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Resumen: En México, el cdncer de préstata (CaP) es la segunda causa de muerte por tumores malignos en hombres mayores de
65 anos. Estudios sugieren que PCA3 es la clave para el desarrollo del CaP, ya que podrfa estar asociado con la regulacién de genes
clave en la proliferacién prostitica. PCA3 no posee elementos convencionales para la transcripcién; sin embargo, contiene una
gran cantidad de elementos que son necesarios para su expresion. Repeticiones cortas en tindem (STR’s) podrian intervenir en su
regulacién. Los STR’s TAAA y TG en PCA3 se han estudiado como posibles marcadores genéticos para detectar la presencia de
esta patologfa y se han asociado con un mayor riesgo de desarrollar CaP agresivo. El objetivo del presente trabajo fue identificar los
STR’s TAAA y TG en pacientes mexicanos con CaP y determinar la relacién entre las repeticiones y la expresién de PCA3. Se
analizaron un total de 80 pacientes varones mayores de 18 afos diagnosticados con y sin CaP. El andlisis de expresién absoluta de
PCA3 se realizé por PCR en tiempo real (sistema StepOneplus de Applied Biosystems) utilizando sondas TagMan con marca
FAM (Applied Biosystems, Foster City, EE. UU.). La determinacién del niimero de repeticiones TAAA y TG se realizé por
andlisis de fragmentos en el analizador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (de Applied Biosystems). Se determiné que no existia
asociacién entre los alelos y genotipos STR-TG y STR- TAAA de PCA3 con el riesgo de desarrollar CaP asi como con la
expresion absoluta de PCA3.

Palabras clave: Cincer de prostata, PCA3, STRs, TAAA, TG

Abstract: In Mexico, prostate cancer (PCa) is the second cause of death from malignant tumors in men over 65 years of age.
Studies suggest that PCA3 is the key to the development of PCa, since it could be associated with the regulation of key genes in
prostate proliferation. PCA3 does not possess conventional elements for transcription; however, it contains many elements that
are necessary for its expression. Short tandem repeats (STR's) could intervene in its regulation. The TAAA and TG STR’s in
PCA3 have been studied as possible genetic markers to detect the presence of this pathology and have been associated with an
increased risk of developing aggressive PCa. The objective of this work was to identify the TAAA and TG STR’s in Mexican
patients with PCa and to determine the relationship between the repeats and the expression of PCA3. A total of 80 male patients
older than 18 years diagnosed with and without PCa were analyzed. PCA3 relative expression analysis was performed by real-time
PCR (Applied Biosystems StepOneplus system) using FAM-labeled TagMan probes (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Determination of the number of TAAA and TG repeats was performed by fragment analysis on the ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (from Applied Biosystems). It was determined that there was no association between the PCA3 STR-TG and

STR-TAAA genotypes and alleles with the risk of developing PCa as well as with the relative expression of PCA3.
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Introduccién

El cdncer de préstata (CaP) es el cuarto cdncer méds comdn en el
mundo y es el segundo tipo de cincer mds comun
diagnosticado en hombres, convirtiéndolo en el tumor maligno
mds frecuente en hombres mayores de SO afios [1]. En México
el CaP tiene una mortalidad del 16%, lo que representa una tasa
de mortalidad de 13 muertes por cada 100.000 hombres [2].
Actualmente se dispone de diferentes valores clinicos o
biomarcadores que ayudan en el seguimiento y prevencién del
CaP. El antigeno prostitico especifico (PSA), codificado por el

gen KLK3, es un miembro de la familia de peptidasas
relacionadas con la calicreina tisular (KLK). La familia KLK
estd codificada por un grupo contiguo de genes de proteasa
(KLK1-KLK15) en el cromosoma 19q13.3-13.4. La evaluacién
de los niveles séricos de PSA es especialmente udil en el
seguimiento de pacientes con CaP y se utiliza como parte de la
estratificacién de riesgo de los pacientes recién diagnosticados
con este tipo de cdncer debido a que se reportan elevados en
condiciones como como inflamacién o neoplasia debido a la
fuga de PSA a la circulacién cuando se altera la arquitectura de
la glindula prostitica [1]. Otro de los biomarcadores mds
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utilizados para el monitoreo del CaP es el gen PCA3,
compuesto por 4 exones y un tamafio de 25 Kb. Se encuentra
en el cromosoma 9q21.2 y su producto de expresién es un
ARNm no codificante. Algunos estudios proponen que PCA3
puede ser la clave para la regulacién de CaP, ya que podria estar
asociado con la regulacién de genes clave, incluidos los que
codifican biomarcadores y cofactores del receptor de
andrégenos en las células de la préstata [2]. Ademds, este gen
no posee elementos convencionales para la regulacién de la
transcripcién; sin embargo, varios estudios han identificado
subregiones en la regién promotora que contienen una gran
cantidad de elementos que actGan en cis que son necesarios
para su expresién. Un ejemplo de estas subregiones es FP2,
donde se identificaron repeticiones cortas en tindem (STR)
que contienen principalmente adeninas y timinas [3]-[5]. Los
STR, conocidos como microsatélites, consisten en motivos
repetidos de 1 a 6 pares de bases (pb) y comprenden alrededor
del 3 % del genoma humano [6]. Se ha demostrado que los
STR desempenian un papel fundamental en ciertos tipos de
cincer [7] y estudios recientes indican que los STR
desempefian un papel generalizado en la regulacién de la

expresién génica y otros fenotipos moleculares [6].

Especificamente en procesos moleculares que intervienen en el
desarrollo del CaP, los microsatélites TAAA y TG en PCA3 se
han estudiado como posibles marcadores genéticos para
detectar la presencia de esta patologfa. Se ha encontrado que la
presencia repeticiones TAAA y TG se asocian con un mayor
riesgo de desarrollar cincer de préstata agresivo. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que estos marcadores genéticos no
son diagnésticos confiables y deben utilizarse junto con otros
métodos de diagndstico para determinar si un paciente tiene
céncer de prostata.

Materiales y Métodos

Reclutamiento de pacientes

Se obtuvieron muestras de sangre de 80 pacientes varones
mayores de 18 afios diagnosticados con y sin CaP, atendidos en
la clinica privada “Alvarez & Arrazola Radidlogos”, el Hospital
General “Dr. Martiniano Carvajal” en Mazatlin Sinaloa, y el
“Hospital Civil” de Culiacdn Sinaloa. Cumplieron con los
criterios de inclusién de este estudio y los familiares aprobaron
el presente estudio mediante la firma de un consentimiento por
escrito que fue revisado y aprobado por un Comité de Etica y
de Investigacion.

Anilisis histopatolégico
Las muestras de tejido fueron obtenidas por un profesional

capacitado a través de una biopsia. Las muestras fueron
analizadas por un patdlogo, quien proporcioné un informe
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completo de cada paciente sobre la diferenciacién tumoral a
nivel celular. Los resultados incluyeron la puntuacién de
Gleason.

Extraccién de 4cidos nucleicos

La extraccién de ADN de sangre periférica entera se realizé
siguiendo el método de Gustinchi (Gustincich et al, 1991). El
ARN gendmico se extrajo y purificé con el kit MiRNeasy
Mini, Qiagen de acuerdo con el protocolo proporcionado por
el fabricante.

Anilisis de expresién absoluta por PCR tiempo real

Para el anilisis de expresién de PCA3, se sintetiz6 cDNA a
partir de muestras de RNA con el kit ImProm-II Reverse
Transcription System (Promega Corporation, Madison, EE.
UU.). La cuantificacién se realizé mediante PCR en tiempo
real (sistema StepOneplus de Applied Biosystems) utilizando
sondas TagMan con marca FAM (Applied Biosystems, Foster
City, EE. UU.) para cuantificar la expresién génica absoluta en
el tejido prostitico. Finalmente, se calcul6 el nimero de copias
de PCA3 presentes en el ADNc.

Anilisis de fragmentos

Para el andlisis de fragmentos se preparé una mezcla de
inyeccién de 1 pl de producto PCR, 0,25 ul de GS500 ROX de
tamafo estindar y 12 ul de formamida HiDi. Después, se
procedié a una desnaturalizacién con ciclos de 93 °C durante 2
min y hielo durante 2 min, la mezcla se inyecté en un ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (de Applied Biosystems) y se
procesé en las siguientes condiciones: colorante de
imprimacién FAM4, capilar de 30 cm, voltaje de inyeccién a 15
kV, tiempo de inyeccién 5 s, tiempo de ejecucién 25 min, juego
de filtros F y polimero POP4. El tamafio de la repeticién
TAAA de tipo salvaje (349 pb) y TG (107 pb) se tomé como

referencia para discriminar el nimero de repeticiones de todas

las muestras.
Andilisis estadistico

El anilisis estadistico se realizé con el paquete estadistico para
ciencias sociales para Windows (v. 20.0; SPSS). La normalidad
de los datos se verificé empleando la prueba estadistica de
Shapiro Wilks. Se utilizé el estadistico t de Student para evaluar
la distribucién de las muestras. Se realizaron anilisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de significancia de Tukey para
determinar la significancia de los subgrupos. La significacién se
definié como valores de P de pruebas de 2 colas inferiores a
0,05.
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Resultados y Discusién

Caracteristicas clinicopatolégicas

Del total de pacientes (n=80), el 50% fueron diagnosticados
con CaP a trdves de un andlisis histopatoldgico, donde, el 50%
fueron diagnosticados con patologfa prostitica benigna (PBP),
los cuales fueron considerados como controles para el estudio.
La edad media del grupo CaP fue de 68,08 + 9,07 afios y en el
grupo PBP se observé una media de 66,05 * 8,40 afios. No se
observé diferencia estadisticamente significativa entre las edades
de ambos grupos (p = 0,47). Nuestros resultados reportados
respecto a la media de edad del grupo CaP concuerdan con lo
reportado en estudios previos, como el realizado en pacientes
caucdsicos, donde se establece qué, la incidencia del CaP
aumenta abruptamente con la edad, iniciando con su intervalo
moderado entre los 55 y 59 afios [8] y de acuerdo a un estudio
realizado en pacientes mexicanos que establecen que todos los
hombres mexicanos =45 afios deben someterse a eximenes de
deteccién mediante tacto rectal y PSA, debido a que se han
reportado como la edad de riesgo de aparacién de la
enfermedad ([9].

Los niveles de PSA sérico de nuestros pacientes presentaron
una media de 27,71 + 91,57 ng/mL, donde los rangos de
concentracién oscilaron entre 0,14 ng/mL y 726 ng/mL. En
cuanto al grupo CaP se obtuvo una media de 29,18 + 42,14
ng/mL, siendo el rango de 0,15 -200 ng/mL. Los pacientes del
grupo PBP presentaron una media de 26,40 + 120,33 ng/mL,
con un rango de 0,14-726 ng/mL. No hubo diferencia
significativa entre las medias de ambos grupos (p = 0,67). Estas
variaciones en los niveles de PSA en varones han sido
reportadas en diversos estudios [10], [11], ya qué, los rangos de
oscilamiento de los niveles de PSA en pacientes con y sin CaP
suelen presentar grandes variaciones. Es por ello que es
importante tener en cuenta que los niveles de PSA pueden
variar de persona a persona y no siempre indican la presencia de
CaP, siendo actualmente la biopsia de préstata la tinica técnica
diagnistica para confirmar la presencia de CaP [12].

De acuerdo con el andlisis histopatoldgico, utilizando el puntaje
de Gleason, observamos que en el CaP, el 3% se clasificé como 5
(3+2), el 16% como 6 (3+3),) correspondiente a baja
agresividad, el 32% como 7 ( 3+4), 32% 7 (4+3), 3% como 8
(4+4), agresividad intermedia y 8% 9 (4+5), 8% 9 (5+4,
agresividad alta. Al realizar la prueba de correlacién de
Spearman, se observé que existfa una relacién proporcional
entre el nivel de PSA sérico y la agresividad del tumor (p =
0,030, rho = 0,597).

Expresion absoluta

En el presente estudio se analizé la expresién absoluta de
PCA3, el nimero de copias se determiné en el grupo CaP con
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una media de 4.1x107 + 2.8x107 copias/pg de tejido, y 2.2x106
*+ 3.5x106 copias/ ug de tejido para PBP, al analizar la
distribucién de medias entre nuestros grupos de estudio, se
observé una diferencia estadisticamente significativa (p=
0,027). Lo que concuerda con lo reportado en diversos
estudios, donde se establece que PCA3 es un marcador genético
que se encuentra en altas concentraciones en las células
cancerosas de tejido prostitico. Su expresién se ha utilizado
como una herramienta para el diagndstico y el seguimiento del
CaP, en donde, una expresion elevada de PCA3 se asocia con
un mayor riesgo de recurrencia del cdncer después de una
cirugfa o radioterapia, lo que sugiere que podria ser un
potencial marcador pronéstico [13]-[15]. Nuestros resultados
reportan existe un mayor ndmero de copias del ARNm de
PCA3 en el tejido de pacientes con CaP, similar al informe de
Hessels et al en 2003, donde los tumores de préstata mostraron
una sobreexpresién de PCA3 (media de 158,4x105 copias/pg
de tejido) en comparacién con el tejido prostitico benigno
(mediana de 2,4x105 copias/ pg de tejido). Segin los
resultados, se encontré sobrerregulacién en mds del 95% de los
CaP [16]. En otro estudio realizado en 2002, por Kok et al,
reportaron que PCA3 se sobreexpresé en el 95% del tejido de
CaP [17]. Ademds, informes como los metaandlisis, sugieren
que PCA3 era un método no invasivo con la aceptable
sensibilidad y especificidad en el diagndstico de CaP, para
distinguir entre pacientes e individuos sanos [18].

Dada su importancia en la deteccién de CaP, se analizé la
correlacién entre el nimero de copias de ARNm de PCA3 y los
niveles séricos de PSA. Tras el anilisis de correlacidn estadistica
de Spearman, encontramos una relacién existente entre estos
dos biomarcadores (p=0,027). Ademds, observamos que esta
correlacién es moderada y directamente proporcional (Rho =
0,578). La combinacién de PSA y PCA3 se ha utilizado para
mejorar la precisién del diagnéstico del CaP en la practica
clinica. Estudios han demostrado que la combinacién de ambos
biomarcadores es mds sensible y especifica que el uso de PSA
por si solo, debido a que un nivel elevado de PSA puede ser
indicativo de CaP, pero también puede ser causado por otras
afecciones de la préstata, como la hiperplasia benigna de
prostata (HBP) o una infeccién de la préstata[14], [19], [20].
Los pacientes con niveles elevados de PSA y PCA3 tienen un
mayor riesgo de tener cdncer de préstata. Sin embargo, adn no
se ha establecido si la combinacién de PSA y PCA3 es mis til
que la biopsia de préstata para confirmar la presencia de esta
enfermedad [21]-[24].

Es importante mencionar que los niveles elevados de PSA y
PCA3 no son un diagnéstico definitivo de CaP, pero pueden
ser indicativos de la necesidad de realizar mds estudios o
procedimientos para determinar la presencia de cdncer. Es
importante contar con una evaluacién médica y una
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interpretacién clinica adecuada para determinar el diagnostico
y el tratamiento de CaP.

Anilisis de fragmentos STR-TAAA y STR-TG

En informes anteriores, determinamos los tamafios de las
repeticiones de TAAA mediante anilisis de fragmentos y
observamos en nuestra poblacién (n= 19) los tamarfios de 349 y
345 pb [25]. En el presente estudio y de acuerdo al aumento del
tamafio de la poblacién de estudio, se identificaron de 3 a 5
repeticiones para STR-TAAA. La distribucién de alelos en el
grupo PCa fue 1,2 % para el alelo 3, 8,8 % para el alelo 4 y 90 %
para el alelo 5 (tipo silvestre). En el grupo de PBP se observé un
2,5 % para el alelo 3, un 11,2 % para el alelo 4 y un 86,2 % para
el alelo 5. Coincidiendo con el estudio de Zhou et al, quienes
reportaron que la mayoria de sus pacientes con y sin CaP
presentaban predominantemente el alelo de tipo silvestre,
concordando también con lo previamente reportado en uno de
nuestros estudios [25]. Los genotipos identificados en ambos
grupos de pacientes fueron 3/5, 4/5 y 5/5. Siendo el mds
comun el 5/5 en ambos grupos con un 80% en el CaP y un
72,5% en el grupo PBP. Segun el anilisis de Pearson no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de
pacientes con sus genotipos (p= 0,462). Los genotipos
identificados no se asociaron a la enfermedad (p=0.694), lo que
concuerda con lo reportado por Ardémbula et al, 2020 vy
difiriendo con lo analizado por Zhou et al en 2014 quienes
identificaron 8 genotipos, siendo los mds asociados a la
enfermedad, los alelos 212 (5/7, 5/8, 6/6, 6/7 OR= 8.95 IC
95% LI=2.53 LS=31.66 p=0.001), sin embargo en nuestra
poblacién no estuvieron presentes, por lo cual se propomne
seguir analizando a la poblacién mexicana [5], [25]. Ademis,
los genotipos TAAA se compararon en cuanto a la agresividad,
sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa
entre ellos (p = 0,537). Esta informacién no se pudo contrastar
con la literatura, debido a la fala de estudios previos. Seguin el
equilibrio de Hardy-Weinberg, los STR-TAAA de los pacientes
con CaP estaban en equilibrio (p = 0,494) al igual que los
STR-TAAA de los PPB (p = 0,797). En la figura 1 se
esquematizan los tamanos de tipo silvestre para cada STR

(figura 1).

De acuerdo con el andlisis de fragmentos del STR-TG, se
identificaron un total de 5 alelos que contenian 9, 10, 11,12y
13 repeticiones. En el grupo CaP se idfentificaron los alelos de
10-13 repeticiones y para el grupo PBP los alelos 9-12
dichas

reportado en la literatura [26]. Siendo el alelo 10 el mis comtn

repeticiones, distribuciones concuerdan con lo
en ambos grupos con un 76,2% en el grupo CaP y un 78,8% en
el PBP. Siendo el menos comun el alelo 12 con un 2,5% en
ambos grupos. Lo que difiere con lo reportado en la literatura,
donde se establece que el alelo mds predominante en pacientes

con CaD, es el alelo correspondiente a 11 repeticiones [26]. Los
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genotipos identificados en el grupo CaP fueron 10/10, 10/11,
10/12, 10/13, 13/13 y en el PBP los genotipos 9/10, 10/10,
10/11, 10/12, y 11/11. Siendo el mds comtn el 10/10 en
ambos grupos con un 57,5% en el CaP y un 62,5% en el grupo
PBP, no se
significativas entre la presencia de CaP y los genotipos STR-TG

observaron  diferencias  estadisticamente
(p=0,631). Dado que se ha sugerido que existe una correlacién
entre los alelos y la enfermedad [26], se decidié determinar si
existe una asociacién entre los alelos y la presencia de CaP, sin
embargo, no se observé significancia estadistica (p = 0,402). Por
otra parte, se analizd la asociacién de los alelos STR-TG con la
agresividad del tumor en funcién de la puntuacién de Gleason,
sin embargo, no se observaron diferencias significativas (p =
0,695). Segun la prueba de equilibrio de Hardy Weinberg, el
STR-TG del grupo CaP no estd en equilibrio (p = 0,003) y el
STR-TG del grupo PBP estd en equilibrio (p = 0,969). Lo que

difiere con lo reportado con estudios previos [26].
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Figura 1. Electroferograma de los STR identificados por
andlisis de fragmentos. En el eje X se observa el tamafio de
fragmento correspondiente y en el eje Y se muestra la
intensidad de cada pico. De izquierda a derecha se observa un
pico de color azul de 104.25 que corresponde alelo 10 del
STR-TG de PCA3. Finalmente se observa un dltimo pico azul
de un tamano de 348.91 correspondiente al alelo S de

STR-TAAA de PCA3.
Correlacién de genotipos y expresion absoluta

La expresién absoluta media de PCA3 fue ligeramente superior
en los genotipos STR-TG que portaban el alelo 11 (2,4x107
copias/pg de tejido) en comparacién con los que portaban solo
el alelo 10 (6,6x106 copias de ARNm/pg de tejido) lo que
concuerda con lo reportado por lei et al en 2017, donde
observaron que el alelo 11 presentaba una sobreexpresién del
gen PCA3 en su poblacién de estudio, sugiriendo que uno de
los mecanismos por los que el alelo de 11 repeticiones se asocia
con un mayor riesgo de CaP es por medio de la regulacién de la
expresiéon de PCA3. Desregulando la expresion del gen al
modificar la regién semilla 3'UTR donde los microARN se
unen para la regulacién del ARNm [26]. Sin embargo, en el
presente estudio no se encontré una diferencia estadisticamente
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significativa (p= 0,189). En el caso de STR-TAAA, la expresién
absoluta media de PCA3 fue ligeramente superior en aquellos
genotipos que portaban el alelo 5 (1,9x107 copias/pg de tejido)
en comparacién con los que portaban solo el alelo 10 (2,0x106
mRNA copias/ pg de tejido), no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (p= 0,324). Lo que concuerda y
afirma nuestro estudio previamente reportado en 2020 [25].

Conclusiones

El alelo 5 del STR-TAAA y el alelo 10 del STR-TG del gen
PCA3 son los mds frecuentes en poblacién mexicana. Siendo el
genotipo 5/5 del STR-TAAA y el 10/10 del STR-TG los mds
predominantes en nuestra poblacién. El presente estudio no
revelo asociacién entre los alelos y genotipos presentes en
STR-TG y STR- TAAA del gen PCA3 de los pacientes con el
riesgo de desarrollar CaP. Asi mismo no se encontré asociacién

entre la expresién del gen PCA3 y los polimorfismos del gen.
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