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RESUMEN

Antecedentes. El crecimiento normal, el desarrollo y el mantenimiento de la préstata
dependiente de andrégenos es mediado por un receptor afin, el receptor de andrégenos
(RA, factor de transcripcion nuclear), por lo que ha sido identificado como un contribuyente
importante a la etiologia y progresion del cancer de prostata, asi como a la respuesta inicial
y posterior resistencia a las terapias endocrinas tales como la terapia de privaciéon de
andrégenos. El cancer de préstata afecta en forma distinta a los grupos étnicos. En
comparacion con los varones blancos, los de raza negra tienen mayor numero de
neoplasias prostaticas, que son precursoras de cancer y tumores mas grandes. Sin
embargo, la mayoria de los estudios publicados tienen como foco de atencién a la poblacion
caucasica y afrodescendiente. Existen muy pocos estudios publicados referentes a la
poblacion hispana o latina; particularmente en México, no hay estudios sobre las
mutaciones del RA en varones mexicanos ni como contribuyen estas mutaciones a la
progresion y agresividad del CaP. Objetivo. Conocer los polimorfismos genéticos del RA
de la poblacién mexicana. Material y métodos. Se emplearon 49 biopsias prostaticas de
mexicanos con diagnostico histopatologico de CaP y 19 biopsias prostaticas de mexicanos
negativas histopatolégicamente para cancer. Se extrajo el ADN gendémico y mediante
primers especificos se secuenciaron los 8 exones del receptor de andrégenos (AR).
Ademas, para examinar el polimorfismo del nimero de repetidos CAG (codén que codifica
para el aminoacido glutamina) en el exén 1 del AR en linea germinal, se analiz6 el ADN
leucocitario total (obtenido de sangre periférica) de 14 mexicanos con diagnéstico
histopatologico de CaP y de 10 mexicanos con niveles normales de antigeno prostatico y
sin sintomas relacionados a alguna patologia prostatica. Resultados. Se identificaron 4
mutaciones somaticas sin sentido y de sentido erréneo en el exén 1 del AR (W92X, L110M,
L145V y V245V). Se observaron variaciones (expansiéon y/o disminucién) en el nimero de
codones CAG en comparacion con el nimero reportado por la base de datos genética NCBI.
En este trabajo el nimero de repetidos de CAG, en promedio, fue de 22.82 + 1.62 en tejido
prostatico de pacientes con CaP y de 23.74 + 2.85 en aquellos tejidos sin diagnéstico de
CaP. Se encontraron algunas correlaciones positivas entre ciertas caracteristicas clinicas y
el nimero de repetidos de CAG (indice de masa corporal e hipertension arterial), pero
ninguna es estadisticamente significativa. Conclusiones. Se identificaron mutaciones
somaticas que no habian sido reportadas en otros estudios; se encontrd que el nimero de
repetidos de CAG en la cohorte mexicana tiende a ser mayor a 22 y se sugiere como posible

punto de corte para CaP un numero de repetidos CAG <22.
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ANDROGENOS

Las hormonas sexuales masculinas son conocidas como andrégenos, y su hombre deriva
del griego andros que significa hombre, y genos que significa producir. Los andrégenos son
los responsables del desarrollo fenotipico masculino durante la embriogénesis y la
maduracion sexual en la pubertad. En la edad adulta, los andrégenos son esenciales para
el mantenimiento de la funcion reproductiva masculina y el comportamiento. Ademas de
sus efectos sobre la reproduccion, los andrégenos afectan a una amplia variedad de tejidos
no reproductivos incluyendo piel, hueso, musculo y tejidos adiposos. Como consecuencia,
la desregulacién en la produccion o accion de los androgenos puede afectar a diferentes
sistemas de 6rganos con un grado variable de gravedad. Esto se refleja en patologias que
van desde los sindromes de insensibilidad a los andrégenos y el cancer de préstata hasta
un mayor riesgo y susceptibilidad a enfermedades relacionadas con el género, como los
carcinomas hepatocelulares, a condiciones relativamente suaves como el acné y la alopecia

masculina [1].

Del 90 al 95% de los andrégenos son producidos en las células de Leydig en el
testiculo, siendo los mas importantes la testosterona, la dihidrotestosterona y la
androstenediona. De estas tres hormonas la testosterona se sintetiza en mayor
concentracion, por lo que es considerada como el principal andrégeno testicular,

representando el 95% de la testosterona presente en el plasma de varones sanos [1,2].
Acciones de los androgenos

El principal andrégeno circulante en el hombre es la testosterona, pero es la
dihidrotestosterona (DHT), su metabolito mas activo, la que participa en varios procesos
biol6gicos, dentro de los que se incluyen el desarrollo normal del pene, del escroto, de los
testiculos, de las glandulas sexuales accesorias y de la presencia de las caracteristicas

sexuales secundarias en la pubertad [2,4,5].

Durante la nifiez y la edad prepuberal, la secrecion y la accion androgénicas son
minimas. En la pubertad, la secrecion de testosterona aumenta de nuevo y provoca el
desarrollo completo de los érganos genitales masculinos, estimulando su funcién: favorecer
la espermatogénesis en conjuncién con la hormona estimulante del foliculo (FSH),
estimulacion del desarrollo y la secrecién de la préstata y las vesiculas seminales,
estimulacion de la libido y la ereccion. Al mismo tiempo, favorece la aparicién de los

caracteres sexuales secundarios, como la disposicion del vello y de pelo en el cuerpo y la



modificacion de la voz. Estimula el crecimiento éseo (produce proliferacion de los
condrocitos en los cartilagos de crecimiento, pero, para que se produzca el cierre de las
epifisis y una adecuada masa ésea, es necesaria la aromatizacion de la testosterona, es
decir, que se convierta en estradiol) y el desarrollo muscular, asi como el crecimiento y la
secrecién de las glandulas sebaceas en las que se pueden formar tapones que favorecen

la infeccion y la aparicion de acné [4].

La testosterona actla en otros Organos no relacionados con la actividad
reproductora, como el rifion, el higado y el masculo, previa interaccion con receptores
androgénicos. Ademas de su accion tréfica, la testosterona modifica el patrén de sintesis

de enzimas metabolizantes en el higado y estimula la sintesis de eritropoyetina en el rifion

3],

Accién anabolizante. En el musculo, la accién de la testosterona sobre sus
receptores se expresa en forma de un incremento del desarrollo muscular, lo que explica la
diferencia morfologica entre los sexos. Los andrégenos provocan retencion de nitrégeno y
otros iones (sodio, potasio, cloro, fosforo y azufre), si bien el efecto es pasajero. Esta accion
anabolizante puede ser diferenciada de la accion virilizante; cuanto mayor sea el indice que
relaciona ambas actividades, mayor sera la capacidad de un andrégeno para promover la
accion anabolizante sin que se aprecien signos de virilizacién. Pero no hay ningun

andrégeno que carezca por completo de cierta actividad virilizante [4,5].
Sintesis de androgenos

El precusor de las hormonas gonadales es el colesterol. Las células de Leydig obtienen el
colesterol del plasma, a partir de los ésteres de colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad (LBD). Las LBD atraviesan la membrana plasmatica por endocitosis mediada por
receptor. El colesterol es transformado en pregnenolona en la mitocondria, por lo que el
colesterol, unido a una proteina transportadora de esteroles (SCP2), debe transportarse e
internalizarse en esta estructura. Cuando el colesterol es convertido en pregnenolona, esta
ultima es liberada de la mitocondria y se transporta al reticulo endoplasmico liso, donde se

completa la esteroidogénesis [1,2].

La sintesis de andrdgenos se lleva a cabo a través de dos rutas metabdlicas: a partir
de 17-hidroxi pregnenolona (ruta A5) o a partir de 17-hidroxi-progesterona (ruta A4). En las
células de Leydig, la sintesis sigue la via A5: la pregnenolona se convierte en 17-a-

hidroxipregnenolona, deshidroepiandrosterona, androstenodiol y testosterona [1-4]. En la



Figura 1 se muestra un esquema representativo del metabolismo de esteroides en el
testiculo.
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Figura 1. Biosintesis de andrégenos en el testiculo. La sintesis de testosterona puede llevarse
a cabo a partir de la 17-hidroxi-pregnenolona (ruta A5) o a partir de la 17-hidroxi progesterona (ruta A4).

Adaptado de Rojas-Duran, 2011.

La sintesis de los andrégenos se regula por el eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas, donde la
hormona liberadora de la hormona luteinizante (GnRH, liberada del hipotdlamo), estimula
la secrecién de la hormona luteinizante (LH) en la adenohipdfisis, la cual posteriormente
estimula a las células de Leydig para inducir la sintesis de testosterona. La sintesis de
testosterona es regulada por una retroalimentacion negativa para prevenir la liberacion de
la GnRH y, en consecuencia, decrecer la sensibilidad de la adenohipdfisis a la GnRH (ver
Figura 2) [1,2].
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Figura 2. Eje hipotadlamo-hipéfisis-gonadas. Adaptado de Rojas-Duran,2011.

Ya liberada, la testosterona pasa a la circulacion sanguinea unida a la albumina o a la
globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG), o también en forma libre, para
alcanzar sus 6rganos blancos y ejercer sus efectos. Como ya se menciond, uno de los
6rganos blanco destacado en donde la testosterona ejerce un papel importante en su
desarrollo y crecimiento es la préstata. En esta glandula la testosterona es convertida, por
medio de la b5-alfa-reductasa, a una hormona mucho mas potente, la DHT
(dihidrotestosterona).

Los androgenos son sintetizados también en otros érganos, como ovario, corteza
suprarrenal y placenta, en la forma de precursores que posteriormente se convierten en
androégenos activos en los tejidos periféricos: higado, piel y tejido adiposo. En la corteza
suprarrenal, los proandrogenos son la deshidroepiandrosterona (DHEA) y la

androstenediona [4].

El testiculo produce diariamente 2,5-10 mg de testosterona en el hombre adulto,
originando unos niveles plasmaticos de 350-1.000 ng/dl, que fluctian de forma circadiana.
En el adulto castrado, los niveles son de 45 ng/dl, en los varones impuberes, 6-7 ng/dl; en
mujeres, los andrégenos producidos por el ovario y las suprarrenales alcanzan 0,25 mg,
siendo los niveles plasmaticos de 15-65 ng/dl. Los principales andrégenos en las mujeres
incluyen sulfato de DHEA, DHEA, androstenediona, testosterona y DHT [3,4].



La DHT es més potente que la testosterona, su actividad biolégica supera a la de
testosterona hasta 10 veces, pero su concentracion plasmética es muy baja: 35-75 ng/dl
[1,2].

RECEPTOR DE ANDROGENOS (RA)

Los efectos biolodgicos de los androgenos (testosterona o DHT) son mediados a través de
la union a un receptor afin, el receptor de andrégenos (NR3C4; receptor nuclear subfamilia
3, grupo C, gen 4, HGNC AR). Este es un miembro de la superfamilia de los 48 receptores
nucleares conocidos hasta ahora que funcionan como factores de transcripcion
dependientes de ligando [5-7]. La familia de receptores nucleares incluye receptores para
hormonas esteroideas, hormonas tiroideas, acido retinoico, 1,25 dihidroxivitamina D,
ecdisona y receptores activados por proliferador de peroxisoma. El analisis estructural y
funcional comparativo de los receptores hormonales nucleares ha revelado una

organizacion estructural comun en cuatro dominios funcionales diferentes [5].

El modelo actual para la accion de andrégenos implica un mecanismo de varios pasos. En
el citoplasma, los monémeros del RA estan inactivos debido a que estan unidos a proteinas
llamadas chaperonas, como las Hsp 90, Hsp 70, Hsp 56, p23, TPR. Estas chaperonas
“secuestran” al RA e impiden que se lleve a cabo la actividad transcripcional, pero también
inducen una conformacion de alta afinidad para el ligando. Cuando la DHT o la testosterona
se unen al RA, este sufre un cambio conformacional y las chaperonas se disocian; entonces
el RA es fosforilado, forma que induce la translocacion al nicleo. En el nlcleo, el RA se
dimeriza y se une a secuencias especificas del ADN conocidas como elementos de
respuesta a androgenos (ERAS) para activar la transcripcion y la posterior sintesis de
proteina implicadas, por ejemplo, en estimular el desarrollo y mantener el tamafio y funcién
secretora de la préstata [1,2,5]. Cabe destacar que la DHT se une al RA con mayor afinidad
que la testosterona, el complejo DHT-RA es més estable que el complejo testosterona-RA,
persistiendo en las células por mas tiempo [1,3,5]. En la Figura 3 se muestra el esquema

representativo del mecanismo de accion del RA
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Figura 3. Mecanismo de accién del RA. Los dominios estructurales del receptor de andrégenos
(RA) estan etiquetados como: NTD (dominio amino terminal), DBD (unién al ADN) y LBD (dominio de unién al
ligando). La testosterona (T) ingresa a la célula blanco donde la enzima 5a-reductasa la transforma en
dihidrotestosterona (DHT). La DTH interactuia con el receptor de andrégenos para facilitar la liberacion de las
proteinas de choque térmico (HSP), el RA es entonces fosforilado induciendo la translocacion al nucleo por
medio de la importina a. Dentro del nucleo, el RA se encuentra en equilibrio entre sus formas monoméricas y
diméricas. Aunque no esta claro qué forma (s) es necesaria para la unién al ADN, el RA existe como un dimero
cuando estd unido a los elementos de respuesta a andrégenos (ERAs). La unidén al ADN permite el
reclutamiento de factores de inicio de la transcripcién (TFIl) y de otros correguladores, tales como la proteina
de union a CREB (CBP), los activadores de la transcripcion p300, Fox A 1, Fox A2y MED17, y la proteina ARA70

asociada al RA. La ARN polimerasa Il (RNA POL Il) puede entonces transcribir genes dependientes del RA.
Organizacion estructural y funcién del RA

El gen AR esta localizado en el cromosoma X en la posicion Xqll-12, y consta
aproximadamente de 180 kb de largo. Est4 formado de ocho exones separados por



intrones, algunos de los cuales albergan exones cripticos [9,10]. El gen AR expresa un
MRNA maduro de 10.6 kb que contiene un marco de lectura abierto (ORF) de 2757 bases
que codifica para un polipéptido de 110 kDA. La proteina codificada tiene aproximadamente
919 aminoacidos [1,5,8,10].

Al igual que otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares, el RA se
caracteriza por una estructura modular que consta de cuatro dominios funcionales: un
dominio amino-terminal (NTD), un dominio de union al ADN (DBD), una regioén bisagra y un
dominio de unién al ligando (LBD) [10]. En la Figura 4 se muestra una representacion

esquematica del RA.

Cromosoma X Xq11-12

1Iaa
Proteina RAHZN NTD - Hinge LBD COOH
556............ 623
(Poli-Gln)spgy  (POli-Gly)esr B66.......e.ereereeeeneeenne. 919 22
TAU 1 TAUS5 4m Dominios mmp __AF-2

(101-370 aa)  (360-485aa) transactivacionales (892-896 aa)
178 LKDIL 182 435 WHTLF 439

Figura 4. Estructura esquematica del RA, gen y proteina. El AR estd localizado en el
cromosoma X en la posicién Xq11-12. Esta formado de 8 exones que codifican para cuatro dominios: Dominio
N-Terminal (NTD), dominio de unidn al ADN (DBD), la region bisagra y el dominio de unidn a ligando (LBD).

Adaptado de Koochekpour, 2010.

El exdn 1 del AR codifica en su totalidad al NTD, representa casi el 60% de la proteina, y
es el menos conservado de los cuatro dominios. Esta variabilidad le permite reclutar
diferencialmente co-reguladores que confieren una transactivacion especifica de
androgenos, por ejemplo, BRCA1 interactiia con el NTD del RA mejorando la transcripcion

del factor de crecimiento insulinico tipo 1 [7,11].



El NTD alberga las principales funciones de activacion de la transcripcion y varios
subdominios estructurales. Contiene la region llamada funcién de activacion 1 (AF1) a
través de la cual la actividad transactivacional del RA es mediada predominantemente, asi
como la interaccién con co-reguladores. Esta regién consta de dos unidades de activacion
independiente: TAU 1(localizada entre los residuos 101y 370) y TAU 5 (localizada entre los
residuos 360 y 485). Dentro de las unidades TAU1 y TAU5 hay dos motivos centrales,
LKDIL y WHTLF, que han sido identificados como reguladores de la actividad del RA
andrégeno-dependiente y andrégeno independiente, respectivamente [1,5,7,10,12,13].
También existe un motivo Phe-Glu-Asn-Leu-Phe (FQNLF, localizada entre los residuos 23
y 27) que media la interaccion del NTD con el carboxilo terminal del LBD para estabilizar la

unién de los andrégenos u otras moléculas [7].

El exon 1 también presenta varias regiones de secuencias de ADN altamente
repetitivas (CAG y GNN) que codifican poliglutamina y poliglicina polimorficas. El
acortamiento en el numero de repetidos de glutamina se ha correlacionado con el riesgo de
cancer de prostata y se ha demostrado que alteraciones en el nimero de repeticiones de

este aminoécido afectan la interaccion del NTD con el carboxilo terminal del LBD [1,5].

El DBD es codificado por los exones 2 y 3 del AR, esta localizado en la parte central
de la molécula del RA, es la regiobn mas conservada dentro de la familia de los receptores
nucleares y es la que reconoce y se une a los ERA. Al igual que otros receptores nucleares,
la region DBD del RA contiene nueve cisteinas, de los cuales ocho estén vinculados a dos
iones de zinc, y a través de grupos sulfidrilo éstos se organizan en dos dominios de dedos
de zinc. La especificidad del reconocimiento del ADN por el RA se determina por el primer
dedo de zinc y la estabilizacion del complejo de ADN-receptor, y la dimerizacién del receptor
se determina por el segundo dedo de zinc [1,5,10]. Algunos de los principales genes blanco
regulados transcripcionalmente por el AR incluyen al KLK3/PSA, que codifica al antigeno
prostatico especifico (APE), hKLK2 (codifica a la calicreina humana tipo 2), hKLK4 (codifica
a la peptidasa relacionada con la calicreina 4), FOLH1 (codifica al antigeno prostético
especifico de membrana, PSMA), PSCA (codifica al antigeno de células madre de préstata),
p27 (regulador del ciclo celular), VEGF (codifica al factor de crecimiento endotelial
vascular), TMPRSS2 (codifica al receptor transmembranal con actividad serin proteasa 2),
Nkx3.1 (codifica un factor de transcripcion), FKBP51 (codifica una inmunifilina), UBE2C
(codifica a una ubiquitina), p21 (codifica a un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina) y

KGF (codifica al factor de crecimiento fibroblastico 7) [12,14].



Entre el dominio de unién al ADN y el dominio de union al ligando, se localiza una
region bisagra no conservada, que también es de tamario variable en diferentes receptores
esteroideos. La regién bisagra puede considerarse como un enlazador flexible entre el
dominio de unién al ligando y el resto de la molécula receptora. La regién bisagra es
importante para la localizacion nuclear y contiene una sefial bipartita de localizacién
nuclear. En algunos receptores nucleares, incluyendo el AR, la acetilacion puede ocurrir en
la region bisagra en el sitio consenso de acetilacion altamente conservado KLLKK
[1,5,7,10].

Finalmente, el LBD es codificado por los exones 4 a 8 del gen AR. Estructuralmente
este dominio es similar al de otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares.
Consta de 12 alfa-hélices. El carboxilo terminal de la alfa hélice 12 adquiere una
conformacion tal que da como resultado una estructura globular hidrofébica que permite la
interaccion con proteinas co-activadoras, region que es llamada AF2. AF2 es por tanto la
principal superficie de interaccidén proteina-proteina utilizada por los receptores nucleares
para reclutar co-activadores que contienen el motivo LXXLL. Sin embargo, el RA difiere de
otros receptores nucleares en este sentido ya que interacta con co-activadores de una
manera unica. La estructura globular hidrofébica en el LBD del AR se une preferentemente
a los motivos FXXLF, incluyendo el motivo FQNLF en su NTD, e interactda mal con los

motivos LXXLL que se encuentran cominmente en los co-activadores [1,5,7.10].
Interaccion del RA con otras proteinas

En general, las proteinas que interactian con el RA se pueden dividir en tres clases:
1) Componentes de la maquinaria transcripcional [8].

2) Proteinas funcionalmente diversas con propiedades de coactivacioén o de correpresion.
La lista de proteinas que han sido clasificadas como potenciales correguladores de AR
contiene 170 miembros [1]. Estos correguladores tiene una amplia gama de funciones y
estan involucrados en multiples vias celulares por lo que se han clasificado en:
componentes del complejo de remodelacion de la cromatina, modificadores de las histonas
como las acetil transferasas y desacetilasas, las metiltransferasas o las desmetilasas, los
componentes de la ubiquitinacion, las proteinas implicadas en la endocitosis, el sistema de
reparacion del ADN, el empalme y metabolismo del ARN, chaperones y co chaperones,
proteinas citoesqueléticas, integradores de sefiales, transductores de sefiales, andamios,

reguladores de ciclo celular y reguladores apoptéticos [1,8].



3) Factores de transcripcion especificos. Ejemplos: ER-alfa, Foxal, Foxa2, ATF2, p53 [1].
Mutaciones en el receptor de andrégenos

Las mutaciones en el RA pueden resultar en su mal funcionamiento e incluyen tanto la
perdida como la ganancia de funcion. Estan asociadas con el sindrome de insensibilidad a
los andrégenos (SIA), atrofia muscular espinal y bulbar, y con el cancer de prostata. El gen
del RA es el receptor de esteroides con mas mutaciones reportadas (mas de 900) [6,16].
En dicho gen se han identificado cuatro tipos de mutaciones que generan un RA defectuoso:
(1) mutaciones puntuales de una sola base que resultan en la sustitucién de aminoacidos
0 codones de paro prematuros; (2) inserciones o deleciones de nucleétidos que
frecuentemente producen un cambio en el marco de lectura; (3) deleciones completas o

parciales del gen y (4) mutaciones intrénicas que producen splicing alternativo [10].

Las primeras mutaciones genéticas del RA fueron descubiertas como una base
subyacente para la pérdida de funcion del RA en el sindrome de insensibilidad a los
androgenos. Contrariamente, las mutaciones somaticas del RA en cancer de prostata casi
siempre se asocian con ganancia de funcion [6-7]. Hasta el 2012, se habian reportado 159
mutaciones del RA en tejidos de cancer prostatico (CaP) [6]. En la Figura 5 se muestra la
localizacién esquematica de las mutaciones en el AR que hasta ahora se han reportado en

cancer de préstata [15].
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Figura 5. Mapa de mutaciones del AR en cancer prostatico. Adaptado de The Androgen

Receptor Gene Mutations Database World Wide Web Server.



Las mutaciones de ganancia de funcién modifican las caracteristicas del RA, permitiéndole
gue sea activado por concentraciones bajas de andrégenos o cambiando su especificidad,
haciéndolo sensible a otro tipo de esteroides, mas que a la propia DHT, como por ejemplo
la progesterona, el estradiol, los andrégenos adrenales, la cortisona y los anti-andrégenos
no esteroidales (flutamida, nilutamida). Esta multifuncionalidad del RA usualmente resulta
de mutaciones puntuales en el dominio LBD del gen del RA, que originan un decremento
en la especificidad de unién al ligando y permite la activacion de los genes que son

regulados por el RA aun en un ambiente donde ya no hay andrégenos [1,2,7].
Rol del RA en el cancer de prostata

El crecimiento normal, el desarrollo y el mantenimiento de la prostata dependiente de
andrégenos es mediado por el RA, por lo que ha sido identificado como un contribuyente
importante a la etiologia y progresion del cancer de prostata, asi como a la respuesta inicial
y posterior resistencia a las terapias endocrinas tales como la terapia de privaciéon de
andrégenos (ADT) [16].

Las alteraciones genéticas del RA se han propuesto como mecanismo para la
progresion del CaP y su metastasis, principalmente a hueso. Estas alteraciones incluyen:
(1) la amplificaciobn o sobreexpresion gendmica de AR, (2) Mutaciones puntuales con
ganancia o pérdida de la funcion (3) Variantes constitutivamente activas del RA y (4)
Repeticiones cortas de CAG [1,2,8].

En lo referente a las mutaciones de ganancia de funcién del RA en el CaP, éstas se
detectan en diferentes dominios funcionales y rara vez en las regiones del gen 5' y 3' no
traducidas (UTRs). La mayoria de estas mutaciones son sustituciones de una sola base
que directa o indirectamente afectan a la funcion de RA. Alrededor del 51% de las
mutaciones de sustitucion se encuentran en el LBD, el 41% en la NTD, y el 7% en el DBD
(Figura 5) [6,8,17].



CANCER DE PROSTATA

Anatomiay fisiologia de la préstata

La prostata es un 6rgano gque esta presente solo en el varén, impar, con forma de nuez y
esta situada en la pelvis, debajo de la vejiga, delante del recto y rodea una parte de la uretra.
Es la Unica glandula sexual accesoria presente en todos los mamiferos [18]. Su funcion
principal es la secrecién del liquido prostatico que se convierte en parte del semen junto
con las secreciones de las vesiculas seminales, glandulas de Cowper y Littre. Las células
epiteliales de la préstata producen antigeno prostéatico especifico (APE, una serina proteasa
relacionada con la calicreina que ocasiona licuefaccion del coagulo seminal) y fosfatasa
acida prostética (PAP). Tanto las células epiteliales como las células del estroma expresan
receptores de andrégenos y dependen de estas hormonas para su proliferacion [18-20]. La
testosterona producida fundamentalmente en el testiculo (90-95 por ciento) y en un 5 por
ciento a nivel renal, actia sobre los receptores androgénicos de las células epiteliales y
estromales prostaticas [1]. Otras funciones menos relevantes de la prdstata son servir de
sostén a la base vesical, aportar resistencia a la uretra en el papel de la continencia en la
miccién y participar en la fase de emisidn de la eyaculacién al contraer su musculatura lisa

y vaciar su secrecion en la uretra.

Fundamentalmente se distinguen cuatro zonas de la glandula: la zona Anterior, de
constitucion fibromuscular y sin estructuras glandulares, la zona Central cruzada por los
conductos eyaculadores que supone un 25% de la glandula, la zona Transicional que rodea
a la uretra posterior con un 5% del volumen glandular y la zona Periférica que ocupa un

70% del volumen glandular (Figura 6) [18].
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La prostata es muy pequefia durante la infancia, estimandose su peso hasta los 10 afios de
edad sobre 1,4 gramos. Durante la pubertad se produce una hiperplasia del epitelio ductal,
llegando a pesar la glandula entre 10 y 14 gramos a los 20 afios. Entre los 35 a 40 afos
consigue su desarrollo final a expensas del componente glandular, alcanzando para
entonces un peso medio de unos 20 gramos. A partir de esta edad comienza a desarrollarse
una involucion prostatica a la vez que puede aparecer una hiperplasia benigna de la
préstata alrededor de la uretra prostética (zona transicional) o en la zona central (I6bulo

medio prostatico) [1].
Enfermedades mas frecuentes
Las enfermedades mas frecuentes de la prostata son:

Prostatitis. Es una inflamacién de la prostata. Puede ser infecciosa o no. Puede producir
sintomas de infeccion urinaria, pero con urocultivos negativos. Las prostatitis agudas
pueden ser causadas por enfermedades de transmision sexual. A menudo dan muchos
sintomas e incluso fiebre. Las prostatitis crénicas suelen asentarse en las prostatas
grandes, de personas de mas de 50 afios con hipertrofia prostética benigna. Los sintomas
pasan generalmente desapercibidos. El tratamiento antibiético suele tardar semanas en las
prostatitis [18-20].

Hiperplasia benigna de prdéstata, Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) o adenoma

prostatico. No se trata de cancer, sino de crecimiento del érgano (al contrario que la
mayoria, que tienden a atrofiarse con la edad) hasta llegar a hipertrofiarse. Son cambios
normales que sufre la préstata en los varones a medida que envejecen. Puede causar
sintomas de irritacion de la vejiga, como urgencia para orinar, menor fuerza en el chorro de
orina, u orinar repetidas veces; esto se denomina prostatismo. Posee diferentes
complicaciones, tales como infecciones urinarias a repeticion, retencién urinaria

completa, insuficiencia renal, hematuria y litiasis vesical [18-20].

Céncer de prostata. Es muy comun en los varones. Su presencia se corrobora mediante

una biopsia de préstata.



Epidemiologia del cancer de préstata

El cancer de préstata es una de las principales causas de muerte en varones por cancer en
todo el mundo. Ocupa el cuarto lugar de todas las enfermedades cancerigenas y es el
segundo mas comun entre la poblacién masculina, después del cancer de pulmaén [21]. Se
estima que afecta a uno de cada siete varones, aunque su frecuencia se eleva conforme se
avanza en edad, de manera que, a partir de los 65 afios, seis de cada 10 varones lo

presentan.

En México, ocupa el primer lugar de incidencia (27.3 por 100 000 habitantes) y de
mortalidad (11.3 por 100 000 habitantes) entre la poblacidon masculina [21]. Las entidades
con mayor namero de casos reportados son: Michoacan, Jalisco, Ciudad de México,

Veracruz, Estado de México, Durango y Guanajuato [22].
Deteccidn

El diagnéstico se establece a través de estudios clinicos y de gabinete: tacto rectal,
ultrasonografia, tomografia axial computarizada (TAC), resonancia magnética nuclear
(RMN), y marcadores séricos; entre estos, sin duda el mas importante es el antigeno
prostatico especifico, el cual se produce en las células epiteliales malignas y no malignas,

por lo que es especifico de la préstata, no del cancer prostatico [23].

El APE es una glicoproteina secretada por las células epiteliales prostaticas, que
tiene una actividad litica sobre el coagula eyaculatorio, para promover la motilidad

espermatica. El APE penetra la circulacion sanguinea y puede ser medido.

El APE, se determina como normal si es menor a 4 ng/mL, intermedio, 4.1-10 ng/mL
y altamente sospechoso arriba de 10 ng/mL. Aunque, las concentraciones séricas también
pueden incrementarse en caso de prostatitis (inflamacion de la préstata), infeccion de las
vias urinarias e hiperplasia prostatica benigna [20,23]. Es importante tomar en cuenta las
posibilidades de tener un CaP con niveles bajo de APE, aun con un nivel menor a 1ng/mL

se ha reportado que el riesgo de CaP es del 10.1% [24].

La biopsia de prostata se considera como "el estandar de oro” para confirmar el
diagndstico de cancer, pero generalmente se realiza luego de constatar anormalidades en
el tacto rectal o elevacion del APE. Las muestras pueden obtenerse insertando una aguja
a través del recto, el perineo o la uretra. Cada puncion de biopsia se explora en busca de

cancer y se cuantifica la cantidad de tejido neoplasico a partir de la longitud del tumor dentro



del fragmento cilindrico y el porcentaje afectado del mismo. Cuando se diagnostica cancer
de préstata, se asigna un indice de su malignidad histolégica por medio del sistema de
gradaciéon de Gleason [20,25]. Este sistema est4d basado en la observacién, en el
microscopio, por parte del experto en histopatologia, que analiza y reporta las
caracteristicas de la biopsia del tumor. Usualmente se seleccionan dos zonas de la muestra
para asignar a cada una de ellas un nimero del 1 al 5. El 1 corresponde a un tumor bien
diferenciado, y poco agresivo, mientras que el 5 a un tumor escasamente diferenciado. Los
valores comprendidos entre el 2 y el 4 se asignan a grados de diferenciacién intermedia.
En la suma de cifras obtenidas en las dos zonas se basa el promedio que determina el
puntaje entre el 2 y el 10. Ese valor es la escala de Gleason [25]. Los resultados posibles

son:

Escala de Gleason entre 2 y 6: Cancer con escasa agresividad, crecimiento lento, y por

lo tanto de mejor prondstico.
Escala de Gleason de 7: Cancer con agresividad intermedia.
Escala de Gleason entre 8 y 10: Cancer de alta agresividad, y peor prondstico.

También se identifica y registra la presencia o ausencia de invasién perineural y

propagacion extracapsular [20].

En términos de anatomia en la zona Periférica se desarrollan el 68% de los
canceres, en la zona Central un 8% y en la zona Transicional un 24%. La zona Periférica
es accesible al tacto rectal mientras que los tumores que se desarrollan en las zonas Central

y Transicional se valoran mejor con la ecografia.

Los médicos utilizan la estadificacion para evaluar la extension del cancer y el
pronéstico del paciente. Suele utilizarse el sistema de estadificacion TNM, que tiene en
cuenta la combinacién de T (tamafio del tumor e invasion de los tejidos cercanos), N
(implicacion de los ganglios linfaticos) y M (metastasis o difusion del cancer a otros érganos
del cuerpo) para clasificar el cAncer en uno de los estadios que se indican a continuacion.
Conocer el estadio es fundamental para tomar la decision correcta de tratamiento. Cuanto
mas alto es el estadio, peor es el prondstico [25]. La tabla que se muestra a continuacion

presenta los diferentes estadios del cancer de prostata [19-20].



Tabla 1. Estadios del cancer de préstata.

Estadio

Definicién

Estadio |

El tumor Unicamente afecta a un Iébulo de la préstata (que tiene dos). Puede
encontrarse de forma incidental por una biopsia posterior a la determinacion
de una alta concentracién de PSA. El cancer no se ha diseminado a los
ganglios linfaticos ni a ninguna otra parte del cuerpo.

Estadio Il

El tumor se ha expandido al otro I6bulo y puede afectar a toda la préstata sin
salir de la capsula que la rodea. El cancer no se ha diseminado a los ganglios

linfaticos ni a ninguna otra parte del cuerpo.

Estadio Il

El tumor se ha extendido fuera de la préstata hasta las vesiculas seminales,
un par de glandulas situadas por encima de la préstata que secretan una
importante proporcién del liquido que contiene el semen. El cancer no se ha
diseminado a los ganglios linfaticos ni a ninguna otra parte del cuerpo, a

excepcién de las vesiculas seminales.

Estadio IV

El tumor ha invadido las estructuras adyacentes, ademas de las vesiculas
seminales, por ejemplo: el recto, los musculos o la pared de la pelvis o,
independientemente de la invasion de las estructuras adyacentes, se ha

extendido a otras partes del cuerpo, incluyendo ganglios linfaticos y huesos.

Tratamiento

Hay diferentes tipos de tratamientos para los pacientes de cancer de préstata, los cuales

dependen del estadio en el cual se encuentre el paciente [20,25]. En general, se utilizan

cuatro tipos de tratamiento estandar:

Vigilancia activa. Vigilar la enfermedad a intervalos fijos mediante tacto rectal, medicién de

APE vy biopsias prostéticas repetidas, hasta que los cambios histopatologicos o serologicos

indicativos ameriten tratamiento con intencién curativa.

Cirugia. Se recomienda para pacientes con una esperanza de vida de 10 afios o mas y

cuyo tumor esta en la glandula prostética. Se utilizan los siguientes tipos de cirugia:

Prostactectomia radical: procedimiento quirlrgico para extirpar la préstata, el tejido

circundante y las vesiculas seminales. Se realiza por via retro pubica o perineal.

Linfadenectomia pélvica: cirugia para extirpar los ganglios linfaticos de la pelvis.




Radioterapia. Se aplica por medio de un haz externo o por la implantacion de elementos
radiactivos (semillas, también llamada braquiterapia) en la glandula o por una combinacion
de estas técnicas. La dosis de radiacién es importante; se recomienda un minimo de 75.6
a 79 u 80 Gy. La forma de administracion de la radioterapia depende del tipo y el estadio
del cancer que se esta tratando. Los varones que se tratan con radioterapia para el cancer
de préstata tienen mayor riesgo de cancer de vejiga o gastrointestinal. La radioterapia

puede producir impotencia y problemas urinarios.

Terapia hormonal. El uso de la terapia hormonal para tratar el cancer se basa en la

observacion de que en la superficie de algunas células tumorales se encuentran receptores
de hormonas especificas necesarias para el crecimiento celular. La terapia hormonal puede
funcionar haciendo que se detenga la produccion de una determinada hormona,
blogueando los receptores de la hormona o sustituyendo a la hormona activa con agentes
quimicamente similares que no pueden ser utilizados por la célula tumoral. Los diferentes
tipos de terapia hormonal se clasifican de acuerdo a su funcién y/o tipo de hormona sobre
la que acttan. En el cancer de préstata se impide la accion de la testosterona o se reduce
su concentracién. Los tratamientos médicos que disminuyen las concentraciones de

testosterona incluyen:

Agonistas/Antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (Gonodotropina,

GnRH): La hormona luteinizante (LH o HL) u hormona luteoestimulante o lutropina es
producida por el I6bulo anterior de la hipdfisis o glandula pituitaria. En el hombre es la
hormona que regula la secrecion de testosterona, actuando sobre las células de Leydig en
los testiculos; y en la mujer controla la maduracion de los foliculos, la ovulacién, la iniciacion
del cuerpo luteo y la secrecidn de progesterona. La liberacion de LH de la glandula hipofisis
es regulada por la produccion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
proveniente del hipotalamo. Estos impulsos a su vez, estan sujetos a la retroalimentacion
del andrégeno proveniente de las gonadas (Figura 2). En el comienzo los anélogos de la
GnRH producen un aumento de la hormona luteinizante y de la hormona estimulante de los
foliculos, seguido de una disminucién del nimero de receptores en la hipdfisis, con lo que
se logra castracion quimica. Por tanto, pueden detener la produccion de testosterona de

los testiculos [4,20]. Algunos ejemplos son la leuprolida, la goserelina y la buserelina.

Antiandrégenos: no permiten la acciéon de los andrégenos, como la testosterona, impidiendo

su unién con el receptor de andrégenos [3]. Por ejemplo, la flutamida, la bicalutamida,

la enzalutamida y la nilutamida.



Inhibidores de esteroides adrenales: Los principales andrégenos sintetizados por la corteza

adrenal son: dehidroepiandrosterona (DHEA), su sulfato (DHEAS) y androstenodiona. En
realidad, no tienen actividad androgénica per se, pero pueden convertirse en andrégenos
muy activos como testosterona y 5- a—dihidrotestosterona (DHT) en los tejidos periféricos.
La hormona adrenocorticotropa (ACTH) estimula la secrecion androgénica [3-4]. Los
medicamentos que pueden evitar que las glandulas suprarrenales elaboren andrégenos

incluyen el ketoconazol y la aminoglutetimida.

Orguiectomia: procedimiento quirdrgico para extirpar uno o ambos testiculos, la principal

fuente de testosterona, a fin de disminuir la cantidad de hormona que se produce [3-4].

Estrogenos: pueden impedir que los testiculos elaboren testosterona. Sin embargo, los
estrogenos rara vez se utilizan en el tratamiento del cancer de préstata debido al riesgo

de efectos secundarios graves [3-4].
Factores de riesgo
Los cuatro factores de riesgo mas importantes reconocidos para el cancer de préstata son:

Edad. El cancer de prostata raramente se presenta en varones menores de 40 afios de
edad, y el riesgo de incidencia se incrementa rapidamente con cada década transcurrida.

Siendo los varones mayores de 65 afios los mas afectados.

Historia familiar. Estudios epidemioldgicos indican que el riesgo de diagnosticar cancer de

prostata aumenta un factor de dos tantos si un pariente de primer grado lo tuvo, y cuatro
tantos si hubo dos parientes o mas afectados. Se estima que del 5 a 10% de las neoplasias

malignas de préstata tienen un componente genético hereditario.

Raza/ Grupo étnico. El cancer de prostata afecta en forma distinta a los grupos étnicos. En

comparacion con los varones blancos, los de raza negra tienen mayor namero de
neoplasias prostaticas, que son precursoras de cancer y tumores mas grandes. En 2013 en
los Estados Unidos, el 37% de todos los canceres de préstata, se presentaron en varones
afro-americanos (AA). Los varones AA tienen de 1.6 a 1.9 veces una incidencia mas alta y
de 2 a 3 veces una mayor mortalidad en comparacién con los caucasicos- americanos. Los
varones AA con cancer de prostata presentan un tumor mas grande, un estadio mas
avanzado de la enfermedad, un grado de Gleason mas alto y una concentracion de APE
mas elevada. En general, los varones AA tiene un prondstico peor que su contraparte

caucasica [8].



Estudios epidemioldgicos también han reportado que el riesgo de desarrollar y morir de
cancer de prostata es mas bajo entre los japoneses. No existen estudios epidemioldgicos
o datos reportados respecto a la poblacién latina, en particular no hay informacién referente

a la poblacién mexicana.

Alteraciones o variaciones en genes clave. Multiples estudios han asociado las variaciones

en la incidencia del cdncer de prostata con alteraciones o variantes polimérficas del gen de
receptor de andrégenos, el gen del citocromo P450 C17, y el gen de la reductasa 5a de
esteroide tipo Il (SRD5A2). Siendo el RA el més estudiado y el que se ha demostrado tiene

una participacién importante en el desarrollo del cancer de préstata.

Otros factores que se han asociado al incremento en la incidencia de CaP son la
dieta y la esterilizacibn masculina. Una dieta rica en grasas de origen animal se ha
relacionado con una mayor incidencia de cancer de préstata, circunstancia que se ha
observado en poblaciones de origen nérdico frente a la de origen mediterraneo. Se piensa
gue la ingesta de grasa estaria relacionada con la transformacion del colesterol en
testosterona. La vitamina D, por su implicacion en el metabolismo lipidico, esta considerada
un factor protector. Por otro lado, diferentes estudios han observado una incidencia 1.7
veces mayor de cancer de prOstata en varones a los que se le ha practicado una
vasectomia. Aunque unos autores atribuyen este aumento de incidencia a un probable
aumento de testosterona tras la vasectomia, otros lo imputan a un sesgo de vigilancia en

estos pacientes [20,25].
Céancer de préstata, receptor de andrégenos y origen étnico

Hay poca informacién sobre el origen étnico o raza y la expresion del RA en tejidos de
prostata benignos y malignos. Aunque en comparacién con los caucéasicos
estadounidenses, los varones afroamericanos son mas frecuentemente diagnosticados a
una edad mas temprana de inicio del CaP, presentan tumores de mayor volumen, mas
agresivos, puntuaciones de Gleason y niveles de PSA mas altos. La mayoria de las
investigaciones se realizan con muestras de tejido prostatico provenientes de pacientes
caucasicos, en los cuales, en general, las mutaciones del RA rara vez se encuentran en
cancer de prostata primario no tratado (<2%), pero se detectan en una alta frecuencia en
tumores con privacion de andrégenos, metastasicos o resistentes a la castracion [7]. Por el
contrario, en un estudio publicado por Koochekpour y colaboradores en 2014 [8], se

encontré que las mutaciones somaticas del RA en canceres de préstata primarios se



producen a un ritmo mayor en los afroamericanos que en los caucasicos estadounidenses.
Estos resultados se correlacionan con otro estudio en el que los resultados muestran que
los niveles de expresidn de genes gque estan en redes de interaccion protedmica (entre ellos
el RA) son diferentes entre tejidos prostaticos normales contra tejido tumorales,
correlacionandose positivamente con la supervivencia de pacientes de raza blanca (no
hispanos), pero no con los varones afro-americanos [17,26]. Estudios como los
anteriormente mencionados no estan reportados para la poblacién hispana o latina;
particularmente en México, no hay estudios sobre las mutaciones del RA en varones
mexicanos ni como contribuyen estas mutaciones a la progresion y agresividad del CaP, y

por ende se desconoce su significado clinico e histopatolégico en los mexicanos con CaP.



OBJETIVO

Objetivo General

Identificar mutaciones en el gen del receptor de andrdégenos de varones mexicanos con

cancer de prostata.

Objetivos particulares

e Secuenciar el gen de RA para identificar mutaciones en tejido prostatico de

pacientes mexicanos con cancer de préstata.

e Determinar la longitud del tracto de poliglutamina (CAG) en el exén 1 del gen de RA

en la poblacion mexicana.

e Examinar el polimorfismo del nimero de repetidos CAG en linea germinal.

e Construir una base de datos en la que se asocie la informacion clinica y familiar de
pacientes mexicanos con cancer de prostata con las mutaciones en el gen de

receptor de andrégenos encontradas en estos pacientes.



MATERIALES Y METODOLOGIA

En la seccion Anexo se encuentra la preparacion de buffers utilizados en esta tesis y el

formato de la carta de consentimiento informado.
Muestras clinicas

La recoleccién de biopsias se realizd después de obtener el consentimiento informado por
escrito de los pacientes para su uso con fines diagndésticos y cientificos antes de la cirugia
de extraccion de tejido prostatico en la Clinica de Urologia del Instituto Nacional de

Cancerologia.

Se recolect6 tejido prostatico tumoral y no tumoral (confirmado por patologia) de
varones mexicanos de 41 a 83 afios de edad (n=119) sin tratamiento antagonista
androgénico previo, con niveles séricos de APE mayores a 4 ng/mL y con sintomas
relacionados a alguna patologia prostatica (es decir, disuria, hematuria, tacto rectal
sospechoso, entre otros), originarios de diferentes estados del pais: Ciudad de México,
Puebla, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Chiapas, Tlaxcala

y Veracruz.

Se recolect6 sangre periférica de varones mexicanos con CaP (n= 14) y de varones
mexicanos de 51 y 79 afios de edad con niveles séricos de APE menores a 4 ng/mL sin
diagnostico de CaP (n=10) ni con sintomas relacionados a alguna patologia prostéatica
originarios de la Ciudad de México. La sangre periférica de todos los sujetos de estudio fue

colectada en tubos Vacutainer conteniendo EDTA (Becton Dickinson).
Extraccion del ADN genémico

Las mutaciones y/o variaciones en el AR se examinaron utilizando ADN gendmico extraido
de tejido prostatico congelado y fresco (n=55). Para examinar alteraciones germinales en
la secuencia del exdén 1 del AR se utilizé el ADN extraido a partir de leucocitos de sangre

periférica de varones mexicanos.

El ADN se extrajo utilizando el Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega),
segun lo recomendado por el fabricante de acuerdo al tipo de tejido (prostatico o sangre).
Las muestras de ADN se cuantificaron usando un espectrofotometro NanoDrop Epoch
(Biotek). En la Figura 7 se muestra el diagrama de flujo general de la amplificacion y

secuenciacion de los exones del AR.
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Figura 7. Diagrama de flujo de la amplificacién y secuenciacion de los exones del AR.



Amplificacion de los exones del AR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé acabo utilizando la secuencia de
primers especificos para cada exon. Los primers para los exones 2,4,5,7 y 8 han sido
reportados en la literatura [17]. Los primers correspondientes al exdn 1,3 y 6 se disefiaron
en esta tesis. El exdn 1 del AR se decidié amplificarlo en tres fragmentos aqui denominados
regiones la, 1b y 1c, a cada una se le disefio un par de primers especifico. La lista de

primers utilizados en este trabajo se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Pares de primers especificos para el AR que flanquean los limites de intron-exoén.

Exon Tm/
o sitio 5" sentido 5"antisentido Tamafio
polimérfico producto
(pb)
la GCGACTACCGCATCATCACA CTCATCCAGGACCAGGTAGC 58°C/ 432
1b TTCTCCCCAAGCCCATCGTA CTAGGCTCTCGCCTTCTAGC 55°C/ 691
1c CAAAGGGCTAGAAGGCGAGA TAGGAGCCGCTAGATACCCC 58°C/ 746
2 GCCTGCAGGTTAATGCTGAAGACC CCTAAGTTATTTGATAGGGCCTTGCC 62°C/ 379
3 CTACGCCATGCTAAAGGGGTG TAGAGCATGGCTGGTCCCCT 62°C/ 603
4 GGAGTTTAGAGTCTGTGACCAGG GATCCCCCTTATCTCATGCTCCC 62°C/ 455
5 CAACCCGTCAGTACCCAGACTGACC AGCTTCACTGTCACCCCATCACCATC 62°C/ 284
6 CAGCAGGAGAAACAGCAAGCTC AGTGGTCCTCTCTGAATCTCTGT 62°C/ 314
7 CTTTCAGATCGGATCCAGCTATCC CTCTATCAGGCTGTTCTCCCTGAT 62°C/ 415
8 GAGGCCACCTCCTTGTCAACCCTG | GGAACATGTTCATGACAGACTGTACATCA | 62°C/ 347

Acceso NCBI NM_000044.3

Se utilizaron 500 ng del ADN gendmico para amplificar cada exon del AR. La reaccion de
PCR para cada exoén se realizé por duplicado, en un volumen de 15uL y 35 ciclos. Se utilizd
a la enzima Platinum® Taq DNA Polymerse High Fidelity (Invitrogen) para llevar a cabo la

PCR, utilizando las condiciones del fabricante.




Tabla 3. Reactivos y volumenes requeridos para la preparacion de la mezcla de reaccion

para cada exon.

Reactivo Volumen
High Fidelity Buffer 10 X 3L
dNTP Mix 10 mM 0.3 uL
MgS0; 50 mM 0.6 uL
Forward primer 10 uM 0.3 yL
Reverse primer 10 uM 0.3 yL
Platinum® Taq DNA Polymerse High Fidelity (5U / yL) 0.1 puL
Agua libre de RNasas Variable
ADN templado 500 ng Variable
Betaina 5M * (Sigma-Aldrich) 3uL
Volumen total 15 uL

*Reactivo utilizado solo para la amplificacién de las regiones

contenido de guaninas y citosinas.

Tabla 4. Condiciones del termociclador.

b y ¢ del exén 1 del AR con alto

Desnaturalizacion inicial 95 °C/ 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C /45 s
Alineacion 55a62°C/45s 35 ciclos
Elongacioén 68 °C /1 min
Elongacion final 68 °C /10 min 1 ciclo

Electroforesis en gel

En este trabajo se utilizaron geles de agarosa al 1.2% p/v en buffer TBE 0.5X con bromuro

de etidio (10 mg/mL). La agarosa utilizada fue de la marca Bio-Rad. Las muestras se

prepararon adicionando buffer de carga 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific) y se utilizd

el marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).

Los geles se corrieron a 120 V por 60 min.

Tratamiento de los productos de PCR

Una vez terminada la PCR, los fragmentos de ADN se limpiaron como se encuentra

sefialado en la Tabla 5. Cada producto de PCR se traté con fosfatasa alcalina de camaroén



(SAP), para inactivar los nucleétidos restantes y con exonucleasa | (EXO 1), para degradar

los oligonucledtidos que quedaban aun de la reaccion.

Tabla 5. Limpieza enzimética de productos de PCR

SAP 1.2 uL
EXO | 0.6 uL
PCR-ADN 6 uL

Volumen total | 7.8 pL

Incubar 20 min a 37 °C y 10 min a 80°C.
Marcaje de los productos de PCR para secuenciacion tipo Sanger

Una vez que se limpiaron los productos de PCR se realiz6 el marcaje del ADN como se
encuentra sefialado en las Tablas 6 y 7. Para ello se emple6 el BigDye™ Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Tabla 6. Reactivos y volimenes requeridos para la mezcla de marcaje de los productos de
PCR.

Componente Forward Reverse
BigDye™ Terminator v3.1 2 UL 2 UL
5X Sequencing Buffer
BigDye™ Terminator v3.1 1ML 1ML
Ready Reaction Mix
Producto de PCR limpio 3 uL 3 uL
Forward Primer 10uM 05 | -
Reverse Primer 10pM | ---—-- 0.5
Agua libre de DNasas y Variable Variable
RNasas
Betaina 5M* 2 uL 2 uL
Volumen Total 10 pL 10 pL

*Reactivo utilizado solo para el marcaje de las regiones b y ¢ del exén 1 del AR con alto contenido

de guaninas y citosinas.



Tabla 7. Condiciones del termociclador.

Incubacion 96 °C/ 3 min
Desnaturalizacion 96°C /1 min 25 ciclos
Alineacion 50°C/5s
Elongacion 60°C / 4 min
Mantenimiento 4°C Hasta purificacion

Limpieza de lareaccidn para secuenciacion

Al terminar el marcaje de los productos de PCR con fluor6foros la reaccion final de 10 pL
se limpié para eliminar la presencia de sales, terminadores dye no incorporados y

oligonucledtidos restantes que puedan interferir en la lectura de fluorescencia. Para lo cual

se empled el método de purificacion EDTA/Etanol.

Método de purificacion de ADN EDTA/ Etanol

e EDTA 125 mM a partir de EDTA 0.5 M pH 8.0.
¢ Etanol absoluto (95 — 100%)
e Etanol al 70%

1. Agregar en el siguiente orden los reactivos:

Alicuota para Secuenciacién
EDTA 125 mM
Etanol Absoluto (95 — 100%)

Volumen Total

Incubar 15 min a temperatura ambiente (TA)
Centrifugar a 3000 g (4°C) durante 30 min.
Quitar sobrenadante por decantacion.
Agregar 30 yL de Etanol al 70%.

Centrifugar a 3000 g (4°C) durante 15 min.

Quitar sobrenadante con pipeta.

© N o 0 bk~ WD

Secar a 37°C protegido de la luz.




Los amplicones fueron analizados por electroforesis capilar en el 3500 xL ADN Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) ubicado en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Red

de Apoyo a la Investigacion (RAI) de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Visualizacién de secuencias

Las secuencias se examinaron mediante el software Serial Cloner (v. 2.6.1) y se
compararon con el gen AR (Homo sapiens androgen receptor) de la base de datos genética
NCBI (No. Acceso NM_000044.3). La secuencia de este gen no proviene de la
secuenciacion del genoma humano realizada por Venter y colaboradores en el afio 2000.

Andlisis estadistico

La base de datos y los andlisis estadisticos se llevaron a cabo empleando el software
estadistico SPSS v.22. La distribucion de las caracteristicas demograficas y clinicas de los
sujetos de estudio se representd en numeros y porcentajes. Se realizé un andlisis
univariante utilizando medidas de centralizacion (media y mediana) y de dispersion
(desviacién estandar y rango) para las variables cuantitativas y proporciones o porcentajes
para las cualitativas. Se utiliz6 un analisis bivariado mediante la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis para comparacién de proporciones y prueba T de Student para la
comparacion de medias. Se considerd la asociacion estadisticamente significativa si los

valores p eran menores que 0.05.



RESULTADOS
Caracteristicas clinicas

Se recolectaron 119 biopsias de tejido prostatico de pacientes mexicanos con un posible
diagndstico de cancer. De las cuales, 70 biopsias fueron histol6gicamente positivas para
cancer prostatico. Se seleccionaron, aleatoriamente, 36 biopsias histologicamente

positivas para secuenciar todos los exones del gen del RA.

El diagndstico en un 88.9% de los casos fue clasificado como de alto grado o
pobremente diferenciado (Gleason 27). Siendo los grados de malignidad predominantes, 7
y 9 (Tabla 8). El tejido prostatico secuenciado provenia en su mayoria de pacientes
originarios de la Ciudad de México y la regién Centro del pais; no se tuvieron muestras de
pacientes originarios de las regiones Norte y Noreste del pais. Es notable que el 60% del
tejido prostatico fue reportado con invasién perineural. No se encontré6 asociacion

significativa entre el grado de malignidad y el APE (r= 0.059, P= 0.68).
Visualizacién de amplicones

Por electroforesis en gel de agarosa se verificd el tamafio correcto de todos los exones del
AR amplificados para cada una de las muestras empleadas en este trabajo (ADN de
biopsias y de linea germinal leucocitaria, n =90). Como se menciond anteriormente, el gen
AR consta de ocho exones (ver Tabla 2). Debido a que el ex6n 1 consta de 1617 pb, se
decidi6 amplificarlo en tres fragmentos de 432, 691 y 746 pb, aqui denominadas regiones
la, 1b y 1c. En la Figura 8 se muestra un ejemplo de electroforesis en gel de agarosa de

los ocho exones del AR amplificados.



Tabla 8. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio.

Caracteristica Casos
n =36 (100%)
Edad (afios)

Promedio 65.64 + 9.50
Rango 41-82
Gleason

3 1(2.78)
6 3(8.33)
7 18 (50.00)
8 6 (16.67)
9 7 (19.44)
10 1(2.78)
Lugar de nacimiento?

Ciudad de México 17 (47.22)
Centro 11 (30.56)
Suroeste 3(8.33)
Occidente 5 (13.89)
IMC

Normal 14 (38.89)
Sobrepeso 17 (47.22)
Obesidad 5 (13.89)
Comorbilidad

Ninguna 20 (55.56)
DM2 8 (22.22)
HTA 3(8.33)
Ambas 5 (13.89)
Ex Fumador

No 19 (52.78)
Si 17 (47.22)
Invasion perineural

No 12 (33.33)
Si 24 (66.67)
Historia familiar de CaP

No 32 (88.89)
Si 4(11.11)

8 ugar de nacimiento: Ciudad de México. Centro: Estado de
México, Hidalgo, Puebla y Tlaxcala; Suroeste: Guerrero y
Chiapas; Occidente: Guanajuato y Michoacan.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% p/v de los productos amplificados

mediante PCR de los exones del AR [1(a, b,c ) @ 8 ]. M = marcador de peso molecular 100 pb.

Como se aprecia en la Figura 8, las regiones b y ¢ del exdn 1 no se amplifican. Por ello a la
mezcla maestra de PCR se le afladié Betaina 1M (concentracion final), que favorece la
desnaturalizacion del ADN en regiones con alto contenido de guaninas y citosinas. La

Betaina soélo se uso6 para amplificar las regiones b y ¢ del exon 1 (Figura 9 y 10).
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% p/v de la regién b del exén 1 del

AR. Carriles 1 — 5: productos de PCR (691 pb) de diferentes biopsias. M= marcador de peso molecular 100
pb.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% p/v de la region c del exén 1 del

AR. Carriles 1 — 4: productos de PCR (746 pb) de diferentes biopsias. M= marcador de peso molecular 100
pb.

Mutaciones somaticas en el AR

Las mutaciones somaticas del AR fueron identificadas por comparaciéon con la secuencia
del gen AR en la base de datos genética NCBI (NM_000044.3). De las 36 biopsias
prostéticas secuenciadas, 22 presentaron algun tipo de mutacién y/o polimorfismo, pero

so6lo en el exdn 1 del AR (61%). En los exones 2 a 8 no se encontraron mutaciones.

En total, 7 alteraciones fueron identificadas en el exén 1 (Tabla 9). De las 22 biopsias
de tejido prostatico con alteracion, se encontré que, el 91% varia en el nimero de codones
CAG (expansion o disminucion) considerando como referencia el nimero reportado por el
NCBI para la secuencia del AR (22 repetidos CAG). El restante 9% tiene mutaciones sin
sentido y/o mutaciones de sentido erréneo, todas ellas en el NTD. Dichas mutaciones son

conservativas y/o sinénimas.



Tabla 9. Mutaciones y polimorfismos en el exén 1 del AR de biopsias de tejido prostatico
de varones mexicanos con CaP hallados en este estudio.

Dominio RA Mutacion encontrada [\[o} Grado Tipo de mutacién

mMRNA Aminoécido muestras Gleason

posiciéon

254 A 2G W92X Sin sentido
238_239 Expansion
CAG:CAG repetidos de 17 6,7,8,9,10 -
Q
238 239  Disminucién
ACAG repetidos de 3 7,8 -
Q
273 G>T Q90H 1 6 Sentido errébneo
328 C>A L110M 2 6,7 Sentido erréneo
433 C>G L145V 1 8 Sentido erréneo
735 G>A V 245V 1 7 Sinénima

Al no encontrar mutaciones en los exones 2 a 8 del AR en las 36 biopsias prostéaticas
secuenciadas se decidié enfocarse Unicamente en el exon 1, especificamente en la region
la donde se encuentran localizados los repetidos de CAG. A partir de este momento todos
los resultados presentados se refieren Unicamente al nimero de repetidos de CAG en
diferentes muestras secuenciadas (biopsias de tejido prostatico y linea germinal leucocitaria
tanto de pacientes con diagnéstico de Cap, sin Cap y sanos). Cabe destacar que en linea
germinal no se encontraron las mutaciones somaticas sin sentido y de sentido erréneo

reportadas en la tabla 9.
Repetidos de CAG en tejidos prostaticos

Se secuencio el exén 1 del AR de 13 biopsias de tejido prostatico de pacientes con CaP,
adicionales a las 36 ya secuenciadas, alcanzando con ello 49 biopsias con CaP. Ademas,
de 49 biopsias que resultaron negativas histolégicamente para cancer prostatico, 19 fueron
elegidas aleatoriamente para secuenciar el exén 1 del AR. En total, se secuenci6 el exén 1
de AR de 68 biopsias prostaticas. La frecuencia de distribucién del numero de repetidos de



CAG de toda la poblacion de tejidos prostaticos analizados (n= 68) esta representada en la
Figura 11. Siendo el promedio de la poblacién en general, mayor a 22 repetidos de CAG
(23.07 £ 0.25).

201
18-
16
141
121
101

No. de muestras

SAEES I E A G A A I O
No. de Repetidos de CAG

Figura 11. Distribucién del nimero de repetidos de CAG en AR de la poblaciéon de

tejidos prostaticos (con y sin CaP).

Repetidos de CAG en tejidos prostaticos de pacientes con CaP

La frecuencia de distribucién de repetidos de CAG en la poblacién con CaP (n=49) esta
representada en la Figura 12. En el 51% de los casos el nimero de repetidos fue mayor a
22, el 40.8% igual a 22 y sélo 8.2% menor a 22. El nimero de repetidos de CAG mas
pequefio fue 19 y el més grande 27; los grados de malignidad predominantes fueron 7, 8 y
9.
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Figura 12. Distribucion del nimero de repetidos de CAG en el AR de tejido prostatico

de varones mexicanos con CaP.

Repetidos de CAG en tejidos prostaticos de varones sin diagnostico de CaP

De las 19 biopsias histolégicamente negativas para cancer prostatico que fueron
secuenciadas, al 36.8% se les asign6 un diagndstico de prostatitis, el 15.8% un diagnéstico
de hiperplasia benigna, el 36.8% no tuvo un diagnéstico determinado y el 10.8% no presenté
ningun tipo de patologia prostatica. EI nUmero de repetidos de CAG fue en un 73.7% mayor
a 22. El valor numérico de repetidos predominante fue 24 (21.1%). El nUmero de repetidos

de CAG mas pequefio fue 18 y el mas grande 30 (Figura 13).
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Figura 13. Distribucion del numero de repetidos de CAG en el AR de tejido prostatico
de varones mexicanos sin diagndstico de CaP. Las muestras identificadas como “Patologia no

prostatica” (barra verde) corresponden a pacientes con cancer de tipo testicular y de parétida.
Comparacién de poblaciones

La comparacion de la distribucion de repetidos de CAG entre la poblacién con CaP y la
diagnosticada sin CaP arrojé que el nimero mas frecuente en los dos grupos fue 23y 24
(promedio 22.82 + 1.62 vs. 23.74 + 2.85). Esta comparacion no fue estadisticamente
significativa (Figura 14). Sin embargo, hay una tendencia a que el numero de repetidos de
CAG en ambas poblaciones es mayor a 22 (Figura 15). Al realizar un analisis dicotdémico
de las poblaciones (22 vs. > 22) se encontro una diferencia estadisticamente significativa
entre la poblacion sin diagnostico de CaP con un ndmero de repetidos mayor a 22 y la
poblacion con CaP con un nimero de repetidos menor o igual a 22 (No CaP >22 vs CaP
<22), lo que sugiere que el nimero de repetidos de CAG <22 es un punto de corte para
CaP.
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Figura 14. Distribucién del niamero de repetidos de CAG en AR, de acuerdo a la

poblacion con CaP y sin diagndstico de CaP. Prueba de Kruskal-Wallis, valor P=0.061, a=0.05
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Figura 15. Comparacion del numero de repetidos de CAG (<22 vs. > 22) entre la

poblacién con CaP y sin diagnéstico de CaP. Prueba de rango multiple de Duncan, a=0.05



Correlacion de las caracteristicas clinicas con el niumero de repetidos de CAG

En este estudio no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre el
namero de repetidos de CAG vy las caracteristicas clinicas de los pacientes con CaP. Sin
embargo, se observaron tendencias positivas entre el promedio de repeticiones de CAG y
algunas caracteristicas clinicas. Los varones menores a 60 afios de edad presentaron en
promedio un menor nimero de repetidos (22.36+1.20) que los mayores a 60 afios (23.03 +
1.76). En el indice de masa corporal (IMC) de los varones analizados, el promedio de
repeticiones de CAG fue mayor en varones con obesidad (23.33 £ 2.18). Ademas, el nimero
promedio de repeticiones de CAG entre los varones con antecedentes familiares de CaP

fue menor (22.00 + 1.50), pero no fue estadisticamente significativo (Tabla 10).
Polimorfismo de repetidos de CAG del AR en linea germinal

Para examinar el polimorfismo del nimero de repetidos CAG en el exén 1 del AR en linea
germinal, se analiz6 el ADN leucocitario tanto de pacientes diagnosticados con CaP (n=14)
como de varones sin ninguna patologia prostatica denominados en este estudio como
controles (n=10). En la Tabla 1 del Anexo se describen las caracteristicas clinicas de dichas

poblaciones.

Posteriormente, se comparé la distribucion del nimero de repetidos de CAG entre
las muestras de linea germinal con CaP y los controles. El rango de repetidos de CAG para
los casos con CaP abarcé desde 18 a 28 y para los controles de 15 a 25. Los nimeros de
repeticibn mas frecuentes en ambas poblaciones fueron 18,19,21,22 y 23 (promedio, 23.64
+ 3.05 vs. 20.2 £ 3.29). No hay diferencia estadisticamente significativa entre ambas

poblaciones (Figura 16).



Tabla 10. Repetidos de CAG en el AR de acuerdo a las caracteristicas clinicas de la

poblacién con CaP.

Caracteristica

Edad
< 60 afios
> 60 afnos

Gleason
<7
>7

Lugar de nacimiento®
Ciudad de México
Centro

Suroeste

Occidente

IMC
Normal
Sobrepeso
Obesidad

Comorbilidad®
Ninguna

DM2

HTA

Ambas

Ex Fumador
No
Si

Historia familiar de CaP

No
Si

N= 49
(100%)

16 (32.65)
33(67.35)

4 (8.16)
45 (91.84)

26 (53.10)
14 (28.57)
3 (6.12)
6 (12.24)

15 (30.61)
25 (51.02)
9 (18.37)

25 (51.02)
11 (22.45)
5 (10.20)
8 (16.33)

26 (53.06)
23 (46.94)

40 (81.60)
9 (18.40)

Repetidos CAG; Media + DE

a Coeficiente de correlaciéon de Pearson.

b a=0.05

22.36+1.20
23.03+1.76

22.75+0.96
22.82 +1.67

22.89+1.84
22.79+1.12
22.33+0.58
22.83+2.14

22.73+1.03
22.68 +1.70
23.33+2.18

22.64+£1.29
22.45+1.22
24.40+1.94
22.88+2.42

22.96 £1.95
22.65+1.15

23.00 +1.60
22.00+1.50

ra

0.192

0.012

-0.038

0.109

0.151

-0.097

-0.242

Valor de PP

0.186

0.933

0.796

0.455

0.301

0.509

0.094

¢Lugar de nacimiento: Ciudad de México. Centro: Estado de México, Hidalgo, Puebla y
Tlaxcala; Suroeste: Guerrero y Chiapas; Occidente: Guanajuato y Michoacan.

4 Comorbilidad: DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; HTA: Hipertension arterial.
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Figura 16. Distribucion del numero de repetidos de CAG en AR, entre casos Yy

controles en linea germinal. Prueba de Kruskal- Wallis, valor P=0.524, o =0.05.

Por dltimo, se realiz6 la comparacion pareada entre las biopsias de tejido prostatico y las
muestras de linea germinal leucocitaria de la misma poblacion de individuos con CaP
(n=11). Para ambas poblaciones el nimero de repeticiones CAG mas frecuentes fueron 22,
23,25y 26 (23.62 +3.10 vs. 22.62 + 1.56; P=0.26). Existe correlacion positiva entre ambas
poblaciones (r=0.27, P=0.35), es decir, si el numero de repetidos CAG es grande en tejido
prostatico también lo serd en linea germinal leucocitaria e igualmente con valores
pequefios. Sin embargo, el valor del coeficiente de correlaciéon r es muy pequefio, apenas
sobrepasa el cero, por lo que la relacion directa entre ambas poblaciones no es patente y

no es estadisticamente significativa (Figura 16).
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DISCUSION

En México, el cancer de préstata es actualmente la primera causa de morbilidad y
mortalidad entre los varones [21]. El receptor de andrégenos es un gen clave implicado en
la etiologia y la oncogénesis de este cancer, es decir en el desarrollo de la enfermedad, la
progresion, la repuesta al tratamiento hormonal inicial y la subsecuente resistencia a las
terapias hormonales. En este trabajo se identificaron mutaciones y/o polimorfismos en el
receptor de andrégenos de tejidos prostaticos de pacientes mexicanos con cancer de

préstata.

Para identificar posibles mutaciones en el receptor de andrégenos, se recolectaron
muestras prostéticas de pacientes originarios de las regiones Ciudad de México, Centro,
Occidente y Sureste del pais. La distribucién regional observada se correlaciona con la del
Registro Nacional Histopatologico de Cancer de 1993 a 2002 [27]; que reporta que la
Ciudad de México es el sitio con mayor prevalencia de la enfermedad prostatica, seguido

por los estados del centro y sur del pais.

Si bien, en este estudio la correlacion entre el grado de malignidad de los tumores y
el APE de los pacientes no fue estadisticamente significativa, si observamos una tendencia
en la que los pacientes llegan al hospital con la enfermedad en estados de intermedios a
avanzados y con ello pronoésticos de regulares a malos. En otros estudios esta tendencia

ha sido extensivamente descrita [28-31].

De las mutaciones somaticas sin sentido y de sentido erréneo identificadas en este
estudio, s6lo una ha sido previamente reportada por Yeh y colaboradores en el afio 2007
[29] y posteriormente anexada a la base de datos de mutaciones del gen de Receptor de
Andrégenos publicada en el afio 2012 por Gottlieb y colaboradores [6]. Se trata del cambio
del aminoacido Glutamina por Histidina en la posicion 90 (Q90H), que se encontré en un
varon con carcinoma hepatocelular primario [6,32]. El resto de las mutaciones sin sentido y
de sentido erréneo encontradas son exclusivas de las muestras secuenciadas en este
trabajo, es decir, no se han sido reportadas en otros estudios. Sin embargo, al tener poca
representatividad numérica, dificlmente se podrian tomar como especificas para la

poblacion de varones mexicanos.

Si bien hay més de 100 mutaciones somaticas reportadas en varones con cancer
prostatico (ver Figura 5), las mutaciones del receptor de andrégenos en una etapa temprana

del cancer o del cancer no tratado son muy raras, pero son comunes en el cancer resistente
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a la castracion, presentandose en el 10 a 30% de los pacientes previamente tratados con
antiandrégenos de primera generacion, como la bicalutamida y especialmente la flutamida
[33]; es quiza por ello que en este estudio no se encontré un namero significativo de

mutaciones puesto que el tejido prostatico provenia de pacientes sin tratamiento previo.

El gen AR contiene la repeticion altamente polimérfica (CAG)n en el exén 1 que
codifica un tracto de glutamina en el dominio de transactivaciéon N-terminal de la proteina,
activado solo después de que el RA se une a su ligando [34]. El nUmero de repetidos de
CAG en el ADN de varones sanos varia entre 11 y 31 repeticiones. La longitud del tracto
de poliglutamina esta inversamente correlacionada con la actividad transcripcional del
receptor, es decir, se ha asociado tramos mas largos con niveles méas bajos de transcripcion
mediada por el receptor de andrégenos en estados normales y de enfermedad [35-37]. Sin
embargo, el promedio en el nimero de repeticiones de CAG ha sido discrepante entre
poblaciones y alun mas su asociacion con el cancer de prostata [38-40]. En numerosos
estudios se ha reportado que la longitud promedio del tracto (CAG), de la poblacién
afrodescendiente es ligeramente mas corta que en la poblacién caucasica, mientras que la
poblacion asiatica tiene un nimero de repeticién mas largo que las otras razas. En decir, el
namero promedio de repetidos de CAG en poblacién sana ha sido reportado entre 18 a 19
en afrodescendientes, 21 a 22 en caucdasicos y 22 a 23 en asiaticos, en donde un nimero
corto de repetidos de CAG en comparaciéon con el promedio segun la raza, se ha
relacionado con la alta incidencia de cancer prostatico, particularmente en poblaciones

afrodescendiente y caucasica [41].

A pesar de que hay numerosos estudios sobre el numero de repetidos de CAG y su
relacion con el CaP en la poblacion africana, caucésica y asiatica, s6lo hay unos cuantos
reportes en los que incluyen a la poblacion latina [39,40,42-44] y sélo un estudio en el que
la cohorte utilizada es totalmente mexicana y residente de la Ciudad de México. Este es de
hecho, el primer estudio publicado que examina el papel del numero de repetidos de CAG
como factor de riesgo para cancer de prostata en varones mexicanos, proponiendo como
un posible punto de corte (es decir, el valor o rango numérico estadisticamente significativo
que determina si un individuo presenta o no la enfermedad), el tener un nimero de repetidos
menor a 19. [45]. Por lo anterior, este trabajo es el segundo estudio enfocado en la

poblacién de varones mexicanos.

En este trabajo el nimero de repetidos de CAG, en promedio, fue de 22.82 + 1.62

en tejido prostatico de pacientes con CaP y de 23.74 + 2.85 en aquellos tejidos sin
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diagnostico de CaP. Al comparar ambas poblaciones no se encontrdé diferencia
estadisticamente significativa. Sin embargo, es notable que la tendencia en el nUmero de
repetidos de CAG en la poblacién sin cancer es ser mayor a 22 (valor tomado como punto
de corte de acuerdo a la secuencia del gen AR ubicada en el NCBI). Tanto en las muestras
analizadas de tejido como de linea germinal (casos y controles) los nUmeros mas frecuentes
fueron 22,23 y 24; abarcando una distribucion general de 15 a 30 repetidos. Estos datos
sugieren que la poblacion mexicana posee un tracto de repetidos de CAG mas largo que
poblaciones caucasicas y afrodescendientes e igual 0 mayor que la poblacién asiatica.
Nuestros resultados son consistentes con dos estudios que incluyen a la poblacion
mexicana: el estudio de Ackerman y colaboradores [39] en donde el promedio de repetidos
de la cohorte hispana con ancestria mexicana es de 22.6+3.1, con un rango de repeticiones
de 12 a 31, y el estudio de O'Brien y colaboradores [41] que sefiala como promedio del
namero de repetidos de CAG en mexicanos 24.7 + 1.9, con un rango de repeticiones de 21
a 29. Ademas, los resultados de este trabajo sugieren como punto de corte para CaP el

tener un numero de repetidos menor o igual a 22.

En este estudio se encontraron algunas correlaciones positivas entre ciertas
caracteristicas clinicas y el numero de repetidos de CAG (IMC y HTA), pero ninguna es
estadisticamente significativa. Actualmente existen algunos estudios que han relacionado
el nimero de repetidos de CAG del receptor de andrégenos con diversas patologias no
relacionadas al cancer de prostata, como son las enfermedades cardiovasculares, la
ateroesclerosis y el perfil lipidico [46,47], en los que se sugiere que un namero corto de
repetidos es un indicador de susceptibilidad para la enfermedad. No obstante, segin
nuestros resultados los pacientes con sobrepeso y presion arterial alta tuvieron, en
promedio, un nimero largo de repetidos (23.33 = 2.18 y 24.40 *+ 1.94, respectivamente)

discrepando con lo ya descrito.

No se encontrd correlacion entre la agresividad del cancer (grado Gleason) y el
namero de repetidos de CAG; sin embargo, otros trabajos han sugerido que la longitud de
repeticion de CAG si puede asociarse con la agresividad de la enfermedad [38], pero aln

no hay una claridad evidente al respecto.

Este estudio sugiere una asociacion estadisticamente significativa consistente con
la mayoria de reportes en afrodescendientes, caucasicos y asiaticos en el que los casos

con cancer prostatico presentan un bajo numero de repeticiones [39,40] si se considera
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como punto de corte para la poblacién mexicana un nimero de repetidos menor o igual a
22.

En la literatura existen reportes que teorizan que la expansiéon del nimero de
repetidos de CAG (mayor a 31 repeticiones) en diferentes genes, sobre todo en aquellos
implicados en desordenes neurodegenerativos como es el gen HD en la enfermedad de
Huntington, el ATN1 en la atrofia dentato-rubro-palido-luisiana e incluso el AR en la atrofia
muscular espino-bulbar, es debida al incremento de codones de poli-CAG durante el
proceso de replicacion [48]. También se ha sugerido que existe un contexto genético de
residuos especificos conservados en eucariontes que han sido co-seleccionados con las
poliglutaminas a lo largo de la evolucion, flanquedndolas, determinando la expansién y/o
agregacion de repetidos [48-50]. Sin embargo, alin no hay nada concreto que explique por
qué el nimero de repetidos de CAG varia en un mismo gen entre poblaciones de la misma
especie, y aun menos hay informacion que explique por qué esta variacién puede derivar
en enfermedad, como por ejemplo en cancer prostatico. Es interesante que el gen AR de la
especie fésil Homo neanderthalensis tiene 22 repetidos CAG [51]. Asi mismo, las especies
de primates mas cercanas al ser humano, chimpancé y gorila, poseen 21y 9 repetidos de

CAG, respectivamente [52].

Entender el papel que juega el receptor de andrégenos en el desarrollo y progresiéon
de cancer ha sido el objeto de numerosos estudios alrededor del mundo, no asi en
Latinoamérica en donde las publicaciones referentes al tema son muy escasas. Es
necesario realizar estudios con cohortes mexicanas mas grandes para establecer
parametros que sean especificos de nuestra poblaciébn como los hay en poblaciones
caucasicas, asiaticas y afrodescendientes. Este trabajo tuvo como objetivo conocer los
polimorfismos genéticos del RA de la poblaciébn mexicana y asi poder contribuir a la
informacion que en un futuro pueda utilizarse para el reducir el riesgo de morbilidad y

mortalidad por cancer prostatico



CONCLUSIONES

Se identificaron cuatro mutaciones somaticas sin sentido y de sentido erroneo
(W92X, L110M, L145V y V245V) en el exdn 1 correspondiente al dominio N-terminal
del gen de receptor de andrégenos que no habian sido reportadas en biopsias

prostaticas de varones mexicanos con cancer.

Se encontrd que el nimero de repetidos de CAG (glutamina) en la cohorte mexicana

tiende a ser mayor a 22.

Se propone como posible punto de corte para CaP un namero de repetidos de CAG

menor o igual a 22.

PERSPECTIVAS

Evaluar bioguimicamente las variantes del RA con menor y mayor niamero de
repetidos de CAG.
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ANEXO

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio de acuerdo a casos y controles en

linea germinal.

Caracteristica

Edad (afios)
Promedio
Rango

APE (ng/mL)
Minimo
Maximo

Gleason
7

8

9

10

Lugar de nacimiento?®
Ciudad de México
Centro

Occidente

IMC
Normal
Sobrepeso
Obesidad

Comorbilidad
Ninguna
DM2

HTA

Ambas

Ex Fumador
No
Si

Invasién perineural
No
Si

Historia familiar de CaP
No
Si

Casos Controles
n =14 (100%) n= 10 (100%)

61.79 + 7.54 57.80 + 8.53
42-82 51-79
0.6 0.6
2054 3.29
2 (14.3)
7 (50.0) NA
4 (28.6)
1(7.1)
10 (71.4) 10 (100.0)
3 (21.4)
1(7.1)
1(7.1)
9 (64.3) NA
4 (28.6)
6 (42.9)
3 (21.4) NA
2 (14.3)
3 (21.4)
7 (50.0) NA
7 (50.0)
2 (14.3) NA
12 (85.7)
8 (57.1) NA
6 (42.9)



aLugar de nacimiento: Ciudad de México. Centro: Estado de México y Tlaxcala
Occidente: Guanajuato

Preparacion de Buffer TBE (Electroforesis en gel)

1. Preparar solucion stock de 0.5 M EDTA (500 mL)

Pesar 93.05 g EDTA.
Disolver en 20 mL de agua bidestilada.
Ajustar pH a 8. Emplear NaOH.

Ajustar el volumen a 500 mL con agua bidestilada

Nota: El bromuro de etidio es mutdgeno y cancerigeno. Vista la ropa apropiada y la

proteccion necesaria para su manipulacion.

2. Preparar solucién stock de Buffer 10X TBE (Tris/acido borico/EDTA)

Disolver 108 g de Tris en 55 g de acido borico en 900 mL de agua bidestilada
Adicionar 40 mL de 0.5M NazEDTA (pH 8.0) (alternativamente utilizar 9.3 g
Na:EDTA)

Ajustar el volumen a 1 L con agua bidestilada

Guardar a temperatura ambiente

3. Preparar solucién de trabajo de Buffer TBE

Para electroforesis en gel, el TBE puede ser utilizada a una concentracion
de 0.5X (Diulucién 1:10 de la solucién stock). Diluir la solucion stock 10X con

agua bidestilada.

Solucidon stock de Bromuro de etidio 100 mL

Para preparar soluciones stock de 10 mg/mL, pesar 1g de bromuro de etidio
en 100 mL de agua bidestilada.

Agitar vigorosamente hasta disolver completamente

Preparar alicuotas, guarda en frascos o tubos ambar, protegidos de la luz y
a4°C

Para geles de agarosa, usar entre 0.5y 1 ug por mL de solucion de agarosa



CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO Y ACEPTACION DE PARTICIPACION
1. Datos Generales
Investigador Principal:
Dr. Greco Hernandez Ramirez
Teléfono: 56280433
Correo electrénico: ghernandezr@incan.edu.mx

Titulo del Proyecto: Identificacion de nuevos blancos terapéuticos y de deteccién para
el cancer de préstata en poblacién mexicana.

Version del consentimiento: 2014
Sitio donde se realizara el estudio: INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA.
2. Participacion voluntaria.

Somos un equipo de médicos e investigadores del Instituto Nacional de Cancerologia, y
estamos investigando si en varones mexicanos hay ciertas mutaciones (cambios genéticos)
en el Receptor de Androgenos (RA) que se correlacionen con el desarrollo de cancer de
préstata. Esta investigacion nos ayudara a sentar las bases para el desarrollo de posibles
farmacos que detengan o ayuden a controlar esta enfermedad.

Su médico le ha diagnosticado un probable cancer de préstata, por lo que le estamos
invitando a participar en esta investigacion para analizar cuales mutacionesen el Receptor
de Andrégenos estan presentes en pacientes mexicanos con cancer de prostata. Se espera
gue participen 50 hombres con esta enfermedad, cuya participacién es totalmente
voluntaria.El negarse a participar no influird en el tratamiento al que tiene derecho como
paciente de la Institucién. Asi mismo, el paciente recibira respuesta a cualquier pregunta,
duda o aclaracién acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos
relacionados con la investigacién y el tratamiento. El investigador se compromete a
proporcionarle informacion actualizada obtenida durante el estudio, aunque ésta pudiera
afectar su voluntad para continuar participando.

3. Informacién para el Paciente sobre la justificacion y objetivos del procedimiento.

Todos los tumores se desarrollan como resultado de cambios que se presentan en el
material genético humano; estos cambios se llaman mutaciones. Las mutaciones pueden
afectar la forma en que las células del cuerpo funcionan. El Receptor de Andrégenos es
una molécula muy importante para el funcionamiento correcto de la préstata. Al parecer, las
mutaciones en esta molécula alteran su funcién provocando el inicio y progresién al cancer
de préstata. En esta investigacion estamos analizando si en varones mexicanos los tumores
de prostata presentan algun tipo de mutaciones en elReceptor de Andrégenos. Esta
informacién es muy relevante para desarrollar en el futuro algan tratamiento que funcione



mejor que los tratamientos actuales en el control del cancer de prostata en varones
mexicanos.

Le estamos invitando a participar en un estudio de investigacion para evaluar las
muestras de tumor obtenidas de Usted para poder estudiarposibles mutaciones en el RA,asi
como para analizar las caracteristicas genéticas del tumor que usted desarrollé. Para este
estudio se espera que participen 50 hombres mexicanos con probable diagnéstico de
cancer de préstata. Su participacion es absolutamente voluntaria y no afectara su atencion
médica.

4. Datos propios del procedimiento: Toma de Biopsias.

Si Usted acepta participar en esta investigacion, antes de iniciar el tratamiento le sera
tomada una muestra de tejido tumoral (biopsia) para un diagndstico histopatoldgico. Una
muestra adicional de tumor le sera tomada para nuestra investigacion. Este procedimiento
es parte de las tomas de biopsias convencionales y necesarias para su diagnéstico, por lo
que su participacion en la Investigacion no implica que Usted se someta a un procedimiento
clinico adicional. Si ya usted cuenta con una muestra de tumor para el andlisis de las
mutaciones (es decir, la muestra que pudiera ya haber sido obtenida, probablemente de
una biopsia que se realizé cuando se diagnosticé por primera vez el cancer de prostata),
no sera necesario obtener otra, siempre y cuando su médico lo considere necesario. Las
muestras de tejido normal seran obtenidas del Departamento de Patologia del Instituto.

Posteriormente a la toma de las muestras, haremos determinados analisispara
estudiar sus células tumorales. Dichos analisis no traeran consecuencias para Usted. Sélo
serviran para la obtencion de una descripcidn precisa de las caracteristicas de su tumor.

Una vez realizados estos estudios, Usted recibira su tratamiento con cirugia,
radioterapia o bloqueo androgénicode rutina, mismo que se deriva de su diagndéstico y que
no tiene relacién con este estudio.Usted sera valorado por un médico en cada visita y le
serdn evaluados los niveles del antigeno prostatico especifico (APE) para medir la
respuesta a su tratamiento.

5. Beneficios.

Si Usted acepta participar en esta investigacion, no recibird un beneficio directo de los
resultados de este estudio. Sin embargo, si participa en esta investigacion podremos
conocer cuales son las mutaciones en el material genético que Usted presenta y si alguno
de estos cambios podrian estar relacionados con la mejor respuesta a algun tratamiento en
particular. Estos datos seran de utilidad en el futuro para poder establecer mejores métodos
de tratamiento y de diagndstico para los hombres mexicanos que desarrollan cancer de
prostata. Cualquier informacién derivada directa o indirectamente de esta investigacion, le
sera informada.

La informacién obtenida en este estudio podria ayudarnos en el futuro a mejorar el
control y la prevencion de la enfermedad para otros pacientes.

6. Riesgos.



Este estudio no representa ningun riesgo para Usted. Los procedimientos antes
mencionados son necesarios para poder realizar un analisis adecuado y preciso de los
cambios en el material genético.

7. Procedimientos alternativos.

Si decide no participar, Usted seguira con su tratamiento y atencion en el Instituto de
manera normal.

8. Responsabilidades del paciente.

Si Usted acepta participar en la investigacion, Usted debe permitir la realizacion de la toma
de las biopsias antes de iniciar el tratamiento. Es muy importante que cumpla también con
el tratamiento recomendado por su médico. Usted ayudara mucho si le dice a su Médico
cualquier molestia que presente durante los procedimientos.

9. Confidencialidad.

Sdlo su Médico vy los investigadores de este estudio sabran que Usted esta participando en
el estudio. Los documentos que lo identifican a Usted seran confidenciales.Los registros
gue se hagan se haran identificAndolo s6lo con un c4digo y no con el nombre; sin embargo,
su Médico y los investigadores de este estudio podran revisar su expediente clinico y/o los
datos clinicos del estudio sin violar su confidencialidad como parte de su actividad de
supervision del estudio.Si los resultados de este estudio son publicados, Usted no sera
identificado por el nombre.

10. Compensacion.
Usted no recibira remuneracion alguna por su participacion.
11. Indemnizaciones y pago de eventos adversos.

Dado que en este estudio no hay riesgode eventos adversos ni de prejuicios a su persona,
este estudio no implica indemnizaciones ni tratamiento de ningun tipo.

12. Terminacioén del estudio.

Usted entiende que su participacion en el estudio es voluntaria. En cualquier momento
usted puede retirar su consentimiento a patrticipar en el estudio, sin que su tratamiento
médico posterior se vea afectado. Su Médico también podra detener el estudio por razones
médicas u otras razones.

13. Personas a contactar.

En caso de dudas sobre su participacion en este estudio, podra contactar al Dr. Miguel
Angel Jiménez Rios, Jefe del Departamento de Urologiaal teléfono 56 28 04 00.En caso de
dudas sobre sus derechos como paciente que participa en un estudio clinico, contactar a la
Presidenta del Comité de Etica en Investigacion: Dra. Myrna Candelaria Hernandez al
teléfono: 562804 00 ext. 338



14. Firmas.
Del Paciente:

Yo

he leido y comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados con fines cientificos, por lo que acepto participar en el estudio:
Identificacion de nuevos blancos terapéuticos y de deteccién para el cancer de
préstata en poblacion mexicana.

Nombre:

Direccion:

Teléfono:

Fecha:

Firma

Del Testigo 1:

Nombre:

Direccion:

Teléfono:

Parentesco con el paciente:

Fecha:

Firma

Del Testigo 2:

Nombre:

Direccion:

Teléfono:




Parentesco con el paciente:

Fecha:

Firma

Del Investigador o persona autorizada para latoma del consentimiento informado:

Nombre:

Teléfono:

Fecha:

Firma

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA, Avenida San Fernando No. 22, Ciudad de
México, CP 14080; Teléfono: 56280400
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