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1. RESUMEN 

 

El cáncer de próstata es una de las principales causas de muerte en hombres a 

nivel mundial. Dadas sus características biológicas y las dificultades para su 

detección temprana, se hace necesario encontrar nuevos biomarcadores que 

permitan una detección más eficaz con la finalidad de disminuir los índices de 

mortalidad. En este trabajo se analizaron los patrones de metilación de cinco 

genes APC, GSTP1, CDH1, RASSF1a y RARβ que están involucrados en 

diferentes etapas del desarrollo de esta enfermedad. Dado que la enzima GSTP1 

es una de las más importantes en el transcurso de la enfermedad, también se 

determinó un polimorfismo que consiste en el cambio de una A por G en el 

nucleótido 313 y que resulta en una substitución (Ile105Val) en el sitio de unión al 

substrato de la GSTP1 que reduce la actividad catalítica de esta enzima. La 

comparación entre los patrones de metilación y el polimorfismo se realizó en 96 

muestras de biopsias de la IPS Universitaria con diagnóstico de adenocarcinoma, 

hiperplasia o tejido benigno (normal). En este estudio se estandarizaron tres 

protocolos de extracción de ADN de muestras de orina y biopsia. En los pacientes 

diagnosticados con adenocarcinoma se encontró la frecuencia más alta de genes 

metilados en comparación con los pacientes que tenían hiperplasia benigna de 

próstata y tejido normal, siendo el gen de la GSTP1 el que presentaba la 

frecuencia más alta de metilación (38%), para estos pacientes. El 90% de los 

pacientes con adenocarcinoma eran heterocigotos (ile/val) para la enzima GSTP1. 

En conclusión, este estudio permitió la estandarización de métodos específicos de 

extracción de ADN a partir de biopsias embebidas en parafina y de muestras de 

orina, además, la utilización de biomarcadores útiles en el diagnóstico temprano 

del cáncer de próstata. 

 

PALABRAS CLAVE: Adenocarcinoma, hiperplasia, bioindicador, epigenética, 

PSA.  

 

  



 

2 
 

2. ABSTRACT  

 

Prostate cancer is a leading cause of death in men worldwide. Given their 

biological characteristics and difficulties in early detection, it is necessary to find 

new biomarkers to achieve a more effective detection in order to reduce mortality 

rates. In this paper we analyzed the methylation patterns of five genes APC, 

GSTP1, CDH1, RASSF1A and RARβthat are involved in different development 

stages of of this disease. Since the enzyme GSTP1 is one of the most important in 

the course of this disease, we also determined a polymorphism in the enzime that 

consist in a change of A to G at nucleotide 313, resulting in a substitution 

(Ile105Val) at the site of substrate binding GSTP1, reducing the catalytic activity of 

this enzyme. Comparisons of the the methylation patterns and the polymorphism 

was performed on 96 samples of prostate biopsies from the Universitary IPS 

diagnosed with adenocarcinoma, benign hyperplasia, or benign tissue (normal). In 

this study three protocols for DNA extraction were standardized from urine and 

biopsy. In patients diagnosed with adenocarcinoma was found the highest 

frequency of methylated genes compared to patients with benign prostatic 

hyperplasia and normal tissue, the GSTP1 gene had the highest frequency of 

methylation (38%), for these patients. 90% of patients with adenocarcinoma were 

heterozygous (ile / val) for the enzyme GSTP1. In conclusion, this study allowed 

standardization of specific methods of DNA extraction from paraffin embedded 

biopsy and urine samples as well, the use of biomarkers is useful in the early 

diagnosis of prostate cancer. 

 

KEYWORDS: adenocarcinoma, hyperplasia, biomarker, epigenetic, PSA. 
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3. MARCO TEÓRICO 

 

Introducción 

Según la Sociedad Americana de Cáncer, esta patología  se puede definir como 

un conjunto de enfermedades caracterizadas por la división celular irregular, fuera 

de espacio, tiempo y control que puede ocurrir en cualquier tipo de célula (1). 

Siendo considerada una de las principales causas de muerte en todo el mundo (2). 

 

Las células que se transforman presentan modificaciones que alteran sus 

procesos de división celular, cambios de tipo genético donde se evidencian 

alteraciones e inestabilidad cromosómicas, que resultan en mutaciones, 

generación de proteínas quiméricas, pérdida y ganancia completa de 

cromosomas, entre otras, y alteraciones epigenéticas que incluyen cambios en la 

metilación del Ácido Desoxirribonucleico (ADN), cambios en el código epigenético 

que hace referencia a las modificaciones en las histonas y alteración de los Ácidos 

Ribonucleotidos (ARNs) no codificantes, que van a influir principalmente en la 

expresión génica (3). Estás células, aparte de las alteraciones genéticas y 

epigenéticas, que conllevan al aumento en la división celular también presentan 

ausencia de apoptosis, diferenciación celular, metabolismo alterado, 

inmortalización y capacidad para invadir otros órganos (metástasis) (4). 

 

El cáncer es una de las enfermedades más estudiadas en todo el mundo, 

especialmente su biología molecular, es por esto que se han realizado estudios de 

tipo genómico que han permitido determinar los principales genes que contribuyen 

a su desarrollo, bien sea por su presencia (oncogenes) o por su ausencia (genes 

supresores de tumores) (5, 6). 

 

Genes  supresores de tumores y oncogenes  

En el desarrollo del cáncer muchos genes se ven afectados por alteraciones en la 

secuencia del ADN o en la metilación del mismo, sin embargo, los que más 
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contribuyen a su progresión son los oncogenes que promueven el desarrollo del 

tumor al cambiar o aumentar su actividad y los genes supresores de tumores que 

presentan insuficiencia o pérdida total en su función (7). Generalmente, en el 

desarrollo del cáncer se presenta activación de oncogenes e inactivación de genes 

supresores de tumores (8). Existen más de 250 oncogenes en nuestro genoma, 

algunos se encuentran inactivos en forma de protooncogenes que se activan 

cuando ocurren inserciones o mutaciones en su secuencia de ADN, la mayoría se 

derivan de retrovirus y su nombre se debe a que después de su activación o por 

una sobre expresión se produce cáncer (9). Por otro lado, los genes supresores de 

tumores se encuentran mutados en la mayoría de los cánceres heredados, estos 

genes son reguladores del ciclo celular y su ausencia estimula la división celular a 

pesar de la acumulación de mutaciones (4). La hipermetilación de estos genes, 

que está asociada con el silenciamento de la transcripción, es reconocida como 

una caracteristica fundamental en la patogénesis del cáncer (10). 

 

Alfred Knudson en 1971 estudiando Retinoblastoma planteó la hipótesis de los dos 

golpes, que indica que se necesitan mutaciones en los dos loci de un gen 

involucrado en el ciclo celular para que se presente la enfermedad, 

posteriormente, se determinó que estos genes son los llamados supresores de 

tumores (7). Esta hipótesis tuvo gran acogida y actualmente, se ha extendido al 

terreno de la epigenética donde se considera que las alteraciones epigenéticas 

que modifiquen la expresión de los genes involucrados en cáncer (oncogenes y 

genes supresores de tumores) y en general el funcionamiento de la cromatina, van 

a ser un desencadenante para que se presente la enfermedad al alterar el 

funcionamiento de estos genes (11). 

 

Epigenética y cáncer 

La epigenética comprende los cambios heredables que se presentan en la 

expresión génica sin alterar la secuencia de ADN, éstos son llevados a cabo por 

medio de los mecanismos epigenéticos que incluyen modificación de histonas, 

RNAs no codificantes, metilación de ADN y remodelación de cromatina (12). 
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La unión entre cáncer y epigenética se estableció desde los estudios de metilación 

de ADN y la expresión génica en 1983 (13). Se ha encontrado un creciente 

número de cambios epigenéticos asociados con diversos oncogenes y genes 

supresores de tumores, al igual que mutaciones en numerosos genes de 

regulación epigenética, demostrando la participación de la epigenética en el 

cáncer (14). 

 

Las modificaciones de las histonas tienen roles cruciales en el control de la 

actividad génica y la arquitectura nuclear. En ciertos residuos de las colas de las 

histonas se presentan patrones de modificaciones como metilación, acetilación, 

fosforilación, entre otros, que tienen el potencial de afectar la estructura y la 

integridad del genoma y de interrumpir patrones de expresión génica como se 

observa en cáncer (15). 

 

Otro mecanismo epigenético son los RNAs no codificantes de los cuales los más 

estudiados son los micro RNAs (miRNAs), la desregulación de éstos en cáncer 

puede suceder a través de cambios epigenéticos (por ejemplo, hipermetilación de 

islas CpG en el caso del miR-200 familia 39) y alteraciones genéticas que pueden 

afectar la producción del transcripto primario de miRNA, su proceso de 

maduración y/o las interacciones con el blanco. Otros RNAs no codificantes que 

se ven desregulados en cáncer son los que tienen interacciones con proteínas 

PIWI (piRNAs), los componentes de las ribonucleoproteínas pequeñas nucleolares 

(snoRNAs) y los RNAs no codificantes largos (IncRNAs) (16). 

 

Metilación del ADN en humanos 

La metilación del ADN se presenta generalmente en el carbono 5 de las citosinas 

en el contexto CpG. Aproxidamadamente entre el 3% y el 6% de las citosinas en el 

genoma normal humano están metiladas y las regiones ricas en CpG se conocen 

como islas CpG que se expanden desde la región terminal 5` (promotor, región no 

traducida y el primer exón) con tamaños entre 500 a 2000 pb. Estas islas se 
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encuentran en las áreas promotoras génicas en aproximadamente la mitad de los 

genes humanos conocidos (17–19). La metilación de ADN es llevada a cabo por 

las enzimas ADN metiltransferasas, la de mantenimiento (DNMT1) y las que 

metilan de novo las citocinas (DNAMT3a y DNAMT3b), todas indispensables para 

la regulación de la expresión génica de los genes (20) 

 

Metilación en cáncer 

Las primeras indicaciones de una unión entre epigenética y cáncer fueron 

derivadas de estudios de expresión génica y metilación en tejido normal y tejido 

con cáncer (21). En células normales los promotores de los genes que se deben 

expresar, se encuentran hipometilados, lo que corresponde con la transcripción de 

estos genes en presencia de los activadores transcripcionales, mientras que los 

promotores de genes que no se deben expresar, por que son genes de desarrollo, 

oncogenes o regiones altamente repetitivas se encuentran hipermetilados es decir 

silenciados transcripcionalmente (22). 

 

En cáncer, en cambio, el silenciamiento de la transcripción de los genes 

supresores de tumores se encuentra asociado con una hipermetilación de las islas 

CpG lo que contituye un indicador típico de una célula cancerígena (23). En las 

células tumorales existe un estado de hipometilación del ADN genómico pero de 

hipermetilación en las islas CpG. La hipermetilación de estas áreas produce 

represión transcripcional debido a un cambio estructural de la cromatina, que la 

hace inaccesible a los factores de transcripción. Este fenómeno se ha observado 

en varios tipos de tumores donde se expresarían patrones de metilación 

específicos (19). Para estudiar los patrones de metilación existen diferentes 

técnicas (Figura 1). Cada una de ellas tiene diferentes ventajas y desventajas. 

 

La secuenciación y pirosecuenciación son las técnicas más sensibles y permiten 

determinar el número de citocinas metiladas en una región o en todo el genoma, 

sin embargo son las de más alto costo.  
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Los microarreglos y la PCR metil específica analizan los dos posibles estados más 

severos de la metilación, hipometilación e hipermetilación. Los microarreglos son 

más costosos, pero permiten el análisis de varias secuencias de ADN al mismo 

tiempo, actualmente, son muy utilizados para diagnosticar cáncer de colon, donde 

se analizan paneles de hasta 50 genes para ver su estado de metilación. La PCR 

metil especifica es la técnica más económica y consiste en la amplificación 

diferencial por la metilación de una secuencia. Para esta reacción se diseñan dos 

parejas de primers para ADN covertido con bisulfito uno para la secuencia que se 

encuentre totalmente hipermetilada y otro donde se encuentre totalmente 

desmetilada. Cada reacción se monta por separado y sólo se observará 

amplificación en regiones que estén totalmente metiladas o totalmente desmetiladas 

para el número de citosinas analizadas (24). 

 

Epidemiología del cáncer 

Al menos una persona de tres desarrollará cáncer y uno de cada cuatro hombres y 

una de cada cinco mujeres morirán por esta causa (25), esta es la razón principal 

por la que el cáncer se ha vuelto un problema de salud pública y se ha convertido 

en un reto bajar la incidencia y las tasas de mortalidad. Debido a sus 

Figura 1. Métodos más usados para hacer análisis de metilación de ADN después de convertir las 

muestras con bisulfito. 
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características celulares, el cáncer se puede presentar en diversos órganos pero 

su aparición va a depender de factores heredables y factores ambientales que son 

muy variables dependiendo de la población de origen del paciente, su estilo de 

vida e inclusive su ubicación geográfica (2). 

 

El cáncer es una enfermedad de alta incidencia mundial, cerca de 12.7 millones de 

casos de cáncer y 7.6 millones de muertes por cáncer se estima ocurrieron en el 

año 2008 en todo el mundo (Figura 2) (26). Existen diferencias, sobre todo en la 

mortalidad, entre países desarrollados y países en desarrollo, esto se debe al 

acceso a la salud que va a influir en el diagnóstico temprano, el tratamiento 

adecuado y las condiciones de los pacientes (27).  

 

 

 

 

 

En el año 2010 el cáncer fue determinado como la segunda causa de muerte en 

Estados Unidos por el Centro para el Control y Prevención de Enfermedades 

(CDC, Center for Diseases Control) (28) y en Colombia el panorama no es 

diferente, de acuerdo con los registros del Instituto Nacional de Cancerología 

(INC) de Colombia, en el año 2010, se registraron 6.313 casos nuevos y 1.101 

Figura 2. Incidencia y mortalidad mundial del cáncer para mujeres (A) y hombres 

(B) según GLOBOCAN, 2008 (26). 

A B 
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muertes; 488 hombres y 613 mujeres, principalmente por cáncer de estómago y 

próstata en hombres y de mama y de útero en mujeres (29). 

 

Hiperplasia y cáncer de próstata 

La próstata es una glándula de 3 cm, que forma parte del aparato urinario 

masculino, queda ubicada en frente del recto y debajo de la vejiga rodeando la 

uretra. Su estructura histológica consiste principalmente en dos capas, la basal y 

la luminal. Las células de la capa basal tienen poco citoplasma, poseen receptores 

de factores de crecimiento, carecen de receptores de andrógenos y expresan Bcl-

2, una proteína muy importante para la vía intrínseca de la apoptosis. Las células 

basales son consideradas las células madre y una pequeña subpoblación 

presenta receptores de andrógenos, que se pueden diferenciar a células. Por otra 

parte, las células luminales expresan receptores de andrógenos y producen 

secreciones de marcadores como citoqueratina 8 y 18 (30,31). Cuando se 

presentan patologías en la próstata se realiza inicialmente la prueba del antígeno 

prostático sanguíneo (PSA), seguido por un tacto rectal y finalmente una biopsia 

de próstata (Figura 3), que es el paso decisivo donde de acuerdo a las 

características histológicas del tejido se determinará el diagnóstico. 

 

 

Figura 3. Esquema de la realización de una biopsia 

de próstata, se puede ver la ubicación de la 

glándula respecto al aparato genitourinario. 
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La próstata va aumentando de tamaño con la edad, muchas veces presentando un 

aumento mayor al esperado, lo que se conoce como Hiperplasia Benigna de 

Próstata (BPH). En la BPH la próstata aumenta su tamaño presionando la uretra 

haciendo que la vejiga comience a contraerse aún con pequeñas cantidades de 

orina, lo que puede causar incomodidad al paciente, no se considera una lesión 

pre-neoplásica y es un proceso común al envejecimiento (8).Si el diagnóstico no 

es normal, ni de hiperplasia, entonces se pueden presentar las siguientes lesiones 

pre cancerígenas (Figura 4); la primera lesión que aparece es la atrofia 

proliferativa inflamatoria (PIA), ésta es la precursora de la neoplasia intraepitelial 

prostática (PIN), que incluye células atípicas luminales con lamina basal y no 

evidencia de ruptura en la membrana basal, va de bajo (LGPIN) a alto grado 

(HGPIN), que generalmente es el que se reporta en patología. Después de esto la 

acumulación de alteraciones genómicas y epigenéticas resultan en la 

transformación cancerígena. Al iniciar el proceso de transformación a partir de 

desdiferenciación glandular se evidencian cambios en la unión al sustrato, la 

expresión de receptores e invasión estromal (30). El cáncer de próstata puede ser 

clasificado como heredado o esporádico; heredado tiene en total un porcentaje de 

aparición de 85% y los análisis genéticos han mostrado una asociación con una 

Figura 4. Esquema de los posibles diagnósticos que se pueden presentar en una biopsia 

de próstata. 
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herencia autosómica dominante, el esporádico en los cánceres de aparición 

temprana tiene un porcentaje de 43% (32). 

 

Existe un modelo para clasificar el avance de la enfermedad basado en la pérdida 

progresiva de los patrones de la glándula, este sistema se conoce como el grado 

de Gleason y fue creado en 1966 por el doctor Gleason quien creó una 

estratificación de uno a cinco de acuerdo a los cambios de morfología del tejido, 

dividiendose en una suma de dos números, que son los valores de evaluación de 

los dos tejidos más prevalentes en la muestra. Estos números van aumentando a 

medida que se presenta mayor desdiferenciación celular, presencia de 

angiogénesis y posibles células metastásicas (Figura 5) (33). Las alteraciones 

epigenéticas en el cáncer de próstata ocurren en los estadios tempranos de la 

transformación y continúan siendo detectables a través de la progresión e invasión 

metastásica de la enfermedad, lo que las hace potenciales biomarcadores para 

diagnóstico, identificación del estadio, prognosis y estratificación de riesgo (34).  

 

 

Figura 5. Muestras histológicas clasificadas según los 5 grados de Gleason (33). 
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El cáncer de próstata presenta problemas en su detección temprana, se 

diagnostica inicialmente por la medición del antígeno específico de próstata (PSA), 

un método que se utiliza desde 1944, fecha de aprobación por la Administración 

de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA) (35). Sin embargo, procesos 

comunes y no malignos como la hiperplasia benigna de próstata y la inflamación 

de la próstata presentan PSA elevado, limitando la especificidad en el diagnóstico 

de cáncer (36). 

 

Dado que los primeros cambios que se presentan en las células cancerígenas de 

próstata son en general pérdida de cromosomas y presencia de mecanismos que 

conllevan a una disminución en la expresión génica y en particular al 

silenciamiento de genes por hipermetilación de promotores, los ensayos de 

detección de hipermetilación en determinados genes aparecen como una gran 

herramienta en este cáncer al poder ser usados como biomarcadores. Además, la 

característica de reversibilidad de los cambios epigenéticos, entre ellos la 

metilación, también aumentan las expectativas para el uso de éstos como blancos 

terapéuticos.  

 

La habilidad para diagnosticar y tratar más eficientemente a los pacientes, usando 

medicamentos dirigidos a los defectos moleculares que están presentes en 

tumores particulares cambiará el manejo clínico del cáncer, en una forma más 

personalizada y eficiente (37,38). Los cambios en la metilación del ADN son un 

sello característico de los cánceres humanos, en el cáncer de próstata la 

hipermetilación de genes supresores de tumores y genes asociados al desarrollo y 

progreso de la enfermedad son una alteración común, detectables por técnicas 

como la PCR metil específica que permite amplificar diferencialmente el ADN de 

acuerdo a un patrón de metilación (39). 
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Factores de riesgo del cáncer de próstata 

Los principales factores de riesgo en el cáncer de próstata incluyen: 

 

• Edad y ubicación geográfica: el cáncer de próstata en hombres menores de 50 

años representa el 0.1% de todos los pacientes afectados, entre los 50 y los 65 

se encuentra el 15% de la población, mientras el resto de pacientes se ubica 

después de los 85., Sin embargo, cuando se hacen estudios en hombres de 40 

años se han encontrado con mucha frecuencia lesiones cancerosas (40). En 

países como China, India y Japón se presenta este cáncer con una incidencia 

de 1.9 casos por 100.000 habitantes, en contraste, Estados Unidos presenta la 

incidencia más alta con 272 casos por 100.000 habitantes. Estudios 

poblacionales han mostrado que cuando hay migración desde Japón hasta 

Estados Unidos aumenta considerablemente el riesgo de padecer este tipo de 

cáncer (41). 

 

• Genético: en 1960 se determinó que el riesgo de padecer cáncer de próstata 

aumentaba cuando se tenía un familiar de primer grado de consanguinidad 

afectado (42). Además, la población afro-descendiente sufre más 

frecuentemente de este cáncer en comparación con otras poblaciones (43), la 

incidencia de este cáncer en población afro-descendiente es 34% más alta, la 

mortalidad es dos veces mayor y el diagnóstico es menos favorable en 

comparación con la población de caucásicos (44). 

 

• Infección e inflamación: la próstata está expuesta a agentes infecciosos vía 

urinaria y sexual, existe una asociación entre enfermedades de transmisión 

sexual, infecciones con citomegalovirus, herpes tipo 8, papiloma tipo 16 y 

hepatitis B y C y prostatitis y el desarrollo del cáncer. Existen oncovirus, como 

el XMRV, asociados al desarrollo del cáncer de próstata, una asociación que 

se encuentra en los tumores más agresivos (45). 
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• Andrógenos: afectan la proliferación del epitelio luminal, los más importantes 

son testosterona circulante y dihidrotestosterona en tejidos, su función es 

mediada por el receptor de andrógenos (AR) el cual cumple un papel 

determinante en la progresión del cáncer (40). 

 

• Dieta y ejercicio: el alto consumo de grasa animal y de aminas heterocíclicas, 

con un bajo consumo de vegetales y de vitamina D, la obesidad por interacción 

entre la resistencia a la insulina e inflamación, el aumento de leptina, 

interleucina-6 (IL6) y el factor de necrosis tumoral aumentan el riesgo a 

desarrollar cáncer de próstata (46). 

 
• Estilo de vida: el cigarrillo es una fuente de cadmio que aumenta el estrés 

oxidativo y los niveles circulantes de andrógenos. El alcohol tiene una relación 

dependiente de la dosis, para aquellos pacientes que consumen más de tres 

raciones de alcohol por día. Sin embargo, se ha detectado un efecto protector 

de 1 a 3 copas de vino a la semana (47). 

 

Polimorfismo del gen de la GSTP1 

Un polimorfismo A-G en el nucleótido 313 resulta en una sustitución aminoacídica 

(Ile105Val) en el sitio de unión al substrato en la GSTP1. La sustitución por la 

valina que es más hidrofóbica resulta en alteraciones en la actividad catalítica de 

la proteína (Figura 6). Este residuo está próximo al sitio de unión hidrofóbico para 

sustratos electrofílicos y se ha demostrado que la valina presenta actividad y 

afinidad alterada para este tipo de substratos (48). Para realizar este análisis 

primero se realizó una amplificación del fragmento donde se puede encontrar la 

sustitución y posteriormente se digirió con la enzima de restricción por una hora a 

37°C. 
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Genes y patrones de metilación 

Para hacer análisis de los patrones de metilación se seleccionan genes que se 

consideren susceptibles a presentar cambios en su expresión debido a un proceso 

patológico. En el caso de cáncer, los oncogenes y los genes supresor de tumores 

se han observado sobre-expresados y silentes, respectivamente (9). Estos 

estados se asocian con hipometilación e hipermetilación de las islas CpG en las 

regiones promotoras del mismo. 

 

Los genes escogidos en este estudio (RASSF1, RARβ, GSTP1, APC y CDH1) son 

genes supresores de tumores, seleccionados de acuerdo a una revisión de 

literatura donde se evidenciaba su rol en el desarrollo de la enfermedad  

 

Figura 6. Secuencia del gen de la GSTP1 donde se encuentra el sitio de 

sustitución que establece el cambio de isoleucina a valina (A). Esquema 

de corte de la enzima de restricción Alw261 sobre el fragmento 

amplificado con los tres posibles resultados que se pueden obtener (B) 

(48). 
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Glutathione S-transferase Pi-1 (GSTP1). Ubicado en el cromosoma 11q13.2. La 

región del promotor del gen de esta enzima de detoxificación (GSTP1) se 

encuentra hipermetilada en la mayoría (70–>90%) de los carcinomas primarios, 

pero no en tejido prostático normal o hiperplasia benigna de la próstata (8, 39, 49). 

Los altos niveles de metilación en el promotor de la GSTP1 están asociados con el 

paso de PIN a carcinoma (50). Cuando este gen está silenciado, las células de la 

próstata se vuelven más vulnerables a alteraciones debido a las especies 

moleculares altamente reactivas que incluyen superóxido, peróxido de hidrógeno y 

óxido nítrico que son secretados por las células de PIA y pueden dañar el ADN de 

las células epiteliales (51). 

 

La relación que surge entre la baja expresión de esta proteína y el desarrollo del 

cáncer, genera preguntas sobre si algunos polimorfismos pueden tener un efecto 

directo sobre todo el proceso de carcinogénesis, en los estudios se han 

encontrado resultados contradictorios que no han logrado reproducirse, por esta 

razón se analizaron no sólo los patrones de metilación de este gen, sino también 

los polimorfismos que presenta en su sitio catalítico, de tal forma que se pueda 

identificar las posibles relaciones existentes, no sólo para diagnóstico, sino 

también para prognosis y estratificación del cáncer de próstata (52). 

 

Adenomatosis Polyposis Coli (APC). Es un gen supresor de tumores, ubicado 

en el cromosoma 5q21, involucrado en la regulación negativa de la ruta WNT/h- 

catenina. APC fue inicialmente identificado en cáncer colorectal, pero está 

inactivado en varios cánceres, incluyendo próstata (6), inicialmente fue descrito 

debido a que mutaciones en este gen ocasionan la enfermedad autosómica 

dominante poliposis adenomatosa familiar (FAP) y a que mutaciones somáticas en 

este gen aparecen en cerca del 80% de los tumores esporádicos colorectales (53). 

 

Ras Association Domain Family 1 isoform a (RASSF1a). Es un gen supresor 

de tumores ubicado en el cromosoma 3p21.3 que interactúa con Cdc20, un 

activador del complejo promotor de anafase, resultando en una inhibición de la 
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actividad de los complejos y evitando la progresión mitótica. Su expresión se 

correlaciona con actividad proapoptótica. La inactivación de este gen es 

observada frecuentemente en numerosos tumores sólidos y cánceres epiteliales 

como el de próstata (54,55), es uno de los genes que se ha encontrado metilado 

en la mayoría de cánceres humanos y se considera como uno de los primeros 

sucesos detectables en el proceso de tumorogénesis. RASSF1a contiene muchos 

dominios importantes para su papel como proteína supresora de tumores (56).  

 

Retinoic Acid Receptor β (RARβ). Ubicado en el cromosoma 3p24, el RARβ es 

un miembro de la súper familia de receptores nucleares de hormonas tiroideas y 

esteroideas. Este receptor se localiza en el citoplasma y en compartimentos 

subnucleares, se une al ácido retinoico, la forma biológicamente activa de 

la vitamina A, que actúa como intermediario de la señalización celular en procesos 

de morfogénesis embrionaria, crecimiento celular y diferenciación. Para este gen, 

se han encontrado alteraciones en los patrones de metilación en cáncer de 

próstata (54). 

Cadherina 1 (CDH1). Ubicado en el cromosoma 16q22.1, es una glicoproteína de 

adhesión célula-célula dependiente de calcio, perteneciente a la familia de las 

cadherinas, se han asociado mutaciones y alteración en los patrones de metilación 

del gen CHD1 en diversos tipos de cánceres (gástrico, de mama, colorectal, 

tiroideo, ovárico y de próstata). La pérdida de la función parece contribuir a la 

progresión del cáncer por un incremento de la proliferación celular, de la invasión y 

de la metástasis (19). 

Dados los problemas existentes con el diagnóstico del cáncer de próstata y su alta 

incidencia y mortalidad, decidimos estudiar los patrones de metilación de los 

genes mencionados y el polimorfismo de la GSTP-1 en muestras de pacientes con 

hiperplasia, tejido benigno y adenocarcinoma del Departamento de Antioquia. 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_retinoico
http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_A
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
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4. OBJETIVOS 

 

General 

 

Determinar las diferencias que puedan existir entre los patrones de metilación de 

los genes RASSF1, RARβ, GSTP1, APC y CDH1 y los polimorfismos del gen 

GSTP1 en muestras de biopsia, de un grupo de pacientes del Departamento de 

Antioquia con hiperplasia, adenocarcinoma de próstata y tejido benigno. 

 

Específicos 

 Estandarizar un método sencillo, rápido y económico para la extracción de 

ADN de muestras de biopsia y orina. 

 Establecer las posibles diferencias entre los patrones de metilación de los 

genes RASSF1, RARβ, GSTP1, APC y CDH1 por medio de conversión con 

bisulfito del ADN y PCR-metil específica en las muestras de biopsia de los 

pacientes con adenocarcinoma de próstata, hiperplasia de próstata y tejido 

benigno. 

 Establecer los polimorfismos del gen GSTP1 para las muestras de biopsia 

de los pacientes con adenocarcinoma de próstata, hiperplasia de próstata y 

tejido benigno. 

 

5. MÉTODOS 

 

5.1 Población de estudio 

96 pacientes de la IPS universitaria cuya biopsia ha sido diagnosticada como 

adenocarcinoma, hiperplasia o tejido benigno. 

 

5.2 Criterios de inclusión 

• Individuos sanos cuyos resultados de biopsia de próstata indican tejido 

benigno. 

• Pacientes diagnosticados por biopsia con hiperplasia de próstata. 
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• Pacientes diagnosticados por biopsia con adenocarcinoma de próstata.  

 

5.3 Criterios de exclusión 

Individuos sometidos a tratamientos como quimioterapia, radioterapia, castración 

(química o física). 

 

5.4 Obtención de muestras sólidas  

Las muestras histológicas se obtuvieron a partir de micro disección de tejidos que 

fueron obtenidos por biopsias practicadas en la IPS Universitaria de la Universidad 

de Antioquia. 

 

5.5 Obtención de muestras líquidas 

Para los pacientes sanos se utilizó la primera orina del día dado que presenta un 

mayor número de células. Se centrifugó y del precipitado se extrajo el ADN. 

 

5.6 Criterios para la selección del método de extracción del ADN 

• Concentración de ADN 

• Amplificación de STRs por PCR 

 

5.7 Estandarización de los protocolos de extracción ADN 

Para las muestras de orina se estandarizó un protocolo de extracción usando 

como referencia el micro método de extracción por Salting-Out (57), este método 

fue modificado aumentando los tiempos de centrifugación y evitando la adición de 

la solución A que contiene (sucrosa, tris HCL 5M, MgCl2). 

Para las muestras de biopsia embebidas en parafina se estandarizó un protocolo 

de desparafinización por calentamiento y centrifugación con agua, después de tres 

ciclos de este tratamiento el tejido quedó limpio y se realizó la extracción por 

CHELEX al 30% (Biorad ®). 
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5.8 Cuantificación de ADN 

La cuantificación del ADN se realizó en un Nanodrop (Thermo Scientific ®) a 

260nm. 

 

5.9 Amplificación de STRs autosómicos 

Se comparó para cada individuo la genotipificación de cuatro STRs autosómicos 

en las muestras epiteliales de la mucosa bucal (protocolo validado en el 

Laboratorio Genes Ltda.) y en las muestras de orina que fueron tomadas de 

individuos sanos (25). Una vez comprobado que en las muestras de orina se 

obtenía el mismo genotipo que en las muestras de células bucales obtenidas de 

pacientes sanos, se procedió a hacer una comparación entre las muestras de 

orina y las de biopsia de los pacientes de los que se obtuvo finalmente el mismo 

genotipo, confirmando el éxito en la extracción y amplificación. 

 

5.10 Conversión con Bisulfito 

Se realizó siguiendo las especificaciones para la conversión con bisulfito del kit 

Epitech (Qiagen ®). El ADN extraído es primero tratado con bisulfito bajo un ciclo 

de calentamiento en el termociclador de cinco horas, posteriormente se realizan 

lavados y se procede a hacer la desulfonatación y elución. Como resultado todas 

las citosinas que se encontraban metiladas permanecen como citosinas y aquellas 

que se encontraban desmetiladas son convertidas en uracilo. 

 

5.11 Reacción en cadena de la polimerasa 

Ensayos de metilación. Para la PCR metil-especifica, que consiste en utilizar dos 

parejas de primers para amplificar diferencialmente el mismo segmento del ADN 

convertido de acuerdo a la metilación del ADN, se utilizó un estuche de PCR 

múltiplex (2X Qiagen Multiplex PCR Kit), adicionando 0.5-5 ng de ADN en un 

volumen final de reacción de 10 μl. Todos los primers en la reacción de PCR 

tenían una concentración de 0.2 μM (Tabla 1). Las condiciones de amplificación 

fueron: pre-incubación por 15 min a 95°C; seguido por 10 ciclos de 30 s a 94°C, 90 



 

21 
 

s a 60°C, 60 s a 72°C y 20 ciclos de 30 s a 94°C, 90 s a 58°C, y 60 s a 72 °C; con 

una incubación final de 60 min en 72°C. 

 

Tabla 1. Secuencias de primers para análisis de metilación de promotores en 

cáncer de próstata. 

 

 

Análisis de variantes del gen GSTP1. Para el análisis del polimorfismo se utilizó 

el kit de Thermo Maxima Hot Start Mix, con condiciones de amplificación de 95ºC 

5 minutos, 30 ciclos de 55ºC por 30 segundos, 72ºC por 30 segundos, 94°C por 30 

segundos y finalmente 72ºC por 5 minutos. Se utilizaron los primers GSTP1-F 

ACCCCAGGGCTCTATGGGAA y GSTP1-R TGAGGGCACAAGAAGCCCCT y el 

producto amplificado fue digerido con la enzima  de restricción Alw126 (BsmA-1 en 

la nueva nomenclatura) generando dos productos diferentes como se explicó en el 

marco teórico (112).  

 

5.12 Electroforesis 

La electroforesis se realizó en geles de poliacrilamida al 4% en cámara vertical y 

para evidenciar y analizar los amplificados se usó el método de tinción con Nitrato 

de Plata usado en el laboratorio Genes Ltda. 

PROMOTOR FORWARD REVERSE REFERENCE 

RASSF1 

METILADO GGGTTTTGCGAGAGCGCG GCTAACAAACGCGAACCG (58–68)2) 

NO 
METILADO 

GGTTTTGTGAGAGTGTGTTTAG CACTAACAAACACAAACCAAAC (58,61–64,66,67)1) 

RARβ 

METILADO TCGAGAACGCGAGCGATTCG GACCAATCCAACCGAAACGA (60,69–80)5) 

NO 
METILADO 

TTGAGAATGTGAGTGATTTGA  AACCAATCCAACCAAAACAA 
(69,70,72,73,76–

79)3) 

GSTP1 

METILADO TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC GCCCCAATACTAAATCACGACG (58,60,79,81–96)4) 

NO 
METILADO 

GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT CCACCCCAATACTAAATCACAACA 
(58,79,83–88,90–

97)4) 

CDH1 

METILADO GGTGAATTTTTAGTTAATTAGCGGTAC CATAACTAACCGAAAACGCCG (60,95,98–103)2) 

NO 
METILADO 

GGTAGGTGAATTTTTAGTTAATTAGTGGTA ACCCATAACTAACCAAAAACACCA (95,98,99,101,103)2) 

APC 

METILADO TATTGCGGAGTGCGGGTC TCGACGAACTCCCGACGA 
(59–61,93–96,104–

111)7) 

NO 
METILADO 

GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT CCAATCAACAAACTCCCAACAA 

(58,61,79,93–
96,105,106,109,110)

6) 
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5.13 Análisis de resultados 

Los geles fueron leídos teniendo en cuenta la escalera de peso molecular ILS 600 

de Apllied Biosystems de 1000pb y como control positivo para el análisis de 

metilación se utilizó el EpiTect control DNA set (Quiagen) que contiene ADN 

convertido con bisulfito totalmente metilado, ADN convertido con bisulfito 

totalmente desmetilado y ADN no convertido con bisulfito. 

5.14 Análisis estadístico 

Se calculó el índice de metilación, que corresponde a la relación entre el número 

total de genes metilados y el número total de genes analizados, con la finalidad de 

conocer los alcances totales de la metilación en el conjunto de genes estudiados. 

Las poblaciones se compararon con un test exacto de Fisher con p<0.05. Los 

análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa R versión 3.0, el 

programa Arlequin versión 3.5 y el programa estadístico Statistical Package for 

Social Sciences (SPSS) versión 13. Todos los datos epidemiológicos, clínicos y de 

laboratorio que puedan ser de interés en el análisis de los resultados, así como 

todos los datos arrojados por esta investigación fueron almacenados en una base 

de datos en Excel (Microsoft ® office Excel). 

 

6. RESULTADOS 

 

6.1  Estandarización de los métodos de extracción de ADN de muestras de 

orina y biopsias. 

 

La fase de desparafinización para las muestras de biopsia consistió de varios 

ciclos de calentamiento y centrifugación que removieron completamente la 

parafina del tejido. La concentración de ADN extraído de este tejido fue alta y su 

amplificación buena tanto para cada marcador autosómico como para las pruebas 

subsiguientes. 
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a) Concentración de ADN 

El primer criterio de selección de los protocolos de extracción fue la 

concentración de ADN obtenida de las muestras de orina, citocepillos y 

biopsias de hombres sanos y pacientes (Figura 7) a una absorbancia de 

260nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al comparar las concentraciones obtenidas de las diferentes muestras, se 

encontró que el ADN de las muestras de orina de hombres sanos y biopsias de 

próstata embebidas en parafina y extraídas con Chelex presentaron las 

concentraciones más altas. Las muestras con la concentración de ADN más baja 

fueron los citocepillos extraídos con Chelex y las orinas extraídas por Salting-Out 

(Figura 8). 

  

B 

A 

Figura 7 Concentración de ADN (ng/μl) en muestras de hombres 

sanos (A) y en muestras de pacientes (B). 
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b) Amplificación de STRs autosómicos 

Posterior a la cuantificación de ADN, se realizó una PCR de cuatro STRs 

autosómicos (CSF1PO, TPOX, TH01 y VWA) en geles de poliacrilamida al 4% 

teñidos con Nitrato de Plata. Las muestras que presentaron el mayor éxito de 

amplificación (entendido como el número de marcadores amplificados para todas 

las muestras sobre el total de marcadores) fueron los citocepillos (células bucales) 

con un 100%, y las que presentan el menor éxito de amplificación fueron las orinas 

con un 57%, ambas muestrasextraídas con Chelex, (Tabla 2). 

  

Figura 8. Concentración de ADN expresado en ng/μl para muestras de orina de 

controles (OC), citocepillos de controles (CC), orina de pacientes (OP) y biopsias 

de próstata de pacientes (BP), por los métodos de Salting Out (so) y Chelex (ch). 
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Tabla 2 Amplificación (A) del ADN para cada una de las muestras extraídas 

con los diferentes métodos. 

Método de Extracción Tipo de Muestra Individuo E.A (%) 

CHELEX 

Células bucales Hombres Sanos 100 

Orina Hombres Sanos 57 

Biopsias Pacientes 64 

SALTING OUT 
Orina Hombres sanos 78 

orina Pacientes 62 
E.A. Eficiencia en la amplificación 

De acuerdo con estos resultados de concentración y de eficiencia en la 

amplificación se seleccionaron tres protocolos de extracción (Figura 9) que fueron 

utilizados para realizar la extracción del ADN de todas las muestras de este 

estudio a un muy bajo costo y sin la utilización de kits comerciales. Esta 

estandarización fue presentada como un poster en el XXIV Congreso de la 

Sociedad Internacional de Genética Forense (ISFG) en Viena, Austria en el año 

2011; en el XII Congreso Nacional y en el VI Congreso Internacional de Genética 

Humana en Santa Marta en el año 2012. Actualmente, se encuentra en proceso 

de publicación como comunicación breve en la Revista Mexicana de Urología. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Protocolos seleccionados para la 

extracción de ADN de las muestras de orina 

y biopsias a partir de la modificación de los 

protocolos de Chelex y Salting Out 

utilizados en el Laboratorio Genes Ltda. 



 

26 
 

6.2  Patrones de metilación de los genes RASSF1, RARβ, GSTP1, APC y 

CDH1. 

De las 96 muestras analizadas, 39 (40.6%) muestras tenían diagnóstico de 

adenocarcinoma de próstata, 35 (36.4%) de hiperplasia y 23 (23.9%) fueron 

clasificadas como normales al no presentar diagnóstico de hiperplasia ni de 

adenocarcinoma, estos diagnósticos serán tomados de aquí en adelante como 

poblaciones para realizar los análisis. 

 

Después de realizar la PCR metil específica se determinaron las frecuencias de 

metilación para cada uno de los genes estudiados en todas las poblaciones 

(Figura 10). La población que presentó la mayor frecuencia de genes metilados 

fue la de adenocarcinoma y la que presentó la menor frecuencia fue la población 

normal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todas aquellas muestras que no mostraron amplificación para ninguno de los 

primers (metilado y no metilado) se consideraron como muestras “sin 

amplificación” para ese gen. En todos los genes se encontraron muestras que no 

Figura 10. Frecuencias de metilación para los genes GSTP1, RASSF1a, RARβ, CDH1 y APC 

en las poblaciones total, normal, hiperplasia y adenocarcinoma. 
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amplificaron. El porcentaje más alto de no amplificación se presentó para los 

genes RARβ y CDH1. Sin embargo, ninguna muestra presentó ausencia de 

amplificación para la totalidad de los marcadores. 

 

Al analizar de forma conjunta los individuos de las poblaciones de hiperplasia y 

normales, se observó que los genes RASSF1, RARβ y CDH1 presentaron el 

porcentaje más alto de muestras que no amplificaron. Mientras los genes GSTP1 y 

APC se encuentran no metilados en la mayoría de las muestras de esta población 

(Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la población con adenocarcinoma (Figura 12) se observó que entre el 55 y el 

60% de los individuos no presentaron amplificación para los genes RARβ y CDH1. 

El resto de genes presentó una mayor frecuencia de metilación comparada con las 

poblaciones normales + hiperplasia. Además, tuvieron el mayor número de 

individuos que amplificaron ambos marcadores (metilados y no metilados). 

 

Figura 11. Frecuencias de metilación para los 

genes GSTP1, RASSF1a, RARβ, CDH1 y APC 

para la población normal más la de hiperplasia. 
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El gen GSTP1 presentó el número más alto de muestras metiladas (36%) seguido 

por los genes RASSF1 (16%) y RARβ (15%). El gen CDH1 no se encuentra 

metilado para ninguna muestra en este estudio y el gen APC mantiene niveles 

altos de metilación y no metilación para todas las poblaciones.  

 

 

 

Para determinar las diferencias entre poblaciones se realizó un test exacto de 

Fisher. Las poblaciones de hiperplasia y adenocarcinoma son las más diferentes 

entre sí, mientras que la población normal y la población con adenocarcinoma son 

las más similares (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Comparación de las poblaciones estudiadas a través del Test exacto 
de Fisher. 

 

 

 

 

 

 

 Poblaciones Normal Hiperplasia Normal + Hiperplasia 

GSTP1 
Hiperplasia 0.95023 - - 

Adenocarcinoma 0.11153 0.00867* 0.00567* 

RASSF1 
Hiperplasia 0.46847 - - 

Adenocarcinoma 0.12571 0.02742* 0.01723* 

RARβ 
Hiperplasia 0.10509 - - 

Adenocarcinoma 0.50194 0.02300* 0.06380 

CDH1 
Hiperplasia 0.08013* - - 

Adenocarcinoma 1.00000 0.04261* 0.18928 

APC 
Hiperplasia 0.38631 - - 

Adenocarcinoma 0.83240 0.1424 0.3506 

Figura 12. Frecuencias de metilación para los genes 

GSTP1, RASSF1a, RARβ, CDH1 y APC para la 

población con Adenocarcinoma. 
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6.3  Polimorfismo del gen de la Glutation S Transferasa Pi-1 (GSTP1) 

El polimorfismo detectado a partir de la digestión con la enzima Bmsa-1 presentó 

una alta frecuencia del alelo isoleucina en las poblaciones normal e hiperplasia. El 

alelo valina se encontró en mayor frecuencia en la población con adenocarcinoma 

con respecto a la población normal + hiperplasia (Figura 13). 

 

 

Con respecto a los genotipos del polimorfismo del gen de la GSTP1, la población 

con adenocarcinoma presentó un mayor número de individuos heterocigotos 

isoleucina/valina (90%) y el menor número de homocigotos para isoleucina (5%). 

Para las poblaciones de hiperplasia + normal se encontraron valores de 70% para 

los heterocigotos y 30% para los homocigotos (Figura 14). 

 

Es decir, que en la población de hombres con hiperplasia y hombres sanos se 

encuentra en menor proporción el alelo mutante en relación a los pacientes con 

adenocarcinoma, quienes presentan este alelo en mayor proporción y siempre en 

forma heterocigota. 

Figura 13. Frecuencia de los alelos isoleucina y valina para la población normales más 

hiperplasia y la población con adenocarcinoma. 
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Respecto a la variación entre poblaciones solo se encontraron diferencias 

significativas entre la población de hiperplasia y adenocarcinoma (p=0,012) y 

normal + hiperplasia y adenocarcinoma (p=0,037). 

7. DISCUSIÓN 

 

7.1 Estandarización de métodos de extracción. 

Los protocolos definitivos (Figura 3), sirvieron para la extracción de todas las 

muestras de este estudio. A pesar de que las muestras de orina extraídas con 

Chelex tuvieron la mayor concentración de ADN, con un promedio de 1300 ng/μl, 

presentaron el menor éxito de amplificación (57%), mientras que las muestras de 

células bucales extraídas con Chelex presentaron la menor concentración de 

ADN, con un promedio de 63 ng/μl, evidenciaron el mayor éxito de amplificación 

(100%). Por lo tanto, una concentración alta de ADN, como la detectada para este 

Figura 14. Porcentaje de individuos homocigotos para isoleucina 

(isol/isol), heterocigotos con un alelo de isoleucina y uno de valina 

(isol/val) y homocigotos para valina (val/val). 
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estudio, no es una garantía de la buena calidad del mismo. Una posible 

explicación a estos hallazgos pudiera ser que el ADN se encuentre muy 

degradado, no ser todo de origen humano o contener partículas diferentes 

capaces de absorber a 260nm durante la cuantificación (113). Además, la orina 

puede estar contaminada con ADN bacteriano de difícil degradación que sumado 

a la anterior afecta negativamente la amplificación por PCR para los marcadores 

STRs utilizados (114). 

Por otro lado, las muestras de biopsias son muestras complejas y debido a los 

procesos a los que son sometidas para sus análisis en patología las células sufren 

muchos daños, que impiden obtener ADN de buena calidad para realizar análisis 

en biología molecular. Además, muchos protocolos de desparafinización no logran 

remover completamente la parafina y ésta se convierte en un contaminante más 

de la muestra (115). La extracción de este tipo de muestras con el protocolo 

estandarizado en este trabajo no presentó estos problemas ya que se obtuvo una 

alta concentración de ADN disponible para la amplificación por PCR y para la 

conversión con bisulfito en el análisis de metilación. 

 

7.2 Patrones de metilación de los genes RASSF1, RARβ, GSTP1, APC y 

CDH1 

El resultado más frecuente para estás muestras es la ausencia de amplificación 

(metilado o no metilado) para alguno de los genes estudiados. Esto puede ser 

explicado gracias a que los primers no encuentran su secuencia complementaria, 

lo cual puede suceder por diversas causas: 

 

 Las muestras tienen una metilación parcial que no permite su amplificación con 

los primers hipermetilados y no metilados. Estos primers no reconocen 

patrones de metilación intermedios entre totalmente metilado y no metilado. La 

metilación en islas es una situación común (116) que puede justificar la 

ausencia de amplificación. 
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 Las citosinas se encuentran en proceso de desmetilación. Durante este 

proceso sufren otras modificaciones diferentes a la metilación del carbono 5 

que no son detectables por esta técnica (5-hidroximetilcitosina, 5-formilcitosina, 

5-carboxilcitosina) (24, 117). 

 Hay mutaciones en esta secuencia que impiden la complementariedad con los 

primers y que normalmente se presentan en tejido normal y afectado (118), 

estás mutaciones pueden ser pequeñas o involucrar aberraciones 

cromosómicas grandes que se presentan a menudo en las células 

cancerigenas (119). 

 

La metilación en muestras de tejido normal o de tejido hiperplásico para algunos 

de los genes estudiados puede deberse a falsos positivos dadas por una 

conversión con bisulfito incompleta o a procesos patológicos no registrados en el 

diagnóstico (120). 

 

Cuando se realizaron las comparaciones de las frecuencias de metilación entre las 

poblaciones normal, hiperplasia y adenocarcinoma se encontraron diferencias 

significativas para adenocarcinoma e hiperplasia en cuatro de los cinco genes 

analizados, GSTP1 (p=0.008), RASSF1a (p=0.027), RARβ (p= 0.023) y CDH1 

(p=0.042). Entre las poblaciones con adenocarcinoma y Normales+hiperplásicos 

se obtuvo una diferencia significativa para los genes GSTP1 (p=0.005), RASSF1a 

(p=0.017); mientras que para el gen RARβ no hubo una diferencia significativa 

(p=0.063). Se observó que las diferencias son mayores al hacer la unión de estas 

poblaciones, sin embargo, se pierden las diferencias con los genes RARβ y CDH1. 

Esto se puede explicar por la gran cantidad de no amplificados para estos genes 

en todas las poblaciones.  

 

EL gen APC no presenta diferencias significativas entre las tres poblaciones y el 

gen CDH1 no se encuentra metilado en ninguno de los individuos analizados en 

este estudio. Respecto al gen APC podemos ver que presenta altos niveles de los 

tres posibles resultados (metilados, no metilados y muestras que no amplifican), 
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esta variedad puede ser explicada por la presencia de otros factores genéticos e 

inherentes a la proteína que están involucrados en su función (121, 122). La 

explicación para que el gen CDH1 no se encuentre metilado es que la pérdida de 

su función está asociada a la perdida de adhesión celular, la cual se presenta en 

un estado muy avanzado del cáncer, estas células metastásicas deberían 

presentar esta característica y las muestras de este trabajo son de tumor primario 

y en ninguno se reporta muestra de tejido metastásico (123). Además, es 

importante resaltar que existen otros marcadores epigenéticos que pueden estar 

alterando la expresión de estos genes. 

 

La población con más porcentaje de metilados en los dos alelos es 

adenocarcinoma, indicando que es la población con más alteraciones en los genes 

supresores de tumores analizados, lo cual concuerda con otros reportes (49, 124, 

125).  

 

Al revisar las historias clínicas se encontró que los pacientes que se 

diagnosticaron como normales presentan una variedad de daños tisulares que 

incluyen PIA, razón por la cual pueden encontrarse este tipo de alteraciones en la 

metilación (112), para corroborar esta hipótesis, es necesario hacer una revisión 

más detallada de las historias clínicas y considerar otras variables como los 

niveles de PSA, daños tisulares, entre otras. 

 

7.3 Polimorfismo del gen de la Glutation S Transferasa Pi-1 

Para el polimorfismo del gen GSTP1 se encontró que el alelo isoleucina fue el más 

frecuente para toda la población y se encontró en mayor frecuencia en estado 

homocigoto para las muestras de hiperplasia+normales y en estado heterocigoto 

para las muestras de adenocarcinoma. Se encontraron diferencias significativas 

entre hiperplasia y adenocarcinoma (p=0.012) y entre normales+hiperplasia y 

adenocarcinoma (p=0.038), estos resultados son similares a los encontrados por 

Kewel, Kim y Cotignola entre otros (126–128). De acuerdo a estos estudios la 

presencia de al menos un alelo de valina en las muestras puede ser un factor de 
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riesgo para el desarrollo de adenocarcinoma. Sin embargo, la asociación aún es 

débil y se requiere de una muestra mucho más grande. 

 

8. CONCLUSIONES 

 

Los métodos de extracción estandarizados pueden ser usados para extraer ADN 

de muestras de biopsias embebidas en parafina y muestras de orina. Este ADN 

puede ser usado para amplificación por PCR. Comparado con los kits comerciales, 

este método es muy económico y constituye una herramienta para los 

investigadores que quieran trabajar con este tipo de muestras. 

 

Existen cambios en los patrones de metilación en los genes estudiados de los 

pacientes con adenocarcinoma comparados con las otras dos poblaciones de 

estudio. Este hallazgo puede constituirse como un biomarcador útil al momento de 

un diagnóstico y seguimiento de un tratamiento.  

 

El análisis del polimorfismo de la GSTP1 puede estar correlacionado con el 

desarrollo del carcinoma de próstata, con el pronóstico y con la respuesta a los 

tratamientos. En la población con cáncer de próstata analizada en este estudio la 

mayoría de individuos (94%) se encontraban como heterocigotos para este gen, 

esto puede considerarse un factor de riesgo para el desarrollo del adenocarcinoma 

(129). 

 

Finalmente, el estudio de nuevos biomarcadores para el cáncer de próstata se 

hace necesario dada su alta incidencia y mortalidad, lo ideal es encontrar maneras 

de analizar estos biomarcadores sin utilizar un método invasivo para promover el 

tamizaje oportuno y disminuir la mortalidad. 
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