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Resumen

Palabras clave: Micro-ARNs; Hiperplasia Prostatica Benigna; Firma molecular; Glandula prostatica; Volumen prostatico

Introduccién: En México, la hiperplasia prostatica benigna es la primera causa de consulta en los servicios de Urologia. Se caracteriza por
un incremento en la proliferacion del tejido que genera sintomas que afectan la calidad de vida de los pacientes y representa un gasto para
ellos y las instituciones de salud. Los Micro-ARNs (miARNS), son pequefios ARNs endégenos que actian como reguladores de la expresion

génica y podrian servir como posibles biomarcadores para identificar el tamafio prostatico y el posible curso de esta enfermedad.

Material y Métodos: Estudio descriptivo, prospectivo, analitico, transversal, longitudinal, de casos y controles. Se analizaron 17 casos y 6
controles. Los casos eran representados por pacientes mayores de 50 afios que acudieron a consulta externa de urologia del Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez” del 14 de diciembre de 2020 al 17 de abril del 2023, con diagnostico de hiperplasia prostatica benigna; los
controles eran representados por pacientes menores de 50 afios sin diagnéstico histopatoldgico de hiperplasia prostatica benigna registrados

en la base de datos del Instituto de Ciencias Periciales y Ciencias Forenses del 14 de diciembre de 2020 al 17 de abril del 2023.

Resultados: De la muestra de tejido prostatico obtenida de los casos y controles, se obtuvieron lecturas cuantificadas por Nanodrop ND-
1000, posteriormente, se corrieron 20 arreglos para obtener los miARNSs expresados y con ellos, comparar las hiperplasias prostaticas en
general vs los controles, las hiperplasias de las préstatas grandes vs los controles, las hiperplasias de las préstatas medianas vs los controles
y las hiperplasias de las prostatas pequefias vs los controles. Con ello, se analiz6 el nimero de miARNS diferenciales expresados por grupo,
obteniendo 40 exclusivos para prdstatas grandes, 64 para préstatas medianas y 66 para préstatas pequefias. De los miARNSs que son Gnicos
de cada grupo, se encontré que el que presenté mas diferencias significativas fue la sub-expresion del hsa-miR-3135b en el grupo de

prostatas grandes y la sobre-expresion del hsa-miR-205-5p en el grupo de las prdstatas chicas.

Discusion: El promedio de edad de los casos fue de 70.7 afios, con un promedio de volumen prostatico de 150.2cc, un promedio de IPSS
de 14 puntos y en la mayoria de los casos, manejo con antagonista a-adrenérgico utilizado en promedio por 28 meses. Bajo la division por
tamafio de préstata, se obtuvieron 4 prostatas grandes, cuyo promedio fue de 306.6cc; 5 préstatas medianas cuyo promedio fue de 137ccy
8 prostatas pequefias, cuyo promedio fue de 80.4cc. Es importante mencionar que el material utilizado fue el tejido prostatico, sin embargo,

ya se estan haciendo estudios para obtener estos miARNS en sangre y orina.

Conclusion: Si bien, respecto a esta patologia no existen herramientas de prevencion, ya que las causas son inherentes al paciente, se
podrian identificar diferencias en la expresion de miARNs en tejido prostatico de diferentes volimenes para establecer un criterio predictivo
sobre el curso que puede tomar la enfermedad, con el fin de dar un manejo oportuno que evite el desgaste econémico y social de los

pacientes y de los sistemas de salud.



Introduccion

Antecedentes

Anatomia y Funcion de la Prostata

La prostata es una glandula exocrina que forma parte del sistema reproductivo masculino. La funcion de la prdstata es almacenar y secretar
un fluido ligeramente alcalino (pH=7.29) de apariencia blanquecina, el cual, constituye 25-30% del volumen del semen y proporciona
movilidad a los espermatozoides®. Anatdmicamente, se distinguen 4 zonas en la prostata: la zona periférica, la zona central, la zona de
transicién y el estroma fibromuscular. En la zona periférica, es donde se originan la mayor parte de los carcinomas prostaticos y es la zona

de transicion el sitio principal de hiperplasia benigna (Figura 1).2 2,

Histolégicamente, la prostata estd constituida por el epitelio glandular y el estroma fibromuscular. ElI primero esta compuesto
principalmente de tres tipos de células: basales, secretoras luminales y neuroenddcrinas®. Las células basales secretan componentes hacia
la membrana basal, en esta porcién hay células madre epiteliales de las cuales algunas se diferencian posteriormente a células epiteliales
luminales. Las células epiteliales luminales secretan componentes del fluido prostatico, expresan el receptor de androgenos (AR), secretan
el antigeno prostatico especifico (APE) y son dependientes de la sefializacion de androgenos. El estroma esta compuesto de fibroblastos,
células de musculo liso, células endoteliales, células dendriticas y algunas células infiltradas como mastocitos y linfocitos®. Aquellas células
estromales que expresan el AR producen factores de crecimiento que actlan de manera paracrina en las células epiteliales, esta interaccion
entre el estroma y el epitelio regula el crecimiento, desarrollo y mantenimiento del epitelio prostatico. La pérdida de la regulacion de la
sefializacion del AR, asi como de la comunicacién entre el estroma y el epitelio, estan asociados a algunas patologias de la prostata como
cancer de prostata (CaP) e hiperplasia prostatica benigna (HPB)®. Los andrégenos son necesarios para el crecimiento y la funcién normal
de la prostata, asi como promover el crecimiento tanto de las células cancerosas de prostata como las normales al unirse al AR y activarlo.

El AR estimula la expresion de genes especificos que hacen que crezcan las células de la préstata’.

Hiperplasia Prostética Benignha (HPB)

En México, la hiperplasia prostatica benigna es el tumor benigno més frecuente en el varédn a partir de los 50 afios. Es la segunda causa de

ingreso para intervencion quirdrgica y la primera causa de consulta en los servicios de Urologia®.

Histolégicamente, la HPB se caracteriza por un incremento en la proliferacién del tejido glandular, muscular o estromal dependiendo de la
activacion del tipo de células en su estructura (Figura 2)%. La prevalencia de la HPB es directamente proporcional al incremento de la edad,
a los 80 afios la posibilidad de presentarla es del 95%?°. Los cambios histoldgicos comienzan a partir de los 40 afios y el volumen de la
prostata incrementa aproximadamente 0.6mL por afio, asocidndose a una disminucion de la media de flujo urinario de 0.2mL por segundo,

aunque cabe resaltar que lo anterior no es una regla’®.



A pesar de que no es una enfermedad fatal, la morbilidad de la HPB es un riesgo potencial de complicaciones que disminuyen la calidad
de vida de quienes la padecen y causa enormes problemas sociales y financieros'!. La HPB se caracteriza por un progresivo pero discontinuo

crecimiento tanto en células estromales como epiteliales que conducen a una expansion de la glandula y sintomas clinicos.

En este padecimiento, existe una proliferacion no controlada de tejido conectivo, muscular y epitelio glandular en la zona de transicion. En
la HPB, la proliferacion celular conduce a un incremento en el volumen prostatico y a un incremento estromal del tono muscular
dependientes de la produccidn de testosterona y dehidrotestosterona?2. La primera fase de progresion involucra un incremento en los nédulos

de la zona periuretral y la segunda fase presenta un incremento significativo en la talla de los nédulos glandulares*®.

Los sintomas generados como consecuencia de dicho agrandamiento prostatico se caracterizan por un sindrome urinario irritativo bajo y

un sindrome urinario obstructivo, ambos, son evaluados mediante el indice internacional de sintomas prostéticos (IPSS).

La etiologia de la HPB aln es desconocida, en el pasado, la genética y la testosterona eran consideradas como las principales causas del
agrandamiento de la préstata; pero recientemente la dieta, el ejercicio, el estilo de vida y el sindrome metabdlico han sido reconocidos como

las principales causas de la HPB y han sido ampliamente investigadas®*.

Los andrégenos testiculares, son requeridos en la prostata para el desarrollo de la HPB, la enzima 5a-reductasa-2 (5-aR) es la encargada de
convertir la testosterona en dehidrotestosterona (DHT) y el principal andrégeno en la préstata constituyendo el 90% de andrégenos totales®.
En un desarrollo normal, el crecimiento de la prostata es regulado por la conversion de testosterona a DHT por la enzima 5-aR, pero se ha
encontrado que en aquellos hombres con una deficiencia de 5-aR o aquellos que fueron castrados a una edad temprana, no hay desarrollo

de HPB, a excepcién de reportes muy escasos*®.

Los procesos inflamatorios también juegan un papel importante, puesto que las citocinas contribuyen al agrandamiento de la prostata
mediante la induccidn de respuestas inflamatorias y factores de crecimiento epitelial. Los sintomas causados por la compresion de la porcién
de la uretra que pasa por la préstata, como la hiperactividad de la vejiga, inflamacion y distension, generan estrés oxidativo y formacion de
radicales libres asi como alteracion de los nervios alfa-adrenérgicos de la vejiga, resultando en frecuencia, urgencia e incontinencia urinaria

asf como nicturia y disuria?®.

Los factores de riesgo para la HPB incluyen el incremento de la edad, testiculos funcionales, sindrome metabdlico, historia familiar de
HPB, obesidad, historia de diabetes o etnia de origen africano® 17, La examinacidn digital rectal determina el tamafio, forma y consistencia
de la glandula prostatica, mientras que los niveles de APE hacen mas facil la deteccidn de HPB, ya que estos niveles se pueden correlacionar
con el tamafio de la prostata. Sin embargo, estos niveles pueden ser altamente variables y fluctuar basandose en la edad del paciente, etnia,
tratamiento farmacolégico y comorbilidad con condiciones urinarias. Debido a esta inespecificidad, el diagndstico de la HPB no puede

realizarse solo con los niveles de APE?,



El urinanalisis es recomendado como primer paso para excluir infecciones de tracto urinario, prostatitis, cistolitiasis, nefrolitiasis, cancer

renal y cancer de prdstata como causantes de los sintomas del tracto urinario bajo*’.

Los sintomas del tracto urinario bajo relacionado a HPB pueden tratarse por cirugia o terapia farmacoldgica. La eleccion del tratamiento
depende de la severidad de la enfermedad, el riesgo de progresion y la morbilidad del paciente. De cualquier manera, la eficacia de la
farmacoterapia permanece limitada®®. Los inhibidores de la 5-a-reductasa son farmacos de primera linea que bloguean la conversion de
testosterona a DHT, inhibiendo la hiperplasia prostatica, reduciendo el tamafio de la préstata y haciendo mas lenta la progresion de la
enfermedad. Al tomar este tratamiento de 2-6 meses se experimenta un 25% de reduccion en el tamafio prostético y en los sintomas causados
por la HPB?°, Estos farmacos pueden ser usados como monoterapia o combinarse con los antagonistas de los receptores alfa-adrenérgicos,

la terapia combinada es mas exitosa, pero, es asociada con mas reacciones adversas?.

Identificacion del Tema Prioritario

La Organizacion Mundial de la Salud, ha acelerado la “Estrategia y Plan Global de Accion sobre Salud y Envejecimiento” con el propdsito
de asegurar que todos los paises encaminen esfuerzos a las necesidades de salud en el adulto mayor. Hacia 2050 se estima que el 21% de
la poblacién sera mayor de 60 afios?. El adulto mayor padece principalmente de problemas cardiovasculares, psiquiatricos y metabolicos,
pero en varones la incidencia de enfermedad pulmonar y prostatica es alta. Las necesidades de salud del adulto mayor estan dictadas por

diferencias de género, padecimientos cronicos, comorbilidades y sus complicaciones.

Debido al aumento de la poblacién mayor de 60 afios, se pronostica que la prescripcion de medicamentos para controlar la hiperplasia
prostatica benigna comenzara a aumentar alcanzando proporciones mayores en unas cuantas décadas. Es importante sefialar que a México,
le estd tomando alrededor de 26 afios que el 15% de su poblacion sea mayor a 60 afios, mientras que a paises como EUA les ha tomado
poco mas de 60 afios. Por lo que la atencion hospitalaria para varones de méas de 60 afios con enfermedades de la prostata podria ser

insuficiente en los proximos afios?3.

Particularmente, los varones acuden a la clinica con un estado avanzado de sus enfermedades, entre ellas, la HPB, ya que solo acuden
cuando presentan sintomas. En muchos de los casos, en los varones, no existe una cultura de prevencion para llevar a cabo examenes

periddicos anuales, a diferencia de las mujeres, debido a diferentes circunstancias y cuestiones socio-culturales.

La prevalencia de HPB aumenta de forma lineal con la edad. Aproximadamente el 61% de la poblacién en México reporta sintomas del
tracto urinario bajo (LUTS), a partir de los 55 afios el 25% sufre sintomas obstructivos y a los 75 afios el 50% refiere ademas disminucion
de la fuerza y el calibre del chorro urinario?*. A nivel poblacional, existen factores de riesgo para el crecimiento prostatico obstructivo y
LUTS, entre ellos se encuentran: la genética, las hormonas esteroideas sexuales, los factores de estilo de vida modificables y la
inflamacion'. La evidencia sugiere que hay componentes genéticos fuertes para el crecimiento prostatico obstructivo y LUTS. El 50% de

los hombres sometidos a cirugia para crecimiento prostatico con menos de 60 afios de edad tenian una forma hereditaria de enfermedad,



esto ha sugerido un patrén autosémico dominante de herencia®®. Se estima que el costo anual aproximado destinado para el manejo de
pacientes con crecimiento prostatico obstructivo en EUA es de 4 mil millones de délares®. El 30% de los recursos hospitalarios actuales
corresponden al 20% de la poblacidn geriatrica, lo que significa que el 2% de la poblacidn, requiere el 30% de los recursos hospitalarios.
Por ello es importante el desarrollo de tecnologias que permitan un diagndstico y pronéstico de mayor precisién y que brinde una descripcion

més amplia del estadio del paciente, con el fin de disminuir los costos que implican los tratamientos para volimenes prostaticos mayores.

El obstaculo més grande es la inexistencia de reportes que identifiquen diferencias de expresion entre las glandulas prostéaticas de diferentes
volimenes que permitan establecer un criterio de predictivo sobre el curso que puede tomar la enfermedad. Por lo que es necesario establecer

un panel de expresién que permita disminuir la variabilidad en el diagnéstico y permitir que éste sea mas preciso.

Micro-ARNs (miARNS) como posibles biomarcadores de diagndstico

Desde el descubrimiento del APE y su medicién en sangre, éste se ha convertido en el estdndar de oro para la deteccién de problemas
prostaticos como cancer de prostata o hiperplasia prostatica benigna?’. Sin embargo, el APE ha demostrado ser una herramienta de
diagnostico poco especifica puesto que niveles elevados de APE no necesariamente son indicio de cancer, ya que los niveles elevados

también pueden ser causados por HPB, inflamacion de glandula prostatica o retencién urinaria?.

En los ultimos afios, se han postulado diversos marcadores especificos de enfermedades, principalmente cancer, dentro de estos se ha
planteado que los miARNSs podrian tener un papel importante como posibles reguladores de enfermedades uroldgicas?®. Estas moléculas
son pequefios ARNs enddgenos con un tamafio que varia de los 15-22nt de largo, los cuales, actian como reguladores de la expresién
génica al unirse por complementariedad de bases a sus ARNs mensajeros blanco, impidiendo su traduccién o generando su inestabilidad
y/o degradacion®. Dado que se ha reportado que los miARNSs regulan mas del 30% del genoma humano y que tienen un papel activo en la
regulacion de procesos fundamentales celulares, no solo tienen utilidad como biomarcadores, sino que también pueden servir como

indicadores de procesos involucrados en la biogénesis de la enfermedad, gracias a su funcién como reguladores post-transcripcionales®t.

La expresion aberrante de miARNS, asi como firmas especificas identificadas por diversos grupos de investigacion, demuestran el papel de
los miARNSs en la pato-fisiologia de diversas enfermedades y los muestra como muy buenos candidatos debido a su elevada estabilidad y
su capacidad de poder ser detectados o cuantificados en una gran variedad de tejidos y fluidos bioldgicos®2. A diferencia de los miARNs
tisulares en donde la medicidn es intrusiva, la medicién de los miARNSs en sangre y otros fluidos como la orina, permiten un diagnostico

minimamente invasivo, seguro y repetible®.

Dentro de las ventajas de los miARNSs encontramos que al ser expulsados al espacio extracelular podemos identificarlos en sangre periférica
ya sea dentro de vesiculas extracelulares o unidos a proteinas®, ademas, se ha comprobado que son estables en diversas condiciones, como
temperaturas elevadas, niveles bajos de pH o ciclos de congelacién/descongelacidn, lo que favorece a los miARNSs sobre otros marcadores

que pueden degradarse facilmente durante la manipulacion de la muestra. No solamente son capaces de indicar la presencia o ausencia de



la enfermedad, como otros biomarcadores, adiconalmente su nivel de expresion puede asociarse al estado de progresion de la enfermedad,
pronostico y puede ayudar en la eleccion del tratamiento, puesto que algunos miARNSs podrian estar relacionados al metabolismo de

farmacos.

Su expresidn puede observarse antes de la aparicion de sintomas clinicos, biopsias o estudios de imagen. Al ser detectados principalmente
por PCR en tiempo real, los miARNSs se vuelven biomarcadores mas sensibles que otros detectados por ELISA%. Ademas, la técnica de
amplificacion permite la deteccion de miARNSs partiendo de una concentracion muy baja a comparacion de otras moléculas basadas en

proteinas.

La tasa de crecimiento prostatico ha ganado importancia como factor predictivo y prondéstico, sin embargo, la asociacién de miARNs y el
tamafio prostatico asociado a HPB permanece limitado. La mayoria de los estudios se centran en la expresion diferencial de genes

especificos que podrian estar sobre o sub-expresados segun el tamafio o nivel de avance la HPB.

Diversos estudios han reportado una gran variedad de genes que podrian jugar un papel importante en el desarrollo y progresion de la

hiperplasia prostatica, los cuales podrian ser potenciales blancos de miARNS, de los cuales tenemos:

- NKX3.1: Actta como un factor de transcripcion y tiene un papel de regulador negativo del crecimiento epitelial en préstata.

- SMAD?2: Mide la sefializacion del TGF-B, de esta manera regula multiples procesos celulares como proliferacion celular, apoptosis
y diferenciacion. Se ha sugerido que existen cambios en los niveles de SMAD2 (disminuidos) en cancer de prostata, pero no se ha
encontrado evidencia de mutaciones o expresion anormal de su miARN3,

- SKP2: Mide la ubiquitinizacion y subsecuente degradacion en proteosoma de proteinas involucradas en la progresion del ciclo
celular (CDKN1B/p27kip), transduccidn de sefial y transcripcion. Otros estudios sugieren que la sola expresién de SKP2 es
suficiente para reducir los niveles de p27 e inducir hiperplasia, displasia y carcinomas de bajo grado en glandulas prostaticas de

raton®’.

Sin embargo hay otros genes que se han reportado que estan involucrados, pero sin tener atin conocimiento se su funcion en el desarrollo y

progresion de la HPB como TMSL8, CYP3A5, MAML3, ERG1, JUNB, ATPB3, ATF3 y NR4A2%,

Dentro de los primeros estudios de asociacion entre expresion génica e hiperplasia prostatica benigna, se encontrd que genes como
TEMFF2, HOXB13, NGFR, TGFBR2 y GSTT2 se encuentran sobre-expresados en prostatas de gran tamafio al igual que el gen KLK11.
La mayoria de estos genes son responsables de regular procesos como supervivencia celular, diferenciacion o apoptosis®. Estudios que
comparan muestras de cancer de prostata contra muestras de HPB, han encontrado que los genes BCL-2 y BAX tienen una sefial mas débil
en HPB, expresandose en el 98% y 92% de las muestras respectivamente. En el grupo de CaP los genes FAS y C-MYC fueron aquellos

que se expresaban de manera mas elevada“.



Con base en lo anterior y debido a las ventajas que presentan los miARNS, principalmente por su estabilidad en tejidos y fluidos, se perfilan
como potenciales biomarcadores. Se cree que estas moléculas (miARNS) podrian optimizar el tratamiento de la HPB. Su facil determinacion
podria permitir una estratificacion inicial de pacientes de acuerdo al volumen prostéatico, el seguimiento de pacientes para el monitoreo del

avance de la enfermedad, asi como la respuesta al tratamiento.

Planteamiento del problema

¢Existen diferencias de expresion en los perfiles de miARNSs que distingan a las prdstatas de gran volumen de los pacientes que padecen
hiperplasia prostatica benigna y que a su vez, permitan establecer un panel diferencial que brinde informacion sobre el desarrollo y

progresién de la enfermedad?

Para lo anterior, se debe considerar que la importancia de la hiperplasia prostatica benigna radica en su elevada frecuencia entre la poblacion
mexicana; en el Instituto Mexicano del Seguro Social otorg6 63,874 consultas a nivel nacional por esta causa; de esas consultas 60,246 se

otorgaron al grupo de 60 afios 0 mas, que es mas del 90% (94.3%)%L.

Los LUTS asociados a la HPB generalmente son progresivos y empeoran cuando el volumen prostatico es mayor, lo que significa que la

calidad de vida del paciente se va deteriorando cada vez mas, siendo un problema de importancia socioeconémica y médica.

Actualmente no existen reportes que identifiquen diferencias de expresion de miARNSs entre las glandulas prostaticas asociadas
principalmente al volumen prostatico, que permitan establecer un criterio predictivo sobre el curso que puede tomar la enfermedad. Por lo
que establecer un panel de expresién basado en miARNSs podria ayudar a disminuir la variabilidad en el diagndstico, aumentar la precision

y personalizar opciones de tratamiento.

De esta manera, los gastos en el sistema de salud se verian reducidos y la calidad de la atencién médica se veria reforzada al disminuir la

cantidad de pacientes por una mejor clasificacion de evolucién de la enfermedad segiin marcadores de tamafio prostatico.

En el estudio actual, se propone investigar los perfiles de expresion de préstatas con diferentes volimenes para establecer una herramienta
gue permita decidir qué pacientes son mas propensos a desarrollar grados mas elevados de hiperplasia y por lo tanto sintomas mas fuertes

comparados con aquellos pacientes que no lo desarrollaran.

Asi mismo, las terapias farmacoldgicas podrian darse de manera mas temprana y reducir gastos en el sistema de salud disminuyendo los
procesos quirdrgicos. Ademas, se espera proporcionar informacién valiosa que pueda ayudar a investigaciones futuras en el tema de

hiperplasia prostatica benigna, ya sea en temas aplicados al diagnéstico, prevencion o tratamiento.



Objetivo del estudio

Objetivo General

Identificar un perfil de miARNSs cuyas diferencias de expresion puedan servir como herramienta de asociacion entre la presencia de HPB y

severidad de sintomas, para aquellos pacientes que vayan a desarrollar prostatas de gran volumen.

Obijetivos Especificos

- ldentificar el perfil de miARNSs diferencialmente expresados en préstatas de gran volumen con respecto a vollimenes pequefios.

- Validar en una nueva cohorte de tejidos los miARNSs con una expresion diferencial significativa.

- ldentificar los genes blanco de los miARNSs asociados a gran volumen.

- Seleccionar aquellos miARNs que posean un nivel de expresion diferencialmente significativo asi como un papel biolégico
relevante para la patogénesis de la HPB.

- Realizar andlisis de correlacién de los niveles de expresion de miARNs asociados a prdstatas de gran tamafio con parametros

clinicos usados para la deteccion de HPB.

Material y Métodos

Generalidades

Estudio descriptivo, prospectivo, analitico, transversal, longitudinal, de casos y controles.

Poblacion de Estudio

- Casos; pacientes masculinos mayores de 50 afios que acudieron a consulta externa de urologia del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzélez” del 14 de diciembre de 2020 al 17 de abril del 2023, con diagnostico clinico de hiperplasia prostatica benigna.

- Controles; pacientes masculinos menores de 50 afios sin diagnostico histopatoldgico de hiperplasia prostética benigna registrados
en la base de datos del Instituto de Ciencias Periciales y Ciencias Forenses (INCIFO) del 14 de diciembre de 2020 al 17 de abril

del 2023.

Criterios de Inclusion

- Casos
o Pacientes masculinos mayores de 50 afios con diagndstico clinico de hiperplasia prostatica benigna.
o Sintomatologia de leve a severa con IPSS.

o APE < 10ng/mL al diagnéstico.



o Volumen prostatico >40mL por ultrasonido transrectal o abdominal.
o Tacto rectal no sospechoso.
o Aceptacién de ingreso a protocolo mediante firma de consentimiento informado.
- Controles
o Pacientes masculinos menores de 50 afios no reclamados en el INCIFO
o A los cortes prostaticos en la autopsia, con volumen prostatico <40ml y sin diagnostico histologico de hiperplasia
prostatica benigna.
o APE<10ng/mL.

o Documentacién de ingreso al protocolo.

Criterios de Exclusion

- Diagnostico histolégico de cancer de prostata.
- Ausencia de informacion respecto a volumen prostatico.

- Ausencia de informacion de antigeno prostatico especifico al diagnostico.

Criterios de Eliminacion

- Muestra insuficiente o inadecuada para perfil de miARNs

- Pacientes sin seguimiento o con informacién incompleta

Tamario de la Muestra

Acorde a la férmula corregida por continuidad de Fleiss para estudios de casos y controles, mediante el sistema EpiDat, debido a que no
conocemos la probabilidad de ocurrencia de factor estudiado (miARN’s en pacientes con HPB) decidimos utilizar una probabilidad (P1)
de 0.60, con una potencia de prueba del 90%, un error beta de 0.10, un error alfa del 0.10 y una proporcion de 3 casos por 1 control se
obtuvo un tamafio de muestra de 18 casos y 6 controles. 1 caso cumplio con criterios de eliminacion, por lo que finalmente se analizaron

17 casos y 6 controles.

Descripcion de Procedimientos

Seleccién de los pacientes y expedientes clinicos a analizar

- Para el grupo casos: Se tomd la base de datos epidemioldgica del Departamento de Urologia del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez” del 14 de diciembre de 2020 al 17 de abril del 2023, con un total de 18 pacientes. Se estratificaron los pacientes

acorde al volumen prostético (de 40ml a 100ml; de 101ml a 160ml y de 161ml en adelante) y posteriormente se analizaron los



expedientes clinicos de los pacientes y la disponibilidad de las muestras de patologia para establecer el cumplimiento de los
criterios de inclusion y exclusién.

- Parael grupo control: Se tomo la base de datos epidemiolégica del INCIFO del 14 de diciembre de 2020 al 17 de abril del 2023,
con un total de 6 pacientes. Se analizaron los expedientes clinicos de los pacientes y la disponibilidad de las muestras de patologia

para establecer el cumplimiento de los criterios de inclusién y exclusion.

Manejo de la Muestra

Todas las muestras analizadas por el Departamento de Patologia son fijadas en formalina y almacenadas en bloques de parafina para su
resguardo, se realiz6 la recoleccién estos blogues de cada uno de los pacientes previamente seleccionados. Las muestras se llevaron al

Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) en un lapso no mayor a 1 mes.

Se realizé una perforacién con un cilindro de 1um de diametro para extraer las células. Los cilindros de tejido obtenidos se cortaron en
trozos mas pequefios y se retird el exceso de parafina. Los trozos de ndcleos de tejidos se colocaron en tubos de 2mL y se procedi6 a la
extraccion de ARN de acuerdo con las instrucciones del fabricante segun el kit miRNeasy FFPE de Qiagen. EI ARN obtenido se cuantifico
en un equipo Nanodrop ND-1000 y se evalud la calidad de la extraccion mediante la proporcién de absorbancias 260nm/280nm y
260/230nm. Se selecciond aquellas muestras que tenian un minimo de concentracion de 50ng/ul. Para verificar la integridad del ARN, se

realizad un gel agarosa al 1.5% a 70 Volts durante 1 hora.

Las muestras que se usaron para microarreglos se ajustaron a una concentracion de 50ng/15uL, y se guardaron a -80°C hasta su uso para la

retrotranscripcion.

Microarreglos de muestras de ARN

La integridad del ARN se determind con un gel agarosa al 1.5%, en donde se identific las subunidades ribosomales 28S y 18S.
Posteriormente aquellas muestras en donde eran identificables estas dos unidades se Ilevaron a la unidad de microarreglos del INMEGEN
para que se realizara el anélisis de ARNSs pequefios en el small ARN chip de Agilent, el cual, determind la presencia de ARNs pequefios de
un tamafio de entre 4-22nt de largo. Las muestras se corrieron en arreglos GeneChip miARN 4.0 array de Affymetrix usando una

concentracion de 50ng/15uL por muestra.

El andlisis se llevd a cabo mediante el software TAC de Affymetrix en donde las lecturas de los arreglos se normalizaron y mediante la
comparacion con un grupo de muestras control se obtuvieron aquellos miARNSs con expresién diferencial en muestras de HPB con respecto
a los controles. Los pardmetros para determinar los miARNs con expresion diferencial eran un fold change (FC) o cambio de expresion o

veces de cambio +2, p<0.05 y FDR<0.01.



Se seleccionaron 20 miARNs con el mayor cambio de expresion al alza y 20 miARNSs con el mayor cambio de expresion a la baja con

valores de significancia estadistica.

Busqueda de blancos de miARNs

Los blancos de los miARNS seleccionados se buscaron en las siguientes bases de datos: TargetScan, miRWalk y microTCDS. Las bases de
datos usaron algoritmos y parametros de blisqueda que eran ajustados, siempre tomando en cuenta un valor de p<0.05, para los genes
seleccionados. Se seleccionaron aquellos genes blancos que se hallaban en por lo menos 2 de las 3 bases de datos utilizadas con significancia

estadistica.

Analisis de vias

Una vez seleccionados los blancos, se usaron las siguientes bases de datos: DAVID, String y miRPathway. Estas bases de datos identificaron
las vias celulares que se encuentran enriquecidas en blancos de determinados miARNs. Las vias se seleccionan segun el valor de
enriquecimiento y un valor de p<0.05. Con esto, se determiné si los miARNs poseen un papel biolégico importante involucrados en

determinadas vias relacionadas al crecimiento prostatico obstructivo.

Retrotranscripcion y PCR en tiempo real de miARNs

Las validaciones de la expresion de los miARNs seleccionados se realizé mediante PCR en tiempo real. Con el ARN obtenido de tejidos,
se realizd una retrotranscripcion usando el TagMan microARN reverse transcription kit de Thermofisher para generar cDNA.
Posteriormente se realizd la PCR en tiempo real usando 1uL de cDNA por muestra. Se usaron sondas especificas TagMan para cada

miARN, RNU44 como control interno y un spike in como control externo.

Resultados

Se obtuvieron muestras de 18 pacientes que cumplian los criterios de inclusion, de los cuales, 1 cumplia con criterios de eliminacion, por
lo que se obtuvo el mMIARN de 17 muestras de glandulas prostaticas con hiperplasia prostética benigna y de 6 controles (Tabla 1). Posterior

a realizar los procedimientos previamente descritos, se obtuvieron lecturas cuantificadas por Nanodrop ND-1000 (Tabla 2).

Se corrieron en total 20 arreglos Affymetrix gene chip miARN 4.0 array, realizando la normalizacion con el software de la plataforma de
Affymetrix. Con lo anterior, se obtuvieron los miARNSs diferencialmente expresados y con ellos, se realiz6 ANOVA de una via para obtener

el perfil diferencial, con p<0.05, FDR<0.5 y un fold change de -2 a 2.

El anélisis se realiz6 comparando las hiperplasias prostaticas en general vs los controles, las hiperplasias de las prdstatas grandes vs los

controles, las hiperplasias de las prdstatas medianas vs los controles y las hiperplasias de las prostatas pequefias vs los controles (Tabla 3).



Se tomo el nimero total de los miARNS diferencialmente expresados (DFE) (Tabla 4) y posteriormente se seleccionaron los 20 més sobre-
expresados y los 20 méas sub-expresados del grupo de hiperplasias prostaticas en general vs controles con una p significativa (Figura 3). A
continuacidn, se seleccionaron los miARNSs diferencialmente expresados (DFE) y con una p significativa en hiperplasias de las prdstatas
grandes (A) vs los controles, hiperplasias de las préstatas medianas (B) vs los controles e hiperplasias de las prdstatas pequefias (C) vs los
controles (Figura 4). Y se analizaron el nimero de miARNs diferenciales expresados por grupo, obteniendo 40 exclusivos para prdstatas

grandes, 64 para prostatas medianas y 66 para prostatas pequefias (Figura 5).

De los miARNs que son Unicos de cada grupo, se eligieron los miARNs con un FC por encima de media para realizar la busqueda de
blancos (Tabla 5). Posteriormente, se analizd la expresion de los miARNSs que se hallaron con mayor predominio en los distintos grupos de
prostatas. EI que present6 mas diferencias significativas fue la sub-expresados del hsa-miR-3135b en el grupo de prostatas grandes (Figura

6) y la sobre-expresion del hsa-miR-205-5p en el grupo de las préstatas chicas (Figura 7).

Discusioén

El crecimiento prostatico obstructivo es un padecimiento frecuente entre la poblacién y una de las principales causas de consulta de urologia.
Si bien, los factores asociados a que ocurra son inherentes al paciente y en la mayoria de los casos no son prevenibles, se pueden dar
medidas oportunas de manejo para evitar la progresion de la enfermedad y el desgaste econémico y social al paciente y las instituciones de
salud*2. Para lograr esto, se obtuvieron muestras de 18 casos de pacientes mayores a 50 afios, con diagnéstico clinico y de imagen mediante
ultrasonido vesicoprostatico o transrectal de hiperplasia prostatica benigna, con APE < 10ng/mL y tacto rectal no sospechoso, 1 de ellos,
presentdé muestra insuficiente para obtener un perfil de miARN, por lo que se eliminé y de 6 controles de pacientes no reclamados en el
INCIFO, menores a 50 afios, con volumen prostatico menor a 40ml tras la autopsia, sin diagndstico histoldgico de hiperplasia prostatica

benigna.

El promedio de edad de los casos fue de 70.7 afios, con un promedio de volumen prostatico de 150.2cc, si bien, el tamafio de préstata no
representa en muchos casos la gravedad de la sintomatologia, si se asocia a esta y a la indicacidn de iniciar o no manejo médico, o bien de
indicar un manejo quirtrgico. Con base en lo anterior, el promedio de IPSS fue de 14 puntos y en la mayoria de los casos, se ofertd6 manejo

con antagonista a-adrenérgico, el cual, se utiliz6 en promedio por 28 meses.

Una vez obtenida la muestra de tejido prostatico, se obtivieron lecturas cuantificadas por Nanodrop ND-1000, con las cuales, se corrieron

en total 20 arreglos normalizados extrayendo los miARNs diferencialmente expresados que podrian utilizarse como biomarcadores.

El analisis se realiz6 comparando los distintos tamafios de préstata, agrupados en préstatas grandes, 161cc o més; prostatas medianas, 101
a 160cc y prostatas pequefias, 40 a 100cc, comparadas contra los controles. Bajo esta division, se obtuvieron 4 prdstatas grandes, cuyo
promedio fue de 306.6¢c; 5 prdstatas medianas cuyo promedio fue de 137cc y 8 prostatas pequefias, cuyo promedio fue de 80.4cc. En

general el miARN mayormente expresado fue el hsa-miR-205-5p y el menormente expresado fue el hsa-miR-196a-5p, los cuales, ya se



conocia que se expresan en el contexto de hiperplasia prostatica benigna y que se busca utilizarlos como posibles biomarcadores para esta
patologia®, en este sentido, se busco identificar cuales eran los mas caracteristicos por cada grupo de tamafio comparativamente contra los
controles, identificando que en las prostatas grandes, el mas sobre-expresado era el hsa-miR187-3p y el mas sub-expresado el hsa-miR-
4487; en las prostatas medianas el mas sobre-expresado era el hsa-miR-187-3p y el mas sub-expresado el hsa-miR-6787-5p y en las
préstatas pequefias, el mas sobre-expresado era el hsa-miR-205-5p y el més sub-expresado el hsa-miR-4417, todos con una p <0.05y un
FDR <0.05 y finalmente, se busco identificar cuantos miARNSs eran caracteristicos de cada grupo, encontrando que las prdstatas grandes,
tienen 40 miARNS; las préstatas medianas 64 miARNs y las pequefias 66 miARNSs. Entre las prostatas grandes y medianas, se comparten

33 miARNS, entre las medianas y las pequefias 50 miARNS y entre las grandes y las pequefias 3 miARNS, todas comparten 43 miARNS.

Tras identificar lo anterior, se tomaron los miARNSs exclusivos de cada grupo y con ellos, se analizd cual tenia un FC por encima de la
media para que, con esto, se identificaran los miARNSs blancos que determinarian el curso de la enfermedad. El que present6 mas diferencias
significativas fue la sub-expresados del hsa-miR-3135b en el grupo de prdstatas grandes y la sobre-expresion del hsa-miR-205-5p en el

grupo de las préstatas chicas.

Es importante mencionar que el material utilizado fue el tejido prostético, sin embargo, ya se estan haciendo estudios para obtener estos
miARNS en sangre y orina, ya que la muestra se obtendria de un sitio menos invasivo y que podria aportar los mismos resultados. Aln
gueda mucha investigacion por realizar, sin emabrgo, con este trabajo, se busca dejar las bases para poder utilizar estos miARNs como
posibles biomarcadores, ya que su firma molecular en los distintos tamafios de prostata es caracteristica y nos permitiria tomar decisiones

oportunas para ofrecer un mejor diagndstico, tratamiento y pronéstico.

Conclusion

La Hiperplasia Prostatica Benigna es un padecimiento frecuente entre la poblacion mexicana y una de las principales causas de valoracion
por el servicio de urologia. Los sintomas asociados, generalmente son progresivos y en caso de manejo tardio pueden ser irreversibles,
teniendo que ofertar tratamientos médicos y/o quirtrgicos complementarios, lo cual, afecta la calidad de vida de los pacientes y las familias,

representando un impacto importante en el entorno del mismo paciente y de las instituciones de salud.

Si bien, respecto a esta patologia no existen herramientas de prevencion, ya que las causas son inherentes al paciente, se podrian identificar
diferencias en la expresion de micro-ARNSs en tejido prostatico, asi como en sangre u orina, entre las glandulas prostaticas de diferentes
volimenes que permitan establecer un criterio predictivo sobre el curso que puede tomar la enfermedad, con el fin de dar un manejo

oportuno que evite el desgaste econdémico y social de los pacientes y de los sistemas de salud.

Finalmente, esta investigacion, podria proporcionar informacion valiosa que pueda ayudar a investigaciones futuras en el tema de

Hiperplasia Prostatica Benigna ya sea en temas aplicados al diagndstico o tratamiento para ofrecer manejos integrales y de mejor calidad.
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Figura 1. Anatomia de la préstata. En la figura se observan las distintas zonas en las que se divide la glandula prostatica.
(Adaptada de Marzo et al., 2007)
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Figura 2. Representacion de una comparacion histoldgica de cortes de préstata normal y de prostata con HPB, sefialando l¢
zona de transicion como el sitio de patogénesis. (Adaptada de (Chughtai et al., 2016)

Muestra Edad Volumen Prostatico APE Edad de inicio aproximado de sintomas IPSS Manejo médico
(afios) / tiempo transcurrido a manejo
(Afios) (cc) (ng/dl) L (puntos)
quirdrgico

H1 61 86.7 2.1 61/ 3 meses 14 Antagonista o-
adrenérgico + Inhibidor
de la 5-aR

H2 74 61 7.7 66 / 8 afios 10 Antagonista -
adrenérgico

H3 68 95 6.2 68 / 3 meses 11 Antagonista a-
adrenérgico

H4 72 137 55 70/ 2 afios 11 Sin tratamiento

H5 65 138 7.5 65 /10 meses 20 Sin tratamiento

H6 72 78.6 6.3 71/ 1 afio 10 Antagonista a-
adrenérgico + Inhibidor
de la 5-oR

H7 65 83 4.1 64 /1 afio 12 Antagonista -
adrenérgico + Inhibidor
de la 5-aR




H8 82 293 50 82 /9 meses 21 Antagonista a-
adrenérgico
H9 69 548 5.0 69 / 5 meses 8 Antagonista -
adrenérgico
H10 69 156 6.7 69 / 4 meses 16 Antagonista -
adrenérgico
H11l 75 59.1 74 75/ 8 meses 24 Antagonista -
adrenérgico
H12 61 92.9 4.3 60/ 1 afio 17 Antagonista a-
adrenérgico + Inhibidor
de la 5-aR
H13 87 143 7.3 85/ 2 afios 11 Antagonista a-
adrenérgico + Inhibidor
de la 5-aR
H14 58 87 2.2 49 /9 afios 12 Antagonista -
adrenérgico
H15 78 210.4 9.3 71/7 afos 12 Antagonista a-
adrenérgico + Inhibidor
de la 5-0R
H16 80 175 5.6 75/ 5 afos 15 Antagonista o-
adrenérgico
H17 67 111 6.9 67 / 6 meses 18 Antagonista o-
adrenérgico
Tabla 1: Datos demogréficos de los pacientes incluidos
Nimero ID muestra | [ARN] (ng/uL) | 260/280 | 260/230
H1 104.93 1.92 2.15
H2 90.90 1.91 1.19
H3 90.67 1.87 1.92
H4 123.76 1.94 2.16
H5 95.17 1.89 1.90




6 H6 115.40 1.93 2.01
7 H7 98.78 1.89 2.14
8 H8 98.92 1.92 2.04
9 H9 97.83 1.90 2.17
10 H10 109.29 1.93 2.15
11 H11 27.99 1.85 1.05
12 H12 16.04 1.96 1.87
13 H13 98.53 1.93 1.93
14 H14 93.32 191 2.13
15 H15 85.44 1.86 1.85
16 H16 90.89 1.88 2.13
17 H17 14.38 1.80 1.06
18 C1 82.24 1.88 1.76
19 c2 88.99 1.94 1.94
20 C3 93.12 1.93 1.90
21 Cc4 102.36 1.93 2.13
22 C5 94.77 1.90 1.85
23 C6 96.63 1.88 221
Tabla 2: Valores de las lecturas cuantificadas por Nanodrop ND-1000

Grupos por Tamafio de la Glandula Prostatica | Muestra | Volumen (cc)
A: Grandes H8 293

H9 548

H15 210.4

H16 175
B: Medianas H4 137

H5 138

H10 156

H13 143

H17 111




C: Pequerias H1 86.7
H2 61
H3 95
H6 78.6
H7 83
H11 59.1
H12 92.9
H14 87

Tabla 3: Clasificacién por volumen prostatico de los pacientes

Préstatas en General Vs Control

Préstatas Grandes Vs Control

Préstatas Medianas Vs Control

Prostatas Pequeiias Vs Control

Tabla 4: Numero total de los miARNs diferencialmente expresados
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Grupo de microRNAs diferencialmente expresados

en tejidos de hiperplasia prostatica benigna
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Figura 3: Grupo de microARNSs diferencialmente expresados en tejidos con hiperlpasia prostatica benigna
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Figura 4: Grupo de microARNs diferencialmente expresados en prostatas grandes (A) vs los controles, hiperplasias de las préstatas

medianas (B) vs los controles e hiperplasias de las prostatas pequefias (C) vs los controles



Pequenas

Figura 5: Relacion del grupo de microARNSs diferenciales expresados por grupo

Todos los grupos comparten | Fold Change
hsa-miR-574-3p 3.34
hsa-miR-505-5p 9.7
hsa-miR-362-5p 7.24
hsa-miR-1180-3p 6.64
hsa-miR-6782-5p 3.97
hsa-miR-6743-5p -3

Grupo A Fold Change

hsa-miR-6510-5p 5.61

hsa-miR-3195 4.88

hsa-miR-181a-2-3p | 4.25

hsa-miR-6795-5p 3.49

hsa-miR-6808-5p 2.93

hsa-miR-1307-3p 2.86

hsa-miR-675-5p 2.78
hsa-miR-126-3p -2.62
hsa-miR-3135b -4.98

hsa-miR-4487 -6.57




Grupo B Fold Change

hsa-miR-27b-5p 14.8

hsa-miR-29b-2-5p | 10.1

hsa-miR-345-5p 7.45

hsa-miR-1271-5p 5.85

hsa-miR-2110 5.09

Grupo C Fold Change

hsa-miR-205-5p 797.74

hsa-miR-375 200.7

hsa-miR-200b-3p 92.52

hsa-miR-200c-3p 80.64

hsa-miR-141-3p 50.11

hsa-miR-182-5p 32.83

hsa-miR-200a-3p 32.67

hsa-miR-149-5p 25.82

hsa-miR-363-3p 24.17

hsa-miR-200b-5p 23.22

hsa-miR-1247-3p 20.69

hsa-miR-3620-5p -2.1

hsa-miR-6771-5p -2.16

hsa-miR-4632-5p -2.2

hsa-miR-4433b-3p | -2.32

hsa-miR-4741 -2.55

hsa-miR-885-3p -3.28

Tabla 5: Relacion por grupo de microARNs con un FC por encima de media
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Figura 6: miARNSs que se hallaron sub-expresados con mas diferencias significativas
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Figura 7: miARNSs que se hallaron sobre-expresados con mas diferencias significativa



