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1. RESUMEN

El cancer de préstata es la segunda causa de muerte en hombres en Chile y el mundo.
En chile el cancer de préstata es una prioridad de salud publica, debido al franco
aumento en la mortalidad a través de los afos.

Diversos factores pueden aumentar la probabilidad de padecer esta patologia, entre
estos factores se encuentra la edad, la raza, la historia familiar, la dieta y la exposicidén
a carcinogenos.

En la actualidad se utilizan distintos métodos para deteccidon temprana del cancer de
prostata, estos son el examen digital rectal, el analisis inmunohistoquimico de la
puntuacion de Gleason y la medicién del antigeno prostatico especifico (PSA) en
sangre. Dadas las limitaciones de especificidad que presentan estos métodos, es que
surge la necesidad de crear un set de marcadores moleculares mas especificos que
permitan la deteccion temprana, tratamiento, seguimiento y prondstico de esta
patologia.

Se ha descrito, mediante estudios recientes, que la hipermetilacion del ADN, en la
region promotora de los genes supresores de tumores, es un mecanismo de
silenciamiento de genes en diversos canceres, lo cual contribuye al desarrollo de la
carcinogénesis.

Dados estos antecedentes la presente revision bibliografica tiene como objetico realizar
una revision de la literatura que permita descubrir los marcadores epigenéticos,
asociados a la hipermetilaciéon del ADN, descritos en cancer de préstata y el potencial
uso de estos como marcadores de deteccion temprana, tratamiento, seguimiento y

pronéstico de esta patologia.



2. INTRODUCCION

2.1 Anatomia de la glandula prostatica

La prostata es una estructura glandular accesoria del sistema reproductivo
masculino del tamafo de una nuez, cuya principal funcidn es la secrecién de fluido
ligeramente alcalino que forma parte del fluido seminal para proporcionar apoyo
nutricional al semen. Se ubica por detrds de la parte menor de la sinfisis del pubis,
anterior al recto e inferior a la vejiga urinaria en el compartimiento subperitoneal
entre el diafragma pélvico y la cavidad peritoneal (Ver Figura 1). La prostata se divide
en cuatro regiones: la zona céntrica (CZ), zona de transicién (TZ), zona periférica (PZ)
y zona anterior (estroma fibromuscular anterior (AZ).) La prostata es apoyada por un
estroma compuesto por células del musculo liso, fibroblastos, linfocitos y tejido
neurovascular en una matriz extracelular de soporte. El epitelio prostatico se compone
de tres tipos de células principales: células secretoras, basales y neuroendocrinas. Las
células secretoras de la glandula son cilindricas altas, bien diferenciadas y conectadas
entre si por moléculas de adhesion celular y con su base fija a la membrana basal a
través de receptores de integrinas. Participan en la extrusion mecanica del liquido
eyaculado bajo estimulacién nerviosa, son responsables de las secreciones fisioldgicas
de la glandula prostatica. Las células basales mas pequefias que las anteriores, menos
abundantes, diferenciadas y se fijan sobre la membrana basal. Se cree que dan origen
a las células epiteliales secretoras, su ausencia es un marcador util de cancer de
prostata. Las células neuroendocrinas se encuentran dispersas en la glandula, se
ubican entre el epitelio secretor y en los conductos de todas las porciones de la
glandula, asi como en la mucosa uretral prostatica y se cree estan involucradas en la

regulacién de la actividad secretora prostatica y el crecimiento [1-6].
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Figura 1: Ubicacion y relacién de la glandula prostatica dentro de la estructura
pélvica [3].

La zona periférica (PZ) es la mayor de las zonas, comprende aproximadamente
70% del tejido glandular. Se extiende desde la base hasta el apice a lo largo de la
superficie posterior y rodea la uretra distal. En esta zona, carcinomas, prostatitis
crénica, atrofia post-inflamatoria son relativamente mas comunes que en otras zonas.
La zona central (CZ) se encuentra en la base de la prostata entre las zonas periféricas
y de transicién y representa aproximadamente el 25% del tejido glandular. La zona de
transicion (TZ) forma solo el 5% del tejido glandular, se compone de dos pequenos
I6bulos de tejido glandular que rodean la uretra prostatica. Esta es la porcion del tejido
que se agranda debido a la Hiperplasia benigna prostatica (HBP), hasta un 80% de los
hombres de entre 70 y 80 afios tienen evidencia histoldgica de HBP. La zona anterior
(estroma fibromuscular anterior (AZ)) forma la convexidad de la superficie externa
anterior y esta desprovista de tejido glandular, en su lugar se compone de fibras y
musculo liso (Ver Figura 2) [1-3,5].



Figura 2: Modelo anatomico de la prostata en donde se distinguen cuatro zonas
anatomicamente distintas: 1- Zona Periférica (PZ), 2 -Zona Central (CZ), 3- Zona
Transicién (TZ), 4- Zona Anterior (AZ), U- Uretra, B-Vejiga y SV- Vesicula seminal [5].

2.2 Lesiones preneoplasicas de la prostata

Las enfermedades asociadas a la préstata, son enfermedades crénicas que
necesitan un largo periodo de desarrollo [7]. En la actualidad la neoplasia intraepitelial
prostatica de alto grado (HGPIN) se considera como el precursor mas probable de
cancer de prostata basandose en evidencias patolégicas, epidemiolégicas y
citogenéticas. Existe evidencia que sugiere que la mayoria de las alteraciones que se
producen en la progresion a cancer de prostata ocurren en la transicién del epitelio
benigno a HGPIN en lugar de desde HGPIN a cancer de prdstata. Las lesiones HGPIN
pueden subdividirse en al menos cuatro diferentes patrones arquitecténicos, que no
tienen importancia pronostica, sin embargo, el volumen de HGPIN tiene una
correlacion positiva con el estadio del tumor y la puntuacion de Gleason, asi como el
riesgo de un subsecuente cancer. Varios estudios clinicos sugieren que la neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) precede el carcinoma por 10 afios o0 mas, en donde la PIN

de bajo grado emerge en la tercera década de los hombres [2,7].

Una lesion precursora, posiblemente antes de PIN, es la atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA). PIA se define como focos discretos de epitelio glandular proliferativo
con la apariencia morfoldgica de una atrofia sencilla o una hiperplasia post atrofica que

ocurre en asociacion con la inflamacion. La evidencia que vincula a PIA con el cancer

4



de prostata es sugerente, aunque no es tan convincente como las lesiones HGPIN. Se
propone que PIA es una respuesta proliferativa comun a los dafios ambientales, tales
como la inflamacién y el estrés oxidativo en hombres de edad avanzada,
posteriormente lesiones HGPIN y el subsecuente cancer de prostata, se cree surgen
como consecuencia de danos al genoma. Aunque tanto observaciones etioldgicas vy
patoldgicas sugieren la participacién de PIA en la carcinogénesis prostatica, pero aun

se necesitan mas estudios para ratificarlo [2].

2.3 Hiperplasia benigna prostatica (HBP)

La hiperplasia benigna prostatica es una condicién neoplasica de la glandula
prostatica progresiva relacionada con la edad, clinicamente se caracteriza por sintomas
del tracto urinario inferior o low urinary tract symptoms (LUTS). HBP representa un
considerable problema de salud en hombres de edad avanzada, debido al efecto

negativo que tiene sobre la calidad de vida de quienes la padecen [5].

Se caracteriza por un aumento del tamafo de la glandula que ocasiona grados
variables de obstruccién durante la miccion (Ver Figura 3). Es una de las enfermedades
que con mayor frecuencia se presentan en hombres adultos de edad avanzada.
Constituye la segunda causa de ingreso para intervencion quirldrgica y la primera causa

de consulta en los servicios de urologia [6].

El desarrollo de la HBP comienza alrededor de la cuarta década de la vida en la
mayoria de los hombres, con un fendmeno focal de origen estromal. A partir de la
guinta década se produce un incremento global y rapido del volumen debido a un
aumento de las células del tejido firomuscular y glandular, tanto en la zona periuretral

como transicional [6].

Los mecanismos genéticos, hormonales e inflamatorios han demostrado ser
mecanismos fisiopatolégicos comunes para el desarrollo de HBP y cancer de proéstata,

vinculando de esta manera ambas enfermedades [8].
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Figura 3: Glandula normal y aumentada de tamano por hiperplasia benigna prostatica

[9].

2.4 Cancer de Préstata (PCa)

El cancer de prostata (PCa) es el cancer mas comun entre los hombres en la
mayoria de las poblaciones occidentales, excluyendo el cancer de piel. Es la segunda
causa de las muertes por cancer en hombres. No es invariablemente letal, sin
embargo, es una enfermedad heterogénea que va desde asintomatica a una
malignidad sistémica répidamente fatal. Esta caracteristica causa problemas unicos
para el cancer de prostata, por ejemplo cancer de bajo grado diagnosticado tarde en la
vida puede tener ningln impacto en la calidad o la duracién de la vida, en cambio un
hombre joven con una lesion de alto grado puede tener la enfermedad avanzada y
morir dentro de un periodo muy corto. La distincién biolégica de estos pacientes debe

tener una alta prioridad en la continuacion de la investigacion del PCa [3,10-12].

La prevalencia de cancer de prostata es tan alta que podria ser considerado un
fenomeno relacionado con la edad. Estudios previos realizados en hombres del
mediterraneo se describié que el 33% de los hombres en su octava década tenian

evidencia de cancer de préstata en necropsia y habian muerto con la enfermedad, pero



no de ésta. Los datos de los estudios post mortem de Estados Unidos mostraron una

prevalencia del cancer de préstata en una razén aun mayor [11].

A pesar de la alta morbilidad del cadncer de préstata, su etiologia sigue siendo
poco clara, y las Unicas asociaciones reportadas han sido con algunos factores que se
aumentan con la edad, raza y antecedentes familiares de cancer de prostata. Muchos
factores de riesgo putativos, incluyendo hormonas, factores de la dieta, la obesidad, la
inactividad fisica, la ocupacién, la vasectomia, el tabaquismo, factores sexuales, y la
susceptibilidad genética, han sido implicados, pero el evidencia epidemioldgica no es

concluyente [10].

El diagnostico precoz del cancer de prostata mediante cribado crea dificultades
en la previsibilidad de los resultados de pacientes individuales. La dificultad estd en
distinguir clinicamente entre los canceres de prostata indolentes, que seran
asintomaticos y canceres de prostata agresivos con el potencial para matar al paciente.
La clasificacion de Gleason en base a la examinacion histopatoldgica es hoy
considerado un indicador prondstico hasta la fecha del cancer de prdstata; sin
embargo, existe mucha variacion inter-observador, y la clasificacion de las biopsias
puede no correlacionarse con el espécimen de prostatectomia por causa de problemas
de muestreo y en casos de cancer de prostata que siendo morfolégicamente idénticos

pueden comportarse de manera diferente [11,13].

2.5 Incidencia y mortalidad

Incidencia

El cancer de préstata parece impactar de manera diferente a las poblaciones del
mundo, con diversas incidencias y tasas de mortalidad. La incidencia relacionada a la
edad varia considerablemente en todo el mundo. Las razones van desde los
afroamericanos que tienen la incidencia mas alta (184,5 por 100.000 personas al ano),
seguidos de los estadounidenses de raza blanca (107,8 por 100.000 personas al afio).
La razén en el Caribe y Brasil (92-96 por 100.0000 personas al afio), lugares en
donde hay una gran poblacién con ascendencia africana, siendo comparables con las
tasas de los caucasicos americanos. Por el contrario en América Central y otras partes
del sur las tasas son mucho mas bajas (28 a 42 por 100.000 personas). En Europa las

tasas varian casi 7 veces (15-100 por 100.000 personas). Asia es el continente con
7



menor tasa de incidencia, pero al igual que Europa también tiene una variacion
considerable en incidencia (3,7-47 por 100.000 personas al afio). Las diferencias en las
incidencias en todo el mundo radican principalmente en las técnicas de cribado para la

deteccidn del cancer de prostata [10,14].

Solo uno de cada seis hombres diagnosticado con cancer de prostata
eventualmente morird de este. Las tasas de mortalidad a nivel mundial reflejan la de
incidencia, siguen siendo mas altas en paises del oeste que en los paises de bajo
riesgo, los paises asiaticos. Curiosamente las tasas de mortalidad mas altas (30,3 a
47,9 por 100.000 personas al afio) se observaron en naciones del Caribe de Barbados,
Bahamas y Trinidad y Tobago donde hay gran poblaciéon de hombres con ascendencia
africana. Luego sigue la tasas de mortalidad de los paises escandinavos y parte del
norte de Europa, por sobre los EE.UU. (18,7-23,6 frente al 14 por 100.000 personas al
afno) y la tasa mas baja se encuentra en los paises asiaticos (1,6 a 4,4 por 100.000

personas al afo) [10].

La mortalidad en Chile ha ido en aumento desde 15,4/100.000 hombres 1997 a
23,7/100.000 hombres en 2012 (DEIS), constituyendo la 32 causa de muerte por
cancer en los hombres (responsable de 2.045 muertes anuales en el afio 2012)
(DEIS). La incidencia de la enfermedad es desconocida, pero se ha estimado entre 55
y 57 por 100.000 en los ultimos afios. Por su parte, se ha reportado una prevalencia
de 9,2 por 1.000 en hombres entre 40 y 593 [13].

Los patrones de incidencia y mortalidad en todo el mundo proporcionan
interesantes conclusiones. El exceso de riesgo en PCa en las naciones del oeste sugiere
gue los factores asociados con la occidentalizacion, tales como la dieta y la obesidad,
puede estar asociada a su etiologia. El gran impacto del cancer de préstata sobre los
afroamericanos y los hombres del Caribe sugiere que los factores asociados a la
ascendencia africana también podrian jugar un papel en la etiologia. Si bien no se sabe
si los factores de riesgo que explican los patrones observados son el medio ambiente,
estilo de vida o la genética, es probable que una compleja interaccidon de estos factores

se asocie con el desarrollo de cancer de prostata [10].



2.6 Factores de riesgo demograficos
2.6.1 Edad

Sobre el 80% de los tumores prostaticos son diagnosticados en hombres sobre
los 65 afios y la incidencia de cancer de prdstata se incrementa exponencialmente con
la edad avanzada, un aumento que es mas rapido que cualquier otra malignidad. La
incidencia de cancer de préstata, en Estados Unidos, de hombres bajo los 65 afios
versus hombres sobre los 65 afios es de 56,8 y 974,7 por 100.000 personas al afio

respectivamente [10,12].

El cancer de préstata afecta a 1 de cada 44 hombres de 40 a 59 afos, 1 de
cada 7 varones de 60 a 79 afios y mas de la mitad de los hombres mayores de 80 afios
de edad. Estas estadisticas demuestran claramente que la susceptibilidad de la
prostata al cancer estd muy influenciada por la edad y que el cdncer de prostata es

una afliccién comun de los ancianos [15].

2.6.2 Raza/etnia

En comparacion con todos los otros tipos de cancer, el cancer de prostata tiene
la mayor disparidad racial en la incidencia y la mortalidad. Los afroamericanos tienen
las tasas de incidencia mas altas dentro de las distintas poblaciones, aproximadamente
un 60% mas que las de la poblacion asiatica, que presentan las tasa de incidencia mas
bajas del mundo [10, 12]. En general la incidencia es mayor en afroamericanos,
seguido de los caucasicos, hispanos y asiaticos. Comparado con los caucasicos, los
afroamericanos tienen 1,7 veces mas alta incidencia de cancer de prdstata, el doble de
riesgo de desarrollar cancer de prdstata en estadio avanzado, y una de dos a tres
veces una mayor tasa de mortalidad. Los afroamericanos tienen mas probabilidades de
tener un historial familiar de cancer de prdstata y son mas joven en el momento del

diagnostico [16].

2.6.3 Historia Familiar

La historia familiar es un factor de riesgo bien establecido para cancer de
prostata. Aproximadamente el 5% de los casos de cancer de préstata se cree tienen un
componente familiar. Este niUmero salta a 40% cuando se consideran los pacientes que

desarrollan la enfermedad antes de los 55 afios, una persona que tiene un padre o
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hermano diagnosticado con cancer de prostata antes de los 60 afios de edad tiene un

2,5 veces mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad y, en promedio, sera
diagnosticada 6 afios antes de lo que los pacientes sin antecedentes familiares de
cancer de prostata. Desafortunadamente, a diferencia cancer de mama hereditario y el
cancer colorrectal, no han sido identificados loci que estan claramente asociados con

cancer de préstata familiar [16].

El diagndstico precoz del cancer de préstata es importante, ya que permite
dilucidar un tratamiento temprano para mejorar la supervivencia a largo plazo. En la
actualidad los niveles séricos del Antigeno especifico prostatico (PSA) y el Examen
digital rectal (DRE) son los métodos comunmente utilizados para la detecciéon de PCa.
Niveles de PSA alto y alteraciones en el DRE, son indicadores para una biopsia
prostatica. Una vez realizada la biopsia prostatica, el tejido es analizado mediante el
examen histopatoldgico lo que de confirmar la presencia de un Adenocarcinoma,
requiere la aplicacion de la escala de Gleason. Este es el factor individual mas potente

existente para el pronostico del PCa [4].

2.7. Antigeno especifico prostatico (PSA)

El nivel de antigeno especifico prostatico (PSA) es el examen comuUnmente
utilizado para detectar el PCa. PSA es una glicoproteina secretada por las células
epiteliales de la préstata, cuyos niveles se ven aumentados tanto en condiciones
benignas como malignas de la prostata y es utilizado tanto para la deteccién del cancer
de préstata, evaluacién del progreso de la enfermedad como para vigilar la respuesta
al tratamiento. De las formas moleculares de PSA, especialmente el PSA libre parece
ser (til para la deteccion de cancer de préstata en los hombres cuya concentracion
total de PSA cae dentro del rango de 4 a 10 ng/ml [12]. Los niveles de PSA total sérico
es considerado de gran utilidad para la deteccién de cancer prostatico, sin embargo se
ha descrito que la prueba de PSA no es til en la mayoria de los hombres con un nivel
sérico por bajo de los 10 ng/ml y a los cuales no se les haya detectado cancer préstata
a través de un biopsia, debido a que el desarrollo de PCa se puede dar incluso a
niveles de PSA sérico muy bajos [3]. En el proyecto de Tirol, Pelzer y cols (2005) se
encontré que en hombres jovenes era posible detectar cancer de prdstata con niveles
de PSA < 4 ng/ml [3,12,17,18].
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Cerca del 25% de hombres con niveles séricos de PSA dentro del rango normal
pueden presentar PCa y niveles séricos de PSA menores a 20 ng/ml que no hacen
distincidn entre la presencia de PCa y patologias benignas de la préstata. Esto conduce
a biopsias prostaticas innecesarias y por otro lado, puede que no resulte posible
detectar en pacientes con PSA bajo. Es por estas razones existe una falta de
marcadores efectivos de prondstico para predecir el comportamiento de PCa y el

resultado después de un tratamiento definitivo [19].

2.8 Examen digital rectal (DRE)

Tradicionalmente, la palpacién de la prostata mediante un examen digital rectal
(DRE) es la manera en la que se sospecha de un diagnostico de cancer de prostata
(Ver Figura 4). Histéricamente hasta un 50% de las masas palpables eran atribuibles al
cancer de préstata. Aunque el DRE por si mismo es un método que no garantiza la
deteccidn de esta patologia, aun tiene un papel importante para el diagndstico, que se
refleja por su permanencia en las directrices del cancer de prostata, ya que se
detectan hasta un 25% de los tumores prostaticos en hombres. Desafortunadamente,
cuando se diagnostica el PCa, sobre la base de un tumor palpable, el riesgo de que el

paciente presente una malignidad metastasica o localmente avanzado es considerable

[3].

11



Bladder

;
\

Prostate

Figura 4: Examen digital rectal (DRE). El médico inserta un dedo enguantado y
lubricado en el recto y palpa la prostata para verificar si hay algo anormal [9].

2.9 Puntuacién de Gleason

Este sistema de clasificacidon se basa enteramente en el patréon histolégico de
una biopsia de un adenocarcinoma de préstata, determinado por la diferenciacion y la
disposicion de las células tefiidas con hematoxilina-eosina. La clasificaciéon del cancer
usando la puntuacién de Gleason es el mas utilizado, y es el método histopatoldgico
aceptado para proporcionar informacion sobre el prondstico del cancer de prdstata
[12].

La puntuacion de Gleason se basa en las relaciones arquitectonicas epitelial
(carcinoma)-estromal dentro de la prdostata [20]. A través del uso de patrones
arquitecténicos se le asigna una calificacion al grado del tumor entre 1 y 5, nUmeros
mas altos representan tumores menos diferenciados y mas agresivos. Una sola
prostata puede albergar multiples focos de diferentes patrones histoldgicos de
adenocarcinoma, y es posible tener graduaciones de Gleason de 3, 4 y 5 dentro del
mismo espécimen, debido a que el 85% de los tumores de prostata son multifocales.

La puntuacidon de Gleason se genera mediante la combinacién de la primera y la
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segunda graduacion mas frecuente (dominante y subdominante), es decir en un tumor
con la mayoria del grado de Gleason 3 y algunos grados de Gleason 4 de la
enfermedad, la puntuacién de Gleason serd 3 + 4 = 7. Esto es evaluado por un
urolopatélogo utilizando microscopia de luz de baja potencia. La puntuacién de

Gleason ofrece importante informacién prondstica (Ver Tabla 1) [3,12].

Grado Histologia Comportamiento biolégico

1y2 Glandulas estrechamente empaquetados | Enfermedad indolente, raramente
gue forman un ndédulo progresiva

3 Pequeiias glandulas infiltrantes, | Patrén  mas comuin, menos
formacion completa del lumen agresivo que el patrén 4

4 Glandulas fusionadas, formacién | Indica progresion del tumor
incompleta del lumen

5 Células individuales, sin la formacion del | Muy agresivo, etapa tardia
lumen

Tabla 1: Sistema puntuacion de Gleason. Se representan las distintas
puntuaciones en relacion a la histologia y el comportamiento bioldgico (Modificado de

[3].

Una practica comdn ha sido traducir la puntuacién de Gleason 2-4 como
carcinoma bien diferenciado, puntuacion de Gleason 5-7 como moderadamente
diferenciado, y la puntuacién de Gleason de 8-10 como pobremente diferenciado. Sin
embargo, un carcinoma con puntuacién de Gleason 7 tiene un patrén de alto grado, y
es intermedio en agresividad clinica entre las puntuaciones 5-6 y 8-10, y no deben
incluirse en una categoria moderadamente diferenciado. La cantidad o porcentaje de
carcinoma de alto grado pueden tener un impacto en la probabilidad de curacion. Asi,
los pacientes con un carcinoma con una puntuacién de Gleason 7 que tienen una
puntuacion de 4 + 3, con mas patrones de grado 4 que de grado 3, parece tener un
peor prondstico que una puntuacion de 3 + 4, donde el patrén de grado 3 es el grado
dominante [20].

Los métodos de cribado como los niveles de PSA o el DRE pueden ser un tanto
problematicos, debido a que la interpretacién de los niveles de PSA en suero pueden
estar influenciado por ciertos factores analiticos (por ejemplo el manejo pre-analitico
de las muestras, procesamiento en el laboratorio, rendimiento en el ensayo, test de
normalizacion) o variaciones bioldgicas (por ejemplo medicamentos, actividad fisica y
sexual y tamafo de la préstata), en cuanto a DRE se ha reconocido ser
extremadamente subjetiva, con alta variabilidad inter-observador, por lo que no es

una herramienta confiable para la deteccidn del PCa [17]. El puntaje de Gleason
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también es un método diagnostico histopatoldgico utilizado en PCa principalmente para
determinar tratamiento y como modalidad de seguimiento, pero la clasificacién de las
muestras histopatoldgicas puede variar ampliamente debido a las evaluaciones
subjetivas de los patdlogos [4]. La variacién inter-observador en la evaluacién
histopatoldgica puede tener importantes consecuencias clinicas que afectan a la
estratificacién de la enfermedad, la vigilancia y las recomendaciones de tratamiento,
ademas existen ciertas complicaciones implicadas con la biopsia guiada por ecografia

transrectal, como son el dolor, infeccidén y el sangrado posterior a este examen [4,17].

2.10 Estadificacion del Cancer de Prdstata.

El proceso utilizado para determinar si el cadncer se ha diseminado dentro de la
prostata a otras partes del cuerpo se llama estadificacion. La informacion obtenida en
el proceso de estadificacion determina el estadio de la enfermedad [9]. Es importante
conocer el estadio a fin de planificar el tratamiento. Los resultados de las pruebas
utilizadas para diagnosticar el cancer de prdostata a menudo se utilizan también para
estadificar la enfermedad [13]. En el cancer de prdstata resulta dificil realizar pruebas
de estadificacion a menos que el paciente tenga sintomas o signos de que el cancer se
ha extendido, como dolor de huesos, un alto nivel de PSA o un alta puntuacion de
Gleason [9].

El prondstico y la modalidad de tratamiento de PCa dependeran de la etapa de
extension del tumor. Se distinguen 4 etapas: las etapas I y II corresponden a tumores
localizados; en la etapa III el tumor se ha diseminado fuera de la capsula prostatica y
puede haber compromiso de vesiculas seminales, y en la etapa IV hay metastasis

ganglionares o a distancia [13].

Etapa I (pT1)

En el estadio I, el cadncer se encuentra sdélo en la prostata. El cancer:

e Se encuentra por biopsia con aguja (hecho por un alto nivel de PSA) o en una
pequena cantidad de tejido durante la cirugia por otros motivos (como la
hiperplasia prostatica benigna). El nivel de PSA es menor que 10 y la
puntuacion de Gleason es 6 o0 menos; o

e Se encuentra en la mitad o menos de un lébulo de la préstata. El nivel de PSA

es menor que 10 y la puntuacién de Gleason es 6 0 menos; o
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No se puede sentir durante un examen rectal digital y no se puede ver en las
pruebas de imagen. El cancer se encuentra en la mitad o menos de un |ébulo de

la de préstata. No se conocen el nivel de PSA y la puntuacion de Gleason.

Etapa II (pT2)

En el estadio II, el cdncer es mas avanzado que en la etapa I, pero no se ha propagado

fuera de la préstata. El estadio II se divide en los estadios IIA y IIB.

En el estadio IIA, el cancer:

Se encuentra por biopsia con aguja (hecho por un alto nivel de PSA) o en una
pequena cantidad de tejido durante la cirugia por otros motivos (como la
hiperplasia prostatica benigna). El nivel de PSA es menor que 20 y la
puntuacion de Gleason es 7; o

Se encuentra por biopsia con aguja (hecho por un alto nivel de PSA) o0 en una
pequena cantidad de tejido durante la cirugia por otros motivos (como la
hiperplasia prostatica benigna). El nivel de PSA es de al menos 10, pero inferior
a 20 y la puntuacion de Gleason es 6 0 menos; o

Se encuentra en la mitad o menos de un Idbulo de la prostata. El nivel de PSA
es de al menos 10, pero inferior a 20 y la puntuacion de Gleason es 6 0 menos;
0

Se encuentra en la mitad o menos de un Iébulo de la prostata. El nivel de PSA
es menor que 20 y la puntuacion de Gleason es 7; o

Se encuentra en mas de la mitad de un lébulo de la préstata.

En el estadio IIB, el cancer:

Se encuentra en lados opuestos de la prostata. El PSA puede ser cualquier nivel
y la puntuacion de Gleason puede variar de 2 a 10; o

No se puede sentir durante un examen rectal digital y no se puede ver en las
pruebas de imagen. El nivel de PSA es 20 o superior y la puntuacion de Gleason
puede variarde 2 a 10; o

No se puede sentir durante un examen rectal digital y no se puede ver en las
pruebas de imagen. El PSA puede ser de cualquier nivel y la puntuacion de

Gleason es de 8 o mas.
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Etapa III (pT3)

En el estadio III, el cancer se ha diseminado mas alld de la capa externa de la préstata
y se puede haber diseminado a las vesiculas seminales. El PSA puede ser cualquier

nivel y la puntuacion de Gleason puede variar de 2 a 10.

Etapa IV (pT4)

En el estadio IV, el PSA puede ser cualquier nivel y la puntuacién de Gleason puede
variar de 2 a 10. Ademas, el cancer:
e Se ha extendido mas alld de las vesiculas seminales a los tejidos cercanos u
organos, como el recto, la vejiga o la pared pélvica; o
e Puede haberse diseminado a las vesiculas seminales o tejidos cercanos u
organos, como el recto, la vejiga o la pared pélvica. El cancer se ha diseminado
a los ganglios linfaticos cercanos; o
e Se ha extendido a partes distantes del cuerpo, que pueden incluir los ganglios
linfaticos o los huesos. El cancer de préstata a menudo se disemina a los

huesos.

La prostatectomia radical (PR) ofrece la mejor oportunidad para curar el PCa,
cuando la enfermedad se encuentra localizada. La prediccion exacta del estadio
patoldgico es fundamental para determinar qué pacientes se veran beneficiados con PR
y cuales no [21], para esto se utiliza el valor prondstico de la puntuaciéon de Gleason
en combinacion con otras variables clinicas, incluyendo DRE y los niveles séricos de
PSA. En los ultimos afios, se han desarrollado nomogramas para predecir el estadio
patoldogico en PR y progresion de la enfermedad después de la cirugia o terapia de
radiacion. Los Nomogramas suelen incluir variables de pretratamiento incluyendo el
estadio clinico, puntuacion de Gleason, niveles séricos PSA, etc. En la actualidad el
nomograma utilizado para predecir con precision el estadio patoldgico es la “Tabla de
Partin” [22,23].

Debido a las limitaciones de los tratamientos actuales, uno de los principales
problemas clinicos para el cancer de prostata es decidir qué tratamiento puede ser la
mejor opcién para los pacientes individuales en el momento del diagnédstico. Dado que
la distincidn entre la enfermedad agresiva e indolente sigue siendo un gran reto para el

diagnostico clinico de PCa, ya que no hay biomarcadores o herramientas de prondstico
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que pueden predecir con precision la progresion del tumor en el momento del
diagndstico. Ya que la mayoria de los canceres de prdstata ocurren en hombres de
edad avanzada, algunos pacientes con enfermedad indolente morirdn con el cancer de
prostata en lugar de morir de la enfermedad. Aunque en la actualidad existen varios
nomogramas que ayudan a predecir el estadio patoldogico de PCa, no existe un
estandar aceptado y muchos pacientes recién diagnosticados de PCa estan mal

clasificados, dando lugar a decisiones de tratamiento poco 6ptimas [24].

2.11 Biomarcadores y Cancer de Préstata

Como ya se ha descrito, convencionalmente el cancer de prostata es detectado
mediante tres examenes clinicos: medicién de PSA, examen digital rectal (DRE) y
examen histopatoldgico para evaluar la puntuacién de Gleason, sin embargo estas
técnicas tienen limitaciones, por lo que en la actualidad se estan caracterizando nuevos
biomarcadores moleculares que potencialmente podrian ayudar en la deteccidén de esta
enfermedad, la evaluacidén de los riesgos, seguimiento del tratamiento y supervivencia
[24].

Los biomarcadores son moléculas que sirven como propdsito para distinguir
procesos bioldgicos distintivos anormales, como enfermedades o canceres en
desarrollo. Estas moléculas pueden ser proteinas, productos quimicos o incluso
segmentos de ARN o ADN. Para ser clasificado como un biomarcador, una molécula
debe estar relacionada con alguna ocurrencia tal como el diagnoéstico de una
determinada enfermedad, progresion o la supervivencia de un paciente especifico. No
todos los biomarcadores son igualmente eficaces, pero si proporcionan informacién
adicional a lo que ya se ha determinado mediante andlisis clinicos y patoldgicos. Se
han descrito varios usos para los biomarcadores entre los cuales encontramos la
deteccidn, progresién de una enfermedad, prediccién de resultados después de un
tratamiento o una intervenciéon clinica, como también evaluacion de riesgos,

seguimiento y el desarrollo de medicamentos [24].

Idealmente los biomarcadores deberian tener algunas caracteristicas como ser
baratos, fiables, consistentes, medidos con facilidad y su expresion alterarse en
condiciones de enfermedad. Deberian ademas tener una alta especificidad para el
diagndstico y el prondstico de una enfermedad y reducir la tasa de falsos positivos

[24]. Especificamente para el cancer de prostata, los biomarcadores deberian ser
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capaces de determinar la presencia de la enfermedad, suministrar informacion sobre la
progresion, evaluar la efectividad del tratamiento y predecir la probabilidad de

recurrencia y la supervivencia [24].

La importancia de los biomarcadores en estudios epidemioldgicos se relaciona
con su capacidad para distinguir pacientes de alto riesgo de pacientes de bajo riesgo;
los pacientes que deben ser tratados agresivamente; y los pacientes que responden al
tratamiento en contraposicién a los que no responden. Esto significa que los pacientes
gue entran en la categoria de la enfermedad clinicamente insignificante, en base a su
perfiles de biomarcadores, se pueden identificar con una exactitud razonable y que los
pacientes que son inicialmente clasificados como de bajo riesgo que se reclasifican a
través del tiempo como de mayor riesgo y son tratados radicalmente tiene alta

probabilidad de cura en la mayoria de los casos [24].

Los biomarcadores de cancer de préstata pueden clasificarse segun: prediccidon,
diagndstico y pronostico (Ver Figura 5). Biomarcadores predictivos sirven para evaluar
si una persona desarrollarda cancer de prostata. Biomarcadores de diagndstico
distinguen las células cancerosas de las células no cancerosas. Finalmente, los
biomarcadores de prondstico sirven para predecir la progresion y el desarrollo del
cancer de prostata, asi como identificar detalles sobre el tratamiento de ciertos
pacientes [24].

Puede hacerse otra clasificacion para los biomarcadores de cancer de prdstata
en base a el tipo de molécula y mecanismo de accién en cuestién [24]. Estos incluyen
genética, epigenética y biomarcadores protedmicos. Biomarcadores genéticos son por
lo general basados en el ADN y se asocian con cambios en el propio ADN, tales como
las pérdidas cromosdmicas, ganancias, y translocaciones [24]. Biomarcadores
epigenéticos estan asociados con cambios en el ADN que no involucra modificacion de
la secuencia de ADN en si. Los biomarcadores epigenéticos comunes a menudo estan
relacionados con cambios en la metilacion del ADN, modificaciones de las histonas,
perfiles de microARN y modificaciones de la cromatina [24]. Los biomarcadores
protedmicos consisten en proteinas especificas, en el caso de la protedmica para el
cancer de préstata se trata de encontrar proteinas y patrones de proteinas que
pueden correlacionarse con cancer prostata. Cada uno de estos biomarcadores puede

tener valor predictivo, diagnostico y prondstico [24].
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En la actualidad estan siendo explorados nuevos biomarcadores basados en
perfiles epigenéticos para ayudar en el diagndstico y manejo de PCa [25]. Las
alteraciones epigenéticas somaticas son un fendmeno cada vez mas reconocido en el
desarrollo de los canceres humanos, incluyendo el de prostata. Se producen temprano
durante la progresion de la enfermedad en todas las etapas del proceso y estan
estrechamente relacionados con el crecimiento de las células cancerosas y la

progresion de la metastasis [26,27].

Estos cambios del genoma, que afectan a la estructura y funciéon de la
cromatina, se pueden mantener a través de la mitosis, proporcionando una ventaja
selectiva para el crecimiento y supervivencia durante la patogénesis del cancer [28].
Para el cancer de préostata humano, surgen cambios epigenéticos reconocibles en las
primeras etapas de transformacion y persistir a través de la invasion, metastasis y la
progresion maligna que amenaza la vida. El creciente conocimiento de las alteraciones
epigenéticas en cancer de prostata ha creado nuevas oportunidades para el
descubrimiento de biomarcadores Utiles para la deteccion del PCa, la deteccion, el
diagndstico, estadificacion y estratificaciéon del riesgo [28]. Ademas, debido a que los
procesos epigenéticos no cambian directamente la secuencia del genoma, la
modulacion terapéutica del epigenoma, el uso de medicamentos que afectan la funciéon
dindamica de la cromatina, tiene una gran promesa como un enfoque racional para la
prevencion y el tratamiento del cancer de prdstata, a diferencia de las mutaciones
genéticas transferidos pasivamente, los cambios epigenéticos se deben mantener de

forma activa y su "reversibilidad" es una posible diana terapéutica [19,28].

La acumulacién de estas alteraciones puede promover campos de
susceptibilidad que con el tiempo puedan desarrollar cancer [26]. Este es un aspecto
del "efecto de campo" que se manifiesta en la conocida multifocalidad, que consta de 4
a 5 focos de cancer, y que se ha observado en las muestras de prostatectomia radical
[26]. El concepto de efecto de campo o campo de cancerizacién, que se ha utilizado
para explicar la multifocalidad de algunos tipos de cancer, sugiere que pueden existir
alteraciones moleculares preneoplasicas incluso en tejidos histolégicamente normales
asociados con tumor y ya ha sido caracterizado en cancer cabeza y cuello, colorectal,
vejiga, cuello uterino y otros canceres. Dada la multifocalidad del PCa y su asociacion
con la edad, el interés se ha incrementado en la definicion de un efecto de campo en
PCa [25]. Un efecto de campo epigenético, en el contexto del cancer es a menudo

considerado como el resultado de la presencia de un tumor. Sin embargo, la reciente
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evidencia sugiere que estos cambios pueden ocurrir con la edad y, potencialmente,
incluso preceder a la formacion de cancer, por lo que se han identificado
recientemente una serie de cambios genéticos y epigenéticos en toda la préstata

histoldgicamente normal [26].

2.12 Epigenética y Cancer de préstata

Hay tres grandes cambios epigenéticos que incluyen la metilacién del ADN,
modificacion de histonas y microARNs (miARNs) [19,26,27,29]. La epigenética es uno
de los campos en rapida expansién en la investigacion relacionada con el cancer.
Estudios recientes han demostrado que |la epigenética juega un papel importante en la
biologia del cancer, la terapia génica somatica, las infecciones virales, la impronta

genomica [19].

La epigenética hace referencia a la informacién gendmica funcional relevante y
se refiere a mecanismos que permite transmision estable de rasgos celulares sin
alteracion en la secuencia de ADN o la cantidad que modulan la estructura de la

cromatina, y alteran la expresion de genes sin el requisito para el cambio [29].

Las modificaciones epigenéticas son cruciales durante el desarrollo embrionario,
estos cambios modulan la expresion génica y pueden alterar aspectos de fenotipos
tumorales, incluyendo la invasion, la angiogénesis, la motilidad y proliferacion [26,
29]. El modelo clasico de la progresion del cancer, que fue descrita por primera vez en
1971, describe la necesidad de 2 golpes discretos o inactivacién de eventos para
silenciar a los 2 alelos de un gen supresor de tumores implicados en la progresion.
Aungue este modelo originalmente se centré en las alteraciones de la secuencia de
bases del ADN como la inactivacion de eventos, ahora estd claro que los eventos
epigenéticos pueden funcionar también en este nivel. También hay pruebas de que el
desarrollo de alteraciones epigenéticas tiene un papel en otros trastornos del

crecimiento de la prostata, incluyendo HBP [17,29].

La epigenética puede explicar otros aspectos de la fisiologia del tumor de
prostata. Se sabe que el PCa se produce simultaneamente en multiples focos en todo
la prostata periférica, esto sugiere que es un proceso de efecto de campo o procesos
que se producen en toda la préstata periférica que permite el desarrollo del PCa

pasivamente [17,29].
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3. OBJETIVOS

Objetivo General: Elaborar una revisién de la literatura que permita describir los
marcadores epigenéticos asociados a la hipermetilacién del ADN descritos en Cancer de

Prostata y su potencial rol como marcador de deteccién temprana, tratamiento,

seguimiento y el prondstico de esta patologia.
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4. METODOLOGIA

Para el desarrollo de la presente tesis bibliografica se recopilaron articulos

relacionados con las siguientes palabras claves:
Prostate Cancer

Epigenomic

Methylation

Genes Tumor suppressor

Se utiliz6 MEDLINE como base de datos y PubMed como buscador, todo ello

utilizando el Proxy de la Universidad de Valparaiso.

La estrategia utilizada para identificar los estudios seleccionados fue basada en los

siguientes criterios de seleccion.

Criterio de busqueda 1

e Se recopilaron los estudios desde el 01 de Enero de 2004 hasta 31 de
Diciembre de 2014.

e Se consideraron revisiones de bibliografia, ensayos clinicos y libros.

e Se incorporaron publicaciones de investigacion realizadas principalmente en

humanos.
e El idioma de busqueda fue inglés.
e Se eliminaron publicaciones que no tuvieran como idioma el inglés y aquellas

publicaciones a las cuales no se tuviera acceso a través del Proxy de la

Universidad de Valparaiso.

e Se utilizé6 como organizador bibliografico el programa ENDNOTE
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Criterio de busqueda 2

e Se seleccionaron articulos relacionados con alteraciones moleculares en cancer

de prostata

e Se seleccionaron articulos relacionados con regulacién epigenetica y

modificaciones epigeneticas en cancer de préstata.

e Se seleccionaron articulos relacionados con modificacién de histonas y

modificacion de la cromatina en cancer de prostata.

e Se seleccionaron articulos relacionados con microARN en cancer de prostata.

e Se seleccionaron articulos relacionados con hipometilacion del ADN en cancer

de préstata.

e Se seleccionaron articulos relacionados con hipermetilacion de promotores e

hipermetilacion del ADN en cancer de préstata.

Ademas se seleccionaron otros articulos relacionados con el tema de interés de
esta revision, con la finalidad de complementar las ideas desarrolladas en esta, de

estos articulos uno estaba en espafiol.

Para desarrollar el proceso de busqueda bibliografica en MEDLINE se utilizaron
combinaciones de las palabras claves, previamente descritas, con su respectivo

término MESH de MEDLINE usando “"AND” como operador booleano.

Para enfocar la blUsqueda hacia el tema de interés se utiliz6 como palabra clave
principal Prostate Cancer cuyo MESH correspondiente es Prostatic Neoplasm, dentro
de la busqueda ambas palabras se relacionaron utilizando “OR” como operador
booleano.

Se realizd la busqueda utilizando la palabra clave principal con su respectivo
término MESH en combinacién con las otras tres palabras claves también con su

respectivo término MESH (en caso de existir). De esta manera se obtuvieron los
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siguientes resultados:

(Prostatic Neoplasm [MESH] OR Prostate Cancer) AND (Epigenesis genetic [MESH] OR

Epigenomics) 91 articulos

(Prostatic Neoplasm [MESH] OR Prostate Cancer) AND (DNA Methylation [MESH] OR
Methylation) 782 articulos

(Prostatic Neoplasm [MESH] OR Prostate Cancer) AND Genes Tumor Suppressor

559 articulos

Se recopilaron un total de 1432 articulos. Luego de remover duplicados
quedaron 308 articulos (Ver algoritmo) y sobre estos se aplicaron los criterios de
busqueda para la seleccion de los articulos utilizados en esta revision. Los articulos
seleccionados fueron 165 articulos, ademas se utilizaron 11 articulos adicionales para

complementar el desarrollo de la presente revision. (Ver algoritmo de busqueda)

Céncer de Prostata

Epigenomica 91 articulos

e F 4
' Metilacion 782 articulos ! ?2
articulos
Genes Supresores 529 articulos
de Tumores

Regulacion epigenetica en Modificacion de la Hipermetilacion de

Alteraciones ; o e
cancer de prostata 4 MicroARN Hipometilacion promotores
cromatina icro S

Moleculares en

; ; Hicacion epigenat del ADN Hi lacis
céncer de prostat MOdIfICaCIOn epllgenetlca Modificacisn da Histonas ipermetilacién
en cancer de prdstata del ADN
26 articulos 92 articulos 10 articulos 16 articulos 5 articulos 159 articulos
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5. REVISION DE LA LITERATURA

5.1 Modificaciones epigenéticas en Cancer de Prostata

La epigenética hace referencia a la informacion gendmica funcional relevante,
sin alterar la secuencia del ADN. La epigenética se refiere a modificaciones del ADN o
proteinas asociadas, aparte de la secuencia de ADN en si, que llevan el contenido de
informacién con respecto a la expresién de genes durante la divisién celular. En la
actualidad, tres principales mecanismos epigenéticos son reconocidos: la metilacion del
ADN, modificaciones de las histonas y microARNs (miARN) (Ver Figura 6) [26,29,30].
Estos cambios epigenéticos modulan la estructura de la cromatina y a su vez la
expresion génica y se han descrito que son cruciales durante el desarrollo embrionario.
Mas recientemente se ha reconocido que la reactivacion aberrante puede conducir a la
expresion de un gen alterado asociado con el desarrollo y progresion del cancer, ya
que pueden alterar aspectos de fenotipos tumorales, incluyendo la invasién, la

angiogénesis, la motilidad y proliferacion [26,29].

Biomarcadoresen la Epidemiologia del Cancer

Factores que contribuyen Tres principales tipos de

= Genética (historia familiar) biomarcadores

= Estilode Vida 1..Epigenético

= Edad 2. Genético

= Ambiente 3. Protedmico
Radiacion . = =
Agentes toxicos Utilizacion de biomarcadores
Mutagenoos

* Cribado del Cancer

* Deteccion del Cancer

* Diagnostico del Cancer

* Supervivencia del Cancer
* Prognosis del Cancer

Agentes infecciosos
* Drogas para tratamiento
* Raza

Figura 5: Principales factores de riesgo de cancer de préstata y una amplia
clasificacién de los biomarcadores de cancer de prdstata [24].
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El modelo clasico de la progresion del cancer, que fue descrita por primera vez
en 1971, describe la necesidad de 2 eventos de inactivacién para silenciar a los 2
alelos de un gen supresor de tumores implicado en la progresidon. Aunque este modelo
originalmente se centrdé en las alteraciones de la secuencia de bases del ADN como la
inactivacion de eventos, ahora estd claro que los eventos epigenéticos pueden
funcionar también a este nivel. También hay pruebas de que el desarrollo de
alteraciones epigenéticas tiene un papel en otros trastornos de la prostata, incluyendo
HBP [29].

La epigenética puede explicar otros aspectos de la fisiologia del tumor de
prostata. Se sabe que el PCa se produce simultaneamente en multiples focos en toda
la periferia de la préstata, lo que podria sugerir se producen procesos de efecto de
campo en esta zona y eso podria provocar o permitir pasivamente de manera directa el
desarrollo del PCa. Los mecanismos reguladores epigenéticos parecen ser
especialmente sensibles a las influencias externas, como la dieta y el estrés oxidativo,
y en la prostata, estas influencias podrian modular algin efecto sobre esta. Los
cambios globales o especificas en las modificaciones previamente nombradas:
microARNs, modificacion de histonas y metilacion del ADN podrian ser candidatos

epigenéticos de este efecto de campo (Ver Figura 6) [29].
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3. Histone variant

(ChlP-seq)

(Bs-seq)

4. microRNA
long non-coding RNA

(RNA-seq)

(TMB-seq) EPIGENOME

2. Histone post-translational S —> GENOME (DNA seq)
modifications

(ChiP-seq)

Figura 6: Mecanismos epigeneticos descritos en PCa: La integracion de la
gendmica y epigendémica puede aportar datos invaluables para el conocimiento en PCa
y conducir al descubrimiento de nuevos marcadores [31].

5.2 MicroARNs

Casi el 30% de los genes humanos estan regulados por miARNSs, esta regulacion
ocurre de manera temporal y es tejido especifica [30]. Los microARNs desempefian un
papel importante en el control de la proliferacion celular, diferenciacidon, apoptosis de
células de carcinoma y la tumorigénesis a través de la regulaciéon de genes diana. La
expresion de los microARNs se ve alterada con frecuencia en cancer y pueden actuar
ya sea como oncogenes (cuando se sobreexpresan en cancer) o como supresores

tumorales (cuando disminuyen su expresién en cancer) [30,32].

Los microARNs (miARN) se definen como pequefias moléculas de ARN (18 a 25
nucledtidos de longitud), no codificantes, endégenos, de una sola hebra que regulan la
expresion de multiples genes, ya sea afectando la estabilidad de su ARNm diana,
mediante la induccién de la escision o, en la mayoria de los casos, mediante la
inhibicién de su traduccién. Se dirigen a los sitios de unién que se encuentran
principalmente en regiones no traducidas (3 UTR) del ARNm, y en las regiones
codificantes o 5° UTR causando la degradacién del ARNm o la represion de la
traduccién [27,30,32,33].
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Los miARNs generalmente estdan dotados de un promotor para la ARN Polimerasa II
gue es la encargada de su transcripcidon. Se sintetizan como pri-miARN que pueden
ser de miles de nucleétidos de longitud y pueden contener los precursores de varios
miARNs agrupados. La escision endonucleolitica por la enzima nuclear Drosha produce
estructuras de horquilla de 70 nucleétidos llamados pre-miARN. Estas moléculas
entonces se transportan al citoplasma a través de la proteina Exportina-5 (Exp-5) y
son procesados por la ribonucleasa Dicer en un ARN de doble cadena que contienen los
miARNs maduros y su secuencia antisentido (miARN*). Por ultimo, el miARN maduro
es incorporado selectivamente en el complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC), donde se provoca el silenciamiento del ARNm diana especifico que es
reconocido por la complementariedad parcial con secuencias localizadas en el 3~ UTR
(Ver Figura 7) [33]. Cada miARN a menudo regula multiples ARNm, puede unirse e
inhibir la transcripcion de alrededor de 200 o mas ARNm y cada ARNm puede ser el
blanco de multiples miARNs, lo que implica la existencia de una intrincada red de

control de la expresion génica [31].

A

Transcniption

Nucleus

Cytoplasm

SN

AN 111 nn* i
3,‘ pre-miRNA
clean .|‘:cl

3“:III]IHIHI'; mi-RNAduplex

l 3 Mature miRNA
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Figura 7: Procesamiento de microARNs. Proceso basico para la biosintesis de
microARN (Modificado de [32]).
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Los miARNs, también se han descrito estar involucrados en el control de la
estructura de la cromatina a través de la regulacidon post-transcripcional de enzimas
clave que modifican la estructura de la cromatina. Ademas, los genes miARN son
comunmente regulados epigenéticamente a través de la metilacion del ADN o por
modificaciones de la cromatina de sus promotores, estableciendo asi un didlogo

transversal entre las principales vias epigenéticas [30].

5.3 MicroARNs en Cancer de Prostata

Se ha descrito que varios miARNs y sus blancos son expresados de forma
anormal en el PCa, lo que lleva a la respuesta correspondiente en el desarrollo, la
invasion, y la metastasis de esta enfermedad. Las expresiones alteradas de algunos
miARNs seleccionados son Utiles como biomarcadores para el diagndstico, el prondstico

y propésitos de clasificaciéon de PCa [27,32].

A pesar que se han informado unos 50 miARNs como expresados de forma
anormal en el PCa, sélo unos pocos han demostrado experimentalmente contribuir a la
enfermedad. En PCa, la desregulacion de miARNs afecta la reprogramacion
epigenética, el bloqueo de la apoptosis, la promocién del ciclo celular, la migracion y la
invasion. Las aberraciones en la sefializacion del receptor de andrégeno (AR) y los
miARNs parecen estar estrechamente vinculados con la progresion del PCa, ya sea por
la regulacion de miARN de la sefializacion AR o regulacion de miARNs independiente de
andrégenos [27, 30, 31]. Los miARNs han demostrado estar presentes y son
relativamente estables en fluidos clinicamente accesibles tales como suero, plasma,
orina y saliva, lo que sugiere que miARNs tienen el potencial como biomarcadores

usando un ensayo no invasivo [31].

Como suele ser el caso de expresiones aberrantes de miARNs, los mecanismos
comunes incluyen la alteracion del nimero de copias de miARNs, los que a su vez
pueden ser silenciados a través de la metilacion del ADN. Por el contrario, los miARNs
también regulan la expresion de genes diana por mecanismo epigenético. Ademas, se
han encontrado mutaciones de los precursores de miARNs, las que afectan
notablemente el procesamiento del miARNs y su abundancia cuando ocurren en

regiones que son criticas para la unién DGCR8 (proteina de union a ARN de doble
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cadena) y la escision endonucleotidica por Drosha [32]. Sin embargo, las mutaciones
gue ocurren en la regién de la horquilla no tienen influencias en el procesamiento de
miARNs [32].

Otros factores, como la insuficiencia en el procesamiento de miARN y la
desregulacion de los promotores de miARNs, afectan también la expresion de miARNSs.
Estos mecanismos también contribuyen a explicar la desregulaciéon en los niveles de
expresién de los miRNAs en PCa. Por ejemplo, Dicer, una enzima necesaria para el
procesamiento de los miARNs, la cual es sobre regulada en PCa, conduce a la
desregulacion de los miARNs y a una correlacion con el estadio clinico y la puntuacion
de Gleason [32].

Para estudiar las funciones de los miARNs se utiliza la estrategia de ganancia y
pérdida de miARNs para verificar sus impactos en la biologia, lo que lleva a la
alteracion en la expresion y actividad de sus objetivos en el PCa, sélo algunos miARNs
se han determinado experimentalmente estar involucrado en la iniciacion, progresién y
metdastasis de PCa. Estos miARNs expresados diferencialmente funcionan ya sea como
oncogenes (onco-miARN) o supresores tumorales (oncosupresor- miARN) (Ver Tabla 2)
[27,32].
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miARN Expresion | Muestra mARN Funciones relacionadas | Rol en Referencia
diana PCa
mir221/222 t Linea celular  p27 Proliferacién Onco- [32]
miARN
Linea celular ~ ARHI Proliferacion [34]
Linea celular/  p27 Proliferacion [33]
Tejido
mir-21 Linea celular MARCKS, Movilidad, invasion, Onco- [32]
t PDCD4, resistencia a la apoptosis ~ miARN
TPM1
Linea celular MARCKS, Movilidad, invasion, [33]
PDCD4, migracion
TPM1,
SPRY-2,
TIMP3,
RECK
mir-125b t Tejido BAK1, Apoptosis, proliferacion Onco- [32]
EIF4AEBP1 MiARN
Linea celular BAK1 apoptosis [33]
Linea celular  p53, PUMA, apoptosis [35]
BAK1
mir-205 1 Tejido IL-24, 1L-23  Inflamacién, apoptosis Supresor [36]
tumoral
Linea celular/ MED1 EMT, progresion, [37]
Tejido PRKCE, proliferacion, resistencia
ZEB-2 a apoptosis
[33]
mir-200b 1 No disponible PDGF-D EMT Supresor [32]
tumoral
mir-330 l No E2F1 apoptosis Supresor [32]
disponible tumoral
mir-1462 1 Linea celular ROCK1 Proliferacidn, invasién, Supresor [38]
metastasis tumoral
Linea celular/ ROCK1 movilidad [32]
tejido
Lineacelular ROCKI, Invasion, migracion , [33]
CXCR4 agresividad
mir-101 1 tejido EZH2 metastasis Supresor [32]
tumoral
[27]
Linea celular EZH2 Prolferacion, invasion [33]
mir-23b l Linea celular ~ Src apoptosis Supresor [39]
tumoral
tejido
mir-23 l No disponible  MYC Alteraciones genéticas, Supresor [33]
anomalias metabolicas tumoral
mir-126 Linea celular  prosteina Motilidad, invasion Supresor [32]
l tumoral
Lineacelular EGF Migracion, invasion [33]
mir 494-3p 1 No disponible CXCR4 Metastasis, progresion SupreS(I)r [27]
tumora
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miARN Expresion | Muestra mARN Funciones relacionadas | Rol en Referencia
diana PCa
mir-132 1 No disponible Supresor [27]
tumoral
mir-34b l No disponible  AKT Proliferacion, migracion Supresor [27]
tumoral
mir-34 1 Linea celular  SIRT-1 quimioresistencia Supresor [33]
tumoral
Familia l Linea celular apoptosis [32]
mir-34
mir-449 l No disponible HDCAL1 apoptosis Supresor [27]
tumoral
Linea celular HDCA1 Apoptosis [33]
mir 1992-3p l Tejido Supresor [27]
tumoral
mir-145 l Tejido Supresor [40]
tumoral
Tejido c-Myc Ciclo celular, apoptosis [41]
mir-34c 1 Linea celular  MET Movilidad, invasion Supresor [42]
tumoral
mir-193b 1 Linea Ciclo celular Supresor [43]
celular/Tejido tumoral
mir-452/ 1 Linea celular ~ Clorf116, proliferacion, migracion,  Supresor [44]
mir-224 GOLM1, invasion tumoral
FAMG64A
Tejido IGF2BP2,
DR1, OAZ2,
mir-330 l No disponible  E2F1 apoptosis Supresor [32]
tumoral
mir- 1 tejido BCL-2 apoptosis Supresor [33]
15a/mir-16 tumoral
Linea celular  BCL-2, Progresion, angiogenesis [33]
WNT-3,
CCND1,
VEGF
mir-32 1 Linea celular  BIM apoptosis Supresor [33]
tumoral
mir-106b l E2F1, apoptosis Supresor [33]
p21/WAFI tumoral

Tabla N°2: microARNs descritos en cancer de prostata. En la tabla se describen los
distintos microARNs descrito en PCa, con su respectivo rol en PCa (oncomiARN o
supresor de tumor), aumento o disminucion de su expresion, sus genes blancos y la
funcién en la cual se han descrito estar involucrados.
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5.4 Modificacion de histonas

Estructuralmente, las histonas poseen una “cola” en la regién amino terminal
gue es susceptible a modificaciones post-traduccionales en aminoacidos especificos
gue producen diversos cambios estructurales y de traduccion en el llamado cédigo de
histonas incluyendo acetilacion, metilacién, fosforilacién, ubiquitinacién, sumoylation,
ADP ribosilacién, deiminacién y la isomerizacién de prolina [30,45].

La cromatina es el orden superior de organizacién del ADN nuclear, y su unidad
basica es el nucleosoma. Esta organizacion se compone de un nucleo de proteina
denominado octamero de histonas (ocho histonas), compuestos de un dimero de la
histona H2A, un dimero de la histona H2B, y un tetrdmero compuesto de las histonas
H3 y H4, alrededor de este octamero se envuelven 147 pb de ADN. Las histonas son
biomoléculas dinamicas que proporcionan apoyo fisico al ADN y estan involucradas en

la regulacién de su transcripcion, la reparacion vy la replicacién. [19,26,30,45].

Entre estas modificaciones, la acetilacion de histonas y la metilacién estan
relativamente bien estudiadas. La acumulacion de pruebas indica que el estado de
acetilacion y metilacion de residuos de lisina o arginina especificos desempefian un
papel crucial en la regulacion de la expresidon génica, ya sea mediante la activacion o
represion transcripcional. La acetilacion se asocia generalmente con la eucromatina, en

"

general disminuye la afinidad de las histonas por el ADN y crea una conformacion

"

abierta " de la cromatina para activar la transcripcion de genes, y la desacetilacion de
histonas se asocia con una conformacion “cerrada” o represiva de la transcripcion. La
acetilacion y deacetilacion de histona es mediada por las acetil transferasas de histona
(HAT) vy las desacetilasas de histona (HDAC), respectivamente. La metilaciéon de las
colas de las histonas presenta una situacion mas compleja, donde la activacion o
represién de la transcripcién estd vinculada a la posicion del residuo dentro de la
histona. La metilacion y demetilacién de histonas es mediada por enzimas
metiltransferasas (HMT) y desmetilasas de histona (HDM). En general la metilacién de
lisinas 4, 36, y 79 de la histona 3 (H3K4me3, H3K36me y H3K79me) son marcas de
una transcripcion activa, mientras que la metilacion de lisinas 9 y 27 de la histona 3
(H3K9 y H3K27) y de la lisina 20 de la histona 4 (H4K20) son por lo general
encontradas en las regiones de heterocromatina silenciadas y promotores inactivos
(Ver Figura 8). Cada una de estas modificaciones de la cromatina afecta de una
manera diferente, ya sea por la alteracion de las asociaciones moleculares de la

cromatina o el reclutamiento de otras proteinas a la cromatina [19,26,29,30,45].
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En las células normales, modificaciones de las histonas estan implicadas en la
impronta gendmica, inactivacion del cromosoma X, en desarrollo y la diferenciacién de
células madre embrionarias (ESC). En las células malignas, la modificacién de las
histonas en todo el genoma es también alterado en concierto con los cambios en la
metilacion del ADN. Por ejemplo, la reduccidon de la acetilacion de lisina 16 de histona
4 (H4K16ac) y la tri-metilacién de lisina 20 de H4 (H4K20me3) se asocian con la
hipometilacién de secuencias repetitivas de ADN, un sello distintivo del cancer
humano. En contraste, la metilacion de lisinas 9 y 27 de la histona 3 (H3K9me y
H3K27me) y la pérdida de acetilacion de la histona 3 (H3ac), asi como mono-
metilacion de lisina 4 de la histona 3 (H3K4me) estan asociados con hipermetilacion
del ADN de los genes silenciados. En consecuencia, las alteraciones en la expresion de
las enzimas clave de histonas (HDACs, HAT, HMTs y HDMs) se han asociado con el

desarrollo y progresion del cancer (Ver Figura 8) [30].

Epigenetically activating'

Epigenetically Repressive'

Hyperacetylation of the
following:

H2a: K5

H2b: K5, K12, K15, K20

H3: K4, K14, K18, K23,
K27

H4: K8, K16
Hypermethylation of the
following:

Histone H3 K4, R17, K79

H4 R3
Ubiquitination of:

H2b K120

Hypoacetylation of the
following histones:

H2a: K5

H2b: K5, K12, K15, K20

H3: K4, K14, K18, K23,
K27

H4: K8, K16
Hypermethylation of the
following:

Histone H3 K9, K27

H4 K20
Ubiquitination of:

H2a K119

Figura 8: Resumen de las modificaciones de histona y enzimas que afectan la
transcripcién génica [29].

5.5 Modificacion de histonas en cancer de préstata

Las modificaciones de histonas y la remodelacion nucleosomal, son

mecanismos epigenéticos importantes que regulan la expresion génica en el cancer de
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prostata [45].

La metilacién de la histona afecta a la funcién de la cromatina dependiendo del
aminoacido especifico que esta siendo modificado y el grado de metilacion [45]. Ke y
cols. (2009) realizaron un estudio basado en la expresién génica global basada en
microarrays y perfiles epigendmico de células de cancer de prostata y sus contrapartes
normales y encontraron que la marcas de transcripcion activa (ganancia de H3K4me3
(trimetilacién de la lisina 4 en la histona 3) o pérdida de H3K27me3 (trimetilaciéon de
lisina 7 en histona 3) y marcas de silenciamiento (ganancia de H3K27me3 o pérdida de
H3K4me3) fueron fuertemente asociado a los genes sobre-regulados y de baja-

regulacién en células de cancer de prostata, respectivamente [46].

La metilacion de lisina 4 en histona (H3K4me3) estd asociado con la
transcripcion del gen inactivo PSA en la linea celular LNCaP de cancer de prostata. Por
el contrario, la mono y di-metilacién de la histona 3 en lisina 4 (H3K4) (H3K4mel vy
H3K4me2) estan asociadas con la activacion de genes mediada por AR en lineas
celulares y tejidos CRPC (cancer de préstata resistente a la castracion). H3K4mel y
H3K4me2 se enriquecen de manera significativa en el promotor para AR del gen proto-
oncogén UBE2C en CRPC, lo que conduce a unién a AR y expresion del gen UBE2C
[19, 45]. Ademas la mono-, di- y tri-metilacion en el residuo de lisina 9 de H3, H3K9,
(H3Kmel, H3K9me2 y H3K9me3) se ha relacionado con la represion de los genes
diana de AR en las células LNCaP y la disminucién de di y trimetilada en la lisina 4 de
H3 se asocia con la transcripcion del gen de PSA mediada por AR. Por otra parte, el
silenciamiento de la desmetilasa de H3K9; LSD1 (KDM1), JHDM2A (KDM3A) o
JMID2C (KDM4C), aumentard los niveles de las modificaciones represivas en genes
dianas reguladas por AR. Por lo tanto, la expresion de los genes diana de AR como son
PSA, TMPRSS2 y NKX 3.1 se reducira [19].

La trimetilaciéon de lisina 27 en histona 3 (H3K27me3) es una modificacion
represiva y el aumento de la expresion de la metiltransferasa de H3K27me3 (EZH2)
conduce al silenciamiento de genes supresores de tumores (por ejemplo, Gas2 y
ADRB2) [45] y en el silenciamiento de RAR beta 2, ER alfa, genes PGR y RGMA en
cancer de prostata [47]. También se ha descrito que la trimetilacion de lisina 7 en la
histona 3 disminuye la expresion de p53 [48] y ademds se ve incrementada
significativamente en pacientes con un estadio avanzado de PCa, con una alta

puntuacion de Gleason, como también en tejidos peritumorales de pacientes con PCa
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al compararlos con tejidos normales [47,49].

La lisina 20 de la histona H4 (H4K20) representa una de las modificaciones
nucleosomales de las histonas del nucleo que participa en distintos procesos celulares,
dependiendo de su metilacion: mono-metilaciéon de H4K20 (H4K20me1l) desempefia un
papel crucial en la represién transcripcional y la inactivacion del cromosoma X,
mientras que la di-metilacién de H4K20 (H4K20me2) esta vinculada a mecanismos
celulares de reparacién de ADN en base a la capacidad de uniéon de 53BP1(proteina 1
de unién a p53) en los sitios de doble cadena de ADN dafados. Fragay cols.
demostraron una asociacion entre la reduccion de la tri-metilacion de H4K20
(H4K20me3) y el cancer, pero no aclara indistintamente si la reduccion de H4K20 es
causa o consecuencia de la carcinogénesis. Aunque, H4K20me3 no permite
diferenciaciones significativas entre las diversas etapas de PCa muestra fuertes niveles
de metilaciéon en PCa y CRPC. Vertino y cols. (2011) describieron que la tri-metilacion
de H4K20 a través SUV420H2 juega un papel crucial en el silenciamiento de genes
supresores de tumores, como TMS1 (objetivo de silenciamiento inducido por
metilacion), que codifica para los dominios de reclutamiento de caspasas, que
contribuye a la promocion de la apoptosis en células de PCa y se ha informado es

pronostico de la carcinogénesis de PCa [50].

La adicidén de grupos acetilo en las histonas, principalmente histonas H2A, H3 y
H4, esta catalizada por las enzimas HAT. El aumento de la actividad de HAT puede
alterar el crecimiento del PCa en formas positivas o negativas. Estas enzimas pueden
regular proteinas co-reguladoras transcripcionales que se unen a los receptores de
esteroides. Por ejemplo, el p300 HAT, PCAF y TIP60 tienen la capacidad de regular el
estado de expresidon o activacion de AR, lo que lleva a un aumento de la sefializacién
del AR en ausencia de andrégeno. HAT también aumenta la IGFBP-2 y la activacién de
p21 en el PCa, disminuyendo la progresion del ciclo celular. HAT afecta una serie de
procesos celulares y como tales representan un objetivo putativo para terapia por
remocion de los grupos acetilo de las lisinas en las histonas realizado por HDAC, una
clase de enzimas cuya expresién es con frecuencia reguladas en PCa. El ARNm de
HDAC y los niveles de proteina estdan sobre regulados de 2 a 3 veces en PCa en

comparacién con los niveles en HPB en tejidos humanos [29].

Estudios en muestras de tejido de prostatectomia primaria revelaron una

asociacion en el aumento de los niveles de acetilaciones (H3K18Ac, H4K12Ac, y
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H3K9ac) y de metilaciones (H3K4me2) con el grado del tumor. Y que solo dos de
estas modificaciones (H3K4me2 y H3K18Ac) se relacionan con el riesgo de recurrencia
de PCa. En las células normales de la préstata los promotores de genes activos estan
asociados con la di y tri-metilacién de lisina 4 en la histona 3 (H3K4me2 y H3K4me3) y
con la acetilaciéon de lisina 9 en la histona 3 (H3K9ac), estas modificaciones son
reemplazadas por las marcas represivas (H3K9me2, H3K9me3 y H3K27me3) en genes
transcripcionalmente silenciados. Ademas se ha descrito que la metilacién de la lisina
20 en la histona 4 (H4K20me) se identifica especificamente en CRPC, mientras que la
di-metilaciéon de la lisina 20 en la histona 4 (H4K20me2) se distingue en diferentes
etapas de PCa [26].

TWIST1 es un factor de transcripcion que promueve la invasion y metastasis en
una variedad de tipos de cancer, a través de la induccion de EMT. TWIST1 es
altamente expresado hasta en un 90% de PCa, y su regulacion resulta en las células
de la prdstata en un fenotipo invasivo. Una alta expresion de TWIST1 en tumores
solidos confiere resistencia a la apoptosis inducida por una droga de quimioterapia
como taxol o cisplatino. La expresion TWIST1 es regulada por la enzima histona metil
transferasa MMSET, la cual produce aberrantemente altos niveles globales de
H3K36me2 y bajos niveles de H3K27me3, de esta manera MMSET revierte los cambios
epigenéticos globales y activa la expresién de TWIST1. Ezpoda y cols. decribieron que
en PCa , MMSET es sobreexpresado al compararlo con tejido normal de prostata: Este
aumento en la expresion de MMSET, aumenta los globales de metilaciones activadoras
de la trasncripcion (H3K36me3), aumentando los niveles de expresion de TWIST1
promoviendo la progresidon e invasién tumoral, efectos mediados a través de la
expresion de TWIST1 [51].

5.6 Metilacion del ADN

La metilacion del ADN fue la primera marca epigenética cuya implicacién se
describié en el cancer humano. Las alteraciones de la metilacion del ADN en el cancer
y el envejecimiento se caracterizan como hipometilacion global e hipermetilacion
regional. Tanto la hipermetilacion como la hipometilaciéon puede afectar a la expresion
génica y el papel de la metilacion del ADN en la oncogénesis ha sido estudiado durante
varios afos. La hipometilacion general se produce sobre secuencias ADN repetidas
mientras que la hipermetilaciéon implica islas CpG. En mayor parte, se han observado
dos tipos principales de alteracion de la metilacion del ADN en los canceres humanos,

incluyendo la hipometilacidon y la hipermetilacion de las islas CpG, pérdida y/o aumento

37



de la metilacién en las regiones especificas que contribuyen a la carcinogénesis [19,
26].

La metilacidon del ADN se refiere a una modificacion covalente, que resulta de la
adicion de un grupo metilo (CH3) en la posicién C-5 del anillo de citosina en el ADN,
esta ocurre tipicamente en dinucledtidos CpG. Los dinucledtidos CpG tienden a
agruparse en regiones llamadas islas CpG (CGI), que pueden definir como tramos de
ADN (de longitud superior a 200 pares de bases) con un contenido de GC mayor del
50%. Las islas CpG se producen en sélo ~ 1% en el genoma de mamiferos, sin
embargo 60% de los promotores humanos se asocian con CGI en un estado, en su
mayoria no metilado. La hipermetilacién del ADN se refiere a la ganancia de metilacién
en los sitios que estdan normalmente no metilados y se presenta principalmente en
CGI, y se asocia a menudo con el silenciamiento de la expresion génica heredable. Este
proceso es responsable de procesos fisioldgicos tales como silenciamiento de
secuencias repetitivas y centroméricas, la diferenciacion celular durante el desarrollo,
inactivacion del cromosoma X, impronta gendmica y la susceptibilidad a enfermedades
genéticas. El silenciamiento de genes, se consigue mediante el bloqueo de la unién de
proteinas a ADN, tales como reguladores transcripcionales, que resultan en una
disminuciéon de la transcripcion. La hipermetilacion de las islas CpG en el promotor
puede silenciar importantes genes supresores de tumores y otros genes de proteccion
(ver Figura 9). La metilacion del ADN es catalizada por enzimas Ilamadas DNA metil
transferasas (DNMTs). Hay dos grupos principales de DNMTs, cuyas funciones incluyen
el mantenimiento de la metilacion mediante DNMT1 y metilacion de novo a través
DNMT3A y DNMT3B. Los estudios han descrito que la actividad DNMT1 esta relacionada
con la transicion de fenotipo no neoplasico a neoplasico mientras que las enzimas de
metilacion de novo estaban principalmente relacionados con la progresién [19,26,27,
52].
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Figura 9: Rol de la metilaciéon en cancer. Las islas CpG no metilados y metilados
son indicadas con circulos amarillos y negros respectivamente. Esta figura muestra una
region representativa del ADN gendmico en celulas normales y tumorales. La region
promotora en el genl, gen2 y gen supresor de tumores (TSG) son raramente
metilados en celulas normales y por ende son expresados. La metilacion den las
citosinas de las islas CpG en la regién del promotor de TSG son metilados, resultando
en el silenciamiento del gen. A la inversa, la hipometilacién en la region promotora de
un oncogen en celulas tumorales reactiva su transcripcion [53].

La hipometilacién del ADN gendmico se ha asociado con mayores tasas de
inestabilidad gendmica, tal vez debido a la descondensacion de la cromatina en
conformaciones de recombinacion permisiva o debido a la activacion de elementos de
retrotranposones. Las células tumorales humanas a menudo experimentan una
hipometilacion global, a pesar de la hipermetilacion en sitios especificos. La
hipometilacion en secuencias repetitivas y retrotransposones, que se encuentran en
algunas zonas de los genes, se produce comunmente en PCa y puede contribuir a la
heterogeneidad del tumor metastasico. Se ha descrito que la hipometilacion del ADN
juega un papel en la carcinogénesis, ya que causa la expresion aberrante de genes,
inestabilidad de microsatélites, pérdida de impresion, anormalidad cromosdmica y la

activacion de retrotransposones [26,52].
5.7 Hipometilacidon en Cancer de Prostata
La hipometilacion del ADN es una aberraciéon epigenética presente en una

[19]. La

hipometilacion se ve facilitada por desmetilasas, un grupo de enzimas que incluye 5-

variedad de tumores malignos, incluyendo el cancer de proéstata
metilcitosina glicosilasa y MBD2b. La metilacién de genomas normales actia como

mecanismo de defensa contra el cancer, por ejemplo, los oncogenes pueden ser
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transcripcionalmente silenciados al ser metilados, y la hipometilacion provoca la
ruptura de este mecanismo de defensa y esta implicado en la génesis tumoral. La
hipometilacién puede ser "global" o "localizada”; la hipometilacién global se refiere a la
disminucién general en el contenido de la metilacién en el genoma [19]. Brothman vy
cols midieron el estado de metilacion global en tumores de prostata a partir de
secciones de parafina, demostrando que el nivel global de metilacién del genoma
(hipometilacion) se reduce drasticamente en las células tumorales de préstata en
comparacién con regiones benignas de las secciones del mismo paciente [54], por otra
parte Bedford y cols., informaron que la hipometilacion global es significativamente
menor en pacientes con cancer de prostata metastasico en comparacién con cancer de
prostata no metastasico [54]. La hipometilacion localizada o también denominada
hipometilacion  gen-especifica hace referencia a una disminucién en los niveles de
metilacion de citosina en las islas CpG, con respecto a los niveles normales. Esto
afecta las regiones especificas dentro del genoma, tales como regiones promotoras de
los oncogenes, las cuales generalmente son altamente metiladas. Esta hipometilacion

localizada conlleva a una reactivacién de la transcripcion del oncogén [19].

La neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) se reconoce como una lesion
precursora del PCa. Estudios basados en hipometilacion del ADN han reconocido que
esta aberracion se encuentra en PIN cuando se compara con la hipometilacion del
tejido normal de la préstata sugiriendo que podria ser un evento que precede al cancer
[26, 55]. El estudio de Yang y cols., basado en inmunohistoquimica demostré que la
metilacion global fue baja en lesiones PIN de alto grado (HGPIN) en comparacion con
lesiones PIN de bajo grado (LGPIN), mientras la tincién de 5-metilcitosina (5-
MC)utilizando un anticuerpo anti-5-MC, que es un indicador de hipermetilacién, es
mucho mayor en tejidos de PCa en comparacion con HGPIN. Estos resultados parecen
consistentes con la idea de que la hipometilacion del ADN global contribuye a la

iniciacién del tumor y la hipermetilacion contribuye a progresién tumoral [56].

Alrededor del 45% del genoma humano estd compuesto de elementos
repetitivos, que consisten en repeticiones intercaladas y repeticiones en tandem, entre
estos encontramos a LINE-1 y Alu. LINE-1 son elementos muy metilados, de
nucledtidos largos intercalados y que constituye al menos 18% del genoma humano.
Alu es el elemento repetitivo mas abundante, son nucleétidos cortos intercalados en el
genoma humano y cuenta aproximadamente el 10% del total del genoma. Por otra

parte, Alu y LINE-1 son elementos que normalmente contienen gran parte de las
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secuencias CpG metiladas encontradas en tejidos humanos normales. Por lo tanto,
una pérdida de la metilacién del ADN de estos elementos podria representar una parte
considerable de la hipometilacién gendmica caracteristica de los canceres humanos
[57, 58]. Los estudios de hipometilacidon en PCa se realizan principalmente sobre estos
elementos repetitivos. Yegnasubramanian y cols. demostraron que la hipometilacién
de LINE-1 aparece por primera vez en los canceres de prostata primarios, y se hace
mas pronunciado en los canceres de préstata metastasicos; adicionalmente los
cambios de hipometilacion del ADN son mucho mas variables a través de diferentes
metdastasis del mismo individuo, lo que sugiere que estos cambios comuUnmente
surgieron después de la diseminacidn metastasica. Este hallazgo sugiere que, aunque
la hipometilacion de LINE1, a veces se produce en los canceres primarios, este no
confieren un mayor riesgo de enfermedad agresiva, ya que ocurre mas
consistentemente durante o después de la diseminacion metastasica, momento en el
que incluso puede contribuir al mantenimiento y la propagacion de las lesiones
metastdasicas. El aumento de la hipometilacion observado en las lesiones metastasicas
de cancer de prostata puede contribuir al elevado numero y la prevalencia de
aberraciones cromosémicas reportados previamente en los canceres de prostata
metastasico en comparacidon con canceres primarios [52]. Estos datos son consistentes
con los resultados de Florl y cols., donde la hipometilacion de LINE-1 se asoci6 con la
enfermedad en etapa superior. La explicacion mas sencilla de este hallazgo es que la
hipometilacion de LINE-1 en PCa es un evento secundario durante la progresion que
precede la hipermetilacion del ADN [58]. Similar a lo descrito para LINE-1, fue descrito
en Alu por Cho y cols, en donde la metilacion de Alu disminuye con la progresion
tumoral. Ademas este mismo estudio reveld que los niveles de metilacion de LINE-1 y
Alu son marcadamente inferiores en PCa que en la HBP. Cuando los niveles de
metilacion de Alu o LINE-1 se compararon con los factores clinico-patolégicos de PCa,
se encontraron asociaciones significativas: (1) entre el nivel de metilacidon Alu y el nivel
de PSA en suero preoperatorio o estadio clinico; y (2) entre el nivel de metilacién
LINE-1 y el nivel de PSA sérico preoperatorio o la puntuacién de Gleason. Los niveles
de metilacion Alu y LINE-1 fueron significativamente menores en el grupo con PSA
elevado que en el grupo de bajo PSA y ademads, el grupo con alta puntuacion de
Gleason tenia un menor nivel de metilacion LINE-1 que el grupo con baja puntuacién
de Gleason, y el grupo que tenia una etapa avanzada de PCa tenia menor nivel de

metilacion de Alu que el grupo en etapas menos avanzadas [57].
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El citocromo P450 1B1 (CYP1B1) es un miembro de la familia de genes CYP1,
los cuales son una familia multigénica de enzimas inducibles expresadas
constitutivamente, que participan en la activacion metabdlica oxidativa, la
desactivacion de los carcindégenos [59], en la hidroxilacién de los estrégenos y la
activacion de carcindgenos potenciales. Los metabolitos de CYP1B1 se sabe que
inducen cancer de préstata en un modelo experimental animal [60]. Tokinaze y cols
describieron que las regiones promotoras de CYP1B1 fueron relativamente
hipometiladas en tejido de PCa en comparacion con el tejido de HBP, indicando que el
aumento de expresion de CYP1B1 en cancer de préstata humano se relaciona con
hipometilacién de CpG en su regidon promotora, mientras que la desmetilacién de la
region promotora de CYP1B1 es un evento epigenético que se produce durante el
proceso de la iniciacion del tumor en cancer de prostata. Por lo tanto, la hipometilacion
del gen CYP1B1 puede desempeiiar un rol mas importante en la iniciacion que en la

progresion de los tumores de prostata [59].

5.8 Hipermetilacién en Cancer de Préstata

La relacion entre la metilacién de citosina en la posicion C5 en secuencias CpG
y el desarrollo cancer esta bien establecida [61]. La generacion del cancer esta
acompafiada por cambios dramaticos en el perfil de metilacion, de tal manera que la
desmetilacion global del genoma se produce en paralelo con la hipermetilacion de CpG

en genes especificos fuertemente vinculadas a su inactivacion transcripcional [61].

Significativamente, muchos de los genes afectados codifican proteinas que
estan implicadas en procesos criticos celulares y/o tienen actividad supresora de
tumores. Dentro de las vias que generalmente se ven alteradas por la metilacién de las
islas CpG incluyen la reparacién de dafios del ADN, respuestas hormonales, la
invasion/metastasis de las células del tumor, y el control del ciclo celular. Para muchos
de estos genes, la hipermetilacion del promotor es a menudo el mecanismo principal o
Unico subyacente a la pérdida de funcidon en el cancer de prostata. El silenciamiento
inapropiado de estos genes puede contribuir a la iniciacién del cancer, la progresién y
la metdastasis. Algunas de las hipermetilaciones se producen durante la progresion
tumoral a lo largo del proceso de multiples etapas de la carcinogénesis de prostata;
algunos se correlacionan con el grado patoldgico o estadio clinico del cancer de
prostata; algunos contribuyen a la invasién, metastasis y la independencia de

andrégenos de cancer de préstata [16,53].
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5.9 Rutas afectadas por hipermetilacién en Cancer de Préstata

Diversos procesos celulares son afectados por la hipermetilacion del ADN en la
carcinogénesis del cancer de préstata, como son la reparacién de dafio del ADN,
control del ciclo celular, apoptosis, invasién/metastasis, respuesta hormonal vy

metabolismo celular (Ver Figura 10).

5.9.1 Reparacion del dafio de ADN

Aungue no se conocen las causas especificas de cancer de préstata, se han
implicado diferentes mecanismos, como los andrdgenos, estréogenos, la inflamacién, y
la capacidad de reparacién del ADN. El ADN estd constantemente dafado por los
radicales libres de oxigeno enddégenos y productos quimicos exdgenos, la exposicién
constante a estas especies puede producir dafios en el ADN como mutaciones. Se
estima que las mutaciones del ADN se producen de forma espontanea entre 20.000 y
40.000 veces al dia, pero existen vias de reparacion que estan disponibles para
revertir los diferentes tipos de dafio en el ADN. Mas de 150 enzimas implicadas en
reparacion del ADN participan en este proceso. Los defectos en estas vias de
reparacion pueden aumentar mutaciones persistentes en generaciones de células hija,
inestabilidad gendmica, y en Ultima instancia, un riesgo de cancer de préstata [62].
Por lo tanto la reparacién del ADN es un mecanismo de correccion que mantiene la
estabilidad del genoma durante la replicacion o después de dafo en el ADN. Las células
defectuosas de los componentes de las vias de reparacion del ADN presentan mayores
tasas de mutaciones espontaneas de ADN que pueden conducir al cancer [16]. Existen
varias vias de reparacion del ADN distintas, y la reversion de la via de reparacion

puede ser importante en la carcinogénesis en la prostata (Ver Figura 10) [62].
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Figura 10: Resumen de algunas vias afectadas por la hipermetilacion en la
patogénesis de cancer de préstata. (1) Conversion de testosterona a
dihidrostestosterona (DH) que permite la transactivacion del receptor de andrégeno
(AR). Esto facilita la regulacién transcripcional de genes blancos de AR, lo cual conduce
a un aumento en la proliferacion y reduccién de apoptosis. (2) La funcién de proteinas
de adhesién celular inhibida por hipermetilacion del promotor durante la invasion y
metdstasis. (3) Hipermetilacion conduce a la perdida de funcién de proteinas
reguladoras del ciclo celular permitiendo un descontrol de la proliferacion. (4)La
metilacion del promotor de enzimas involucradas en la detoxificacion y la global
hipometilacién promueve dafio en el genoma [63].

5.9.1.1 GSTP1

Las Glutatién S-transferasa (GST) son enzimas que desintoxican xenobidticos,
carcindgenos ambientales y especies reactivas de oxigeno. Las proteinas GST catalizan
la adicion de glutation reducido a sustratos para formar tioléteres, resultando en la
formacion de productos menos téxicos y reactivos que se excretan. Las enzimas GST
de mamiferos se subdividen en tres grupos principales, incluyendo una familia diversa
de genes GST citosélicos que incluyen (Alpha (A) Mu (M), pi (P), Sigma (S), Theta (T),
Zeta (Z), y genes Omega (0), el gen GST mitocondrial Kappa (K), y GST microsomal,
MAPEG. La actividad de GST es una respuesta asociada a la exposicion a compuestos
toxicos y ajenos como medida para reducir la carga mutagénica impuesta por la

exposicién a estos agentes [64-66].

La hipermetilacion del promotor del GSTP1, frecuente en la regién promotora ,
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es asociado como el biomarcador epigenético ampliamente estudiado en tejido PCa, asi
como también ha sido ampliamente estudiado en los fluidos corporales, principalmente
con motivo para aplicaciones de diagnostico [67]. Lee y cols. 1996 fueron los primeros
en reportar una alta frecuencia de hipermetilacién de GSTP1 en los tejidos tumorales
de la préstata [68]. Desde entonces, numerosos estudios han confirmado resultados
similares. El anadlisis de la frecuencia de metilacién en la regidon promotora de GSTP1
se ha descrito se produce entre un 36% a 100% en las muestras de tejidos de cancer
de préstata obtenidas por biopsia transrectal [58,65,69-78] y aproximadamente en el
70% de las muestras de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) [69,73,78-80], pero
rara vez se ve en la préstata histoldgicamente normal o en hiperplasia benigna
prostatica [65,72,73,76,78, 81-85]. También es detectado en un 6,4% del subconjunto
de las lesiones de atrofia inflamatorias proliferativas (PIA) [61]. La inactivacion de
GSTP1 por hipermetilacién frecuente durante las primeras etapas de la carcinogénesis
prostatica [80], se produce tempranamente en las neoplasias intraepiteliales
prostaticas de alto grado de (HGPIN), lo que sugiere la posibilidad de utilizar GSTP1
para detecta en etapa muy temprana PCa [69,78,79,86].

La metilacion de GSTP1 fue también detectada consistentemente con alta
frecuencia en muestras distintas de tejido como son muestras de orina, sangre y
semen de pacientes con cancer de prostata, mientras que las muestras de controles
sanos muestran niveles de metilacion bajos o nulos [84, 85, 87-92]. Las diferencias en
las frecuencias de hipermetilacion del promotor de GSTPl1entre los tejidos de cancer
de préstata y los tejidos normales lo podrian convertir en un biomarcador de gran
utilidad para la incidencia, el progreso, y la recurrencia o la supervivencia del cancer
de préstata [87,91,93].

Los niveles de metilacion de GSTP1, ademas se han asociado de manera positiva
con algunos parametros clinico-patolégicos:
a. Se observd una mayor frecuencia de metilacion GSTP1 en la orina en los
pacientes con enfermedad en estadio mas alto (20% en estadio patoldgico II vs
100% enfermedad en estadio III).
b. La frecuencia de metilacién de GSTP1 en orina fue alta en hombres con un
aumento de los niveles séricos de PSA, incluyendo 20% en aquellos con PSA <4

ng/ml o menos vs 74% en aquellos con PSA mayor de 4 ng/ml [94].
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La hipermetilacion de GSTP1 también se asocio significativamente con Ila
diferenciacion de cancer en el grupo CRPC. Once de 24 pacientes (46%) con la
puntuacion de Gleason = 8 mostraron altos niveles de hipermetilaciéon, en comparacién
con dos de los 22 pacientes (9%), con una puntuacion de Gleason <8. Ademas, se
encontré una correlacién significativa de hipermetilacién de GSTP1 y la presencia de
metdastasis en el grupo CRPC un 53% de los pacientes (10 de 19) con metastasis en los
ganglios linfaticos mostraron hipermetilacién de GSTP1, en comparacion con el 18% de
los pacientes (7 de 38) que no tenian metdastasis de los ganglios linfaticos. Por lo tanto,
los resultados obtenidos por Reinbenwein y cols. encontraron una correlacién
significativa de la hipermetilacion de GSTP1 con puntuacion de Gleason> 8 y también

una correlacién significativa con la enfermedad metastasica [89,95].

La prostatectomia radical (PR) es frecuentemente utilizada en el PCa localizado,
pero aproximadamente el 25-40% de los pacientes con el tiempo experimentar
recurrencia bioquimica (BCR) con posterioridad. La concentracion elevada de PSA en
suero en una o dos ocasiones después de la prostatectomia es considerado como BCR
y es el primer signo de recurrencia del cancer. Los pacientes con BCR tienen un muy
mal pronostico y, a menudo desarrollan metastasis y posteriormente morir de la
enfermedad. BCR es utilizado como indicador de agresividad, un tratamiento
adyuvante inmediatamente después de PR, puede ser beneficioso para los pacientes
con alta probabilidad de desarrollar BCR [86].

En base a los resultados obtenidos por Maldonado y cols., se demostré que la
hipermetilacién de GSTP1 en el tejido PCa se asoci6 con un mayor riesgo de
recurrencia después de considerar los factores prondsticos que se utilizan actualmente.
Esta asociacidon estuvo presente en hombres con enfermedad en estadio temprano y
posiblemente en los hombres con una puntuacién de Gleason de 7 o mas. Por lo cual,
la hipermetilacion de GSTP1 podria representar un biomarcador prometedor para un
mayor estudio de su capacidad predictiva de recidiva, incluso en hombres con PCa en

etapa temprana y/o puntuacion de Gleason intermedio (GS=7) [96].

El estudio de Mahon y cols., identific6 GSTP1 metilado (mGSTP1) en plasma como un
potencial marcador epigenético de prondstico y respuesta terapéutica en CRPC. Los
niveles plasmaticos detectables de mGSTP1 en CRPC se asociaron con una peor
supervivencia, con independencia del tratamiento citotéxico. Ademas, el mGSTP1 en

plasma es detectable después del primer ciclo de la quimioterapia y se puede asociar
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con enfermedad progresiva independientemente de respuesta a la quimioterapia [97].

En base a estos resultados el ADN del cdncer de préstata, evaluada por la
hipermetilacién de GSTP1, en suero preoperatorio de los hombres con cancer de
prostata localizado, se puede asociar con un mal prondstico, lo cual puede deberse a
las caracteristicas de los tumores mas agresivos (es decir, un mayor acceso a la
circulacién, aumenta la renovacién celular y la presencia de micrometdastasis). Por lo
tanto niveles elevados de metilacién de GSTP1 en suero preoperatorio de pacientes
con PCa, es decir pre-prostatectomia radical, pueden ser candidatos apropiados para la
terapia adyuvante, debido a que la presencia de mGSTP1 en suero es un indicador de
BCR [72].

5.9.1.2 HSPB1

La Proteina de choque térmico 27 (Hsp-27), codificada por el gen HSPB1, es una
proteina anti-apoptética que induce la homeostasis intracelular y permite la reparacion
y recuperacion celular después de noxas fisicas y quimicas. Durante la carcinogénesis
temprana de la prostata, la expresion de Hsp-27 se anula universalmente, pero
puede ser re-expresada posteriormente, en cuyo caso el tumor maligno desarrolla un
fenotipo agresivo [84, 88]. Aunque Hsp-27 es expresada constitutivamente en la
mayoria de las células humanas, la sobreexpresion inducida durante la carcinogénesis
puede conducir a aumento de la supervivencia de las células malignas. Anteriormente
se, habia descrito que la progresion de la neoplasia in situ un tumor maligno esta
invariablemente acompafiada por el declive de las proteinas Hsp-27. A partir de
entonces, el posterior desarrollo de malignidad invasiva puede estar acompafiado por
la re-expresion de Hsp-27 en el 30% de los casos que son generalmente agresivos.
Un estudio de Vasilej y cols. determind que el nivel de metilacién de HSPB1 vy la
puntuacion de Gleason se correlacionan de manera negativa, lo cual sugiere que el
aumento de la metilacién de HSPB1 es un marcador de mal prondstico en los hombres
con baja puntuacién de Gleason quienes previamente han sido considerados como de

bajo riesgo [98].

5.9.1.3 UCHL-1

La hidrolasa ubiquitina C-terminal L1 (UCHL1), es una enzima encargada de

deubiquitinar, es miembro de la familia UCH DUBs. Aunque estudios anteriores
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demuestran un supuesto papel de UCHL1 en diferentes tipos de tumores, el
mecanismo oncogénico exacto aun no estd claro. La desregulacién de UCHL1 se ha
observado en tumores sélidos tales como cancer de pancreas, cancer de pulmoén de
células no pequefas, el cancer colorrectal, osteosarcoma, y cancer de eséfago [99].
Ademas, se ha informado que la sobreexpresion se asocia UCHL1 con la progresion

tumoral, el tamafio y la invasividad tumoral [99].

La supresion de la expresiéon de UCHL1 en los tejidos tumorales primarios de préstata
esta ligada a la metilacion del promotor [99].Esta hipermetilacién esta correlacionada
con una baja transcripcién y los niveles de proteina de UCHL1 en el cancer en
comparacién con el epitelio adyacente benigno de la préstata [99]. En lineas celulares
de PCa (LNCaP), UCHL1 inhibe el crecimiento celular. En las células cancerosas, el
crecimiento y el potencial metastasico se han relacionado con la via AKT/PI3 quinasa,
que es regulada de manera negativa por el supresor tumoral p53. Ummani y cols.,
encontraron que en lineas celulares de PCa que expresaban UCHL1 habia un aumento
significativo de p53, lo que establece una asociacién entre la expresién de UCHL1 con
la actividad supresora tumoral de p53. Basandonos en esto la supresion de UCHL1
inhibe la sefializacion de p53 aumentando de esta manera el eje de fosforilaciones de
AKT, lo cual conlleva a la progresion de PCa. Pero para evaluar a UCHL1 como un
potencial marcador molecular para el cancer de prostata necesita ser evaluado en una

cohorte de gran nimero de pacientes [99].

5.9.1.4 Nrf2

Nrf2 es un factor de transcripcién que regula la expresion de muchas enzimas
antioxidantes/detoxificantes de fase II, tales como glutatién S-transferasa (GST), UDP
-glucuronosiltransferasa (UGT), hemooxigenasa-1 (HO-1), NADP(H): quinona
oxidorreductasa (NQO), ligasa cisteina glutamato (GCL) y gamma glutamilcisteina
sintetasa (yGCS), mediante la uniéon en combinacién con proteinas Maf a elementos de
respuesta antioxidante (Ares) en regiones promotoras.. Por lo tanto, Nrf2 es un
citoprotector, ya que media la reduccién de la toxicidad de los productos intermedios
reactivos, y protege las células contra la oxidacién o electréfilos y mantiene la
homeostasis quimica celular. Usando muestras de HBP obtenidas de pacientes tratados
con prostatectomia transuretral para determinar metilacién de Nrf2, se ha demostrado
que Nrf2 se regula epigenéticamente través de la metilacién del ADN en su promotor

de manera diferencial en los tejidos de PCa clinicos y células LNCaP humanos vy
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disminuyeron significativamente en el tejido BPH [100].

Se ha estudiado muestras de cancer de prostata estimulado por andrégeno (AS-PCa)
obtenidas de pacientes tratados por PCa por prostatectomia y muestras de tumores
recurrente de cancer de prostata con terapia de privacién de androgenos (ADT-RPCa).

Los resultados de Khor y cols., sugieren que el estado de metilacién Nrf2 puede
contribuir a la regulacion de la actividad de Nrf2 en su funcién

antioxidante/detoxificante citoprotectora [100].

En la Tabla N° 3 se resumen algunos estudios relacionados con genes involucrados en

la reparaciéon del ADN, cuya hipermetilacion ha sido descrita en muestras de PCa.
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Gen Nombre Muestra/tipo de Porcentaje de Metilacion Técnica Referencia
tejido promotor/ Numero de
casos positivos a
metilacion
GSTP1 Glutation-S- Tejido PCa 91,8% MSP [65]
Transferasa Tejido HBP 3,8%
pil
Biopsias 43% QMSP [101]
inicialmente
negativas
MSP [82]
Tejido PCa 90,3%
Tejido HBP 0%
Lineas celulares
PCa 100%
HBP 0%
Plasma PCa 11/36 (30,6%) gPCR [102]
Plasma HBP 2/27 (7,4%)
Tejidos PCa 22/22
Plasma 35/172 (20%) MS-HL PCR  [97]
Celulas tumorales 74/172 (43%)
circulantes (CTC)
Plasma
Tejido PCa 21/21 (100%) gPCR [72]
localizado
Tejido HBP 0/13 (0%)
Suero 10/85 (12%)
preoperatorio
Biopsias 5/18 (28%)
inicialmente
negativas
Tejido PCa 86,3 % QMSP [73]
Tejido PIN 60%
Tejido HBP 24%
Orina MSP [94]
PCa 75%
HBP 29%
Tejido
PCa 88%
HBP 9%
NTAT (Tejido 42% qPCR [83]
neoplasico
adyacente a tumor
prostatico)
Tejido PCa 84,1%
Plasma/suero MSP [89]
HRPC 20/62 (32%)
PCa en fase inicial 3/14 (21.4%)
Controles 0/49 (0%)
Tejido PCa 88% MSP [84]
Tejido HGPIN 50%
Tejido Normal 0%
Orina post-DRE 24% MSP [88]
Orina post-biopsia 18%
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Gen Nombre Muestra/tipo de Porcentaje de Metilacion Técnica Referencia

tejido promotor/ Numero de
casos positivos a
metilacion
GSTP1 Glutation-S- Tejido PCa 64,1% MSP [74]
Transferasa Tejido HBP 8,7%
pil

Tejido PCa 21% MSP [75]
Celulas circulantes QMSP [103]
PCa con BCR 100%
PCa 91%
Tejido PCa 75% MSP [76]
Tejido Normal 0%
Orina PCa 48% QMSP [91]
Orina normal 0%
Tejido PCa 60% MSP [77]
Tejido PCa 80% MSP [78]
Tejido HGPIN 28,1%
Tejido Normal 10%
Orina PCa 81% gPCR [90]
Plasma PCa 39%
Tejido PCa 93% QMSP [84]
Tejido HBP 15%
Celulas libres MSP [92]
PCa después de PR 42,3%
Tejido PCa 80%
después de TURP
Tejido HBP 7,1%
Tejido Normal 0%
Tejido PCa 94,9% QMSP [69]
Tejido HGPIN 76,3%
Tejido HBP 0%
Tejido PCa 75% gPCR [79]
Tejido HBP 0%
Tejido PCa 90,3% RT-PCR [66]
Tejido HBP 0%

HSBP1 Hsp-27 Tejido congelado PCR/ [98]
fresco Pirosecuen
Tejido PCa 14% ciacion
Tejido HBP 1%
FFEP
Tejido PCa 5%
Tejido HBP 1%

UCHL-1 Tejido PCa 18/20 (90%) MSP [99]
Tejido prostatico 3/20 (15%)
normal

Nrf2 Tejido AS-PCa 25,3% MAQMA [100]
Tejido ADT-RPCa 43,6%
Tejido HBP 19,6%

Tabla N° 3: Genes asociados a reparacion del daio del ADN hipermetilados en
PCa.
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5.9.2 Control del ciclo celular

Una caracteristica distintiva de las células tumorales es su capacidad de
proliferar de manera no controlada. Esto es a menudo causado por una alteracién de
la regulacién de los sistemas que controlan el ciclo celular. El ciclo celular tiene varios
puntos de control que son regulados por proteinas que actlan para inhibir la
progresion del ciclo celular. Una baja regulacion de dichas proteinas pueden conducir al
crecimiento acelerado del tumor y la progresion del cdncer [16]. Cuando los genes del
ciclo celular estan defectuosos o inactivados transcripcionalmente, pueden conducir a

la carcinogénesis y la progresion del cancer de prostata [62].

5.9.2.1 RASSF1A

La sobreexpresion de la proteina de la familia asociada al dominio Ras 1
isoforma A (RASSF1A) detiene las células en mitosis temprana. La ausencia de
RASSF1A hace que las células hagan la mitosis a un ritmo acelerado. El gen RASSF1A,
que ha sido ampliamente investigado, es un gen supresor tumoral putativo (TSG),
ubicado en la region cromosémica 3p21.3 y que esta funcionalmente asociado con el
control del ciclo celular, la estabilizaciéon de los microtubulos, la adhesion celular, la
motilidad y la apoptosis [16,104]. Por lo tanto, RASSF1A regula un punto de control
del ciclo celular que controla la progresion mitdtica, y la pérdida de expresion RASSF1A
podria acelerar el crecimiento del tumor y la progresion del cancer [104]. La proteina
RASSF1A se encuentra asociada con proteinas de reparacion del ADN que median el
efecto apoptdtico de Ras. La inactivacion de RASSF1A puede resultar en la
desregulacion del sistema de reparacion del ADN y el control del crecimiento

dependientes de Ras en células cancerosas [104,105].

El promotor del gen RASSF1A es silenciado por hipermetilacion en una variedad
de canceres humanos. En muestras de cancer de prostata, la metilacién del promotor
de RASSF1A es un evento, que ocurre entre el 54 al 96% de las muestras, en un 64%
de las muestras con neoplasia intraepitelial PIN, mientras que en tejido prostatico no
maligno, se detecta metilacién de RASSF1A entre el 0 al 40% de las muestras [69,
75,79,84,87,106-108].

Se ha descrito también que los niveles de metilaciéon se asocian positivamente

con la puntuacion de Gleason (GS), el estadio tumoral en muestras de tejido [105-107,
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110], los niveles de PSA [104, 106, 110], volumen del tumor [110] y con la edad
[109]. Por otro lado, no se observa asociacion con GS, mientras que se observa una
asociacion negativa con los niveles de PSA y el estadio tumoral en muestras de orina
[104], lo que sugiere que la inactivacion de RASSF1A estda asociada a etapas

avanzadas de PCa.

Usando un analisis multivariado de la metilacién de RASSF1A junto con el
estadio patoldgico y la puntuacion de Gleason, en muestras de pacientes con BCR vy
sin recaida, demostré que le nivel de metilacién de RASSF1A fue un predictor
significativo de BCR después de la PR en casos de los tumores con puntuaciéon de

Gleason = 6 cuando se analiza tanto tejido como orina [108,110].

5.9.2.2 PITX2

PITX2 codifica el factor de transcripcion de homodominio emparejado-tipo 2,
que es inducido por la via Wnt/beta-catenina, y participa en la regulacion de la
proliferacion especifica de células [68,111-113]. Se cree que PITX2 es un regulador de
la sefializacion rio arriba del receptor del factor de crecimiento tipo insulina 1 y del AR,

vinculandola potencialmente a la iniciacién y la progresién del PCa [68].

La prostatectomia radical se usa comUnmente como un tratamiento
potencialmente curativo en pacientes con cancer de prdstata clinicamente localizado.
Sin embargo, un 15 a 30% de los pacientes tiene recidiva bioquimica con elevacién del
antigeno prostatico especifico [111]. En consecuencia, resulta importante estratificar a
los individuos basados en la probabilidad de recurrencia de cancer en los hombres con
alto o bajo riesgo de progresion del cancer, y se ha propuesto que la metilaciéon de
PITX2 podria ser utilizada como un buen predictor de la BCR (recidiva bioquimica)
después de la prostatectomia radical (PR) [111]. Lo anterior debido a que la
hipermetilacién de PITX2 se correlaciona de manera positiva con el estadio tumoral,
por lo tanto es mas pronunciada en las etapas avanzadas del cancer (pT3 o pT4 vs.
pT2) [113,114]. Ademas se ha descrito que la hipermetilacion de PITX2 se correlaciona

con el tamano del tumor, la puntuacién de Gleason y el PSA preoperatorio [114].

La estratificacion de individuos basado en la probabilidad de recurrencia de
cancer en los hombres con alto riesgo de progresién de cancer de préstata y los

hombres con bajo riesgo es muy importante, debido a que después de la
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prostatectomia radical solo entre un 15 a un 30% de los hombres presentan un
aumento de los niveles de PSA, que es indicador de recidiva bioquimica (BCR) [108,
111]. Se ha descrito que la metilacién de PITX2 puede ser utilizado como un buen
predictor de la BCR después de la prostatectomia radical (PR). Esto debido a que la
hipermetilacién de PITX2 es mas pronunciada en las etapas superiores (pT3 o pT4 vs.
pT2) y se correlacionan significativamente [113,114]. Ademas se ha descrito que la
hipermetilacién de PITX2 se correlaciona con el contenido de las células tumorales, la

puntuacion de Gleason y PSA preoperatorio [114].

Bafiez y cols. demostraron que la tasa de supervivencia libre de recidiva
bioguimica 5 anos después de la cirugia fue de 85% y 61% en los grupos de bajo y
alto grado de metilacién respectivamente, lo cual refuerza los resultados de Weiss y
cols., que encontraron que la probabilidad estimada de 8 afios de ausencia de BCR era
de un 94% en el grupo con bajos niveles de metilaciéon y un 79% en el grupo de altos
niveles de metilacion de PITX2 [115]. El riesgo relativo de recidiva bioquimica fue dos
veces mayor para los pacientes con niveles altos de metilacion que para los de baja
metilacion de PITX2, en una cohorte de hombres con cancer de préstata con Gleason 7
[112].

Estos datos sugieren que la determinacion de metilacion PITX2 inmediatamente
después de la PR permitiria la identificacion precoz de los pacientes asignados a la
categoria de riesgo intermedio por parametros clinico-patolégicos comunes pero que
estan en alto riesgo de BCR. EL andlisis de metilacion PITX2 podria proporcionar un
medio valioso para definir mejor los grupos de pacientes de PCa y, por lo tanto, la
ayuda en la seleccibn de los pacientes en los que la terapia de rescate
adyuvante/temprana puede estar justificada [115]. Y puede ser utilizado como un
biomarcador para predecir la enfermedad agresiva en los hombres con baja puntuacién

de Gleason que son clasificados como grupo de bajo riesgo [116].

5.9.2.3 Stratifina (SFN/14-3-30)

El gen 14-3-30 es un gen supresor tumoral putativo regulado por p53,
involucrado en la regulacién del ciclo celular y la apoptosis después de dafio en el ADN.
En respuesta al dafio del ADN, 14-3-30 fuerza un arresto del ciclo celular en G2/M
mediante la inhibicién de la entrada al nudcleo del complejo Cdc2/Ciclina B,

secuestrandolo en el citoplasma. Esto permite la reparacién del ADN antes de la
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progresion del ciclo celular [53, 117].

La pérdida de expresién 14-3- 30 es un evento muy frecuente relacionado con
la progresion del epitelio normal a PIN y cancer de prdstata invasivo. La expresion de
14-3-36 es moderada o fuerte en las muestras de epitelio normal, mientras que 90%
de PIN y el 97% de cancer de prostata invasivo muestran expresion negativa o débil,
respectivamente [89, 118]. La pérdida de expresion de la proteina 14-3-30 en las
lesiones PIN, que representan los precursores de PCa indica que la inactivacion de 14-

3-30 es un evento temprano durante la progresion del PCa [118].

El gen 14-3-30 sufre silenciamiento epigenético mediante metilacion del ADN en
su region promotora y es frecuente en varios tipos de cancer, incluyendo cancer de
prostata, lo que sugiere que la pérdida de expresion 14-3-30 puede ser causalmente
implicada en la progresion del tumor[119-121]. Esto se fundamenta en estudios que
demuestran la hipermetilacién de las islas CpG del promotor y el silenciamiento del gen
14-3-30 en 41 de 41 (100%) de cancer de préstata primario y en neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN), pero no en tejidos normales de la prostata o tejidos que

presentan hiperplasia benigna (HBP) [118,122].

Esto se contradice con los resultados obtenidos por Reinbeinwein y cols., que
encontraron que la hipermetilacion fue detectable en 99% de cancer de prostata,
100% de PIN, y 100% de muestras de tejido de HBP, respectivamente [89]. Esto nos
podria indicar que la hipermetilacion 14-3-3c no es un evento especifico de la
carcinogénesis y por lo tanto, la metilaciéon del promotor de 14-3-30 no puede ser un

marcador especifico para el cancer de prostata [89].

5.9.2.4 CDKIs

Los inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CDKIs) inhiben Ia
progresion del ciclo celular y por lo tanto son considerados como supresores de
tumores. CDKN2A (p16™*), una proteina clave en la via de sefializacion, puede ser
dafiada por una variedad de cambios genéticos y epigenéticos incluyendo
hipermetilacion en el cancer de prostata. La expresion aberrante de CDKI se observa
en muchos tejidos tumorales incluyendo el de préstata [16,69]. Los experimentos
utilizando 5-aza-dC, que es un inhibidor de la actividad de DNMT, indican que la

inactivacién mediada por metilacion del gen CDKN2A (p16™%*?) se produce en lineas
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celulares de cancer de prostata [58,81,87,91]. Herman y cols. fueron los primeros en
infomar la inactivacion de CDKN2A por metilacién del ADN en el cancer de prostata,
desde ahi se ha investigado el papel de CDKN2A hipermetilado en la carcinogénesis y
la progresidon de cancer de prostata [58,81,91,123]. Sin embargo Las frecuencias
reportadas de metilaciéon del promotor de CDKN2A son inconsistentes en los tumores
de prostata, que van desde 0 a 77%[58,69,81,87,91,123-124]. Quizas estos
resultados inconsistentes se deben a diferentes métodos de deteccién y/o diferentes
objetivos del loci metilado. Los estudios se han centrado principalmente en el exén 2
de CDNK2A, no se ha descrito una asociacién significativa entre la baja expresién de
CDKN2A y el aumento de metilacién en el exdn 2 de CDKN2A. Estos resultados fueron
confirmados por otros investigadores, Konishi y cols. que observaron que la metilacién
se produjo en la regién promotora en 9% de las muestras y en el exén 2 en 66% de
los tumores. Jerénimo y cols. encontraron que el gen CDKN2A fue metilado con
frecuencia en el tejido tumoral (77%) y en la hiperplasia prostatica benigna (BPH), lo
cual se contradice con el estudio de Henrique y cols. que demostraron metilacion de
CDNK2A (p16™%%) en todos los tejidos prostaticos (PCa, HGPIN, HBP, normal), por lo
tanto no se podria sugerir el potencial rol de p16™*
de PCa.

como biomarcador de la progresion

Otro CDKI, el CDKN2A/p14*%*, generado a partir de un proceso de corte y

INK4,
6 a

empalme alternativo que sustituye el primer exén de p1 , ha sido conocido como

un supresor de crecimiento. Ademads, alteraciones epigenéticas de pi14°*F

pueden
afectar vias p16™*@/RB1 en la tumorigénesis y la progresién de la prdstata cancer.
p16INK4a y pl

o p53. El promotor de CDKN2A (p14“%F), se ha descrito estar metilado en varios tipos

4”RF son frecuentemente cometiladas, lo que puede desregular la via RB1

de cancer, incluyendo de cancer de prostata [69,81,87,91,124]. Las frecuencias de

4”RF por la mayoria de los estudios publicados reportan

4ARF

metilacion descritas para pl
bajas tasas de metilacién que van desde 0% hasta 6%. Por lo tanto, la p1

tampoco seria un buen candidato como un biomarcador de PCa

5.9.2.5 RIZ1

RIZ1 es una metiltransferasa de histonas (HMT) especifica para el residuo de
lisina 9 de la histona H3, actividad conocida por estar vinculada con represion
transcripcional. RIZ1 es considerado un gen supresor de tumor, ya que puede inducir
la detencion del ciclo celular en G2/M, apoptosis en varios tipos de células cancerosas

[125]. Se ha descrito que en el 31% de los tejidos tumorales la metilacion del ADN en
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RIZ1, estd presente. Hasegawa y cols., describieron que la metilacion de RIZ1 ocurre
en aproximadamente el 40% de las muestras de pacientes con PCa y que los niveles
de metilacion son mas frecuentes en aquellas muestras que tienen mayor puntuacién
de Gleason, sugiriendo que la metilacién de ADN del gen RIZ1 puede estar asociado
con la carcinogénesis de préstata [125]. No se encontrd asociacién estadistica entre el
nivel de metilacion del ADN del gen RIZ1 con las caracteristicas clinico-patoldgicas,
debido a que la metilacién del ADN de RIZ1 es un evento raro en tejidos de la prostata
no malignos [125]. El estudio de Susuki y cols. informaron que la frecuencia de
metilacion era mayor en PCa que en los tejidos normales de la prostata [126]. Para
poder inferir si RIZ1 es un potencial marcador de PCa se necesita el desarrolllo de mas

estudios que comprueben o refuten esta propuesta.

5.9.2.6 PTGS2

PTGS2 codifica la ciclooxigenasa-2 (COX-2) una endoperdxido sintasa-2, de
prostaglandinas, una enzima proinflamatoria necesaria para la biosintesis de
prostaglandinas. Promueve la carcinogénesis por estimular el crecimiento celular, la
supervivencia, la invasividad, y neoangiogénesis [68]. Varios estudios han informado
la hipermetilacion del promotor de PTGS2 en PCa [81,85,92,127]. También se ha
detectado hipermetilaciéon de PTGS2 en muestras de fluidos corporales de pacientes de
PCa. Los estudios que han estudiado asociaciones entre metilacion de PTGS2 post-
prostatectomia en cancer e hiperplasia benigna usando gMSP han arrojado resultados
contradictorios, dos estudios realizados en muestras de tejido PCa han encontrado
diferencias entre los niveles de metilacidon al comparar las muestras de pacientes con
PCa con los pacientes con HBP, en cambio el estudio de Ellinger y cols., realizado en
muestras de suero de pacientes con PCa y HBP no encontraron diferencias en
metilacion entre las muestras [92,104,127]. Yegnasubramanian y cols. demostraron
gue la alta metilacién de PTGS2 se encontrdé para indicar cuatro veces mas el riesgo de
BCR después de ajustarla con la puntuacién de Gleason, estadio tumoral, y PSA

preoperatorio [81].

Otro estudio [127] encontré que la hipermetilacion combinada de PTGS2 vy
CD44 dieron casi nueve veces mayor riesgo de BCR ajustado para la puntuacion de
Gleason. Por ultimo, Ellinger y cols no encontraron ninguna correlacion significativa
entre el estado de metilacion PTGS2 y BCR. De acuerdo con ello, una mayor

investigacion en cohortes mas grandes es necesaria para evaluar el valor prondstico
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potencial de PTGS2 metilacion en PCa.

5.9.2.7 HIC1

El supresor tumoral hipermetilado en céncer 1 (HIC1l) es un represor
transcripcional, que se silencia epigeneticamente en tumores sélidos [68].
que HIC1

tumorigénesis. Diversos estudios han investigaron la metilacién en la regiéon promotora

Resultados previos sugieren puede estar implicada en la
de HIC1 en los tumores de prostata. Los resultados indicaron que las isla CpG en el
HIC1 fueron metiladas en 89 a 100% de los tumores de prostata [81,126,128]. Sin
embargo, el estado de metilacion de HIC1 en los tumores de prostata es similar a los
respectivos tejidos normales, aunque una alta proporcion de tumores se encuentran
metilados. Por lo tanto, la metilaciéon del ADN de HIC1 no es buen candidato como

marcador de prondstico para la progresion o principios deteccion de cancer de prostata

En la Tabla N° 4 se resumen algunos estudios relacionados con genes involucrados en

el control del ciclo celular, cuya hipermetilacion ha sido descrita en muestras de PCa.

Gen Nombre Muestra/tipo | Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion promotor/
Numero de casos
positivos a metilacion
RASSF1A Proteina de la Tejido PIN 4/14 (29%) PCR/ [107]

familia asociada  Tejido normal 5/11 (45%) secuenciacion

a dominio Ras 1  Tejido HBP 0/12 (0%)

isoforma A
Orina QMSP [110]
PCa 45%
HBP 44,7%
Tejido PCa
Tejido HBP 80/148 (54,1%)
Tejido PCa 97/131 (74%) [105]
Tejido HBP 12/65 (18%)
Tejido PCa 99,2% QMSP [69]
Tejido HGPIN 100%
Tejido HBP 93,3%
Tejido PCa 88% gPCR [79]
Tejido HBP 0%
Orina PCa 73% MSP [91]
Orina normal 11%
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Gen Nombre Muestra/tipo | Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion promotor/
Numero de casos
positivos a metilacion
RASSF1A Proteina de la Celulas QMSP [87]
familia asociada  circulantes
a dominio Ras 1  PCa con BCR 100%
isoforma A PCa 95%
Tejido PCa 29% MSP [129]
Tejido PCa 83% MSP [84]
Tejido HGPIN 30%
Tejido Normal 0%
PITX2 Factor de Tejido PR 23,3% gPCR [113]
transcripcion de  Tejido benigno  1- 11,7%
homodominio
emparejado tipo
2
Tejido PR 201/309 (65%) gPCR [115]
(Gleason <7)
Tejido PR 30/121 (25%)
(Gleason >7)
14-3-30 Stratifina Linea cellar 93% qPCR [119]
LNCaP
Plasma/suero MSP [89]
HRPC 33/38 (86,8%)
PCa en fase 12/14 (85,7%)
inicial (RT)
Controles 27/49(55,1%)
Lineas QMSP [78]
celulares de
PCa
LNCaP 100%
DU-145 6,3%
PC-3 6,1%
22RV-1 14,9%
p16™K4 Tejido PCa 117/118 QMSP [123]
Tejido HGPIN 38/38
Tejido HBP 24/30
Tejido Normal 11/11
Lineas 4/4
celulares de
PCa
Celulas QMSP [87]
circulantes
PCa con BCR 20%
PCa 9%
Orina PCa 37% MSP [91]
Orina normal 0%
Tejido PCa 77,1% QMSP [69]
Tejido HGPIN 81,6%
Tejido HBP 83,4%

59




Gen Nombre Muestra/tipo | Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion promotor/
Numero de casos

positivos a metilacion

p14°RF Celulas QMsP [87]
circulantes
PCa con BCR 20%
PCa 9%
Tejido PCa 4,2% QMSP [69]
Tejido HGPIN 2,6%
Tejido HBP 13,3%
PTGS2 Prostanglandina  Tejido PCa 68% QMSP [85]
endoperoxido Tejido HBP 15%
sintasa 2
Tejido PCa con 63,6% QMSP [127]
BCR
Tejido PCa sin 28,6%
BCR
Suero MSP [92]
PCa 2,4%
HBP 0%
RIZ1 Metiltransferasa  Tejido PCa 20/47 (42,6%) MSP [125]
de Histonas
Tejido PCa 31% MSP [126]

Tejido Normal 3%

Tabla N° 4: Genes asociados al ciclo celular hipermetilados en PCa.

5.9.3 Apoptosis

La muerte celular programada (apoptosis) es un proceso critico para la
carcinogénesis en humanos. Caracteristicas morfoldgicas tipicas de apoptosis son los
dafios de la membrana plasmatica, condensacién y fragmentacion del nucleo, y la
fragmentacion del ADN [62].

5.9.3.1 TMSC1/ASC

TMS1 (Objetivo de silenciamiento inducido por metilaciéon), también conocido
como ASC, es un gen supresor de tumores que codifica para la proteina CARD que es
una proteina reguladora que promueve la apoptosis en una via dependiente de caspasa
9. Se ha demostrado que TMS1/ASC se une con varias proteinas como Pyrin, Ipaf y
copyrin/PYPAF1. Ademas de su papel en el desarrollo del cancer existe una amplia
evidencia que sugiere esta involucrado en la respuesta inmune, NF-kB y la activacion
de caspasa 1 [130-132].

TMSC1/ASC se encuentra silenciado en PCa, producto de la metilacion de su

promotor, se ha encontrado que un 63% de los tejidos de PCa se encuentran metilados
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contra un 35,3% encontrados para la HBP [130], ademas se encontrd que en pacientes
con PCa de raza negra y blanca el porcentaje de metilacién era similar (66,7% vy
62,2% respectivamente), sin embargo la prevalencia tuvo diferencia significativa entre
la raza blanca y los controles con HBP (62,2% vy 22,7% respectivamente), no asi entre
la raza negra y los controles con HBP, en donde la prevalencia no fue distinta entre
ambos grupos (66,7% y 58,3% respectivamente). Ademas la metilacién de
TMSC1/ASC se correlaciona con los tumores cuya puntuacién de Gleason era sobre 7.
Esto indica que las diferencias en el patrén de metilacién de TMS1/ASC en HPB entre
los grupos étnicos podrian explicar las diferencias entre los diferentes grupos raciales

en la susceptibilidad a cancer de préstata [130].

La metilacion de TMS1/ASC en cancer de prostata descrito por Collard y cols.
(PCa > HGPIN > normal), sugiere que la metilacion de TMS1/ASC representa un evento
temprano en el desarrollo del cancer la prdéstata y puede servir como un marcador
temprano de la enfermedad, pero es necesario mas estudios que confirmen los

resultados de este estudio [132] .

5.9.3.2 HRK

La apoptosis es conocida por ser activada o inactivada por una variedad de
genes, tales como miembros de la familia de genes Bcl-2 y Bcl-XL, kunas, Bak y Bax.
HRK fue descubierto originalmente identificado como un gen proapoptético. HRK
pertenece a la familia de las proteinas BH3 que interactian selectivamente con
proteinas promotoras de la supervivencia, Bcl-2 y Bcl-XL; el dominio BH3 inactiva la
apoptosis, pero parece no interactlar con las proteinas proapototicas como Bax o Bak.
Por lo tanto HRK parece ser un componente importante en la regulacion de la

apoptosis [133].

El estudio de Higuchi y cols. encontré que la hipermetilacion del promotor de
HRK se asocio significativamente con la pérdida de expresion de la proteina y del
ARNm, lo cual indica que la metilacion del ADN juega un papel clave en la inactivacion
de HRK en el cancer de préstata. Se detectd la metilacion del promotor HRK en 14%
(3/22) de los tumores GS=6, en 38% (9/24) de los tumores GS=7, en el 100% (2/2)
de GS=8 tumores, y en el 25% (cuarto) de canceres clasificado como GS=9.
Utilizando el ensayo TUNEL se detectdé una diferencia significativa en la incidencia de

apoptosis de células epiteliales entre los tumores con un GS de 5-6 y aquellos con un
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GS de 7 o superior (GS 5-6 vs GS 7, p <0,001; GS 5-6 vs GS 8-9; P = 0,007).
También se detectd una fuerte correlacion inversa entre la pérdida de expresién de
HRK por IHC y una disminucién del indice apoptdtico en cénceres GS 5-6 y en
canceres GS 7 (P = 0,008, p <0,001, respectivamente). Este estudio demostrd la
asociacion entre la apoptosis y la inactivacion de HRK sugiriendo que la hipermetilaciéon
de genes-apoptoticos asociados puede contribuir a la aberraciéon de la regulacién de

apoptosis en el cancer de prostata [133].

5.9.3.3 SLC18A2

SLC18A2 codifica para un transportador vesicular de monoamina, que es una
proteina integral de membrana en vesiculas secretoras con expresion
predominantemente en neuronas, células neuroendocrinas y algunos tipos de células
hematopoyéticas. Transportan monoaminas como dopamina, serotonina, epinefrina,
norepinefrina, y la histamina, desde el citosol en vesiculas para el almacenamiento y/o
liberacion por exocitosis, por ejemplo, durante la neurotransmision o la liberacién del
factor autocrino/paracrino. SLC18A2 también se expresa en ciertos tumores
endocrinos, incluyendo los tumores de prdstata neuroendocrino, pero rara vez en los
canceres no endocrinos de los mismos tejidos. Sin embargo, varias de las monoaminas
que son sustratos para el transporte mediado por SLC18A2 han demostrado influir en
el crecimiento, la proliferacién, la migracion o apoptosis de las células de cancer de

prostata in vitro e in vivo [134].

Se demostré una inversa correlacion entre la expresion de SLC18A2 vy los
niveles de metilacion, lo que sugiere que la baja expresion es debida al silenciamiento
por metilacién del promotor. Los niveles de metilacion fueron mayores en tejido
derivados de adenocarcinomas prostaticas y lineas celulares de PCa en comparaciéon
con tejido de HBP, tejido normal prostatico y en linea celular HBP. Se cree que la
pérdida de SLC18A2 podria sensibilizar a las células de cancer de prostata a los efectos
promigratorios de la norepinefrina liberadas por los nervios simpaticos y/o estimulos

antiapoptéticos de epinefrina [134].

5.9.3.4 TNFRSF10C

TNFRSF10C (miembro de la superfamilia de receptores de factor de necrosis
tumoral 10C), es una proteina de membrana que carece de una regién citoplasmatica

vinculada a glicosilfosfatidilinositol (GPI) [135]. La hipermetilacion del promotor de
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TNFRSF10C ha sido reportada en neuroblastoma (21%), cancer de mama primario
(33%), cancer de pulmén primario (16%), mesotelomas malignos (63%), cancer de
prostata (50%) y papilomas del plexo coroideo (50%). En el estudio de Chen y cols. se
detectd que, 48 de las 59 muestras de cancer de prostata primario (81,4%) mostraron
evidencia de hipermetilacion del promotor TNFRSF10C. La baja regulacion de
TNFRSF10C, por lo tanto, elimina el efecto antiapoptético, que representa una
respuesta protectora contra la progresion del tumor. En este caso, las células
cancerosas obtienen una ventaja para la proliferacion y la progresion mediante la
inactivacion de TNFRSF10C a través de la modificacién epigenética de su promotor
[135].

5.9.3.5 Proteina de muerte asociada a quinasa (DAPK)

DAPK es una serina/treonina quinasa implicada en via de la apoptosis. La
sobreexpresion de DAPK induce la apoptosis, mientras que la pérdida de su funcion
conduce a la proteccion contra la apoptosis. Por lo tanto, DAPK puede funcionar como
un supresor de la metastasis. Una expresion reprimida de DAPK por hipermetilacion en
la regién promotora se ha demostrado para diversos cdnceres humanos [68]. Las
frecuencias de metilacion en cancer de prostata van desde 0% a 36% en estudios
independientes [81,87]. Ademas, Mishra y cols. observaron que el nivel de metilacion
de DAPK en una linea celular de cancer de prostata (LNCaP) es significativamente
mayor que en una linea celular normal (RWPE1) [138]. Sin embargo, la sobreexpresion
de DAPK y la funcion reprimida en los tumores de préstata [137], sugieren que la
actividad de DAPK se puede dafiar a un nivel postraduccional en las células cancerosas
[79]. Basandose en su funcién poco clara y persistentemente baja frecuencia de
metilacion en tejidos tumores y tejidos normales, para discernir si DAPK es un

potencial biomarcador para el cancer de préstata se necesitan mas estudios.

5.9.3.6 PTPIP51

La proteina PTPIP51 juega un papel en el desarrollo de los mamiferos. Como se
ha demostrado previamente, la sobreexpresion de PTPIP51 induce apoptosis en
células HEK293. PTPIP51 interactia con Raf-1 a través de 14-3-3c modulando asi la
motilidad celular y la morfologia a través de la proteina quinasa activada por mitégeno

(MAPK). Los datos disponibles hasta ahora implican que PTPIP51 estd involucrado en la
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diferenciacion celular, la motilidad, la formacidon del citoesqueleto, y en la apoptosis.
Estas alteraciones celulares en el epitelio y el estroma estan implicados en la
patogénesis de la hiperplasia benigna de la préstata y la patogénesis del carcinoma de
prostata y resultan esencialmente de una regulacién aberrante de la proliferacion y la

diferenciacion [138].

El estado de metilacidon del promotor de PTPIP51 es aberrante en el cancer de
prostata en comparacion con la HPB, mostrando mayores niveles de metilacién en HBP
cuando se comparan con PCa, lo cual explica la sobreexpresién de los niveles de mRNA
de PTPIP51 en el grupo de PCa. Este hallazgo demuestra que la hipermetilacion de
PTPIP51 ocurre tarde en la progresion del cancer de préstata, y que aparece sélo en la

etapa de la enfermedad metastasica [138].
En la Tabla N° 5 se resumen algunos estudios relacionados con genes

involucrados en la muerte celular mediante apoptosis, cuya hipermetilaciéon ha sido

descrita en muestras de PCa.
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Gen Nombre Muestra/tipo | Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion promotor/
Numero de casos

positivos a metilacion

TMSC1/ASC Objetivo de Tejido PCa 63% MSP [130]
silenciamiento Tejido HBP 35,3%
inducido por
metilacion
Tejido PCa 47% MSP [126]

Tejido Normal 3%

Tejido PCa 38/58 (65%) MSP [132]
Tejido HGPIN 7/11 (64%)

Tejido Normal 0/14 (0%)

Lineas celulares 11/40 (28%)

PCa
Tejido PCa 37% MSP [77]
HRK Tejido PCa MSP [133]
GS=6 3/22 (14%)
GS=7 9/24 (38%)
GS=8 2/2 (100%)
GS=9 1/4 (25%)
SLC18A2 Transportador de Lineas celulares RT-PCR [134]
monoaminas PCa
HBP 52-88%
Tejido PCa 17%
Tejido HBP 15/17 ((%)
Tejido normal 2/5 (40%)
0/4 (0%)
TNFRSF10C Receptor de Tejido PCa 48/59 (81,4%) RT-PCR [135]
factor de
necrosis tumoral
10C

Tabla N° 5: Genes asociados a muerte celular por apoptosis hipermetilados en
PCa.

5.9.4 Invasion/Metastasis

La metastasis es un proceso extremadamente complejo que se produce a través
de una serie de pasos secuenciales que implican invasion, el transporte, la adhesion en
un sitio distante, y el crecimiento en un érgano secundario. Aunque las metastasis son
la causa del 90% de las muertes de cancer humano, se sabe poco sobre los

determinantes genéticos y bioquimicos de la metastasis [62].

5.9.4.1 Proteina poliposis adenomatosa coli (APC)

El gen que codifica APC, esta bien caracterizado como supresor de tumores por
regulacidn de la senalizacion Wnt candnica, que es esencial para la tumorigénesis [68].
La regidon promotora de APC se ha encontrado hipermetilada con frecuencia en PCa
[86].
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Diversos estudios han descrito que la hipermetilacion de APC se correlaciona
con la progresién de PCa, debido a las diferencias en las frecuencias de metilacion
encontradas entre tejidos de PCa, HGPIN, HBP y normal [69,74,76,78,84,139], asi
como también encontrado en muestras de orina proveniente de pacientes con PCa,
HBP y controles sanos [88,91]. Demostrando que la metilacién de APC es un buen

predictor de la progresion de PCa.

El estudio de Richiardi y cols. informé que APC esta hipermetilado en tejido
histoldgicamente no neopldsico préstatico adyacente al tejido tumoral PCa, que fue
predictivo de mortalidad especifica de la PCa en una cohorte de 157 pacientes con mas
de 14 afos de seguimiento. El conjunto de las muestras de tejido consistieron tanto
prostatectomia radical (PR), la reseccién transuretral de la prostata (TURP) y
ejemplares de aguja de biopsia. Los autores no sélo encontraron que la hipermetilacion
de APC fue predictivo de mortalidad especifica de la PCa en un analisis univariado y
multivariado, sino que también se encontré que la combinacidon de la alta metilacion
de APC y GSTP1 en el tejido normal adyacente se asocidé con un aumento significativo
riesgo de muerte especifica PCa. Estos resultados sugieren un posible papel de la
hipermetilacion de tejido no maligno adyacente en la progresion del PCa. Sin embargo,
una limitacion de este estudio fue que se realizd un analisis multivariado ajustado solo
para la puntuacién de Gleason [83]. En un estudio anterior por el mismo grupo, la
metilacion de APC fue investigado (utilizando MSP) en muestras de tejido PCa malignas
a partir de dos grandes conjuntos de pacientes, contando 216 y 243 ejemplares de
PCa, que consiste en PR, TURP vy las muestras de biopsia de aguja. La metilacidon de
APC resultd ser un predictor significativo de muerte especifica de PCa cuando ambas
cohortes se combinan [140]. Asi, en estos estudios [83,140], la hipermetilacion de APC
en tejido adyacente no neoplasico prostata y PCa fue predictivo de muerte especifica
de PCa. Aunque esto indica que APC puede tener valor prondstico independiente,
ambos estudios fueron limitados por falta las variables clinicopatoldgicas distintas de

Gleason.

Otro estudio [34] investigo la correlacion entre la hipermetilacion de APC en el
tejido tumoral PCa y BCR utilizando analisis qMSP de 219 pieza de PR. En el analisis
multivariado, la hipermetilacion de APC fue un predictor significativo de BCR sélo en el
subgrupo que consiste en 141 pacientes con estadio tumoral pT2 [34]. En
concordancia con los tres estudios descritos anteriormente, dos estudios mas

pequenos [83,141] reportaron que la hipermetilacion de APC que se asocio
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significativamente con BCR, metdastasis y/o muerte en analisis multivariante. Uno de
estos estudios se llevd a cabo en muestras PR exclusivamente de pacientes con
tumores con puntuacién de Gleason 7 [83], el otro en muestras de aguja de biopsia
de pacientes tratados PCa por PR, TURP y/o terapia de privacion de andrégenos (ADT)
[141]. En tres estudios [77,81,85], no se encontrd ninguna asociacion significativa
entre la hipermetilacién de APC y la progresion de PCa, que para dos de los estudios
[81,85], podria ser debido al pequefio tamano de la muestra (<85 pacientes). El
ultimo de los tres estudios negativos [77], se llevé a cabo utilizando el MSP con 151
piezas de PR, pero no se encontrd correlacién significativa entre la APC metilacién vy

BCR en analisis univariado.

En resumen, varios estudios han demostrado una correlacion significativa entre la
hipermetilacion APC y un mayor riesgo de progresion del PCa, lo que sugiere que la
metilacion de APC podria tener utilidad pronostica para PCa. De acuerdo con ello,
nuevas investigaciones se estan realizando para validar este marcador, especialmente
estudios a gran escala utilizando cohortes bien definidas de pacientes de PCa, asi como

criterios de valoracion clinicos claramente definidos.

5.9.4.2 HOXD3

HOX de la familia de factores de transcripcion homeobox se ha demostrado que
desempefian un papel clave en la regulacién del desarrollo embrionario, la proliferacion

celular y la diferenciacion, y la angiogénesis [142]

Chen y cols. describieron que la metilacion de HOXD3 fue significativamente
mayor en los tipos de cancer con GS=7 vs GS <6, asi como los canceres con estadio
pT3 / pT4 vs pT2. La proporcién de casos con alta metilacion en GS=7 vs GS <6 y pT3
/pT4 vs pT2 eran también significativamente diferentes. También hubo un aumento
significativo en la metilaciéon en tumores con puntuacion de Gleason de 2 a 3 y en el
avance de 3 a 4-5 [137, 143]. Estos resultados sugieren que la metilacion de HOXD3
distingue los canceres de préstata de bajo grado de los intermedios y de alto grado,
por lo cual podria ser utilizado como un marcador pronostico del estadio patoldgico del
PCa [142].
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5.9.4.3 EFEMP1

EFEMP1 codifica para la proteina de matriz extracelular, Fibulina 3. En los
tejidos normales, Fibulina-3 es por lo general altamente expresada por las células
epiteliales y endoteliales, interactuando con varias otras proteinas de la ECM, no sélo
contribuye a la integridad de la membrana basal sino también para el conjunto de las
fibras elasticas durante el desarrollo embrionario. Media la comunicacion célula a célula
y la comunicacion célula-matriz, proporciona organizacién y estabilidad de las
estructuras de la matriz extracellular [144,145]. Por otra parte, Fibulina-3 inhibe la
actividad de varias metaloproteinasas de la matriz, participando asi en la organizacion
de las estructuras estables de ECM, asi como en la reduccidon de su protedlisis y
remodelacion. Debido a que Fibulina-3 es importante para mantener la homeostasis
celular y tisular, su desregulacién puede conducir a un crecimiento celular desregulado,
la invasiéon y modificacién de ECM, que son caracteristicas de las células cancerosas
[145].

Se ha descrito que los niveles de metilacién del promotor aumentan desde
tejidos de la prostata no cancerosos a HGPIN y desde HGPIN a PCa, y ademas la
metilacion esta inversamente correlacionado con los niveles de transcripcién, lo que
indica que la metilacion de EFEMP1 reduce los niveles del transcrito [145]. Esto se
confirma con los resultados del estudio de Kim y cols. en el cual se encontré que el
nivel de expresién de EFEMP1 fue significativamente mayor en la HBP que en las
muestras de PCa, EFEMP1 fue metilado en 95,3% (101 de 106) y el 13,4% (13 de 97)
de las muestras de PCa y HPB, respectivamente[146]. Estos resultados indican un
posible rol para la perturbacién en la expresién de EFEMP1 en la carcinogénesis de
prostata [145].

5.9.4.4 CD44

CD44 codifica para una glicoproteina transmembrana de la superficie celular
implicada en la sefial y transduccion de las interacciénes célula-célula, celula-matriz, la
migracion celular y la adhesion [68].

Se ha descrito que la hipermetilacion del promotor de CD44 ha sido observada
en PCa y la pérdida de la expresidn de CD44 ha sido asociada con agresividad de PCa
[127].
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La hipermetilacién de la region promotora CD44 resultd ser un valor predictivo
de BCR en un analisis univariado en un solo estudio [127], utilizando un pequefo
conjunto de muestras de 60 piezas de PR, mientras que un estudio mas grande [77],
de 151 piezas de PR no pudo confirmar esto.

La expresion de CD44 en tejidos tumorales de préstata es mas bajo que en los
de tejidos normales adyacentes. Esta baja expresion se correlaciona con la metilacién
del promotor de CD44 [127]. Estudios previos han informado que la expresion de
CD44 disminuye de manera asociada con la puntuacién Gleason y la progresién
metastdsica distante del cancer de préstata y que ademas, la expresiéon de CD44 vy la
metilacion de su promotor se puede correlacionar no solo con la tumorigénesis, sino

también con la progresion del cancer de prostata y con la BCR [68,79].

5.9.4.5 Inhibidor tisular de la metaloproteinasa-2 y -3 (TIMP-2 y TIMP-3).

Las MMPs son enzimas proteoliticas que degradan la matriz extracelular y la
membrana basal. Altas expresiones de esta enzima se han asociado con el crecimiento
tumoral, la invasién y la angiogénesis inducida por tumor. Estas vias son controladas
por el equilibrio entre los niveles de las MMPs e inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMPs). Las TIMPs estdn implicadas en diversos procesos
bioldgicos, incluyendo el crecimiento celular, la progresion del tumor, la apoptosis, la
invasién, metdastasis y la angiogénesis. En general, TIMPs son conocidas como

inhibidores de la angiogénesis [146].

TIMP-2 es uno de los miembros de esta familia que ha sido investigado, debido
a su participacion en la progresion del cancer y la metdastasis en una variedad de
canceres humanos [146]. Pulukuri y cols. observaron que 25 de los 42 tumores de
prostata (60%) es metilado en comparacion con 5 de las 32 (16%) muestras normales
de la préstata. Estos hallazgos apoyan el hecho que la mayoria de los tejidos de cancer
de préstata tienen débil o ninguna expresién de TIMP-2 en comparacion con la HPB o
tejidos normales de la préstata. Sin embargo, estos resultados no han sido
confirmados por estudios previos [122]. Los roles de TIMP-3 en la progresion del

cancer han sido investigados por varios grupos.

La alta expresion de TIMP-3 reduce la metastasis, induce la apoptosis, aumenta
la sensibilidad a los farmacos, e inhibe el crecimiento tumoral. Se ha descrito que la

baja expresion es debido a la metilacion del promotor de TIMP-3 [146]. Un analisis
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cuantitativo reveld la expresion diferencial de TIMP-3 en muestras de PCa, con niveles
significativamente inferiores en tumores de alto grado (Gleason > 8) en relaciéon con
las glandulas epiteliales normales adyacentes. En general, estos resultados establecen
a TIMP3 como un gen con baja expresién con frecuencia en muestras clinicas de PCa,
especialmente en las formas agresivas de la enfermedad [147]. Un estudio demostro
gue la regién del promotor de TIMP-3 es metilado en 97% de los tumores de prostata
[69]. Sin embargo, otro estudio reveld una baja frecuencias en la metilacion de TIMP-
3 (0- 6%) [81], mientras que otros dos estudios encontraron metilacidon del promotor
de TIMP-3 en el 37 y el 41% de los sedimentos de orina de pacientes con cancer de
prostata [87,91].

Las incongruencias en las frecuencias de metilacién en los tumores de PCa entre
estudios quedaron resueltas mediante el estudio realizado por Shinojima y cols., en
donde se determind que la regulacion de la expresion de TIMP-3 no se debe solamente
a la metilacion de su promotor, sino que también es debido a modificaciones represivas
de histonas (H3K4me y H3K9ac) que también estan involucradas en la disminucion en
la expresion de TIMP-3 en PCa [147].

5.9.4.6 Protocadherinas

Las Protocadherinas pertenecen a la superfamilia de las cadherinas, y algunos
de las cuales actlan como supresores de tumores, tales como PCDH8, PCDHI10,
PCDH17, y PCDH20.

Estudios recientes han demostrado que PCDH10 es un gen supresor de tumor
putativo en varios tipos de cancer humano, incluyendo malignidades linfoides, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, cancer de vejiga y cancer de prostata. Una baja en la
expresion de PCDH10 promueve la proliferacion de células tumorales, la migracién y la
invasion. Por otra parte, un estudio reciente demostré que PCDH10 es regulado en
cancer de préstata debido principalmente a la metilacién del promotor, y que se
encuentra metilado en 505 de las muestras de PCa y en ninguna de las muestras de
HBP [148].

Ademas la metilacion de PCDH10 se asocia significativamente con mayor nivel
de PSA preoperatorio, mayor puntuacion de Gleason, con el estadio clinico avanzado,
metastasis ganglionar, invasion angiolinfatica, y la recidiva bioquimica. Por otra parte,

la metilacién de PCDH10 se asocia a peor supervivencia libre de BCR y podria ser
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utilizado como un predictor independiente de la supervivencia libre de BCR. Sin
embargo, la metilacion de PCDH10 no se asoci6é con la edad, estado de los margenes
quirargicos, o invasién de la vesicula seminal [148].

No se puede incluir a PCDH10 como marcador predictivo de PCa, ya que solo
existe un estudio basado en la metilaciéon del promotor de PCDH10 y los parametros

clinico-patoldgicos.

Al igual que PCDH10, PCDH17 se encuentra con frecuencia inactivada por
metilacion del promotor en los canceres humanos, incluyendo el cancer de préstata.
Sin embargo, el estado de metilacion de PCDH17 en el cancer de préstata y su
significancia clinica siguen siendo en gran medida desconocido [149]. Al igual que
PCDH10, los niveles de metilacion de PCDH17 en PCa se asocian positivamente con
parametros clinicos-patolégicos como puntuacion de Gleason, estadio patoldgico
avanzado, mayor nivel de PSA preoperatorio, la invasién angiolinfatica positivo,
metastasis en los ganglios linfaticos positivos y BCR. Sin embargo la metilacion de

PCDH17 no se correlaciond con la edad o el estado de los margenes quirdrgicos [149].

De la misma manera que para PCDH10 y PCDH7, la protocadherina 8 (PDCH8)
juega un papel crucial en la adhesion celular, la transduccion de sefales, la
proliferacion, la migracion y la invasion. Un creciente numero de estudios han
demostrado que las funciones PDCH8 como un supresor tumoral en cdnceres humanos,
y es con frecuencia inactivada por metilacion en el promotor en cancer de vejiga,
carcinoma de células renales, el carcinoma nasofaringeo, cancer gastrico y cancer de
mama. El estudio de Niu y cols. demostré que la metilacion de PCDH8 es mas
frecuente en tejidos de cancer de préstata que en los tejidos normales de la préstata.
Ademas, cuando se analizd la asociacién entre la metilacion PCDH8 vy las caracteristicas
clinico-patoldgicas tradicionales en el cancer de prostata, se encontré que su
metilacion se correlaciond significativamente con la etapa patoldgica avanzada, mayor
nivel de PSA preoperatorio, puntuacion de Gleason superior, metdastasis en los
ganglios, y la aparicion de la recurrencia bioquimica. Estos resultados sugieren que la
metilacion de PCDH8 tiene un papel de importacion en la progresién del cancer de
prostata y puede asociarse con un mal prondstico. El andlisis de supervivencia
demostré que el tiempo de supervivencia libre de recidiva bioquimica de los pacientes
con PCDH8 metilado fue significativamente mas corto que los pacientes sin metilacién.
Por lo tanto la metilacion de PCDHS8 puede ser utilizado como marcador predictivo de la

BCR, pero es necesario validar estos resultados mediante la realizacién de mas
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estudios [150].

En conjunto, estos hallazgos indican que la metilaciéon de PCDH10, PCDHS8 y
PCDH17 puede desempeiar un papel crucial en la patogenia y agresividad del cancer
de préstata, y se correlacionan con un peor resultado en el cancer de prostata [148,
149]

5.9.4.7 Epha?

Epha7 es miembro de la familia de Epf/Efrinas y juega diversos roles en la
carcinogénesis. Los receptores Eph representan la mayor familia de receptores tirosina
quinasas. Receptores Eph y sus ligandos Efrinas se dividen en 2 subclases, A y B, con
base en la homologia de la secuencia extracelular, estructura de la proteina y la
afinidad de unién al ligando. Efrinas y Ephs estan involucrados en el desarrollo
embrionario y desempefian un papel clave para la diferenciacion de los sistemas
nervioso y vascular. Ademas de tales funciones fisioldgicas, estudios recientes han
revelado desregulacién de algunos de los genes Eph/Efrinas en tumores malignos
humanos [151].

Epha7 tiene las mismas grandes caracteristicas estructurales como los demas
miembros de la familia Eph, incluyendo una regidn ricas en cisteina y un dominio tipo
tandem de fibronectina III en su porcién extracelular [151]. Una baja o pérdida de la
expresion del ARNm de Epha7 se detecté en 23 de 48 (47,9%) carcinomas de
prostata, y 2 de 31 (6,5%) hiperplasias. La metilacién de la regién promotora Epha7
estaba presente en 20 de 48 (41,7%) de los carcinomas y 6 de 31 (19,3%)
hiperplasias, respectivamente, demostrando que la baja o nula expresién de Epha7 es
debido a la hipermetilaciéon. Analisis de inmunohistoquimica mostré que en 10 de las
30 (33,3%) muestras de carcinoma, la proteina Epha7 estaba ausente y 8 de ellos
(80,0%) mostraron hipermetilacién. La frecuencia de metilacion de Epha7 fue mayor
en los pacientes con cancer con puntuacién de Gleason superior, lo que sugiere un
posible papel de Epha7 en la progresion del cancer de préstata, ya que la puntuacion
de Gleason es considerada uno de los indicadores prondsticos mas importantes para el
cancer de prdstata [151], aunque es necesario seguir estudiando el posible rol de los

niveles de metilacion de Epha7 como indicador prondstico de PCa
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5.9.4.8 FYN

FYN es una proteina de la familia Src, la cual contiene una miristoilacién y una
palmitoilacion en el dominio N-terminal (SH4), que dirige a la proteina a la membrana
plasmatica interna. Esta es seguida por una secuencia Unica, distinguiendo FYN de
otros miembros de la familia Src, contiene dos dominios de interacciéon proteina-
proteina (SH3 y SH2), un dominio quinasa (SH1) y un dominio C-terminal. Las
funciones bioldgicas reportadas para FYN son diversos, incluyendo los efectos tanto
estimulantes como inhibidoras sobre la diferenciacion celular, la proliferaciéon y la
supervivencia. La senalizacion es necesaria para la activacion de FYN de las células T a
través del receptor de células T (TCR) y para FAS y apoptosis mediada por TCR en
estas células. Por otra parte, un papel supresor de tumores ha sido sugerido para FYN
en neuroblastomas, posiblemente a través de la induccién de la diferenciacién y la

detencion del ciclo celular [152].

Por inmunohistoquimica, se detectd la proteina FYN en epitelio prostatico no
maligno, pero no en las glandulas cancerosas. Por otra parte, la secuenciacion de ADN
gendmico modificado con bisulfito, revelé6 metilacién aberrante frecuente de una isla
CpG grande en la region promotora de FYN en lineas celulares de adenocarcinoma (3
de 5 lineas celulares ensayadas) y en cancer de préstata primario (12 de 18 tumores).
No se encontré metilacion en las células HPB-1 o muestras de tejido de la prdéstata no
malignas (0 de 7). Estos resultados indican que la baja expresion de la proteina FYN en
cancer de prostata ocurre por hipermetilacion del promotor, y por lo tanto es un
candidato supresor tumoral de prostata [152]. Pero para poder discernir si FYN puede
ser utilizado como un gen supresor tumoral es necesario continuar los estudios que

determine su rol en la patogénesis del PCa.
5.9.4.9 MCAM

MCAM, también conocido como MUC18, Mel-CAM, CD 146, antigeno A32 o S-
endo-1, es una glicoproteina transmembrana que pertenece a la superfamilia de las

inmunoglobulinas. Desempefia un papel importante en el crecimiento tumoral y la

metdastasis de melanoma humano [153].
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Liu y cols. describieron que la frecuencia de metilacion en PCa primario fue del
80% (70 de 88 casos) en comparacion con el 12,5% (3 de 24 casos) en la HBP. PIN
mostré una frecuencia de metilacién intermedia (23%, 7 de 30 casos). Estos
resultados indican que MCAM es un gen metilado especifico en el cancer de prostata.
Los niveles de metilacién de MCAM se correlacionaron positivamente con la etapa del
tumor de préstata, en particular, en pacientes con un estadio tumoral de pT3 y pT4,
93% (41 de 44), asi como también se correlaciond significativamente con el nivel de
puntuacion de Gleason. Estos datos sugieren que la hipermetilacién de MCAM es mas
comun en el cadncer de préstata en etapa tardia, debido a que la frecuencia de
metilacion del promotor de MCAM en PIN (23%, 7/30) fue mucho menor que en el PCa
(80%), lo que podria permitir diferenciar el cdncer de prostata a partir de su forma

pre-invasiva [153].

5.9.4.10 Desmocolina 3 (DSC3)

DCS3, es un miembro de la superfamilia cadherina que contribuye a la
formacion de los desmosomas mediada por adhesion célula-célula [106]. Estudios
recientes han observado pérdida de DSC3 en varios tipos de cancer, tales como
metastasis ganglionares de carcinoma oral de células escamosas, cancer de mama y el
cancer colorrectal, en donde los niveles disminuidos asociados con la progresiéon del
cancer fueron regulados por la modificacion epigenética. Sin embargo, poco se sabe
acerca de los mecanismos a través de los cuales actia DSC3 en el cancer de prdéstata.
El estudio realizado por Pan y cols. demostré que la expresion de DCS3 es regulada
por metilaciéon en su promotor, disminuyendo fuertemente la expresion de la proteina
en PCa comparada con HBP. El andlisis de la funcién de DCS3 en lineas celulares
demostré que la linea celular que no expresaba DCS3 incrementa la expresion de
vimentina, sugiriendo un rol en la invasién y migracién celular por induccion de EMT
[106].

5.9.4.11 Sprouty

Las proteinas Sprouty inhiben el crecimiento de células en respuesta a factores
inducidos en mamiferos por medio de la inhibicion de la via de sefalizacion
RTK/Ras/MAP quinasa. Distintos mecanismos para la inhibicién de Sprouty de la via de
RTK/Ras/MAP quinasa, incluyen el bloqueo de la interaccién del complejo Grb2/S0OS

con la proteina de acoplamiento FRS2 o la inhibicién de Raf. Otra caracteristica de los
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inhibidores Sprouty es su regulacidn negativa por factores de crecimiento.
Especificamente, los factores de crecimiento regulan tanto el nivel de transcrito como
el reclutamiento de Sprouty a la membrana plasmatica, en algunos sistemas. Dado que
Sprouty puede inhibir la sefalizacién de FGF, potencialmente pueden disminuir las
actividades bioldgicas de los FGFs en las células de cancer de prostata e inhibir su

capacidad para promover la progresion del cancer [154].

Estudios previos han demostrado que Sprouty 1 y 4 tienen una baja expresion
en tejidos de cancer de préstata en comparacion con los tejidos normales de la
prostata. También se ha observado que la expresién Sprouty 2 estd disminuida en los
tejidos de cancer de prostata cuando se compara con la HBP. Ademas, una disminucion
de los transcritos de Sprouty se asocidé con recurrencia bioquimica después de la
prostatectomia radical, indicativo de una enfermedad mas agresiva. La disminucién en
la expresidn Sprouty en el cancer de prdstata humano, a pesar de los niveles elevados
de ligandos FGF y receptores de FGF, implica una pérdida del mecanismo de regulacion
de crecimiento en los canceres de prostata que pueden potenciar los efectos del
aumento en la expresion de FGF y FGFR en tejidos de cancer de préstata y puede
representar un nuevo mecanismo que facilita la sefializacion RTK aberrante en la

carcinogénesis de prostata [154,155].

Los estudios realizados en distintas Sprouty (1, 2 y 4) han obtenido resultados
muy similares. Las Sprouty presentan significativamente un mayor porcentaje de
metilacion del promotor en los tejidos de PCa en comparacion con los tejidos normales,
lo mismo ocurre al comparar los niveles de metilacién de Sprouty en lineas celulares
de PCa con las células epiteliales de prostata normales. Ademas el aumento de la
metilacion se asocid con una reduccién de la expresiéon del mRNA Sprouty en los
tejidos y lineas celulares de PCa. [154,156].

Es probable que la inactivacion de Sprouty mediante la metilacion de sus
promotores tenga como efecto un aumento del crecimiento celular, ya que se pierde el
punto de control de este mecanismo, pero para corroborar esto es necesaria la
realizacion de mas estudios acerca de la metilacion de Sprouty y su importancia en la

patogénesis del cancer de proéstata.

75



5.9.4.12 PDLIM4

PDLIM4, ha sido identificado como un potencial gen supresor tumoral que estd
involucrado en el mantenimiento del crecimiento celular normal. Se ha demostrado
gue PDLIM4 modula la dinamica de las fibras de estrés de actina a través de su
asociacion con a-actina. Los resultados de Vanaja y cols. mostraron que una alta tasa
de metilacion del promotor de PDLIM4 podria ser un principal mecanismo para suprimir
su expresion en los tejidos de cancer de préstata, lo cual es consistente con lo descrito
en otros estudios. Sorprendentemente, analizando de manera combinada el estado de
metilacion de PDLIM4, GSTP1, y PTGS2 mejoraron la tasa tedrica de deteccion de
adenocarcinoma de préstata a 95% a 100% en comparacién con la de cada gen

probado individualmente [157].

5.9.4.13 AKAP12

La proteina quinasa de anclaje A (AKAP) pertenece a una familia de proteinas
de andamiaje que organiza la proteina quinasa A y C. También es un importante
regulador del complejo del receptor B-adrenérgico, el cual controla la sefializacion
celular, la adhesion celular, la mitogénesis, y la diferenciaciéon. La supresion del
crecimiento del tumor y la colonizacidon metastasica mediada por AKAP12, puede
lograrse a través de interacciones directas o indirectas con multiples proteinas
implicadas en la apoptosis, la angiogénesis, y se asocian con vias de sefalizacién en

las células cancerosas [159].

El estudio de metilacion de AKAP12 y su relacién con parametros clinico-
patoldgicos realizado por Liu y cols demostré una relacién significativamente mayor en
los tumores con valores de GS 8-10, lo que indica que la metilacién de AKAP12 podria
ser un marcador util para el seguimiento de la progresion de la carcinogénesis en
aquellos pacientes con PCa y su potencial biomarcador molecular para predecir la
malignidad de PCa [159], pero como en la actualidad sélo existe un estudio que
correlaciona la metilacién de AKAP12 y la progresion de la carcinogénesis es necesario

validar estos resultados con mas estudios.
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5.9.4.14 KLK10/KLK6

Las peptidasas humanas relacionadas con Kalicreina, anteriormente conocidas
como Kalicreinas (KLKs), son una familia de serina proteasas secretadas, codificadas
por 15 genes que han surgido como una importante familia de biomarcadores de
cancer, con PSA siendo el mas reconocido. Muchas KLKs han sido implicadas en la
invasion tumoral, la metastasis, y promocion de la angiogénesis tumoral. Numerosos
estudios han demostrado que los genes KLK muestran una expresién aberrante en un
numero de canceres, tales como tumores de prdstata, ovario y de mama.

El antigeno especifico prostatico (PSA), el cual es una proteina codificada por el
gen de la Kalicreina 3 (KLK3), es el marcador sérico mas comunmente utilizado para el
diagnodstico de PCa. PSA es un biomarcador bien establecido pero su utilidad esta
limitada por baja sensibilidad diagndstica (75% -85%) y especificidad (25-35%), y no
se puede distinguir de forma fiable entre el PCa indolente y el PCa con riesgo vital
[159].

Olkhov-Mitsel y cols. demostraron que los niveles de metilacion del ADN vy la
prevalencia de KLK6 y KLK10 eran significativamente superiores en el tejido PCa en
comparacion con tejido de la prostata normal, aunque sélo para KLK10 esta diferencia
fue significativa y se asocid con la anatomia zonal de la préstata, siendo
significativamente menor en la zona de transicion. Ademas se observé un aumento
significante en la metilacion de KLK10 para las etapas patoldgicas pT3 + pT4 frente a
pT2, observacién que puede tener implicaciones importantes para la deteccion de PCa
y podrian incorporarse en los modelos predictivos para la estadificacién preoperatoria
del cancer de préstata. Ademas, estos resultados sugieren que KLK10 estd ligada a la
invasion del tumor en lugar de la diferenciacion de la glandula. Este estudio también
revelo que la metilacion de KLK10 del se asocid con menor tiempo de recidiva
bioguimica. Dado que estudios previos no han demostrado diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de recidiva bioquimica entre los pacientes con
tumores con KLK10 positivo y negativo, es posible que la metilacion de KLK10 sea

s6lo un epifendmeno asociado con estos procesos [159].

Es necesario trabajos futuros para aclarar la utilidad clinica y la relevancia

funcional de la metilacién del ADN de KLK10 como un biomarcador de progresion.

En la Tabla N° 6 se resume algunos estudios relacionados con genes involucrados en la
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involucrados en la invasion celular y metastasis, cuya hipermetilacion ha sido descrita

en muestras de PCa

Gen Nombre Muestra/tipo Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion promotor/
Numero de casos
positivos a metilacion
APC Proteina polyposis  Orina post-DRE  12% MSP [88]
adenomatosa coli Orina post- 18%
biopsia
Tejido PCa 54% MSP [74]
Tejido HBP 5,8%
Celulas QMSP [87]
circulantes
PCa con BCR 95%
PCa 23%
Tejido PCa 79% MSP [76]
Tejido normal 0%
Orina PCa 48% MSP [91]
Orina normal 4%
|
Tejido PCa 71% MSP [77]
Tejido PCa 93,3% MSP [78]
Tejido HGPIN 80,5%
Tejido Normal 53,3%
Tejido PCa 80% QMSP [85]
Tejido HBP 50%
Tejido PCa 100% QMSP [69]
Tejido HGPIN 100%
Tejido HBP 86,6%
HOXD3 Factor de Tejido PCa 11/66 MSP [139]
transcripcién Tejido PIN 0/11
homeobox D3
Tejido PCa 26,4% RT-PCR [160]
Tejido normal 0,4%
PCa MSP [137]
GS=>7 63,7%
GS<7 47,5%
EFEMP1 Fibulina 3 Tejido PCa 96% QMSP [145]
primario
Tejido HGPIN 51%
Tejido 7%
prostatico no
canceroso
(NPT)
HBP 3%
Tejido PCa 95,3% RT-PCR [144]
Tejido HBP 13,4%
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Gen Nombre Muestra/tipo | Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion promotor/
Numero de casos
positivos a metilacion
CD44 Tejido PCa 41% MSP [127]
Tejido HGPIN 0%
Tejido Normal 0%
Tejido PCa 20% gPCR [79]
Tejido HBP 0%
Tejido PCa 19,9% MSP [77]
TIMP-2 Inhibidor de Tejido PCa 25/42 (60%) MSP [117]
metaloproteinasas Tejido normal 5/32 (16%)
2 prostatico
TIMP-3 Inhibidor de Tejido PCa 44/131 (34%) MSP [147]
metaloproteinasas primario 19/19 (100%)
3 Tejido PCa
metastasico
Tejido PCa 96,6% QMSP [69]
Tejido HGPIN 92,1%
Tejido HBP 90%
Celulas QMSP [87]
circulantes
PCa con BCR 30%
PCa 32%
Orina PCa 37% MSP [91]
Orina normal 9%
Tejido PCa 4% MSP [81]
PCDH10 Protocadherina 10  Tejido PCa 79/151 (52,3%) MSP [148]
Tejido HBP 0/34 (0%)
PCDH17 Protocadherina 17 Tejido PCa 67,1% MSP [149]
Tejido prostata 0%
no tumoral
PCDH8 Protocadherina 8 Tejido PCa 46,9% MSP [79, 150]
Tejido normal 0%
EPHA7 Tejido PCa 20/48 (41,7%) RT-PCR [151]
Tejido HBP 6/31 (19,3%)
FYN Tejido PCa 12/18 (67%) RT-PCR [152]
Tejido HBP 0/7 (0%)
MCAM Tejido PCa 70/88 (80%) RT-PCR [153]
Tejido PIN 7/30 (23%)
Tejido HBP 3/24 (12,5%)
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Gen Nombre Muestra/tipo | Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion promotor/
Numero de casos

positivos a metilacion

PDLIM4 Tejido PCa 98% QMSP [161]
Tejido HBP 11,1%

AKAP12 Tejido PCa 47/78 (60,2%) MS-HRM [158]
Tejido HBP 5/22 (22,7%)
Tejido 2/22 (9,1%)
adyacente

KLK10 Kalicreina 10 Lineas gPCR [159]
celulares
PC-3 57%
22RV-1 49%
Tejido PCa 71%
Tejido normal 18%

KLK6 Kalicreina 6 Lineas gPCR [159]
celulares
PC-3 29%
Tejido PCa 72%
Tejido normal 48%

Tabla N° 6: Genes asociados a los procesos de invasion celular y metastasis
hipermetilados en PCa.

5.9.5. Respuesta hormonal/Metabolismo

La préstata es una glandula endocrina sensible a las moléculas de sefializacion
externas tales como hormonas y factores de crecimiento. Estos agentes se unen a
receptores celulares especificos para mediar sus efectos fisioldgicos. La desregulacion
de estas proteinas de sefalizacién puede conducir a la interrupciéon de importantes vias
celulares implicadas en la homeostasis y el control del crecimiento, posiblemente

contribuyendo a la iniciacion o avance del cancer [16].

5.9.5.1 AR

Se sabe que los androgenos estimulan el crecimiento de células de la prostata a
través de los AR. Hay dos conocidos genes diana de los AR, PSA y el gen de fusion
TMPRSS2-ETS. Las funciones exactas de PSA y TMPRSS2-ETS en el cancer de prostata
aun no se definen por completo. Mientras el silenciamiento de la expresion AR conduce
a disminuir el crecimiento e inducir la apoptosis in vitro [16,146,162], la
sobreexpresion de AR también induce la inhibicion del crecimiento y la apoptosis.

Ademas de la prostatectomia y la radiacion, la terapia de privacidon de andrdgenos es
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uno de los tratamientos mas eficaces para el cancer de prostata. Sin embargo, en
etapas avanzadas, muchos tumores de prostata se vuelven andrégeno-independiente y
crecer agresivamente en ausencia de androgenos y son resistentes a la castracion. Los
tumores andrdégeno-independiente se caracterizan por la expresién aberrante del

receptor de andrégenos [57,143].

El estudio de Jarrard y cols. reportd una asociacion significativa entre la
metilacion del promotor de AR y su expresion in vitro utilizando lineas celulares de
cancer de prostata. Varios grupos encontraron metilacién del promotor de AR en 8-
39% de los tejidos tumorales de prostata [57,143]. Las frecuencias de metilacion del
promotor AR son mas altas en los casos de castracidn resistente que en las de los

tejidos tumorales de prostata primario.

La metilacion del promotor de AR ocurre como un evento critico, que define la
progresion de las células epiteliales de cancer de prostata a partir de una etapa
benigna a una etapa metastasica avanzada. Especificamente, se detectd la metilacion
de promotor de AR en las lineas celulares metastasicas M12 y DU145, mientras que en
las células benignas (P69) y en las tumorigénicas no metastasicas (M2205 y M2218),
no se demostré metilacién del promotor de AR. Estos resultados descritos por Schayek
y cols. demostraron que la progresion del cancer de prostata a partir de una etapa
benigna (P69 células) a uno metastasico (células M12) estd asociada con la

hipermetilacion del gen AR [143].

5.9.5.2 ESR

Los estrégenos se han utilizado para el tratamiento de cancer de prostata
durante décadas y requieren receptores de estrégeno (ESR) para mediar su actividad,
expresandose en la préstata dos tipos de ESRs, ESR1 y ESR2. La expresion de ESR1 se
suprime en los tumores de préstata y se asocia con un mal prondstico para la terapia
endocrina. La metilacion del promotor es el principal mecanismo responsable de la
inactivacion de ESR1. La incidencia de la metilacion del gen ESR1 varia desde 80% en
los tumores de préstata de bajo grado a 95% en los tumores de préstata de alto
grado. El gen ESR1 estd también aberrantemente metilado en diversos canceres

humanos, ademas del PCa [54].
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5.9.5.3 ESR-1

ESR1 tiene propiedades supresoras metastasicas en las células de cancer de
mama y suprime el crecimiento de muchos tipos diferentes de células in vitro. La
pérdida o baja expresion de ESR1 en el cancer de prdstata ha sido documentada con

frecuencia [84].

Li y cols. revelaron por primera vez que la metilacion de ESR1 en la préstata
aumenta significativamente con la edad, lo cual sugiere que ESR1 puede estar
implicado en el aumento, dependiente de la edad, en la incidencia del cancer de
prostata. Demostraron que la metilacién de ESR1 se correlaciona fuertemente con la

edad y con la puntuacién de Gleason [125].

5.9.5.4 RARB2

El acido retinoico inhibe el crecimiento del cancer mediante la interaccion con el
receptor de acido retinoico B (RARPB). El receptor de acido retinoico B (RARB) es
conocido como un gen supresor de tumores mediante la interaccion con el acido
retinoico, un regulador transcripcional nuclear que media la sefializaciéon celular en el

crecimiento y la diferenciacion celular [64].

Muchos tipos de cancer, incluyendo el cancer de préstata, son resistentes a los
efectos inhibidores del crecimiento de acido retinoico debido a la pérdida de expresion
de RARB. El gen RARPB cuenta con dos diferentes promotores y expresa transcritos de
ARN que se someten a corte y empalme alternativo. La mayoria de las células
humanas expresan RARB2 como la principal isoforma. El promotor RARB2 contiene una
isla CpG que estd metilada de forma aberrante en el cancer de mama, cancer cervical,
cancer de vejiga y en el cancer de préstata [58,59163]. Varios grupos han informado
que las frecuencias de metilacién del promotor RARB2 van desde 40% a 84% en los
canceres de prostata primarios, pero raramente informado en tejidos de la préstata
normal o muestras de HBP [50, 53, 65, 75, 80,161]. Frecuencias de metilacion del
promotor de RARB, moderadas o altas también se han observaron en 35% de las
muestras de orina o de sangre [81, 90,169]. Ademads, el promotor de RARB2 es
metilado en el 20% de las muestras de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), Por lo
tanto, la metilacién del gen RARB2 parece ocurrir temprano en la etiologia del cancer

de proéstata, y esta implicado en la iniciacion del cancer [57].
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Moritz y cols. informaron una asociacion significativa entre la metilacion de RARB2 y
BCR en un conjunto de 84 piezas de PR de tumores con puntuacion de Gleason <7,
donde la hipermetilacién de RARB2 podria considerarse como un predictor

significativo de la BCR.

RARB2 representa un prometedor biomarcador molecular que puede utilizarse
para discriminar entre enfermedades prostaticas malignas y benignas por métodos no
invasivos [22]. RARB2 se considera un gen supresor de tumores basado en la
disminucién de la sus niveles de expresion en las primeras etapas de la carcinogénesis
en una variedad de los tejidos epiteliales. Por lo tanto, la metilacion de RARB2 puede

ser un biomarcador ideal para la deteccion temprana de cancer de préstata [65].

5.9.5.5 PMEPA1

Los andrdgenos y el AR desempefian un papel central en el crecimiento normal,
la diferenciaciéon y la funcidn fisioldgica de la glandula prostatica. Se ha establecido que
la desregulacion de AR conduce a la progresion del PCa. El AR se une a elementos de
respuesta-AR (Ares) y regula la transcripcion de genes sensibles a los andréogenos que
controlan la diferenciacion y el crecimiento. La disfuncion del eje de androgenos
contribuye al PCa a través de numerosos mecanismos, incluyendo el aumento de
expresion de AR, la sintesis de andrdégenos intra-tumoral, variantes de empalme AR,
las mutaciones del AR y las enzimas que metabolizan los andrégenos. En un subgrupo
de PCa avanzado, la sefalizaciéon AR se pasa por alto en favor de vias independientes
de AR [162].

El gen de la proteina de transmembrana de prdéstata inducida por andrégeno 1
(PMEPA1) es altamente expresado en las células epiteliales de la prostata y es un
objetivo transcripcional directo para el receptor de andrégenos (AR). Los niveles de
AR son controlados por el AR-PMEPA1, mediante un mecanismo de retroalimentacion
negativa a través de la ligasa NEDD4-E3. PMEPAL1 recluta el AR a la ubiquitina ligasa
NEDD4-1 para degradacion. Asi PMEPA1 modula los niveles de AR [164].

La expresion PMEPA1 esta reducida en dos tercios de los casos de PCa, tanto en
el grupo caucasico americano (CA) (65%) como el grupo afroamericanos (AA)

(62,9%), esta reduccion se correlaciona significativamente con la metilaciéon del gen
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PMEPA1 y a su vez la disminucidn de expresion es menor en los tumores de PCa que
en el epitelio prostatico normal. En lineas celulares PMEPA1 se encuentra metilado
sblo en las lineas celulares AR positivas (VCAP, LNCaP y LAPC4) y no en las AR
negativos (DU145 y PC-3), sugiriendo la relacién entre la metilacién de PMEPA1 y AR
[162].

El silenciamiento de PMEPA1 asociado al cancer puede resultar en niveles
elevados de sefalizacion AR y un aumento de AR. También se ven afectados los genes
inducibles por andrégeno como son Nkx3.1 y KLK3 (PSA). Nkx3.1 es un supresor de

tumor y KLK3 /PSA es un marcador para el epitelio de la préstata diferenciada [162]

Estos datos proporcionan informacién sobre el papel de la metilacion en el
silenciamiento de PMEPA1 asociado a PCa con impacto potencial en el eje de AR en la
prostata maligna [162]. La represion del gen PMEPA1 por metilacion puede resultar en
una disminucién de la inhibiciéon del crecimiento celular mediada por PMEPA1 en el
cancer de préstata conduciendo a la pérdida de una respuesta defensiva. La
disminucién de la expresion de PMEPA1 en el contexto de la sefializacion de
andrégenos sugiere que la metilaciéon del ADN puede interferir con el eje de
diferenciacion de sistema androgénica que resulta en la "catadstrofe epigenética" del

cancer de prostata [162].

Otro genes Respuesta hormonal/Metabolismo

5.9.5.6 EDNRB

El receptor de endotelina B interactla con endotelinas para regular varios
procesos bioldgicos criticos y pueden inducir la muerte celular por la progresion del
tumor e inhibir la apoptosis [58]. Varios estudios han informado que el promotor de
EDNRB se encuentra hipermetilado, en una alta proporcidén en los tumores de prdstata
y en mucho menos proporcion en los tejidos normales [73,80, 84,100]. Sin embargo,
otros estudios encontraron que las frecuencias de metilacion de EDNRB en los tumores
de préstata y tejidos normales eran iguales, aunque una alta proporcién de tumores se
encuentran metilados [100]. Debido a que existe una alta frecuencia de metilacion
tanto en tejidos normales como en los tumorales, la metilacion en EDNRB no puede ser

considerado como un biomarcador especifico para el cancer de prostata.
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5.9.5.7 MDRI

El gen de multirresistencia 1 (MDR1) codifica para la P-glicoproteina (P-gp), una
bomba de eflujo transmembrana dependiente de calcio, que se expresa en diversos
tejidos [165]. La P-glicoproteina (P-gp), participa activamente en el flujo de salida de
agentes antineopldsicos de las células cancerosas. El transporte de sustratos
especificos a través de membranas de lipidos, juega un papel importante en el
metabolismo de esteroides y en el exportacion de metabolitos, carcinégenos y
farmacos citotoxicos, tales como antraciclinas, taxanos, y epipodofilotoxinas, junto con
los otros miembros de los transportadores de la familia ABC, que proporciona
proteccién contra xenobidticos y ciertas moléculas enddégenas, la produccién de la
resistencia a multiples farmacos (MDR), por el cual las células cancerosas se vuelven

insensibles o no responde a un amplio espectro de medicamentos [74].

Ekonida y cols. determinaron que la frecuencia de metilacion de MDR1 fue
significativamente mayor en las muestras de cancer de prdstata en comparaciéon con
las muestras de HBP y que esta es independiente de la edad, pero si se correlaciona
de manera positiva con el estadio patoldgico, la alta puntuacion de Gleason y elevados
niveles de PSA preoperatorio. Estos resultados sugieren que la hipermetilacion del
promotor de MDR1 es un evento frecuente en el cancer de prostata y se relaciona con
progresion de la enfermedad a través de un aumento de la proliferacion celular en las
células PCa [170].

Por otra parte Henrique y cols. demostraron que la metilacion de MDR1 se
encontré en 67,8% de los tumores de PCa, y en 37,8% de las lesiones PIN de alto
grado (HGPIN) y los tejidos de la préstata no cancerosas, incluyendo TNP (tejido
normal prostatico) y la HBP, presentaron bajos niveles de metilacion, estos datos
sugieren que la metilacion de MDRI parece ocurrir temprano en la carcinogénesis de la
prostata. Aunque la metilacion del promotor se correlaciona inversamente con la
expresion génica, el silenciamiento de MDR1, es en su mayoria probablemente debido
a las modificaciones de histonas, lo cual fue sugerido con el dramatico aumento de la
expresion de MDR1 al tratar lineas celulares de PCa con un inhibidor de HDAC. Estos
resultados sugieren fuertemente que las modificaciones de histonas son la principal

causa del silenciamiento de MDR1 en PCa [74].
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En base a estos estudios la hipermetilacion del promotor de MDR1 no podria ser
utilizado como un potencial marcador prondstico para PCa, debido a que el evento

epigénetico que rige el silenciamiento esta asociado a la modificacion de histonas

5.9.5.8 ABHD9

ABHD9, o EPHX3, codifica la epdxido hidrolasa 3. Poco se sabe sobre esta
proteina, excepto que esta involucrada en la desintoxicacién y tratamiento de los
epoxidos. La regién promotora de ABHD9 se encontrd hipermetilada significativamente
en PCa de alto grado [77]. En otro estudio se encontré que la hipermetilacién de
ABHD9 era predictivo de BCR, asi como se correlaciond con la puntuacion de Gleason y
el estadio tumoral [163]. El estudio de Weiss y cols. inform6é una asociaciéon
significativa entre la hipermetilacién de ABHD9 y la progresién de PCa (BCR o
recurrencia clinica) [108]. Y por ultimo, un estudio mas reciente [133], investigd el
estado de metilacion después de PR en pacientes de PCa. Aqui, la hipermetilacion de
ABDH9 no se encontrd ser significativamente asociado con el tiempo de progresion.

En base a los datos obtenidos por estos estudios, que incluye muestras de gran
tamafio, hay algo de evidencia de apoyo que la hipermetilacion de ABHD9 es un

posible marcador prondstico independiente para PCa.

5.9.5.9 Chr3-EST

Chr3-EST es expresada en el cromosoma 3 y esta hipermetilado en tumores de
alto grado [166]. Cotrell y cols., demostraron en su estudio que la hipermetilacién de
Chr3-EST fue un predictor significativo de la BCR ajustado para la puntuacion de
Gleason, estadio tumoral y el estado quirlrgica margen [163], lo cual fue confirmado
por el estudio de Weiss y cols [108] que la metilacion de Chr3-EST es un predictor
significativo de recurrencia bioquimica o clinica. Los resultados de estos dos estudios
que utilizan grandes cohortes de pacientes, proporcionan evidencia preliminar de un
potencial prondstico de la metilacion de Chr3-EST en la PCa y asi justificar nuevas

investigaciones.

5.9.5.10 Lactato deshidrogenasa B1 (LDHB)

Leiblich y cols. estudiaron la relacion existente entre el silenciamiento de LDHB por
metilacidon en su promotor y la relacién con la carcinogénesis de PCa. En sus resultados

demostraron que la hipermetilacién de LDHB ocurre en alta frecuencia en PCa (45%)
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comparada con tejido prostatico benigno (11%). Estudios de
inmunohistoquimicademostraron que la expresién de LDHB era mucho menor en PCa
(6%) que en el tejido benigno (81%), mostrando de esta manera que la perdida de
expresiéon de LDHB era producto del silenciamiento por metilacion del ADN. Este
hallazgo podria explicar una serie de observaciones claves relacionadas con el
comportamiento y el metabolismo celular tumoral alterado visto en la prostata y otros
canceres. Por ejemplo, estudios previos han demostrado que la transformacion
maligna es asociada con un aumento en la excrecién del flujo glucolitico y un

incremento celular de lactato [171].

5.9.5.11 LPL

La Lipoprotein Lipasa (LPL) es una enzima clave implicada en la homeostasis de
los lipidos y el transporte. Ademas de catalizar la hidrdlisis de los triglicéridos
plasmaticos en quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad, LPL también
media una funcién de puente entre la lipoproteina remanente aterogénico y el
receptor. Los defectos en LPL son la causa de hiperlipoproteinemia tipo I

(hiperquilomicronemia familiar) [162].

El estudio desarrollado por Kim y cols. demostré que la hipermetilacién del
promotor de LPL ocurre en un 38% de las muestras de carcinomas prostaticos,
mientras que no se detecté metilacion en ninguna de las muestras normales. Dentro
de varias caracteristicas clinicas-patoldgicas probadas, se encontrd que los niveles de
PSA preoperatorio son significativamente mayores en los sujetos con la metilacion del
promotor de LPL en comparacién con los sujetos sin metilacion en el promotor de LPL.
Adicionalmente, la desmetilacidon del promotor LPL fue acompafado por la reactivacion
de la transcripcién de la LPL en las lineas celulares de cancer de prostata DU145 y PC3.
Es interesante observar que los niveles de expresién de LPL se ven disminuidos en
tumores primarios en comparacion con los tejidos normales de la prostata, pero
previamente se ha descrito que los niveles de expresién de LPL fueron mayores en los
tumores metastasicos en comparacién con los tumores primarios. Es posible que la
negativa regulacion de la LPL en tumores primarios a través de la hipermetilacion del
promotor puede estar implicado en la iniciacion del tumor, y que la reactivacién de la
LPL a través de la desmetilacién del promotor puede promover la progresiéon tumoral y
la metastasis, pero no hay evidencia que sugiera la desmetilacion en tumores

mestastasicos [167]
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5.9.5.12 SOCS-3

Las proteinas de la familia SOCS, caracterizado por una regién variable en el
amino-terminal, una homologia del dominio Src en la parte central (SH2), y un
dominio carboxilo-terminal conservado (SOC S-box). No sélo son los principales
inhibidores de la via JAK/STAT sino que también tienen una funcidn reguladora de la
sefalizacién de ERK/MAPK, PI3K/AKT, y del factor nuclear kB (NF-kB). EIl
silenciamiento o la funcion alterada de las proteinas SOCS, debido a mutaciones o por
la hipermetilacion del promotor, con frecuencia se han encontrado en varios tipos de
tumores, incluyendo Hodgkin y linfomas no Hodgkin, pulmédn, ovario y carcinoma

hepatocelular [168].

En el estudio de Pierconti y cols. se encontré que SOCS-3 se encuentra metilado
en 20 de los 51 casos con PCa (39,2%), y solo se encontré metilacion en aquellas
muestras con puntuacion de Gleason sobre 7, no se encontré metilacion en
puntuaciones de Gleason bajas (5 y 6) ni en tejidos HBP y normales. Ademas
demostraron que la metilacion del promotor de SOCS-3 es responsable de Ia
disminucién de los niveles de ARNm y de la proteina. Estos datos sugieren que la
inactivacion de SOCS-3 en PCa, en especial los casos con puntuacién de Gleason desde

7 puede asociarse con un comportamiento mas agresivo de PCa [168].

5.9.5.13 Gen inducido por Tazaroteno 1 (TIG1)

Este gen, también conocido como gen de respuesta al receptor del acido
retinoico 1 se ha descrito con frecuencia silenciado en los tumores de préstata [171].
Varios investigadores informaron que TIG1 es metilado con frecuencia en los tumores
de préstata, pero se encuentra bajos niveles de metilacidn o no se encuentran en
tejidos normales o HBP [55, 92, 169]. Zhang y cols. encontraron que la metilacién de
TIG1 y RARPB se correlaciond positivamente. El estudio de Ellinger y cols. analizé las
posibilidades de diagnostico y prondstico del analisis de metilacion de ADN en suero de
pacientes con cancer de prostata. Ellos encontraron que la hipermetilacion de TIG1 era
mas frecuente en pacientes con cancer de préstata (10%) que en la HBP (0%) y que
en los individuos sanos (0%) [81]. Aunque la frecuencia de metilacion de genes
especificos son generalmente mas bajos en el ADN del suero u orina, que aquellos en
tejidos de la prostata, el uso de muestras bioldgicas no invasiva pueden ser

significativo para el diagndstico especifico de cancer de prostata [170], aunque en
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este caso la frecuencia de metilacion de TIG1 en suero no tiene diferencia significativa
con la frecuencia de metilacion encontrada en HBP y los controles sanos, por lo tanto

no podria ser utilizado como marcador prondstico de PCa.

5.9.5.14 MTG1

El zinc participa en varios procesos fisioldgicos, incluyendo el crecimiento y la
proliferacién celular. Aunque en condiciones normales los niveles de zinc en el tejido de
la prostata son altos, hay una marcada disminucién en el cancer de prostata. Las
metalotioneinas controlan el biodisponibilidad de zinc, y ha sido descrito que en varios
canceres humanos, la expresion de metalotioneina correlaciona con la proliferacion
celular, la progresion del tumor, y la resistencia a los medicamentos. Ademas, la

isoforma MT1G se encuentra disminuida en el cancer de préstata [171].

Henrique y cols. encontraron hipermetilaciéon en 24% de los tejidos PCa y con
menor frecuencia en HGPIN e HBP. El tejido normal proveniente de la zona periférica
de la préstata no presento metilacion, pero estos datos no mostraron diferencias
significativas, por lo tanto a partir de los datos obtenidos de este estudio no se puede

hacer inferencia acerca del rol de la metilaciéon de MGT1 en PCa [171].
En la tabla N° 7 se resume algunos estudios relacionados con genes

involucrados en procesos de respuesta hormonal y metabolismos, cuya hipermetilacion

ha sido descrita en muestras de Pca.
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Gen Nombre Muestra/tipo Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion
promotor/ Numero
de casos positivos a
metilaciéon
ESR1 Receptor de Tejido PCa 54/83 (65,1%) gPCR/secuenci [16]
estrogeno PCa (60-70 89,6% acion por
afios) bisulfito
PCa 11% MSP [129]
RARB2 Receptor de Suero 97,8% QMSP [26]
acido retinoico PCa 10,6%
HBP
Tejido PCa 97,5% QMSP [172]
Tejido HGPIN 94,7%
Tejido HBP 23,3%
Tejido PCa 75% MSP [84]
Tejido HGPIN 30%
Tejido Normal 0%
Tejido PCa 63% gPCR [84]
Tejido HBP 0%
Tejido PCa 95% QMSP [85]
Tejido HBP 35%
Celulas QMSP [87]
circulantes
PCa con BCR 90%
PCa 68%
Tejido PCa 36% MSP [129]
Orina PCa 73% MSP [91]
Orina normal 11%
Tejido PCa 96,7% MSP [78]
Tejido HGPIN 88,3%
Tejido Normal 66,7%
Tejido PCa 89% MSP [76]
Tejido Normal 0%
EDNRB Receptor de Orina post-DRE 66% MSP [88]
endotelina B Orina post- 77%
biopsia
Tejido PCa 38% gPCR [84]
Tejido HBP 15%
Tejido PCa 100% QMSP [104]
Tejido HBP 80%
Tejido PCa 15% MSP [77]
MDR1 Receptor de Tejido PCa 54,8% MSP [173]
multirresistencia Tejido HBP 11,6%
a drogas
Tejido PCa 67,8% gPCR [78]
Tejido HGPIN 37,85
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Gen Nombre Muestra/tipo Porcentaje de Técnica Referencia
de tejido Metilacion
promotor/ Numero
de casos positivos a
metilacion
ABHD9 PCa MSP [137]
GS=>7 66,7%
GS<7 46,6%
PCa con BCR 38,8% gPCR [170]
PCa sin BCR 15,5%
LDHB Lactato Tejido Pca 14/31 (45%) gPCR [174]
Deshidrogenasa  Tejido HBP 0/5 (0%)
B1 Tejido benigno 2/19 (11%)
prostatico
LPL Tejido PCa 21/56 (38%) gPCR [167]
SOCS-3 Tejido PCa MSP [168]
Gleason= 7 11/23 (47,8%)
Gleason=8 5/10 (50%)
Gleaon=9
4/5 (80%)
TIG1 Gen inducido Tejido PCa 96% QMSP [85]
por tarazoteno 1 Tejido HBP 12%
Tejido PCa 70% MSP [76]
Tejido Normal 0%
MTG1 Metaloneina G1 Tejido PCa 29/121 (24%) QMSP [175]
Tejido HGPIN 5/39 (13%)
Tejido HBP 3/29 (10%)

Tejido normal

0/13 (0)

Tabla N° 7: Genes asociados a los procesos de respuesta hormonal y
metabolismo hipermetilados en PCa.

5.10 Relacion entre hipermetilaciéon y el desarrollo del cancer de prostata

La transformacion de las glandulas epiteliales benignas a lesiones premalignas y
su relacién con el carcinoma invasivo representa un proceso de diversos pasos hasta el
posterior desarrollo del cadncer de préstata [2]. La transformacién de las celulas
benignas prostaticas a lesiones preneoplasicas como PIN se ve influenciada por
diversos factores tales como defectos genéticos, el envejecimiento, la dieta y los
factores ambientales, todos ellos conocidos por contribuir a la carcinogénesis del

cancer de prostata [16].

Se han descrito varias lesiones morfoldgicas potencialmente precursoras de
PCa, como HGPIN y PIA. La lesion PIN de alto grado (HGPIN) se compone de acinos y
conductos prostaticos que son arquitectdnicamente benignos, los cuales estan

revestidos por células citolégicamente atipicas, y esta descrito es la lesidon precursora
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mas probable para el desarrollo de céncer de prostata, debido a las similitudes

morfoldgicas y genéticas entre HGPIN vy el cancer de préstata invasivo [2,15,176].

El examen histopatoldgico y la inmunotincién de citoqueratina especifica de
células basales se utilizan comUnmente para distinguir diversas formas de lesiones
precursoras de la de prostata a partir de glandulas benignas y cancer de préstata.
Ahora bien, ninguno de estos tiene un valor prondstico para predecir qué lesion
premaligna serd estable y que progresara a cancer invasivo; por lo tanto, la metilacién
puede ser un marcador sustituto de PIN y PIA. Ademas, se conoce que las lesiones PIN
son anteriores a la aparicion de cancer por lo menos 5 anos. Por lo tanto, la
identificacion de lesiones PIN a través de la metilacion del ADN puede mejorar el

diagndstico precoz del cancer de préstata [16]

En la actualidad diversos grupos se han centrado en el estudio de las
frecuencias de metilacion en las lesiones HGPIN, ya que esta descrito que la metilacion
del promotor ocurre en etapas tempranas de malignidades humanas [63], como las

neoplasias humanas, incluyendo el cancer de prostata [61]

En la presente revisidn bibliografia se recolecto informacién de diversos estudios
basados en la frecuencia de metilacidon en genes asociados a los procesos que se
conoce estan involucrados en la carcinogénesis del cancer de prostata, diferenciando
aquellas frecuencias alteradas en las distintas etapas del desarrollo del cancer de
prostata, para asi encontrar un set de marcadores moleculares epigenéticos mas
especificos y sensibles, que permitan mejorar sustancialmente la deteccién temprana,

tratamiento, seguimiento y el prondstico de esta patologia.

5.11 Marcadores epigenéticos y su potencial utilidad en el diagnédstico de cancer de

prostata

Los marcadores basados en la metilaciéon del ADN tienen un enorme potencial
en: (1) la evaluacidon del riesgo de cancer, (2) la deteccién temprana, y (3) el
seguimiento a la terapia. Debido a que se ha informado de cambios tempranos en la
metilacién del ADN en la carcinogénesis, la identificacion de la metilacion del ADN
aberrante ofrece la posibilidad de desarrollar pruebas de diagnéstico. Con un panel de
genes metilados relacionados con el céncer de préstata, urélogos y patdélogos pueden

disponer de una herramienta de diagndstico molecular y una prueba no invasiva
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altamente sensible y especifica, no sélo para el diagnostico, sino también para las
estrategias de vigilancia [61]. Esto también permitira realizar la prueba de una manera
rentable. Las discusiones en curso sobre la utilidad de PSA como marcador de la
presencia de cancer de préstata pueden ser superados mediante la adicion de un
conjunto de marcadores de metilacion en la orina o suero. Presencia de PSA elevado y
la hipermetilacion del promotor de ciertos genes en los fluidos corporales (orina, suero,
fluidos de masaje prostatico) puede aumentar la especificidad del ensayo. Como se
menciond antes, otra ventaja de la prueba de deteccién basado en el ADN (como
prueba de metilacién) es la estabilidad del ADN, los fluidos corporales pueden ser
recogidos por los trabajadores de salud y los marcadores de metilacién pueden ser
probados en un laboratorio central. El analisis de los marcadores de metilacion en el
suero se puede utilizar incluso para la vigilancia de la enfermedad después de la

prostatectomia completa [61].

Los resultados obtenidos en la presente revision bibliografica indican que
efectivamente existen marcadores epigenéticos asociados a la metilacion del ADN que
tiene un potencial para ser usado en la deteccidon temprana, prondstico, seguimiento y

tratamiento del cancer de Prdstata. Estos se resumen en la Tabla N° 8.
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Gen Tipo de N° de Rango del porcentaje de metilacion y namero Referencias
muestra | estudios de muestras analizadas
Normal HBP HGPIN PCa
GSTP1 Tejido 13 0-10% 0-24% 7-60% 64-100% [60,67,68,89,66
(n=11-91) | (n=3-69) | (n=8-128) | (h=8-170) | ,79,69,71,73,99
,64,80,74]
Orina 3 0-13% 29% 13% (n=8) | 48-83,2% [89,86,82]
(n=38-91) | (n=69) (n=24-
95)
Plasma 2 0% (n=49) | 7,4% - 21,4- [97,84]
(n=27) 30,6%
(n=14-36)
RASSF1A | Tejido 5 0-45% 0-93,3% | 29-100 53-99,2% [103,101,64,74,
(n=11) (n=7-30) | (n=10-14) | (n=8-131) | 79]
Orina 3 7-11% 44,7% - 73-77,9% [105,86,82]
(n=38-91) | (n=253) (n=52-95)
APC Tejido 6 0-53% 5,8- 80,5-100% | 54-100% [69,71,73,80,64
(n=11-91) | 86,6% (n=38- (n=30- ,99]
(n=8-69) | 128) 170)
Orina 2 4-5,3% - - 48-50,5% [86,82]
(n=38-91) (n=52-95)
RARB2 Tejido 6 0-66% 23,3- 30-94,7% 75-97,5% [170,79,80,73,
(n=11-30) | 35% (n=10- (n=24- 71,99]
(n=9-30) | 128) 118)
Orina 3 2,6-11% 29,2% - 62,1-73% [86,82,105]
(n=38-91) | (n=253) (n=52-95)
CD44 Tejido 2 0% (n=11) | 0% 0% (n=10) | 20-41% [74,79]
(n=7) (n=8-24)
PTGS2 Tejido 2 - 15% - 688& [80,99]
(n=4-24) (n=54-80)
Suero 1 - 0% - 2,4% [87]
(n=42) (n=168)

Tabla N° 8: Genes con rol potencial como marcadores de diagnostico y
prondstico en PCa

La metilacion de GSTP1, APC, RASSF1A, RARB2, PTGS2, PITX2 y CD44 fue
descrita por diversos estudios, a partir de distintos tipos de muestras: tejido, orina,
suero y plasma. Los resultados de estos estudios arrojaron suficiente evidencia de la
existencia de diferencias en las frecuencias de metilacion de estos genes en las

distintas etapas del desarrollo de cancer de proéstata.

La metilaciéon de GSTP1, APC, RASSF1A y RARB2 se encontrd estar asociada a

la progresion de PCa, ya que se encontraron diferencias significativas entre las
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frecuencias de metilacion entre el tejido prostatico normal, HBP, HGPIN, y PCa, en la
mayoria de los estudios revisados. Estos candidatos mostraron un potencial
diagnostico y prondstico significativo en algunos estudios, pero en otros no. Los
hallazgos contradictorios pueden explicarse por las variaciones en los disefios de
instalacion y estudios experimentales, como las diferencias en cohortes de pacientes,
los métodos para el analisis de metilacién, tipo de muestra y procesamiento, ya que
debido a la naturaleza heterogenea y multifocal de PCa, las muestras de biopsias
tomadas de la prdstata pueden no representar la lesion mas clinicamente relevante y
no siempre ser representativa de la heterogeneidad intratumoral.

El potencial rol de estos genes como marcador de diagnostico y pronostico ha
sido descrito por otras revisiones de la bibliografia:

e GSTP1 ha sido descrito en el estudio de Perry y cols 2006, Li y cols.
2004, Park y cols. 2010, Strand y cols.2014, Park y cols. 2014, Bastian y
cols. 2004 [63, 16, 62, 68, 146, 82].

e APC en el estudio de Perry y cols. 2006, Strand y cols. 2014, Park y cols.
2014, Hoque y cols. 2009, Li y cols. 2004 [63, 68, 146, 61,16].

e RARPB2 en el estudio Perry y cols. 2006, Park y col. 2010, Strand y cols.
2014, Park y cols. 2014 [63, 62, 68, 146].

e RASFF1A en el estudio de Li y cols. 2004, Park y cols. 2010, Strand y
cols 2014, Park y cols. 2014 [16, 62, 68,146].

Tomando en cuenta los estudios revisados y los antecedentes obtenidos de
otras revisiones bibliograficas, acerca del potencial rol de diagnostico y pronostico,
podriamos proponer como marcadores de progresion para el diagnostico y prondstico
de PCa la metilacién de los genes GSTP1, RASSF1A, APC y RARPB2.

Para que un marcador sea clinicamente aplicable, debe ser especifico, sensible
y detectable en muestras obtenidas mediante procedimientos minimamente invasivos
como muestras de orina y plasma/suero. En cuanto a los marcadore propuestos para
diagnostico y prondstico se analizaron diversos estudios en los cuales se determino la
metilacion en diversas muestras como tejido (biopsia), orina, suero/plasma.
Basandonos en los estudios analizados, no todos los genes tienen metilacion diferencial
que permita determinar la progresién de PCa (Ver Tabla 8). En el caso de GSTP1 los
estudios que utlizaron el tejido proveniente de biopsias, determinaron de manera
significativa, diferencias de metilacidon entre tejido prostatico normal, HBP, HGPIN vy
PCa. Resultados similares se obtuvieron para APC y RARP2. Para RASSF1A no se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de metilacién entre los tejidos
provenientes de HBP, HGPIN y PCa.
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Cuando se analizo la metilacion de estos genes a partir de muestras de orina,
se encontraron diferencias significativas de metilacién entre pacientes sanos, con HBP
y PCa, para RASSF1A y RARB2, para ambos genes no hay datos de pacientes con
HGPIN. En el caso de APC solo se econtraron diferencias significativas en muestras de
orina de pacientes sanos y pacientes con PCa. Para GSTP1 no se encontraron
diferencias significativas al comparar las muestras de orina de pacientes sanos, con
HBP, con HGPIN Y con PCa, por lo tanto en el caso de GSTP1 el valor diagnostico y

prondstico solo se determina a partir de muestras de biopsia (Ver Tabla 8).

En cuanto al analisis a partir de plasma/suero de los marcadores descritos, solo
se encontraron estudios que analizaron la metilacion de GSTP1, en los cuales se
analizaron las muestras a partir de pacientes sanos, con HBP y con PCa, no se
analizaron muestras de pacientes con HGPIN. Para GSTP1 existe una metilaciéon con
diferencia significativa entre los pacientes sanos, HBP y PCa, pero los porcentajes de
metilacion fueron bastante menor que los obtenidos a partir de muestras de biopsia,
esto puede deberse principalmente a las diferencias de sensibilidad y especificidad de

los métodos utilizados para la medicion de los porcentajes de metilacion (Ver Tabla 8).

Por otra parte la metilacion de PTGS2 y PITX2 se encontré estar presente
principalmente en el avance desde HGPIN a PCa y desde PCa a un estado mas agresivo
(PCa metastasico). Ambos genes se han descrito asociados a la recidiva bioquimica
post prostatectomia, por lo que pueden ser utilizados como marcadores de

seguimiento al tratamiento.

En el caso de PITX2 diversos estudios analizados indican que la metilacién de
este gen entrega informacién prondstica independiente para BCR, cuando se analizan
las muestras obtenidas de PR [106-107,110], ademas se ha descrito que la metilacién
de PITX2 permite subestratificar los tumores GS=7, entre tumores GS=3+4 vy
GS=4+3, y por lo tanto permite predecir BCR en PCa de alto riesgo [108-111].
Resultados similares fueron descritos por la revisiéon bibliografica de Strand y cols
2014, Park y cols. 2012 en donde también se describe la metilacion de PITX2 como

valor pronédstico de BCR en muestras de PCa de alto riesgo [68, 53].

Para PTGS2 estudios sugieren que la metilacién se relaciona con un incremento
de la severidad de la enfermedad [76] y con BCR [76,80,99], independiente de GS y

estadio tumoral.Ademas se ha descrito que la combinacion de la metilacion de PTGS2
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con la metilaciéon de CD44 parece ser un predictor independiente y significativo de BCR
[99]. Resultados similares fueron descritos también en los estudios de Strand y cols
2014, Park y cols. 2010, Bastian y cols. 2004 y Perry y cols. 2006 [68,62 82,63]. Estos
hallazgos sugieren que la metilacién de PTGS2 tiene un rol prondstico de agresividad
de PCa y de BCR.

La metilacién de CD44 ha sido descrita Unicamente con la agresividad de PCa,
como un marcador selectivo del avance de PCa a la forma metastasica. En diversas
revisiones bibliograficas realizadas por distintos grupos, como por ejemplo Li y cols
2004, Park y cols 2014, Park y cols. 2010, Strand y cols. 2014 [16, 146, 62, 68] . Han
descrito que la metilacion de CD44 es un marcador prondstico de agresividad de PCa.
En la presente revisidon solo se encontraron dos estudios que confirman el valor
pronostico de CD44 [72,76], pero teniendo en cuenta el niumero de estudios que han
descritos el rol prondstico de la metilacion de CD44, es necesario incluirlo dentro los
posibles marcadores con un rol prondstico potencial que podria ser utilizado para

determinar la agresividad de PCa.

En el caso de la metilacion de PMEPA1 y AR, son indicativos de cancer
resistentes a la castracion, en general son los indicadores del peor prondstico en Pca.
Para AR se ha descrito que la metilacién es mayor en HRPC que en tumores primarios
[57,159], resultados que también han sido descritos por las revisiones de Park y cols.
2010, Park y cols. 2012, Li y cols. 2004 y Park y cols. 2014 [62,53,16,146] . En el
caso de PMEPA1 la metilacion ha sido descrita Unicamente en HRPC [161,162], por lo
gue en conjunto con la metilacién de AR, podrian ser utilizados como marcadores para

PCa independiente de androgeno.
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En la Figura 11 se esquematizan los genes que tienen un rol potencial para ser

utilizados como marcadores de diagnostico y prondstico PCa

Epitelio normal

prostatico
e Marcadores de diagnostico
RASSFIA, — y pronéstico
RARB2,
HGPIN

Metilacion de
GSTP1, APC, _)
RASSF1A, l

RARB2

Marcadores de diagnostico
y prondstico

Carcinoma
prostatico

Metilacidon de
PITX2, PTGS2,
CD44 —)l

Cancer de
prostata
metastasico

Metilacion de
AR, PMEPA1 -)l

Andrégeno
independiente

Marcadores de prondstico
o respuesta al tratamiento

Privacion de
Andrégeno

Figura 11: Esquema representativo de los diferentes genes hipermetilados en
distintas etapas de progresién del PCa
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Para poder determinar efectivamente si estos genes pueden ser utilizados como
marcadores de diagnostico y prondstico de PCa, los métodos utilizados para medir los
niveles de metilacion deben tener una alta sensibilidad y especificidad en distintos
tipos de muestras, por ejemplo: tejido, orina, suero, plasma y semen.

La sensibilidad (S) de una prueba diagndstica es la probabilidad que tiene un

enfermo de dar un resultado positivo en dicha prueba.

Verdaderos positivos (vp)
Verdaderos positivos (vp) + Falsos negativos (fn)

La especificidad (E) de una prueba diagnéstica es la probabilidad que tiene una

persona sin la enfermedad de interés de dar un resultado negativo en dicha prueba.

_ Verdaderos negativos (vn)
Verdaderos negativos (vn) + Falsos positivos (fp)

En la Tabla N° 9 se resumen los valores de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (PPV) y negativo (NPV) obtenidos de los estudios analizados en esta

revision.
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Gen Tipo de Método Sensibilidad Especificidad | PPV NPV Ref.
muestra (95% IC) (95% IC) (95% IC) | (95% IC)
PSA 82,8 38,6 28,2 88,6 [67]
Histologia 70,4 100 100 92,1 [67]
GSTP1 Tejido PR MSP 91.8 96.2 97.8 86.2 [60]
Tejido QMSP 71,8 96 95,8 72,7 [68]
Tejido PR QMSP 92,5 84,6 94,9 78,6 [80]
Suero MSP 42.3 92.9 95.9 28.7 [87]
Orina MSP 33 95 - [88]
Tejido MSP 92 86 82 94 [90]
Tejido MSP 93,2 100 100 83,3 [76]
APC Tejido PR MSP 88.7 96.2 97.7 82 [60]
Tejido PR QMSP 80 50 87,7 44,8 [80]
Orina MSP 36 91 [88]
Tejido MSP 90,4 96 98,5 77,4 [76]
RASSF1A Tejido MSP 87,7 92 97 71,9 [76]
Tejido PR QMSP 81 98 - - [106]
RARB2 Tejido PR QMSP 95 65,4 89,4 81 [80]
Orina MSP 40 84 - - [88]
PTGS2 Tejido PR QMSP 67,5 84,6 93,1 45,8 [80]
Tejido MSP 87,7 92 97 73,5 [76]
PITX2 Tejido PR MSP 36 98 - - [107]
GSTPl1y Tejido PR QMSP 88.8 92.3 97.3 77.4 [80]
RARB2
GSTPl1y Orina MSP 51 89 - - [88]
APC
GSTP1, Orina MSP 55 80 - - [88]
APCy
RARB2

Tabla N° 9: Valores de sensibilidad, especificidad, valor prondstico positivo
(PPV) y negativo (NPV) obtenidos desde algunos de los estudios analizados.

Como ya hemos descrito anteriormente, en la actualidad el Unico método
prondstico utilizado en PCa, es el método histoldgico de la puntuacion de Gleason, éste
presenta una alta especificidad y sensibilidad (100% y 70,4% respectivamente), al
compararlo con el método utlilizado para determinar los niveles de PSA, el cual, si bien
presenta una alta sensibilidad (82,8%), presenta muy baja especificidad (38,6%). En
el caso del método histoldgico al tener alta sensibilidad y especificidad, el resultado
positivo mediante este método efectivamente serd en pacientes que padecen PCa y un
resultado negativo confirmara la no presencia de PCa, en el caso del método utilizado
para la medicién de PSA, al presentar baja especificidad pero alta sensibilidad traera

como inconveniente una alta probabilidad de falsos positivos.
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Por lo tanto para poder determinar si los niveles de metilacion de los genes
descritos, pueden ser utilizados como marcadores de diagnéstico y prondstico, los
métodos utlizados para esta medicion, principalmente QMSP y MSP, deben tener
valores altos de sensibilidad y especificidad, para que sean efectivamente un buen
método de diagndstico de PCa. A partir de la tabla podemos inferir que estos métodos
tienen valores de sensibilidad que varian entre 67,5-95% para QMSP y 87,7-93,2%
para MSP, y en cuanto a la especificidad los valores fluctian entre 50-96% para QMSP
y 86-100% para MSP, estos valores de sensibilidad y especificidad para ambos
métodos se obtienen cuando la muestra analizada es tejido ya sea proveniente de una
biopsia o tejido obtenido de PR, si bien para ambos métodos los valores de sensibilidad
y especificidad son en general altos, el hecho de realizar las mediciones en muestras
de tejido traen consigo el problema de realizar el analisis a través de métodos

invasivos.

Por otra parte, al utilizar estos mismos métodos en muestras obtenidas
mediante métodos no invasivos, como son las muestras de orina y suero, tenemos el
problema que la sensibilidad disminuye notablemente, en el caso de suero sdlo un
estudio entrega los valores de sensibilidad (42,3%) y especificidad (92,9%) utilizando
como método de analisis MSP y en el caso de orina los valores varian entre 33-40%
para sensibilidad y 84-95% para especificidad, para MSP (no hay datos para QMSP) en
este caso se pierde sensibilidad al utilizar como muestras orina o suero para
determinar los niveles de metilacion de un gen con potencial uso como marcador de

diagndstico y prondstico.

Al tener estos métodos alta especificidad pero baja sensibilidad conlleva a tener
un alto porcentaje de falsos negativos, es decir pacientes que efectivamente presenten
PCa no sean diagnosticados con esta patologia, lo que claramente lleva a no realizar el

tratamiento necesario que podria curar al paciente que padece PCa.

Ahora si la medicién de los niveles de metilacidén se realizan en combinacion de
dos o mas genes con potencial uso como marcadores, en el caso del tejido la
sensibilidad se mantiene dentro del rango (88,8%) y la especificidad aumenta a un
92,3% (sdblo un estudio entrega datos) y en el caso que la muestra utilizada sea orina
la sensibilidad aumenta a un 51% cuando se analizan dos genes y a un 55% cuando se
analizan tres genes, en el caso de la especificidad, se obtiene un 80% cuando se

analizan dos genes y 89% cuando se analizan tres genes, en ambos casos utilizando la
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técnica MSP, en cuanto a la utilizacion de suero como muestra no hay datos de

sensibilidad y especificidad al combinar dos o mas genes.

Para poder evaluar si efectivamente la medicién de los niveles de metilacidon
podria ser utilizada como método diagndstico realizamos la comparacidon con los
actuales métodos utlizados para diagnéstico (PSA sérico) y el método prondstico del
examen histolégico de la puntuacion de Gleason. Para realizar esta comparacion
basandonos en los valores de sensibilidad y especificidad de cada uno lo podemos

realizar a través de la siguiente grafica.
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1
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Figura 12: Las zonas corresponden a las siguientes situaciones: 1: en esta
region la prueba B es siempre superior a la A, tanto para confirmar presencia como
ausencia de la enfermedad; 2: aqui la prueba B sblo es superior a la A para confirmar
ausencia de enfermedad; 3: en esta zona B es inferior a A; 4: si el resultado de B esta
en esta area, sera superior a A para confirmar presencia de enfermedad.

Esta grafica se realiza para comparar los cocientes de probabilidad de dos
pruebas diagndsticas en donde existen cuatro posibles resultados,

que podemos reflejar en una grafica. En el eje de las Y representamos la sensibilidad,
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en el eje de las X se representa (1l-especificidad). El punto representa los valores
observados de sensibilidad y (1-especificidad) para la prueba con la cual queremos
comparar. Se traza una linea desde el origen (0,0) que pase por el punto que
corresponde a las coordenadas ((1-especificidad); sensibilidad) de la prueba con la que
vamos a comparar, y luego se traza otra linea desde el punto (1,1) que también pase
por el punto ((l-especificidad); sensibilidad) de la prueba con la que vamos a
comparar. De esta manera el grafico queda divido en cuatro zonas como se representa
en la figura 11, de tal manera que cualquier otra prueba quedara representada en una

de las cuatro zonas.

Si hacemos la comparacién de la medicion de los niveles de metilacion
utilizando como técnica QMSP o MSP en muestra de tejido, orina o suero con la

medicion de PSA sérico se obtiene la siguiente grafica:
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En este caso podemos ver que la medicion de los niveles de metilacion en tejido
utlizando como técnica QMSP (0,27; 0,8125) o MSP (0,07; 0,9045) y la medicién de
dos genes en tejido usando QMSP (0,077; 0,888) caen dentro de la zona 1, es decir la
medicion de los niveles de metilacidon ya sea de uno o dos genes usando QMSP o MSP
son siempre mejores métodos diagnostico en comparacién con la medicién de los

niveles séricos de PSA para confirmar presencia o ausencia de PCa. En tanto la
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medicion de los niveles de metilacion de uno (0,09; 0,36), dos (0,11; 0,51) o tres
genes (0,20; 0,55) en orina utilizando MSP al igual que la medicion en suero utilizando
MSP (0,071; 0,423) caen dentro de la zona 4, es decir la medicidon de los niveles de
metilacion ya sea de uno, dos o tres genes en orina y la medicién de un gen en suero

usando MSP son métodos diagndstico superior a PSA para confirmar presencia de PCa.

Si hacemos la comparacién de la medicién de los niveles de metilacion
utilizando como técnica QMSP o MSP en muestra de tejido, orina o suero con el

examen histoldgico se obtiene la siguiente grafica:
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En esta grafica al tener el examen histologico una especificidad de 100% y una
sensibilidad de 70,4% el punto para realizar las diferentes zonas, en la grafica se
pierde la zona 1 y 4 y sélo tendremos la zona 2 y 3. En este caso podemos ver que la
medicion de los niveles de metilacién en tejido utlizando como técnica QMSP (0,27;
0,8125) o MSP (0,07; 0,9045) y la medicion de dos genes en tejido usando QMSP
(0,077; 0,888) caen dentro de la zona 2, es decir la mediciéon de los niveles de
metilacion ya sea de uno o dos genes usando QMSP o MSP son mejores métodos
diagndstico en comparacion con el examen histologico para confirmar ausencia de PCa.
En tanto la medicion de los niveles de metilacién de uno (0,09; 0,36), dos (0,11; 0,51)
o tres genes (0,20; 0,55) en orina utilizando MSP al igual que la medicidon en suero
utilizando MSP (0,071; 0,423) caen dentro de la zona 3, es decir la medicién de los

niveles de metilacién ya sea de uno, dos o tres genes en orina y la mediciéon de un gen
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en suero usando MSP son siempre métodos diagnodstico inferiores para confirmar

presencia o ausencia de PCa.

Por lo tanto basandonos en la comparacion realizada, la medicion de los niveles
de metilacion utilizando como muestra tejido parece ser un método diagndstico
superior al método utilizando en la actualidad (PSA sérico), en cambio no es un
método superior al método del examen histolégico de la puntuacién de Gleason. Si
analizamos ahora la medicién de los niveles de metilacion utilizando como muestra
orina o suero vemos que este es un buen método sélo para confirmar presencia de PSA
al compararlo con PSA sérico, pero no es un buen método al compararlo con el examen

histologico.
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6. CONCLUSION

El PCa es la segunda causa de muerte en hombres en Chile y en el mundo y en las
Ultimas décadas, a pesar de los métodos de tamizaje y diagnédstico, se ha
caracterizado por un aumento sostenido en la incidencia y la mortalidad. PCa se puede
presentar de forma indolente en que el paciente morira con PCa, pero no de este, y
también se presenta como una forma agresiva, en donde la posibilidad de

supervivencia disminuye si no es detectado de manera temprana.

En la actualidad los métodos utilizados para el diagnodstico de PCa, carecen de
sensibilidad y especificidad (Para PSA; especificidad 25-35%, sensibilidad 75-85%),
por lo tanto no son capaces de discernir entre un PCa indolente de uno agresivo o
entre PCa y otras patologias asociadas a la préstata, como lesiones pre neoplasicas e
HBP.

Es por este motivo que surge la necesidad de crear un set de marcadores
moleculares, principalmente marcadores epigenéticos asociados a la metilacion del
ADN, que permitan tanto el diagndstico precoz, como la distincion entre un PCa
indolente de uno agresivo. La gran ventaja que presentan los marcadores epigenéticos
es que presentan una mayor sensibilidad y especificidad, al compararlo con PSA,
cuando la muestra analizada es tejido. Aunque se ha descrito que la metilacion del
ADN puede ser detectada en distintos tipos de muestras, incluyendo orina, suero y
plasma, por lo tanto estos pueden ser medidos mediante métodos no invasivos, al
compararlo con PSA y examen histologico, este método no es mejor método

diagnéstico o prondstico

En la presente revisidn se encontré un set de marcadores que pueden ser utilizados
para el diagnédstico, prondstico y como medida de respuesta al tratamiento, que
permiten estar alertas de una posible recidiva bioquimica después de la prostatectomia
radical, como también pueden ser utilizados para la determinacion de la presencia de
un cancer resistente a la castracién, pero solo cuando la medicion de los niveles de

meilacién sea realizada en muestras de tejido.

A partir de los analisis realizados podemos concluir que existen diversos set de
marcadores que nos permitiran hacer la evaluacion del PCa y poder estadificarlo para

determinar su posible tratamiento.
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Para poder distinguir el PCa en etapa muy temprana (transicién epitelio normal a
HGPIN), se podrian utilizar como marcadores de diagndstico los niveles de metilacion
de GSTP1, RASSF1A, APC y RARB2

Para poder distinguir el desarrollo de PCa primario (Transicion HGPIN a PCa), se
podrian utilizar como marcadores de diagndstico y pronostico los niveles de metilacién
de GSTP1, RASSF1A, APCy RARB2.

Para distinguir un PCa agresivo (transicién PCa a PCa metastasico), se podrian utilizar
como marcadores de prondstico o de respuesta al tratamiento los niveles de metilacién
de PSTG2, PITX2 y CD44. Cabe destacar también que los niveles de metilacion de
PITX2 y CD44 también tienen un potencial uso en la deteccion de la recidiva

bioquimica después de la prostatectomia radical.

Para distinguir un PCa resistente a castracién se podrian utilizar los niveles de
metilacion de AR y PMEPA1, la deteccion de este tipo de PCa, es el peor prondstico, ya

que disminuyen dramaticamente la posibilidad de supervivencia del paciente.

Estos marcadores en conjunto aumentan aln mas los valores de
especificidad y sensibilidad, que al utilizarlos por separado, por eso se recomienda que
la utilizacion de estos se realice como un set de marcadores para PCa. Con un panel
de genes metilados especificos en cancer de prdstata, urdlogos y patdlogos podrian
disponer de una herramienta de diagndstico molecular y una prueba no invasiva
altamente sensible y especifica, no sélo para el diagndstico, sino también para las
estrategias de vigilancia. Una ventaja es la denominada estrategia de multiples
marrcado, en donde un marcador molecular puede no detectar un grupo heterogéneo
de canceres de prostata de una manera altamente especifica y sensible, la prueba de
metilacion (consistente en el panel de genes altamente especificos) examina el panel
de genes que incluye todos los genes de la rutas importantes que alteran en el cancer
de prostata. Para poder validar estos set de marcadores epigenéticos es necesario que
futuros estudios se enfoquen en la aplicacién de estos como métodos clinicos de
diagndstico y prondstico, incluyéndolos en los nomogramas utilizados en la actualidad,
para asi evaluar la efectividad de estos y su potencial implementacion en el area

clinica.
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