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RESUMEN

M. en C. Margarita de la Luz Martinez Fierro.

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Facultad de Medicina.
Fecha de graduaciéon: Mayo 2009.
Area de Estudios: Biologia Molecular.

Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con Orientacion terminal en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética.
Numero de paginas:

Titulo del estudio: “Polimorfismo R462Q del gen RNASEL, infecciones virales crénicas y cancer de
prostata”.

Introduccion. Algunos reportes en la literatura han demostrado la presencia de diversas infecciones
virales en tejido prostatico. Recientemente el gamma retrovirus xenotrdpico relacionado al virus de la
leucemia murina (XMRV) fue identificado en el 40% de los pacientes con CP familiar con genotipo
homocigoto para la mutacion R462Q del gen RNASEL y en una baja frecuencia en pacientes
heterocigotos u homocigotos normales para la mutacion (1/66). No existen reportes de asociacién entre
R462Q y virus no-XMRV.

Objetivo. Determinar la prevalencia de virus potencialmente oncogénicos en tejido prostatico tumoral y
no tumoral, asi como la frecuencia del polimorfismo R462Q en gen RNASEL y sus asociaciones simples y
combinadas con cancer de prdstata.

Material y Métodos: DNA de 130 tejidos prostaticos fueron analizados para poliomavirus (BK, JCy SV40),
Citomegalovirus (HCMV) y Papilloma virus (HPVs) mediante ensayos de PCR anidada. RNA de las mismas
muestras fue retrotranscrito y sometido a amplificacion para tamizaje del virus XMRV. Las muestras
positivas fueron secuenciadas para la discriminacion definitiva del virus. La genotipificacion del alelo
R462Q de RNasa L fue obtenida mediante tecnologia TagMan. Las muestras positivas fueron
secuenciadas y los tipos virales de HPV fueron determinados usando la prueba Linear Array HPV
Genotyping Test.

Resultados: No se identificd la presencia de secuencias virales de los poliomavirus BKV, JCV ySV40 en
ninguno de los 130 tejidos prostaticos analizados. Infecciones con los virus XMRV y HCMV fueron
detectadas en 1y 6 muestras control respectivamente. Secuencias de HPVs fueron detectadas en 11/55
casos (20.0%) y 6/75 (8.0%) controles. La infeccidn por HPV significativamente incrementa el riesgo de CP
en 3.244 veces (P = 0.049) entre la poblacién estudiada (95% IC: 1.113-9.451).

Conclusion: No se encontrd asociacién entre la infeccidén con los virus estudiados y el polimorfismo
R462Q-CP; sin embargo los sujetos infectados con HPV tuvieron 6.653 veces mas riesgo de tener CP
comparado con hombres HPV negativos en la poblacidn mexicana estudiada (P=0.002).
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Director de tesis. Co-Director de tesis Co-Director de tesis.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. INTRODUCCION.

El incremento en la esperanza de vida de la poblacién ha traido consigo el incremento de las
enfermedades crénico-degenerativas entre las que destacan por su frecuencia los tumores
malignos que ocupan en México el tercer lugar en la tabla de mortalidad general [1]. Dentro de
las neoplasias malignas, el cancer de prdéstata es el primer tipo de neoplasia mds comun,

ocasionando el 15.68% de las muertes por cancer en varones [2].

El cancer de préstata es una enfermedad indolora y solo presenta sintomas de naturaleza
obstructiva, generalmente en estudios ya asociados a algun grado de invasién. La etiopatogenia
del CP es aun incierta; factores como el grupo étnico, dieta y factores genéticos, han sido
estudiados como posibles factores de predisposicion a CP, sin embargo su participacion en la
etiopatogenia de la enfermedad no ha sido claramente establecida [3, 4]. La asociacién entre la
actividad androgénica hormonal y CP ha sido ampliamente descrita, pues se conoce que los
varones con disgenesia testicular o los sujetos castrados, no desarrollan esta neoplasia. Articulos
recientes parecen apoyar la hipdtesis de una asociacién causal entre el factor infeccioso
relacionado con la actividad sexual (enfermedades venéreas) y CP, sin embargo aun no esta claro

gue agentes patdgenos en particular estarian involucrados en la etiologia de CP [5-7].

En el presente trabajo hemos decidido enfocarnos en un factor genético reconocido de
susceptibilidad al CP, que también estd asociado a mecanismos de resistencia antiviral, por lo que
a continuacion se abordaran las caracteristicas de la enfermedad, los factores de riesgo,
principalmente los de naturaleza genética y dentro de los de tipo ambiental una serie de agentes

virales oncogénicos que reconocidamente infectan el tejido prostatico de manera crénica.



1.2. ANTECEDENTES GENERALES.

1.2.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA.

- MUNDO: A nivel mundial, el CP es la cuarta neoplasia mas comun. Las tasas de incidencia y
mortalidad varian en forma acentuada entre los paises de manera similar a las variaciones
observadas entre los distintos grupos étnicos dentro de los Estados Unidos. Las tasas de incidencia
y mortalidad por lo general son mas elevadas en los paises occidentales que en los paises en vias
de desarrollo (figura 1). Los paises escandinavos muestran tasas particularmente elevadas de
diagndstico y mortalidad por CP  en comparacién con los paises europeos septentrionales, un
ejemplo es la tasa de mortalidad por CP en Noruega que duplica la registrada en Espafia: 24/100
mil frente a 13/100 mil. Los paises asiaticos sobre todo Japdn y China presentan una de las tasas

mas bajas de incidencia y mortalidad por CP en el mundo.

W 22 W< az <« 158 M < 100 B < 553

Figura 1. Tasas de Mortalidad para el 2002 segun estadisticas del GLOBOCAN IARC.



Los estudios epidemiolégicos indican que los varones de ascendencia africana tienen una
incidencia elevada de CP en América. En Jamaica por ejemplo esta incidencia se estima en 305 por

100 mil habitantes.

- ESTADOS UNIDOS. Para el 2008, The American Cancer Society estimé que aproximadamente
565,650 Norteamericanos fallecieron a causa del cancer, lo que representa mds de 1500 personas
al dia (1 de cada 4 muertes). El cancer es la segunda causa de muerte, después de las
enfermedades del corazén [8]. La figura 2 muestra el nimero de nuevos casos y el nimero de

muertes estimadas para el 2008 por los 10 tipos de tumores mas frecuentes en Estados Unidos.

Nuevos casos calculados Muertes estimadas
Prostata 186,320 (25%) 90,810 (31%)  Pulmdn y bronquios
Pulmoén y bronquios 114,690 (15%) 28,660 (10%)  Prostata
Colonyrecto 77,250 (10%) 24,260 (8%) Colon y recto
Vejiga 51,230 (7%) 17,500 (6%) Pancreas
Linfoma No Hodgkin 35,450 (5%) 12,570 (4%) Higado y ducto biliar intrahepatico
Melanoma 34,950 (5%) 12,460 (4%) Leucemia
Rifidn 33,130 (4%) 11,250 (4%) Eséfago
Cavidad oral y faringe 25,310 (3%) 9,950 (3%) Vejiga
Leucemia 25,180 (3%) 9,790 (3%) Linfoma No Hodgkin
Pancreas 18,770 (3%) 8,100 (3%) Rifidn
Todos los sitios 745,180 (100%) 294,120 (100%) Todos los sitios

Figura 2. Sitios principales y estimaciones de nuevos casos de cancer y muertes en Estados Unidos para el
2008.

En varones el CP represento el tipo de neoplasia mas comun ocasionando 28,660 muertes en esta
poblacién. Del 2001-2005 la mediana de la edad de diagndstico de CP fue de 68 afios y de 80 afios
la mediana de la edad de muerte por dicha enfermedad. La tasa de incidencia ajustada por edad

y grupo étnico fue de 163 por 100 mil habitantes para todas las razas, de 93.8 para individuos de



origen asiatico/pacifico, de 138 para hispanos, 156.7 para hombres blancos y de 248.5 para

afroamericanos [9].

- MEXICO. En nuestro pais segin datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI),
durante el 2007, los tumores malignos representaron la tercera causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares y la Diabetes Mellitus (tablas 1 y 2) [2]. Segln esta misma fuente,
el nimero de fallecimientos en varones por tumores malignos fue de 31 mil 654, dentro de los
cuales el CP representa la neoplasia maligna mas frecuente, ocasionando un 15.68% de las

muertes en este grupo de poblacion (tabla 1).

El 89.38% de las muertes por CP se presentd en varones de 65 afios y mas (tablas 3 y 4), sin
embargo a pesar de que para el 2007 no existen registros de defunciones por CP en otros grupos
de edad, el comportamiento de las estadisticas se ha mantenido constante desde 1999 (figura 3)
donde las variaciones en la mortalidad por CP en el grupo de varones de 65 afios y mds oscila

entre el 87-89% [10].

15 a 64 ailos
12.45% i
65 y mas
87.5%
5 a 14 aiios
0.05%

Figura 3. Distribucion porcentual de las defunciones por cancer de préstata segun grupo de edad en México

durante 1999.



Segun el registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas, la relacién entre caso/defuncién por CP,
es de 3 casos por defuncion en el grupo de edad de 45 a 64 afios. Esta relacion se ve igualada (1.1
caso/defuncién) en el grupo de 65 afios y mas [11]. Los estados de la republica que presentaron
las tasas de mortalidad mas elevadas son Michoacan, Nayarit y Durango con tasas de 25.4, 24.6 y
23.6 por cien mil habitantes, respectivamente. Sin embargo los estados con mayor nimero de
casos de CP reportados son el Distrito Federal, Jalisco y Nuevo Leén con 1621, 660 y 471 casos,

respectivamente [11].

En el estado de Nuevo Ledn el nimero de casos de CP se ha mantenido en un rango de 385 a 612
del afio 1999 al 2005, presentando su maximo en el afio 2004. La tasa de mortalidad por cien mil
habitantes de 17.1, ubican a Nuevo Ledn en el 14vo. lugar a nivel nacional, sin embargo es el
tercer estado de la republica que reporta el mayor nimero de casos al afo, precedido por el

Distrito Federal y Jalisco [11].

Tabla 1. PRINCIPALES 3 CAUSAS DE MORTALIDAD GENERAL 2007.

TOTAL 514420
Enfermedades del Corazén 87185
Diabetes Mellitus 70517
Tumores Malignos 65112

Tabla 2. PRINCIPALES 3 CAUSAS DE MORTALIDAD EN HOMBRES 2007.

TOTAL 284910
Enfermedades del Corazén 45301
Diabetes Mellitus 33310
Tumores Malignos 31654
-Cancer de la Préstata 4962
-Cancer de trdquea Bronquios y Pulmén 4435




Tabla 3. PRINCIPALES 3 CAUSAS DE MORTALIDAD EN PERSONAS DE 65 ANOS Y MAS 2007.

TOTAL| 277313
Enfermedades del Corazén 64665
Diabetes Mellitus 42683
Tumores Malignos 35592
- Cancer de Traquea Bronquios y Pulmén 4569
- Cancer de la Préstata 4435
- Cancer deHigado y de las Vias Intrahepaticas 3162

Tabla 4. PRINCIPALES 3 CAUSAS DE MORTALIDAD EN HOMBRES DE 65 ANOS Y MAS 2007.

TOTAL 137032

Enfermedades del corazén 30761
Tumores Malignos 19120
- Cancer de la prostata 4435
- Cancer deTtraquea Bronquios y Pulmodn 3086
-Diabetes Mellitus 18649

Tablas 1-4. Estadisticas vitales reportadas en México durante el afio 2007. Fuente INEGI 2007.

1.2.2. DESCRIPCION ANATOMO-PATOLOGICA DE LA PROSTATA.

1.2.2.1. Localizacién anatédmica y descripcion.

La prdstata en un drgano fibro-muscular retroperitoneal, que rodea el cuello vesical y la uretra y
se halla desprovista de una cdpsula delimitada (Figura 4). En el adulto normal la préstata pesa

aproximadamente 20 g y tiene 3 cm de largo. [12]



Uretero.

Ganglio linfatico.

Conducto deferente.
Vejiga.

Vesicula seminal.

PROSTATA.

Recto.

Uretra.

Testiculo _...J :

Pene

Figura 4. Localizacidon anatomica de la préstata. El esquema muestra un corte de la regién pélvica y la

ubicacidn anatémica de la glandula prostatica.

1.2.2.2. Estructura de la préstata.

Histolégicamente, la préstata es un organo tubulo-alveolar compuesto, que en un plano de
seccion presenta de pequefios a grandes espacios glandulares revestidos por epitelio. Las
glandulas se hayan caracteristicamente revestidas por dos capas de células: una capa basal de

epitelio cubico bajo, cubierto por una capa de células secretoras cilindricas.

Todas las glandulas tienen una membrana basal y se hallan separadas por abundante estroma

fiboromuscular [12].

En el adulto, el parénquima prostdtico puede dividirse en cinco zonas o regiones bioldgica y
anatdmicamente distintas: zona central, regidn del estroma fibromuscular anterior, transicional,

periférica y region glandular periuretral (figura 5) [13].



a. Zona central.

b. Zona fibromuscular.
c. Zona transicional.
d. Zona periférica.

e. Regidn glandular periuretral.

Conducto eyaculatorio

Figura 5. Zonas de la prdéstata. La prostata adulta normal contiene varias regiones diferentes que
comprenden la zona central (a), fibromuscular (b), transicional (c), periférica (d) y la regién glandular

periuretral (e).

1.2.2.3. Principales patologias de la préstata.

Los tres procesos patoldgicos principales que afectan a la glandula prostatica son la inflamacion
(bacteriana aguda o crdnica, abacteriana crénica y granulomatosa), el aumento nodular benigno
(hiperplasia prostatica benigna, HPB) que afecta tanto los componentes epiteliales como
mesenquimales de la préstata y el cdncer. No hay relacién etioldgica directa entre HPB y céncer.
Ambas patologias estan relacionadas solo por su sitio anatdmico de origen y la alta incidencia en
hombres mayores de 40 anos de edad [12, 14]. Mientras que los procesos inflamatorios han sido
considerados como de menor significado clinico, los aumentos nodulares benignos son tan
frecuentes en edades avanzadas, que tienden a considerarse como un proceso de envejecimiento
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“normal” [12]. El carcinoma prostatico por su frecuencia y por sus consecuencias, es la patologia

prostatica que mas atenciéon ha merecido a lo largo de varias décadas. A pesar de los grandes



esfuerzos enfocados en la deteccidn oportuna y/o tratamiento de esta malignidad, el cancer de

prostata aln representa un grave problema de morbi-mortalidad a nivel mundial [4, 5, 15].

1.2.3 CANCER DE PROSTATA.

1.2.3.1. Descripcion e historia natural de la enfermedad.

El CP consiste en un crecimiento descontrolado de las células prostaticas. Por su ubicacion, este
crecimiento presiona la vejiga y la uretra, lo que repercute en una dificultad para la salida normal
de la orina, por lo que los principales sintomas del CP son de tipo obstructivo (figura 6) e incluyen:
dificultad para orinar, volumen reducido de orina, poliuria (sobretodo en la noche), presencia de
sangre en la orina, dolor en la eyaculacidn, y dolor en la zona superior de los muslos asi como en la

zona lumbar. Sin embargo el CP en sus etapas iniciales es asintomatico [10].

En sus primeras etapas el CP sdlo se limita a la préstata y no suele ser mortal; sin embargo en el
30% de los casos se comporta de manera agresiva y suele ocasionar mortalidad al diseminarse a
otras partes del cuerpo [16], invadiendo primero la capsula, posteriormente ganglios pelvianos y

haciendo metastasis preferentemente a hueso (figura 8) [10].

1.2.3.2. Diagnéstico del CP.

La aproximacion al diagndstico y tratamiento del CP cambia a través del espectro de la
enfermedad. Los algoritmos existentes estdn dirigidos hacia la determinacién de si el cancer es

clinicamente significativo [14].
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Figura 6. Historia Natural del CP. En la figura se resumen las diferentes etapas del CP, los cambios y signos
que las acompafian, sus principales abordajes y se muestra una asociacién con los diferentes factores de
riesgo reconocidos para la enfermedad.

El antigeno prostatico especiico (APE) es una glicoproteina clasificada como serin-proteasa [17]. Se
produce en el epitelio ductal y acinar y es secretado en el epitelio luminal. El tejido prostatico
normal produce mayor cantidad de APE por gramo que el CP y los tumores de préstata bien
diferenciados, producen mds APE que los pobremente diferenciados [14]. Se considera que el APE
es organo-especifico pero no cancer especifico, puesto que sus niveles en sangre correlacionan
entre otras cosas, con hiperplasia prostatica benigna, el volumen de la préstata y la progresién del
CP. Bajo condiciones patoldgicas, el APE entra a circulacion a través de la ruptura de la membrana

basal [18]. Los valores séricos de APE, se consideran como normales en un rango menor de 4.0
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nanogramos (ng)/ml), intermedios de 4.1-10.0 ng/ml y altamente sospechosos arriba de 10.0

ng/ml [10].

La identificacion de un tacto rectal digital (TRD) sospechoso y/o un APE > 4.0 ng/ml son
indicadores de biopsia prostatica (BTR) que es considerado como estandar de oro para establecer
el diagndstico de la enfermedad. El tejido obtenido mediante BTR es evaluado mediante

histopatologia, lo que permite identificar y clasificar el grado de la enfermedad.

1.2.3.3. Clasificacion y Tratamiento.

El tipo histolégico mas frecuente de CP es el adenocarcinoma y su grado de diferenciacidn es

juzgado principalmente por la escala Gleason (figura 7)

GRADO GLEASON
2-6 7 . 8-10
Bajo Intarmedio Alto

GRADO DEL TUMOR/AGRESIVIDAD

Figura 7. Grado Gleason. El grado Gleason describe el grado de similitud de las células tumorales y las
células normales de la prostata. Mientras mayor sea la diferencia entre ellas, mayor grado Gleason y mayor
grado de agresividad.
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El grado Gleason evalla los detalles en la forma/arquitectura de las células cancerosas. Existen 5
patrones de lesidon diferentes dependiendo del grado de diferenciacién y la pérdida de la
arquitectura glandular (figura 7). El patrén 1 en el tumor es el mas diferenciado (“menos malo”),
con discreta deformacidon glandular y el patréon 5 es el mas indiferenciado (“mayor malignidad”)
con pérdida completa de la arquitectura glandular [14]. El grado Gleason final es la suma de los
grados de los patrones de crecimiento primarios y secundarios mas frecuentes y puede adquirir
valores de 2 (1+1) a 10 (5+5). Generalmente cuando se habla de grado Gleason se habla de
agresividad de la enfermedad y aunque dos grados Gleason pueden tener el mismo valor entre
sujetos, las caracteristicas del tumor podrian ser diferentes [19]. Por ejemplo un CP con Gleason
7(3+4) es mas probable que sea menos agresivo que un Gleason 7(4+3) aunque técnicamente se

esté hablando del mismo grado Gleason.

Otra de las clasificaciones mds ampliamente utilizadas es la clasificacién Tumor Nédulo Metastasis
(TNM). Este sistema esta basado en la extension del tumor (T), la extension de la diseminacion a
los ganglios linfaticos (N) y la presencia de metdstasis (M). Se afiade un niumero a cada letra para

indicar el tamafio o extensidn del tumor y la extension de la diseminacidon metastasica (tabla 5).

La evaluacién inicial de la clasificacién TNM, consiste en determinar el estadio local del tumor, ya
sea, enfermedad intracapsular (T1-T2) o extra capsular (T3-T4) y tiene un impacto importante en la
toma de decisiones para el tratamiento. Para muchos cdnceres, entre ellos el de prdstata, las
combinaciones TNM corresponden a una etapa o estadio de cinco posibles. Una breve descripcion
de estas etapas y una representacion grafica se muestran en la tabla 6 y la figura 8

respectivamente.
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Tumor primario (T)

TX Eltumor primario no puede ser evaluado

TO No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (cancer inicial que no se ha
diseminado a tejidos vecinos)

T1,T2, T3, T4 Tamafio y/o extensién del tumor primario

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX No es posible evaluarlos ganglios linfaticos regionales

NO No existe complicacion de ganglios linfaticos regionales (no se
encontré cancer en los ganglios linfaticos)

N1, N2, N3 Complicacion de ganglios linfaticos regionales (numero y/o
extension de diseminacion)

Metastasis distante (M)

MX No es posible evaluar una metastasis distante

MO No existe metastasis distante (el cancer no se ha diseminado
a otras partes del cuerpo)

M1 Metastasis distante (el cancer se ha diseminado a partes

distantes del cuerpo)

Tabla 5. Clasificacion TNM. La estadificacion TNM establece la extensién del tumor, diseminacién a ganglios
linfaticos y la metastasis; por ejemplo cancer de prdstata T2ZNOMO significa que el tumor esta localizado sélo
en la prostata y no se ha diseminado a los ganglios linfaticos o a otras partes del cuerpo.

Etapa o estadio Definicion

Carcinoma in situ (cancer que estd presente sélo en la capa de

Etapa O , S
P células en donde se inicid).

Los numeros mas altos indican enfermedad mds extensa: tamafio
Etapal, Etapa Il y Etapal lll mayor del tumor y/o diseminacién del cancer a ganglios linfaticos
vecinos y/o a érganos adyacentes al tumor primario.

Etapa IV El cdncer se ha diseminado a otro érgano.

Tabla 6. Etapas del Cancer de acuerdo a la clasificacion TNM. La combinacion TNM da origen a 5 etapas
posibles (0-1V), en las cuales se incluye el tamafio del tumor y la extensidn de la diseminacion y/o metastasis.

Una vez que el estado del paciente es identificado, se realiza un prondstico de evaluacién con fines

terapéuticos, se consideran las opciones de tratamiento y se toma una decisién para ofrecer una

intervencioén [14].
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Figura 8. Etapas del CP de acuerdo a la clasificacion TNM. Las etapas | y Il representan un CP drgano
confinado, mientras que en los estadios Ill y IV el CP presenta invasidn a ganglios linfaticos y metastasis
respectivamente.

El tratamiento depende de la clasificacién TNM y de la edad del paciente. En términos generales,
las personas con cdncer T1-T2 tempranos, localizados, que no han invadido la capsula, deberan ser
sujetos a prostatectomia radical. La sobrevida de estos pacientes es buena en general; es decir el
90% sobrevive a los 15 afios con tratamiento precoz. Las complicaciones de la prostatectomia
radical son la impotencia y la incontinencia urinaria. Si se diagndstica un cdncer TNM etapa IV con
metastasis a distancia, sélo se realiza tratamiento paliativo con supresién del estimulo hormonal.
De estos pacientes un 10% muere antes del afio con o sin tratamiento y otro 10% vive mas de 10

afios. El promedio de sobrevida con un TNM IV es dos a tres afios. La radioterapia solo se usa a
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nivel local con implantes en estadios TNM | o Il. También se utiliza como tratamiento local de las

metadstasis de columna, pero sélo es paliativo [10].

1.2.3.4. Lesiones precursoras del CP.

Por varios afios se ha considerado a la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN: siglas en inglés) y a
la hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) como lesiones precursoras del CP. Sin embargo, hasta la
fecha el PIN permanece como la Unica y bien probada condicién pre-neoplasica con significancia
clinica. La HAA, mas que ser considerada una lesion pre-maligna, es considerada como un proceso
glandular benigno de la zona de transicidn que simula a un adenocarcinoma acinar [20]. Otras
lesiones como el PIN de bajo grado o la atrofia han sido sugeridas como lesiones pre-neoplasicas
sin embargo las evidencias son mucho menos convincentes que las encontradas para el PIN. A
continuacién se presenta la descripcidn y las principales caracteristicas de algunas de las lesiones

consideradas como precursoras del CP.

A. Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN siglas en inglés).

Es una lesidon que ha sido ampliamente aceptada como precursora del CP gracias a estudios
histoldgicos, inmunohistoquimicos y genéticos. Se caracteriza por una transformacién del epitelio
de revestimiento secretor, de los ductos prostaticos y de los acinos [21]. Ademas de cambios en la
arquitectura de las células epiteliales, la PIN se caracteriza por la existencia de cambios nucleares y
por mantenimiento del epitelio basal [22]. Inicialmente se le clasificd en tres grados (I, Il y ), sin
embargo actualmente se ha agrupado como PIN de bajo grado (grado I) y PIN de alto grado (grado
'y 1) [21, 23], también abreviado como HGPIN (siglas en inglés). La clasificacion en PIN de bajo o

alto grado se realiza en base a las caracteristicas citoldgicas de las células secretoras: en el PIN de
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bajo grado el nucleo de las células esta agrandado, varia en tamafio, su contenido de cromatina va
de normal a sutilmente incrementado y los nucléolos son apenas visibles y de apariencia normal;
mientras que en el PIN de alto grado las células poseen un ntcleo prominente de tamafio muy
uniforme, poseen un incrementado contenido cromatinico (que puede estar irregularmente
distribuido) y un nucléolo prominente muy similar al de las células tumorales. La membrana de
células basales esta intacta en el PIN de bajo grado, mientras que se observa un incrementado
grado de ruptura en el PIN de alto grado. De manera similar al adenocarcinoma, el citoplasma de
las células en la mayoria de los casos de PIN de alto grado es positivo para a-methylacyl-CoA

racemasa [21].

Evidencias clinico-morfoldgicas que asocian a HGPIN y CP.

Existen diversas evidencias que ligan al PIN de alto grado con el CP, dentro de las mas importantes

se encuentran las siguientes:

Al igual que el CP, la incidencia del PIN incrementa con la edad.

e Lafrecuencia, severidad y extension del PIN incrementa cuando se asocia con CP.

e EIHGPIN como el CP son lesiones focales que afectan principalmente a la zona periférica de
la glandula prostatica;

e Desde el punto de vista morfoldgico puede observarse una transicion entre HGPIN y

carcinoma prostatico y

e EIHGPIN comparte alteraciones genéticas con el CP.
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Evidencias genéticas y moleculares que asocian a HGPIN y CP.

e Las tasas de muerte y proliferacién celular son elevadas en HGPIN y CP comparadas con
las encontradas en prdstatas normales.

e EIHGPIN y el CP son fenotipica y morfométricamente similares.

e Algunas alteraciones genéticas y moleculares son comunes en ambas lesiones.

e La membrana de células basales esta interrumpida en HGPIN y ausente en CP.

e La tasa de neovascularizacion es elevada tanto en HGPIN y CP, comparada con préstatas

normales.

B. Hiperplasia Adenomatosa Atipica (HAA).

También llamada adenosis, adenosis atipica, hiperplasia acinar atipica o hiperplasia atipica. La
hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) consiste en una proliferaciéon acinar constituida por
glandulas de pequeio a mediano calibre, que forman un nddulo bien circunscrito, frecuentemente
situado en la zona transicional. Su arquitectura es similar a un adenocarcinoma bien diferenciado
(Gleason 1 y 2). A diferencia de éste, la HAA se caracteriza por la ausencia de agrandamiento
nuclear y nucleolar significante y la presencia de la membrana basal fragmentada [21, 24]. Ambas
caracteristicas pueden ser demostradas por inmuno-tincién para citoqueratinas de alto peso
molecular (34BE12) o p63 [21]. Es importante mencionar que el empleo de HAA esta restringido a
una lesion bien definida que ocurre en la zona de transicion en asociacion con hiperplasia nodular
y no debe ser empleada para describir otros tipos de proliferaciones glandulares tales como
atrofia lobular, hiperplasia postatréfica o adenosis esclerosante [24]. Hallazgos recientes de
alteraciones moleculares, incluyendo inmuno-reactividad para p504S, un biomarcador para CP,

sugieren que al menos un subgrupo de casos de HAA pueden estar relacionados a CP de la zona de
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transicién, sin embargo no existen datos clinicos que corroboren el potencial maligno de esta

lesion [24].

C. Atrofia Inflamatoria Proliferativa (PIA, siglas en inglés).

La atrofia de la préstata se define como una reduccién en el volumen de glandulas y estroma pre-
existentes y presenta dos patrones: difusa y focal. La atrofia difusa resulta de una disminucién en
los andrégenos circulantes e involucra la prdstata completa de manera casi uniforme, mientras
que la atrofia focal no esta relacionada con la disminucidon de andrégenos y se presenta como

“parches” de epitelio atrofico rodeado de epitelio de apariencia normal [25].

El término de atrofia inflamatoria proliferativa fue propuesto por De Marzo AM et al en 1999 para
designar focos discretos de epitelio glandular proliferativo con apariencia morfoldgica de una
atrofia simple o hiperplasia postatréfica que se encuentra en asociacién con inflamacién [25].
Histolégicamente, la mayoria de las lesiones que contienen infiltrados inflamatorios tanto agudos
como crénicos estan asociadas con epitelio atréfico o epitelio atréfico focal [13]. Comparado con
el epitelio normal y mientras la mayoria de las lesiones de atrofia focal han sido consideradas
quiescentes, existe una fracciéon incrementada de células epiteliales que proliferan en dichas
lesiones (PIA) [25, 26]. Sin embargo, no todas las lesiones atroficas de la prdstata muestran un
incremento en células inflamatorias y es por ello que se ha propuesto el término de “Atrofia

Proliferativa” (PA siglas en inglés) para esas lesiones [27].

Atrofia Inflamatoria Proliferativa y CP.

En el epitelio de una préstata normal, la mayoria de las células en divisién celular se encuentran

principalmente en el compartimento basal (figura 6). Se ha identificado que las células de PIN y
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adenocarcinoma poseen un fenotipo secretor, por lo que se ha postulado que las células blanco de
transformacion neopldsica en la préstata son aquellas con un fenotipo intermediario entre
secretor y luminal [25, 27]. Interesantemente las células atrdficas no quiescentes poseen

marcadores intermediarios entre células basales y luminales.

Algunos de las cambios moleculares y genéticos que se han observado en HGPIN y CP también
han sido documentados en PIA: por ejemplo NKX3.1, CDKN1B (codifica para p27) y PTEN son
regulados a la baja en lesiones atroéficas focales. Esos genes son altamente expresados en epitelio
normal y su expresion se encuentra disminuida o ausente en PIN y PC. Ademas las alteraciones en
p53 y el receptor de andrégenos (RA) asi como pérdidas en el cromosoma 8p y ganancia en 8q24
son alteraciones también frecuentes en PIA, PIN y CP [21]. Por otro lado, diversos estudios
morfoldgicos han observado transiciones entre epitelio atréfico y adenocarcinoma, asi como areas

de PIA y/o PA con HGPIN [13, 27, 28].

Considerando lo anterior, se ha sugerido que la PIA sea considerada una lesién precursora del CP y
con base a esto se ha propuesto un modelo de progresién del CP considerando la hipétesis “Del

dafio y la regeneracién” (figura 9).

1.2.3.5. Predisposicion zonal de las lesiones de la prostata.

A pesar de que se conoce una predisposicion zonal del CP, también es conocido que la frecuencia
de malignidad en las diferentes zonas de la prdstata no es proporcional al tejido glandular
presente [13]. La predisposicion zonal de los diferentes tipos de lesiones que ocurren en la

prostata queda de manifiesto con las siguientes observaciones:
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Figura 9. Modelo de progresion del CP. La infiltracion de células inflamatorias causada por infecciones
repetidas, dieta y/o autoinmunidad, ocasiona especies reactivas de oxigeno y en consecuencia dafio al DNA,
lesion celular y muerte, lo que promueve la regeneracion celular del epitelio. La manifestaciéon morfoldgica
es la atrofia focal o PIA y la manifestaciéon bioldgica es un incremento en la proliferacion celular e
incremento masivo en las células epiteliales que poseen fenotipos intermediarios entre células basales y
luminales. En este grupo de células (que contienen algunas propiedades stem) ocurren alteraciones
somaticas (metilaciéon de GSTP1 y acortamiento de telémeros). Esos cambios pueden incrementar la
inestabilidad genética e iniciar la formacion de un HGPIN. En un escenario inflamatorio y de exposicion a
dafio celular en células con funciones de vigilancia comprometida se generan cambios adicionales, tales
como rearreglos cromosomicos, resultando en la inactivaciéon de la familia ETS, la activacion de MYC,
pérdida de PTEN y NK3.1 entre otros, promoviendo la formacidon del CP.

o El 68% de los tumores se desarrollan en la zona periférica, muy pocos tumores se
desarrollan en la zona central (8%) y alrededor del 24% en la zona transicional [10]. Tanto
los tumores grandes y pequenos que se encuentran en la zona periférica se encuentran
asociados a PIN, mientras que los de la zona de transicion tienden a ser de bajo grado y se

asocian mas frecuentemente a HAA y menos frecuentemente estdn asociados a PIN. Los
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tumores que se desarrollan en la zona periférica son detectados mediante DRE, mientras
que los tumores que se desarrollan en las zonas central y transicional se valoran mejor
mediante ecografia [10, 14].

e La mayoria de las lesiones de HPB se desarrollan en la zona de transicion mientras que la
inflamacién que se encuentra en esta zona generalmente esta asociada a nddulos de
hiperplasia y a atrofia.

e La inflamacién aguda puede encontrarse tanto en la zona periférica, como en la zona de
transicién; la inflamacién localizada en la zona periférica ocurre con atrofia en la mayoria de
los casos.

e Los diversos patrones de atrofia acompafiados de PIN o con pequefias lesiones de
carcinoma son mas prevalentes en la zona periférica, con menor frecuencia en la zona de

transicidn y en muy pocas ocasiones ocurren el la zona central [10, 12, 14].

1.2.4. Factores de riesgo para CP.

La etiologia del CP permanece aun incierta; ademds de la edad, historia familiar y grupo étnico,
existen pocos factores de riesgo bien establecidos para esta enfermedad. Factores relacionados a
la dieta, conducta sexual, agentes infecciosos, factores “maduracionales” y condiciones y/o
procedimientos médicos han sido sugeridos recientemente como factores de riesgo potenciales
para CP, pero su participacién en la etiopatogenia de la enfermedad no ha sido claramente
establecida [29]. En los parrafos siguientes se describen brevemente los principales factores de

riesgo para CP, asi como los principales estudios que los respaldan.

21



1.2.4.1. Edad.

De acuerdo a las estadisticas de mortalidad en grupos de 65 afios y mas y a diversos estudios
realizados en especimenes de autopsias y donadores de drganos [30-32], la edad es el factor de

riesgo para CP mejor conocido y aceptado.

En blusqueda de cambios tempranos asociados a CP Sakr et al (1993), evaluaron 152 glandulas
prostaticas provenientes de hombres jovenes en edades entre los 10 y 49 afios de edad,
encontrando una frecuencia de 0%, 9%, 20 y 44% de PIN y 0%, 0%, 27% y 34% de CP en pacientes
en la segunda, tercera, cuarta y quinta década de edad, respectivamente [30]. En busqueda de CP
incidental, Yin et al (2007) analizaron 340 préstatas de donadores de érganos de 1-81 afios de
edad y reportaron un 0%, 0%, 23.4%, 34.7% y 45.5% de CP en sujetos de <39, 40-49, 50-59, 60-69 y
de 70-80, respectivamente [32]. De manera general se ha encontrado una asociacién significativa

entre la incidencia de adenocarcinoma, HGPIN y adenocarcinoma con HGPIN y con la edad.

En México, como se mencioné previamente, segun la distribucién porcentual de las defunciones
por CP por el grupo de edad durante 1999 (figura 3), la proporcién de muertes por CP se vio
incrementada conforme aumenta la edad de los individuos [10]. Dicho aumento significa que un
individuo que pertenece al grupo de edad de 15 a 64 afios tiene un riesgo adicional del 75% de
morir por CP al cumplir los 65 afios de edad. Estos datos dejan de manifiesto el factor de riesgo

gue representa la edad en la adquisicién de CP.

1.2.4.2. Grupo Etnico.

Existe una predisposicién diferencial para CP entre los diferentes grupos étnicos. Tal es el caso de
los hombres de raza negra que poseen el doble de riesgo de contraer CP comparado con los
hombres euro-americanos y cuando poseen historia familiar de CP su riesgo se incrementa 6.4
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veces mas. De manera adicional, se ha reportado que el CP es mas agresivo en hombres de raza
negra que en hombres de otros grupos étnicos [33]. Las diferencias en la mortalidad entre los
diferentes grupos étnicos es un factor que deja clara la participacion del factor racial en el
desarrollo del CP, por ejemplo: en Estados Unidos las tasas de mortalidad para hombres negros
con CP localizado, regional, distante y sin clasificar son de 1.9, 1.5, 2.4 y 2.0 veces que sus

homoélogas en hombres blancos, respectivamente.

Por otro lado como se menciond previamente los paises asidticos presentan las tasas de
mortalidad por CP mas bajas reportadas alrededor del mundo. En Estados Unidos las tasas de
mortalidad ajustadas por edad demuestran que los hombres de origen asiatico poseen una tasa de
mortalidad mas baja (93.8), seguidos por los hispanos (138), hombres de raza blanca (156.7) y por
ultimo por los afroamericanos (248.5), quienes poseen la tasa de mortalidad mas elevadas en ese

pais [9].

1.2.4.3. Dieta.

La marcada variacién en incidencia y mortalidad de CP a través de regiones geograficas y grupos
étnicos y los cambios en los valores de riesgo observados en grupos inmigrantes, sugiere que la
dieta y/o estilo de vida afectan el desarrollo de CP [34, 35]. En Estados Unidos, se ha observado un
riesgo incrementado para CP en la primera generacion de inmigrantes chinos y japoneses, lo cual
sugiere que la dieta podria influenciar la conversién de tumores latentes en clinicamente

significantes [36].

Algunos componentes de la dieta que se ha observado que confieren un riesgo incrementado para
CP incluyen el consumo de productos animales, en particular carnes rojas y grasas saturadas [34,

37]. Los componentes de las carnes rojas que pudieran promover el desarrollo de CP no han sido
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identificados, sin embargo se sabe que las altas temperaturas generadas al cocinar dichos
productos directamente sobre la flama, en parrillas o parrillas de carbén, forman aminas
aromaticas poli-ciclicas y carcindgenos aromaticos hidrocarbonados poli-ciclicos. Una de las
aminas heterociclicas carcinogénicas, el 2-amino-1-metil-6-p-fenilimidazol [4,5-b]piridina (PhIP)

causa CP en roedores [34, 37].

Los componentes de la dieta que pueden tener un papel protector contra el desarrollo de CP
incluyen antioxidantes como licopeno y beta caroteno, vitamina A y retinol, vitamina C y vitamina
E. De la misma manera, los fito-estrégenos derivados de la soya y cereales, asi como la vitamina D

y el selenio pueden conferir proteccidn contra el CP [37].

1.2.4.4. Historia Familiar.

Desde 1960 se ha propuesto agregacion familiar del CP. Estudios caso-control y de cohorte han
confirmado la asociacion y la historia familiar es ahora establecida como un factor de riesgo para
CP [38]. El riesgo puede ser obtenido de dos formas: un CP familiar y una forma menos frecuente
CP que es denominado hereditario [14]. Se dice que un caso de CP es familiar cuando el miembro
afectado posee uno o mas familiares en primer grado con la enfermedad [38]. EI CP hereditario se
define como un subgrupo de CP familiar que se asocia a inicio temprano de la enfermedad y que
muestra un patrén de distribucién de un gen de susceptibilidad, consistente con la herencia
mendeliana, de tipo autosémico dominante y de penetrancia incompleta y también una forma
ligada al cromosoma X [14, 38, 39]. Se ha establecido que el riesgo de CP se incrementa de
acuerdo al nimero de miembros de la familia afectados y al grado de parentesco que ademas estd
inversamente relacionado con la edad en la que los miembros de la familia contrajeron la

enfermedad (tabla 7)[38].
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Historia Familiar Riesgo relativo Riesgo absoluto (%)

Ninguno 1 8
Padre o hermano 2 15
Padre o hermano afectado a una edad <60 afios. 3 20
Padre y hermano 4 30
CP Hereditario. 5 35-45

Tabla 7. Historia familiar y riesgo de CP.

e Loci de susceptibilidad a CP familiar.

Ademas de los estudios realizados por Woolf (1960), Cannon et al (1982), Meikle et al (1985) entre
otros [40, 41], que sugieren una significancia de factores familiares en el CP, varios loci de
susceptibilidad para CP familiar han sido identificados a lo largo del genoma (19q, 17p11, 1q25,
16922.3-923.1, 13q12.3, 11p11.2, 10925, 10q23.31, 10p15, 8p22, 7q11.23, 7p11-q21, 7p22, 3p26,
Xqll-q12, 22q12.3, 22q12.1, 1g42.2-943, 20q13) [42]. Varios genes candidatos han surgido de
esos andlisis (tabla 8); dentro de ellos, los HLODs mas altos reportados corresponden a RNASEL

(5.43) y ELAC (4.3).

ELAC/HPC2 en 17p codifica para una hidrolasa metal dependiente que podria explicar
parcialmente efectos ambientales sobre las células epiteliales de la préstata [3]. RNASEL en 1g25,
es un locus ligado a HPC1 (siglas en inglés de Cancer Hereditario de Préstata) y codifica para una
ribonucleasa que forma parte del sistema 2’5’-A y cuya funcidn es degradar RNA viral y celular e
inducir apoptosis bajo condiciones de infeccion viral [3, 43, 44]. Otro de los genes mas
ampliamente estudiado es el receptor 1 de macroéfagos “carrofieros” (MSR1) sobre 8p22. En los
macréfagos que se encuentran en sitios de inflamacion en la préstata, este receptor es el
responsable de la unidn, internalizacién y procesamiento de un amplio rango de moléculas

cargadas negativamente, entre ellas los lipopolisacaridos y otras toxinas bacterianas [3, 43].
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LOCI UBICACION HLOD

Regi6én PCAP 1942.2-43 2.2
Regién HPC1 (RNAsel) 1923-25 5.43
Regi6én HPCX Xq27-28 3.85
Regi6én CAPB 1p36 3.65
Regi6én HPC20 20q13 1.08
MSR1 8p22-23 1.84
Regién HPC2 (ELAC) 17p 4.3

Tabla 8. Loci de susceptibilidad a CP hereditario. La tabla muestra el nombre de la regidn, la ubicacidon

cromosémica y el HLOD reportado para cada uno de los loci.

e El gen RNASEL y su asociacion a susceptibilidad genética al CP.

El gen RNASEL (figura 10), codifica para la RNAsa L, tiene una longitud de aproximadamente 13
Kpb y esta constituido por 7 exones. Codifica para una proteina de 741 aminodcidos que posee un
dominio bipartito en su estructura, en la cual la mitad N-terminal reprime al dominio RNAsa en la
regién C-terminal. La unidn del oligonucledtido 2’5’A a la region represora de RNAsa L releva la

inhibicién, resultando en la exposicidon de los dominios de dimerizacién y de RNAsa [44].

Estudios iniciales de ligamiento genético identificaron que marcadores de la regién HPC1 se
cosegregaban con casos familiares de cancer de préstata, pero la identificacion del gen
involucrado se estableci6 en el 2002, cuando se correlaciond la presencia de mutaciones
germinales en el gen RNAsa L en dos familias afectadas por esta neoplasia [45]. La conexidn
RNAsal/HPC1 sugirio que este gen codificaba para una proteina supresora o modificadora del

cancer de prostata [46]
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Figura 10. Ubicacién y estructura del gen RNASEL. El gen RNASEL estd localizado en el cromosoma 125 y
tiene un tamano aproximado de 13.0 kb. Esta constituido por 7 exones de longitud y codifica para una
proteina de 741 aminoacidos. La RNAsa L ademas de su dominio de RNAsa, posee en su estructura un
dominio de dimerizacion y 9 repeticiones de anikirina que le brindan la capacidad de interaccionar con otras
proteinas.

Los estudios de asociacion de variaciones genéticas del gen RNAsa L con casos familiares y
esporadicos de CP muestran que algunos alelos son relativamente frecuentes en sujetos afectados
[44, 47, 48]. Aunque existen algunas controversias sobre estos reportes, particularmente debidas a
la amplia variacion patoldgica de los tumores estudiados, cuando se analizan casos familiares y
esporadicos de CP metastatico, se encuentran algunas variantes claramente asociadas [4, 49-51].
Los alelos metlile, glu265x, arg462glIn, asp541glu, 471delAAAAG del gen RNAsa L han sido los mas
analizados en estos estudios de asociacién (figura 11). Estudios in vitro han demostrado que el

alelo arg462gIn se correlaciona con reduccién de la actividad de RNAsa L en su capacidad de

dimerizarse para lograr la forma catalitica y que tiene una actividad proapotdtica deficiente [44].
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Figura 11. Variantes alélicas representativas del gen RNASEL. Dentro de las variantes alélicas del gen
RNASEL La mutacién 1385G-A (R462Q) ha sido la mas estudiada y ha sido asociada con un incremento en el
riesgo de CP ya que debido a su ubicacion (en el dominio de dimerizacién), disminuye la dimerizacion de la
enzima a la forma activa y produce una reduccién en la habilidad de causar apoptosis en respuesta al
sistema 2-5A.

1.2.4.5. Ambiente sexual.

Articulos recientes parecen apoyar la hipdtesis de una asociacion causal entre el factor infeccioso

relacionado con la actividad sexual (enfermedades venéreas) y CP [52].

Dos metaanalisis han reportado asociaciones significantes entre CP y enfermedades transmitidas
sexualmente. En uno de ellos, Taylor et a/ (2005), que comprende 29 estudios caso-control (6,022
casos de CP y 7320 controles) realizado en Estados Unidos, encontraron un riesgo incrementado
para CP en hombres expuestos a HPV, gonorrea o cualquier enfermedad de transmisién sexual
[53]. En el segundo de ellos, Dennis et al (2002) en un metaanalisis de estudios caso-control
reporté una asociacidon significante entre CP y presencia de enfermedades sexualmente
transmitidas (RR =1.4) y prostatitis (OR= 1.6) [52]. Dentro de los estudio caso control relacionados

con conducta sexual y CP, Fernandez et al (2005), en Cuba, encontré riesgos incrementados a CP
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en hombres con historia de enfermedad venérea (0.R=1.7, 95% Cl=1.1-5) [6]. A pesar de que no
todos los estudios han encontrado una asociacidn positiva entre enfermedades de transmision
sexual con CP [38], la evidencia epidemioldgica sugiere la existencia de un componente infeccioso

en la patogénesis del CP.

Existen diversos estudios en los cuales la ocurrencia de diversos agentes entre ellos los virus ha
sido demostrada en tejido prostatico tumoral y no tumoral, algunos de estos estudios ellos se

consideran en la siguiente seccién.

1.2.4.6. Patogenos virales y CP.

La contribucidn de la respuesta inmune vy la respuesta inflamatoria al desarrollo del cancer ha sido
bien reconocida en diferentes tumores humanos [37, 54, 55]. Una de las hipdtesis recientes acerca
de la etiologia del CP, es que la inflamacidén crénica o recurrente ocasionada entre otras cosas por
virus, puede iniciar o promover el desarrollo del CP. Esta hipdtesis se fundamenta en primera
instancia en la alta frecuencia de prostatitis sintomatica y asintomdtica encontrada en biopsias de
prostata o especimenes de reseccion de hombres de 40-79 afios de edad [37]. En segundo lugar, a
la observacion que diversos organismos patdégenos como los virus, pueden contribuir al proceso
inflamatorio y son capaces de establecer infecciones crdnicas persistentes en la prdstata y por
ultimo, a la identificacion de un grupo importante de genes de susceptibilidad a CP relacionados
con la defensa del organismo a las infecciones y/o a la inflamacion, tales como RNASEL, MSR1,
MIC-1/NAG-1 y TLR4 [3, 56]. Dentro de los procesos en los que se ha demostrado la infeccién por
virus se encuentran diversos episodios de prostatitis sintomatica, en todos los procesos de

prostatitis asintomaticos [37] y en los procesos tumorales de prdstata [37, 56]. Estas
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observaciones dejan clara la posibilidad de la participacidn de los virus en el origen y/o desarrollo

del CP.

Ha sido reportado que los siguientes virus poseen actividades oncogénicas y ademds establecen
infecciones persistentes en el tejido prostatico: los papilomavirus humanos de alto riesgo
(hrHPVs), los poliomavirus BK (BKV), JC (JCV) y SV40, los herpesvirus tipo 8 (HHV-8),
citomegalovirus humano (HCMV), Epstein barr (EBV) [57-61] y mas recientemente, el RNA virus
xenotropico relacionado con el virus de la leucemia murina (XRMV) [62]. A continuacion se
mencionan algunas caracteristicas de éstos virus que ponen de manifiesto su oncogenicidad y

presencia en la préstata.

e HPVs: Estos virus son capaces de replicarse in vivo en la prostata y son utilizados ademas
para inmortalizar células epiteliales in vitro [53]. Existen mas de 100 tipos de HPVs, de los
cuales los de alto riesgo estan asociados a tumores malignos (ej. 16, 18, 45, 31, 33, etc.)
[61]. Dentro de las neoplasias ocasionadas por estos virus se encuentran los cdnceres de
cérvix, oro-faringe, recto y ano, vulva y pene [63-65]. En un estudio caso-control, Adami et a/
(2003) midio la presencia de anticuerpos para los principales tipos de HPV (16, 18 y 33) en
238 sujetos con CP que no habian recibido tratamiento y en 210 controles, sus resultados
evidenciaron un riesgo significante para CP en aquellos sujetos con altos niveles de
anticuerpos contra HPV 33 (OR=2.3; 95% Cl, 1.2-4.1) [65]. De la misma manera que a nivel
seroldgico, estudios como el de Kuczyk et al (2000) demuestran la presencia de la proteina
E6 de HPV-16 en el 21% de muestras de CP [66]. Existen otros estudios que demuestran la

presencia de HPVs oncogénicos en tejido prostatico [64, 65, 67-69].

30



Poliomavirus: Los poliomavirus BKV y JCV se encuentran con alta frecuencia en poblaciones
humanas y mas del 80% de los adultos son seropositivos [70]. Estos virus estan
estrechamente relacionados al virus SV40. Los antigenos T de estos virus son proteinas
oncogénicas capaces de transformar células de mamiferos mediante la interacciéon con
proteinas celulares tales como p53 y proteinas de la familia Rb [69]. Las infecciones
primarias con estos virus ocurren en edades tempranas y raramente causan sintomas
clinicos. Después de la infeccidn primaria, estos virus establecen una infeccion persistente
en el tracto urinario y algunos reportes han demostrado la deteccion de BKV y JCV en tejido

prostatico [69, 71].

Herpesvirus: Los herpesvirus Epstein barr (EBV), Citomegalovirus (HCMV) y herpesvirus tipo
8 (HHV-8) poseen la caracteristica de ser linfotrépicos. Las infecciones con HCMV causan la
mononucleosis infecciosa e infecciones congénitas del sistema nervioso. Este virus también
se ha asociado con CP; por ejemplo Samanta et al (2003) detectaron proteinas de HCMV en
biopsias embebidas en parafina de 22 pacientes con PIN y carcinomas prostaticos mediante
técnicas inmunohistoquimicas, FISH, PCR y secuenciacion [72]. Al igual que el HCMV, los
virus HHV-8 y EBV estan fuertemente asociados a canceres humanos y su presencia en
tejido prostatico tumoral ha sido bien establecida [73, 74]. Se ha propuesto que la alta

frecuencia de infecciones por EBV y la carcinogenesis esta ligada a factores ambientales.

Virus Xenotrdpico relacionado al Virus de la Leucemia Murina (XMRV): Urisman et al
(2006), utilizando un microarreglo de DNA compuesto de oligonucledtidos representativos
de todos los virus conocidos, identificaron la presencia de secuencias gamma retrovirales

(virus XRMV) en muestras de DNAc de sujetos con CP homocigotos para la variante R462Q
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del gen RNASEL (7 de 11 casos), y posteriormente por RT-PCR detectaron el virus en 8 de 20
casos de (40%) sujetos homocigotos para la variante mencionada [62]. Este virus, esta
estrechamente relacionado a virus de la leucemia murina, de los cuales son bien conocidas
sus propiedades de causar tumores en ratones. Estos hallazgos representan el primer
reporte de que un virus de este tipo puede producir una infeccion en humanos y a pesar de
gue su presencia no fue detectada en el tumor como tal, sino en las células del estroma que
rodean al tumor, deja abierta la posibilidad de que una vez infectadas este tipo de células de

alguna manera pueden influir el crecimiento tumoral.

Ademas de la presencia de diversas familias de virus en tejido prostatico, otros estudios han
establecido asociaciones positivas entre la presencia de anticuerpos contra diversos virus y CP. The
US Third National Health and Nutrition Examination Survey demostré asociacién entre CP y
seropositividad para HCMV, Herpes HHV-8, Virus del Herpes Simplex tipo 1 y anticuerpos contra
virus de la Hepatitis B y C virus en hombres jévenes (edades de los 30-49 afos); en hombres de 50-
59 afos seropositividad para Papillomavirus Humano tipo 16 (HPV-16), Virus del Herpes Simplex

tipo 2, CMV, HHV-8 y Hepatitis C estuvo asociado con CP [38].

A pesar que diversos grupos han encontrado una clara asociacién entre la presencia de virus
oncogénicos y CP, otros reportan la misma prevalencia del agente patégeno tanto en tejido
prostatico normal como en tejido prostatico tumoral [75-77]. Una de las explicaciones que se ha
dado a esta divergencia es de naturaleza metodoldgica, ya que los métodos de deteccion de los
genomas virales empleados por los diferentes grupos de investigacion poseen diferente grado de

sensibilidad y los procedimientos de coleccién y preservacion de las muestras bioldgicas utilizadas
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en los estudios son diferentes; por otro lado la exposicion a los diversos tipos y/o variantes virales

varia entre poblaciones, lo que podria explicar en parte la presencia o ausencia de asociacion.

En este trabajo, nos enfocamos en el factor genético reconocido de susceptibilidad al CP RNASEL,
gue también estd asociado a mecanismos de resistencia antiviral, por lo que a continuacidén se
describird este factor genético y una serie de agentes virales oncogénicos que reconocidamente

infectan el tejido prostatico de manera cronica.

1.3. ANTECEDENTES DIRECTOS: AsocIAcCION ENTRE DNA virus, RNASEL y CP.

Como se menciond en el parrafo anterior, la prdstata es blanco de multiples infecciones virales
cronicas y esto podria asociarse a la patogénesis de esta malignidad [65, 69]. Por otro lado, la
participacion del sistema inmune en el desarrollo del cancer ha sido ampliamente descrita para
diferentes tipos de tumores [37, 54, 55]. En la interseccidn de estos dos puntos, infecciones virales
y respuesta inmune, se encuentran involucrados los interferones (IFNs), moléculas que se
encargan de establecer la primera linea de defensa del organismo contra las infecciones virales
[78]. La sintesis de IFNs ocurre en las células infectadas como respuesta a la presencia de

productos virales invasores.

Los inmunoestimulantes asociados a la superficie de bacterias y pardsitos son muy importantes
para generar respuestas inmunoldgicas innatas, pero estos no estan presentes en los virus. La
Unica molécula inusual que se asocia a los virus es el RNA de doble-cadena (dsRNA), un
intermediario de su ciclo vital (figura 12). Las células huésped pueden detectar el dsRNA e inducir
la secrecion de IFNs para iniciar un programa de respuestas antivirales. Los IFNs interactian con

las células vecinas activando un "estado antiviral" tisular, induciendo la expresién de la sintetasa 2-
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5 oligo-A (una enzima que se encarga de la sintesis de oligoadenilatos 2-5A a partir de ATP) en
aquellas células que entran en contacto con un dsRNA . Estos oligoadenilatos activan la sintesis del
RNAm de la ribonucleasa | (RNAsa L). Finalmente, la RNAsa L se encarga de degradar rapidamente
los RNAs mensajeros celulares y virales presentes en la célula infectada [78]. El proceso mediado
por el sistema 2-5A deprime la sintesis de proteinas (reduciendo la produccion de particulas
virales) y activa la apoptosis de la célula infectada con el objetivo de controlar la infeccién viral. La
ausencia de RNAsa L en ratones transgénicos causa una deficiencia en la actividad antiviral del

interferdn y un defecto en la apoptosis [79].

e degradocidn
NA

e g~ /

RNasa L Inactiva

Figura 12. Mecanismo 2-5A/RNAsa L. El RNA de doble cadena (dsRNA) asociado a patégenos virales, activa
a la 2-5A sintetasa (también conocida como oligoadenilato sintetasa o OAS). Esto trae como resultado la
sintesis de 2-5A del ATP. La unién del 2-5A al mondmero inactivo de RNAsa L ocasiona la formacién de
dimeros activos de RNAsa L. El resultado es la degradacién de regiones en forma de loop de cadena sencilla
del RNA, incluyendo RNA ribosomal en ribosomas intactos, lo que produce una potente respuesta antiviral
en las células tratadas con IFN e infectadas por virus.
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El alelo R462Q se correlaciona con reducciéon de la actividad de RNAsa L en su capacidad de
dimerizarse para lograr la forma catalitica y ademds ocasiona que la célula tenga una actividad
proapotdtica deficiente. Este fenotipo antiapoptdtico de la deficiencia de RNasa L podria
potencialmente suprimir el cancer, sin embargo la RNasa L es también el principal mediador de la
accién antiviral del IFN [80]. Esto lleva a considerar la posibilidad de que alteraciones en
HPC1/RNASEL podrian ocasionar susceptibilidad a los agentes virales y esto a su vez predisponer o
favorecer el desarrollo y/o progresién del CP. Esta hipdtesis ha sido evaluada solo para el virus

XMRV [81-83].

A pesar que es bien sabido que productos virales como el antigeno T de Py y las proteinas E6 y E7
de HPVs, son capaces de inducir transformacion celular e interactuar de una manera sinérgica con
la capacidad de sefializacion de la via del interferdn [84], ningun estudio ha establecido una

relaciéon entre el polimorfismo R462Q de RNAsa L, otras infecciones virales y CP.

35



1.4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

A nivel mundial diversos estudios han demostrado que la prostata es blanco de virus persistentes,
que poseen potenciales oncogénicos bien reconocidos: HPVs, BKV, JCV, SV40, HHV-8, HCMV,
Epstein Barr, entre otros. A pesar que diversos grupos de investigaciéon han identificado la
presencia de virus oncogénicos en tejido prostatico, hasta la fecha existen solo dos reportes caso-
control que evallan la asociacién del alelo R462Q y la presencia del virus XMRV en sujetos con PC

y ninguno que lo relacione con otras infecciones virales (no XMRV) y CP.

En México, la prevalencia de dichos virus en la prdstata, asi como la frecuencia del polimorfismo

R462Q del gen RNASEL y su asociacidn con cancer de prdstata no ha sido estudiada.

De existir dichas asociaciones podrian proveerse herramientas de tipo diagndstico que junto con

las caracteristicas clinico-patoldgicas del tumor contribuyan a identificar susceptibilidad, en los

pacientes y contribuyan a un mejor entendimiento de la etiologia de la enfermedad.
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CAPITULO II: OBJETIVOS.

2.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la prevalencia de virus potencialmente oncogénicos en tejido prostatico tumoral y no
tumoral, asi como la frecuencia del polimorfismo R462Q en gen RNASEL y sus asociaciones simples

y combinadas con cancer de prostata.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la frecuencia del polimorfismo R462Q del gen RNASEL en los grupos de

estudio.

2. ldentificar la presencia en tejido prostatico de los virus XMRV, HCMV, SV40, BKV, JCV y

HPVs de alto riesgo.

3. Determinar la posible asociacion entre el polimorfismo R462Q del gen RNASEL e

infecciones virales crénicas (XMRV, HCMV, SV40, BKV, JCV y HPVs de alto riesgo), asi como

la posible asociacion entre dicho polimorfismo y cancer de prostata.
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CAPITULO lll. MATERIAL Y METODOS.

3.1. ESQUEMA GENERAL DE LA PARTE CLINICA.

INFORMACION DEL ESTUDIO Y FIRMA DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO

y

ENTREVISTA. EXPEDIENTE CLiNICO. TOMA DE MUESTRA.
(Identificacién,datos (BTR’s previas, lecturas (Tejido: BTR, RTU,
demograficos,puntaje de APE, padecimientos y prostatectomia. Sangre:
AUA, factores de riesgo) cirugias) 3ml/EDTA y 3 ml/APE)

3.2. ESQUEMA GENERAL DE LA PARTE EXPERIMENTAL DE LABORATORIO.
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Este proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledén “Dr. José Eleuterio Gonzdlez” bajo el nimero de
identificacion B104-001 y B107-001. Todos los pacientes que aceptaron participar firmaron carta

de consentimiento informado.

3.3. DISENO DEL ESTUDIO.

El estudio que se realizd, es clasificado como un estudio caso-control prospectivo, en el cual se
incluyeron dos grupos de pacientes: el grupo de estudio constituido por sujetos con CP y el grupo

control formado por sujetos libres de la neoplasia.

3.4. CRITERIOS DE SELECCION DE LOS PARTICIPANTES.

e Criterios de Inclusion.

Dentro de los criterios de inclusion para el grupo de casos se consideraron todos aquellos sujetos
con diagndstico histopatoldgico de CP con biopsia disponible. El grupo control fue conformado
contemporaneamente con el grupo de casos y fueron elegibles solo si su diagndstico

histopatoldgico fue negativo para CP.

o Criterios de exclusion.

Todos aquellos pacientes que no contaran con biopsia disponible, que su muestra fuera de mala

calidad y que no aceptaran participar fueron excluidos del estudio.
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3.5. PACIENTES Y ORIGEN DE LAS MUESTRAS.

Todos los sujetos que experimentaron biopsia (BTR) por criterios clinicos (APE 24 ng/ml o tacto
rectal sospechoso) o reseccién trans-uretral (RTU) en el Servicio de Urologia del Hospital

Universitario “José Eleuterio Gonzalez”, entre Octubre del 2006 y Julio del 2007 fueron incluidos.

3.5.1. Muestras biologicas.

Se tomd una muestra de sangre para determinacion de APE y extraccion de DNA previo al
procedimiento de BTR, RTU o prostatectomia de cada participante. Se registraron datos
demograficos, factores de riesgo e informacion uroldgica mediante un cuestionario que fue

contestado por cada participante mediante entrevista.

La concentracion de APE fue determinada a partir de muestras de suero mediante un ensayo

inmunomeétrico quimioluminiscente en fase sélida (IMMULITE 1000).

El procedimiento de BTR fué realizado mediante un equipo de ultrasonido Logic Book XP de
General Electric, Modelo 2005. La profilaxis de los pacientes consistié en la administracion de 500
mg de ciprofloxacino cada 12h. por tres dias antes de la biopsia y enema (450 mg citrato de
sodio/45 mg lauril sulfoacetato) la mafiana del procedimiento. La coleccion de la muestra fue
realizada bajo anestesia local y mediante la técnica del octante empleando una aguja calibre 18 y
pistola para biopsia. Dos cilindros adicionales procedentes del |6bulo derecho e izquierdo de la
prostata fueron obtenidos para la determinacion de secuencias virales. Fragmentos de 0.5X0.5cm
de tejido prostatico fueron obtenidos del procedimiento de RTU para evaluacién viroldgica. Todos

los diagndsticos histopatoldgicos fueron realizados por un solo patdélogo.
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3.6. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

El DNA de muestras sanguineas fue obtenido mediante la técnica estandar de TSNTE y el DNA/RNA
de muestras de tejido congelado fue extraido con Trizol (Invitrogen). Las muestras de tejido fueron
homogenizadas y extraidas de acuerdo a las especificaciones del distribuidor. La cantidad y calidad
de los acidos nucléicos extraidos fue verificada espectrofotométricamente y por amplificacién por

PCR del gen GAPDH para descartar la presencia de inhibidores.

3.7. GENOTIPIFICACION.

La evaluacién de la variante R462Q (rs486907) de RNASEL fue realizada empleando la tecnologia
TagMan (Applied Biosystems: ABI, Foster City, CA). Brevemente, en una primera etapa 10 ng de
DNA fueron amplificados por PCR alelo especifica. En una segunda ronda, la discriminacién alélica
fue realizada con el StepOne RT-PCR system mediante el software StepOne v2.0 (Applied

Biosystems). Las condiciones de reaccion, secuencias de sondas y primers empleadas durante la

etapa de genotipificacién se muestran en la tabla 9.

Secuencia de sondas y primers. Condiciones de reaccion (7 pL)
, . [Final]
Fw 5'-GGAAGATGTGGAAAATGAGGAAGA-3 FaoMan PCR M 2% 1 Termociclado:
, , agMan mix 2X....
Rv 5 -TGCAGATCCTGGTGGGTGTA-3 95°C....10 min
RNASEL FAM.............. 0.2uM
92°C.....15s 40 ciclos
RNASEL VIC............... 0.2 uM )
6-FAM-CAGGACATTTTGGGCAA-MGB NFQ 60°C.....1min
Primer Fw.....cccevveens 5.0uM
VIC-CAGGACATTTCGGGCA-MGB NFQ 4°C
Primer Rv.....ccccceennen. 5.0uM

Tabla 9. Etapa de genotipificacion. Las secuencias de las sondas y primers, asi como también las condiciones
de reaccion empleadas para la genotipificacion de la variante R462Q de RNASEL se resumen en la tabla. El
nucledtido polimarfico se muestra resaltado en la secuencia de las sondas.
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3.8. DETECCION DE SECUENCIAS VIRALES.

La deteccién de secuencias virales fue realizada mediante PCR anidada empleando protocolos
descritos en la literatura [62, 69, 71] . De manera general, 500 ng de DNA fueron amplificados
para la deteccién de BKV, JCV, SV40 y HPVs empleando los métodos descritos por Fedele et al
(1999) y Zambrano et al (2002), respectivamente [69, 71]. Para la deteccion de XRMV, 1ug de RNA
fue sometido a retrotranscripcion empleando el sistema SSlll (Invitrogen), posteriormente se
utilizaron 2 ul del DNACc sintetizado por reaccion de PCR empleando la metodologia descrita por
Urisman et al (2006) [62]. La detecciéon de HCMV fue realizada mediante 2 rondas de amplificacion
empleando dos juegos de primers especificos que amplifican una porcién de la regiéon UL3 de
HCMV de 420pb y 188pb respectivamente. La secuencia de los primers empleados, asi como las

regiones y los tamanos amplificados para cada virus se muestran en la tabla 10.

Previo a la etapa de tamizaje, se llevd a cabo una etapa de validacidn de protocolos seleccionados
para la identificacién de cada virus mediante la determinacion de los limites de deteccién de cada
protocolo. Se realizaron rondas de amplificacién por PCR convencional empleando como templado
5 diluciones seriales de plasmidos control para cada virus partiendo de 600,000 a 60 copias virales.

Los productos obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa/BrEt al 3%.

3.9. SECUENCIACION Y GENOTIPIFICACION VIRAL.

Los productos obtenidos de las muestras positivas fueron purificados a partir de geles de agarosa
mediante el estuche comercial Wizard SV and PCR Clean-Up System (Promega, Madison WI,
United States) y su secuencia fue obtenida por secuenciacidon directa utilizando el BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) en un secuenciador 3100-Avant
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Nombre  Gen/Region Secuencia Tamafio del producto

5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'

APDH APDH 22
6 6 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3' > pb

5'-CGCGTCTGATTTGTTTTGTT-3'

GAGO 5" AGAGGGTAAGGGCAGGGTAA-3' 413 pb

GAG 5'-TCTCGAGATCATGGGACAGA-3'

GAG | 290 pb
5'-CCGCCTCTTCTTCATTGTTC-3'

5'-CAAGCGGCCTCTGATAACCAAGC-3'

HEMVI 5'-CTCTTCCTCTGGGGCAACTTCCTC-3' 420pb

L
uts 5'-CCGATCCTCTGAGAGTCTGCTCTC-3'

HCMV 2 , , 188pb
5'-CAGCCACAATTACTGAGGACAGA-3

VY09 5'-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3'
MY11 5'-GCM AGGGWCATAAYAATGG-3' 450pb
G5+ H 5-TTTGTTACTCTGGTAGATACTAC-3'
GP6+ 5'-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3' 150pb
PMA1F 5"-TCYTCTGGNNTAAARTCATGCT-3'
PM1R 5'-AAWTAGRTKCCAACCTATGGAA-3' 530pb
PM2R 5'- GGTAGAATACCAAATGACTTTCC-3'
e nuigenoT 5-GAATGCTTTCTTCTATAGTATGG-3' 353pb
ICE 5'-ATATTATGACCMCCAAAACCATG-3' 189pb
SVE 5'-ATAATTTTTTTGTATAGTAGTGCA-3' 135pb

Tabla 10. Primers empleados en la etapa de tamizaje viral. Las secuencias de los primers empleados en la
etapa de identificacion viral, asi como la regidon que amplifican y el tamafio de los productos de PCR se
muestran en cada columna.

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las

secuencias de referencia reportadas para cada virus.

Los tipos de HPV de las muestras positivas fueron discriminados mediante Linear Array HPV
Genotyping Test (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), de acuerdo a las instrucciones del proveedor y

los resultados fueron validados por secuenciacidn para 2 muestras.
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3.10. METODOS ESTADISTICOS.

Los grupos de casos y controles fueron comparados empleando métodos univariados. La
comparacion de edades entre los grupos de estudio fue realizada mediante prueba de t y la
estadistica U de Mann-Whitney fue empleada para la comparaciéon de medianas. La distribucidn
de genotipos fue comparada para verificar el equilibrio de Hardy-Weinberg por prueba exacta
mediante el software De Finetti (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl).
La relacidn entre Genotipo-CP, Genotipo-Infeccion e Infeccién-CP fue evaluada mediante prueba
de Chi cuadrada. Se realizé un modelo de regresion logistica multivariada considerando CP como
variable dependiente realizando un ajuste por edad durante el andlisis. Valores de P<0.05 fueron

considerados significativos.
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CAPITULO IV. RESULTADOS.

4.1. Caracteristicas generales de la poblacién estudiada.

Un total de 130 hombres mexicanos fueron incluidos en el estudio (tabla 11); 55 de ellos
conformaron el grupo de casos y 75 fueron admitidos dentro del grupo control. El 92.30% de los
sujetos fueron del Noreste de México (estados de Zacatecas, San Luis Potosi, Tamaulipas, Coahuila

y Nuevo Ledn).

Lugar de Origen Casos Controles TOTAL
Noreste de México 50 70 120
Otras Regiones del Pais. 5 5 10

TOTAL 55 75 130

Tabla 11. Lugar de nacimiento de la poblacién de estudio. La region Noreste de México, comprende los
estados de Nuevo Ledn, Coahuila, Tamaulipas, San Luis Potosi y Zacatecas. Dentro de la categoria de otras
regiones del pais, se incluyen a los estados de Guerrero, Distrito Federal, Michoacan, Sonora y Veracruz

La distribuciéon por edad de los grupos de estudio mostré que el 47.27% de los hombres con CP y el
24.0% de los controles fueron mayores de 70 afios. La edad promedio al diagndstico para el grupo

de casos fue de 70.83 (rango: 36-88) y 66.04 (rango 50-88) para el grupo control (figura 13).

La mediana de los valores de APE en los grupos de estudio fue de 18.3 ng/ml para casos (rango
0.16-1062ng/ml) y 6.7 ng/ml para el grupo de controles (rango 0.2-25.99 ng/ml). La mayoria de los

hombres con CP tuvieron valores de APE >10.0 ng/ml (tabla 12)

El diagndstico patoldgico mas frecuente fue prostatitis cronica (86.66%); los eventos de prostatitis

fueron encontrados en asociacién con tejido prostatico benigno (13.33%), tejido hiperplasico
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(28.0%) y tejido atréfico (14.66%) respectivamente; sélo 10 individuos tuvieron diagndstico
patoldgico de tejido prostatico benigno (figura 14). La distribucién del grado Gleason en los 55
casos de CP mostrd valores de Gleason superiores a 7 en 35 (63.63%) de los sujetos; como se
muestra en la figura 15, todos los casos tuvieron valores de Gleason superiores o iguales a 6, cinco

casos tuvieron valores normales de APE y tres de ellos tuvieron valores de Gleason >9.

Distribucién por edades de los grupos de estudio

70

60

50

40

NN

30

Ndmero de sujetos

20

10

0
2050 C1.60 £1.70 7174 75
[ Controles 1 17 38 10 8

M Casos 1 5 23 4 22

Figura 13. Distribuciéon por edades de los grupos de estudio. Los 130 sujetos incluidos en el estudio
pudieron ser clasificados por rangos de edad. En la grafica de distribucién fue excluido un paciente del grupo
control que no contaba con registro de edad.

Valor de APE (ng/ml) Casos Controles Total ‘
0.1-4.0 5 22 27
4.1-8.0 4 23 27
8.1-10.0 9 8 17

>10.0 34 25 59
Total 52 78 130

Tabla 12. Valores de APE de los grupos de estudio. El 96.15% de los sujetos con CP versus el 68.0% de los
sujetos control mostraron valores de APE anormales (>4ng/ml). En un sujeto control el APE no pudo ser
determinado.
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3% 13%

M Tejido prostatico benigno.

H Tejido prostatico benigno con prostatitis
aguda y/o crénica.
I Prostatitis crénica con atrofia

M Hiperplasia Nodular y Glandular con
prostatitis crénica.
M Otros

41%

Figura 14. Diagndstico histopatoldgico del grupo control (n=75). El evento mas frecuente fue la prostatitis
aguda o crénica acompafiada con tejido prostético benigno, atrofia y/o hiperplasia nodular y glandular.

Grupo de Casos: Grado Gleason.

17
12
11
9
i |
G.6 G.7 G.8 G.9 G.10

Figura 15. Grado Gleason. La figura muestra los 55 casos incluidos en el estudio, clasificados de acuerdo a su

grado Gleason.

4.2. Genotipificacion de la variante R462Q de RNASEL.

Todas las muestras de DNA/RNA que fueron obtenidas tuvieron la capacidad de amplificar el
fragmento esperado para el gen GAPDH (figura 16) y fueron utilizadas en las subsecuentes

determinaciones.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 () () ™M

300 pb — .
200 ph - — e ———— B —— - ¢————— 225pb
100 pb —

50pb — ———

Figura 16. Amplificacion de GAPDH. La imagen muestra la amplificacion de una banda de 225pb
correspondiente a un fragmento del gen GAPDH de 19 de las muestras empleadas durante la etapa de
genotipificacion. En el primero y Gltimo carril se muestra el marcador de peso molecular (M). Los controles
negativos de reaccién estan indicados entre paréntesis.

Las figuras 17A y 17B resumen los resultados de la genotipificacion de la muestra analizada. Las
frecuencias de los genotipos G/G, G/A, and A/A fueron 0.618, 0.382, 0.0 para casos y 0.693, 0.240

y 0.067 para controles respectivamente.

A. Distribucién de genotipos de la variante B. Distribucién de Genotipos en los grupos
R462Q del gen RNASEL de casos y controles

BG/G mG/A mA/A
3.8%

52

HG/G

Numero de sujetos

WG/A

HA/A

CASOS CONTROLES

Grupo de estudio

Figura 17. Distribucion de genotipos de la poblacion estudio. En la figura se muestran las frecuencias
genotipicas (A) de la poblacion estudiada y (B) distribuidas de acuerdo a los grupos de casos y controles.
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Las frecuencias genotipicas del grupo control no presentaron desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg (figura 18) mediante prueba exacta (P=0.1154) y debido a que las proporciones de los
alelos A o G no varian entre el grupo de casos y controles, el alelo 462Q de RNasa L y CP no estan

estadisticamente relacionados en esta poblacion (P=0.0756).

0.0 0.0
1.0 AV
.................. 9.1:1%\_/@,1_-_--__--_...--.--.
‘,(' Pruebas para desviaciones del equilibrio de Hardy-
""“““‘u\j["”\]\[‘\‘]" e RRRORREE Weinberg .
Controles Casos
n G/G =52 (49.61) n G/G =34 (36.0)
n G/A = 18 (22.77) n G/A =21 (16.99)
nA/A=5(2.61) nA/A=0(2.0)
f al=0.81 +/-0.035 f a1=0.81 +/-0.033
F=0.20960 F=-0.23596
p=0.069492 (Pearson) p=0.0.080137(Pearson)
p=0.088218 (LIr) p=0.0225317 (LIr)
p=0.115462 (Exacta) p=0.180256 (Exacta)
p=0.05 ChiSquare 2 3.841

Figura 18. Diagrama De Finetti con parabola de Hardy Weinberg. La longitud de la linea vertical representa
la frecuencia del genotipo G/A. La longitud de la lineas perpendiculares izquierda y derecha representan las
frecuencias de los genotipos G/G y A/A respectivamente. En el eje de las abscisas se muestra la frecuencia
del alelo G y la interseccidn de la parabola de H.W. y la linea vertical representan la frecuencia del genotipo
G/A en caso de equilibrio de H.W. En linea punteada negra se muestra el grupo control.

4.3. Deteccion de secuencias virales.

Los ensayos de PCR anidada empleados para cada virus fueron estandarizados empleando
controles positivos. Los limites de deteccidon de los protocolos de PCR fueron establecidos en 30

copias para Poliomavirus (Py) y 60 copias para HPVs, XMRV y CMV (figuras 19 y 20).

49



A. M 6E5 6E4 6E3 6E2 6E1 B. M ()3E3 3E23E1 C. (-) 6E2 6E3 6E4
_EI . FT ﬂ’r TR
- i
300 pb —— s 248 pb —|
200 pb —— %
P - - e
141 pb —|
100pb —— T 105pb —]
150pb

Figura 19. Limites de deteccion de los métodos de tamizaje viral. A. HPVs (150 pb), B. Poliomavirus (146
pb) y C. HCMV (188 pb). En la primera posicion se indica el marcador de peso molecular (M) y
posteriormente las diluciones seriadas de cada plasmido. La letra E equivale a exponente.

369ph O 0w B B - DRD2300pb

246ph
123ph -

Condiciones generales de reaccién:

HCMYV 188pb

1. 350ngde DNAg 0 200ng de DNAC BKV353pb
por PCR 25ul).

2. 1Ude Taq Pol por ¢/10ulLde

reaccion,
JCV 189pb

3. 0.4mMde dNTP's.

4, Buffer de reaccion 1X.

5. [MgClay primers] estandarizadas XMRV 413pb
en cada uno de los casos.

Figura 20. Condiciones generales de reaccion y geles representativos del tamizaje viral. En la figura se
muestran las imagenes de amplificacion de genes enddgenos, asi como de muestras positivas para cada uno
de los virus incluidos en el tamizaje. Las condiciones generales de reaccion se muestran en la parte izquierda
de la figura.
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La presencia de los Py BK, JC y SV40 no fue detectada en ninguno de los 130 tejidos prostaticos
examinados. Infecciones con XMRV y HCMV (figura 21) fueron detectadas en uno (1.33%) y seis
(8.0%) muestras control respectivamente y en ninguna de las muestras de tejido prostatico

tumoral.

MaA1 2 3 45 & 7 8 51011128 2(-1 4 5 85 7T 8§ 8510

RESULTADOS
(Muestras Positivas).

300pb —
150p8 —|

50pb —|

IDBanco  Genotipo R462Q

D1 00S0CT06 AfA
E1 D0EOCTOE G/A
£9 DO1FEBOT G/G
F2 0330CT06 G/G
M S10 1112 B0 2 3256 8 7T 8B 9 10 1MM12F1 2 3 45 &7 & QELIDILE G/A
: G9 DOGFEBOT G/G

9 10 11 12H4+) 2 3 4 & M & 7 &8 & 101112

Figura 21. PCR anidada para tamizaje de HCMV en muestras de tejido prostatico. 350ng de DNA gendmico
proveniente de tejido prostatico fueron amplificados mediante PCR anidada. Los productos obtenidos
fueron visualizados en geles de agarosa/BrEt al 3.0%. La presencia de una banda de 138pb correspondiente
a una porcion de U3 de HCMV fue observada en 6 de 130 muestras tamizadas (6 controles).

La presencia de secuencias de HPV fue detectada en 15 sujetos (11.53%); 11 (20.0%) de ellos

fueron casos y 4 (5.3%) fueron controles (figura 22 y tabla 13).
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La distribucidn por genotipos de las muestras positivas para XMRV, HCMV y HPV se muestra en la
tabla 10. Nueve sujetos HPV positivos mostraron el genotipo silvestre (R/R) y dos de ellos fueron

heterocigotos (R/Q) para la variante R462Q de RNasa L.

MAT Bl 1M EAFt M HH A2 B2 C2DZ B2 FZ G2 H2 AZ BaC2

lw IERE TS BEEREE

150 pb

150 pb

C7 D7 3000C M

150 pb

Figura 22. PCR anidada para tamizaje de HPV’s en muestras de tejido prostatico. 500ng de DNA gendmico
proveniente de tejido prostatico fueron amplificados mediante PCR anidada. Los productos obtenidos en la
segunda ronda de amplificacién (primers GP5/6) fueron visualizados en geles de agarosa/BrEt al 3.0%. La
presencia de una banda de 150pb correspondiente a una porcidn de L1 de HPVs fue observada en 15 de 130
muestras tamizadas (11 casos y 4 controles).

Casos Controles
Virus (+)/ Genotipo R/R R/Q R/Q
Py (BK, JC, SV40) 0 0 0 0 0 0 0 0
HPV 9 2 0 11 4 0 0 4
HCMV 0 0 0 0 3 2 1 6
XMRV 0 0 0 0 1 0 0 1
Total 9 2 0 11 8 2 1 11

Tabla 13. Distribucion de genotipos de las muestras positivas para los diferentes virus. Un total de 22
muestras resultaron positivas para la infeccién con alguno de los virus tamizados. 11 de los cuales fueron
casos y 11 controles. Solo un sujeto control con genotipo Q/Q para el alelo R462Q de RNASEL fue
identificado como positivo (HCMV).
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4.4. Relacidon R462Q de RNASEL, infeccién y CP.

No hubo asociacidn entre el genotipo R462Q e infeccion (P=0.414), Infecciéon y CP (P= 0.572), o
Infeccidn-valor de APE (P=0.862). Sin embargo la infeccién por HPV significativamente incrementa
(P = 0.021) el riesgo de CP 4.438 veces entre la poblacién estudiada (95% IC: 1.330-14.801). El
anadlisis de regresion logistica multivariada mostré que la infeccidn por HPV fue la Unica variable
independiente que es util para predecir CP (P=0.013). En las tablas 14 y 15 se resumen las pruebas

estadisticas de asociacion y los valores de los estadisticos obtenidos durante el andlisis.

Prueba para asociacién (C.1.: 95% Intervalo de Confianza)

Diferencia de

frecuencias Heterocigoto Homocigoto Positividad Alélica | Armitage's trend
alélicas
Alelo A Riesgo.

[Al<->[G] [AA]<->[AG] [AA+]<->[GG] [AA]<->[AG+GG] OR comun
OR=1.028 OR=1.784 OR=0.138 OR=1.396 OR=1.200
C.1.=[0.548-1.927] | C.1.=[0.831-3.829] C.1.=[0.007-2.582] C.1.=[0.671-2.905] | chi2=0.01
chi2=0.01 chi2=2.23 chi2=3.16 chi2=0.80 p=0.93179
p=0.93113 (P) p=0.13533 p=0.07566 p=0.37098

Tabla 14. Comparacion entre Genotipo vs CP.

Comparacion. Grados de libertad de X? Valor del Estadistico. ‘ Valor de P.
Carga alélica vs Infeccidn. 1 0.575 0.448
Infeccién vs CP. 1 0.319 0.572
Infeccion HPV vs CP. 1 5.327 0.021

a=0.05

Tabla 15. Comparacion entre genotipo vs Infeccion e Infeccién vs CP.
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CAPIiTULO V. DISCUSION.

Ademas de que factores genéticos, tales como R462Q de RNasa L, pueden jugar un papel en la
etiologia del CP; existe evidencia de que las enfermedades infecciosas también pueden ser
importantes debido a que virus como HCMV, los poliomavirus JC y BK, HPVs de alto riesgo y mas
recientemente XMRV, estan asociados con infecciones de la préstata [69, 86]. Sin embargo, tanto
los estudios de la variante R462Q en CP como los diversos estudios de las infecciones virales
realizados alrededor del mundo han dado resultados contradictorios. En este trabajo se analizé la
asociacion entre infecciones virales y la variante de predisposicién a cancer R462Q en relacién a
CP. En la tabla 16 se muestra se muestra una comparacion entre las frecuencias reportadas para el

genotipo R462Q de RNASEL y las encontradas en este estudio.

Frecuencia genotipica de RNASEL R462Q

Poblacidn. S Referencia.
G/G G/A A/A
Cleveland.
Blancos 210 0.409 0.461 0.128 Larson BT. The Journal of
Negros 12 1.0 0.0 0.0 Urology 2008.
Otros 10 0.6 0.4 0.0
HapMap.
CEU 60 0.317 0.55 0.133 HapMap Project
JPT 45 0.467 0.467 0.067 http://www.hapmap.org
CHB 44 0.545 0.386 0.068
YRI. 60 0.883 0.117 0.0

Norte de Europa
cP 87 0.586 0.333 0.080 Fischer N. J Clin Virol 2008.
Control. 70 0.60 0.343 0.057

Noreste de Mex.
cp 55 0.618 0.382 0.0
Controles 75 0.693 0.24 0.067

Martinez-Fierro.
Datos no publicados. 2009.

Tabla 16. Comparaciéon entre las frecuencias genotipicas reportadas para el polimorfismo R462Q de
RNASEL y las obtenidas en este estudio (parte inferior de la tabla).
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Nuestros resultados mostraron una baja frecuencia (6.7%) de homocigotos A/A en la poblacion
mexicana estudiada comparada con la reportada por Larson et al (2008) para hombres blancos en
Cleveland (12.8%) o por el HapMap para poblacién europea (13.3%). Sin embargo dichas
frecuencias son similares a las reportadas por el HapMap para la poblacidn asiatica de Japén y
China (6.7% y 6.8% respectivamente) y por la reportada para el norte de Europa por Fischer et al
(2008). Esas diferencias pueden ser explicadas por las diferencias étnicas entre poblaciones debido
al proceso de mezcla genética caracteristico de cada regidn geografica. No se encontré asociacion

entre el alelo 462Q y CP (P=0.448).

La deteccion de genomas virales en tejido prostatico fue restringida a los virus HCMV (4.61%),
XMRV (0.076%) y HPVs (11.53%). La relacion entre infeccidn y genotipo Q/Q de RNasa L ha sido
establecido solamente para XMRV. En este sentido, nuestros resultados difieren de los reportados
por Urisman et al (2006), quien describe en sujetos con CP familiar 8/20 muestras positivas para
XMRV [83]. La prevalencia de XMRV en casos de CP esporadico ha sido notoriamente inferior a la
reportada por Urisman. Fischer et al (2008) identificd solo dos muestras positivas de 157 tejidos
prostaticos tamizados, ninguno de los 11 tejidos homocigotos Q/Q incluidos en el estudio, fue
positivo para XMRV [82]. D’arcy et al (2008) en un estudio realizado en Irlanda, no encontrd
evidencia de infeccién por XMRYV en pacientes Q/Q con diagndstico de CP [81]. En nuestro estudio,
la Unica muestra positiva correspondia a un sujeto control con genotipo R/R, 64 afios de edad,
valor de APE de 0.64 ng/ml y diagndstico patoldgico de tejido prostatico benigno. Las diferencias
entre las prevalencias reportadas sugieren que la alta susceptibilidad observada por el estudio de
Urisman, podria estar influida por factores hereditarios propios de CP familiar pero ausentes en los

casos de CP esporadico.
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Se ha reportado la presencia de HCMV, Py y HPVs en tejido prostatico. En la tabla 17, se muestra
una comparacién entre esos estudios y el nuestro; en este estudio la presencia de Py no fue
identificada en ninguno de los 130 tejidos evaluados, sin embargo seis muestras del grupo control
fueron positivas para HCMV. La ausencia de HCMV, Py y XMRV en tejido prostatico tumoral
sugiere que ellos no estan asociados con CP en poblacion mexicana, aunque es importante
mencionar que todos los diagndsticos patoldgicos de las muestras control que fueron positivas
(con excepcion del paciente positivo para XMRV) estaban acompanados de prostatitis cronica y
gue eso podria resultar en un posterior desarrollo de malignidad. No se encontraron diferencias

entre infeccion y valores de APE (P=0.862).

Poblacién Virus Tamizado = Muestras (+) Total Observaciones
Suecia. Epstein Bar 31 No hubo diferencia en Iz Bergh J.
402 casos de v 1 24 ocurrencia de inflamacion severa British
hiperplasia de los BKV, HPVs, CMV 0 i en las muestras EB. y JCV (+) vs  journal of
cuales 201 casos Adenovirus, HSV 1y 2 0 (852) Hestrd s negativas. EB, JCV y CA cancer
progresaron a CP. Calbicans: 2 no contribuyen al desarrollo de CP. 2007,
Baltimore, EUA. BKV 1 El 87% de las prostatectomia
30 pacientes para Chlamydia T 1 18 terjlan DN.ﬂt bectfar[ano Se unalﬂo Sfa[\rijs KS.
Bacterias. CMV 1 ey e
; mayoria de las biopsias fuercn Prostate

200 pacientes para E.B. 16 negativas: hetercgeneidad. No 2008,
virus (338 muestras) HPVs, XMRV. 0 asociacion.
Grecia. BKV s . o Balis V. Int
47 miliesirac de 10 BKV po'dJna astar !mpl'ICEIdO en la 1 Biol

lisnidsd cv 0 4 progresion de CF, a diferencia de Mark
ma igm. ades HPVs 5 (42) los HPVe. arkers.
prostaticas. 2007.
LongBeach CA, EUA. :

12 ti]idos frescosy 20 i ot Il T (20)y  HPVsy IOV son i | Zambrano
e v 10 (20),6 (12) o) pré;;;a ONMOLLOMUNEYENA 8 progate
. BKV 0{20), 3(12) i 2002,

parafina.

Monterrey N.L. JCV, BKV, SVA40. 0 3 fdendd g0 v e Mardnes
S significativamente mayor en los Fierro.
Meéxico. HPVs 15 22 casos comparado con los controles, Datos no
55 Casos de CPy 75 CMV. 6 (130) lo que sugiere su participacion en publicados.

Controles. KMRV. 1 el desarrollo o progresion del CP. 2009

*HPVs 16, 18, 33, 58

Tabla 17. Comparacion entre los diferentes estudios de tamizaje viral reportados en la literatura y los

obtenidos en este trabajo.
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En este estudio el tamizaje de HPVs mostré que la infeccidn por estos virus incrementa el riesgo de
CP en 4.438 veces entre la poblacién estudiada (P=0.021), el DNA de HPV fue encontrado en 11/55
casos (20.0%) y 4/75 (5.3%) controles. Nuestros resultados son consistentes con los datos
reportados por Leiros et al (2005) donde muestra una asociacién significante entre presencia de
HPV y carcinomas de prdstata en Argentina, con una alta prevalencia de 41.5% vs 0.0% de
muestras hiperplasicas [87]. Zambrano et al (2002) detectd una alta prevalencia de HPV en tejido
prostatico en 6 de 12 (50%) pacientes con CP [69]. De manera inversa, nuestros resultados son
diferentes de dos estudios independientes reportados por Bergh et al (2007) y Sfanos et al (2008)
en Suecia y Estados Unidos respectivamente, donde no se encontré evidencia de presencia de
infeccion por HPVs en ninguno de los 352 y 200 tejidos prostaticos tamizados (tabla 14) [88, 89].
Esta variacion puede ser explicada en parte por los métodos moleculares empleados en la
deteccion del virus o por las diferencias en el comportamiento sexual de las poblaciones
estudiadas, por ejemplo, empleando células exfoliadas del pene, uretra distal y superficie externa
del glande y especimenes del surco coronal, varios estudios en hombres sanos en diferentes paises
han reportado que las prevalencias de HPV muestran grandes variaciones entre sus poblaciones
en un rango del 3.0 al 45% [90-92]. En México no existen datos de prevalencia de infeccién por
HPV en tejido prostatico, pero nuestros resultados van de acuerdo con la historia de la alta
prevalencia (43-46%) de HPV en células exfoliadas del surco de la uretra coronal de sujetos
sexualmente activos y militares sanos reportada por Lazcano-Ponce et al (2001) y Lajous et al

(2005) respectivamente [91, 92].

Es importante mencionar que la mayoria de las muestras empleadas en las determinaciones
fueron obtenidas via biopsia transrectal. Algunos autores han sugerido la posibilidad de
contaminacién de la muestra durante el procedimiento de obtencidn con virus provenientes de

otros tejidos, esto se fundamenta ya que tanto secuencias de HPVs y Py han sido detectadas en
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tejidos de la uretra o en tejido anal. Sin embargo, la diferencia en la prevalencia entre los grupos

de casos y controles de los virus tamizados, minimiza la posibilidad de contaminacidn.

Es bien conocido que la primera linea de defensa contra las infecciones virales es la respuesta con
IFN, debido a que E6 y E7 pueden inhibir la capacidad de sefializacién del IFN [84], en este trabajo
se probd la hipdtesis de que el genotipo Q/Q podria potenciar aiin mas esta susceptibilidad. En
este sentido nuestros resultados mostraron no asociacién entre la Infeccion y genotipo R462Q de
RNASEL (P=0.414) o entre infeccidn con HPV y la agresividad del tumor representada por su grado

Gleason (P = 0.667).

Finalmente, algunas observaciones de este estudio deberan ser consideradas: el relativamente
pequeiio numero de muestras, podria ocasionar algunos sesgos en el analisis estadistico realizado.
Se incluyeron sujetos con valores de APE > 10ng/ml a pesar de la alta posibilidad de detectar CP en
estos sujetos [85], sin embargo la mayoria de estos sujetos ya tenian un diagndstico patoldgico
previo negativo para CP ademas del considerado para ser incluidos en este estudio y ademas
cursaban con diagndstico adicional de prostatitis créonica y/o otras patologias que tienen la

caracteristica de elevar los niveles de APE, es por ello que no fueron excluidos del tamizaje.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES.

La frecuencia de la mutacion R462Q del gen RNASEL encontrada en este estudio (6.7%) fue mas
baja que la reportada para otras poblaciones (6.7-13%). En este estudio no se observo asociacion

entre el genotipo R462Q de RNASEL y CP.

La deteccién de genomas virales en tejido prostatico de la poblacion estudiada fue restringido a
los virus HCMV (4.6%), XMRV (0.77%) y HPVs (11.53%). Sin embargo la ausencia de infeccién en
tejido prostatico tumoral por los virus, XMRV, CMV y Pys sugiere que no estan asociados a CP en
esta poblacién y que por lo tanto, existen factores adicionales que estan involucrados en la etio-

patogénesis de la enfermedad.

No se encontrd asociacion simple ni combinada entre infeccién por los virus estudiados en
conjunto, con genotipo R462Q-CP. La aportacién mas importante del estudio es el hallazgo de que
la presencia de infeccidn por HPV en tejido prostdtico, incrementa 4.438 veces el riesgo de
contraer CP (IC: 1.330-14.801) en la poblacién estudiada y que este riesgo no estd asociado a la

agresividad de la enfermedad (P=0.667).

Este es el primer trabajo en México que reporta frecuencias genotipicas de la mutacién R462Q del
gen RNASEL, prevalencias de infeccién en tejido prostatico de los virus estudiados y que establece

una asociacién positiva entre infecciéon por HPV y CP.
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