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RESUMEN
El cancer de préstata es la segunda neoplasia mas comun después del cancer de
piel en los varones y la segunda causa de muerte después del cancer de pulmon.
Asi mismo el cancer de prostata es uno de los principales problemas de salud
publica en todo el mundo pues se ha convertido en uno de los tumores mas
frecuentemente diagnosticados y es una de las principales causas de
incapacidad y de muerte en pacientes mayores a los 50 afos. Por otra parte,
todavia no se conocen los factores etioldgicos que participan en el inicio de esta
enfermedad asi como el porqué algunos tumores de los pacientes progresaran de
forma latente a invasiva.
Hay diferentes factores de riesgo al inicio y progreso de la enfermedad tales
como la edad, la etnia, habitos alimenticios asi como los polimorfismos genéticos
de ciertas proteinas que intervienen en su actividad individual, entre ellas las del
P450 pues se considera que algunos de sus citocromos pueden incrementar el
riesgo a desarrollar el cancer de prostata.
Por lo que el objetivo de la presente investigacion es el determinar como se
asocian los polimorfismos del citocromo P450 al desarrollo de esta patologia en
la poblacion mexicana.
A través del uso de tejido embebido en parafina y muestras de sangre periférica
de pacientes diagnosticados con CaP se realizo la extraccion de DNA, y una vez
revisada su integridad, la presencia/ausencia de los polimorfismos se llevo a cabo
por la técnica de PCR en tiempo real mediante el Analisis de alta Resolucion de

Curvas Melting (HRM).



ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common malignancy after cancer of skin in
men and the second leading cause of cancer death after lung. Likewise, prostate
cancer is a major public health problems worldwide as it has become one of the
tumors most frequently diagnosed and is a major cause of disability and death in
patients over 50 years.On the other hand, are not known etiologic factors
involved in the onset of this disease and why some tumors of patients will progress
to invasive latent form.

There are different risk factors to the initiation and progression of the disease such
as age, ethnicity, dietary habits and genetic polymorphisms of certain proteins
involved in individual activities, including the P450 and it is considered that some
of the cytochromes may increase the risk of developing prostate cancer.
So the objective of this research is to determine how the polymorphisms
associated cytochrome P450 to the development of this disease in the Mexican
population.

Through the use of paraffin-embedded tissue and peripheral blood samples of
patients diagnosed with CaP was performed DNA extraction, and a revised its
integrity, the presence / absence of polymorphisms was carried out by PCR

technique Real-time High Resolution Analysis of Melting Curves (HRM)



INTRODUCCION
A. CANCER DE PROSTATA
A.1. Definicion.

Bajo el nombre genérico de cancer se engloba al conjunto de enfermedades
que tienen en comun un crecimiento celular desordenado (tumor) y una
colonizacion tisular (metastasis), todo ello determinado por una mutacién inicial
seguida de la acumulacion de otras mutaciones sucesivas, esta enfermedad se
manifiesta con alteraciones bioquimicas de todo tipo a nivel celular, tisular y
particularmente por la aparicién de marcadores tisulares y tumorales (1).

Las lesiones epiteliales no invasivas en las glandulas prostaticas se han
descrito como parte de las transformaciones citolégicas y estructurales que
provocan el desarrollo del adenocarcinoma prostatico. (CaP), las neoplasias
intraepitelilaes prostaticas (PIN) se clasifican dentro de las neoplasias
epiteliales no invasivas, se originan en el tejido epitelial cilindrico simple de las
glandulas prostaticas considerandose como las principales precursoras de CaP
ya que muestran carcteristicas genéticas y morfolégicas de éste, aunque
carecen de invasividad. Las alteraciones que se llevan a cabo durante el
proceso carcinogénico en la prostata incluyen la pérdida de la formacion
glandular con el desarrollo de la morfologia anaplasica, pleomorfismo nuclear,
invasion de la membrana basal, incremento en la motilidad celular, perdida de

la inhibicion por contacto y la proangiogenesis (2).
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Figura 4. Cancer de la préstata

A.2. Epidemiologia.
Después del cancer de pulmoén, el adenocarcinoma prostatico (CaP) es la
segunda causa de muerte en la poblacion masculina a nivel mundial. Un total
de 30,350 hombres murieron de cancer de prostata en 2005, y en hombres de
mas de 55 afos de edad este padecimiento es responsable del 4% del total de
las muertes (3). La edad incrementa el riesgo de padecer cancer de prostata
en aproximadamente el 14% después de los sesenta afios. No obstante la
mortalidad de este cancer es relativamente baja cuando se compara con el
numero total de pacientes diagnosticados cada afio. En los Estados Unidos de
Norteamérica, se diagnosticaron 218,890 nuevos casos en 2007 y 27,050
defunciones siendo esta cifra tres veces mayor que el niumero de casos
diagnosticados con cancer en el tracto respiratorio (4). El numero de hombres
diagnosticados cada afio con este tipo de cancer se ha incrementado en un
30% en los pasados 25 afos y en la siguiente década se espera un incremento
igual. Se considera que la incidencia del cancer de préstata para el afio 2030
sea del doble, esto debido a la fuerte asociacion del cancer con la edad del
paciente, el mejoramiento de las técnicas de deteccidn y a los programas para

la deteccion temprana.

11



Jemal y Murray observaron que el numero de hombres diagnosticados con
CaP no es similar en las diferentes poblaciones raciales, ya que esta
enfermedad presenta una mayor incidencia en Afro-Americanos, intermedia en
los caucasicos y baja en las poblaciones asiaticas (5) .

Por otra parte, las autopsias y las muestras de biopsias revelan una alta
prevalencia del CaP en lesiones que no han sido diagnosticadas clinicamente,
por lo que se considera que entre el 15%-30% en hombres de mas de 50 afios
de edad asi como el 80% de pacientes con edad mayor a los 80 afios tienen
una lesién de CaP que no ha sido detectado (6).

En México, al igual que en el plano internacional, con la informacién disponible
en el periodo comprendido entre los afos 2004 al 2007, existe un incremento
en los casos de cancer. Durante 2004 se registraron de un total de 135 mil 708
egresos hospitalarios, 43.7% ocurrieron en varones; durante 2005, hay un
incremento de 1 429 casos (137 mil 137 en total); presentandose un aumento
de 8 mil 008 egresos hospitalarios mas por tumores malignos al reportarse 145
mil 145 casos, y en 2007 se registra otro crecimiento en los egresos
hospitalarios de 4 mil 375 casos. (7). En estudios realizados en México sobre
autopsias se ha encontrado que el 10.6% en los varones de 50 en a 59 anos,
el 43.6% entre los 80 y 89 afos y el 83% de los varones de 90 a 99 afos tienen
cancer de préstata (8).

Entre las entidades federativas hay amplias diferencias, destaca Nayarit, con
una tasa de 33 defunciones por cada 100 mil hombres de 25 afios y mas, le
siguen Jalisco (28.2), Michoacan (27.4) y Zacatecas (26.9). Quintana Roo
muestra la menor tasa (9.4) y su diferencia con Nayarit es casi de 24

defunciones por cada cien mil varones de 25 afnos y mas (9).
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Figura 4. Incidencia del cancer de préstata en la poblacién mexicana (INEGI 2007)

A.3. Factores de riesgo.

Se desconocen las causas especificas que determinan el inicio y la progresién
del cancer de préstata; sin embargo se atribuyen factores genéticos vy
ambientales en la evolucion de esta enfermedad. Se ha observado que los
individuos con un familiar de primer grado con CaP tienen un riesgo duplicado
de desarrollar la neoplasia, mientras que, en los casos con 2 o 3 familiares de
primer grado afectados el riesgo aumenta 5 a 11 veces (10).

Con respecto a la edad, hay una correlacion entre la edad del individuo y el
riesgo de padecer el cancer de prostata ya que después de los 50 afos de
edad la incidencia de este padecimiento aumenta 3 6 4 veces cada 10 afos,
mas del 90 por ciento de los casos se diagnostican en hombres de mas de 55
afos de edad (10).

El comienzo y la progresion de CaP esta influido por los andrégenos pues la
reduccion de sus niveles mediante castracion o terapia estrogénica tienen un

efecto paliativo en esta enfermedad (10).
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Los hombres cuyo padre o hermano tienen cancer de prostata tienen mas
riesgo de desarrollar la enfermedad. Esto es asi porque el cancer de préstata
esta relacionado con cambios 0 mutaciones de la estructura genética (ADN).
Cuanto mas joven y cercano el familiar diagnosticado, mayor el riesgo. La
historia familiar aumenta el riesgo de tener ciertas enfermedades como el
cancer de vejiga, rindn y piel (11).

La ingesta de grasas animales es un fuerte predisponente al cancer de préstata
pues se ha observado que los hombres que comen al menos 5 porciones de
comidas que contienen grasa animal al dia tienen mas riesgo de tener cancer
de préstata. Una de las razones puede ser que la grasa animal afecta los
niveles hormonales, que aumentan el riesgo de cancer de préstata, por lo que
la ingesta de comidas que contienen grasa animal como la carne de res, de
cordero, leche entera y carne de cerdo se consideran factores para el
desarrollo del CaP. ElI consumo de grasas, especialmente grasas
poliinsaturadas, muestra una alta correlacion con la incidencia y mortalidad de
cancer de prostata, ya que la grasa induce alteraciones en los perfiles
hormonales, el efecto de los metabolitos intermedios de la grasa actua sobre
las proteinas asi como con el ADN, induciendo la elevacién del estrés
oxidativo. Los retinoides, incluyendo la vitamina A, ayudan a regular la
diferenciacion y la proliferacion de células epiteliales, con una asociacion
positiva hacia el riesgo de cancer de prostata. (11)

Con respecto al consumo de alcohol y el riesgo de cancer de préstata, un
estudio, que incluyé a mas de 10, 000 hombres, encontré que los que bebian
mucho, o sea 50 gramos (1.7 onzas) de alcohol puro por dia, la cantidad que
se encuentra en cuatro copas de licor fuerte, cinco o mas dias de la semana,

tenian mas del doble de probabilidades de desarrollar este tipo de cancer. No
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hubo diferencia en el riesgo de cancer de prostata entre abstemios y los que
bebian de forma moderada. La mayoria de canceres de préstata son de bajo
grado, crecen con gran lentitud, y cien por ciento de los hombres que los
padecen tienen aproximadamente diez afios de sobrevida. La mayoria de los
hombres muere de otra cosa. Con el cancer de préstata de alto grado, la
sobrevida a los diez afos es de apenas 60 a 70 % (12).

El tabaquismo aumenta el riesgo de padecer el Cancer de Prostata, sobre todo
en hombres de la mediana edad (13). Existen mecanismos hipotéticos que
pueden explicar la asociacion entre el tabaquismo y el cancer de prostata, tales
como los cambios en los niveles hormonales en la circulacion y la exposicion
directa a los agentes carcindbgenos del cigarrillo. Un estudio basado en la
comparacion de 753 casos de hombres entre 40 y 64 afos diagnosticados con
cancer de prostata, con 703 hombres de edad similar en la misma region y sin
cancer de prostata, seleccionados al azar encuentra que el tabaquismo es
realmente un factor de riesgo muy importante para desarrollar cancer de
prostata (13). En particular, los fumadores activos parecen tener un riesgo
mas alto de desarrollar esta enfermedad relativamente en comparacion a los
no-fumadores. También existe una relacién entre la dosis de exposicidn, con un
aumento bastante significativo del riesgo a medida que se incrementa el
numero de afos fumando. El riesgo de cancer de prostata fue mucho mas
pronunciado en aquellos hombres con mas de 40 afios fumando quienes
tuvieron 1.6 veces mas probabilidad de presentar cancer y un riesgo aun
mayor de desarrollar formas mas agresivas de la enfermedad. Muy importante,
si una persona deja de fumar, hay una reduccion significante del riesgo para

contraer cancer de prostata, después de 20 afios de haber dejado de fumar el
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riesgo es casi el mismo que el de aquellas personas que nunca han fumado
(13).

A.4. Estadificacion.
Los carcinomas de la prostata, al igual que otras formas de cancer, se
clasifican en grados de malignidad y estadios de extensién. El estadio
anatomopatoldgico tiene como objetivo primordial el establecer el prondsticodel
padecimiento y elegir el tratamiento mas adecuado sobre la base de la
supuesta extension de la enfermedad (14).
Los sistemas de clasificacion clinica TNM (tumor, ndédulo, metastasis o
extension) y Whitmore-Jewett son los mas utilizados en la estadificacién de
CaP. La clasificacion TNM ha reemplazado al sistema ABCD para clasificar el
cancer de prostata y sigue después de la clasificacion de Gleasson. La T
significa tumor primario y representa la extensién del cancer dentro de la
préostata y en los tejidos directamente vecinos. La N significa nddulos linfaticos
y representa si el cancer de préstata ha invadido nodulos linfaticos cercanos,
mientras que la M significa metastasis e indica que el cancer ha invadido
tejidos lejanos como hueso y pulmones. Estas letras son seguidas por un
numero de 0 a 4 representando la extension del tumor y ocasionalmente alguna
letra mindscula que representa informacion adicional a la gravedad de este
padecimiento (15).
El sistema de Gleason es el método mas utilizado para analizar el grado
histolégico de diferenciacion. Se basa en los hallazgos histolégicos calificando
microscopicamente a las células desde bien diferenciadas (grado 1), hasta muy
indiferenciadas (grado 5). Debido a que los carcinomas prostaticos presentan
mas de un patrén histolégico este sistema también toma en cuenta la

heterogeneidad en las diferentes areas del tumor, estudiandose dos patrones
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estructurales (primario y secundario) sumando un minimo de 2 puntos y un
maximo de 10 puntos considerando que los grados 1y 2 son normales. Asi, un
Gleasson 10 sera en términos simples el mas grave de todos, y un Gleasson 2
totalmente normal. Para su clara evaluacion se debe reportar como la suma de
los dos factores, por ejemplo 7 (3+ 4), y cuanto mayor el nUmero mas grave
(16).
A.5. Marcadores tumorales.

La acumulacion de distintos eventos genéticos y moleculares determina el
fenotipo de un tumor dado. Existen rutas bioquimicas cuya alteracion parece
ser necesaria en el desarrollo de la mayoria de las neoplasias, ya que regulan
procesos celulares basicos en todas las células. Por lo tanto, un compromiso
en la integridad de estas rutas puede conducir al crecimiento incontrolado
caracteristico de toda neoplasia. La mayoria de neoplasias requieren, al
menos, la alteracion de tres rutas: control del ciclo celular, control de la muerte
celular programada y activacion de la ruta de mantenimiento de los telomeros
(17).

En los ultimos anos, el estudio de las alteraciones moleculares especificas
asociadas al desarrollo tumoral se ha centrado en el analisis del patron de
expresion génica del tumor. Una mejor comprension de los cambios
moleculares, asociados con el inicio y progresion del cancer de prostata provee
una base racional para el desarrollo de nuevas herramientas en el diagndstico
y prondstico, asi como nuevos blancos para la terapia. EI nuamero de
biomarcadores, ha crecido sustancialmente, asi como la comprension acerca
del inicio y progresion del cancer de prostata. Esta claro que a través de la

evaluacion, y la comprobacion clinica de especificidad de los marcadores
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moleculares, se mejorara y permitira hacer la diferenciacion entre el cancer de
préstata, prostata normal y HPB en una fase mas temprana (18).

A pesar de las severas limitaciones del antigeno prostatico especifico (PSA)
como marcador, la falta de especificidad y la dificultad en la identificacién de un
valor normal de corte, sus valores incrementados juegan todavia un papel
importante en el diagndstico de cancer de prostata (19).

El PSA es una glicoproteina perteneciente al grupo de las kalicreinas,
producida basicamente por las células epiteliales situadas en los tejidos prosta-
ticos y liquido seminal, codificadas por un grupo de genes en el cromososma
19q. Aproximadamente entre un 70% y 90% del PSA se presenta de forma
compleja (PSAc) ligado al a-1 antiquimiotripsina y una menor proporciéon al a 1
antitripsina. El PSA libre (PSAI) corresponde a un 10%, un 30% del PSA es
una forma generalmente inactiva y esta a su vez puede presentar varias
isoformas como se ha visto recientemente. El PSA libre en sangre periférica en
gran parte esta presente como forma inactiva. Recientemente nuevas
isoformas derivadas de este PSA libre han sido descubiertas, las conocidas
como bPSA originario de la porcidén benigna de la prostata (zona transicional) y
el proPSA o mas relacionado con la presencia de tumor o zona periférica. En
cualquier caso la porcién del PSA en sus diferentes formas puede interponerse
0 entremezclarse tanto en tejido benigno como tumoral si bien alguna de las
formas compleja, libre y nuevas isoformas de la porcidn inactiva pudieran ser
consideradas mas especificas para detectar este padecimiento (20).

La calicreina humana relacionada con peptidasa 2 (KLKZ2, previamente
conocido como hK2) es una serina proteasa producida por
la misma familia de genes como PSA. Datos obtenidos de tejidos con CaP

han demostrado que la KLK2 aumenta durante la progresion de este
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padecimientoy por lo tanto puede tener un uso como un biomarcador.
Estudios en suero han demostrado mejoras en el diagnéstico de CaP cuando
KLK2 se utiliza junto con el PSA total y fPSA, especificamente con respecto a
la extensién extracapsular y el volumen del tumor (21). La KLK2 proporcion6
también una mejor informacién pronostica independiente en comparacién con
el antigeno prostatico en relacion con el riesgo de recurrencia en hombres con
PSA de 10 mg/dl Los estudios de validacion adicionales se requieren para

dilucidar el potencial prondstico completo de KLK2 (22).

B. PROSTATA.
B.1. Anatomia.
La prostata es un érgano glandular fibromuscular que en condiciones normales
pesa aproximadamente 18 g, mide 3 cm de longitud, 4 cm de ancho y 2 cm de
profundidad. Esta localizada en el suelo pélvico, debajo de la vejiga urinaria
(figura 1). La prostata tiene superficies anterior, posterior y lateral con un
vértice estrechado por debajo y una base ancha por arriba, esta envuelta por
una capsula compuesta de colageno, elastina y musculo liso. La superficie
posterior se fusiona con la fascia de Denonvilliers y las superficies anterior y
lateral se adhieren a la fascia endopélvica. El vértice de la prostata se continua

con el esfinter uretral estriado.
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Figura 1. Ubicacién anatéomica de la prostata.

En la base, el tejido fiboromuscular se fusiona a las fibras longitudinales del
detrusor, pero sin formar una capsula verdadera que separe la prostata de la
vejiga. La uretra se encuentra mas proxima a la superficie anterior y discurre a
lo largo de la prostata. La cresta uretral se proyecta hacia adentro desde la
linea media posterior, discurre en la longitud de la uretra prostatica y
desaparece en el esfinter estriado, a cada lado de la cresta se forma un surco
(senos prostaticos) en el cual drenan todos los elementos glandulares. En su
punto medio la uretra prostatica gira hacia adelante y forma el angulo uretral
que divide la uretra prostatica en dos segmentos: proximal (pre-prostatica) y
distal (prostatica). En el segmento proximal el musculo liso circular forma el
esfinter uretral interno. Mas alla del angulo uretral todos los elementos
glandulares principales de la prostata se abren en la uretra prostatica (23).

Desde el punto de vista anatomico, la prostata puede diferenciarse en tres

zonas: la zona periférica (ZP), central (ZC) y la de transicion (ZT) (23).
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Figura 2. Division de la prostata.

La ZP es la subdivision anatomica de mayor tamafo. Compuesta por tejido
secretor, contiene un 75% del tejido glandular. Corresponde a la region donde
normalmente se desarrolla la neoplasia intraepitelial prostatica y el carcinoma
de préstata. La ZC, que representa aproximadamente el 25% de la masa
glandular total de la prostata, se encuentra envolviendo a los conductos
eyaculadores. Se diferencia de la ZP y de la ZT por sus caracteristicas
glandulares tanto morfolégicas como histoldgicas. Presenta una longitud de sus
conductos mayor que el resto de las areas y el citoplasma de las células
secretoras es mucho mas granular y oscuro. Los nucleos son relativamente
mas largos y dispuestos a diferente altura en las distintas células que
componen la glandula (24).

La ZT, corresponde al 5% restante de la préstata, esta formada por un pequefio
conjunto de conductos que proceden de un mismo punto en la union entre los
segmentos proximal y distal de la uretra. Es la principal regién donde se origina
la hiperplasia prostatica benigna (24).

Desde el punto de vista clinico la préstata tiene 2 I6bulos laterales separados

por un surco central que es palpable en el examen digital rectal y un Iébulo
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medio que puede proyectarse en la vejiga en los hombres de edad avanzada
(24).

B.2. Histologia.
La préstata se compone de unas 40 glandulas tubuloalveolares que se vacian
en unos 20 conductos excretores independientes. A su vez estos desembocan
en la uretra, a ambos lados del coliculo seminal. Las glandulas estan incluidas
en un estroma, compuesto en su mayor parte de células musculares lisas,
separadas por hebras de tejido conectivo. La musculatura conforma una masa
muy densa alrededor de la uretra y por debajo de la capsula, que es delgada,
pero fuerte, y presenta caracteristicas similares al estroma, al que esta muy
unida (25).
Los alveolos tienen forma muy irregular, dado que la lamina propia, recubierta
por tejido conectivo, forma evaginaciones a la luz. El tamafio de los alveolos es
muy variable. Estan revestidos por epitelio cubico a cilindrico pero también
pueden aparecer células basales, por lo que el epitelio se transforma en
pseudoestratificado. El citoplasma contiene abundantes granulos de secrecion
y con microscopia optica y electronica se distinguen lisosomas dispersos, que
contienen fosfatasa acida (25).
El epitelio de los conductos excretores es cilindrico simple y por ultimo se
transforma en epitelio de transicion, cerca de la desembocadura de uretra. La
prostata se caracteriza por la presencia, en los alveolos, de cuerpos amilaceos,
redondos y eosindfilos. Los alveolos poseen zonas concéntricas y llegan a
medir mas de un milimetro y estan compuestos por depdsitos de ciertas
glucoproteinas, el amiloide, que le da el nombre. La cantidad de cuerpos
amilaceos aumenta con la edad. También se pueden calcificar, y entonces se

denominan calculos o concreciones. Los cuerpos amilaceos pueden aparecer
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en el esperma. El epitelio descansa sobre una delgada lamina propia que se
continia en el estroma circundante siendo esta la regibn en donde se
desarrollan los adenocarcinomas (25).

La secrecion prostatica es un liquido lechoso muy fluido, que contiene
cantidades importantes de acido citrico, por lo que el pH es algo &acido.
También contiene fosfatasa acida y antigeno prostatico especifico (APE), una
enzima proteolitica con efecto sobre el esperma coagulado, cuya funcién
fisiolégica es mantener fluido el eyaculado. Varios activadores del
plasmindégeno también ejercen este efecto sobre la estructura de gel del
esperma. Es caracteristica una concentracion muy elevada de zinc, de
importancia para la estabilizacion de la cromatina muy condensada de las
cabezas de los espermatozoides (3). La secrecidon prostatica también contiene
IgA y una elevada concentracion de poliaminas, con efecto bacteriostatico, al

igual que el zinc (25).

Figura 3. Histologia de la préstata Figura 4. Histologia de cancer de
normal prostata
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C. CITOCROMO P-450.

C.1. Caracteristicas

El sistema citocromo P450 (CYP450) es una superfamilia de hemoproteinas
que catalizan el metabolismo de fase | de un gran numero de compuestos tanto

endoégenos como exdgenos, estos ultimos comunmente llamados xenobidticos.

Los CYPs (citocromo P450) catalizan la conversion de numerosos xenobiéticos
incluidos los cancerigenos y las drogas, pueden participar en las rutas
metabdlicas de la activacion de precarcinégenos y/o inactivacion de los

agentes carcinégenos durante el proceso oncogénico.

Los xenobidticos son sustancias quimicas naturales o artificiales que son
ajenas al cuerpo, tales como farmacos, productos industriales, pesticidas,
contaminantes, alcaloides, metabolitos de plantas y toxinas producidas por

hongos, plantas y animales (26).

Muchos de ellos actuan como disruptores endocrinos. En su estado natural o
biotransformado, algunos xenobioticos pueden afectar la integridad del ADN
resultando en cancer si la exposicion persiste. El mecanismo de catalisis de
estas enzimas consiste en la adicion de un atomo de oxigeno a un sustrato que
previamente se habia unido a su sitio de reconocimiento dentro de la proteina.
La reaccion tipica catalizada por el CYP450 se conoce como monooxigenacion

y se resume como se muestra a continuacion:

NADPH + H" + O, + RH — NADP" + H,0 + R-OH

Al final, la biotransformacion del sustrato (representado como RH) genera un

producto mas polar e hidrofilico (ROH) que puede ser mas facilmente
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excretado por la orina o, en su defecto, sufrir metabolismo de fase I,
conjugandose asi con otras moléculas que lo hagan todavia mas polar y por lo
tanto mas facilmente excretable para el organismo. Cabe resaltar que la
monooxigenacion no es la unica reaccion que pueden catalizar estas enzimas,

otras reacciones también incluyen reducciones y desmetilaciones (27).

Se les llama enzimas CYP450 por que contienen un pigmento hemo (cromo y
fosforo) que absorbe la onda de luz de 450 nm cuando se expone a mondxido
de carbono, localizandose principalmente en el reticulo endoplasmico del

higado e intestino delgado (28).

El complejo enzimatico del CYP-450 consta de 144 enzimas distribuidas en
diversos tejidos y drganos, especialmente en las membranas del reticulo
endoplasmico liso del higado. Estas enzimas participan en la desintoxicacion
de elementos xenobiodticos, como los medicamentos, y en el metabolismo de
algunos endobiodticos, como los esteroides, los eicosanoides y las vitaminas
liposolubles, recientemente se han encontrado una variedad de CYPs
expresados en un numero creciente de tejidos cancerosos, asi como los

tejidos normales (29).

Las enzimas CYP450 son esenciales para la producciéon de colesterol,
esteroides, prostaciclinas y tromboxano A2. También son necesarias para la
detoxificacion de sustancias extrafias y el metabolismo de farmacos. Esta
expresion local del CYP en los tumores parece ser importante para la
desarrollo de los diferentes tipos de canceres ya que pueden estar también
implicados en la activacion y/o inactivacion de los medicamentos especificos

para controlar estas enfermedades. La expresion de CYPs en tumores también
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puede convertir en sustratos enddégenos a los metabolitos que faciliten el

desarrollo del cancer (30).

C.2. Funcion celular del citocromo P-450.

Las enzimas que metabolizan compuestos xenobidticos se han clasificado
histéricamente en dos categorias: las de fase |, que cumplen una misién
metabolizadora; y las de fase I, que tienen la misién de conjugar los sustratos
con otros compuestos (31).

En el citocromo P450 las enzimas principales del metabolismo de fase |
actian dentro de la célula acompanadas de las enzimas de fase I,
encargadas de la conjugacion de los metabolitos producidos por las primeras,
entre las que se encuentran las glutation-S-tranferasas (GST) y las N-
acetiltransferasas (NAT). La mayor o menor accién de unas y otras va a tener
como consecuencia que las sustancias exdgenas que llegan a la célula, ya
sean agentes terapéuticos, drogas o carcindgenos resulten inocuos o tengan
un efecto toxico o un efecto benéfico y eficaz (31).

Estas sustancias van a ser reconocidas por la célula como sefiales exdgenas
mediante diversos mecanismos de recepcién, y entraran en ella por difusién
pasiva 0 mediante transportadores activos. Una vez dentro actuaran las
enzimas de fase |. Los metabolitos que se generan y las propias moléculas no
metabolizadas, podran actuar sobre su diana y ser eficaces, o podran resultar
toxicos para la célula por uniones covalentes a proteinas y acidos nucleicos o
por una perturbacion en el ciclo celular provocado por un estrés oxidativo. El
que una droga, carcindgeno o agente terapéutico, resulte inocuo para la célula,
impidiendo su efecto beneficioso o perjudicial, va a depender de la cantidad
formada de sustratos intermedios, de la estabilidad quimica de éstos y de la

presencia cercana de enzimas de fase Il. Si dichas enzimas pueden actuar,
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formaran conjugados que seran excretados de la célula, no teniendo ninguno
de los efectos mencionados. Ademas estas sustancias van a poder actuar
como agonistas o antagonistas para inducir o reprimir los genes que codifican
para las enzimas de fase | y fase Il, lo que les va a permitir regular su propio

metabolismo (31).

POLIMORFISMO GENETICO.

Un polimorfismo es una variacion en la secuencia de un lugar determinado del
ADN entre los individuos de una poblacion, es decir, el polimorfismo genético

hace referencia a la existencia en una poblacion de multiples alelos de un gen.

Aquellos polimorfismos que afectan a la secuencia codificante o reguladora y
que producen cambios importantes en la estructura de la proteina o en el
mecanismo de regulaciéon de la expresion, pueden traducirse en diferentes

fenotipos (por ejemplo, el color de la piel).

Un polimorfismo puede consistir en la sustitucion de una simple base
nitrogenada (por ejemplo, la sustitucién de una A (adenina) por una C (citosina)
0 puede ser mas complicado (por ejemplo, la repeticion de una secuencia
determinada de ADN, donde un porcentaje de individuos tenga un determinado

numero de copias de una determinada secuencia).

Los cambios poco frecuentes en la secuencia de bases en el ADN no se llaman
polimorfismos, sino mas bien mutaciones. Para que verdaderamente pueda
considerarse un polimorfismo, la variacién debe aparecer al menos en el 1% de

la poblacion (32).
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Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que aparecen por
mutaciones en algunos individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren
cierta frecuencia en la poblacion tras multiples generaciones. Se ha estimado
que hay una variante en cada 1,000 pares de bases de los 3,000 millones que
configuran el genoma humano, pueden ser silenciosos o0 proporcionar ventajas
a los individuos, aunque también pueden contribuir a causar enfermedades. Se
conocen muchas enfermedades determinadas genéticamente por mutaciones o
variantes denominadas de «alta penetrancia», ya que los portadores de la
variante suelen manifestar la enfermedad con una alta probabilidad. Estas
variantes suelen ser de baja frecuencia en la poblacién general. En la
actualidad muchos trabajos centran sus avances en identificar genes con
polimorfismos que se dan en la poblacién con mayor frecuencia y que influyen
en el riesgo de padecer una enfermedad, pero con baja probabilidad (son los

llamados polimorfismos de «baja penetrancia».

Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una unica base. A éstos se
les llama polimorfismos de wun Unico nucledtido (single nucleotide
polymorphism SNP). Otros polimorfismos son repeticiones, en un numero
variable de veces, de una secuencia corta (variable number tandem repeat
VNTR). En otras ocasiones, los polimorfismos se deben a deleciones o
inserciones de secuencias cortas de nucledtidos. EI cambio de un unico
nucleodtido, si ocurre en una zona codificante puede provocar un cambio de
aminoacido en la proteina resultante, y ello puede resultar en una modificacién
de su actividad o funcion (33).

Para el estudio de los polimorfismos genéticos en términos generales podemos
considerar que hoy en dia es posible visualizarlos directa e indirectamente. Por

un lado, al nivel de las proteinas, las reacciones de complementariedad de los
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antigenos y anticuerpos utilizados in vitro para este fin daran cuenta de las
variaciones estructurales que resulten inmunogénicas en modelos animales y
humanos. Por otro lado, las reacciones de complementaridad de las
secuencias nucleotidicas (ADN-ADN o ADN-ARN) permitiran poner en
evidencia las diferencias estructurales de genes homologos. Estas ultimas
podran ser mejor definidas gracias a la especificidad de corte de las enzimas
de restriccion tanto como a la visualizacion directa de las diferencias en tamano

de los alelos correspondientes (34).

C.3. POLIMORFISMOS DEL CITOCROMO P450 Y SU RELACION CON EL
CANCER DE PROSTATA.

C.3.1. CYP1B1
La ari-hidrocarbon hidroxilasa es una enzima que pertenece a la superfamilia
de los citocromos P450. Las proteinas del citocromo P450 son
monooxigenasas que catalizan reacciones que incluyen el metabolismo de
farmacos, sintesis de colesterol, esteroides y otros lipidos. Esta proteina se
localiza en el reticulo endoplasmico y su activacion es inducida por la presencia
de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos.
La proteina CYP1B1 cataliza la 4-hidroxilacion del 17@-estradiol al 4-OH
catecol estrogeno, el cual puede ser convertido al 4-catecolestrogeno
semiquinona o al 4-catecolestrogeno quinona. Estos metabolitos reactivos se
unen con las purinas del ADN, que pueden resultar en la carcinogénesis de la
préostata. Por lo tanto, el CYP1B1 cataliza la conversion de esteroides y otros
sustratos exdégenos a metabolitos toxicos los cuales son la causa de dafio
genotéxico y oxidante en las células, que resulta en la transformacién

neoplasica (35).
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El gen del CYP1B1 humano ha sido asignado a la regién cromosomal 2p21-
p22 y estd compuesto de tres exones y dos intrones que abarcan
aproximadamente 12 kb de ADN. Aunque el CYP1B1 se expresa en una amplia
gama de tejidos, su expresion es mas alta en la prostata, en mama y en ovario
(36).

El CYP1B1 es inducido por la dioxina y transforma varios xenobiéticos, por
ejemplo cafeina y teofilina, es capaz de activar pro carcinbgenos ambientales
asi como agentes anti cancerigenos. EI CYP1B1 se expresa en varios tejidos
corporales normalmente y se ha demostrado por inmunohistoquimica que su
expresion se da en una amplia variedad de tumores: cancer de mama, colén,
pulmén y cerebro (37).

Se han descrito dos polimorfismos en CYP1B1 (432 Val-Leu; 543 Asn-Ser). El
4-hidroxi-estradiol ha sido implicado en Ila carcinogénesis inducida
hormonalmente por el CYP1B1 en varios tejidos (37).

La hiperactivacion del gen CYP1B1 en el tejido glandular prostatico es causa
de la sobre expresion de proteinas, y podria ser importante en el desarrollo de
CaP. Se han descritos seis polimorfismos del gen CYP1B1 de los cuales
cuatro producen una sustitucion de aminoacido (en el codon 48C-T, 119G-T,
432C-G, y 453A-G) . La region promotora del gen CYP1B1 se encuentra entre
los nucledtidos 164 y 25 en relacion con el sitio de inicio de la transcripcion,
esta regidn contiene la caja TATA de NT 33 a 28 y dos sitios de union Sp1
(GGGCGG) a partir de las nt 84 y 28 en la cadena antisentido. Se ha
demostrado que el sitio Sp1 mantiene altas tasas de transcripcion y el
potenciador se ubica entre las nt 1022 a 835 y contiene varios elementos de
respuesta a las dioxinas (DRE) las cuales participan en la activacion

transcripcional por hidrocarburos aromaticos policiclicos, tales como 2,3,7,8-
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tetraclorodigenzo-p-dioxina. La induccién del CYP1B1 esta regulado por el
receptor aril de los hidrocarburos (AHR) en la via de sefalizacion para la union
de alta afinidad de los hidrocarburos aromaticos policiclicos. En ausencia de
ligando la AHR presente en el citoplasma se trasloca al nucleo en donde se
forma un complejo heterodimerico complejo con el Ahr/nuclear (ARNT); este
complejo Ahr/ARNT se une al DRE, lo que resulta en una mayor expresion del
CYP1. En recientes estudios se ha identificado al AHR como un gen diana de
la Wnt/h-cateina en células de cancer de préstata (38).

El CYP1B1 esta sobreexpresado en varias células de diferentes tumores como
el de pulmén, mama (39), higado (40), de tracto gastrointestinal y ovario.
Usando la técnica de inmunohistoquimica se reporté que el CYP1B1 esta
sobreexpresado en el citoplasma de las células de CaP comparado con tejido
premaligno y de hiperplasia (41). ElI CYP1B1 ya se encuentra expresado
durante la etapa de premalignidad y es un regulador positivo en estadios
tempranos de CaP. Asi mismo se ha encontrado que el CYP1B1 esta
sobreexpresado en el citoplasma de células de CaP con una alta frecuencia, y
expresado en forma normal en muestras de hiperplasia prostatica benigna.
Estos datos se han confirmado mediante RT-PCR de muestras de
prostatectomia radical y claramente muestran que la expresion del CYP1B1 no
se encuentra en tejido normal/sano (42).

El polimorfismo Leud432Val de CYP1B1 ha sido asociado con CaP en muchos
estudios que se han hecho en poblaciones japonesas. Previamente se mostré
una asociacion con el polimorfismo 432 Leu/Val CYP1B1 comparado con
Leu/Leu en hombres con enfermedad menos agresiva principalmente en
caucasicos. Se encontré que los polimorfismos (432 Leu/Leu o Leu/Val)-

hOGG1 (326 Cys/Cys) de CYP1B1 resultaron en una mayor disminucion en el
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riesgo de CaP, particularmente en hombres caucasicos con CaP mas agresivo.
El CYP1B1 es altamente expresado en la ZP, zona en la que se origina la
mayoria del CaP (43).

Una transversion de C a G en la posicion 1666 en el exon 3 de CYP1B1
(sustitucion Leu-Val) en el codén 432 de la proteina. Este polimorfismo juega
una considerable variacion étnica con frecuencias de alelos que van de 0.17 en
China a 0.75 en caucasicos. Resultados obtenidos en preparaciones de
microsomas de pulmén humano de individuos con los genotipos Val/Val y
Leu/Leu indicaron que la variante Val 432 es un alelo altamente activo,
resultando de diferencias individuales en la actividad de CYP1B1 indicando que

el CYP1B1 Val432 se asocia con el cancer de prostata y cancer de ovario. (44)

C.3.2. CYP2W1.

El CYP450 de la familia 2 esta involucrado en el metabolismo de muchos
farmacos y otros xenobidticos normalmente se encuentran tanto en la
membrana del reticulo endoplasmico (RE) y en las mitocondrias.

La familia CYP2 es una amplia familia de enzimas involucradas principalmente
en el metabolismo de drogas y otros xenobidticos. Sin embargo, algunas de las
enzimas del CYP2 también estan involucradas en el metabolismo de substratos
endogenos, como el metabolismo del AA (45).

Recientemente, se identificd el citocromo CYP2W1 dicha enzima se localiza
tanto en tejido hepatico como extra hepatico expresandose tanto en tejidos
asociados y no asociados al metabolismo de xenobidticos. El gen del CYP 2W1
se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 7922.3 y posee una
estructura comun a los genes de la familia 2 con 9 exones. Se ha reportado

que se expresa en los tejidos cancerosos y durante la vida fetal, mientras que
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en tejidos de adultos, sélo se han detectado niveles bajos de expresion. Se ha
demostrado que CYP2W1 metaboliza el acido araquidoénico; sin embargo en
recientes publicaciones, diversos autores han demostrado que a pesar de estar
involucrado en su metabolismo no es su principal substrato (46).

También se encuentra relacionado en el metabolismo del benzfetamine, asi
como ser capaz de activar metabdlicamente varios pro carcinégenos, incluidos
los dihidrodiol de los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHSs), la aflatoxina
B1 y esterigmatocistina. La expresion selectiva en algunas formas de cancer y
la expresion baja en los tejidos normales hacen del CYP2W1 un posible blanco
terapéutico durante el tratamiento del cancer (47).

Aunque varias isoformas del CYP2W1 se expresan en distintos tipos de cancer,
de los cuales existen reportes en la literatura refiriendo su asociacién, en el
ano 2010 fue reportado el CYP2W1 por Gervasini y colaboradores, reportaron
su expresion en muestras de cancer de colon y tumores adrenales de
humanos, por la técnica de Western Blot. (48); en este mismo afio Aung y
colaboradores mostraron por RT-PCR la expresion de varias proteinas entre
ellas CYP2W1 en cancer de estomago (49).

Después de estos estudios, en octubre de 2007, Gomez y colaboradores
encontraron la expresion y por primera vez la metilacion del gen de CYP2W1
en lineas celulares de carcinoma de colon (HepG2 y Caco-2TC7), carcinoma
de colon y en tejido normal de colon a partir de RT-PCR en tiempo real y
Western Blot. Esta metilacion en el exén 1-intron 1 del gen de CYP2W1 en
ambas lineas celulares, mientras que en el carcinoma de colon y en tejido
normal se observé que la desmetilacion parece ser un requerimiento para la

expresion génica de CYP2W1 (50).
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Edler y colaboradores encontraron la expresion de CYP2W1 en 162 tumores en
pacientes con cancer colorectal en etapas Il y |Ill por métodos
inmunohistoquimicos. En este estudio los autores concluyeron que CYP2W1 es
un factor pronéstico independiente para etapas Il y Ill en cancer colorrectal. El
CYP2W1 no ha sido reportado como objeto de estudio en el cancer de
préstata, sin embargo existen estudios que refieren la expresién del CYP2W1
en algunos tipos de cancer, incluyendo el cancer de colon, glandula adrenal,
pulmén y canceres gastricos (51).

La alta expresion del CYP2W1 se ha asociado con una peor evolucién clinica
recientes estudios han mostrado que la sobreexpresion del CYP2W1 en el
tejido del cancer podria estar asociado a una disminucion de la metilacion. Hoy
en dia no hay datos sobre el CYP2W1 y su papel en la carcinogénesis y/o

tratamiento del cancer (52).

D.- GENOTIPIFICACION POR ANALISIS DE CURVAS DE FUSION DE ALTA
RESOLUCION (HRM).

La genotipificacion por analisis de curvas de fusién mejor conocidas como curvas
Melting de Alta Resolucion (HRM) es una metodologia de escrutinio de
mutaciones. Es un método de tubo cerrado que indica que la amplificacién por
PCR en tiempo real y el subsecuente analisis tienen bajo riesgo de contaminacion
cruzada.

El disefio de buenos oligonucledétidos es esencial para obtener un analisis HRM
reproducible. Los SNPs cerca de los primers usualmente alteran la curva
disminuyendo la regidén de baja temperatura de la misma, haciendo una linea mas

efectiva que cruza esta regién presentando una diferencia en la forma de la curva.
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También se debe de poner especial cuidado en el disefio de la reaccion de PCR
en tiempo real para evitar la formaciéon de dimeros de primers o productos
inespecificos de amplificacion (53).

El SyberGreen es un intercalante fluorescente del ADN que reporta
cuantitativamente la presencia de este acido nucleico y este método esta basado
en las propiedades de fusion del ADN en solucién. El método HRM no requiere
de costosas pruebas y no necesita ningun gen de referencia para la normalizacién
de la curva; hace el experimento relativamente simple y de bajo costo, ademas de
no requerir ningun proceso después la reaccion de PCR, siendo esto
particularmente importante en el marco del diagndstico de rutina (54).

El espectro de fluorescencia se registra durante la fase de elongacién de cada
ciclo de la de PCR generando las curvas de amplificacion para cada reaccion; la
flourescencia se mide durante cada paso de la amplificacién y se toma la primera
derivada de la flourescencia para graficarla como una funcion de la temperatura.
La discriminacion maxima de temperatura de hibridizacién es independiente de
varios factores tales como el contenido de GC vy la longitud del amplicon, de forma
tal que esta informacion puede ser utilizada para discriminar la amplificacion
inespecifica y dimeros de primers de una amplificacion especifica de cada

polimorfismo estudiado (55).
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E. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México la principal causa de muerte por cancer entre la poblacion masculina
corresponde al de prostata (15.7 por ciento). La tasa de muerte es de 19.2
defunciones por cada 100 mil varones de 25 afnos y mas. Entre los estados hay
amplias diferencias, destaca Nayarit, con una tasa de 33 defunciones por cada
100 mil hombres de este grupo de edad, le siguen Jalisco (28.2), Michoacan
(27.4) y Zacatecas (26.9). Quintana Roo muestra la menor tasa (9. 4) y su
diferencia con Nayarit es casi de 24 defunciones por cada cien mil varones de 25
anos y mas (56).

La etiologia del CaP sigue siendo poco entendida, pero ha sido relacionado a la
predisposicidn genética, edad avanzada, etnicidad y factores ambientales como
posibles riesgos para el desarrollo del cancer de prostata (57). Factores
hereditarios de riesgo puede implicar genes de susceptibilidad de alta penetrancia
con frecuencias bajas y/o genes con baja penetrancia con mas altas frecuencias
en la poblacion. A pesar de que el APE es el método diagndstico mas sensible
para CaP, este se encuentra elevado solo en el 16% al 86% de los pacientes (58).
La hiperactivacion del gen CYP1B1 en el tejido glandular prostatico es causa de la
sobreexpresion de proteinas, y podria ser importante en el desarrollo de CaP (59).
Uno de los mecanismos por el cual el CYP1B1 puede ser hiperactivado es por la
presencia de polimorfismos genéticos. Hasta la fecha, seis polimorfismos del gen
CYP 1B1 han sido descritos, de los cuales cuatro de ellos sufren sustitucion de
aminoacidos (en el coddon 48C-T, 119G-T, 432C-G y 453A-G) (60). Varias
investigaciones sugieren que estos polimorfismos también pueden alterar la
actividad enzimatica y la especificidad catalitica del CYP1B1, y con esto

coadyubar en el proceso de carcinogénesis (28,29). La importancia de CYP1B1
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en los carcinégenos quimicos esta bien ilustrada en los modelos animales en los
que los metabolitos de CYP1B1 inducen el desarrollo del cancer (61). Existe
evidencia notable para el papel potencial del CYP1B1 en CaP ya que este esta
sobreexpresado en CaP mientras no se ha detectado la expresion del mismo en
tejido prostatico normal (29). Una correlacién entre el polimorfismo 355T/T y el
riesgo para CaP en una poblacién polaca (28) y el RS1056836 en una poblacion
japonesa y una caucasica (61).

De acuerdo con lo anterior, debido a la asociaciéon existente entre la presencia de
diferentes polimorfismos y el cancer, en el presente trabajo se determino por
primera vez, la asociacion de los SNPs +1103G>C del CYP1B1 y el +7021 G/A

del CYP2W1 en el cancer de préstata en una poblacion mexicana.
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F.- JUSTIFICACION.

En México el CaP es la segunda causa de muerte en hombres por cancer
después del cancer de pulmoén. Después de los 50 afios de edad la incidencia de
cancer de prostata aumenta 3 6 4 veces cada 10 afos. Aunque el APE es el
mejor indicador sérico para el diagnostico de CaP actualmente disponible, tiene
grandes limitaciones a pesar de su gran sensibilidad, el uso del APE se ve
limitado debido a su baja especificidad, por consiguiente, la valoracion clinica de
pacientes con un valor de APE elevado resultara en el rendimiento de las biopsias
prostaticas superfluas en un nimero concreto de hombres.

El tratamiento y prondstico de los pacientes con CaP depende del grado de
extension del mismo, por lo que en pacientes con metastasis resulta ser incurable
el cancer y solamente se les puede ofrecer tratamientos paliativos; por lo tanto
entonces, es de vital importancia detectarlo tempranamente.

El cancer de préstata es la segunda neoplasia mas comun después del cancer de
piel en los varones y la segunda causa de muerte en hombres por cancer
después del cancer de pulmén. Se atribuyen numerosos factores al aumento de
la incidencia del cancer de préostata. Mas de 200 mil hombres en los Estados
Unidos son diagnosticados anualmente con cancer de prostata y 30 mil mueren
cada afno debido a este padecimiento. Después de los 50 afios de edad la
incidencia de cancer de prostata aumenta 3 o 4 veces cada 10 afos. Los
afroamericanos muestran la tasa de elevada incidencia teniendo un incremento de
124 por 100 mil a 250 por 100 mil esto es un incremento de 102%. Los
hispanoamericanos presentan una incidencia intermedia, esto es 104 por 100 mil.
Los paises asiaticos sobre todo Japdn y China, presentan una de las tasas mas
bajas de incidencia y mortalidad por cancer de prostata. En México el cancer de

préstata ocupd en 1998, el segundo lugar respecto a la incidencia entre las
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neoplasias del vardon después del cancer de piel; en cuanto a la mortalidad, ocupd
el segundo lugar de la totalidad de las neoplasias después del carcinoma
cervicouterino.

Se atribuyen numerosos factores al aumento de la incidencia del cancer de
préstata. Mas de 200 mil hombres en los Estados Unidos son diagnosticados
anualmente con cancer de prostata, y 30 mil mueren cada afio debido a esta
enfermedad. Después de los 50 afios de edad la incidencia de cancer de préstata
aumenta 3 o 4 veces cada 10 afos. En la ultima década los afroamericanos
muestran la tasa de incidencia mas elevada, ya que setuvo un incremento de 124
por 100 mil a 250 por 100 mil lo que representa un incremento del 102%. Los
hispanoamericanos presentan una incidencia intermedia, esto es 104 por 100 mil.
Los paises asiaticos sobre todo Japén y China, presentan una de las tasas mas
bajas de incidencia y mortalidad por cancer de prostata (62). En México el cancer
de préstata ocupa el segundo lugar respecto a la incidencia entre las neoplasias
del varéon después del cancer de piel; en cuanto a la mortalidad, ha sido el
segundo lugar de la totalidad de las neoplasias, después del carcinoma
cervicouterino.

El cancer de préstata es un importante problema de salud publica con altos costes
sociales y una considerable carga individual para el paciente. La incidencia del
cancer de prostata parece aumentar en la mayoria de los paises debido a la
mejoria y al uso de las pruebas diagnosticas, particularmente la determinacion del
antigeno prostatico especifico (PSA), a un envejecimiento de la poblacién v,
probablemente, a un aumento real de la incidencia. Generalmente, el cancer de
prostata crece lentamente y muchos hombres con la enfermedad nunca
experimentaran problemas derivados de ella y llevaran a cabo sus actividades

cotidianas sin que el cancer alcance significacién clinica (63). ElI cancer de
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préstata aumenta a partir de los 40 anos, llegando a su pico maximo a los 80
anos. El 80% de los casos se diagnostican en hombres de mas de 65 afios,
siendo la edad media del diagndstico 72 afios. La mayor parte de los canceres se
dan como enfermedad histoldgica oculta o latente.

Segun estimaciones realizadas, de 95 hombres con cancer de prostata sélo uno
tendra manifestaciones clinicas, y uno de 323 morira de la enfermedad. Para un
hombre de 50 afios el riesgo de desarrollar cancer de prostata a lo largo de su
vida es del 42%, sin embargo, el de tener sintomatologia clinica es del 9,5% vy el
de morir por esta causa del 2,9%. La supervivencia especifica del cancer de

prostata confinado al 6rgano, no tratado es del 93,8% a los cinco afios.
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G. HIPOTESIS:
Existe una asociacidén entre los polimorfismos genéticos de los citocromos
CYP1B1 (rs 56339482) y CYP2W1 (rs 3808348), y el desarrollo del Cancer

de Prostata en la poblacion mexicana.

H. OBJETIVOS.

General:
Evaluar la asociacion entre los polimorfismos de los citocromos CYP1B1 (rs
56339482 +1103 G/C) y CYP2W1 (rs 3808348 +7021 G/A) y el riesgo a

desarrollar cancer de prostata en la poblacion mexicana.

Especificos:

o Estandarizar la técnica de PCR-RT.

e |dentificar el polimorfismo del CYP1B1 (+1103 G/C).

e |dentificar el polimorfismo del CYP2W1 (+7021 G/A).

o Establecer la relacion del polimorfismo del citocromo CYP1B1 (rs
56339482 +1103 G/C).) y el cancer de prostata en la poblacién
mexicana.

e Establecer la relacién del polimorfismo del citocromo CYP2W1 (rs
3808348 +7021 G/A).) y el céancer de prostata en la poblacién
mexicana.

e Establecer la presencia de los SNPs rs 56339482 y rs 3808348 con el
riesgo a cancer de prostata en la poblacion mexicana.

e Coadyuvar en la conformacién de un banco de DNA de pacientes

mexicanos con CaP.
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|. CRITERIOS DE INCLUSION.
a. Muestras de tejido de pacientes diagnosticados con cancer de proéstata.
b. Muestra de sangre periférica de pacientes diagnosticados con cancer de
prostata.

c. Muestras con adecuada cantidad y bien conservados.

J. CRITERIOS DE EXCLUSION.
a. Muestra de tejido que durante el manejo no se haya conservado
adecuadamente.

b. Muestra con tejido insuficiente.

K. CRITERIOS DE ELIMINACION.

a. Muestra con acidos nucleicos degradados.
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L. MATERIALES Y METODOS

L.1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS:
Para este estudio se utilizaron 61 muestras, de las cuales 41 correspondieron
a bloques de parafina con tejido prostatico incluido y previamente corroborado
por medio del servicio de patologia como positivo a cancer de prostata, y 20
muestras de sangre periférica de pacientes diagnosticados clinicamente con
cancer de préstata del servicio de urologia del Hospital Central Militar.
Las muestras incluidas en el estudio fueron obtenidas entre el periodo
comprendido entre los meses de mayo del 2009 y febrero del 2011
atendiendo a los criterios de inclusion y exclusion antes expuestos.
Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Oncologia Molecular de la
Seccidon de Estudios e Investigacién de Posgrado de la Escuela Superior de
Medicina del Instituto Politécnico Nacional y en el laboratorio de Biologia
Molecular de la Escuela Médico Militar.

L.2. DESPARAFINADO:
Para realizar el desparafinado de las muestras incluidas se colocaron en un
tubo eppendorf 7 cortes delgados de la muestra (de aprox. 4micras de grueso)
agregandose 1 ml. de xilol e Incubando 30 min. a 42°C (en horno seco) para
posteriormente centrifugar a 14000 r.p.m. por 5 min. a 25°C. se retira el
sobrenadante repitiendo dos veces este mismo procedimiento con xilol.
En la etapa de hidratacion se agrego 1 ml. de alcohol-xilol 50:50 incubandose 5
min. para posteriormente centrifugar a 14000 r.p.m. por 5 min. a 25°C. retirando
nuevamente el sobrenadante y repitiendo esto en series de alcohol al 100, 75,

50 y 25 %.
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Haciendo un lavado con agua DEP y después de centrifugar para quitar el
exceso de agua se adicionaron 50 ul de acetona dejando el tubo destapado a
42°C toda la noche.
A las muestras de sangre les fueron eliminados los eritrocitos por medio de
una solucion de lisis de eritrocitos (NH4Cl 0.15 m, KHCO3 10 Mm y NaEDTA
0.1mM) dejando para el desarrollo del trabajo unicamente a los leucocitos
con la finalidad de obtener DNA lo mejor conservado posible.

L.3. EXTRACCION DE DNA.
La extraccion del DNA en ambos tipos de muestra se llevo a cabo mediante la
técnica de cloroformo-fenol-alcohol-isoamilico de acuerdo con el siguiente
procedimiento:
A un tubo conteniendo la muestra se le agrego 300 pl de TE (Tris-HCI pH8 10
mM, EDTA 1 mM). Homogeneizandose y adicionando 50 pyl de SDS 10%. e
incubando a 56°C por 30 min., posteriormente se adicionaron 50 pl de
proteinaza K (10 mg/ml) incubando nuevamente a 56°C por 90 min.
Para la extraccion se adicionaron 500 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1) se homogeneiz6 suavemente y centrifugandose a 14000 r.p.m. por 5
min. a 4°C. recuperando la fase acuosa en otro tubo eppendorf para después
adicionar 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) homogeneizandose
suavemente y centrifugando nuevamente a 14000 r.p.m. por 5 min. a 4°C. se
retiro la fase acuosa en otro tubo eppendorf haciendo la precipitacion con 700
bl de isopropanol- acetato de amonio 7.5M (10:1). Después de homogeneizar
se incubaron las muestras por 20 min. a 4°C. y para precipitar el DNA, se
centrifugo nuevamente a 14000 r.p.m. por 5 min a 4°C. eliminando el
sobrenadante y lavando el pellet con etanol 75%. Para centrifugar a 14000

r.p.m. por 5 min. a 4°C. y uma vés que se retiro em exceso de alcohol se dejo
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secar el boton durante 30 min. y se agregaron 50 pl agua DEPC. para
disolverlo. EI ADN se conservo en congelacién a -20°C.

A partir de estas muestras, se realizé una dilucién 1:10 con agua molecular
estéril obteniendo una concentracién aproximada de ADN de 10 ng/ ul para los

ensayos de amplificacion por PCR en tiempo real.

L.4. VERIFICACION DE LA INTEGRIDAD DEL MATERIAL GENETICO.

La verificacion de la integridad del ADN total fue realizada por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5%, colocando 6 pL del ADN total extraido de cada
muestra con ayuda del sistema de analisis de electroforesis EDAS 290 (EDAS
290 KODAK, New Haven, CT, USA).

Para preparar la muestra se emplearon 5 yl de cada muestra de DNA, se
mezcla con 1 pl de Buffer de carga 6X. Posteriormente se cargo cada una de
las muestras y el marcador de peso molecular en una minicamara con Buffer
TBE 0.5X para la corrida. Se corrié durante 5 min. a 60V/20mA para
concentrar la muestra, subiendo el voltaje a 80V/20mA por 30 min.

El gel de agarosa se observo con un equipo, CTUV UVis-20, Hoffer
adquiriéndose la imagen con una camara Kodak EDAS 290, MacroNew
Haven CT. La fotografia se analiz6 con el software Kodak 1D 3.6. La
cuantificacion del ADN total fue realizada por medio de fluorescencia con
SYBR Green, con el multidetector Synergy HT-I (BIO-TEK Instruments, Inc.

Highland Park, Vermont, USA).

L.5. PCR.
Para el desarrollo de la PCR se disefaron oligonucleétidos especificos para

los genes CYP1B1, CYP2W1 y GAPDH (gliceraldehido 3 fosfato
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deshidrogenasa) como control enddégeno. Las secuencias fueron obtenidas
del GenBank.™ La busqueda de las secuencias fue realizada en
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para confirmar su especificidad.
Utilizandose para el disefio de los primers el programa Primer Express 2.0.

Los primers fueron sintetizados (Invitrogen™ Carsbad CA, USA) libres de
sales y altamente purificados optimizados a una temperatura de alineamiento

de 50°C para CYP1B1y 57°C para el CYP2W1.

GEN Secuencias de los Primers Lon.git'ud del
amplicén (pb)
CYP1B1 F: GAC AGAGCC ACA CGG AAG 206

R: CTC ACC TCT CGT TCG CTC

F: ACC CAG CAG GGA CAC AAA C
CYP2W1 | 1. TGG ATG GCT ACA GAG GTG AG 179

T F: GAG CCA AAA GGG TCA TCATCT C
GAPDH™ | o. 6TC TCC ACG ATA CCA AAG TTG TCA 195

Las condiciones para la PCR fueron optimizadas con el termociclador de
gradiente (gradient Px2 Thermal Cycler Hybaid, Franklin, MA). Las secuencias
tomadas correspondieron a los registros en el GenBank™ . Los productos de
amplificacion por PCR fueron verificados, visualizando su peso molecular en
pares de bases (pb) por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 2%,
utilizando un marcador de 50 pb DNA Ladder (10416-014, Invitrogen life
technologies, 1600 Faraday Av. Carlsbad, California, USA) y estudiados con
el sistema de analisis de electroforesis EDAS 290, (KODAK, New Haven,
CT). Los resultados obtenidos de las amplificaciones como son las
condiciones de temperatura, concentraciones de primers, dNTPs (nucledtidos)
y volumenes, fueron transferidos al protocolo de amplificacién del sistema de
deteccion Rotor Gene 6.0 (Corbett Life Science, Sidney City, Australia).

Protocolo de PCR en tiempo real “ROTOR-GENE 3000”.
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Las reacciones de PCR fueron realizadas llevadas a 12.5 yL de volumen final
con 10 ng. de ADN total de las muestras, utilizando una concentracién final de
25 mM MgCl,, 5 U/uL de AmpliTag Gold DNA polimerasa, mezcla de dNTPs
(2.5 mM de ATP, 2.5 mM de CTP, 2.5 mM de GTP y 5.0 mM de dUTP), 0.4 pL
del primer forward (0.4 pM), 0.4 uL del primer reverso (0.4 uM), y 0.8 pL de
agua grado molecular. Las reacciones fueron realizadas inicialmente a 94°C
por 5 min, seguido de 35 ciclos en la fase de PCR, cada ciclo de 95°C por 20
s, 50°C por 20 s, 72°C por 20 s, con una fase de extension de 72°C por 5 min.
y finalmente una fase de desnaturalizacion para generar las curvas melting
para cada producto amplificado(T, de cada amplicon) a una temperatura de
60 y un gradiente de 60 a 98°C, con intervalos de 0.1°C y con rango de
discriminacion de 0.008°C para los productos generados. Todas las
reacciones tanto para el ADN de los pacientes (CaP y Controles), se
realizaron por triplicado haciéndose un total de 549 reacciones. Se amplificd
y determind en paralelo, el fragmento control utilizando su curva estandar,
determinando de esta forma el SNP de los tejidos procesados. Se verificd el
tamano de los fragmentos amplificados por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 2%, colocando 4 pL del volumen de amplificacion, visualizando las
bandas con luz UV con el sistema de analisis de electroforesis EDAS 290

(EDAS 290 KODAK).

L.6. DETECCION DE LOS POLIMORFISMOS.
La determinacion de la presencia/ausencia de polimorfismos en las muestras
se llevd a cabo mediante la técnica de High Resolution Melting (HRM),

considerando los cambios debidos a la variacion en las bases prostata (TABLA

1),
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CYP SNPs Posicién | Alelo | @mpio de | Cambio de
nucleoétido a.a.

1B1 | rs 79204362 | 1103 | GIC CIT Arg::His

2W1 | rs3735684 | 7021 | GIA CIT Ala:-Thr

Tabla 1. Identificacion de los SNPs CYP1B1y CYP2W1.

M. RESULTADOS:

M.1 Datos de los pacientes:

En este estudio consideramos las muestras de tejido prostatico con diagnostico
de cancer a través de los expedientes de pacientes del Hospital Central Militar
registrados en los archivos del Departamento de Patologia, de acuerdo a los
criterios de inclusion, de la misma manera fueron obtenidas 29 muestras de
pacientes que no presentaron desarrollo de procesos cancerosos, mismos que

fueron considerados como controles para establecer la asociacién de los

polimorfismos al cancer de prostata (TABLA 2).

Grupo de No. de casos No. de Controles
edad (n=61) (n=29)
n (%) n (%)
40-49 2 (2%) 1 (5%)
50-59 7 (13%) 3 (11%)
60-69 32 (53%) 14 (53%)
70-79 16 (27%) 9 (26%)
Mas de 80 4 (5%) 2 (5%)
PROMEDIO 66.2 (+ 8.2) 67.8 (7.6)

Tabla 2.Frecuencias y porcentajes de los pacientes segun su edad

Revisandose los expedientes se obtuvieron los datos clinicos relevantes para
establecer su relacion con este padecimiento.
Dentro del grupo de expedientes en estudio (61 pacientes) la edad promedio
fue de 66.2 afos (+ 8.2 afios) encontrando que el grupo de edad con mayor
numero de pacientes fue el de 60-69 anos y el que presento menor incidencia

fue el de 40-49 anos (FIG. 1), con respecto a la concentracion promedio de




Antigeno Prostatico Especifico en este grupo fue de 9.6 ng/ml (x 7.1 ng/ml)
(FIG. 2).
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FIGURA 1. Grupos de edad (X), numero de pacientes con CaP (Y).
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FIGURA 2. Concentracién del Antigeno Prostatico ng/dl (X) y ndmero de casos que

presentaron con CaP (Y).

Con lo que respecta al puntaje en la escala de Gleason fue de 3 en 2 casos
(2%), de 4 en 2 casos (2%), de 5 en 2 casos (2%), de 6 en 25 casos (49%), de
7 en 15 casos (24%), de 8 en 10 caso (16%) y con el valor de 9 se presentaron
3 casos (5%) (FIG. 3).
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FIGURA 3. Numero de pacientes (Y) y valor de la escala Gleason (X)

M.2. Integridad del ADN.
El protocolo de extraccion de ADN fue estandarizado para obtener bandas de
ADN que fueran visibles en el gel de agarosa para confirmar de ésta manera la
integridad del producto, como se muestra en la figura 4 en donde se
comprueba la presencia de bandas de ADN extraido tanto de las muestras de
CaP a partir de los bloques de parafina asi como de las muestras de sangre,
observandose que no muestran degradacion en ningun caso, asi como que los
productos estan libres de proteinas. Considerandose que la diferencia de
intensidad de las bandas se debe a la variacion en la cantidad de material

genético extraido de cada muestra de tejido de pacientes diferentes.

L L] . 25 kT 43 44 4|

FIGURA 4. Gel de agarosa al 0.7% observandose la integridad del material genético obtenido
a partir de las muestras de tejido canceroso.
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M.3. Amplificacion de los productos de PCR en tiempo real.

La FIGURA 5 muestra la amplificacién de la muestras en estudio, observando
que en la curva no. 1 del lado izquierdo la emision de fluorescencia inicia
+/- en el ciclo 7 lo que indica que el equipo (Rotor-Gene 3000) detecto en ese
ciclo una diferencia en la emisién del fluorocromo utilizado ( Sybr Green); el
cual tiene la propiedad de intercalarse en el ADN de doble cadena y solo en
ese momento es capaz de emitir fluorescencia la cual es captada por el aparato
mencionado y automaticamente lo convierte en un valor. Posterior a esas
amplificaciones le sigue una fase de desnaturalizacion de los productos de
PCR obtenidos, durante este paso el equipo detecta el cambio de fluorescencia
determinando el pico de desnaturalizacién el cual se compara con los

controles.
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FIGURA 5. Graficas de las amplificaciones del gen CYP1B1 en el que se muestran las
amplificaciones de las muestras de ADN de los pacientes con CaP y controles. Del lado
derecho se muestra cada uno de los tubos mostrados en colores

La deteccion de los polimorfismos en nuestras muestras se realizo mediante el
HRM, mismo que se lleva a cabo en el equipo utilizado habiendo programado
un gradiente de temperatura de acuerdo a la temperatura de alineamiento para
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la cual fueron disefados los primers. De manera que la diferencia en el
alineamiento de nuestros fragmentos de DNA nos marca la diferencia existente
en nuestro grupo de muestras con el alelo wild-type y el polimorfico (FIGURA
6).
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FIGURA 6. Graficas de las temperaturas de alineamiento en las que se muestra
al grupo de muestras con el alelo ancestral y al que presenta el polimorfismo

M.3.2 SNP 1103 G>C del gen CYP1B1.

Con el objeto de detectar la presencia de las secuencias génicas
correspondientes al SNP 1103 G>C del gen CYP1B1 en las muestras utilizadas
una ves que se obtuvieron los productos de PCR en tiempo real, éstos se
analizaron mediante electroforesis en donde se puede observar que el tamafio
del amplicén de CYP1B1 /SNP “G”) es de 206 pb (FIGURA 7).

FIGURA 7. Gel de agarosa al 2% donde pueden observarse los amplificaciones de GAPDH, CYP
1B1 (SNP “G”) Y CYP 1B1 (SNP “C”) utilizando un marcador de 123 pb. En el carril 1 el amplicén
esperado era de 180 pb, en el carril 2 el amplicén esperado era de 179 pb, y en el carril 3 el aplicon
esperado también fue de 179 pb.
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M.3.3. SNP 7021 G>A del gen CYP2W1.

La presencia de la secuencia génica amplificada por PCR en tiempo real
correspondiente al SNP 7021 G>A del gen CYP2W1 en los tejidos de los
pacientes también se comprobé mediante electroforesis observandose asi
mismo que el tamafio del amplicon de CYP2W1 corresponde a 179 pb
(FIGURA 8). Los resultados de la determinacion por PCR en tiempo real del
SNP 2W1 fueron adecuados, ya que la mayoria de las amplificaciones tuvieron
una éptima eficiencia. Los productos de las PCR (amplicones) también fueron
los esperados, los primers disefnados flanquearon la region polimérfica que
contenia nuestro SNP de interés.

En los muestras con CaP se obtuvo en un 73% de la presencia del SNP 2W1 y
en el grupo control la presencia de este mismo SNP fue del 25% . En el caso
del analisis de asociacion la prueba chi cuadrada arrojo un resultado de 16.98
con un Odds Ratio de 8.308, un riesgo relativo de 2.160, un intervalo de
confianza de 95% entre 1.400- 3.424

300 pp =
250 pb C—— =

200 pb —— —
150 ph —— —

FIGURA 8. Gel de agarosa al 2% donde se observan las amplificaciones de CYP 2W1 (SNP
ALELO “G”) Y CYP 2W1 (SNP ALELO “A”) en el carril dos se muestra el amplicon esperado
(179 pb), en el carril tres se observa el mismo amplicén con el mismo peso molecular (179

pb).
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M.4. INCIDENCIA DE LOS POLIMORFISMOS G/C (1103) DE CYP 1B1 Y
GIA (7021) DE CYP2W1.

En la tabla 3 se muestra la frecuencia de paricion del SNP G/C (1103) del
CYP1B1 y el SNP G/A (70201) de CYP2W1 encontrando que el 80% de las
muestras analizadas tuvieron presente el polimorfismo G/C, mientras que el

73% presento el polimorfismo G/A .

Total de Presencia del
muestras polimorfismo
cypigt | SNP 61 49 80%
G/C
SNP o
CYP2W1 G/A 61 45 73%

TABLA 3. Presencia de los polimorfismos en las muestras analizadas

M.5. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS G/C (1103) DE CYP 1B1Y
G/A (7021) DE CYP2W1 CON EL CANCER DE PROSTATA.

En cada etnia existen grupos de individuos que presentan mas posibilidades
que otros, de sufrir cierto tipo de enfermedades lo que nos indica que son
individuos especialmente vulnerables que no se presentan aleatoriamente en la
poblacion y que muy a menudo esa "vulnerabilidad" tiene sus razones. Esta
vulnerabilidad se debe a la presencia de cierto numero de caracteristicas de
tipo genético, entre otras, que actuando individualmente o entre si
desencadenan la presencia de un proceso canceroso.

Es entonces cuando se aplica el término "riesgo"”, que implica la presencia de
una caracteristica o factor (o de varios factores) que aumenta la probabilidad
de consecuencias adversas. Por lo que el riesgo constituye una medida de
probabilidad estadistica de que en un futuro se desarrolle un padecimiento por
lo general no deseado que implica la presencia de una caracteristica o factor
que aumenta la probabilidad de consecuencias adversas.

Un factor de riesgo es cualquier caracteristica o circunstancia detectable de
una persona o grupo de personas que se sabe asociada con un aumento en la
probabilidad de padecer, desarrollar o estar especialmente expuesto a un

proceso morbido.
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Por lo que para establecer la asociacién de la presencia de los polimorfismos
en estudio se llevo a cabo la prueba estadistica ODDS que es la razén de los
productos cruzados de la proporcion de un padecimiento de los sujetos
expuestos a un factor de riesgo multiplicada por la proporciéon de individuos
sanos que no presentan el polimorfismo, sobre los productos cruzados de la
proporcion de sanos con la presencia del polimorfismo multiplicada por la
proporcion de enfermos que no presentan el polimorfismo indicandonos la
probabilidad de presentarse que tiene un padecimiento, elaborandose la tabla
de contingencia de 2x2 para ambos polimorfismos:

Con lo que en base a los resultados obtenidos podemos decir que los
pacientes que presentan el polimorfismo CYP1B1 tienen 10.7 veces mas
probabilidad a desarrollar CaP mientras que los pacientes que presentan el

polimorfismo CYP2W1 tienen 8.8 veces mas probabilidad a desarrollar CaP.

Asociacién del polimorfismo G/C (1103) con el cancer de préstata (CYP 1B1).
% Pacientes Si no

Px. Con CaP 61% (61) 80% (49) 20% (12)

Controles 29% (29) 28% (8) 72% (21)

Total 100% (90) 63% (57) 37% (33)

OR=10.72, RR=2.364,

IC (95%)=1.487-3.758

Asociacidn del polimorfismo G/A (7021) con el cancer de prostata (CYP2W1).
% Pacientes Si no
Px. Con CaP 68% (61) 73% (45) 27% (16)
control 32% (29) 24% (7) 76% (22)
Total 100%(90) 58% (52) 42% (38)

OR=8.839, RR=2.055, IC (95%)=1.394-3.03

Asi mismo podemos observar que los pacientes que presentan el polimorfismo
CYP1B1 presentan 2.3 veces mas riesgo de desarrollar CaP mientras que los
pacientes con el polimorfismo CYP2W1 tienen el doble de riesgo para a

desarrollar CaP.
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N. DISCUSION.

Las causas de cancer de préstata no son bien conocidas pero los factores
genéticos y ambientales tienen un papel importante en su desarrollo. La préstata
es un 6rgano dependiente de androgenos y los polimorfismos de varios genes
involucrados en el metabolismo androgénico, como el CYP1B1, el cual ha sido
asociado al riesgo para CaP. (64). El CYP1B1 es genéticamente polimorfico y
varios SNP’s han sido identificados, de los cuales cuatro cambian la secuencia de
aminoacidos, que podrian alterar la actividad enzimatica y especificidad catalitica
del CYP1B1, consiguientemente alterando la sintesis de proteinas (65). En
nuestro estudio exploramos el polimorfismo +1103 G/C el cual provoca un cambio
erréneo en la traduccion del aminoacido, cambiando el aminoacido Glutamina por
Histidina. Encontramos que la frecuencia de nuestro alelo estudiado fue de 80% y
al analizar este dato encontramos una asociacion de 20.1, el cual confiere un
riesgo de 10.5 por lo que se considera que puede tener implicaciones en la
evolucion o etiologia del CaP.

Schab y cols. encontraron una correlacién entre el polimorfismo 355 T/T y el
riesgo para CaP en una poblacién polaca, notaron una frecuencia de 14.3% del
genotipo homicigético 355 T/T del gen CYP1B1 comparada con la de 8.4% en la
poblacién general de Polonia, concluyendo que la presencia de este polimorfismo
puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de CaP; ademas, su investigacion
indic6 que el genotipo ya mencionado no esta relacionado con la edad de
presentacion de CaP, pero que si se encontré mas asociado con CaP esporadico
y no tiene un rol significante en la agregacion hereditaria de CaP (65).

La edad de hombres afroamericanos diagnosticados con CaP fue de 60.2 afos.
Aproximadamente 45.7% de los casos tuvieron un Gleason total de 7 y 19.4%
tuvieron un Gleason mayor a 7. Dentro del grupo de pacientes de nuestro estudio
con diagnodstico de Cancer de Préstata la edad promedio fue de 66.2 anos (+ 8.2
anos) o sea 6 anos mas tarde que los afroamericanos de ese estudio y la
concentracion promedio de Antigeno Prostatico Especifico en este grupo fue de
9.1 ng/dl (£ 7.1 ng/dl). El puntaje en la escala de Gleason fue de menor de 7 en el
67%, de 7 en 23%, y de mas de 7 en 10%.

Pérez-Cadahia B. y cols reportaron varios polimorfismos en el gen del CYP1B1,
cuatro de ellos son SNPs y generan sustituciones de aminoacidos. EI CYP1B1*3

origina transversion de C a G en la posicién 1666 en el exén 3 codon 432,
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generando un cambio de Leucina a Valina. En general las variantes de las
isoenzimas del CYP 1B1 son mas activas que otros tipos. El genotipo C/C se
encontré en una frecuencia de 0.345 presentandose en 81 casos, el genotipo C/G
se presentd en una frecuencia de 0.447 en 105 casos y el G/G en una frecuencia
de 0.208 en una poblacion espafiola (66) y Tang y cols. reportaron que estaba
presente en 34% de los hombres caucasicos con CaP, mientras solo 12% de los
controles expresaron este polimorfismo, concluyendo que el polimorfismo
genético del CYP1B1 podra ocupar un rol en la carcinogénesis de CaP.(67). El
genotipo del CYP1B1 +1103G/C se encontr6 en una frecuencia de 0.8
presentandose en 36 casos.

En el estudio de Tokizane T. y cols. encontraron que CYP 1B1 estaba
sobreexpresado en el citoplasma de células de cancer de préstata con alta
frecuencia, confirmandose estos datos en este estudio mediante RT-PCR en
muestras de prostatectomia radical mostrandose claramente que la expresion del
CYP1B1 esta elevada significativamente en CaP que en muestras de tejido no
maligno (68).

En el afio 2006 Karlgren y cols. reportaron que el CYP2W1 fue detectado por
PCR en tiempo real en células tumorales de humanos, la mas alta expresion se
encontré en cancer de colon pero una expresion moderada fue observada en
algunas células tumorales de glandula suprarrenal. Los autores sugieren de este
estudio que el CYP2W1 es un potencial agente terapéutico o un marcador
molecular util para el diagndstico y terapia del cancer.(69)

En el 2007 Gomez y cols. determinaron la expresion del gen del CYP 2W1, se
encuentra presente en tejidos de colon en estado fetal, ademas de ser especifica
para el tumor de colon; también afirman que esta asociado con el estado de
metilacion de dicho gen, lo que sugiere una relacién de causalidad entre la
hipometilacién del gen y su mayor expresion.(70)

De nuevo Karlgren y cols. en el 2007 encontraron que el CYP 2W1 es capaz de
metabolizar el acido araquidénico y la benzeftamina, asi como de activar
metabdlicamente algunos procarcindégenos incluyendo los dihidrodioles de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, la aflatoxina B1 y la esterigmatocistina; por
otra parte comentan que la expresion selectiva en algunas formas de cancer y su
expresion baja en tejidos normales hacen de ésta enzima un posible blanco para

el estudio de la terapia farmacoldgica del cancer.(71)
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Hanzawa y cols. en el 2008 reportaron la identificacion de seis polimorfismos de
un solo nucleétido (SNPs) mediante analisis de cromatografia de liquidos de los
productos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Tres de los SNPs no
similares fueron los siguientes (72) 173A>C (Glu58Ala) en el exdon 1, 5432G>A
(Vald32lle) y 5584G>C (GIn482His) en el exéon 9, 2008G>A (Ala181Thr) en el
exon 4 y por ultimo el 5601C>T (Pro488Leu) en el exdn 9 y dos SNPs no similares
ya anteriormente conocidos también fueron identificados: 2008G>A (Ala181Thr)
en el exon 4 y 5601C>T (Pro488Leu) en exon 9. Los datos encontrados en esta
poblacién sugieren que estas variantes alélicas y el estudio de sus haplotipos
pueden ser usados para predecir los fenotipos metabdlicos de los substratos del
CYP 2W1.

En este estudio mediante la metodologia de PCR en tiempo real se establecid la
presencia del polimorfismo del citocromo p450 2W1 +7021 (Ala181Thr) en tejidos
de CaP, en la poblacién mexicana, encontrandose una frecuencia de 73%, con
8.3 veces mas de riesgo a padecer o evolucionar a esta entidad patologica,
siendo esta la primera vez que es asociado el riesgo a un factor genético; éste
hallazgo es consistente con la literatura, ya que se sabe que las poblaciones en
diferentes partes del mundo, presentan diferencias en las frecuencias de la
mayoria de las enfermedades, dependiendo de su localizacion geografica.
Considerando que en estudios posteriores se debe analizar con mas detalle la
frecuencia de estos SNPs en una poblacion mayor, y determinar si estos
polimorfismos conservan la ley del equilibrio genético de Hardy- Weinberg, para
establecer con ello si genéticamente en nuestra poblacion esta presente el
fenotipo que incrementa el riesgo a éste padecimiento, lo cual es debido a la
avanzada edad en la que es diagnosticado en combinacion con la relativa baja
velocidad con la que crece el tumor implicando que un gran numero de personas
pueden tener presente esta enfermedad de manera asintomatica.

La asociacion entre los polimorfismos genéticos de riesgo de cancer de préstata
CYP1A1 y familiar ha sido examinado por un estudio caso-control con 185
individuos en una poblacion japonesa y aunque el andlisis individual de los
genotipos M1 o M2 de CYP1A1 no mostraron asociacion significativa con el riesgo
de cancer de proéstata, la presencia de alelos mutados aumenté significativamente
el riesgo de cancer de prostata en comparacion con los genotipos de tipo salvaje;
mediante el analisis combinado (odds ratio [OR] = 2,38; 95% intervalo de

confianza [IC] = 1.72-3.29, p= 0,0069) estos hallazgos sugirieron que los
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polimorfismos de CYP1A1 tienen una asociacion con el riesgo de cancer de
prostata. (73)

A pesar de la evidencia de estudios acerca del papel potencial de CYP1B1 en la
etiologia del cancer de prostata son pocos los estudios que han evaluado la
asociacion de los polimorfismos genéticos CYP1B1 con el riesgo de cancer de
prostata. No se habia encontrado asociacion estadistica significativa entre los
polimorfismos deCYP1B1 y el riesgo de este padecimiento, sin embargo, en este
estudio observo a través del 61 muestras confirmadas y 20 que la asociacion de
la presencia de estos polimorfismos juegan un papel importante en el riesgo de
desarrollar esta enfermedad.

La importancia funcional de la Val “** Leu polimorfismo no se ha estudiado
adecuadamente no obstante los cambios de nucledtidos pueden ser importantes
para la funcion de la enzima correspondiente. Bailey et al. informé que los
pacientes caucasicos con el genotipoVal / Val tenian un porcentaje
significativamente mayor de cancer de prostata, lo que sugiere que este
polimorfismo puede ser funcionalmente importante para la expresién de los
receptores de esteroides en esta enfermedad. Debido a que el prondstico de ER /
PR-positivo de cancer es mejor que la ER / PR negativo del cancer, estudios
caso-control incluyendo casos prevalentes pueden ser subjetivas a un sesgo de
supervivencia. En otras palabras, el genotipo Val / Val pueden ser representados
en los casos prevalentes, que puede atenuar la asociacion positiva, en su caso, ¢
on el genotipoLeu / Leu. No se ha reportado actualidad directamente la
asociacion de CYP1B1 genotipos con diferentes subtipos de cancer no obstante
el que su expresion parece ser importante en el desarrollo de esta enfermedad
(74).

Comunmente los estudios de riesgo incorporan un pequefio numero de factores
clinicos que se asocian con la progresion y tratamiento de la enfermedad, no
obstante la prediccion puede variar de un caso a otro, sin embargo para tener
una prediccion de dichos factores asociados es de vital importancia la
recaudacion de bases de datos para evitar la causalidad cuando los datos son
retrospectivos. La importancia de los factores genéticos en estos tipos de
predicciones son complejos para ser apreciados y ejemplificados de manera
individual. De tal manera que podemos tener una perspectiva especifica de las
variables moleculares genéticas una ves que las mimas han sido estudiadas de

manera independiente. Estos estudios tienen una gran cantidad de asociaciones
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genéticas pero aun su significancia clinica esta en debate ya que no solo
intervienen los factores genéticos si no que intervienen una gran cantidad de
factores para argumentar la individualidad de sus efectos. Por lo que para
explorar genéticamente estos factores se deben de considerar tanto la parte
molecular, asi como los mecanismos de los mismos y los factores que estan
influyendo en estos para idealizar los modelos de prediccién. Finalmete tenemos
que mirar u observar en un posible futuro clinico de implementacion de los riesgos

genéticos en estas predicciones.(75)

Las limitaciones metodologicas de este estudio fueron pocas.lLa tasa de
incidencia de este padecimiento fue alta, minimizando el potencial sesgo de
seleccion que es comun a muchos estudios caso-control tal como lo muestran
nuestros indices de confiabilidad siendo estos congruente con los reportes de
Floriano et al (76). De la misma manera no se consideran los factores que
pudieran sesgar nuestros resultados debido al origen étnico ya que los
polimorfismos en estudio no han sido correlacionados con el cancer de proéstata
para la poblacion y no obstante de que el tamano de muestra no fue muy grande
la estimacion del riesgo es confiable tal como lo muestran los datos obtenidos
mediante el analisis estadistico de ODDS y RR siendo estos consistentes con
investigaciones realizadas en otras poblaciones, o que implica un papel
importante de los polimorfismos de los citocromos CYP1B1 y CYP2W1 en la

etiologia del cancer de prostata.

Nuestros resultados son por lo tanto biolégicamente plausibles y merecen una
investigacion adicional con un mayor tamafo de muestra, en otras poblaciones
étnicas y atendiendo a la mayor cantidad posible de hospitales que tengan areas
clinicas en las que se atienda a la poblacién que inicie o tenga plenamente

diagnosticado el padecimiento estudiado en la presente investigacion.
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O.- CONCLUSIONES.

1.

El polimorfismo rs 56339482 +1103 G/C del citocromo CYP1B1 es

determinante para el padecimiento del cancer de prostata.

La presencia del polimorfismo rs 3808348 +7021 G/A del citocromo CYP2W1

ocasiona el doble de riesgo de padecer cancer de prostata.

Los polimorfismos de los citocromos CYP1B1 (rs 56339482) y CYP2W1 (rs
3808348) pueden ser utilizados como indicadores para el diagnéstico

temprano CaP.
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