente sospechoso =10 ng/ml. Al momento del diagdstico de la HBP, la
mediana de APE fue 6, y el promedio 5.8, y posterior al tratamiento, los niveles se
redujeron, con un promedio de 4 y una mediana de 2.5 (Tabla 8). Del total de
pacientes, 12 tuvieron niveles de APE superiores a 4ng/ml a diferencia de 5
durante el seguimiento. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas

(p=0.018)(Tabla8).

Tabla 8. Niveles de Antigeno Prostatico Especifico .

<4 ng/ml 2 8
24 <10 ng/ml 11 5
210 ng/ml 1 0
Promedio 6 4

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

El porcentaje de metilacion del promotor (%MP) fue determinado mediante
cuantificacion absoluta de copias metiladas de las regiones promotoras de los
genes de interés empleando PCR de tiempo real. De acuerdo a lo descrito en la
metodologia, cada muestra de interés fue convertida con bisulfito de sodio y
amplificada por triplicado el cual fue promediado. La figuras 13A, B y C muestran

un ejemplo de las curvas de amplificacion en condiciones desnaturalizantes lo que
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demuestra que la amplificacion de las muestras y la cuantificacion fue especifica.
La cuantificaciéon de los niveles de metilacién fue absoluta a partir de una curva
estandar obtenida a partir de una cantidad conocida de copias de ADN convertidas
con bisulfito de sodio del gen ACTB (gen enddgeno) y una cantidad conocida
copias metiladas de GSTP1 y RASS1A. La sensibilidad establecida para este
ensayo permitid cuantificar correctamente desde 200 copias hasta 0.2 copias
convertidas. Para validar las curvas se consideraron 3 parametros propuestos en
la literatura: el valor de R? cercano a 0.99, la pendiente (M) lo mas cercano a 3.2 'y
una eficacia de reaccion cercana a 1.0.

Como puede observarse en las figuras 13 A,B y C, es posible observar un
solo pico a la temperatura de desnaturalizacién correspondiente a cada gen. Para
ACTB, la temperatura de desnaturalizacién fue cercana a 75 °C mientras que

RASSF1A y GSTP1 fue mas cercana a los 80 °C

Una vez cuantificado se realizd el calculo del numero de copias de ACTB,
GSTP1 y de RASSF1A en las muestras de pacientes con CaP y con HBP y se
determiné el %MP como la razén de la (cantidad del gen de interés / cantidad del

gen enddgeno) x 100 (Tabla 9).

Se les dio seguimiento en un promedio de 70.4 meses, con un intervalo de
48 a 84. A todos los pacientes se les determind el porcentaje de metilacion del
promotor (%MP) de GSTP1 en el ADN de sedimento urinario (SUR). Los datos al
momento del diagnéstico de HBP para este promotor fueron: 16.7 en tejido
prostatico y 9.5 en sedimiento urinario y las medianas de 89 y 2.9

respectivamente. Posterior al tratamiento, los niveles se redujeron en SUR, con un
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Figura 13. A) Curva de desnaturalizacion del producto amplificado de GSTP1. B) Curva de desnaturalizacion
del producto amplificado de RASSF1A. C) Curva de desnaturalizaciéon del producto amplificado de ACTB. En
todos los casos se observa un solo pico lo que indica que el producto amplificado y la incorporacion de SYBR
Green fueron especificos.
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TABLA 9. Niveles de metilaciéon del promotor y de antigeno prostatico especifico en pacientes con HBP durante
el seguimiento.

009/01 84 17.11 3.17 5.4 18.0 7.0 15.4 5.5 2.6
015/01 83 2.67 2.67 4.9 0.0 3.7 1.3 10.7 9.9
022/01 81 35.70 19.35 122.6 5.3 9.2 7.0 6.0 5.6
027/01 81 8.03 0.05 6.4 5.7 8.5 114.6 4.3 4.5
045/01 79 2.54 20.05 13.9 0.0 1.2 5.5 29 2.1
054/01 78 3.84 1.06 0.0 10.0 2.9 ™M1.7 7.4 0.6
102/01 74 24.21 65.63 11.9 2.0 1.0 4.9 4.9 ND
105/01 72 0.42 6.55 1.9 5.0 3.6 6.7 5.5 3.8
106/01 72 46.77 11.2 17.2 15.5 3.2 2.7 6.1 1.5
109/01 71 3.3 0.03 0.0 18.0 1.3 2.6 7.3 6.8
173/01 62 9.8 3.1 3.1 2.8 0.0 4.1 3.2 2.4
205/01 53 2.3 0.14 2.6 1.7 1.8 0.6 6.7 0.8
218/01 48 11.13 0 112.8 19.3 0.0 2.1 4.3 2.0
227/01 48 65.86 0 155.1 17.9 28.6 162.3 9.5 9.0

mediana 73.0 8.9 29 4.4 5.5 3.1 51 5.8 2.5

promedio 70.4 16.7 9.5 9.1 8.7 5.1 9.4 6.0 4.0
%MP: Porcentaje de metilacion del promotor, TP: Tejido prostatico; SUR: Sedimento urinario; APE: Antigeno Prostatico
Especifico
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promedio de 9.1 y mediana 4.4. En un estudio previo realizado por nuestro
grupo se determiné un punto de corte de positividad para el %MP de GSTP1>
10, considerando una sensibilidad de 47.56%, una especificidad de 72.55% y
una valor para la curva ROC de 0.67 (IC95% 0.60-0.75) (Sanchez B., 2014). Del
total de pacientes, 4 tuvieron niveles de metilacion de GSTP1 superiores a 10%
en SUR, a diferencia de 3 posterior al tratamiento (Tabla 9). Al comparar los
niveles de metilacion antes del tratamiento y después del tratamiento no hubo
diferencias estadisiticamente significativas en los niveles de metilacién de

GSTP1 de estos pacientes (p=0.59)

A todos los pacientes se les determind el %MP de RASSF1A. Al momento
del diagnostico de HBP, la mediana en TP fue 5.5, y el promedio 8.7, y en SUR
la mediana fue de 3.1 y el promedio de 5.1. Posterior al tratamiento, los niveles
aumentaron en SUR, con una mediana de 5.1 y un promedio de 9.4. En un
estudio previo realizado por nuestro grupo se determiné un punto de corte de
positividad para el %MP de RASSF1A> 10, considerando una sensibilidad de
39.02%, una especificidad de 74.1 y una valor para la curva ROC de 0.60
(IC95% 0.52-0.69) (Sanchez B., 2014) Del total de pacientes, uno tuvo niveles
de metilacién de RASSF1A superiores a 10% al momento del diagndstico a
diferencia de 3 pacientes cuyos niveles se elevaron durante el seguimiento

(Tabla 9).

Aun asi, al comparar en estos pacientes los niveles de metilacion antes y
después del tratamiento no hubo diferencias estadisiticamente significativas en

los niveles de metilacion RASSF1A. (p=0.59).
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TABLA 10. Analisis de regresiéon logistica mutivariado entre el %MP de
GSTP1 en ADN de sur y otras variables confusoras

Ordered logistic regression Number of obs = 13

LR chi2(6) = 11.16
Prob >chi2 = 0.0835
Log likelihood = Pseudo R2 = 1.0000
GSTP1 SUR Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf.

SEGUIMIENTO Interval]
Meses de - 1.62e+07 - 1.000 -3.17e+07
seguimiento 2.496792 0.00 3.17e+07
Indice de masa 10.14473 5.42e+07 0.00 1.000 1.06e+08
corporal 1.06e+08
APE al - 1.042957 - 0.453 -2.826165
diagnéstico .7820072 0.75 1.262151
Edad al - 3.89e+07 - 1.000 -7.63e+07
diagnéstico 2.510362 0.00 7.63e+07
RASSF1A en 15.31838 3.61e+08 0.00 1.000 -7.08e+08
seguimiento 7.08e+08

en SUR

APE en 10.93917 7.12e+07 0.00 1.000 -1.39e+08
seguimiento 1.39e+08

Tabla 11. Analisis de regresion logistica mutivariado entre el %MP de
RASSF1A en ADN de sedimento urinario y otras variables confusoras

Ordered logistic regression

Number of obs

LR chi2(6)
Prob > chi2
Log likelihood = -3.6168073 Pseudo R2
RASSF1A Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf.
SUR Interval]
SEGUIMIENTO
Meses de .3563516 3212598 1.1 0.267 -.273306
seguimiento .9860093
Indice de .862072 .6907067 1.25 0.212 -.4916883
masa corporal 2.215832
APE al -.7820072 1.042957 -0.75 0.453 -2.826165
diagnéstico 1.262151
Edad de .2994466 3306579 0.91 0.365 -.348631
diagnéstico 9475241
GSTPlen 13.33668 10.11414 1.32 0.187 -6.486682
seguimiento 33.16004
en SUR
APE en -1.564854 1.339881 -1.17 0.243 -4.190972
seguimiento 1.061265
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Un paciente (ID-227/01) de los 14 analizados mantuvo los niveles elevados
APE, GSTP1 y RASSF1A durante el segumiento. Otro paciente (ID-22/01)
mantuvo niveles elevados de APE y GSTP1 antes y después del tratamiento.
Esta positividad se observo en tejido prostatico antes del tratamiento (Tabla 9).
No se observod alguna asociacion en cuanto los niveles de GSTP1 (p=0.08) y
RASSF1A (p=0.33) y a la exposicion de factores como tabaquismo, IMC o
antecedentes familiares de cancer y la positividad de los marcadores
moleculares (Tablas 10y 11).

Los valores de APE si mostraron diferencias significativas al comparar los
niveles antes y después del tratamiento (p=0.0183). Antes del tratamiento 12
pacientes eran positivos y después del tratamiento solo 5 mantuvieron la

positividad.
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IX. DISCUSION

La determinacion de niveles séricos de APE es ampliamente usada en la practica
clinica por su alta sensibilidad en el diagndstico presuntivo de CaP, sin embargo
este es un método diagndstico poco preciso debido a que una gran proporcion de
pacientes con otras patologias benignas de la prostata pueden tener niveles en los
mismos rangos observados en los pacientes con cancer. La elevada proporcion de
falsos positivos, condiciona una cantidad considerable de biopsias prostaticas
innecesarias, basadas en los valores de APE. Diversos factores pueden influir en
la baja especificidad, uno de ellas es la etnicidad. Se ha observado que del 25% al
35% de los pacientes caucasicos e hispanos con biopsias positivas para CaP
tienen niveles de APE <2ng/ml, mientras que del 70 al 80% de los pacientes
afroamericanos con una biopsia positiva para este cancer tienen el mismo valor de
APE (Baden et al., 2011). Otros factores que condicionan el incremento del APE
son la irritacién, la prostatitis , la hiperplasia o el infarto prostatico . EI APE también
puede aumentar conforme avanza la edad del hombre, incluso si la prostata es
normal. También se ha descrito que la eyaculacion puede provocar un aumento

temporal del PSA en la sangre (Herschman et al., 1997).

Dada la baja especificidad del PSA, diversos grupos de investigacion analizan
nuevos biomarcadores bioldgicos de alta sensibilidad y especificidad que permitan
contribuir al diagnostico preciso, la deteccion temprana y el pronéstico confiable de
diversas patologias prostaticas como la hiperplasia benigna y el cancer. Cambios
epigenéticos como la metilacion aberrante en regiones promotoras de algunos

genes han sido propuestos como marcadores candidato para diferenciar una
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patologia prostatica maligna de una benigna (Kulis y Esteller 2010). Por ocurrir con
elevada frecuencia en el ADN de células tumorales, la metilacion aberrante o
hipermetilacion de promotores muestra una elevada sensibilidad para el
diagndstico de CaP y tienen una alta especificidad para identificar patologias no
malignas en las cuales estas modificaciones no se observan u ocurren con menor
frecuencia (Hessels et al., 2004). La metilacion de promotores tiene ventajas
importantes para su estudio al ser modificaciones epigenéticas estables en el ADN
de casi cualquier tipo de tejido asi como en el ADN de fluidos corporales sin
requerir de condiciones especiales para su colecta y almacenamiento (Ellinger et
al. 2008). Esto ha permitido la estandarizaciéon de ensayos de alta sensibilidad y
especificidad en diversos tipos de muestras incluidos fluidos corporales como
plasma y orina sin requerir de un proceso invasivo evitando complicar el estado de
salud del paciente. Nuestro estudio es el primero que analiza la utilidad de la
metilacion de los promotores de GSTP1 y RASSF1A en el seguimiento de la HBP
en pacientes mexicanos mestizos. Los marcadores usados en este estudio fueron
evaluados previamente en una muestra de la poblacién mestiza mexicana. Para el
nivel de metilacion >10% de GSTP1 y RASSF1A en ADN de SUR mostraron un
valor predictivo positivo (VPP) individual de 58.2 y 55.2% respectivamente para
diagnosticar CaP mientras que en conjunto el VPP fue de 69.8%. En este mismo
grupo de pacientes el APE a un punto de corte de <4ng/ml mostré un VPP de
44.6%. Para el nivel de metilacion mencionado, los marcadores GSTP1 y
RASSF1A en ADN de SUR mostraron un valor predictivo negativo (VPN) individual
de 63.3 y 60.3% respectivamente y de 67.8% en conjunto mientras que para el

APE>4ng/ml el VPN fue de 54.6.
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Los resultados de nuestro estudio no mostraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar el % de la MP de GSTP1 y RASSF1A presente en el
ADN de SUR de los pacientes antes y despues del tratamiento (Tabla 9). Si bien
tres pacientes disminuyeron los niveles de metilacion a <10% de GSTP1, uno
mantuvo los niveles positivos y 2 mas incrementaron a >10%. Para RASSF1A uno
mantuvo la positividad y dos incrementaron a >10%. Estos cambios no tuvieron
relacion con el tiempo transcurrido de tratamiento, ni con la edad de diagndstico ni

entre marcadores durante el seguimiento (Tablas 10y 11).

Después del tratamiento los valores de APE cambiaron de forma significativa
(p=0.0183) mostrando que el APE puede ser un marcador prondstico util en el
seguimiento de pacientes posterior al tratamiento. Nuestros resultados muestran
que la metilacion de promotores en ADN de sedimento urinario, son marcadores
con mejor VPN para distinguir a los individuos con HBP durante el diagndstico

inicial y para en el seguimiento después del tratamiento.

Sigue siendo una necesidad apremiante en la practica clinica generar opciones
para la deteccién oportuna de CaP, por lo que este conjunto de marcadores
epigenéticos podria ser una herramienta diagnostica dirigida a hombres en una
edad donde el riesgo para este cancer se incrementa, en aquellos que presentan
alguna enfermedad prostatica y en aquellos que requieren de un seguimiento
posterior a la prostatectomia parcial o radical considerando que el paciente debe

que continuar con un control para evitar una recidiva.
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IX. CONCLUSIONES

1. Este estudio demuestra que las alteraciones en la metilacibn son poco
frecuentes en la HBP en esta muestra de la poblacion mexicana.

2. Los resultados de este protocolo ofrecen la posibilidad de incluir en la practica
clinica el uso de dos marcadores moleculares con un mayor valor predictivo
negativo que el antigeno prostatico especifico.

3. Es posible que el estudio de otros marcadores podrian incrementar la precision
diagndstica y minimizar el numero de biopsias de prostata necesarias para el
diagndstico

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

5. Por otra parte los resultados de este estudio confirman la utilidad de las
sedimento urinario como una opcion en la busqueda alteraciones epigenéticas por
meétodos no invasivos.

6. Los resultados de este estudio podrian contribuir a generar nuevas opciones
para la prevencion la deteccion temprana del CaP y atencién oportuna asi como
para la promocién de salud por medio de campafas de sensibilizacion dirigidas a
vencer la resistencia de los hombres a realizarse examenes médicos periddicos no
aceptados por una gran proporcidn de la poblacidn masculina ofreciéndoles

alternativas de diagndstico no invasivo y confiable.
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X. ANEXOS

ANEXO 1

Sistema TNM de clasificacién de Cancer de Préstata y calificacion histo-pronéstica
de Gleason

1. La Clasificacién sélo se aplica a los adenocarcinomas.

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

3. Debe existir confirmacion histolégica de la enfermedad.

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

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

Categoria N: Exploracion fisica y técnicas de imagen.

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

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

La lateralidad no afecta a las categorias N.

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

Tx No se puede evaluar el tumor primario.

TO No hay evidencia de tumor primario.

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

T1a Tumor detectado como hallazgo fortuito en una extensién menor o igual al 5%
del tejido resecado.

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

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

T2 Tumor limitado a la prostata.

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

T2b El tumor abarca mas de la mitad de un I6bulo pero no ambos Iébulos.

T2c El tumor abarca ambos Iébulos.

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

T3a Extension extracapsular unilateral o bilateral.

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

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

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

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO No se demuestran metastasis ganglionares regionales
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N1 Metastasis ganglios linfaticos regionales.

Mx No se pueden evaluar las metastasis a distancia.

MO No hay metastasis a distancia.

M1 Metastasis a distancia

M1a Ganglio/s linfatico/s no regionales.

M1b Hueso/s

M1c Otra/s localizacién/es

Clasificacion anatomopatologica pTNM

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

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

Grado histopatologico

GX No se puede evaluar el grado de diferenciacion

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

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

G3-4 Pobremente diferenciado/indiferenciado (marcada anaplasia) (Gleason 7-10)
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ANEXO 2

Hoja de informe al paciente

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

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

Carta de consentimiento informado.

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

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

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

Paciente Médico informante

Testigo

México, D.F. a de del ano 200__.
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