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Resumen. El cancer de Préstata (CAP), es una enfermedad compleja de
origen multifactorial. Se caracteriza por patrones heterogéneos de crecimien-
to de tejido neoplasico, que varian ampliamente en su progresion, edad de
aparicion y respuesta al tratamiento. Se considera la segunda causa mas co-
miun de muerte por malignidad en hombres y se estima que uno de cada cinco
padece de CAP en el curso de su vida. La etiologia genética de la transforma-
cién neopldsica de las células prostiticas normales atin es desconocida, sin
embargo, investigaciones epidemioldgicas han demostrado un fuerte compo-
nente genético en su desarrollo, y sugieren tanto un patrén de herencia men-
deliana como la presencia de loci de susceptibilidad a lo largo del genoma hu-
mano. Se ha descrito una region cromosémica relacionada con el CAP deno-
minada como HPC]1, en el locus 1q24-25, donde se ubica el gen RNASEL, y las
mutaciones en el mismo, se han asociado con la presencia del CAP en multi-
ples grupos familiares. EL gen RNASEL codifica para una ribonucleasa que de-
grada ARN viral y celular y que interviene en la apoptosis. Se ha reportado dis-
minucién de la actividad enzimatica de hasta tres veces en portadores del po-
limorfismo G1385A de este gen, y la misma se ha asociado frecuentemente
con ¢l desarrollo del CAP. Mediante la utilizacion de una variante de la Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa (RCP), una amplificacion alelo especifica, se
estudiaron 103 individuos masculinos con y sin CAP pertenecientes a la pobla-
cion de Maracaibo, Venezuela, evidencidandose ausencia de asociacion.
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Abstract. Prostate Cancer (CAP), is a complex disease with a
multifactorial origin. It is characterized by heterogenous patterns of growth
of neoplasic tissue, varying widely in its progression, age of beginning and
therapy response. It is considered as the second most common cause of death
by cancer in men and, it has been estimated, that one of five, suffers of CAP
through the course of his life. The genetic etiology of neoplasic transforma-
tion of normal prostate cells is still not known; nevertheless, investigations in
epidemiology have demonstrated a strong genetic component in its develop-
ment, suggesting so much a pattern of mendelian inheritance as the presence
of loci of susceptibility throughout the human genome. It has been described
a cromosomic location related to the CAP in locus 1q24-25, denominated
HPC1, where the gene RNASEL is located, and the seggregation of its alleles
has been associated with the development of CAP in numerous familiar
groups. The RNASEL gene codifies for a ribonuclease protein that degrades vi-
ral and cellular ARN and takes part in the apoptosis. A decrease of the enzy-
matic activity up to three times in carriers of the G1385A polymorphism of
this gene has been reported, and the same has been associated frequently
with the development of CAP. Using a variant of the Polymerase Chain Reac-
tion, Allele specific amplification, this investigation had as objective to deter-
mine the association between variant G1385A and CAP, in a sample of 103
masculine individuals with and without CAP, pertaining to the population of
Maracaibo, Venezuela, An association between these variants and CAP could
not be demonstrated.
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INTRODUCCION

El cancer de prostata (CAP), es la cau-
sa mas comiin de muerte por cancer en
hombres de paises desarrollados (1-3). La
Sociedad Americana del Cancer ha notifica-
do para el ano 2008 un incremento de
186.320 nuevos casos, y se estima que
28.600 seran defunciones a consecuencia
del mismo (4). La prevalencia varia al com-
parar grupos étnicos, con el mayor ndamero
de casos en los afroamericanos y el menor
en los asiaticos. El riesgo de desarrollar CAP

se incrementa hasta 3 veces al tener un fa-
miliar de primer grado afectado (2, 3, 5),
con lo que se reconoce que el componente
genético juega un papel importante en el de-
sarrollo de CAP. El analisis de ligamiento y
los estudios de segregacion han sugerido un
gran nimero de regiones cromosdémicas por-
tadoras de loci de susceptibilidad para el
CAP (1-3, 6), sin embargo, la pérdida de
consistencia entre los estudios denota que el
CAP es un desorden genéticamente hetero-
géneo con multiples loci y factores me-
dioambientales involucrados en su etiologia.
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En el ano 1996, se reporto el primer
locus de susceptibilidad al CAP en la region
1924-25, que se llam6é HPC1 (Heredable
Prostate Cancer Locus Chromosome 1).
Estudios posteriores de ligamiento han
aportado resultados mixtos sobre la relevan-
cia o no de esta region en el CAP (5, 7-9).
En un estudio multicéntrico internacional
donde se analizaron 772 familias se encon-
tr6 evidencia de ligamiento a esta zona en
el 6% de las familias consideradas (10).

El  RNASEL (NM_021133; OMIM:
180435), es un gen que se encuentra ubica-
do en la region HPC1, contiene 8 exones y
codifica una endoribonucleasa (Ribonuclea-
sa L) de 741 aminoacidos que se expresa
constitutivamente en tejido prostatico,
timo, bazo, testiculos, intestinos y colon.
Acttia como un mediador de la actividad
pro-apoptética y de respuesta antiviral del
sistema inducible por interferén 2-5A
(11-13). Debido a su participacion en la re-
gulacion del ciclo celular, se ha sugerido
como un posible gen candidato Supresor de
Tumores (8, 10).

Varias mutaciones y polimorfismos se
han reportado en este gen, entre las cuales,
la variante G1385A que conlleva a la susti-
tucion Arg462GIn (R462Q), ha sido fre-
cuentemente asociada con ¢l incremento
del riesgo a desarrollar CAP (8-10). Xiang y
col., demostraron que la presencia de esta
variante polimérfica se asocia con reduc-
cién de la actividad de la proteina RNase L
para inducir apoptosis en respuesta de la
activacion de la via 2-5A (14). De alli, surge
la hipotesis que este polimorfismo u otras
variantes alélicas en el gen RNASEL puedan
provocar una actividad funcional disminui-
da y brindar una adaptacion positiva a las
células tumorales que les permita escapar
de la via apoptoética y por ende facilitar el
desarrollo del proceso tumoral.

En este trabajo se presentan los datos
preliminares de la evaluacion del comporta-
miento del polimorfismo G1385A en una

muestra de poblaciéon de Maracaibo, Vene-
zuela y su valoracion al asociarlo con el de-
sarrollo de cdncer de préstata.

PACIENTES Y METODOS

Se trata de un estudio descriptivo, de
tipo caso-control donde se analizaron 103
individuos masculinos que acudieron al ser-
vicio de Urologia del Hospital Universitario
de Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela. Se
estudiaron 51 pacientes con diagnoéstico de
cancer de prostata, con una edad promedio
de 66 anos (rango 46-84 anos) y 52 indivi-
duos masculinos con una edad promedio de
63 afos (rango de 45-79 anos). Se conside-
raron en el grupo de casos aquellos varones
con diagnostico de CAP confirmados me-
diante mediciones de APE (Antigeno Pros-
tatico Especifico) con valores inferiores a
4ng/ml, biopsia positiva, y edad mayor de
35 afos. Un total de 51 individuos cumplie-
ron con estos criterios. De igual forma se
estudiaron 52 sujetos mayores de 45 anos,
quienes conformaron el grupo control, cu-
yos resultados fueron negativos para el
diagnéstico de CAP. Todos los participantes
en el estudio firmaron su consentimiento a
participar, luego de explicarles la naturale-
za del mismo. El protocolo de esta investi-
gacion fue aprobado por el comité de ética
de la Unidad de Genética Médica de la Uni-
versidad del Zulia, Venezuela.

El ADN se extrajo a partir de una
muestra de 3 mL de sangre periférica, por
método estandarizado en la Unidad de Ge-
nética Médica de la Universidad del Zulia
(15). La identificaciéon del polimorfismo
G1385A, se realiz6 mediante la técnica des-
crita por Casey y col. (3), vy consistié en la
aplicacién de una variante de la Técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RCP), llamada Sistema de Amplificacion
de Mutacion Refractaria (SAMR) y que con-
siste en una Amplificacion Alelo Especifica
donde se utiliza tres iniciadores, dos de los
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cuales disenados para unirse solo con la se-
cuencia especifica del alelo a ser identifica-
do, lograndose la amplificacion efectiva
s6lo cuando el alelo en cuestién esta pre-
sente en la muestra. La RCP se realizdé en
un volumen final de 15 uL conteniendo 100
ngs de ADN, 3,5 uL de buffer 5x Taq ADN
polimerasa, 1 ul. MgCl12, 0,3 uL. dNTPs, 0,5
U Taq polimerasa, 0,25 ul. de cada inicia-
dor. Las condiciones de amplificacion con-
sistieron en una desnaturalizacion prolon-
gada a 94°C por 5 minutos, seguida de una
desnaturalizacién corta a 95°C por 50 se-
gundos, un anillado a 55°C por 50 segundos
y una extension a 72°C por 30 segundos;
este ciclo se repiti6 durante 38 veces y cul-
mind con una extensién final a 72°C por 5
minutos. La caracterizacion de los genoti-
pos se hizo mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2%, tenido con bromuro de
etidio y su posterior visualizacién en panta-
lla de luz ultravioleta (UV).

Anilisis estadistico

La estimacion de las frecuencias aléli-
cas, genotipicas observadas y esperadas se
realiz6 de forma manual. Se utiliz6 la prue-
ba del Chi cuadrado (%2), con un nivel de
significacion de p < 0,05 para evaluar equi-
librio de Hardy-Weimberg (EqHW), y para
establecer la significancia estadistica de las
diferencias entre las frecuencias alélicas de
los casos y controles se estimé la Razon de
Posibilidades (RP), con intervalo de con-
fianza de 95% para el cual se utiliz6 el pa-
quete estadistico SAS/STAT (Sistema de
Analisis Estadistico).

RESULTADOS

Los valores de APE tuvieron una media
de 138,6 = 47 ng/mL para los individuos
con CAP y de 1,34 = 0,9 ng/mL en los con-
troles.

En el grupo con CAP se detectaron 4
individuos homocigotos AA (7,8%), 10 indi-

viduos heterocigotos AG (19,6%) y 37 indi-
viduos homocigotos GG (72,5%), mientras
que en el grupo control se observaron: 2 in-
dividuos homocigotos AA (3,8%), 16 AG
(30,8%), v 34 (65,4%) homocigotos GG.
Con frecuencia de 0,1782 para el alelo Ay
0,8317 para el alelo G en los casos y de
0,1923 para el alelo Ay 0,8077 para el alelo
G en los controles. El polimorfismo se en-
contré en EQHW en ambos grupos. El cilcu-
lo del RP revel6 que no existen diferencias
significativas que corroboren la asociacion
entre el polimortismo G1385A (Arg462Gln)
del gen RNASEL vy el riesgo de desarrollar
cancer de prostata. Con relacion a la pre-
sencia del alelo mutado y el alelo normal se
obtuvo un valor de RP de 0,76 (IC 95% de
0,33-1,76/p=0,5193), mientras que los in-
dividuos homocigotos GA presentaron un
RP de 0,61 (IC 95% de 0,24-1,52) y los ho-
mocigotos mutantes (AA) un RP de 2,06
(IC 95% de 0,35-12,02) con una p=0,3379,
igualmente no significativos estadistica-
mente (Tabla I).

DISCUSION

El cancer de préstata (CAP) es un tu-
mor maligno que afecta a la glandula pros-
tatica y cuyos sintomas suelen aparecer tar-
diamente, cuando el paciente ya se encuen-
tra en una ectapa avanzada del mismo. La
etiologia permanece desconocida pero se
reconoce su naturaleza compleja donde in-
tervienen agentes genéticos y medioam-
bientales (1, 2, 8, 10, 16).

Estudios moleculares han aportado evi-
dencia sobre la posible presencia de un gen
de susceptibilidad en la region cromosémica
denominada HPC1 (17), donde se encuentra
ubicado el gen RNASEL. Se han descrito di-
versas mutaciones y polimorfismos en este
gen, y su asociacion con el CAP ha sido am-
pliamente evaluada (1-3, 5, 8, 10), encon-
trandose que la variante G1385A, ha mos-
trado un impacto importante al asociarla
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MPM: marcador de peso molecular. P1: paciente 1 (heterocigoto

para el polimorfismo). P2: paciente 2 (homocigoto para el polimor-

fismo). P3: paciente 3 (homocigoto para el alelo normal). C+: con-

trol positivo. C-: control negativo. Cl: control interno (CTFR).

Fig. 1. Amplificaciéon del polimorfismo G1385A
en el gen RNASEL en un grupo de mues-
tras analizadas. Gel de agarosa al 2%.
Tincién: Bromuro de Etidio. MPM: Mar-
cador de peso molecular ® 174X HAE II1.

con el desarrollo y evolucién del CAP. Casey
y col., sugirieron que aproximadamente el
13% de los CAP estudiados en su poblacion
podrian ser atribuibles a la presencia de
este polimorfismo (3).

Rokman y col. (1), evaluaron variacio-
nes del gen RNASEL en 66 pacientes finlan-
deses con CAP hereditario y encontraron
una asociacion con la presencia del poli-
morfismo G1385A, con un RP=1,96 el cual
no fue estadisticamente significativo. Asi
mismo, Casey y col., estudiaron casos de
CAP esporadico y hereditario y detectaron
que el polimorfismo G1385A mostré una
asociacion significativa con el desarrollo del
CAP, con un RP=2/12 (IC 1,19-3,78/
p=0,011) (3). En un estudio similar realiza-
do por Wang y col. (8), se encontr6 una
asociacion significativa con esta variante
pero en tendencia opuesta al estudiar 473
individuos afectados por CAP de 181 fami-
lias con un RP de 0,83 (IC 0,61-1,13) para
heterocigotos y de 0,54 (IC 0,32-0,91), para
homocigotos, p= 0,02.

Los presentes resultados son similares
a los publicados por Wiklund y col. (10)
quienes estudiaron 1624 pacientes con
CAP y 801 controles y no encontraron aso-
ciacion significativa entre este polimorfis-
mo y el CAP al ver que la distribucion del
mismo fue similar. De igual manera, Daug-
herty y col. (18) estudiaron 1317 casos de
cancer de prostata y 1842 controles, y no
encontraron asociaciéon, al comparar los

TABLA 1
GENOTIPOS OBSERVADOS, FRECUENCIAS ALELICAS, EqQHW Y RAZON DE POSIBILIDADES (RP),
ENTRE LA PRESENCIA DEL ALELO MUTADO DEL GEN RNASEL Y ELL DESARROLLO DEL CANCER

DE PROSTATA
Genotipos  Frecuencias EqHW* RP
observados alélicas (95% IC)
Alelo A GG vs GA GG vs AA
GG 34
Controles . A0,1923
n=50 AG 16 G 08077 0,000861
AA 2
GG 37 0,76 0,61 2,06
Clasos A0.1782 0104271 (0,33-1,76)  (0,24-1,52) (0,35-12,02)
n=51 AG 10 G 0,8317 ’ p=0,5193 p=0,3379
AA 4

* Equilibrio de Hardy-Weimberg nivel de significacion de p < 0,05. No significativo.
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homocigotos para el alelo mutado, los hete-
rocigotos y los homocigotos para el alelo
normal.

En este estudio preliminar la falta de
asociacion puede ser atribuida principal-
mente al tamano de la muestra analizada,
por lo que se necesita incrementar la mis-
ma para llegar a consideraciones mas con-
cretas sobre el papel del polimorfismo
G1385A en el desarrollo de esta neoplasia
en futuros trabajos. Por otro lado, es de
considerar que la etiologia del CAP no pue-
da ser explicada por variabilidad alélica en
un solo gen, debido a su naturaleza poligé-
nica y multifactorial, la cual resulta proba-
blemente de interacciones complejas entre
diferentes variantes genéticas y factores
ambientales. Los estudios de asociacion en
enfermedades humanas complejas suelen
presentar resultados contradictorios, estas
diferencias pueden deberse a variaciones
metodoldgicas, limitaciones del tamano de
las muestras, clasificacion errénea del feno-
tipo, o a diferencias en las frecuencias sub-
yacentes de alelos en los grupos poblaciona-
les estudiados, entre otros (19).

En virtud de los hallazgos encontrados
en esta investigacion los autores se propo-
nen ampliar el tamaino de la muestra, asi
como tomar en cuenta otras variantes aléli-
cas que puedan estar involucradas en el am-
plio espectro del CAP. Ademas es recomen-
dable realizar estudios epidemioldgicos mas
amplios que permitan conocer la prevalen-
cia real de estas enfermedades crénico-de-
generativas, entre las cuales se encuentra
incluido el cdncer y sus diferentes varian-
tes, de manera que se puedan seleccionar
muestras importantes en estudios multi-
céntricos a nivel nacional.
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