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RESUMEN
Roberto Pérez Jiménez Fecha de Graduacion: Diciembre, 2021
Universidad Auténoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Asociacion de los genotipos de la variante HSD3B1 (1245 A>C)
en respuesta a la resistencia hormonal en pacientes con cancer de prdéstata con
terapia de deprivacion de andrdogenos.

Ndmero de paginas: 82 Candidato para el grado de Maestro en
Ciencias con Orientacion en Farmacia
Area de Estudio: Farmacia

e Prop6sito y Método del Estudio: El cancer de préstata (CaP) es la segunda
causa de muerte por neoplasia en varones. Las variantes del polimorfismo
rs1047303 del gen HSD3BL1, influyen en la sintesis de dihidrotestosterona (DHT)
extragonadal. El alelo 1245A limita la sintesis de DHT (adrenal restrictivo) y el
alelo 1245C (adrenal permisivo) permite la sintesis de DHT en el cancer de
prostata resistente a la castracion (CPRC) con tratamiento de blogqueo
androgénico total (BAT). Por lo tanto, en el presente proyecto de tesis se propuso
llevar a cabo la asociacion de los genotipos de la variante HSD3B1 (rs 1047303)
en la poblacion mexicana, ya que, no existen reportes sobre la relacion de estas

variantes y la respuesta al BAT en CaP.

Contribuciones y Conclusiones:

La variante 1245C (adrenal permisivo) del gen HSD3B1 (rs 1047303) se encuentra
asociada a la resistencia temprana al tratamiento de bloqueo androgénico total (BAT) y
supervivencia mas corta en pacientes con CPRC, por lo tanto, se podria identificar la

variante del gen HSD3B1(1245C) en la practica clinica. Este es el primer reporte que

Cluny

Dra. Maria del Rosario Gonzalez Gonzélez

evalla dicha asociacion en pacientes mexicanos.
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CAPITULO 1

1. Introduccion

1.1 Cancer

Dentro de las enfermedades que afectan con més frecuencia a la especie humana,
encontramos aquellas patologias no transmitibles que actualmente son causantes de la
mayor parte de las muertes a nivel mundial. El cancer se ubica como la causa
principal de muerte representando una de las complicaciones que disminuye la

esperanza de vida humana (1).

De acuerdo con cifras de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2019, el
cancer se situ6 dentro de las primeras causas principales de muerte antes de los 70

afios ocupando el cuarto lugar por defunciones en 23 paises (2).

La incidencia y la mortalidad por cancer esta incrementandose rapidamente en todo el
mundo; debido principalmente al envejecimiento de las poblaciones lo que genera
cambios en la prevalencia y la distribucidn de los principales factores de riesgo de
cancer, algunos de los cuales estan asociados con el desarrollo econémico presente en

cada pais (3).



Se estima que en el afio 2020 existié una incidencia de 19.3 millones de casos nuevos
por cancer a nivel mundial y alrededor de 10 millones de muertes (4). Dentro de las
distribuciones por incidencia y mortalidad de todos los canceres en ambos sexos, se
estima que la mitad de los casos y més de la mitad en defunciones por cancer
ocurrirdn en Asia, debido a que gran parte de la poblacion mundial (60%) reside ahi,

seguida de Europa y finalmente el area de las Ameéricas (5).

El cancer de pulmon es el mas frecuente y la primera causa de muerte por cancer en
varones, seguido del cancer de prostata y colorrectal (Figura 1). Los mas mortales son

el cancer hepatico y colorrectal (Figura 2).
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Figura 1. Porcentaje de incidencia de cancer en hombres. (Tomado de
Globocan 2020).
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad por cancer en hombres. (Tomado de
Globocan 2020).
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El cancer de prostata representa la neoplasia mayormente diagnosticada en varones en
mas de la mitad de los paises del mundo, con un estimado de 1.4 millones de casos
nuevos Yy hasta 375,000 muertes. Esto lo sitia como el segundo cancer mas frecuente

y la quinta causa principal de muerte entre los hombres (4).

La incidencia por cancer de prdstata varia considerablemente en todas las regiones,
presentando las tasas mas altas en Europa, América del Norte y Africa del Sur, en
contraste con Asia y Africa del Norte, donde encontramos las tasas mas bajas de
incidencia. No obstante, los patrones de mortalidad e incidencia no siempre se
correlacionan, registrando mortalidades mas elevadas en Africa Subsahariana y el

Caribe (4).

Estas diferencias pueden existir, debido al incremento en el tamizaje y deteccion
temprana del cancer de préstata evaluada por el antigeno prostatico especifico (APE),
practica habitual en los paises con un alto desarrollo econémico lo cual ha traido
consigo un mayor nimero de diagnosticos tempranos con el consiguiente incremento
en la incidencia en estos paises durante la Gltima década, reduciendo asi la mortalidad

y mejorando el pronostico y calidad de vida al momento del diagndstico (6).

Sin embargo, las variaciones geograficas demuestran una clara evidencia sobre la
incidencia en el cancer de prostata, anterior a la introduccion de la deteccién por
APE, destacando un papel potencial a los factores de estilo de vida en el riesgo de
desarrollar la enfermedad. El estudio de las migraciones pondera el papel que estos
factores tienen en la incidencia y mortalidad del cancer de prostata, como es el caso

de los hombres de origen asiatico cuando migran a paises de alto riesgo (EEUU),



donde la incidencia y mortalidad se ven incrementadas con respecto al de su origen
(7).

Los programas de deteccion oportuna del APE en paises de bajo o0 mediano poder
econdmico, no han resultado exitosos provocando diagnosticos tardios donde la
mayoria de los casos presentan CaP en estadios avanzados. El panorama se ve aln
més complicado, sumandole un escaso desarrollo y deficiencia en la infraestructura y
recursos econémicos que se destinan para el sistema de salud, dando como resultado,

una tasa menor de incidencias, mostrando una elevada tasa de mortalidad (8).

Las proyecciones realizadas a partir de datos recientes pronostican que para el afio
2030, el cancer de prostata en los sistemas de salud a nivel mundial, se incremente
drasticamente con un aproximado de 1.7 millones de casos nuevos y hasta 500,000

fallecimientos por afio (9).

A pesar de estas proyecciones realizadas, la mortalidad por CaP ha ido disminuyendo
en Norteamérica, el Noreste de Europa y algunos paises desarrollados de Asia; esto se
debe a las constantes campafias de cribado realizados en cada uno de estos paises y al

desarrollo de mejores técnicas en su tratamiento (10).

En América Latina (LATAM), durante las ultimas décadas, ha experimentado un
incremento en la esperanza de vida contrastado con un envejecimiento acelerado de la
poblacion lo que conlleva un incremento en la incidencia de cancer, incluyendo al
cancer de prostata (11). A pesar de los esfuerzos en mejorar y garantizar una mejor
atencion en salud, las tasas de mortalidad por cancer en LATAM son el doble de los

paises desarrollados (12).



Hasta el afio 2020, una de las causas principales de muerte en varones en México
fueron los tumores malignos, por detrds de las enfermedades cardiovasculares y
diabetes mellitus quienes ocupan la segunda y primera causa de muerte
respectivamente. Los principales canceres diagnosticados en varones fueron: cancer
de prostata (29.9%), colorrectal (8.9%), estdémago (5.2%) y pulmén (5%) (13).
Dentro de los estados del norte del pais, el porcentaje relacionado con las defunciones
por CaP representan el 22.9% del total a nivel nacional y es la entidad de Nuevo Ledn
que tiene el mayor porcentaje de casos con un 17.8%, con una tasa de mortalidad de

13 defunciones por cada 100,000 hombres (14).

1.2 Cancer de prostata

Dentro de las neoplasias malignas no cutaneas, el cancer de prdstata es el mas comdn
diagnosticado en varones. Es un proceso patoldégico importante presente
principalmente en la poblacion adulta, debido a que la incidencia y mortalidad,
aumentan de manera considerable con la edad. Los datos recabados por la
Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) estiman que el 90% de varones

que fallecieron por cancer de préstata tenian una edad de 65 afios 0 méas (15).

Su etiologia no es clara, se han identificado numerosas formas en las que la respuesta
bioldgica individual y los diferentes factores del estilo de vida influyen en el

desarrollo y progresion de la enfermedad, asi como en la supervivencia (Tabla 1y 2)

(6).



Tabla 1. Evidencia para factores de riesgo de cancer de prostata.

Factor de riesgo Fuerza de la evidencia
Edad avanzada Alta
Ascendencia africana Alta
Historia familiar Alta
Loci de riesgo genético Alta

Tabla 2. Evidencia para factores de riesgo de cancer de prostata avanzado.

Factor de Riesgo Fuerza de la evidencia

Aumento del riesgo

Niveles de lipidos Baja
Obesidad Alta
Fumar Alta

Riesgo disminuido

Actividad fisica Alta
Vitamina D Baja
Antioxidantes Baja

La edad del individuo y el riesgo del desarrollo de CaP presentan una relacion directa,
ya que, en varones menores de 44 afnos, la incidencia es apenas de 0.2/100,000 y para
las edades de 45 — 54 afios se presenta un incremento de 10.6/100,000. El grupo de 55
— 64 afos incrementa 6 veces su incidencia con 72.9/100,000 casos y finalmente, en

aquellos mayores de 65 afios presentaran una incidencia de 260/100,000 (16).



A medida que siga aumentando la longevidad en toda la poblacion del mundo, la
carga del CaP creard un importante desafio sanitario, provocando una sensacion de
urgencia en la profesion médica para implementar campafias de cribado para la

deteccion temprana y el desarrollo de terapias mas adecuadas (17).

Diferentes lineas de investigacion clinica y experimental han apoyado el papel que
desempefia la dieta, la ingesta de calorias y la obesidad en el desarrollo de CaP. La
obesidad es definida como un indice de masa corporal (IMC) superior a 30 y
manifestandose con un crecimiento excesivo del tejido adiposo; se ha relacionado

tanto con la incidencia, progresion y mortalidad por cancer de prostata (18).

Estudios epidemioldgicos han demostrado que el cancer puede ser acelerado en
pacientes obesos de forma independiente a su estilo de vida. Es por ello que el tejido

adiposo, se ha propuesto como posible efecto directo en la progresion del cancer (19).

Existen también diferencias entra la incidencia y mortalidad del cancer de préstata
entre los diferentes grupos étnicos (Figura 3). Por ejemplo, los afroamericanos
presentan una mayor tasa de defuncion en comparacion con los caucésicos o con los
hispanoamericanos. Esto posiblemente se deba a diferencias en el metabolismo de

esteroides, la genética o los efectos ambientales (20).



Hispano -—
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- —
c
g
- ————————————————————————
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o
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B Mortalidad ™ Incidencia

Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad por cancer de prostata en diferentes etnias
(Tomado de http:www.1000genomes.org).

Existe una menor incidencia de cancer de préstata entre los chinos y japoneses
estadounidenses, pero la incidencia es méas alta en aquellas personas nativas de China
0 Japon. Se ha descrito también que los hombres del norte de Europa tienen una
mayor incidencia de cancer de prostata que los hombres residentes del sur. Estos
hallazgos han sido similares en los Estados Unidos, en donde se sugiere que la
incidencia de cancer de prostata esté relacionada de forma inversa con la exposicién
al sol. Con esto, se ha relacionado epidemiol6gicamente el cancer de prostata con el

metabolismo o deficiencia de la vitamina D (21).

En el CaP como ocurre con el cancer de mama, existe predisposicién genética en el
desarrollo de la neoplasia. No obstante, en el cancer de prostata no se han podido
identificar aln regiones genéticas especificas que sirvan como marcadores

moleculares para su deteccion o pronéstico. Sin embargo se han identificado genes
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candidatos en el proceso de tumorigénesis que podrian ayudar a comprender la

etiologia del cancer y brindar un diagnostico oportuno (22).

Recientemente se ha demostrado que en varones que portan mutaciones en BRCA1 /
BRCA2, presentan un mayor riesgo de desarrollar cancer de prostata y estos pueden
ser mas agresivos (23). De igual forma en un metaandlisis realizado por Castro et al,
que involucra pacientes con CaP y mutaciones en el gen BRCA2 fue posible
documentar asociacion entre esta y el incremento en la mortalidad por la neoplasia

sugiriéndose como marcador de estratificacion clinica del CaP (24).

1.3 Diagnostico

El CaP es una enfermedad que generalmente no produce sintomatologia, se desarrolla
de forma silenciosa y va progresando a través de diferentes estados de anormalidad
glandular. Involucra un deterioro progresivo que finalmente se manifiesta

clinicamente en una enfermedad letal.

La introduccion del cribado por APE a principios de la década de los 90, ha
demostrado un aumento marcado en la incidencia de cancer de préstata, con mas del

90% de pacientes diagnosticados con una enfermedad localizada.

Antes del uso del APE, solo el tacto rectal estaba disponible para el diagnostico y
disminuia la calidad de vida de los pacientes, diagnosticandose con esta técnica a 1 de

cada 5 personas, la gran mayoria presentando metastasis 6seas (25).

El primer biomarcador de tumores aprobados por la Food and Drug Administration
(FDA) fue el APE. Su aprobacion llegdo como un medio para poder monitorizar el
progreso de los pacientes que eran sometidos a tratamiento por cancer de prostata.

9



Para 1994, se amplié su uso y fue indicado y aprobado para aquellos hombres
mayores de 50 afios y que ayudaria al escrutinio y diagnostico de cancer de prdstata

junto con la exploracién de tacto rectal (26).

El APE, es una enzima serin-proteasa perteneciente a la familia de las calicreinas,
producida casi exclusivamente por las células epiteliales de la glandula prostética.
Tiene una vida media de aproximadamente 3 dias. Se produce por la regulacion de
andrdgenos y su principal funcion bioldgica es hidrolizar las proteinas de alto peso
molecular que son producidas en las vesiculas seminales, permitiendo la degradacién
del coédgulo formado con los espermatozoides y liberandolos para asi mejorar su

motilidad (27).

En el torrente sanguineo, el APE no presenta actividad enzimatica. El analisis del
APE consiste en medir diferentes moléculas especificas de la prostata y es la suma de
todas ellas, la que informa el APE total. ElI APE se puede encontrar unido a
diferentes proteinas o encontrarse de forma libre, sin embargo, una proporcion menor
de APE libre se asocia con un mayor riesgo de cancer de prostata. En los Gltimos
afios, se han ido desarrollando pruebas para identificar otras isoformas moleculares de

APE debido a la relacion que tiene con el cancer de préstata (28).

El andlisis de APE es el método mas ampliamente utilizado para el cribado del cancer
de prostata y es el unico método actualmente que se ha estudiado en grandes ensayos
aleatorizados. Un estudio que comparé el rendimiento entre el tacto rectal y el APE
observando que la deteccion del cancer de préstata confinado a érgano mejord un
78% al combinar estas dos técnicas, en comparacion de la exploracion con el tacto

rectal solo (29).
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Una de las estrategias que mejoran el cribado del APE, es realizar mediciones mas
tempranas del APE durante los 40 y 55 afios. Se ha demostrado que los niveles de
APE durante este periodo pueden predecir el riesgo de padecer de cancer de préstata,

particularmente en aquellos que pudiera desarrollar una enfermedad letal (30).

Generalmente se considera como limite superior para APE 4 ng/ml, y por encima de
dicha cifra, se puede sospechar de un cancer de prdstata; sin embargo, se debe tomar
en cuenta también la edad del paciente, ya que, los niveles de APE van
incrementando y, por ende, los limites superiores para el cribado se van modificando.
Por ejemplo, entre los varones de 50 y 59 afios el limite superior es de 3.5 ng/ml
(Tabla 3). Cualquier valor por encima del limite superior ademas de un examen de
tacto rectal que revele induraciones o nodulos, serian factores por considerar para un

examen confirmativo que es la biopsia.

Tabla 3. Valores de normalidad de APE segun la edad del paciente.

Valor de antigeno prostatico
Grupo etario
especifico (APE)

40 — 49 afios <2.5ng/mi
50 — 59 afios <3.5ng/mil
60 — 69 afios < 4.5 ng/ml
70 — 79 afios < 6.5 ng/ml

A pesar de utilizar ampliamente el APE como un método de deteccion y evaluacion
del cancer de proéstata, no es un biomarcador fiel para esta enfermedad. Si bien es una

fuerte predictor, el APE no es especifico del cancer, por lo tanto, puede encontrarse
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elevado en diferentes afecciones benignas, como la hiperplasia prostatica. Ademas,
no existe un valor de APE que excluya por completo el riesgo de desarrollar cancer

de prostata.

1.4 Clasificacion del cancer de prdéstata

El diagnéstico del cancer de prostata se basa en el grado histolégico del tejido,
obtenido a partir de una biopsia de prostata. Un estudio histoldgico puede evidenciar

la presencia de cancer de prostata o hallazgos precancerosos o benignos.

La mayoria de los canceres de prostata son del tipo adenocarcinomas. Estos surgen en
la mayoria de los casos en la zona periférica de la prostata, aunque también se han
reportado anomalias histolégicas en las zonas centrales (5 a 10%) y la zona de

transicion (20%) de la glandula (31).

La mayoria de las neoplasias epiteliales surgen en la zona periférica de la glandula, y
menos del 10% tiene un origen transicional (por dentro de la glandula). La
diferenciacion glandular en cancer de prostata es predominantemente del tipo
adenocarcinoma. Histéricamente se han propuesto diferentes sistemas de
clasificacion, utilizando criterios morfoldgicos para que el médico patdlogo pueda
identificar la arquitectura glandular. Si bien, se han desarrollado méas de 20 sistemas
para realizar dicha clasificacion, el cancer de prostata se clasifica casi universalmente

con el sistema de Gleason (32).
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1.4.1 Sistema de clasificacion Gleason

El sistema Gleason es un andlisis anatomo — patologico basado en una combinacion
de caracteristicas arquitectonicas y celulares que se consideran en la clasificacion de
otros tipos de canceres epiteliales (Tabla 4). Este sistema incluye principalmente dos

componentes:

Tabla 4. Clasificacién Gleason por grupos de grado. Tomado de Epstein (33).

Grado Puntuacion

Grado 1 <6

Grado 2 3+4=7

Grado 3 4+3=7

Grado 4 4+4=8;3+5=8;5+3=8
Grado 5 5+4=9;4+5=9;5+5=10

1. Existen cinco patrones, o grados en el cual describen una arquitectura normal
de las células hasta aquellas que no presentan un tipo de organizacion
glandular. A los cénceres de prostata se les asignan grados de Gleason que
van desde el 3 al 5 (32).

2. La puntuacion de Gleason se obtiene asignando un grado al patron mas
predominante y otro al siguiente patron mas coman. Por convencién, los datos
se expresan en forma de suma en el cual, el patron primario ocupa el primer
lugar. Por lo tanto, el patron reportado por Gleason puede estar entre 2 (es
decir, 1 + 1) y 10 (5 + 5). Sin embargo, no se reportan aquellos valores de
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Gleason menores a 6 porque no son considerados valores diagnosticos de

cancer (34).
Dentro de las principales ventajas que tiene el sistema Gleason, encontramos su alta
reproducibilidad y capacidad de poder distinguir entre aquellos fenotipos de cancer
que influyen en el tratamiento clinico. Sin embargo, una desventaja que presenta esta
clasificacion es que no puede proporcionar una vision clara de los tumores Gleason 7,
el cual es uno de los tipos mas comunmente informados en los reportes patoldgicos.
Los canceres Gleason 7 (es decir, 3 + 4 0 4 + 3) son un grupo clinicamente
heterogéneo que presentan un resultado clinico muy variable. A pesar de buscar
mejorar la clasificacion de aquellos tumores que se describen como Gleason 7, esta
técnica estéd limitada por la microscopia Optica que permite evaluar la morfologia, asi
como por el entrenamiento y experiencia del médico patélogo que realiza dicho
andlisis. Es por ello que la mayoria de los médicos e investigadores han optado por
tratar de incorporar diferentes métodos de caracterizacién molecular de los tumores al

sistema de clasificacion actual (32).

1.4.2 Estadificacion TNM

Evaluar el estadio de la enfermedad que puede manifestarse inicialmente con la
identificacion de la lesion en la prostata, seguido de una evaluacion al tumor
primario, los ganglios linfaticos y la metastasis, proporcionan al equipo de salud, la
informacion clinica necesaria para valorar el pronostico y guiar en el tratamiento del

paciente (35).
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Existen diferentes modalidades para la obtencion de imagenes radioldgicas los cuales
incluyen al ultrasonido, tomografia computarizada y la resonancia magnética, todos

ellos utilizados para la estadificacion del cancer de préstata (36).

Una vez realizado el diagnostico y poder estadificar el cancer de prostata, se disefio
un sistema de tumores, ganglios, metastasis (TNM) de la American Joint Committee
on Cancer (AJCC) (Tabla 5). Esta estadificacién toma en cuenta el riesgo con base al

estado clinico del paciente ademas de otros parametros previos al tratamiento:

e Hallazgos en el tacto rectal

e Valores del antigeno prostatico especifico
e Analisis anatomo — patoldgico

e Estudios de imagen

Tabla 5. Clasificacion TNM para el cancer de prostata.

Clasificacion =~ Descripcion

T Tumor Primario

Tx No se puede valorar el tumor primario.

TO No hay evidencia de tumor primario.

T1 Tumor clinicamente no palpable.

Tla Tumor incidental con presencia en 5% o menos del tejido resecado.

Tib Tumor incidental con presencia en mas del 5% del tejido resecado.

Tic Tumor identificado por biopsia con aguja, encontrado en uno o ambos I6bulos, pero no es palpable.
T2 Tumor es palpable confinado a la prostata.

T2a Tumor que involucra la mitad 0 menos de un solo I6bulo de la prostata.

T2b Tumor que involucra mas de la mitad de un solo l6bulo de la préstata.

T2c Tumor que involucra ambos l6bulos.

T3 Tumor con extension extraprostatica que no esta fijo o no invade estructuras adyacentes.
T3a Extension extraprostatica (unilateral o bilateral).

T3b Tumor que invade las vesiculas seminales.
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T4 Tumor que esta fijo o invade estructuras adyacentes diferentes a las vesiculas seminales, como esfinter externo

recto, vejiga, musculos elevadores del ano y/o pared pélvica.

N Ganglios linfaticos regionales

NX No se puede evaluar la presencia de enfermedad linfatica.
NO Sin metéstasis a ganglios linfaticos.

N1 Metastasis en ganglios regionales.

M Metastasis a distancia

MO No hay metaéstasis a distancia.

M1 Metéstasis a distancia.

M1la Ganglios no regionales.

M1b Hueso.

Mlc Otros sitios con o sin enfermedad a hueso.

En 1998 D’ Amico y colaboradores propusieron un modelo para clasificar el riesgo de
cancer de proéstataen funcién de su riesgo, conformando tres grupos (bajo, intermedio
y alto) en base a su TNM, puntuacion de Gleason y nivel de APE preoperatorio

(Tabla 6). Este sistema sigue actualmente vigente (37).

Tabla 6. Caracteristicas de los grupos de riesgo segun D'Amico.

Grupo de riesgo Caracteristicas

APE <10 ng/ml, Gleason <7y Tlc—

Riesgo bajo
T2a
Riesgo intermedio APE 10-20 ng/ml, Gleason <7 0 T2b
Riesgo alto APE > 20 ng/ml o Gleason > 7 0 T2c-3a
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1.5 Tratamiento del cancer de prostata

La terapia contra el cancer de prostata ha ido evolucionando durante la Gltima década
gracias al desarrollo de nuevas estrategias y al descubrimiento de nuevos farmacos,
asi como, un avance en los estudios por imagen y secuenciacion de préxima
generacion. En el 2004, el dGnico tratamiento disponible era la terapia de bloqueo
androgénico total (BAT) para aquellos pacientes con enfermedad metastasica junto

con la mitoxantrona, el cual solo funcionaba como tratamiento paliativo (38).

Para el afio 2017, aquellos varones que recibieron el diagnéstico de CaP tienen una
mayor variedad de opciones de manejo y esta se basa en el tipo de riesgo al que
pertenece el paciente. Por ejemplo, los hombres con un CaP clasificado en un riesgo
bajo e inclusive algunos pacientes seleccionados con enfermedad intermedia, puede

optar por una modalidad de tratamiento denominada, vigilancia activa (39).

La categoria que comprende aquellos pacientes con un diagnostico de riesgo bajo —
intermedio, puede elegir terapias ablativas que son minimamente invasivas como la
radioterapia o prostatectomia radical con la intencion de controlar la neoplasia (40).
Los hombres que presentan enfermedad de alto riesgo y el céncer se encuentra
localizado o en aquellos en los que ya existe la metastasis, generalmente se opta por
un tratamiento con radioterapia con o sin BAT, mientras que los pacientes con una
enfermedad refractaria, sensible o resistente a la castracion, se les puede ofrecer
adicionalmente la quimioterapia principalmente con taxanos como docetaxel o

cabacitaxel (41).
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El BAT se ha convertido en un estandar para el tratamiento de CaP avanzado, con un
mayor uso en aquellos pacientes que han desarrollado metastasis, esto con el objetivo
de reducir la progresion del tumor y aliviar los sintomas. El objetivo de este
tratamiento es el bloqueo maximo de andrdgenos circulantes como la testosterona
buscando reducirla a niveles de castracion. Esta terapia también puede utilizarse de
manera neoadyuvante antes de la realizacion de otros procedimientos como la

prostatectomia radical (42).

EL bloqueo de androgenos se puede realizar de diferentes formas ya sea mediante la
castracién médica o quirtrgica, aunque actualmente esta Ultima se usa con menos
frecuencia. La castracion medica utiliza medicamentos que actdan a nivel de la
sintesis de androgenos bloqueando su produccién o también bloqueando el receptor

de androgenos (RA) con farmacos antagonistas (43).

Dentro de los farmacos que bloguean la sintesis de andrdégenos encontramos a los
denominados agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LH-RH)
como leuprolida y goserelina, antagonistas de LH-RH como degarelix e inhibidores
del citocromo p450 como abiraterona y ketoconazol. Por otro lado, los agentes que
actdan a nivel del RA pueden ser de dos tipos: esteroides 0 no esteroideos siendo el
acetato de ciproterona y la enzalutamida, un ejemplo de cada uno de ellos,

respectivamente (44).

1.6 Cancer de prostata resistente a la castracion

Anteriormente se menciond que el objetivo de BAT es reducir la testosterona

circulante a niveles de castracion, lo que se traduce en concentraciones menores a 50
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ng/dl. Esta disminucion en androgenos circulantes da como resultado una menor
proliferacion celular e induccién de apoptosis, disminuyendo asi la progresion y el
tamafio del tumor. Sin embargo, a pesar de existir una respuesta ante la proliferacion
celular con BAT, las células neoplésicas eventualmente se vuelven resistentes a la
terapia y se empiezan a manifestar en el paciente signos y sintomas de una progresion
de la enfermedad. La resistencia a la castracion se aplica a los pacientes con cancer de
prostata que progresa a pesar de mantener niveles de testosterona por debajo de 50
ng/dl, y que presenta tres elevaciones consecutivas del APE y/o muestra evidencia

por técnicas de imagen de la diseminacion de la enfermedad (45).

En el estadio de cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC) la enfermedad se
torna incurable y para aquellos pacientes con CRPC que han desarrollado metéstasis

(CPRCm) la supervivencia media es de 16 a 18 meses (46).

La sintesis de testosterona en pacientes con tratamiento de BAT y con desarrollo de
CRPC es debida a precursores extra gonadales (origen adrenal) como
dehidroepiandrosterona (DHEA) o androstenediona (AD) que generan
dihidrotestosterona (DHT). Los tratamientos indicados para estos pacientes son el
acetato de abiraterona (Inhibe a CYP17AL1 bloqueando asi la sintesis de andrdgenos
gonadales, adrenales y de células tumorales), la enzalutamina (inhibidor competitivo

de AR) y el docetaxel (47).

1.7 Genética del cancer de préstata resistente a la castracion

Existe la evidencia de que el CPRC esta ligado por la actividad del RA y la

sobreexpresion de genes que responden a los androgenos. Aunque la expresion de
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genes en el cancer de prostata inicialmente muestra una regulacion a la baja de genes
que responden a los andrégenos, existe un subconjunto de genes que se expresan mas

tarde solo cuando los tumores han progresado a CPRC (48).

Recientemente Jason Hearn y colaboradores, en 2016, describen la relacion entre
resistencia a la terapia por BAT y las variantes del gen HSD3B1. La enzima 3B-
hidroxiesteroide dehidrogenasa-1 codificada por el gen HSD3B1 (OMIM 109715), es
expresada en prostata, tejido mamario, piel y placenta. EI polimorfismo tipo SNP (del
inglés Single Nucleotide Polymorphism), del gen HSD3B1 rs1047303 (1245 A>C),
origina un cambio de aminoacido en la proteina de asparagina a treonina (Asn—Thr),
este cambio conlleva a la proteina a ser resistente a la degradacion causando
acumulacion de esta (Figura 4). La variante HSD3B1(1245A) denominada adrenal
restrictivo porque codifica para una proteina que es facilmente degradada y limita la
conversion de dehidroepiandrosterona (DHEA) a dihidrotestosterona (DHT) mientras
que la variante HSD3B1(1245C) llamado también adrenal permisivo, promueve
resistencia a la degradacion 'y permite la conversién adrenal de

dehidroepiandrosterona (DHEA) a dihidrotestosterona (DHT) (49).
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Figura 4. Mecanismos del gen HSD3B1 (rs 1047303, 1245 A>C). (Tomado de

Sabharwal y Sharifi 2019 (50)).

La frecuencia de estos alelos en las poblaciones es dependiente de etnia; en esparioles
y americanos es muy frecuente y en grupos taiwaneses es muy baja (Figura 5).
Diferentes estudios en diversas poblaciones han mostrado que la variante HSD3B1
(1245C) homocigota puede estar asociada al desarrollo rapido de resistencia
hormonal en pacientes con tratamiento de BAT que los lleva a la progresion de la

neoplasia (51).
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Figura 5. Frecuencias alélicas del gen HSD3B1 (rs 1047303, 1245 A>C) en
diferentes poblaciones.

Por lo anterior, adecuar el tratamiento de BAT en base a los polimorfismos del gen
HSD3B1 (rs 1047303, 1245 A>C) resultaria importante para una terapia mas
adecuada como en aquellos pacientes portadores del alelo de riesgo HSD3B1 (1245
C), que a corto plazo desarrollaran un CaP mas agresivo, reduciendo asi la ventana

terapéutica e incrementando la calidad de sobrevida en estos pacientes.
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CAPITULO 2
2. Antecedentes
La falta de marcadores biologicos para identificar en forma temprana a los pacientes
con CaP que desarrollaran resistencia a la castracion, conlleva a la pérdida de la

calidad y la esperanza de vida de estos.

Se han estudiado numerosos genes candidatos para el CPRC, sin embargo, la gran
mayoria descrita hasta el momento, solo han dado informacién sobre el desarrollo de
la enfermedad sin ninguno dar una respuesta clara sobre la progresion hacia la

resistencia a la castracion.

Previamente, se habia planteado que los androgenos estaban implicados en la
carcinogeénesis de la préstata debido a su participacion en el desarrollo, progresion y
mantenimiento de la glandula (52). La enzima 3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(HSD3B) participa como un componente esencial en la via del metabolismo de los
androgenos porque cataliza la produccién de androstenediona en tejidos
esteroidogénicos y convierte la dihidrotestosterona (DHT) activa en metabolitos
inactivos en los tejidos diana de esteroides (53). Dentro de la familia de genes HSD3B
encontramos dos genes principales y cinco pseudogenes, los cuales se encuentran

asignados al cromosoma 1p12(54).

El gen HSD3B1 codificado por la enzima tipo 1, se expresa en tejidos como la
placenta, los tejidos periféricos, la préstata, la mama y la piel. EI gen HSD3B2 que
codifica para la enzima tipo 2, se expresa mayormente en glandulas suprarrenales,

testiculos y ovarios (55).
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Para poder evaluar la participacion de los genes HSD3B en el cancer de prostata,
Chang y colaboradores (56) (2000) analizaron un panel de muestras de ADN que
fueron recolectadas de 96 hombres con o sin cancer de prostata y buscaron diferentes
variantes de secuencia en la region promotora, exones, exon — intrén y region 3’ sin
traducir de HSD3B1 y HSD3B2 por secuenciacion directa. Pudieron identificar 11
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), de los cuales, cuatro fueron informativos
para cancer de prostata y uno de ellos tuvo la asociacién mas sélida. Este SNP fue
denominado B1-N367T, por el cambio que ocurria en la enzima la cual reemplaza la
asparagina por treonina. Aquellos hombres que poseian un genotipo variante de B1-
N367T, tenian un riesgo mas significativo de desarrollar céncer de proéstata,

especialmente el del tipo hereditario (56).

Posteriormente, Jong y colaboradores (2007) estudiaron la asociacion entre el
polimorfismo de HSD3B1 y el riesgo de cancer de prostata. Realizaron un estudio de
casos y controles en el cual incluyeron a 356 pacientes con cancer de préstata de bajo
riesgo ademas de 363 controles apareados por edad y compararon las frecuencias del
polimorfismo HSD3B1 entre los pacientes y controles, reportando la no asociacion
con el polimorfismo HSD3B1 sobre el riesgo de desarrollar cancer de prostata, sin
embargo, encontraron que los hombres caucasicos con antecedentes familiares de
cancer de prostata y que portaban el alelo HSD3B1 variante, se asociaban
positivamente con el cancer de prostata; OR = 3, con IC 95% (1.0 — 9.2); sugiriendo
con estos resultados que el polimorfismo de HSD3B1 puede modificar el riesgo de
cancer de proéstata especialmente en aquellos varones con antecedentes familiares de

esta enfermedad (57).
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Teniendo bien claro la participacion de la 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1
en la sintesis de precursores suprarrenales, se empezé a estudiar su asociacion con el
CPRC. Wu y colaboradores (2015) estudiaron el alelo variante de HSD3B1 con la
progresion de cancer de préstata resistente a la castracion en el cual incluyeron a 103
pacientes con un seguimiento de 7 afios (2004 — 2011) y que presentaban un cancer
de préstata avanzado. Todos los pacientes fueron tratados con BAT y el material
genético fue analizado por secuenciacion. De esta poblacion analizada, 18 tenian la
variante heterocigota (A/C) del gen HSD3B1, mientras que 85 pacientes eran
homocigotos wild-type (A/A); con una incidencia de CPRC fue mayor en el grupo
portador del alelo variante frente al grupo wild-type, p=0.003. Concluyendo que
aquellos pacientes portadores del alelo variante HSD3B1 (1245C) tienen mas

probabilidades de desarrollar CPRC (58).

En la bisqueda de la asociacion de la variante del gen HSD3B1, Hearn vy
colaboradores (2016) realizaron un estudio retrospectivo de tres cohortes. Utilizaron
datos y muestras de registros de cancer de prdstata mantenidos en la clinica Cleveland
y Clinica Mayo. Se incluyeron y genotipificaron 443 pacientes: 118, 137 y 188 en
cada cohorte respectivamente. En las cohortes se observd que la mediana de
supervivencia libre de progresion disminuida en funcion del nimero de alelos
variantes heredados, encontrando que aquellos pacientes portadores del alelo
homocigoto variante, tenia una mediana de supervivencia méas baja, apenas de 2 afos.
Para Hearn, la herencia del alelo HSD3B1 (1245C) esta asociada con la resistencia a
la castracion en el cancer de prostata y sugieren que el gen HSD3B1 podria emplearse

como un biomarcador genético capaz de detectar a aquellos pacientes que
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desarrollaran, de forma inevitable, una enfermedad mé&s agresiva y que podria

justificar el uso de terapias intensificadas de forma méas temprana (49).

Un estudio independiente llevado a cabo por Agarwal y colaboradores (2017), valido
el efecto del genotipo HSD3B1 en la respuesta a la terapia de bloqueo androgénico
total en el cancer de préstata. Un total de 102 hombres fueron candidatos para ser
incluidos en el estudio, el andlisis validd que los pacientes que heredaban la variante
homocigota, tenian una supervivencia significativamente méas corta en comparacion
con los grupos heterocigotos y homocigotos wild-type, concuerdan con las
conclusiones realizadas por Hearn, asi reafirman que el alelo variante HSD3B1
(1245C) esta asociado con el desarrollo de CPRC mas temprana y de menor
supervivencia, puede ser utilizado como un futuro biomarcador para identificar
aquellos pacientes que pueden beneficiarse de otras lineas de tratamiento inicial como

quimioterapia o la inclusion de antiandrégenos mas potentes (59).

Recientemente Han y colaboradores (2020) realizaron un metaanalisis estudiando la
variante HSD3B1 vy el resultado con la terapia de blogueo androgénico total en el
cancer de proéstata identificando aquellos estudios disefiados adecuadamente para la
deteccidn del gen HSD3B1. La busqueda de datos se realizé en: PubMed y EMBASE.
Incluyeron ocho investigaciones en el cual su resultado valido que el alelo variante

HSD3B1

(1245C) se asocia con una supervivencia mas corta (p=0.0001) en hombres con
cancer de prostata y que fueron tratados con blogueo androgénico total, llegando a la
conclusion que la variante HSD3B1 es un predictor para la respuesta de blogqueo

androgénico total y cancer de prostata resistente a la castracion (60).
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En varones mexicanos con CaP que reciben tratamiento con BAT no existen reportes
que asocien las variantes del gen HSD3B1 (rs1047303) y la resistencia temprana
monitoreada por el incremento de los niveles de APE (recurrencia bioquimica) y/o
aparicion de sintomas (progresion clinica) y/o la aparicion de metéstasis (progresion

radiogréfica).
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CAPITULO 3
3.1 Hipotesis

Las variantes del gen HSD3B1 estan asociadas a la respuesta al tratamiento de
bloqueo androgenico total (BAT) en pacientes con cancer de préstata resistente a la

castracion (CPRC).
3.2 Objetivo General

Asociar los genotipos de la variante HSD3B1 (rs 1047303, 1245 A>C) con la
respuesta al tratamiento, mediante los titulos de antigeno prostatico especifico (APE)

y datos clinicos.
3.3 Objetivos Especificos

» Genotipificar la variante HSD3B1 (rs 1047303, 1245 A>C) en pacientes
mexicanos con CaP y tratamiento de BAT.

» Analizar las frecuencias de los genotipos con respecto a la respuesta por BAT.

» Asociar los genotipos con los titulos de APE y datos clinicos.

» Anadlisis de la supervivencia de acuerdo con el genotipo heredado.
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CAPITULO 4

4. Metodologia Experimental
4.1 Disefio de la investigacion

Tipo de Estudio: Descriptivo

Poblacién seleccionada: Los pacientes incluidos en este estudio fueron tratados en la
Unidad Médica de Alta Especialidad No. 25 del IMSS, en el departamento de
Urologia, con diagnostico clinico de CaP y confirmado por estudios
anatomopatolodgicos e historia clinica completa, los cuales recibieron tratamiento de
bloqueo androgénico total simple o combinada. A los pacientes se les invitd a
participar en el proyecto detallando su importancia, si decidian participar firmaban
carta de consentimiento informado y se les tomaba por puncién venosa 3 mL de

sangre para posteriormente obtener su ADN.

De un total de 483 pacientes, 106 fueron los candidatos para incluirlos en el protocolo
de investigacion por presentar cancer de préstata resistente a la castracion y que

reciben tratamiento por BAT.

Lugar del estudio: Se llevé a cabo en el Centro de Investigaciones Biomédicas del
Noreste — IMSS en donde se realiz6 el analisis del material genético, la ejecucién del
proyecto, analisis estadisticos y la escritura de los resultados obtenidos. Para la
evaluacion clinica de los pacientes, el diagndstico y la obtencion de muestras
sanguineas, se realizé en la Unidad Médica de Alta Especialidad del Noreste No. 25

del IMSS en el Departamento de Urologia con un periodo que comprende los afios
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2016-2020. Ambas instituciones se encuentran ubicadas en la ciudad de Monterrey,

Nuevo Leon.

4.2 Obtencion de ADN gendmico

Aislamiento de ADN. Se realiz6 mediante el kit comercial FlexiGene DNA kit 250
(Cat No. 51206) el cual se fundamenta en una extraccion salina y tratamiento
posterior con proteinasa K con lo cual se obtiene ADN de gran pureza y Optimo
rendimiento, siguiendo la técnica propuesta por el fabricante que a continuacion se

describe.

e Los tubos vacutainer con anticoagulante EDTA son centrifugados por 10 min

a 2500 rpm

e Extraer la capa de células blancas procurando no tomar eritrocitos, ni plasma.

o Depositar el material extraido en tubos tipo eppendorf de 1.8 ml

e Adicionar 1 ml de Buffer 1, tapar y homogeneizar en vortex suave

e Agitar por 10 min evitando la espuma

e Centrifugar 3 min a 3000 rpm

e Decantar el sobrenadante

e Adicionar nuevamente Buffer 1 con el fin de lavar las células blancas

e Centrifugar 3 min a 3000 rpm

e Decantar el sobrenadante
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e Adicionar 350 pl de Buffer 2

e Mezclar en vortex

e Adicionar 3 pl de proteasa homogenizar

e Incubar a 65°C por 20 min

e Dejar enfriar

e Adicionar 500 ul de etanol grado biologia molecular, homogenizar y observar

la formacién de los hilos de ADN

e Centrifugar 5 min a 10 000 rpm

e Decantar

e Lavar dos veces del precipitado con etanol al 70%.

e Dejar secar a 65°C

e Adicionar 100 ul de Buffer 3, para disolver el material genémico.

4.3 Determinacion de la concentracién, rendimiento y pureza del ADN genémico

1. Para obtener la concentracion del ADN eluido, se determind6 a una
absorbancia de 260 nm. El célculo para obtener la pureza se realizé mediante
la relacion entre las absorbancias leidas a 260 nm y 280 nm. La pureza del
material genético leida con la relacién 260 nm y 280 nm, tiene un intervalo de
1.7 a 1.9. Para que las lecturas sean precisas, la absorbancia leida a 260 nm

deber estar en un rango de 0.1 a 1.0.
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2. Todo el ADN se evalto en un espectrofotometro NaNoDrop 2000, utilizando
1 ul del material gendmico obtenido de la técnica descrita anteriormente para

obtener la informacion sobre la concentracion de ADN y ADN/proteina.

4.4 Determinacion de los polimorfismos

El gen HSD3B1 (rs 1047303) fue amplificado en el sistema de PCR en tiempo real,
7500 Fast de Applied Biosistems. El andlisis de discriminacion alélica consiste en
utilizar dos sondas TagMan® marcadas con diferentes fluorocromos (Vic o Fam), los
cuales estan silenciados por un represor o quencher. Una de las sondas reconoce al
alelo normal (también llamado wild type o wt) y otro reconoce al alelo mutado (mut).
La sonda que hibride con el ADN gendmico sera hidrolizada por la polimerasa en los
ciclos de amplificacion y el fluorocromo seré separado del silenciador y emitira una
sefial que serd detectada por el sistema. Las unidades de fluorescencia seran
equivalentes a la cantidad de producto amplificado. Dependiendo de la muestra se
observaran diferentes curvas de amplificacion que corresponderan a los genotipos:
Homocigoto Wt- Homocigoto Mut- Heterocigoto. La determinacion de los genotipos
de las muestras utiliza el programa (Sequence detection Software) 1.4 (Applied

Biosystems, California USA.

Para el ensayo de discriminacion alélica se sigui6 el siguiente protocolo.

1. Limpiar con etanol 70% las areas de trabajo, incluyendo superficies, pipetas y
guantes.
2. Antes de comenzar, ordenar las alicuotas de los ADNs a genotipificar y que

deberan estar perfectamente identificadas con la concentracion adecuada. El
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procedimiento de tipificacién se realiza en placas de 96 pozos incluyendo
duplicados técnicos con sus controles positivos y negativos.

3. Homogeneizar los tubos tipo Eppendorf por 30 minutos a 100 rpm.

4. Descongelar las sondas TagMan y poner en un recipiente con hielo junto con
el Master Mix. El material se cubre con aluminio para protegerlo de la luz.

5. Preparar la mezcla de reaccion con los siguientes componentes

Tabla 7. Componentes de la mezcla de reaccion

Reactivo Mezcla para 1 Mezcla para 100
reaccion reacciones
Master Mix 2.5 ul [1X] 250 pl
Primers 0.0625 [0.5X] 12.5 ul
ADN 1l 1l
Agua 1.4375 pl 137.5 pl

6. Homogeneizar los componentes de la reaccidn por pipeteo y dar un pulso en
la picofuga.

7. Distribuir en cada pozo de la placa, 4 ul de la mezcla de reaccién con una
pipeta multicanal y mezclar por pipeteo.

8. Dispensar 1 ul de ADN en su pozo correspondiente segun la plantilla de
trabajo. Los pozos que estén marcados con blanco, dispensar 1 pl del buffer

empleado para disolver el material genémico.
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9. Sellar la placa con una cubierta optica y finalmente cubrirla con aluminio para
protegerla de la luz.

10. Dar un pulso a la caja colocada en la centrifuga para asegurar la eliminacion
de burbujas dentro de la mezcla de reaccion.

11. Colocar la placa en el termociclador (7500 Fast Applied Biosystems) con las

siguientes condiciones para la reaccion

Tabla 8. Condiciones de reaccion para PCR

Temperatura Tiempo Ciclos
50 2:00
95 10:00
95 00:15 50
60 1:00 50

4.5 Analisis de SNPs

Para el analisis de los SNPs se realiza en equipos de computo con las siguientes

caracteristicas minimas de operacién

Tabla 9. Componentes del equipo de codmputo

Procesador Procesador a 1 GHz o sistema de un chip (SoC)
RAM 1 GB para 32 bits 0 2GB para 64 bits
Espacio en disco duro 16 GB para 32 bits 0 32 GB para 64 bits

Asegurarse de que se esta ejecutando la version mas
Ultimo sistema operativo
reciente de Windows.
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9.

Encender el equipo y la computadora

Seleccionar con doble clic el programa SDS V2.2.2 y crear un nuevo

documento

Seleccionar

Assay: Allelic Discrimination
Container: 96-well-clear

Templete: Blank document

iv.  Run mode: Standard 7500
v.  Operator: Administrator
vi. Comment: SDS v1.4
vii. Plate  name: Numero de identificacion del experimento
correspondiente.
Clic en Next.

Dar clic en la placa en miniatura, seleccionar placa completa y pulsar

nuevamente.

Registrar los datos de las muestras para cada uno de los pozos.

Los pozos negativos se colocan como NTC, dar doble clic en cada pozo donde

se encuentran y seleccionar NTC.

Guardar la carpeta en “mis documentos” correspondientes al usuario. Clic en

file > export > Setup > guardar.

La placa previamente centrifugada debe estar en el termociclador.

10. Instrument > Pre Read > Cerrar Archivo

11. Clic en “nuevo documento” seleccionar:

Assay: Standard Curve (Absolute Quantition)
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ii.  Container: 96 well clear
iii.  Template: Blank document
iv.  Run mode: Standard 7500
v.  Operator: Administrator
vi. Comment: SDS v1.4
vii.  Plate name: Plate 2
12. Clic en “Finish”.
13. Clic en File > Import simple Setup > archivo .txt guardado anteriormente.
14. Open > verificar datos > guardar.
15. Seleccionar “Instrument” y cambiar el columen correspondiente. Run mode:
Standard 7500.
16. Clic “Start” con una duracioén aproximada de 90 minutos.
17. Cerrar el archivo una vez finalizado el proceso.
18. Para obtener los archivos para su interpretacion seleccionar Instrument > Post-

Read (60 seg) > Cerrar software.

4.6 Analisis Estadistico

Para el andlisis de datos se realizd la estadistica descriptiva de las variables
demograficas y clinicas de la cohorte estudiada, la supervivencia con Kaplan — Maier
y log — rank, el analisis multivariable con riesgos proporcionales de Cox, asi como el
analisis de riesgo con modelos de regresion multiple para la asociacion de los
genotipos y los valores clinicos, se realizo en el paquete estadistico IMB SPSS

Statistics 25. El calculo de equilibrio de Hardy — Weinberg se realizo mediante la
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prueba de X? y la exacta de Fisher. Se consider6 estadisticamente significativo a un

valor de p<0.005. El valor de p se ajustara con la prueba de Bonferroni.
Para el paquete estadistico SPSS 25, se siguid bajo la siguiente metodologia

1. Dar doble clic en el programa “IBM SPSS Statistics 25.
2. Seleccionar en la parte inferior izquierda la pestafia “Vista de Variables”
i.  Enla columna de “Nombre” asignar las caracteristicas demograficas y
clinico — patologicas de los pacientes
ii.  Enlacolumna de “tipo” se quedaran como numérico
iii.  En “Anchura” se quedara predeterminado con 8
iv.  Los decimales se ajustaron dependiendo de la caracteristica
V.  Se pondra una “Etiqueta” a la fila correspondiente y servira para su
identificacion
vi.  Se le asignara un “Valor” a aquellas caracteristicas que tienen valores
dicotémicos, para este caso 1=No y 2=Si.
vii.  Los datos perdidos o no identificados se podran excluir dentro del
programa estadistico y para su identificacion se selecciona la columna
Perdidos > Valores perdidos discretos > asignar 999 > Aceptar
viii.  El tipo de medida correspondera al dato que se esta incorporando,
pudiendo ser Nominal, Escalar u Ordinal.
3. Seleccionar de la parte inferior izquierda “Vista de datos”
4. Se desplegarda un formato cuadriculado donde en la parte superior

encontraremos las etiquetas previamente anotadas.
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5. Se selecciond cada columna y se agrega la informacion perteneciente de la
base de datos de los pacientes.

Para el andlisis estadistico se realizd bajo el siguiente orden

1) Andlisis de la estadistica descriptiva

a) Analizar > Estadisticos descriptivos > Frecuencias > Seleccion de variables.

b) En la pestafia “Estadisticos” dar clic y seleccionar las casillas con las medidas
de tendencia central y de dispersion. Dar clic en “Continuar”.

c) Dar clic en “Graficos” y seleccionar el tipo de grafica, asi como los valores
(frecuencias o porcentajes). Dar clic en “Continuar”.

d) Finalmente dar un clic en el botdon “Aceptar” y automaticamente tendremos
los datos y resultados de la estadistica descriptiva.

2) Analisis de Supervivencia

a) Analizar > Supervivencia > Kaplan — Meier.

b) Se despliega una ventana donde se selecciond en el apartado “Hora” los meses
de supervivencia de los pacientes, en “Estado” si el paciente se encontraba
vivo 0 muerto con la codificacion 0= vivo y 1=muerto. Para el “Factor” se
selecciono al Genotipo.

¢) Compara factor > log-rank > aceptar.

d) Dar clic en Aceptar para obtener los resultados del analisis no paramétrico.

3) Analisis multivariable con riesgos proporcionales de Cox

a) Analizar > Supervivencia > Regresion de Cox

b) Repetir el paso b del punto 2.
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c) En la seccion de “Covariables” asignar cada uno de los valores clinicos (APE,
tratamiento y nivel de testosterona) y demograficos para analizar.

d) Se selecciono los valores categoéricos de las variables

e) En “Graficos” se selecciond el de “Supervivencia”

f) Clic en “Opciones” y en estadisticos de modelo se marcé el intervalo de
confianza del 95% > Continuar.

g) Clic en “Aceptar” y obtener los resultados obtenidos por el software.

h) Graficar los HR en un forest plots para observar la no asociacion.

4.7 Criterios de seleccién

Se trata de un muestreo no probabilistico de casos consecutivos que acuden a consulta
de Urologia en la Unidad Médica de Alta Especialidad No. 25, donde son valorados
para su diagndstico clinico e histopatoldgico de CaP en base a las guias clinicas del
IMSS y de la Asociacion Europea de Urologia y a los cuales se les inicia tratamiento

con BAT.

4.7.1 Criterios de inclusion

1. Diagnéstico por estudio anatomo — patol6gico de cancer de prostata realizado por
biopsia.

2. Contar con la historia clinica completa que comprende el conocer toda la
evolucion de su enfermedad, datos epidemioldgicos, antecedentes familiares y
personales.

3. Que sea originario del Noreste de la Republica Mexicana.
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4. Aceptar y firmar la carta de consentimiento informado para participar en el
protocolo de investigacion.
5. Ser derechohabiente vigente del Instituto Mexicano del Seguro Social.

6. Contar con tratamiento de bloqueo androgénico total, simple o combinado.

4.7.2 Criterios de exclusion

1. No presentar un diagnostico confirmado de cancer de préstata mediante el reporte
histolégico emitido por un médico patélogo.

2. Presentar un tipo distinto de adenocarcinoma de prostata.

3. No contar con su historia clinica completa

4. No contar con la autorizacion del paciente para participar en el estudio o que, una
vez llevado a cabo, deciden salirse.

5. Que su tratamiento actual no contemple BAT.

4.8 Disposicion de residuos

Los residuos generados se manejaron de acuerdo con los protocolos establecidos por
el CIBIN-IMSS, eliminando el material biolégico con hipoclorito de sodio al 6%

durante 30 minutos y enviando a almacén temporal para su disposicion final.
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CAPITULO5
5. Resultados

5.1 Estadistica Descriptiva y frecuencias alélicas

Las caracteristicas clinico — patoldgicas de los pacientes con CPRC comprende una
cohorte de 106 varones. Nuestra poblacién tuvo una edad media de 75 afios. Méas del
50% presentd un Gleason avanzado (8-10). El 62.2% tiene un tratamiento de BAT
combinado y un 37.8% tiene BAT como monoterapia. La media del APE es 683
ng/mL. Aquellos pacientes con metastasis se presentaron en un 81.1%, mientras que
un 18.9% no presentaba evidencia de progresion. Terapia local previa no estuvo
presente en la mayor parte de los pacientes (83%) y solo el 17% recibieron

radioterapia o prostatectomia (Tabla 10).

Tabla 10 Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte con CPRC

Caracteristicas Cohorte
Pacientes 106
Edad 75
Gleason score
<6 14 (13.2 %)
7 26 (24.5%)
8-10 59 (55.6%)
S/D 7 (6.7%)
Tratamiento inicial
ADT + 66 (62.2%)
ADT 40 (37.8%)
Media APE, ng/mL 683
Metastasis
Si 85 (81.1%)
No 21 (18.9%)
Terapia local previa
Ninguna 88 (83%)

Radioterapia o

0,
prostatectomia 18 (17%)
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De nuestra cohorte en estudio, se realiz6 la genotipificacion obteniendo asi los datos
para sus frecuencias génicas y alélicas. La distribucion de las frecuencias génicas
presente en nuestra cohorte se encuentra en equilibrio de Hardy — Weinberg (p=0.50),
donde el genotipo A/A (wild type) es el mas frecuente 58 (54.7%), seguido del
heterocigoto A/C con una N=39 representando el 36.8% y el homocigoto variante

C/C presente en 9 varones representando el 8.5% (Tabla 11).

Tabla 11 Frecuencia de los Genotipos de HSD3B1(1245 A>C) en pacientes con

CPRC
Genotipo
A/A A/C c/C
N (%) N (%) N (%)
58 (54.7%) 39 (36.8%) 9 (8.5%)
Frecuencia Alélica
Alelo A Alelo C
Adrenal restrictivo Adrenal permisivo
N (%) N (%)
58 (55%) 48 (45%)

Para su analisis, la poblacién total fue subdividida en aquellos que tenian un genotipo
adrenal permisivo (1245C) y un adrenal restrictivo (1245 A). En cuanto a sus datos
epidemiolégicos donde la edad fue similar, siendo de 75 afios la media para el grupo

adrenal restrictivo y de 76 afos la media para el adrenal permisivo (Tabla 12).

Dentro de las sustancias que causan dependencia, el tabaquismo estuvo presente en
28 pacientes (48.2 %) para el grupo adrenal restrictivo, mientras que 16 (33.3 %)
pacientes del grupo adrenal permisivo lo consumian. El alcoholismo comparte la
misma frecuencia que el tabaquismo y con relacién a toxicomanias, nuestra cohorte
de 106 (100%) pacientes refiere no consumir o haber consumido alguna sustancia de
abuso.
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El indice de masa corporal (IMC) no se relacioné con el desarrollo de cancer entre las
dos poblaciones estudiadas, sin embargo, ambos grupos comparten la misma

caracteristica de sobrepeso u obesidad.

En el andlisis patologico, clasificado por sistema Gleason, la frecuencia de pacientes
con un grado menor a 6 se encontré disminuido en ambas poblaciones, un grado 7
(3+4 0 4+3) estuvo presente de forma similar en los grupos adrenal permisivo y
restrictivo; dentro del rango de 8 — 10 se encontré un mayor porcentaje en ambas

poblaciones, siendo este ultimo, significativo para nuestra cohorte estudiada (p=0.03).

La metastasis estuvo presente en mas del 70% en ambas poblaciones y solo un bajo
porcentaje no presentaba evidencias radiograficas o por imagen de diseminacién de la

enfermedad.

El tratamiento con bloqueo androgénico total simple lo presentaban el 34.5% del
grupo adrenal restrictivo y un 41.7% para el grupo adrenal permisivo; para un
blogueo androgénico total combinado, que comprende la incorporacion de otra linea

terapéutica, estuvo presente de manera similar en ambas poblaciones.
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Caracteristicas

Pacientes
Edad promedio
Tabaquismo
Si
No
Alcoholismo
Si
No
Toxicomanias
No
I.M.C.
Gleason score
<6
7
8-10
Tratamiento inicial
ADT +
ADT
Nivel de PSA, ng/mL
Metastasis presente
Si
No
Terapia local previa
Ninguna

Radioterapia o
prostatectomia

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los pacientes segun genotipo HSD3B1 (rs

1047303)
Genotipo
Adrenal Adrenal — p
— Restrictivo Permisivo
(1245A) (1245C)

58 48
75 76 0.94
28 (48.2%) 16 (33.3%)
30 (51.8%) 32 (66.7%) 0.12
27 (46.5%) 17 (35.4%)
31 (53.5%) 31 (64.6%) 025
58 (100%) 48 (100%) 0.44
26.93 27.92
9 (15.5%) 5 (10.4%) 0.44
16 (27.5%) 10 (20.8%) 0.42
27 (57%) 32 (68.8%) 0.03
38 (65.5%) 28 (58.3%)
20 (34.5%) 20 (41.7%) 0.45
932.58 584.48
49 (84.4%) 36 (75%)
9 (15.6%) 12 (25%) 0.22
47 (81%) 41 (85.4%)
11 (19%) 7 (14.6%) 0.55
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5.2 Analisis de supervivencia

El andlisis de Kaplan — Meier y el test Log Rank se utilizaron para determinar la
supervivencia de los pacientes con CPRC que recibieron BAT de acuerdo con los
diferentes genotipos de la variante del gen HSD3B1 (1245A>C), donde A/A (wild
type), A/C (heterocigoto), C/C (homocigoto variante). En los pacientes homocigotos
variante se encontré una supervivencia disminuida de 83 meses, IC 95% (49.176-
116.824) en comparacién del alelo wild type en el cual encontramos una
supervivencia general mas prolongada y un tiempo mayor entre el desarrollo del
cancer y la progresion a cancer de prostata resistente a la castracion, con un estimado
de 210 meses, IC 95% (177.92-243.48). Para el heterocigoto, la estimacion fue de

183 meses, IC 95% (163.837-203.433) (Tabla 14).

Tabla 13. Estimaciones del tiempo de supervivencia y desarrollo de CPRC

Media de supervivencia

Intervalo de confianza de 95%

Genotipo Meses Desv. Error L-I L-S
A/A 210.70 16.73 177.92 243.48
A/C 183.64 10.10 163.84 203.43
C/C 83.00 17.26 49.18 116.82

Global 204.20 14.01 176.75 231.66

L-I: Limite Inferior
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Las curvas de supervivencia derivadas del andlisis anterior se muestran a

continuacion.

Funciones de supervivencia

10 H-I*-—- Genotipo

j—'_,_-‘;[ AJA “Homocigoto WT*
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Gréfico 1. Curvas de Supervivencia de Kaplan - Meier

En la prueba de rango logaritmico para comparar las curvas de supervivencia de dos o
mas grupos, se encontré6 una diferencia significativa entre la supervivencia y el
desarrollo méas temprano de la resistencia a la castracién entre los tres genotipos, con

un valor de p=0.005.
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5.3 Analisis Multivariado con Riesgos proporcionales de Cox

La regresion de riesgos proporcionales de Cox para describir el efecto de las variables
en la supervivencia y el desarrollo mas temprano del cancer de préstata resistente a la
castracion, se analizaron con las categorias: genotipo, APE, tratamiento y niveles de
testosterona. La categoria de referencia para el andlisis multivariable se realizd

utilizando al homocigoto wild type (A/A).

El andlisis mostro que el alelo A/A tiene una p significativa (0.009) y un HR de 0.031
lo cual indica que ser portador de este alelo confiere proteccion sobre el desarrollo del
CPRC y una supervivencia méas prolongada. La diferencia encontrada entre el
genotipo homocigoto variante es significativa, con un valor de p=0.011 y un HR de
6.5 lo cual indica que ser portador del alelo C/C tiene 6.5 veces mas riesgo de

desarrollar CPRC y presentar una supervivencia general disminuida.

Estos HR se pueden exponer de forma gréfica, usando forest plots, para mostrar su
relacién con los otros genotipos, donde la linea vertical en el nimero 1, es la no

asociacion (gréfico 2).

Mut

Gréfico 2 Forest plots para asociacion de genotipos
y HR
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El tratamiento, que comprende el BAT simple o combinado, presenté un HR=0.085,

lo cual confiere un factor de proteccion frente a la progresion del CaP.

Los niveles de APE se encontraron asociado al genotipo homocigoto variante (C/C)
con una p=0.040, pero sin demostrar una relacion de riesgo (HR) significativo entre
las concentraciones evaluadas en el transcurso de su enfermedad y las variantes
alélicas (HR=1.001). Para los niveles de testosterona, que estan relacionados con la

recidiva bioguimica en los pacientes, se encontré6 un HR=38.4 (p=0.099).
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CAPITULO 6
6. Discusion

El CaP es dependiente de hormonas, la presencia de androgenos promueve la
progresion y diseminacion de la neoplasia (61). El tratamiento basado en la supresion
de andrdgenos es la terapia estandar para los pacientes con CaP donde en la mayoria
de los pacientes se produce una regresion tumoral, despues de un periodo de
quiescencia de entre 12 y 18 meses, tras los cuales algunos pacientes sufren una
progresion de la enfermedad hacia una forma conocida como CPRC que es
diagnosticada mediante un incremento de los niveles de APE (recurrencia
bioquimica) y técnicas de imagen. La terapia basada en BAT disminuye las lesiones
tumorales y el dolor ocasionadas por la mismas, asi como, aumenta su tiempo de
supervivencia (62). Sin embargo, el CaP sigue mostrando una elevada tasa de
mortalidad en paises de menor desarrollo a diferencia con lo reportado en paises mas

desarrollados (6).

Dentro de nuestra cohorte, encontramos que el 78.3% desarroll6 metastasis y un
21.7% estuvo libre de progresién, lo que contrasta con lo reportado en otros paises
como Espafia, Hugosson y colaboradores que la enfermedad metastésica es la menos
frecuente diagnosticada con un aproximado de 4% y la enfermedad confinada al
Organo, con mas probabilidades de curacion, se reporta en mas del 80% de los
pacientes (63). Las diferencias son parte de los programas de cribado por APE vy las
campanfas de diagnostico oportuno del CaP para un mayor beneficio de curacion.
Fritz Schréder y colaboradores (2014), han demostrado mediante un estudio

aleatorizado con seguimiento durante 13 afios para la deteccion de CaP mediante
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APE en diferentes instituciones de salud en Esparia, que se redujeron la mortalidad
por CaP (64) y que contrasta con el seguimiento que mostramos en este trabajo,
donde el seguimiento solo estuvo presente durante 2 afios y dependia mucho del

apego al tratamiento y la voluntad de cada paciente.

Para las caracteristicas clinicas que comprende la edad, el IMC, antecedentes
familiares e incluso abuso en el consumo de tabaco o alcohol, no se encontr6 alguna
relacion significativa con la progresion del CPRC. Si bien existe una variedad de
factores y estilos de vida que pudieran influir en el desarrollo o progresion de esta
enfermedad, la mayoria de los datos encontrados son escasos y muchos de ellos han
sido estudiados con relacion a un desarrollo primario de la enfermedad sin evaluarlo
en etapas méas avanzadas. Sin embargo, de los datos recabados sobre algun factor que
pudiera impactar en la progresion de la enfermedad, como el IMC, Bonn y
colaboradores analizaron a mas de 4,000 varones diagnosticados con CaP localizado
encontrando que el 14.6% experimentaban una progresién (65), lo cual contrasta con

nuestros resultados, ya que, no se encontrd una asociacion por el grado de IMC.

Para el analisis anatomopatoldgico, descrito en la Tabla 12, la presencia de una
enfermedad grado 8-10 estuvo presente en el 59.6% de nuestra poblacion y tuvo una
relacién significativa en nuestra cohorte (p=0.003). Estos datos de asociacion se
pueden comparar con un ensayo doble ciego fase 3, realizado por Hussein y
colaboradores en el afio 2018 con una poblacién caucasica e hispanoamericanos,
donde se ha demostrado que un Gleason avanzado involucra un desarrollo rapido del

CPRC, esto es porque la arquitectura glandular se ha perdido completamente y el
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organo desarrolla otros mecanismos de compensacién para poder seguir utilizando los

androgenos como principal estimulo (66).

El APE en nuestra poblacion, estuvo en concentraciones superiores de 26 ng/ml
(limite m&ximo de referencia) en mas del 60% de la cohorte. Estos datos se han
reportado en otras cohortes como la llevada a cabo por Nordstrom y colaboradores en
el afio 2018 con una poblacion europea, en donde el APE se mantuvo en
concentraciones séricas superiores evidenciando la recidiva bioquimica que
presentaban cada uno de los pacientes y la relacién que tiene este marcador en el
diagndstico y seguimiento para cada uno de ellos (67) (68). Sin embargo, no podemos
dejar de recordar que el APE es glandula dependiente y no cancer dependiente, esto
significa que podremos encontrar individuos con una clara progresion de la
enfermedad aun estando en niveles de castracion (<50 ng/ml de testosterona) y estar
presentando un aumento consecutivo en su APE (recidiva bioquimica) o en
escenarios menos favorables, la glandula desarrolla mecanismos autocrinos que
pudieran impactar en las concentraciones de APE y no asociarse con una progresion
per se, pero que al pasar de los meses, comiencen a aparecer eventos esqueléticos que
evidencien la diseminacion de la enfermedad (69). Esto podria explicar porque
algunos pacientes (~14%) se encuentran en niveles de castracion y una concentracion
de APE disminuida con la evidencia de progresién a través de técnicas de imagen

diagnostico de resistencia a la castracion.

Respecto al tratamiento recibido en nuestra cohorte, la mayoria recibia una terapia
simple o combinada que involucra el BAT y solo un pequefio grupo (3%) recibian

quimioterapia o radioterapia exclusivamente. Para estos grupos de tratamiento con
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BAT simple o combinado y la terapia a base de citotoxicos o radiacion, se demostro
un beneficio en términos de disminucion de las lesiones y de un aumento en la
supervivencia de cada uno de los pacientes, sin embargo, fue la quimioterapia quien
tuvo una beta mas asociada a proteccion que simplemente el BAT o alguna
combinacion. Esto pudiera deberse a que en estudios anteriores como el
CHAARTED, publicado en el afio 2015 por Sweeney y colaboradores y el
STAMPED, publicado en 2016 por James y colaboradores, ambos realizados con
varones caucasicos e hispanoamericanos, demostraron el beneficio de una terapia a
base de citotdxicos para aumentar la supervivencia de los pacientes y controlar la
enfermedad en el escenario de CPRC, ya que, se ha planteado el uso de terapias mas
intensificadas para detener el avance de la enfermedad (70) (71). Sin embargo,
nuestra cohorte de estudio recibe un tratamiento de bloque hormonal como primera
linea, sin escalar a otras terapias como la citotoxica. Esto ocurre puesto que se
evalGan otros factores como la edad, las comorbilidades y la situacién funcional

general de cada paciente.

Con respecto a la frecuencia alélica del gen HSD3B1, en nuestra cohorte encontramos
que la prevalencia del alelo variante es del 27%. Cuando los comparamos con los
datos generados por el proyecto 1000 genomas o con el analisis realizado por Hearn,
encontramos que, la frecuencia alélica presente en nuestra poblacion es mas acorde
con lo registrado en las poblaciones caucasicas, quienes reportan una frecuencia del
~20% asi como la europea quienes registran también una frecuencia elevada (~34%)

(72). Hearn y colaboradores en un estudio de tres cohortes caucésicas encontraron las
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frecuencias en un intervalo del 26% - 36%, lo cual concuerda con nuestra poblacion y

el origen étnico del mismo (49).

Para el desarrollo de CPRC y la supervivencia general, en nuestra cohorte se encontré
un desarrollo anticipado de CPRC en aquellos pacientes portadores del genotipo C/C
adrenal permisiva, asi como, una supervivencia disminuida, con un valor
estadisticamente significativo (p=0.005). Estos datos son similares a los reportados
por Hearn y colaboradores en dos cohortes llevadas a cabo en la Clinica de Cleveland
y la Clinica Mayo, en Estados Unidos en el afio 2016. En la primera cohorte (Clinica
Cleveland) la mediana de supervivencia se encontraba disminuida en el genotipo
variante homocigota (p=0.011). La segunda cohorte (Clinica Mayo) mostr6 una
disminucion en la supervivencia de los pacientes estudiados con una p=0.002. Con
relacion a la supervivencia general y el CPRC, las cohortes de Hearn y las reportadas
en este estudio, mostraron que la herencia de dos copias del alelo variante condujo a
una supervivencia significativamente méas corta en comparacion con los homocigotos

WT, asi como una predisposicion en CPRC (49).

Asi mismo, un estudio llevado a cabo por Agarwal estudio la respuesta del gen
HSD3B1 en CaP y encontrdé una supervivencia disminuida en aquellos pacientes
homocigotos variantes, asi como una asociacion entre el APE y el ser portador de esta
variante alélica, lo cual es similar con lo reportado en este estudio (p=0.046 y

p=0.040 respectivamente) (59).

La razon de riesgo (HR) también se encontrd presente en el grupo portador del alelo
variante C/C (1245C) con relacién a un desarrollo mas rapido de CPRC. En este
contexto, los pacientes que heredaron el alelo variante tienen un HR de 6.5 lo cual
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concuerda en que estan elevadas, pero no es similar nuestro HR con lo reportado por
Hearn (2020) en un estudio aleatorizado con 270 pacientes (caucasicos), Agarwal
(2017) genotipificando a 102 hombres con CPRC (caucésicos) y Shiota (2019) con
una corte de 104 varones (japoneses) y CPRC en el cual reportan una razon de riesgo
de 3.3, 2.16 y 2.34 respectivamente(49)(59):(73)(74). Si bien nuestro HR reportado
es representativo para riesgo de desarrollar CPRC, es superior que, en otras
poblaciones reportadas como los caucésicos en la cohorte de Hearn y colaboradores
realizado en el afio 2018; probablemente por la seleccion de estadios diagnosticados
para cada paciente, en el cual, nosotros reportamos estadios mucho mas avanzados,

asi como, a las diferentes opciones de tratamiento.
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CAPITULO 7
7. Conclusion

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, nos muestra que la variante
1245C (adrenal permisivo) del gen HSD3B1 (rs 1047303) se encuentra asociada a la
resistencia temprana al tratamiento de bloqueo androgénico total (BAT) y
supervivencia mas corta en pacientes con CPRC; por lo tanto, la hipdtesis es
aceptada. Es necesario incrementar el tamafio de muestra, ademas de replicar estos
resultados en diferentes poblaciones del pais, a manera de implementar la variante del

gen HSD3B1(1245C) en la préactica clinica.

Su utilidad se veria reflejada en identificar a aquellos pacientes portadores del alelo
variante y que desarrollaran, de forma méas temprana, un CPRC. Estos pacientes
deben tener una terapia modificada, con la finalidad de prolongar su esperanza de

vida.

Este es el primer estudio en varones mexicanos que evalla el efecto de la variante del

gen HSD3B1 (1245C) en el desarrollo de CPRC.
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