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Resumen

Introduccion: El cancer de prostata (CaP), asi como, el sobrepeso y la obesidad son
condiciones frecuentes en la poblacidon mexicana. Ladisfuncion mitocondrial hasido
asociada con el desarrollo de cancer y con la obesidad, EL CaP es mas agresivo
en |l as personas c on obes idad, | o c ual s ugiere que | os g enes que regulen |l a
biogénesis mitocondrial (por ejemplo: TFAM, POLG, PGC1a y/lo NRF1) pueden
participar en este vinculo.

Objetivo: Analizar la posible asociacién entre SNP’s de genes relacionados con la
biogénesis mitocondria con el desarrollo en la agresividad del CaP en pacientes con
sobrepeso u obesidad.

Sujetos y métodos: Se analizaron 379 pacientes masculinos con diagnéstico
histolégico de CaP para determinar la agresividad (escala de Gleason) y el riesgo
(clasificacion de D’Amico). El indice de masa corporal (IMC) fue determinado en
cada paciente de acuerdo a los criterios de la OMS. EI ADN fue extraido de sangre
periférica. Los SNP’s rs1937, rs1049432, rs11006132 (TFAM); rs7665116 y
rs2970870 (PGC1a); rs758130 (POLG) y rs6949152 (NRF1) fueron analizados por
PCR en tiempo real mediante discriminacion alélica. En los casos correspondientes
se analizaron los haplotipos. Se analizé el equilibrio HW y analisis de ligamiento.
Resultados: el 78% de los pacientes presentd aumento del IMC (225 kg/m?), 50%
en sobrepeso y 18% en obesidad. Asi mismo, 43% presentaron formas agresivas
(Gleason 27). De acuerdo con la clasificaciéon de D’Amico el 21.8% presentaron
riesgo alto. El rs2970870 de PGC17a se encuentra relacionado con el riesgo. El
haplotipo A-G-G de TFAM se relaciona con riesgo alto. No encontramos asociacion
entre el resto de los SNP’s analizados y la agresividad del CaP.

Conclusiones: es el primer estudio de que evalua la posible asociacion entre los
SNP’s de TFAM, POLG, PGC1a y/o NRF1 con la agresividad de CaP en pacientes
con sobrepeso u obesidad. El rs2970870 de PGC1a y el haplotipo A-G-G de TFAM

se encuentran relacionados con el riesgo.



Abstract

Background: Obesity constitutes a risk factor for the development of aggressive
forms of prostate cancer. Mitochondrial dysfunction has been associated with the
development of cancer and obesity, being prostate cancer more aggressive in obese
men. It has been suggested that mitochondrial biogenesis gene's (TFAM, POLG,
PGC1a and NRF1) plays a central role in these events.

Objective: The aim of this study was to analyze the possible association of TFAM,
POLG, PGC1a and NRF1 polymorphisms, as well as their haplotypes, with the
development of aggressive prostate cancer in overweight or obese Mexican Mestizo
men.

Subjects and methods: A total of 379 unrelated men with histologically confirmed
prostate cancer, of Mexican Mestizo ethnic origin, were included. Body mass index
was determined and the degree of prostate cancer aggressiveness and risk were
demarcated by the Gleason scale and D'Amico classification. DNA was obtained
from blood leukocytes. The rs1937, rs1049432, rs11006132 (TFAM); rs7665116 and
rs2970870 (PGC1a); rs758130 (POLG) and rs6949152 (NRF1), as well as their
haplotypes, w ere s tudied byr eal-time polymerase c hainr eaction allelic
discrimination. Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were tested. Pairwise
linkage disequilibrium between single nucleotide polymorphisms was calculated;
haplotype analysis was performed.

Results: 78% have increased BMI (225 kg/m?), 50% wit overweight and 18% with
obesity. Likewise, 43% have Gleason 7 (aggressive cancer). A high risk (D'Amico
classification) was documented in 21.8%. A-G-G TFAM haplotype was associated
with high risk and rs2970870 PGC1a was associated with cancer risk. We did not
find a significant association between others polymorphisms analyzed.
Conclusions: To our knowledge, this is the first study regarding the relationship of
TFAM, POLG, PGC1a and NRF1 polymorphisms with aggressive prostate cancer.
A-G-G TFAM haplotype and rs2970870 PGC1a were associated with cancer risk.



Introduccion

El cancer de préstata (CaP) se define como el crecimiento anormal de las células
de la glandula prostatica que ademas tiene la capacidad de invadir otros 6rganos
(GPC IMSS 140 - 08). Es la segunda causa de muerte por cancer en hombresen
los paises desarrollados y es la mas frecuente de diagndstico de malignidad (Hebert
et al., 1998, Song et al., 2010). Se ha descrito que los diversos estilos de vida, asi
como | os factores nu tricionales, e n par ticular el consumo de al ta ener gia, se
encuentran relacionados con riesgo de este tipo de cancer (Hebert et cols., 1998;
Giovannucci et al., 2007). En pacientes con enfermedad localmente avanzada o
cancer metastasico, la ablacion androgénica sigue siendo el pilar del tratamiento;
sin embargo, el efecto de este tratamiento es sdélo transitorio y la mayoria de los
pacientes desarrollan un cancer hormono-resistente a los 2 o 3 afos por lo que es
necesario comprender los mecanismos implicados en la regulacion del crecimiento
tumoral y | a i dentificacion de n uevos f actores de ¢ recimiento i mplicados e n la
progresion d e | a enfermedad p ara desarrollar nu evos enfoques terapéuticos
(Amamoto et al., 2011).

En | a ac tualidad, existen pocos marcadores c linicamente di sponibles par a la
prediccion exacta d el prondstico d e | os pacientes con este cancer, ad emas del
antigeno prostatico especifico (PSA) y la puntuaciéon de Gleason (Epstein et al.,

2005).



Diagnéstico de CaP

Los sintomas de la enfermedad no son especificos y pueden manifestarse varios
anos después de su inicio; éstos son secundarios a la obstruccion del flujo urinario
debido al crecimiento de la glandula o por invasion de la neoplasia a otros sitios. La
sospecha inicial d e CaP se basa enun tactorectal c on h allazgos anormales
(presencia de nédulos o induraciones) y/o con elevacién en los niveles del antigeno
prostatico especifico (APE) igual o mayor 4 ng/mL (GPC IMSS 140 - 08). De igual
forma, se propone también que la ecografia transrectal (ETR) puede ayudar en el
diagnodstico de este cancer (Guia clinica sobre el cancer de préstata), pero no
siempre se observa el cuadro clasico de un area hipoecoica en la zona periférica de
la prostata. La ETR en escala de grises no detecta areas de CaP con unafiabilidad
adecuada. Por consiguiente, no resulta util sustituir las biopsias sistematicas por
biopsias dirigidas de las areas sospechosas (Heidenreich et al., 2010).

A pes ard el o an terior, el di agnostico definitivos e basaen| apresencia de
adenocarcinoma en muestras de bi opsia de prdstata o pi ezas quirurgicasy el
examen histopatolégico permite la determinacién del grado y la extension del tumor
(GPC IMSS 140-08).

En la mayoria de los casos, el desarrollo del tumor se localiza en la zona periférica
de la glandula por tal motivo, cuando se realiza el tacto rectal (TR) se genera la
sospecha diganstica. En aquellos casos en |os que el volumen prostatico es =
0.2mL se indica la biopsia. En aproximadamente el 18 % de todos los pacientes se
detecta un CaP a partir de un TR sospechoso aislado, independientemente de la
concentracion de PSA,; sin embargo, un TR sospechoso en pacientes con un valor
de APEdehasta2 ng/mLtiene un v alor pr edictivo pos itivod el 5% - 30%

(Heidenreich et al., 2010)



El APE es el primer marcador tumoral aprobado por la FDA para la deteccion
oportuna del CaP. Este es una glucoproteina que se sintetiza casi exclusivamente
en las células epiteliales de |a préstata, tiene especificidad de 6rgano, pero no de
cancer,y aq uel as concentraciones s éricas de és te, s e pu eden encontrar
aumentadas en diversas patologias como esla hipertrofia prostatica benigna (HPB),
prostatitis y otras enfermedades no malignas (GPC IMSS 140 - 08). La
concentracion de APE es un parametro continuo: cuanto mayor es el valor, mas
probabilidades hay de que exista un CaP; esto significa que no hay un valor umbral
o limite superior aceptado de forma universal. Se considera que las concentraciones
aumentadas de APE, tienen un valor predictivo positivo del 69%. Se han descrito
varias m odificaciones del v alord e APE e n s uero,| 0 q ue podria m ejorar la
especificidad de éste, en la deteccion precoz del CaP; entre ellas se encuentran la
densidad del APE de la zona de transicion, intervalos de referencia especificos de
la edady formas moleculares de ésta. Sin embargo, estos derivados y ciertas
isoformas del APE (cPSA, proPSA, BPSA, iPSA) tienen utilidad limitada en el
contexto clinico habitual, por lo que no se ha considerado su inclusion en las guias
clinicas (Heidenreich et al., 2010.)

De acuerdo con las Guias de Practica Clinica, la biopsia de prostata esta indicada
de acuerdo con la concentracion de APE, un TR sospechoso o ambos. También
debe tenerse en cuenta la edad bioldgica del paciente, las posibles enfermedades
concomitantes y las consecuencias terapéuticas. El primer valor elevado de APE no
deberia c onllevar una bi opsia i nmediata; par a el lo, el v alorde A PE debe
comprobarse al cabo de unas semanas con el mismo an alisis en condiciones

normalizadas (es decir, sin eyaculacion ni manipulaciéon, como colocacién de



sondas, cistoscopia o reseccion transuretral, y sin infeccion urinaria) en el mismo
laboratorio diagnostico y utilizando los mismos métodos.

Por otra parte, se considera que la norma en las instituciones de salud, es la practica
de biopsias d e pr 6stata g uiadas por ec ografia. A unque s e utiliza un abordaje
transrectal en la mayoria de las biopsias de préstata, algunos urdlogos prefieren
emplear un acceso perineal, ya que las tasas de deteccion de cancer en biopsias
de pr oOstata perineales s on equivalentes al as ob tenidas mediante biopsia
transrectal. En las biopsias basales, los focos de obtencion de muestras deben ser
lo mas posteriores y laterales posibles en la zona periférica de |a glandulay se
obtendran cilindros adicionales, a partir de las areas sospechosas segun el TR/ETR.
Con esta técnica, las tasas de complicaciones son bajas, entre las que destacan
hematuria, hematospermia y en aproximadamente 1% de los casos presencia de
infecciones g raves des pués del pr ocedimiento. Las biopsiascontrocarde la
prostata obtenidas de diferentes focos se envian habitualmente al laboratorio de
anatomia patolégica en viales independientes que deben procesarse en cartuchos
independientes. Antes del procesamiento, ha de anotarse el numero de cilindros por
vial y la longitud de cada cilindro. El diagnéstico de CaP se basa en el examen
histolégico, con el cual se examina cada foco de biopsia, indicando la proporcion de
biopsias positivas en cuanto a carcinoma y la puntuacion de Gleason.

La pu ntuacién de G leasones el sistema mas ut ilizado p ara graduar el
adenocarcinoma de prostata, és e s 6lo puede ev aluarse en material de biopsia
(biopsia c on t rocar o pi ezas q uirurgicas) y no deb en u tilizarse preparaciones
citologicas.

Segun la convencidn internacional actual, la puntuacién de Gleason (modificada) de

los tipos de cancer detectados en una biopsia de préstata, corresponde al grado de
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Gleason del componente de carcinoma predominante (mas extenso), ademas del
mayor g rado ( independientemente d e | a extension), pr esencia de carcinoma
intracanalicular y extension extraprostatica. Aunado a lo anterior se debe reportar
las ¢ aracteristicas d e ¢ arcinoma e n c ada foco de bi opsia, porloque debe
proporcionarse una puntuacion de Gleason global en funcion de los hallazgos en
las bi opsias i ndividuales. La pr esencia de invasion per ineural s e d escribe con
frecuencia, a unque existen dat os ¢ ontradictorios ac erca de s u ut ilidad como
indicador prondstico. La proporcion (%) o longitud (mm) de la afectacion tumoral por
foco de biopsia se correlaciona con el volumen tumoral, la extensidn extraprostatica
y el prondéstico tras la prostatectomia. La longitud del carcinoma (mm) y el porcentaje
de la biopsia con afectacion por carcinoma tienen el mismo efecto prondstico
(Heidenreich et al., 2010).

La puntuacion de Gleason es la suma de los dos patrones mas frecuentes (grado
1-5) de crecimiento tumoral observados y oscila entre 2 y 10, siendo 2 el menos
agresivo y 10 el mas agresivo. En la biopsia por puncién se recomienda incluir
siempre el peor grado, aunque se encuentre en < 5 % del material de biopsia
(Heidenreich et al., 2010).

De acuerdo a la escala de Gleason se establece el lado de diferenciacién confines
prondsticos: Grado 1= bien diferenciado (Gleason 2-4), Grado 2= moderadamente
diferenciado (Gleason 5-6) y Grado 3= pobremente diferenciado (Gleason 7 -10)
(GPC IMSS 140 - 08), es decir esta puntuacion se relaciona con la agresividad:
Agresividad baja=(Gleason 2-4), Agresividad media = (Gleason 5-6) y Agresividad
alta (Gleason 7 -10).

Con r especto al a extension ex traprostatica. S e r ecomienda el s istema de

estadificacion TNM de la Unidn internacional contra el cancer (UICC) para la

7



estadificacion anatomopatolégica del carcinoma de prostata (Heidenreich et al.,
2010). L a c lasificacion TNM ( Tumor-Ganglios-Metastasis) de 2009 del CaP se

presenta en la tabla A.



Tabla A: Clasificacion TNM (Tumor-Ganglios-Metastasis) del CaP.

T - Tumor primario
TX No se puede evaluar el tumor primario
TO Ausencia de datos de tumor primario
T1 Tumor clinicamente no aparente, no palpable ni visible en las pruebas de imagen
T1a Eltumor es un hallazgo histolégico fortuito en el 5 % o menos del tejidoresecado
T1b El tumor es un hallazgo histolégico fortuito en mas del 5 % del tejidoresecado

T1c Tumor identificado en una biopsia por puncién (p. ej., debido a una concentraciéon elevada de antigeno
prostatico especifico [PSA])

T2 Tumor limitado a la prostata’
T2a El tumor afecta a la mitad de un Iébulo o menos
T2b El tumor afecta a mas de la mitad de un Iébulo, pero no a los doslébulos
T2c El tumor afecta a los dos l6bulos

T3 El tumor se extiende a través de la capsula prostatica®
T3a Extension extracapsular (uni o bilateral), incluida la afectacion microscépica de la vejiga(cuello)
T3b El tumor invade una o ambas vesiculas seminales

T4 El tumor esta fijo o invade estructuras adyacentes distintas de las vesiculas seminales:

esfinter externo, recto, musculos elevadores o pared de la pelvis

N - Ganglios linfaticos regionales®

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Ausencia de metastasis ganglionares regionales
N1 Metastasis ganglionares regionales
M - Metastasis a distancia*
MX No se pueden evaluar las metastasis a distancia
MO Ausencia de metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia
M1a Ganglios linfaticos no regionales
M1b Huesos

M1c Otros focos

"Un tumor hallado en uno o0 ambos Iébulos mediante una biopsia por puncién, pero que no es palpable ni visible en las pruebas de imagen, se clasifica como T1c.

2 Lainvasion del vértice de la prostata, o de la capsula prostatica (pero sin sobrepasaria), no se clasifica como pT3, sino como pT2. ® Las metastasis no mayores de

0,2 cm pueden designarse pN1 mi. “ Cuando exista mas de un foco de metastasis, debe utilizarse la categoria mas avanzada.



En relacién a la estratificacion del riesgo se han desarrollado con base en el nivel
de APE, escala de Gleason y clasificacion TNM de la AJCC dividendos en tres
grupos: Bajo riesgo APE <10 ng/mL, Gleason <6 y estadio clinico T1 a T2a.Riesgo
Intermedio: APE de 10 a 20 ng/mL, Gleason de 7 ¢ estadio clinico T2b a TZ2c.
Alto Riesgo: APE>20 ng/mL, Gleason de 8 a 10 6 estadio clinico T3 a T4. (GPC
IMSS 140 08).

Asi mismo, debido al aumento en la incidencia del CaP se enfatizé la importancia
de realizar la estratificacion, para optimizar la prediccién de la progresion de la
enfermedad, de tal forma, q ue en 19 98, D ‘Amico desarroll6 un m odelo de
estratificacion combinado en grupos con riesgo bajo, medio y alto en relacion a la
recurrencia bi oquimica posterior a la pr ostatectomia radical o la radioterapia.
(Hernandez et al., 2007). Este modelo de prediccidn se basa en el estadio TNM,

concentracion de APE preoperatorio y la escala de Gleason.
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Epidemiologia

En 2003 se obtuvieron 6,536 registros histopatolégicos de CaP en México, que
represento el 5.94% de todos los tumores malignos, lo que ubica este cancer junto
con el cancer de piel, como los tumores mas frecuentes en la poblacion masculina.
El CaP se presentd con mayor frecuencia en aquellos sujetos de mas de 60 afios,
en donde resalta el grupo de los de 75 y mas afios quienes concentraron casi la
mitad de los casos (47%). Si bien es cierto que a menor edad, los casos de este tipo
de cancer son menos frecuentes, se tiene registro de casos alrededor de los 40
afnos e incluso a menor edad. Las entidades federativas con mayor frecuencia de
registros de este cancer fueron el Distrito Federal (28.3%) y Jalisco (11.0%). Para
este mismo ano, el total de muertes debido a CaP fue de 4,602, lo que represento
el 15.62% del total de las muertes debido a tumores malignos, con una tasa del 18.6

(http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/default.asp?c=269&e=).

De acuerdo con datos obtenidos del INEGI (www.inegi.org.mx), en el 2007, el

cancer represento la cuarta causa de muerte entre los hombres con 33,509 muertes
(11.8%),s iendo elC aP,l a principalc ausa dede funciones (15.7%)

(http://www.inegi.org.mx/inegi/contenidos/espanol/prensa/default.asp?c=269&e=).

Para el 2008, la cifra de defunciones debido a este cancer fue de 5,153, lo que
represento nuevamente el 15.7% del total de defunciones por cancer en hombres

(http://www.inegi.org.mx/Sistemas/temasV2/Default.aspx?s=est&c=17484); de tal

forma que el CaP es considerado en la actualidad un problema de salud publicaen

nuestro pais.
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Etiologia y fisiopatologia

En la actualidad se desconoce la etiologia de la enfermedad, sin embargo se
considera q ue es un pa decimiento multifactorial, en el cualla predisposicion
genética y la exposicion a factores de riesgo podrian tener un rol crucial en el
desencadenamiento de la enfermedad (Schaid 2004; Langeberg et al., 2007; Ferris-
i-Tortajadaa et al., 2011).

Un meta-analisis, el cual comprendio 33 estudios epidemioldgicos que evaluaronel
riesgo familiar de CaP, mostrd que el riesgo relativo de presentar este cancer en un
hombre con un hermano o padre con CaP, es de 3.4 y 2.2, respectivamente. El
riesgo es mas alto si hay mas hombres afectados en la primera linea que en la
segunda linea (Bruner et al., 2003; Zeegers et al., 2004).

Por otra parte, el Fondo de Investigacion Mundial del Cancer ha estimado, desde
hace muchos anos, que alrededor del 30-40% de todos los tipos de ¢ ancer se
pueden atribuir a una al imentacion i nadecuada, al a i nactividad fisicay a la
presencia d e i ncremento p onderal ( World C ancer R esearch F und, American
Institute for C ancer Research 1997). La ob esidad oc upa el s egundo lugar,
inmediatamente por debajo del tabaquismo, como la causa evitable mas importante
asociada con la aparicion de neoplasias en el ser humano.

En relacion con aquellos tipos de cancer en los cuales se ha postulado que la
obesidad i nfluye en s u aparicién o ens u agresividad, el CaP ocupa un lugar

preponderante (Su et al., 2011).
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Factores de riesgo

No se conocen con exactitud los factores que determinan el riesgo de padecer un
CaP, sin embargo se han descrito tres factores fuertemente relacionados con el
desarrollo de este cancer: edad avanzada, origen étnico y herencia. Alrededor del
9% de los individuos presentan un CaP hereditario, determinado por la presencia
de éste entreso mas familiares a fectados o al m enos d os familiares con
enfermedad de comienzo precoz, es decir, antes de los 55 afios. Los pacientes con
CaP h ereditario s uelent enerun ¢ omienzo 6 -7 afos ant es q ue los casos
espontaneos, pero no difieren en otros sentidos (Bratt, 2002).

En forma interesante, se ha descrito que la frecuencia de los casos detectados en
la necropsia es aproximadamente la misma en diferentes partes del mundo, dato
que contrasta claramente con la incidencia de CaP clinico, ya que este ultimo difiere
mucho entre distintas zonas geograficas, siendo elevada en Estados Unidos y
Europa y baja en el sureste asiatico (Quinn, et al., 2002). Sin embargo, cuando los
varones japoneses emigran de Japon a California, su riesgo aumenta, de modo que
se aproxima al de los valores estadounidenses.

Estos datos indican que hay factores ambientales que influyen en el riesgo de
progresion des de el denominado C aP | atente al C aP clinico. S e ha n descrito
diversos factores a mbientales como el consumo de determinados alimentos, el
consumo de alcohol, la exposicion a radiacion ultravioleta y la exposicion laboral,

tienen importancia etiologica.
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Obesidad y CaP

La obesidad se define como la presencia en un individuo de un indice de masa
corporal (IMC) mayor a 30kg/m?. El exceso en el nimero de adipocitos constituye
uno de los mayores retos para la salud publica mundial. El término de epidemia de
obesidad s e h a utilizado p ara des cribir el aum ento en | a prevalenciad e esta
enfermedad, el cual se ha observado en todo el mundo desde la década de los
ochenta del siglo pasado, habiéndose incrementado en forma significativa durante
los ultimos afios. En los ultimos cuarenta afios dicho aumento en los Estados Unidos
de N orteamérica ha s idode aproximadamente un 5 0% por ¢ ada década,
habiéndose doblado en las ultimas tres décadas (Centers for Disease Control and
Prevention 2009). En México el incremento ha sido similar de acuerdo con los datos
estadisticos mas recientes. En 1993, los resultados de la Encuesta Nacional de
Enfermedades Crénicas demostraron que la prevalencia de obesidad en los adultos
era de 21.5%. Los datos de la Encuesta Nacional de Salud del afio 2000, muestran
cifras de 24% y posteriormente a 30% de acuerdo con la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion del afio 2006. De acuerdo a los datos de la misma encuesta enel
2012, se demostro que el sobrepeso aumenta en hombres a un valor maximo enla
década de 60-69 afnos lo que representa 49.8% de los casos, mientras que en la
obesidad, la prevalencia mas alta se presenta en el grupo de edad de 40 a 49 afos
lo que representa el 34.3% de los casos. Los cambios en la composicion y en la
disponibilidad de ciertos tipos de alimentos, asi como la disminucion en laactividad
fisica observados en las ultimas décadas, han condicionado el aumento en la
prevalencia de la obesidad infantil y de los adultos durante un intervalo de tiempo
relativamente c orto ( Cohen 20 08; Wieting 200 8). S in e mbargo, es importante

reconocer la determinante contribucion genética y la influencia que la mismaposee
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sobre el p eso, es pecialmente en un momento e n q ue es tamos e mpezando a
identificar y comprender a aquellas moléculas que participan en el control tanto del
apetito como de la saciedad, asi como a | as que intervienen en | a homeostasis
energética, ademas de conocer la forma en la que la diversidad genética de las
mismas puede influir en la obesidad humana (O'Rahilly & Farooqi, 2008).

Los estudios epidemiologicos han demostrado que la obesidad se asocia con un
mayor riesgo de morbilidad, de discapacidad y de mortalidad (Schelbert 2009); Asi
mismo , se ha establecido que el impacto de la obesidad sobre la mortalidad es casi
tan importante como el del tabaquismo (Peeters et al., 2003). La obesidad se ha
asociado conu nal arga |l ista de e ntidades pa toldgicas, i .e. di abetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de neoplasias (Marchesini et al.,
2008; Guh et al., 2009; Reisin & Jack, 2009). La obesidad en si y todas las co-
morbilidades q ue g eneraa umentan| a mortalidad d e m anera significativa,
estimandose que la reduccién de la esperanza de vida en estos sujetos es de por lo
menos cinco afos (Wyatt et al., 2006). Por otro lado, se ha considerado que el
resultado de los costos anuales de atencién a la salud, derivados de la obesidad y
de las complicaciones de la misma representa y sobre todo representara costos
prohibitivos que crearan crisis financieras en los sistemas de salud en los afos por
venir (Ryan, 2009).

En un estudio prospectivo se demostré que cuando el IMC llega a niveles superiores
a 35kg/m?, la obesidad puede favorecer el desarrollo de diversos tipos de neoplasias

(Calle et al., 2003).
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Como ya sefialamos, desde hace muchos afios se conoce que la edad avanzaday
los f actores familiares y ét nicos c onstituyen factores pr edisponentes par a la
aparicion de este tipo de tumores (Crawford 2003); sin embargo, el conocimiento
sobre aquellos factores modificables que pueden ayudar a prevenir la enfermedad
se han empezado a describir recientemente. A partir de la posible relacidén entre la
obesidad y el CaP, se han realizado diversos estudios los cuales han producido
resultados contradictorios. En el afio 2006 se publicé un meta-analisis de 22 trabajos
prospectivos enc ontrandose q ue | a o besidad s e as ociaba c on un discreto
incremento en el riesgo de CaP, limitandose éste, a los estadios avanzados de la
enfermedad (Macinnis & English, 2006). A partir de dicho trabajo, se han publicado
varios mas que han confirmado que la obesidad mas que incrementar el riesgo de
CaP, lo que realmente incrementa es el riesgo de desarrollar formas mas agresivas
de | a enfermedad i ndependientemente d e ot ros factores ( Gong et al ., 2006;
Rodriguez et al., 2007; Wright et al., 2007; Jayachandran et al., 2009; de Nunzio et
al., 2011a). Asi mismo , recientemente se ha descrito que el IMC se asocia en forma
independiente con el volumen del tumor prostatico (Capitanio et al., 2011).

Con base en lo anterior, es claro el que los sujetos obesos presentan formas mas
agresivas de CaP que lo sujetos delgados, sin embargo las razones no han sido
esclarecidas. Se han propuesto diversas hipotesis como el que a estos pacientes
se les hace el diagndstico tardiamente por la dificultad de realizar el tacto rectal,
ademas de que este tipo de individuos presentan concentraciones disminuidas de
antigeno prostatico por la propia obesidad (Bafez et al., 2007; Werny et al., 2007).
La obesidad se asoci6é positivamente con la progresién clinica de la enfermedad,
independientemente del grado, estadio y tipo de t ratamiento (Gong et al., 2006;

Gong et al., 2007).
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Se ha propuesto que | os cambios e ndocrinoloégicos s ecundarios a la obesidad
aumentan el potencial proliferativo de la neoplasia ya que estudios epidemioldgicos
al igual que estudios in vitro, han demostrado que tanto las hormonas esteroides,
como la leptina, el factor de crecimiento insulinico tipo | (que es un potencial
mitdgeno pr ostatico), se i ncrementan conla o besidad y p udiesen favorecer la
proliferacion de este cancer (van Roermund & Witjes, 2007; Hsing et al., 2008). Asi
mismo, se ha descrito que los hombres que tienen un exceso de adiposidad central,
presentan concentraciones disminuidas de testosterona (Algarte-Genin et al., 2004).
Porotro |l ado, s e h aobs ervado q ue | as concentraciones d e adiponectina se
encuentran disminuidas en sujetos obesos y que lo anterior pudiese en parte serla
explicacion del mayor grado de agresividad en el CaP (Barb et al., 2007).

Sin e mbargo, enla actualidad ni nguno de | os t rabajos pu blicados h a podido
determinar con precision aquellos factores especificos que determinan la mayor
agresividad presente en el CaP en los sujetos obesos, ni se han podido determinar
las diferencias celulares especificas entre el CaP de un sujeto obeso con uno de
peso normal. E n c onclusion, | ai nflamacion ¢ ronicaen| os o besos pudiese
desempenar un rol i mportante en el c recimiento y pr ogresion del tumory las
interelaciones en tre | a obes idad, | as hormonas es teroides, | as c itocinas y las

adipocinas son complejas y aun no han podido ser dilucidadas (Gong et al., 2007).
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Sobrepeso y CaP

El sobrepeso de acuerdo con la OMS esta definido como un IMC de 25-29.9, en
afos recientes ha aumentado la prevalencia del sobrepeso, principalmente en los
sujetos mayores de 6 0 aflos de edad, de acuerdo con la Encuesta Nacional de
Salud, presentan un a prevalenciad el 50 % apr oximadamente en  individuos
masculinos entre 60 y 69 afnos (ENSANUT 2012). En el sobrepeso al igual que en
la o besidad, ex iste un a umento delt ejido adi poso, c omo c onsecuencia de la
hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos. El tejido adiposo ademas de llevar a
cabo el almacenamiento y liberacion de triglicéridos, tiene funciones endocrinas, en
las que destacan la produccion de citocinas polipetidicas (adiponectina, leptina,
grelina, entre otras) y moléculas relacionadas con hormonas (IGF1). Ademas de los
adipocitos, el tejido adi posoes ta formadopor v asos sanguineos, la
neovascualrizacion de este tejido esta regulada por IGF-1 y monobutirina (1-butiril-
glicerol). Las alteraciones en la secrecion enddcrina y la neovascularizacion han
sido consideradas como factores de riesgo en diferentes tipos de cancer.

Tanto el cancer como la presencia de sobrepeso u obesidad se han relacionado con
alteraciones en la f uncién m itocondrial. Se ha pos tulado que el desarrollo y
progresion del c ancer pue den es tar d eterminados por el estrés ox idante, una
sobreproduccion de e species reactivas de oxigeno (ERO’s) por la mitocondria.
Debido a que la mitocondria requiere de la funcion de proteinas codificadas en el
genoma nuclear para llevar a cabo funciones de fosforilacion oxidante, apoptosis y
replicacion, transcripcion y traduccién del ADN mitocondrial (ADNmt), es factible que
cambios en la secuencia de los genes que codifican para estas proteinas se
relacionen con mayor riesgo de cancer, por lo que es probable que la presencia de

polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s) tanto en genes nucleares como
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mitocondriales, generen sutiles cambios en la funcion y/o regulaciéon mitocondrial
aumentado dicho riesgo como consecuencia de la mayor produccién de ERO’s.En
este contexto existen estudios que han examinado | a relacién entre SNP’s y/o
haplotipos ( vinculados ¢ on di sfuncién mitocondrial) c on el r iesgo de cancer
(Permuth-Wey et al., 2011), por ejemplo, cancer de prostata (Booker et al., 2006.
Wang et al., 2008), cancer de mama (Bai et al., 2007. Canter et al., 2005), cancer
de endometrio (Liu et al., 2003. Xu et al., 2006), cancer renal (Booker et al., 2006) y

cancer de pancreas (Wang et al., 2007).
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El genoma mitocondrial.

El genoma mitocondrial esta formado por 16.5 kb, distribuidas en dos cadenas
circulares de ADN, el 93.7% de este genoma codifica para 37 genes: 13 polipéptidos
que se distribuyen en alguno de los 5 subcomplejos de la fosforilacion oxidante
(OXPHOS), 22 (RNA y 2rRNA (Uchiumi etal., 2012). El numero de copias de ADNmt
asi como la masa mitocondrial es variante de acuerdo a cada tipo celular, es ta
directamente relacionado con las demandas de ATP, hipoxia (Hoppeler et al., 2003)
y/o estimulacion hormonal (Mattingly et al., 2008).

Para realizar las diversas funciones mitocondriales, es necesario la importacion de
=1073 proteinas codificadas en el genoma nuclear, dichos genes se distribuyen
desde un punto de vista funcional en tres grupos: =966 genes mitocondriales, =91
genes OXPHOS y =16 genes reguladores de la expresién del genoma mitocondrial
(Leigh et al., 2010; Calvo et al., 2006), entre los que destacan: TFAM , POLG, NRF1

y PGC1a.
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TFAM (Transcription Factor A, Mitochondrial)

Localizado en 10921 entre los nuclettidos 58,385,022-58,399,221, formado por
14,200pb ( UCSC g enome br owser), c odifica p ara un factord e transcripcion,
miembro de la familia HMG (High Mobility Group) que reconoce secuencias en la
region no codificante (promotora) del genoma mitocondrial y de esta forma, participa
en la regulacién del proceso de transcripcion del mismo (Parisi & Clayton, 1991).
Se considera que existen 1000 moléculas de TFAM por cada genoma mitocondrial
(Takamatsu et al 200 2). Ademas, se le han atribuido funciones en relacion al
proceso de compactacion del ADNmt en nucleoides, en la biogénesis mitocondrial
(Matsushima et al 2010), replicacion (Pohjoismaki et al., 2006), transcripcion y
traduccién, asi como en m antenimiento y regulacion del numero de copias del
genoma mitocondrial (Uchiumi & Kang 2012).

Se han descrito alteraciones en la funcién de TFAM relacionadas con procesos
metabdlicos, como es el envejecimiento, asi como en procesos patolégicos, como
es la enfermedad de Parkinson (Gatt et al., 2013), diabetes mellitus (Reiling et al
2009), sindrome metabdlico (Patti & Corvera 2010), la obesidad (Vernochet et al.,
2012) y el cancer (Gogvadze et al., 2008). En cuanto al cancer, se ha descrito que
existe una relacion directa por la presencia de mutaciones e indirecta mediante la
modificacién en el niumero de copias. Asi mismo, un aumento en el numero de
copias del ADNmt se relaciona con la presencia tanto de un adenocarcinoma
endometrial (Wang et al., 2005) como con la presencia de tumores de tiroides
(Mambo et al., 2005); en contraparte, cuando se presenta una disminucion en el
numero de ¢ opias d e ADNmt as i como u na di sminucién de | as proteinas de

fosforilacion oxidante se ha vinculado con carcinoma hepatocelular, (Yin et al.,

21



2004), carcinoma de ovario (Wang et al., 2006) y carcinomas de mama (Yu et al.,

2007).
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POLG (ADN polymerase gamma)

El gen POLG esta localizado en el cromosoma 15925, codifica para la ADN pol y
una pr oteina de 195 kDa. E sta r elacionada c on pr ocesos d e dupl icaciéon y
transcripcion del genoma mitocondrial. En relacién a la duplicacion, son necesarias
tres proteinas para llevar a cabo este proceso in vitro: POLG, helicasa mitocondrial
y proteinas de unidén a cadena sencilla (mtSSBP) (Korhonen et al., 2004). Se han
propuesto dos modelos par al ar eplicaciond el A DNmt: un modelo de
desplazamiento de ¢ adena asincronico y un modelo de r eplicacién bidireccional
acoplado a la cadena (Brown et al., 2005).

Enrelacién a | a transcripcion d el ADNmt, en h umanos, POLG c onforma un
heterotrimeroc on P OLG2y P OLMRT (mitochondrial DNA di rected RNA
polymerase) (Hudson & Chinnery 2006). POLMRT forma un complejo con TFB1M y
TFB2M para unirse a la region promotora del genoma mitocondrial (Falkenberg et
al., 2007). La actividad de estos paralogos B, esta regulada directamente por TFAM
para unirse al ADNmt (Correia et al., 2011).

En 2001 se reportd la primera relacion entre mutaciones en POLG y diversas
enfermedades, entre |as que destacan: o ftalmoplejia progresiva externa (PEO),
sindrome de Alpers, otros sindromes h epatocerebrales i nfantiles, sindromes de
neuropatia y ataxia, enfermedad de Charcot Marie Tooth, Parkinsonismo idiopatico,
entre otras (Hudson et al ., 20 06). A si mismo, mutacionese n POLG se han
relacionado con diferentes tipos de cancer, Correia et al. reportan un porcentaje de
63% en tumores de glandula mamaria (Correia et al., 2011). Estas enfermedades
se caracterizan por deleciones en ADNmt, actualmente existen aproximadamente

150 mutaciones relacionadas con enfermedades (http://tools.niehs.nih.gov/polg/).
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PGC1la (Peroxisome pr oliferator-activated r eceptor g amma coactivator 1-
alpha)

También conocido como PPARGC1A, es un gen localizado en 4p15. La proteina
PGC1aes uno del os principales r eguladores d e | a bi ogénesis mitocondrial.
Funciona como un coactivador transcripcional que regula genes involucrados en el
metabolismo energético. Esta proteina se une con el receptor nuclear PPAR-y, lo
que permite la interaccion de PGC1a con multiples factores de transcripcion y de
esta forma regula la actividad de proteinas CREB (cAMP response element-binding)
y factores de respiracion nuclear (NRF1, NRF2 y NRF3). Por tal motivo provee un
vinculo directo entre estimulos fisioldgicos externos y la regulacion de la biogénesis
mitocondrial. D ebido a esto, se le ha relacionado con el control de | a presion
sanguinea, r egulacion de | a ho meostasis del c olesterol, c on el des arrollo de
obesidad, regulacién de termogénesis adaptativa y la enfermedad de Parkinson
(Van B Che et al., 2011).

Por tales motivos, la disfuncion mitocondrial puede dar lugar a una disrupcién aguda
tanto a ni vel c elular como s istémica, c onduciendo al d esarrollo de diferentes
patologias. Esta bien establecido que el genoma mitocondrial muestra una alta tasa
de mutaciones (de 10 a 20 veces mas alta que el genoma nuclear) debido a la
proximidad con los sitios de las especies reactivas del oxigeno, a la compactacion
del ADNmt en nucleoides libres de histonas y a que la reparacion del ADNmt es
menos activa y menos diversa (Kujoth et al., 2007). En los ultimos afos se ha
demostrado, tanto enr oedores c omoen humanos, que unod el os eventos
tempranos presentados por las complicaciones asociadas a la obesidad, son tanto

la disminucidon en la densidad de las mitocondrias como la reduccién del
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metabolismo oxidante (Mootha et al., 2003; Semple et al., 2004; Crunkhorn et al.,

2007; Heilbronn et al., 2007).

Ademas, se ha demostrado la presencia de mutaciones somaticas del ADNmt en
diversos tipos de cancer, incluido el CaP (Horton et al., 1996; Habano et al., 1998;
Polyak et al., 1998; Chen et al., 2002; Singh et al., 2004; Petros et al., cols., 2005;
Mims et al., 2006, Navaglia et al., 2006). Se ha sugerido que esas mutaciones en el
ADNmt pueden jugar un rol en la génesis del cancer, ya que al aumentar la
produccion de ERO’s durante la fosforilacion oxidante mitocondrial, puede dar lugar
a la proliferacion y crecimiento de las células cancerosas e incluso, a metastasis
(Ishikawa et al., 2008).

Existen varios estudios en los que se ha asociado la disfuncion mitocondrial con una
amplia variedad de enfermedades degenerativas y metabdlicas, incluido el cancer.
Estas al teraciones pueden s er el r esultado de m utacionesy a sea en el ADN
mitocondrial, el ADN nuclear o debido a una interaccion disfuncional de los dos
genomas, por ejemplo, alteraciones en los factores de transcripcion nucleares que
regulan la expresion de genes mitocondriales (Leigh-Brown et al., 2010), dichos
factores det ranscripcion pu eden ac tuar de dos formas, c omo “reguladores
indirectos” mediante la regulacion de la transcripcion de genes nucleares relevantes
para la funcién mitocondrial y la biogénesis, como son: NRF1y NRF2, que regulan
la expresion de los componentes nucleares de la cadena respiratoria mitocondrial y
la maquinaria de transcripcion basal. Por otra parte, pueden ser importados en las
mitocondrias y alterar la transcripcion del genoma mitocondrial como “reguladores
directos” de la expresion d e genes mitocondriales, por ejemplo POLG y TFAM

(Leigh-Brown et al., 2010).
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NRF1 (Nuclear Respiratory Factor 1)

Es un gen localizado en 15925. Codifica para un factor de transcripcion de la familia
CaP’'n’Collar (CNC) formada ademas por Nrf2, Nrf3 'y p45 NF-E2, se caracterizan
por pr esentar u n do minio “basic | eucine zipper’. Estosi ntegrantes forman
heterodimeros con proteinas Maf, de esta forma pueden reconocer la secuencia
consenso 5 TGTGA(G/C)TCAGCA 3".NRF1y N RF2soncapaces de regular
enzimas metabolizadoras de antioxidantes y xenobioticos a través de elementos de
respuesta a antioxidantes (Ohtsuji et al., 2008). La alteracion en la funcion de estos

elementos se ha vinculado con Diabetes mellitus (Qu et al 2011).
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Justificacion

La tercera parte del total de los diferentes tipos de cancer en hombres corresponde
a neoplasias uroldgicas, siendo el adenocarcinoma de prostata el mas comun de
ellos (World Cancer R eport 2008). Diversos es tudios han de mostrado que la
obesidad s e as ocia al des arrollo de C aP mas ag resivo, ad emas de asociarse
positivamente con la progresion clinica de la enfermedad, independientemente del
grado, estadio y tipo de tratamiento (Gong et al., 2006; 2007).

En la actualidad, no se han podido determinar las causas de dichos hallazgos y en
estudios r ecientes s e has efalado | a necesidad de c ontinuar desarrollando
proyectos de i nvestigacion para poder de mostrar | a(s) c ausa(s) del a mayor
agresividad tumoral en sujetos con obesidad (de Nunzio et al., 2011b; Discacciati,
2011). La disfuncion mitocondrial ha sido relacionada tanto con obesidad (Dalgaard
etal ., 20 01) c omo c on c ancer ( Gogvadze et al., 2 008). A ctualmente existen
numerosos estudios en modelos animales que parecen confirmar la idea de quees
la disfuncion mitocondrial la causa primaria de las alteraciones que ocurren en todos
los tejidos neoplasicos, y que la inestabilidad genética es secundaria a los cambios
metabdlicos primarios de la disfuncion mitocondrial (Bravo. et al 2004). EI 90% de
las proteinas mitocondriales es codificado por el ADN nuclear traducidas en los
ribosomas citoplasmicos como preproteinas, con un péptido sefal que las dirige a
los diferentes compartimentos mitocondriales. Utilizando sistemas especificos de
transporte codificados por el ADN nuclear (Tuena & Jose-Nuinez, 2011). Dentro de
estos elementos proteicos codificados en el nucleo se encuentran reguladores de la
duplicacién y transcripcion del genoma mitocondrial como son: NRF1, NRF2, T3Ra

y T3RB, POLG, TFAM, PGC1a entre otros (Leigh-Brown et al., 2010).
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Con base en todo lo anterior, consideramos de relevancia el analizar polimorfismos
en genes nucleares relacionados con el metabolismo mitocondrial en sujetos con
CaP con sobrepeso u obesidad, con el fin de tratar de establecer si alguno de esos
polimorfismos estan asociados con CaP y la agresividad del mismo en estos
sujetos. L a b usqueda de variaciones g enéticasy s u posible r elacion c on la
agresividad tumoral en este tipo de neoplasias, podran demostrar la presencia de
marcadores de riesgo en relacion a la agresividad tumoral en sujetos con obesidad

0 sobrepeso.
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Planteamiento del problema.

En México, la prevalencia de obesidad y la incidencia de CaP se incrementan afo
con afo. Estudios recientes han reconocido el incremento en la agresividad del CaP
en sujetos obesos, sin que hasta la fecha se haya podido determinar la causa del
aumento en la agresividad tumoral en este tipo de pacientes. En este sentido, el
enfoque del presente estudio se centra en analizar las posibles asociaciones de las
variantes génicas de genes nucleares (POLG, TFAM, NRF-1 y PGC-1 alfa) en

sujetos con CaP con sobrepeso u obesidad.
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Objetivo General:
Analizar v ariantes al élicas en g enes d e bi ogénesis mitocondrial y ev aluar su

asociacién con la agresividad de cancer en sujetos con obesidad o sobrepeso.

Objetivos Especificos:
1. Analizar el rs758130de POLG en s ujetos c on C aP c on s obrepeso u
obesidad.
2. Analizar el rs1049432, rs1937 y 11006132 de TFAM en sujetos con CaP con
sobrepeso u obesidad.
3. Analizar el rs7665116y rs2970870 de PGC17a en s ujetos con CaP con
sobrepeso u obesidad.
4. Analizar el rs6949152 de NRF1 en s ujetos con C aP con s obrepeso u
obesidad.
5. Analizar la posible asociacion de los haplotipos formados por los tres SNPs
de TFAM con la presencia de un CaP agresivo en sujetos con sobrepeso u
obesidad.
6. Analizar la posible asociacion de los haplotipos formados por los dos SNPs
de PGC1a con la presencia de un CaP agresivo en sujetos con sobrepeso u
obesidad.
Objetivo Secundario:
Analizar v ariantes al élicas en g enes de bi ogénesis mitocondrial y ev aluar su
asociaciéon con la agresividad de c ancer en sujetos con indice de masa corporal

normal.
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Hipotesis
Los sujetos con cancer de prostata y obesidad o sobrepeso y que tengan el alelo

de riesgo estaran asociados con cancer agresivo.
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Metodologia

Sujetos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacién y Etica de la Facultad de
Medicina UNAM con el numero 146-2011. El proyecto se llevo a cabo con el ADN
obtenido de leucocitos de sangre periférica de sujetos con diagndstico comprobado
de CaP captados en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubiran” en el periodo comprendido entre marzo del 2012 y noviembre de 2015.

A los pacientes participantes se les proporcioné la informacion del estudio y se
procedié alalectura delacartade c onsentimiento i nformado. Unavez que
aceptaron participar, firmaron la carta de consentimiento informado, se tomé la
muestra de sangre periférica y se llevo a cabo la determinacion de peso y talla.
Consignacion de peso y estatura:

Se tomo del expediente clinico el peso y la estatura consignado en el Ultrasonido
previo a la biopsia, lo que a su vez permitié determinar el IMC al momento del

diagndstico.

Los pacientes fueron divididos en tres grupos:
Pacientes de peso normal (IMC <25 kg/m?).
Pacientes con sobrepeso (IMC 25-29.9 kg/m?).

Pacientes con obesidad (IMC230 kg/m?).
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Agresividad del tumor

Se d etermind mediante el ex amen d el pat ron m icroscépico del as células
cancerosas. La clasificacion m as f recuentemente utilizada es e | sistema de
clasificacion d e G leason ( Gleason 1977; N ational C ancer | nstitute 20 06). Este
sistema asigna una calificacion para cada CaP a partir del 1 (menos agresivo) al 5
(el mas agresivo) en funcion del grado de diferenciacion arquitecténica del tumor.
Dado que los valores individuales de Gleason pueden variar desde 1 a 5, los valores
afiadidos (puntuaciones de Gleason o "sumas") pueden oscilar entre 2 a 10. En
general, las puntuaciones de Gleason de 2 a 4 son poco comunes, la mayoria de
los tumores detectados van desde 5 a 10 (Thompson et al., 2007). El CaP de alto
grado generalmente se refiere a un tumor mas agresivo; la puntuacion de Gleason
de 8 a 10 se refiere al grupo mas agresivo, (American Joint Committee on Cancer
2006).

Riesgo del tumor.

Se determiné de acuerdo con la clasificacion D “"Amico en bajo, intermedio y alto,

de acuerdo a los valores del APE, Gleason y clasificacion TNM (tabla A).
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Criterios de inclusién
1. Pacientes masculinos con diagnostico histopatolégico de CaP.
2. Que sean nacidos en México. (asi como padres y abuelos)
3. Que acepten participar en el estudio y firmen una carta de consentimiento
informado.
Criterios de exclusion
1. Pacientes con CaP que hayan recibido previamente tratamiento con
quimioterapia y/o hormonoterapia.
2. Antecedentes familiares con CaP
3. Antecedentes de neoplasias previas.
4. Enfermedades mitocondriales.
4. Procesos patolégicos que condicionasen la obesidad como una enfermedad
secundaria: i .e. Sindrome de P rader Willi, S indrome de L awrence Moon,
Sindrome de Cushing, etc.
Criterios de eliminacién

1. Deseen retirar su muestra del estudio.

Tipo de estudio:

El presente es un estudio descriptivo y retrospectivo.
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Extraccién de ADN de sangre periférica

Se realizé toma de muestrade 5mL de sangre de una vena periférica, para la
posterior extraccion del ADN de los leucocitos de sangre periférica. La sangre se
depositd en tubos de 5 mL con etilen diamino tetra acetato disédico (EDTA) 0.5M, pH
8, como anticoagulante. Las muestras f ueron colocadas en hielo agregandose
sacarosa-triton 2X (Sacarosa 0.64M, Trizma-base 0.02M, MgCl20.01M y Triton 100X
al 2%) y agua desionizada (ddH20). Los leucocitos se separaron por centrifugacion y
se decanto el sobrenadante, obteniéndose un botdn nuclear. Para llevar a cabo la lisis
de los leucocitos se afnadio amortiguador de lisis nuclear, pH 8.2, (Trizma-base 10
mM, Na Cl 400 mMy Na2EDTA 2mM), sulfato dodecilico sédico (SDS) al 20% y
Proteinasa K [20 mg/mL]. Se incubd por 14 h a 37° C y se adiciondé NaCl saturadoy
se centrifugo. El sobrenadante se transfirié a tubos de 15 mL y el ADN se precipitd con
dos volumenes de etanol absoluto y agitando por inversion. Posteriormente, al ADN
se agregd etanol f rio al 70%, per mitiendo secar a temperatura ambiente y
resuspendiendo en ddH20, almacenandose a -20° C para su analisis posterior.

Se determin6 la concentracion de ADN por espectrofotometria y se determiné a

calidad de las muestras mediante electroforesis en gel de agarosa al1.2%.
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Genotipificacion por PCR en tiempo Real

El analisis de los polimorfismos rs1937, s1049432, rs1006132 de TFAM; rs758130
de POLG; rs6949152 de NRF1 y rs7665116 y rs 2970870 de PGC1a, se llevo a
cabo mediante discriminacion al élica por P CR en tiempo real con sondas de
hidrdlisis (sondas TagMan) de acuerdo con el sistema PCR allelic discrimination
TagMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y sondas de hibridacion
(sondas Hyb) TIB Molbiol LLC (Adelphia, NJ). Todas las reacciones se realizaron
con 10-20 ng de ADN, 5 microlitros de TagMan Universal Master Mix 2X (AB), 0.25
microlitros de los oligonucledtidos iniciadores, la sonda (40X) y agua a un volumen
final de 10 microlitros. En los ensayos se usaron sondas y primer especificos
disefiados por A pplied B iosystems (para el rs1937, ID: C 8975662 10; para el
rs1049432, ID: C 8815067 _10y para el rs1006132, ID: C 31915742_10, los tres
SNPs localizados en TFAM; para el rs758130, ID: C 2582802_1, localizado en
POLG; para el rs7665116, ID: C 31279675_10 y para el rs2970870, |ID:C
1643241_10, ambos localizados en PGC7a y para el rs6949152, ID:C
29144830_10 localizado en NRF1). En todos los casos se agregaron los controles
negativos correspondientes (agua). ElI PCR en tiempo real se realizd en el equipo
LightCycler 480 (Roche Diagnostics Ltd., Switzerland) con las siguientes
condiciones: 95°C por 10 min, y 40 ciclos de amplificacion (95°C por 15s 'y 60°C por
1.5 minutos). Durante cada ciclo, el software determind la sefal de fluorescencia a
partir del marcaje con VIC o FMA. Las pruebas de discriminacién alélica se llevaron
a c abo u tilizando ol igonucledtidos es pecificos par a c ada alelo. EI5% de las

muestras en cada genotipo fueron analizadas por duplicado.
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Analisis estadistico.

La informacion de la poblacion se analizé con medidas de tendencia central para
las v ariables c uantitativas de | as c aracteristicas g enerales y s e obtuvieron las
frecuencias relativas y absolutas para las variables cualitativas. Las diferencias
entre las frecuencias alélicas fueron determinadas mediante la prueba de X?, lo cual,
permitié ev aluar di ferencias entre g enotipos y hapl otipos de acuerdoc on la
agresividad del CaP.

El analisis estadistico se llevd a cabo usando el Software GraphPad Prism 6. El
analisis de eq uilibrio de H ardy Weinberg s e r ealizd6 m ediante prueba de X2
Considerando una valor estadisticamente significativo p=<0.05.

El desequilibrio de ligamiento (D" y 95% de I.C.) asi como las estimaciones entres
los SNP’s y haplotipos se realizaron usando el software Haploview, versién 4.1. Los
haplotipos con una frecuencia <0.05 fueron descartados.

El analisis multivariado, se desarroll6 mediante el software MDR (Multifactory

Dimensionality Reduction 3.0.2),
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Resultados

Se a nalizaron 37 9 p acientes pr ovenientes del | nstituto N acional de C iencias
Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran” con un rango de edad desde 47 hasta 86
afios de edad y con un promedio de 65.7 afos. En la Tabla 1 se muestran las
caracteristicas generales de todos los pacientes; se puede observar que el IMC que
predominé fue el correspondiente al sobrepeso (50%). A partir de la clasificacion de
Gleason se determind la agresividad tumoral tomando como punto de corte elvalor
de 7, siendo una puntuacion < 7 c onsiderada c omo C aP no agresivo y una
puntuacion =7 equivalente a CaP agresivo; de acuerdo con esto, el 57% de los
pacientes presentaron un CaP agresivo. El 79% de los pacientes presentaron
valores de antigeno prostatico especifico mayores a 6mg/dL y el 35% de los
pacientes presento un estadio tumoral T1 correspondiente a un hallazgo incidental,
mientras que el 49% de los pacientes presentaba un crecimiento tumoral confinado
a la glandula prostatica, 14% con un crecimiento tumoral fuera de la capsula

glandular y 2% con presencia de metastasis.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes con cancer de prostata
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indice de masa corporal Normal: 18-24.9, sobrepeso 25-29.9, obesidad >30. Escala de Gleason
Agresivo: = 7, No agresivo < 7. *Valores expresados en mediana y rango; ** N=379; IMC: indice de
masa corporal. APE: antigeno prostatico especifico.
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Una vez determinados los grupos por agresividad y estadio tumoral se procedié a
analizar la presencia del alelo menor en cada uno de los SNP’s. Las frecuencias
alélicas son las siguientes (Tablas 2 y 3):

Tabla 2: Frecuencias alélicas de acuerdo con la agresividad del CaP

SNP/GEN General PATAgIesIVO. N Agresivo
N=379 N=163
5758130 POLG 0.38 0.37 0.38
51049432 TFAM 0.15 0.13 0.18
51937 TFAM 0.08 0.07 0.10
511006132 TFAM 0.17 0.15 0.20
57665116 PGC1a 0.14 0.13 0.16
52970870 PGC1a 0.23 0.25 0.20
56949152 NRF1 0.37 0.37 0.37

FAM= Frecuencia del alelo menor

Tabla 3: Frecuencias alélicas de acuerdo con el estadio tumoral.

FAM AV
SNP/GEN (l3\1e=n3e7rgl Eslflazcg%ﬂ TZN-E é/3.|. 4
rs758130 POLG 0.38 0.36 0.39
rs1049432 TFAM 0.15 0.19 0.14
rs1937 TFAM 0.08 0.10 0.08
rs11006132 TFAM 0.17 0.21 0.16
rs7665116 PGC1a 0.14 0.16 0.14
rs2970870 PGC1a 0.23 0.18 0.26
rs6949152 NRF1 0.37 0.15 0.17

FAM= Frecuencia del alelo menor
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Posteriormente, se realizo el analisis de genotipos en relacion con la agresividad y

estadio tumoral como se muestra en las Tablas 4 y 5, respectivamente.

Tabla 4. Frecuencias genotipicas de acuerdo con la agresividad en los

pacientes con CaP.

SNP/GEN Genotipo h‘?g;ﬁ%i(‘,’,/‘:) Nr\?;%r:aez’;,v)o Valor p
AA (N=136) 82 (38) 54 (33)
5758130 POLG AG (N=198) 105 (49) 93 (57) 0.2749
GG (N=45) 29 (13) 16 (10)
GG (N=272) 163 (75) 109 (67)
rs1049432 TFAM GT (N=98) 49 (23) 49 (30) 0.1748
T (N=9) 42) 5 (3)
GG (N=315) 185 (86) 130 (80)
51937 TFAM GC(N=62) 30 (13.5) 32 (19.5) 0.3165
CC (N=2) 1(0.5) 1(0.5)
AA (N=250) 153(71) 97 (60)
rs11006132 TFAM AG (N=123) 58 (27) 65 (39) 0.0624
GG (N=6) 4(2) 2(1)
TT (N=275) 163 (75) 112 (69)
57665116 PGC1a TC (N=96) 49 (23) 48 (29) 0.3737
CC (N=7) 4(2) 3(2)
CC(N=222) 122 (56) 100 (62)
52970870 PGC1a CT (N=136) 80 (37) 56 (34) 0.3789
TT (N=20) 14 (7) 6 (4)
AA (N=264) 151 (70) 113 (70)
56949152 NRF1 AG (N=103) 61 (28) 43 (26) 0.3462
GG (N=11) 4(2) 7 (4)

SNP: Single nucleotide polymorphism. Agresivo= Gleason igual o mayor a7
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Tabla 5. Frecuencias genotipicas de acuerdo con el estadio tumoral en los

pacientes con CaP.

SNP/GEN Genotipo Efgg';’(oz; Es,jig;‘f(i;; 4 valorp
AA (N=136) 50(37) 86(35)
rs758130 POLG AG (N=198) 73(54) 125(51) 0.4017
GG (N=45) 12 (9) 33(14)
GG (N=272) 92 (67) 180 (74)
rs1049432 TFAM GT (N=98) 39 (30) 59 (24) 0.3776
TT (N=9) 4 (3) 5 (2)
GG (N=315) 109 (81) 206 (84)
rs1937 TFAM GC (N=62) 26 (19) 36 (15) 0.3177
CC (N=2) 0 (0) 2 (1)
AA (N=250) 81 (60) 169 (69)
rs11006132 TFAM AG (N=123) 52 (37) 71 (29) 0.1741
GG (N=6) 3 (3) 3(2)
TT (N=275) 95(70) 180(74)
rs7665116 PGC1a TC (N=96) 38 (28) 58 (24) 0.6234
CC (N=7) 2 (2) 5(2)
CC (N=222) 86(63) 136(56)
rs2970870 PGC1a CT (N=137) 47 (35) 90 (37) 0.0347
TT (N=20) 2(2) 18 (7)
AA (N=264) 97 (72) 167 (69)
rs6949152 NRF1 AG (N=103) 35 (25) 68 (28) 0.7416
GG (N=11) 3 (3) 8(3)

SNP: Single nucleotide polymorphism.
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A continuacién, los resultados se analizaron de acuerdo con el IMC correspondiente
a obesidad y se agruparon de acuerdo a la frecuencia alélica y posteriormente,
respecto a | a agresividad tumoral, se realizé el mismo procedimiento para los
pacientes con sobrepeso y con IMC normal. Se utilizé el modelo dominante. Los
resultados para el grupo de obesidad, sobrepeso e IMC normal se presentan en

las Tablas 6,7,8 y 9 respectivamente.
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Tabla 6. Frecuencias alélicas en pacientes con obesidad (N=70) agrupados de
acuerdo con la agresividad del cancer de préstata

\'[o)

Agresiv . (0] 3
SNP/GEN agresivo ° Valor p
oN N (%) (IC 95%)
rs758130
POLG A (N=28) 17(60) 11(40) 0.5882 0.337
G (N=42) 20 (47.6) 22(52.3) (0.2228 -
1.553)
'rs 1049432 ' ' '
TEAM G (N=52) 29 (55.8) 23 (44.2) 0.6345 0.4272
T (N=18) g4d) 10066 T
151937 ' ' '
TEAM G (N=57) 32 (56) 25 (44) 1 250 0.7668
0.3639 -
C (N=13) 8 (61.5) 5(38.5) ( 4.294)
I r t T 1
rs11006132 _
TFAM A (N=47) 28 (60) 19 (40) 0.4024 0.1144
_ (0.1377 -
G (N=23) 9 (38) 14 (62) 1.176)
rs 7665116 _
PGC1a T (N=51) 28 (55) 23 (49) 0.7393 0.6014
0.2571 -
C (N=19) 9(47.3) 10 (52.7) ( 2.126)
rs 2970870 _
PGCAa C (N=44) 20 (45.5) 24 (54.5) 0 267 0.1393
T (N=26) 17 (65.3) 9 (34.7) (%8137186) i
I I 1 T 1
rs 6949152 _
NRF1 A (N=49) 27 (55.1) 22 (44.9) 0.5014 0.2968
_ (0.1763 -
G (N=21) 8 (38) 13 (62) 1.426)

SNP: Single nucleotide polymorphism. Agresivo= Gleason igual o mayor a7
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Tabla 7. Frecuencias alélicas en pacientes con sobrepeso (N=188) agrupados
de acuerdo con la agresividad del cancer de préstata.

No
agresivo
N (%)

OR
(IC 95%)

Agresiv

SNP/GEN Alelos
oN

Valor p

rs758130 _
758 Alelo A (N=68)  39(57.4) 29(42.6) 1.041 1
0.5700 -
Alelo G (N=120) 70 (58.3) 50(41.7) ( 1.901)
rs 1049432 _
S Alelo G (N=134) 83 (62)  51(38) 0.5297 0.0528
Alelo T (N=54) 25(46.2) 29 (53.8) (0.2797-1.003)
| T
rs 1937 _
TEAM Alelo G (N=158) 96 (60.8) 62 (39.2) 0.5651 0.1624
) (0.2577 -
Alelo C (N=30) 14 (46.7) 16(53.3) 1.239)
rs11006132 _
ey Alelo A (N=126) 78 (61.9) 48 (38.1) 1.037 1
Alelo G (N=62) 33 (53.4) 29 (46.6) (0.54371.977)
rs 7665116 _
SGOTa Alelo T (N=137) 81 (59.1) 56 (40.9) 0.8417 0.6214
Nelo G (N=51)  28(55) 23 (45) (0.4401 -1.610)
rs 2970870 _
e Alelo C (N=102) 58 (56.8) 44 (43.2) 1.160 0.6575
) (0.6473 -
Alelo T (N=86) 52 (60.4) 34 (39.6) 2.080)
I f '
rs 6949152 _
NRET Alelo A (N=137) 81 (59.1) 56 (40.9) 0.9113 0.8680

SNP: Single nucleotide polymorphism. Agresivo= Gleason igual o mayor a7
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Tabla 8. Frecuencias alélicas en pacientes con un IMC= 25 a 230 kg/m? (N=258)

analizados de acuerdo con la agresividad del cancer de préstata.

Agresivo No
SNP/GEN ?‘l (%) agresivo
: N (%)
rs758130
i Alelo A (N=96) 56 (58.3) 40 (41.7)
Alelo G (N=162) 90 (55.5) 72 (44.5)
"rs 1049432 112
74 (54.2
TEAM Alelo G (N=186)  (55.8) (54.2)
Alelo T (N=72) 33 (45.8) 39 (56.6)
1 1 1 1
rs 1937 _ 128
iy Alelo G (N=215) o0 87 (40.5)
Alelo C (N=43) 22 (51.1) 21(48.9)
| | | |
rs11006132
TEAM Alelo A (N=161) 99 (61.5) 62 (38.5)
Alelo G (N=80)  45(56.2)  35(43.8)
'rs 7665116 ' '
SGC1a Alelo T (N=188) 109 (58) 79 (42)
Alelo C (N=70) 37 (52.8) 33 (47.2)
'rs 2970870 ' '
SGC1a Alelo C (N=146) 78 (53.4) 68 (46.6)
Alelo T (N=112) 69 (61.6) 43 (38.4)
'rs 6949152 ' '
NRF1 Alelo A (N=186) 108 (58) 78 (42)
Alelo G (N=72) 37 (51.4) 35 (48.6)

OR
(IC 95%)

0.8929
(0.5358 - 1.488)

0.5591

(0.3229 -
0.9679)

0.7121
(0.3691 - 1.374)

0.8052
(0.4673 - 1.387)

0.8126
(0.4681 - 1.411)

1.399
(0.8478 - 2.308)

0.7635
(0.4421 - 1.319)

SNP: Single nucleotide polymorphism. Agresivo= Gleason igual o mayor a7
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0.3156

0.8052

0.4825
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0.4014



Tabla 9. Frecuencias alélicas en pacientes con IMC Normal (N=121) agrupados

de acuerdo con la agresividad del cancer de préstata

Agresiv No
SNP/GEN % N agresivo
N (%)
rs758130
SOLG Alelo A (N=41) 25 (60.9) 16 (39.1)
Alelo G (N=80) 44 (55) 36 (45)
'rs 1049432 ' '
TEAM Alelo G (N=85) 51 (60) 34 (40)
Alelo T (N=36) 18 (50) 18 (50)
'rs 1937 ' '
TEAM Alelo G (N=100) 57 (57) 43 (43)
Alelo C (N=21) 12 (57.1) 9 (42.9)
'rs11006132 ' '
TEAM Alelo A (N=73)  45(61.7) 28(38.3)
Alelo G (N=41) 24 (58.5) 17 (41.5)
'rs 7665116 ' '
SGC1a Alelo T (N=88) 53 (60.2) 35 (39.8)
Alelo C (N=33) 16 (48.5) 17 (51.5)
'rs 2970870 ' '
SGC1a Alelo C (N=77) 44 (57.1) 33 (42.9)
Alelo T (N=44) 25 (56.8) 19 (43.2)
'rs 6949152 ' '
NRF1 Alelo A (N=52) 35 (67.3) 17 (32.7)
Alelo G (N=69) 43 (62.3) 26 (37.7)

OR

(IC 95%)

0.7822
(0.3633 - 1.684)

0.6667
(0.3042 - 1.461)

1.006
(0.3887 - 2.603)

0.8784
(0.4026 - 1.917)

0.6215
(0.2778 - 1.391)

0.9868
(0.4670 - 2.085)

0.8033
(0.3768 - 1.713)

SNP: Single nucleotide polymorphism. Agresivo= Gleason igual o mayor a 7
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p

0.5655

0.3232

0.8422

0.3036

0.7015



Asi mismo, se realiz6 el analisis de acuerdo con el estadio tumoral de acuerdo con
las frecuencias genotipicas y alélicas como se muestra en la Tabla 10a, 10by 11

respectivamente.

Tabla 1 0a. Analisis en p acientes co n C aP co n so brepeso u

obesidad

agrupados de acuerdo con el estadio tumoral y genotipo de rs758130 POLG (

N=379)

AA AG GG
T1(N=135) 50 (37%) 73 (55%) 12 (8%)
T2 (N=183) 69 (37%) 91 (50%) 23 (13%)
T3 (N=53) 15 (28%) 32 (61%) 6 (11%)
T4 (N=8) 2 (25%) 2 (25%) 4 (50%)
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Valor p

0.025



Tabla 10b. Frecuencias genotipicas (homocigotos) en pacientes con CaP con
sobrepeso u obe sidad a grupados de a cuerdo c on e | e stadio t umoral T1
(N=135) vs T2,T3,T4 (N=244)

rs758130 50(96) 86(72)
POLG AA (N=136) 1.599 0.2773
GG (N=45) 12(4)  33(28) (0:7574-3379))
'rs 1049432 ' '
TFAM GG (N=271)  91(96) 180 (97) 06310 0.4938
TT (N=9) 4 (4) 5(3)  (0.1656 - 2.411)
'rs 1937 ' ' '
TFAM GG(N=314) 109 (100) 205 (99) 664 0.5467
CC (N=2) 0 (0) 2 (1) (0.1267 - 56)
'rs11006132 ' '
TEAM AA (N=234)  73(96)  161(98) 0.4534 0.3843
GG (N=6) 3(4) 3(2)  (0.0893 - 2.301)
'rs 7665116 ' '
5GCHa TT (N=275) 95(97)  180(97) a1 1
CC (N=7) 2 (3) 53)  (0.2511-6.932)
"rs 2970870 ' '
5GCHa CC (N=222) 86(97)  136(88) 5 601 0.0133
TT (N=20) 2(3) 18 (12)  (1.288 - 25.15)
'rs 6949152 ' '
NRF1 AA (N=174) 97 (97) 167 (95) 540 07511

GG (N=11) 3 (3) 8(5)  0.4013-5978
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Tabla 11. Frecuencias alélicas en pacientes con CaP con sobrepeso u

obesidad agrupados de acuerdo con el estadio tumoral (N=379)

rs758130 25(36)  57(39)
POLG Alelo A (N=82)
Alelo G (N=134) 44 (64)  90(61)
'rs 1049432 '
TEAM Alelo G (N=163) 51 (73) 112 (76)
Alelo T (N=53) 18 (27) 35 (24)
Irs 1937 I I
TEAM Alelo G (N=185) 57 (83) 128 (87
Alelo C (N=31)  12(17)  19(13)
'rs11006132 '
TEAM Alelo A (N=144) 45 (69) 99 (72)
Alelo G (N=59)  20(31) 39 (28)
'rs 7665116 '
SGC1a Alelo T (N=163) 53 (77)  110(75)
Alelo C (N=53) 16 (23)  37(25)
'rs 2970870 '
SGC1a Alelo C (N=122) 44 (64) 78 (53)
Alelo T (N=94)  25(36) 69 (47)
'rs 6949152 '
NRF1 Alelo A (N=151) 43 (62) 108 (73)
Alelo G (N=65) 26 (38) 39 (27)

50

0.8971

(0.4960 -1.623)

0.8854
(0.4585 1.710)

0.7051
(0.3208 -1.550)

0.8864
(0.4654 - 1.688)

1.114
(0.5690 - 2.182)

1.557
(0.8645 - 2.804)

0.5972
(0.3247 - 1.098)

0.7650

0.7364

0.4087

0.7420

0.8657

0.1448

0.1122



Finalmente, en| or eferente alr iesgo, s e realizé anal isis par a determinar la

asociacion entre el CaP y recurrencia mediante el modelo dominante y recesivo

para los SNP’s de TFAM y PGC1a como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNP’'s de PGClay TFAM
en pacientes con CaP con sobrepeso u obesidad (N=257)

Genotipo Riesgo Riesgo Riesgo Valor de
SNP/GEN . . P
Alelo bajo intermedio alto
(N=73) (N=128) (N=56)
rs1937 TFAM G/G 56 (76.7%) 110 (85.9%) 48(85.7%) 0.207
G/C 17 (23.3%) 18 (14.1%) 8 (14.3%)
C/IC 0 (0%) 0 (0 %) 0 (0%)
G 88.3% 93% 92.9%
C 11.7% 7% 7.1%
rs1049432 TFAM G/G 46 (63%) 93 (72.7%) 47 (83.9%) 0.063
GIT 24 (32.9%) 34 (26.5%) 8 (14.3%)
T/T 3 (4.1%) 1(0.8%) 1(1.8%)
G 79.4% 86.0% 99.1%
T 20.6% 14.0% 8.9%
rs11006132 TFAM A/A 41 (56.2%) 88 (68.8%) 41 (73.2%) 0.126
AIG 29 (39.7%) 37 (28.9%) 13 (23.2%)
G/G 3 (4.1%) 3 (2.3%) 2 (3.6%)
A 76% 83.2% 84.8%
G 24% 16.8% 15.2%
(s2970870 PGC1a C/iC 42 (57.5%) 79 (61.7%) 24 (42.9%) 0.035
CIT 30 (41.1%) 39 (30.5%) 26 (46.4%)
T/T 1(1.4%) 10 (7.8%) 6 (10.7%)
C 78.1% 77.0% 66.1%
T 21.9% 23.0% 33.9%
rs7665116 PGC1a T/T 49 (67.1%) 102 (79.7%) 36 (64.3%) 0.175
CIT 23 (31.5%) 25 (19.5%) 19 (33.9%)
C/IC 1(1.4%) 1(0.8%) 1(1.8%)
T 82.9% 89.5% 81.2%
C 17.1% 10.5% 18.8%
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Una vez completado el analisis de las frecuencias genotipicas y alélicas se llevo a
cabo el analisis de haplotipos para los polimorfismos de TFAM y PGC1a como se
muestra en la figura 1. En el caso de TFAM se presenta el haplotipo GGA.

&~ Haplotype Freq. Case, Control Ratios Chi Square p value
ﬁ ﬂ Haplotype Associations
§ 5 § =-Block 1
3 3 = 0. 337.6 : 4
E g E +TCG 0.072 |23.5 : 382.5, 27.4 : 276.6 |2.73% 0.08749
—TGG 0.070 |25.4 : 3R0.6, 24.4 : 279.6 |0.849 0.3568
— GGG 0.030 (12.2 : 393.8, 9.2 : 294.8 0.0 0.9858

Block 1 (5 kb)
1 2

Figura 1. Haplotipos de TFAM en todos los pacientes con CaP.
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Discusion

El CaP es la segunda causa de muerte por cancer en el sexo masculino. De acuerdo
con GLOBOCAN (internacional Agency for Research on Cancer), en nuestro pais
se r eportaron 14,892 c asose n el 2 015.D entrod el os factoresd e riesgo
relacionados con este cancer, se encuentra el grupo étnico (Morote et al., 2014), la
edad, (Johnsen et al., 2009), el sedentarismo (Johnsen et al., 2009. Morote et al.,
2014), asi como el sobrepeso y la obesidad (Haque et al., 2014). Diversos estudios
sugieren que la obesidad es un factor de riesgo para desarrollar formas agresivas
de este cancer (Discacciati A, 2011; Allot EH, 2013). Lo anterior es de suma
importancia,y aq ueenM éxicoaum ent6| ai ncidencia de obes idad en
aproximadamente 1 0.9% d urante el periodo ¢ omprendido e ntre 199 3y 2012
(ENSANUT 2012).

Otro factor de riesgo para el CaP es el sobrepeso; en México la prevalencia del
sobrepeso h a au mentado, r eportandose una pr evalencia del 4 4.13% en los
individuos masculinos mayores de 60 afos de edad (ENSANUT 2012), siendo el
maximo valor el que esta relacionado con el grupo de 60-69 afios de edad (49.8%),
considerado ese rango de edad el mas relacionado con el diagndstico de CaP.

La prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad pasé del 71.2% en 2012 al
72.5% en 2016. Aunque las prevalencias combinadas de sobrepeso y obesidad no
son muy diferentes en zonas urbanas (72.9%) que en rurales (71.6%), la prevalencia
de sobrepeso fue 4.5 puntos porcentuales mas alta en las zonas rurales, mientras
qgue la prevalencia de obesidad fue 5.8 puntos porcentuales mas alta en las zonas
urbanas (ENSANUT MC 2016). Nuestro pais se caracteriza por tener el mayor

numero de individuos con obesidad, sin embargo en la poblacion mayor de 50 afos
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esta proporcion cambia, siendo el grupo de sobrepeso el mas frecuente, representa
el 50% (ENSANUT, 2012).

En relacidn a nuestros resultados, observamos que la distribucién de grupos por
IMC en la poblacién de pacientes con CaP analizada, las proporciones son similares
a las descritas en poblacién general masculina: con un IMC normal el 30%; con
sobrepeso el 50% y con obesidad el 20%.(ENSANUT, 2012; ENSANUT MC 2016).
La relacion entre el aumento en el IMC y la agresividad del CaP no se conoce por
completo, sin embargo, el incremento en la prevalencia de ambos ha sugerido una
relacion entre dichas patologias. Se asume que con el aumento del IMC aumenta el
numero de adipocitos, lo cual conlleva a un desbalance en las concentraciones de
multiples adipocinas y citosinas inflamatorias. De igual forma, se han considerado
otros posibles factores locales involucrados en la agresividad de CaP, como es la
grasa per iprostatica, T an et al ., (2016) d escriben | a as ociacion pos itiva entre
volumen de grasa periprostatica y escala de Gleason (p<0.001), asi como la
proporcidn de grasa periprostatica y escala de Gleason (p<0.001) en unamuestra
de 295 i ndividuos c on C aP. D e manera i nteresante, | a pr oporcion de grasa
periprostatica no presento relacién con el IMC (p=0.310) ni tampoco la relacién entre
IMC y escala de Gleason (p=0.787). Lo anterior puede explicarse al considerar que
la grasa visceral es, desde un punto de vista metabdlico, mas activa que la grasa
periférica o subcutanea, y ha sido asociada con fluctuaciones de varias hormonas
como s on: t estosterona, es trogénos, proteina de uni 6n a h ormonas sexuales,
leptina e insulina, todas ellas vinculadas con el desarrollo de CaP, (von Haffe etal.,
2004). Asi mismo se ha demostrado que en los individuos con mayor volumen de
grasa periprostatica existe un incremento en la actividad de las metaloproteinasas

2y 9, lo que aumenta la proliferacion y migracién de células tumorales (Ribeiro et
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al., 2012). Continuando con la participacidn de los factores locales en la progresion
del CaP, Zhang et al.,, (2016) demuestran la modificacion en la expresion de
adipocinas en la grasa periprostatica, considerado como el microambiente en la
agresividad del CaP, por una parte se consideran como factores de riesgo a IL-6y
leptina, mientras que la adiponectina se considera como un factor protector.

Sin em bargo, | os factores g enéticos p odrian t ener u n pa pel i mportante en la
asociacion de CaP mas agresivo en los individuos con sobrepeso u obesidad; de tal
forma que el objetivo de este estudio fue el de analizar variantes alélicas en genes
de biogénesis mitocondrial en este tipo de individuos.

En lo que respecta al analisis de las variantes genéticas, es importante evaluar la
asociacion de diversos polimorfismos en poblacion mexicana, debido a que nuestra
poblacién es el resultado del mestizaje entre poblaciones europeas (principalmente
espafnoles) y africanas con las poblaciones nativas (Lisker et al., 1990). Como se
menciono previamente, para el correcto funcionamiento mitocondrial es necesaria
la importacion de proteinas codificadas en el genoma nuclear, de dichos genes se
distinguen des de un puntode vistaf uncionalt res grupos: =966 genes
mitocondriales, =91 genes OXPHOS y =16 genes reguladores de la expresién del
genoma mitocondrial (Leigh et al., 2010; Calvo et al., 2006); en este ultimo grupo
destacan los siguientes genes: TFAM, POLG, NRF1 y PGC1a.

En el presente estudio se incluyen los siguientes SNP’s: de TFAM el rs1937 (regién
exonica), el rs1049432 y el rs11006132 (ambos en la region 3'UTR); el rs7665116
y el rs2970870 (ambos en regiones intronica) de PGC1a; el rs758130 (region
intronica) de POLG y el rs6949152 (region intronica) de NRF1.

El gen TFAM es considerado unos de los principales reguladores de la biogénesis

mitocondrial asi como de la estructura del ADNmt, se une a la region no codificante
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para regular el inicio de la transcripcion mitocondrial y mantener el numero de copias
del g enoma m itocondrial, ent re ot ras funciones. D iversos S NP'sde TFAM,
(considerados también los del presente trabajo), han sido analizados en el contexto
de diversas patologias, incluido el cancer en cavidad oral (Datta et al., 2016), sin
embargo hasta el momento no existen reportes que relacionen estos SNP’s conla
agresividad del CaP en individuos con un IMC de sobrepeso u obesidad. Debido a
que el SNP rs1937 de TFAM tiene localizacion exonica, (y modifica el aminoacido
Serina por Treonina en la posicion 12 de la proteina), lo cual podria relacionarse
con un cambio funcional. Nosotros observamos que el genotipo GG (83.3%) v el
alelo G (91.7%) son los mas frecuentes en nuestra poblacion de estudio, estos datos
coinciden con | o reportado en poblacion c aucasica (Palacinetal.,2011)y en
poblacién china (Zhang et al., 2011); sin embargo, no se observo asociacion entre
este polimorfismo y la agresividad del Ca. En contraparte, encontramos que al
agrupar el CaP en agresivo y no agresivo en nuestra poblacion de estudio, no se
presento el genotipo CC (0%), lo cual difiere con los reportado en poblacion de
origen étnico caucasico y de origen chino, en la que se ha descrito una frecuencia
de dicho genotipo, del 0.4 y 0.8% respectivamente. Lo anterior permite inferir que el
genotipo CC puede considerarse como un factor protector (Zhang et al., 2011) en
contraste con el genotipo GG q ue s e considerad e riesgo en otros procesos
patolégicos (Gunther et al., 2004). Respecto a las frecuencias alélicas (Tabla 2), el
alelo C presentd una frecuencia de 0.07 en los pacientes con CaP agresivo y de
0.10 en los pacientes con CaP no agresivo, mientras que en poblacién mexicana
sin CaP presenta una frecuencia de hasta 0.22

(http://exac.broadinstitute.org/variant/10-60145342-G-C). En conjunto, estos

resultados confirman que las diferencias en las frecuencias alélicasy genotipicas
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descritas en nuestra poblacion en relacién con otras poblaciones, pueden deberse
a nuestro acervo genético, el cual es predominantemente de origen amerindio
(Lisker et al., 1990).

De acuerdo con la relacion entre los SNP’s de TFAM con la agresividad y el IMC,
como se observa en las Tablas 6, 7, 8 y 9, en donde se muestran los analisis de
asociacién entre agresividad del CaP de acuerdo a los diferentes grupos de IMC;
encontramos q ue el rs1049432 muestra u na t endencia d e as ociarse c on la
agresividad del CaP en pacientes con sobrepeso (IMC = 25 a 29.9 kg/m?), con un
valor de p=0.0528 y con una asociaciéon estadisticamente significativa (p=0.0498)
cuando analizamos como un solo grupo a los pacientes con CaP y con sobrepeso
u obesidad (IMC = 25 a 230 kg/m?). De manera interesante, en el grupo de los
pacientes con IMC normal no se observé esta asociacion (p=0.3232); lo cual sugiere
que | a as ociacion en tre formas ag resivas de C aP y este S NP pu diera estar
determinado por el aumento del IMC.

En nuestra poblacién de estudio el IMC tiene valores desde 18.3kg/ m? hasta
41.45kg/ m?. En el percentil 75 se presenta un valor de 28.7kg/ m?, al realizar un
analisis considerando solo a los pacientes que tienen un IMC >28.7kg/ m? (N=115)
se relacionan los SNP’s de TFAM (rs1937 y rs11006132) con la agresividad del CaP
(p=0.0053 y p=0.0044) respectivamente. Por tal motivo se podria considerar este
valor del IMC como un umbral para relacionarlo con formas agresivas de CaP en
nuestra poblacion.

Otro elemento a destacar sobre la agresividad del CaP es la posible relacién entre
los SNP’s y los micro RNA's (miRNA’s) Walter et al (2013). Refieren la
sobreexpresion de miR-122, miR-335, miR-184, miR-193, miR-34, miR-138, miR-

373, miR-9, miR-198, miR-144 y miR-215 asi como la disminucion de miR-96, miR-
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222, miR-148, miR-92, miR-27, miR-125, miR-126, miR-27 en los casos de CaP con

Gleason >8. Mediante el software mrSNP (http://mrsnp.osu.edu;) se realiz6 un

analisis in silico en el que se identifico la posible relacion entre rs1049432 de TFAM
con miR-548aj, miR-548x, miR-568, miR-548ae, miR-548am y miR-4760 (Deveci et
al. 2014).

En relacién con el gen POLG, éste codifica a la subunidad catalitica de la ADN
polimerasa mitocondrial que esta implicada en la replicacion del ADN mitocondrial
y de manera indirecta con la cantidad de ADN en la célula. Se ha descrito que este
gen esta implicado con enfermedades tumorales, ya que alteraciones en este gen,
en particular las implicadas con aumento en el ADN mitocondrial se han relacionado
con cancer de cabeza y cuello (Kim et al., 2004), ovario (Wang et al., 2006) asi
como e n es ofago ( Linet al ., 2010); en c ontraparte, | a di sminucion d e ADN
mitocondrial se ha relacionado con cancer renal (Xing et al., 2008) , mama (Wu et
al., 2007) y gastrico (Wu et al 2005).

Dado que los S NP’s desempefian u n papel i mportante e n | a r egulacion de la
expresion génica, la degradacion del ARNm y la traduccion, todos los cuales pueden
afectar a las funciones bioldgicas de las proteinas (Xing et al., 2008), es razonable
suponer que SNP’s en POLG puede afectar la proliferacion, invasién y el prondstico
de los pacientes con cancer. Diversos estudios han demostrado que las variantes
genéticas en POLG estan involucrados en la patogénesis de los tumores malignos
(Blomberg et al 2008). Asi mismo, Popanda et al. (2013), sugieren que el genotipo
GG de rs2856268 en POLG tiene un efecto protector sobre el desarrollo del cancer
de mama. Ademas, Swett et al. (2013) han demostrado que los haplotipos de POLG
se pueden asociar con un aumento de la incidencia de 9.6 veces en el CaP.

Estudios recientes han demostrado que los SNP’s en este gen estan  asociados
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con el fenotipo agresivo del cancer hepatocelular (Mosley et al., 2013; Long et al.,

2017).

En el presente trabajo encontramos una asociacién entre el estadio tumoral y el
genotipo de rs758130 de POLG (p=0.025; Tabla 10a). Recientemente Long et al
(2017), analizaron en 416 pacientes de origen chino (de los cuales el 87.5% fueron
masculinos) la posible asociacion de este SNP con cancer hepatocelular. Los
autores encontraron que el genotipo GG y el alelo G de dicho SNP se asocio6 con el
prondstico de cancer hepatocelular; observando una frecuencia del genotipo GG del
38%, del genotipo GA del 47% y del genotipo AA del 15%, con una frecuencia del
alelo menor del 39%. La distribucion genotipica y alélica descrita por Long et al.,
(2017) es similar a la que encontramos en nuestra poblacién con CaP: frecuencia
del genotipo GG del 36%, del genotipo GA del 52% y del genotipo AA del 12%, con
una frecuencia del alelo menor del 38%. La falta de asociacién significativa podria
deberse a que la muestra de nuestro estudio no cuente con suficiente poder para

detectar diferencias y evitar el error tipo Il.

Por otra parte, PGC17a es un gen relacionado con la diferenciacion de tejido adiposo
(Chinetti et al., 2000) que se expresa en varias lineas celulares asi como en epitelio
prostatico tanto de tejido normal como en el tejido tumoral. Diferentes polimorfismos
de PGC1a (como, rs7665116 y rs2970870), se han estudiado en lasenfermedades
neurodegenerativas y en la funcion v entricular i zquierda di astdlica. Juang et al.
(2010) llevaron a cabo un estudio de asociacion de rs7665116 y rs2970870 con
funcion diastdlica ventricular izquierda en individuos caucasicos, observando una
asociaciéon marginal de r s2970870 c on latente di sfuncién v entricular izquierda
diastdlica. Sin embargo, hasta el momento no hay estudios genéticos que analicen
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estos polimorfismos en el contexto de enfermedades tumorales. Como se muestra
en la tabla 7, se encontré que el rs2970870 en nuestra poblacion se asocio con el
estadio tumoral (p=0.0347). En este caso el genotipo CC se present6 asociado al
estadio T1 en 63% y con los estadios T2,T3 y T4 en el 56% de los casos, el estadio
T1 es cuando el diagnostico de CaP es incidental, es decir, son formas tempranas.
Lo anterior concuerda con lo descrito por Che et al. (2011), quienes observaron que
el genotipo CC, se asocio con un inicio temprano de sintomas en la enfermedad de
Huntington al comparar estos pacientes con aquéllos que presentaban el genotipo
TT. De manera similar se ha evaluado la relacion entre SNP’s de PGC1a con la
edad de inicio de la enfermedad de Huntington (EH), en particular el rs7665116 se
ha vinculado con una edad temprana de inicio principalmente en aquellos pacientes
con ancestria italiana (Van B Che et al., 2011). En el caso de rs2970870 se relacion6
con edad temprana de inicio cuando en EH el numero de repetidos de CAG es <55
(p=0.0435) (Van B Che et al., 2011), en nuestro estudio no existe asociacion entre
la edad de diagnostico con ninguno de los SNP’s estudiados de PGC1a.

Por otra parte, en relacion con el riesgo de CaP determinado por la escala D’Amico,
es decir de la recurrencia del CaP posterior a tratamiento, encontramos en nuestra
poblacién que el rs2970870 de PGC1a presenta una asociacion entre el genotipo
TT y un riesgo alto (Canto, et al., 2017); la poblacién con riesgo alto presenta una
frecuencia genotipica del 10.7% en contraste con el 1.4% en la poblacidén con bajo
riesgo, asi mismo, las frecuencias del alelo de riesgo son del 33.9% y del 21.9%
entre los grupos de riesgo alto y bajo, respectivamente. La distribucién del alelo C
en este SNP varia considerablemente entre las diversas poblaciones: siendo del
46.7% en europeos, del 51.3% en japoneses y del 67.4% en chinos del grupo Han

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs2970870); nosotros observamos que
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nuestros pacientes presentan las frecuencias mas altas, con 74.9% de manera
general y destacando los pacientes con CaP no agresivo con el 80%.

En relacién con los resultados obtenidos del rs6949152 de NRF1, no encontramos
asociacion entre la agresividad del CaP y la frecuencia alélica y genotipica de este
polimorfismo, probablemente debido al tamafio de la muestra.

Se hanllevado a c abo es tudios de as ociacion d e di versos S NPs de NRF1
incluyendo el r s6949152 e n el c ontexto de | a ac tividad fisica, en individuos
masculinos de la poblacién china (He et al., 2008); encontrando que la respuesta
del consumo maximo de oxigeno (VOz2), el umbral ventilatorio y el costo metabdlico
al practicar una rutina de ejercicio durante 18 semanas, este polimorfismo se
asociaba en forma significativa (p=0.047) con el umbral ventilatorio lo que sugiere
una participacion de los SNP’s de NRF1 y la capacidad aerdbica humana, la cual
se ha vinculado también con vias tumorales.

Por otra parte, Yvert et al., (2015) evaluan la asociacidon entre la capacidad fisica
(VO2, FEV1, FVC, Plmax y fuerza muscular) en pac ientes pediatricos con fibrosis
quistica con polimorfismos de vias energéticas entre los que destacan: el rs6949152
de NRF1y el rs1937 de TFAM entre otros; sin embargo no encontraron correlacion
entre estos SNP’s y el fenotipo. Recientemente, se han atribuido funciones de
homeostasis pr oteica par aN RF1 alr egular la actividad t ranscripcional de
subunidades del proteosoma a través de los Elementos de Respuesta Antioxidante
(ERA) por heterodimerizacién con proteinas Maf en respuesta a inhibicién del
proteosoma. La delecion de Nrff en células madre de sistema nervioso provoca
neurodegeneracion por ac umulacion de proteinas ubiquitinizadas en células de
Purkinje y motoneuronas en modelo murino (Taniguchi et al., 2017). Asi mismo,

Weyburne et al., (2017) demuestran la participacion de Nrf1 a través de |la
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estimulacién de la subunidad proteosomica ®2 en lineas celulares de cancer de
mamat riplen egativot ratadasc onc arfilzomib ob ortezomib (inhibidos
proteosomicos). Con base en lo anterior, al participar en vias de estrés oxidante, es
probable que la aportacion de NRF1 sea en el desarrollo tumoral y/o en la respuesta

del individuo a ciertas terapias y no como elemento de asociacion alélica.
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Conclusiones

Este es el primer estudio que establece una relacion entre polimorfismos de genes
relacionados con biogénesis mitocondrial (TFAM, POLG y PGC1a) con CaP en
individuos con sobrepeso u obesidad.

De igual forma, es la primera ocasion que se considera el sobrepeso como una
variable principal, debido ala prevalencia conla g ue s e presenta e n nuestra
poblacion.

Se demostrd que existe relacion entre el rs1049432 de TFAM y la agresividad de
CaP en pacientes con IMC > 25 kg/m?. Asi mismo el haplotipo mas frecuente fue
GGA con una frecuencia de 80% lo cual constituye un marcador genético confiable,
sin embargo, no fue posible comparar estos datos con otros trabajos debido a que
no fueron estudiados dichos haplotipos, por tal motivo, es muy importante replicar
estudios de cohortes en otras poblaciones para determinar la variacién entre las
mismas.

Elrs2970870 de PGC1a se asocia con estadios tempranos del CaP de acuerdo con
la clasificacion TNM y con alto riesgo de acuerdo con la clasificacion de
D"Amicco.

El rs758130 de POLG se asocia con estadio tumoral del CaP de acuerdo con la
clasificacion TNM.

La distribucién del IMC en los pacientes con CaP en nuestra poblacion de estudio
es similar a la de la poblacion general, (IMC normal 30%, sobrepeso 50% y obesidad
20%) lo cual es llamativo si consideramos que nuestro pais es el que presenta
obesidad con mayor frecuencia.

En el presente trabajo no se presenta una correlacion entre el IMC y la agresividad

del CaP desde el punto de vista clinico.
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Abstract

Background: Mitochondrial dysfunction has been associated with the development of cancer and obesity, being prostate cancer more

aggressive in obese men. It has been suggested that the mitochondrial transcription factor A (TFAM) plays a central role in these events.

Objective: The aim of this study was to analyze the possible association of 3 TFAM polymorphisms, as well as their haplotypes, with the
development of aggressive prostate cancer in overweight or obese Mexican Mestizo men.

Subjects and methods: A total of 257 unrelated men with histologically confirmed prostate cancer, of Mexican Mestizo ethnic origin,
were included. Body mass index was determined and the degree of prostate cancer aggressiveness was demarcated by the D’Amico
classification. DNA was obtained from blood leukocytes. The rs1937, rs1049432, and rs11006132, as well as their haplotypes, were studied
by real-time polymerase chain reaction allelic discrimination. Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were tested. Pairwise linkage
disequilibrium between single nucleotide polymorphisms was calculated; haplotype analysis was performed.

Results: A higher risk (D’Amico classification) was documented in 56 patients (21.8%). We did not find a significant association among
those polymorphisms analyzed; however, one haplotype was significantly associated with cancer aggressiveness.

Conclusions: To our knowledge, this constitutes the first study regarding the relationship of 3 TFAM polymorphisms, as well as their
haplotypes, and the aggressiveness of prostate cancer in overweight or obese men; the most frequent haplotype was associated with cancer

aggressiveness. " 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

To date, prostate cancer constitutes a global public health
problem. It is the most frequently diagnosed malignancy
and the third leading cause of cancer-related death among
men worldwide [1]. In Mexico, it is the second cause of
cancer deaths, with a mortality rate during 2013 of 10.3
deaths per 100,000 men [2].

At present, the etiology of prostate cancer has not been
determined and except for age and family history, few risk
factors have been identified [3]. This entity is considered a
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multifactorial disease, where genetic and environmental
factors might contribute to its development [4,5].

Several studies have suggested that a higher body mass
index (BMI), could be associated with an increased risk of
developing an aggressive form of prostate cancer, conse-
quently increasing its mortality rate [6—9]. Besides, it has
been proposed that obesity increases the risk of biochemical
recurrence after primary treatment [10]. These are relevant
findings, as obesity has reached epidemic proportions
worldwide, being Mexico the second nation with the
biggest obesity prevalence (just behind the United States
of America); the last National Survey demonstrated that
obesity prevalence has increased from 21.5% in 1993 to
32.4% in 2012, whereas overweight prevalence was 49.8%
in men aged 60 to 69 years [11].

Mitochondrial dysfunction has been associated with the
development of obesity and cancer [12,13]. It is well known
that mitochondrial biogenesis constitutes an intricate process,
where the expression and assembly of various proteins are
encoded by nuclear (i.e., mitochondrial transcription factor A
[TFAM]) and mitochondrial genomes [14,15]. A histone-like
role in mitochondria is played by the TFAM, because of the
fact it is closely associated with mitochondrial DNA
(mtDNA), as a main component of the nucleoid [16]. The
mtDNA transcription and replication depend on TFAM,
which is essential for the maintenance and biogenesis of
mitochondrial DNA in mammals [17]. Furthermore, TFAM
participates in lipogenesis through its role in mitochondrial
biogenesis [18]. In addition, TFAM plays an important role
in carcinogenesis because of its involvement in cell prolif-
eration and differentiation, interfering with apoptosis and
angiogenesis [19,20]. In addition, TFAM polymorphisms or
mutations or both have been reported in different cancers and
in neurodegenerative disorders [21-23].

Owing to the fact that TFAM is important for mitochon-
drial biogenesis and it plays a role in obesity and that
prostate cancer has been reported to be more aggressive in
obese men, we investigated if TFAM polymorphisms were
associated with aggressive prostate cancer in overweight or
obese Mexican Mestizo men.

2. Subjects and methods
2.1. Subjects

The study was approved by the Human Research
Committees of the participating institutions; informed
written consent was obtained from all men before partic-
ipation. A total of 257 unrelated overweight or obese men,
with histologically confirmed prostate cancer, of Mexican
Mestizo ethnic origin who visited our outpatient clinic
between March 2012 and November 2015 were included.
Only men born in Mexico, who have a Spanish-derived last
name and Mexican ancestors back to the third generation,
were considered Mexican Mestizo. Exclusion criteria
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included men with a family history of prostate cancer as
well as if they had presented other previous neoplasias.

Body height and weight were measured at baseline
examination, with the subject in a standing position, wear-
ing a hospital gown and without shoes. Height and weight
were used to calculate BMI (kg/mz). Individuals were
categorized as being overweight if BMI was in the range
of 25.0 to 29.9 kg/m’, and being obese if BMI was
Z30.0 kg/m’.

Patients were classified according to the classification
proposed by D’ Amico into low, intermediate, and high risk,
based on prostate-specific antigen, Gleason grade, and
clinical stage [24].

2.2. Methods

Peripheral blood samples were obtained from all indi-
viduals and genomic DNA was purified using the salting
out procedure described by Miller et al. [25]. TFAM
polymorphisms studied were rs1937, rs1049432, and
rs11006132.

Real-time polymerase chain reaction (PCR) allelic
discrimination TagMan assay (AB) was used for
genotyping analysis. All PCR reactions contained 10 ng
of DNA, 5.0 ml TagMan Universal Master Mix (AB) (2X),
0.25 ml primers and probes (10X), as well as water,
for a final volume of 10 ml, including the appropriate
negative controls in all assays. For all polymorphisms,
the assay used probes and primers designed by assay- on-
demand services from Applied Biosystem: for rs1937,
assay ID: C__ 8975662 10; for rs1049432, assay ID:
C__ 8815067 _10; for  rs11006132, assay ID:
C 31915742 10, all single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of TFAM.

Real-time PCR was performed on a LightCycler 480
Instrument (Roche Diagnostics Ltd., Switzerland). Con-
ditions for all polymorphisms were 951C for 10 minutes
and 40 cycles of amplification (951C for 15 s and 601C for
1.30 min). For each cycle, the software determined the
fluorescent signal from the VIC- or FAM-labeled probe.
Allelic discrimination was performed using specific pri-
mers and probes for each allele. A 5% random sample
from each genotype was independently verified twice for
quality control.

2.3. Statistical analysis

This is a cross-sectional and retrospective study. Data
from the overall patient population were summarized as
absolute and relative frequencies for qualitative variables.
Allele frequency differences between groups were assessed
by X* tests. X was used to test for associations between
genotypes, haplotypes, and aggressive prostate cancer
(according to D’Amico classification). Statistical analyses
were performed using SPSS v.16.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL); a P o 0.05 was accepted as statistically significant.
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Table 1
General characteristics of 257 Mexican Mestizo men with prostate cancer
Variable N (%)
Age, y
060 101(39.3)
260 156(60.7)
PSA
06 65(25.3)
Z6 192(74.7)
Gleason
o7 110(42.8)
Z7 147(57.2)
Tumor stage
T1 139 (54.1)
T2 102 (39.7)
T3 9 (3.5
T4 7.7
D’Amico classification
Low risk 73 (28.4%)

Intermediate risk
High risk

128 (49.8%)
56 (21.8%)

PSA Y4 prostate-specificantigen.

Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were tested
using the x* test. Pairwise linkage disequilibrium (D' and
their 95% Cls) estimations between polymorphisms and
haplotype reconstruction were performed with HaploView
version 4:1, and haplotypes with a frequency ©0.05 were
excluded (Broad Institute, Massachusetts Institute of Tech-
nology and Harvard University, Cambridge, MA).

3. Results

A total of 257 overweight or obese men with prostate
adenocarcinoma were included. General characteristics
of all men with prostate cancer are shown in Table 1.
Ages ranged from 55 to 78 years. According to the World

Table 2

Health Organization criteria, among the 257 men, 187
(72.8%) were overweight and 70 (27.2%) were obese.
In all, 192 (74.7%) patients had prostate-specific antigen
concentrations Z6 ng/ml at the moment of the diagnosis.
Regarding cancer aggressiveness, 73 (28.4%) had a lower
risk, 128 (49.8%) had an intermediate risk, and 56 (21.8%)
had a higher risk (Table 1).

A Hardy-Weinberg equilibrium test was performed for
the polymorphisms, showing that distribution of the
observed genotypes did not differ from what was expected
in men with prostate cancer and who were overweight or
obese (P 4 0.05). Genotype and allele frequencies of
rs1937, rs1049432, and rs11006132 of TFAM, according
to the D’Amico classification, are shown in Table 2.
Genotypes and alleles from all polymorphisms, of the
analyzed genes, showed no significant differences under
any model tested (recessive and dominant models).

When we analyzed linkage disequilibrium (LD) among
the 3 SNPs of TFAM, we observed that rs1937 with
151049432 presented D' Y 0.899 and 95% CI: 0.76 to
0.96. For rs1937 and rs11006132, we found D' % 0.965 and
95% CI: 0.89 to 1.0; and for rs104943 with rs11006132, we
found D' % 0.79 and 95% CI: 0.64 to 0.89.

All the 3 polymorphisms of the TFAM gene were used to
construct the haplotypes (Table 3), being the most frequent
the one formed by the 3 ancestral alleles: 4-G-G (81.4%).
Besides, we observed a significant association between the
A-G-G haplotype and the aggressiveness of prostate cancer,
when comparing patients who had a lower risk vs. those
patients who had intermediate- or higher risk (Table 3).

4. Discussion

Obesity constitutes an important risk factor for the devel-
opment of aggressive prostate cancer and cancer-related

Genotype distribution of 3 polymorphisms of the TFAM gene in overweight or obese Mexican Mestizo men with prostate cancer according to the D'Amico

classification

dbSNP Genotype Low risk Intermediate risk High risk P value
Reference number (N Ya 73) (N V4 128) (N Va 56)
1s1937 of TFAM G/G 56 (76.7%) 110 (85.9%) 48 (85.7%) 0.207
G/C 17 (23.3%) 18 (14.1%) 8 (14.3%)
Cc/C 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Allele frequencies G 88.3% 93.0% 92.9%
C 11.7% 7.0% 71%
151049432 of TFAM G/G 46 (63.0%) 93 (72.7%) 47 (83.9%) 0.063
G/T 24 (32.9%) 34 (26.5%) 8 (14.3%)
T/T 3 (4.1%) 1 (0.8%) 1 (1.8%)
Allele frequencies G 79.4% 86.0% 91.1%
T 20.6% 14.0% 8.9%
rs11006132 of TFAM A/A 41 (56.2%) 88 (68.8%) 41 (73.2%) 0.126
A/G 29 (39.7%) 37 (28.9%) 13 (23.2%)
G/G 3 (4.1%) 3 (2.3%) 2 (3.6%)
Allele frequencies A 76.0% 83.2% 84.8%
G 24.0% 16.8% 15.2%
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Table 3

Frequencies of the different haplotypes of the TFAM gene in overweight or
obese Mexican Mestizo men with prostate cancer grouped by the D'Amico
classification

Haplotypes of TFAM Low risk, % Intermediate/higher risk, % P value

4-G-G 75.6 83.5 0.04
G-C-T 10.3 6.3 0.11
G-G-T 9.5 5.9 0.15
G-G-G 1.7 29 0.43

The first allele of the haplotype corresponds to rs11006132; the second
to rs1937, and the third to rs1049432.

mortality [6,8,10]. Taking into consideration that prostate
cancer presents a high genetic predisposition and obesity has
been linked to the development of aggressive forms of this
cancer, we considered it was important to establish the
association of genetic variants, in a specific population,
because genomic variation is greater when compared across
ethnicities. Mexican Mestizo population is constituted by an
admixture of Europeans and Africans with native Indian
individuals [26]; a proportion of 56% Amerindian genes, 40%
white genes, and 4% African genes [27]. Therefore, in the
present study, we analyzed the association among 3 TFAM
polymorphisms (rs1937, rs1049432, and rs11006132), as well
as their haplotypes, with the aggressiveness of prostate cancer
in overweight or obese Mexican Mestizo men.

TFAM is a member of a high-mobility-group protein
family that functions as a master regulator, maintaining the
mass and structure of mtDNA [28] and it binds mtDNA to
regulate both mitochondrial transcription initiation and
mtDNA copy number. The abundance of mtDNA generally
reflects TFAM protein levels [29]. It is essential for
regulating mitochondria-encoded gene  transcription,
mtDNA stability, and mtDNA replication [30].

Likewise, TFAM knockdown prevents adipogenic differ-
entiation of human mesenchymal stem cells [31] and it also
regulates the differentiation of human subcutaneous adipo-
cytes in cell lines [32]. In addition, the expression of this
nuclear factor could affect the overall survival of some
types of cancer [20,33].

Several TFAM polymorphisms (i.e., rs1937, rs1049432,
and rs11006132) have been studied in several neurodegener-
ative diseases, extreme longevity, endurance capacity in
response to training, and in oral cancer [21,23,34-36].
However, to our knowledge, there are no reports of genetic
studies that analyze these polymorphisms or their haplotypes
in the context of men with prostate cancer, its aggressiveness,
and overweight or obesity. It has been proposed that
haplotypes, consisting of polymorphisms that may or may
not be functional, could provide a better tool than a single
marker variation because of the ancestral-established haplo-
type structure, which may define functional units of genes.
Besides, the haplotype could modify the structure or inter-
action of the protein as well as its function [39]. For that
reason, we analyzed the relation of haplotypes with aggres-
sive prostate cancer in overweight or obese men. According
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to our analysis, we found that the 4-G-G haplotype was
significantly associated with an intermediate or higher risk of
prostate cancer; this is interesting because this haplotypes is
the most frequent in our population. Likewise, when we
analyzed the LD among these 3 SNPs, we observed that they
are inherited as a block, because all the 3 polymorphisms
presented a strong LD.

On the contrary, Giinther et al. [21] analyzed several
genetic variants including rs1937 of TFAM in white
individuals with Alzheimer disease and in controls without
dementia finding that this SNP was associated with Alz-
heimer in women but not in men. Besides, Zhang et al. [37],
in a study in Han Chinese individuals with Alzheimer
disease, found an association between this polymorphism
and the late-onset Alzheimer disease. On the contrary,
Palacin et al. [38] conducted an association study in white
individuals with early-onset myocardial infarction, which
included rs1937; these authors did not observe any associ-
ation. Santiago et al. [35] conducted a case-control study in
which they analyzed rs1937 and extreme longevity finding
a marginal association related to centenarians.

Owing to the fact that rs1937 of TFAM is located in exon 1
and that it changes the existing amino acid (S12T) in the
mitochondrial signal peptide sequence, determining a possible
relevant functional significance, we analyzed this SNP in our
population with prostate cancer. We found that the GG
genotype and G allele are the most frequent (83.3% and
91.7%, respectively). These findings are in line with those
described in white population [21,35,38] and Han Chinese
individuals [37]; nevertheless, we did not observe an associ-
ation of this polymorphism with aggressive prostate cancer.

Remarkably, we observed that when analyzing men with
either aggressive or nonaggressive prostate cancer, our
population did not present the CC genotype (0%) that
differs in European populations (0.4% for German and
0.8% for Spanish) [21,38] and in Han Chinese individuals
(2.3%) [37]. It has been suggested that the CC genotype
might play a protective role [37], contrasting to the GG
genotype which is considered a risk genotype [21].
Together, these results confirm that those differences in
the frequency of alleles and genotypes described in our
population, in relation to other ethnic groups, may be
because of our genetic background, as it has been docu-
mented that the genetic structure of our population has a
predominant Amerindian ancestry [26].

Moreover, Taherzadeh-Fard et al. [23] investigated in
German individuals, with Huntington disease, if the age of
onset of this illness was associated with polymorphisms in
several genes. In their study, they included rs1049432 and
rs11006132 finding that both were associated with this
condition. Similarly, Datta et al. [36] performed an associ-
ation study between the risk of oral leukoplakia and cancer
development and polymorphisms at genes responsible for
mtDNA synthesis and transcription. These authors did not
find any association between rs11006132 of TFAM and oral
cancer.
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Regarding our results, we did not find any association of
rs1049432 or rs11006132 and prostate cancer aggressive-
ness; however, we observed an association of the GG
genotype of 1s1049432 (P V4 0.063), with a higher risk of
aggressiveness of this cancer, but the statistical power was
not enough to reach statistical significance. In relation of the
frequencies of the alleles and genotypes of both poly-
morphisms were similar to those described in HAPMAP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) for whites, 2 populations
of Asian origin (Han Chinese and Japanese), and another
with an American ethnic origin.

This study has some limitations. The first one is that the
design does not allow us to determine a causal relationship
between TFAM polymorphisms and prostate cancer
aggressiveness in overweight or obese  individuals.
Another limitation was that there was not enough statis-
tical power to detect the effect regarding prostate cancer
aggressiveness.

5. Conclusions

To our knowledge, this is the first study establishing the
relationship of 3 TFAM polymorphisms (rs1937,
rs1049432, and rs11006132) as well as their haplotypes
regarding the aggressiveness of prostate cancer in over-
weight or obese men. In our population, analysis of the
TFAM haplotypes constitutes a better genetic marker for
prostate cancer aggressiveness in overweight or obese
subjects. Furthermore, we cannot compare our data with
the results of other studies because haplotypes were not
investigated; for that reason, it would be important to
conduct replication studies in larger cohorts and in different
populations worldwide, to determine whether haplotype
analysis related to prostate cancer aggressiveness are the
same or vary depending on the studied populations.

Separately, these 3 SNPs of TFAM presented no associ-
ation, which could be because of the fact there was not
enough power to detect differences and avoid type II error
or B error. Other possibility could be that those poly-
morphisms analyzed do not play a major role in the
pathogenesis of the aggressiveness of this cancer or that
other polymorphisms may be linked to an unidentified
variant in our specific population. Future studies should
explore this possibility.
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Abstract.

BACKGROUND: Obesity constitutes a risk factor for the development of aggressive forms of prostate cancer. It has been pro-
posed, that prostate cancer has a genetic predisposition and that PPARGCIA and ADIPOQ polymorphisms play a role in the
development of this condition.

OBJECTIVE: To analyse the association of two PPARGCI1A4 and ADIPOQ polymorphisms as well as their haplotypes, with the
development of aggressive prostate cancer in Mexican-Mestizo men with overweight or obesity.

SUBJECTS AND METHODS: Two hundred fifty seven men with prostate cancer of Mexican-Mestizo origin were included.
Body mass index (BMI) was determined and the degree of prostate cancer aggressiveness by the D’ Amico classification. DNA
was obtained. Rs7665116 and rs2970870 of PPARGC1A4, and 15266729 and rs1501299 of ADIPOQ were studied by real-time
PCR allelic discrimination. Pairwise linkage disequilibrium, between single nucleotide polymorphisms was calculated and hap-
lotype analysis was performed.

RESULTS: A higher-risk (D’Amico classification) was observed in 21.8% of patients. An association of cancer aggressiveness
with 152970870 of PPARGC1A, and rs501299 of ADIPOQ, as well as with one haplotype of ADIPOQ was documented.
CONCLUSIONS: This is the first study regarding the relationship of PPARGCIA and ADIPOQ polymorphisms, and the ag-
gressiveness of prostate cancer in men with overweight or obesity.

Keywords: Aggressive prostate cancer, overweight, obesity, polymorphisms, PPARGCIA, ADIPOQ

*Corresponding authors: Patricia Canto, Unidad de Investi-

gacion en Obesidad, Facultad de Medicina, Universidad Nacional dez Unidad de Investigacion en Obesidad, Facultad de Medicina,
Autoénoma de México. México, D.F., México. Tel.: +5255 54870900 Universidad Nacional Autébnoma de México. México, D.F.,México.
extension 5068; E-mail: ipcanto@yahoo.com.mx. Juan Pablo Mén- Tel.: +5255 54870900 extension 5068: E-mail: jpmb@unam.mx.

ISSN 1574-0153/17/$35.00 @ 2017 — 10S Press and the authors. All rights reserved


mailto:ipcanto@yahoo.com.mx
mailto:jpmb@unam.mx

298 P. Canto et al. / PPARGC1A4/ADIPOQ polymorphisms in aggressive prostate cancer

1. Introduction

Prostate cancer is a global public health problem,
being the second most common cancer in men [1]. In
Mexico, mortality rate during 2013 was 10.3 deaths per
100,000 men [2].

It has been determined that prostate cancer is a mul-
tifactorial disease, where genetics and environmental
factors play a key role in its development [3,4]. It has
been previously suggested that a higher body mass in-
dex (BMI), could be associated with the possibility of
developing a more aggressive form of prostate can-
cer, thus increasing its mortality rate [5—8]. Likewise,
it has been stated that obesity could increase the risk
of biochemical recurrence after primary treatment [9].
The after mentioned data is relevant, due to the fact
that obesity has reached epidemic proportions world-
wide, being México the second nation with the biggest
obesity prevalence worldwide (32.4% in 2012); over-
weight prevalence in men aged 60-69 years, is at
49.8% in our country [10].

The Peroxisome proliferator-activated receptor »
(PPARy), is part of the nuclear hormone receptor
superfamily of ligand-dependent transcription factors
and plays an important role in adipocyte differenti-
ation, cellular proliferation, survival, and inflamma-
tory response [11-13]. Likewise, it has also been
implicated in tumorigenesis as a tumor suppressor
gene [14], and it also seems to participate in the devel-
opment of several neoplasias including prostate can-
cer[15—-18]. In addition, it has been described that the
gene encoded by PPARy, which is known as perox-
isome proliferators-activated receptor y coactivatorl
a (PPARGCI1A4), presents some polymorphisms and/or
mutations that have been associated with different can-
cers and neurodegenerative disorders[19-21].

Low serum adiponectin concentrations, have also
been described as a risk factor for the development
of more aggressive forms of prostate cancer in sub-
jects with obesity [22]. Different lines support the
role of adiponectin as an anti-cancer adipokine, due to
its anti- inflammatory effect [23,24], to its inhibition
of cell proliferation and to the generation of apopto-
sis [23,25,26]. Besides, polymorphisms of adiponectin
(ADIPOQ) (rs266729 and rs1501299) associated with
obesity [27-29] and with prostate cancer [27,30,31],
have been described.

Obesity is considered an independent risk factor for
the development of aggressive forms of prostate can-
cer and both diseases have a high genetic predisposi-
tion. Considering that polymorphisms of PPARGCIA

and ADIPOQ may influence the risk of both entities,
the aim of this study was to analyse the possible associ-
ation of polymorphisms in these genes, as well as their
haplotypes, with the presentation of aggressive forms
of prostate cancer in Mexican-Mestizo men with over-
weight or obesity.

2. Subjects and methods
2.1. Subjects

The study was approved by the Human Research
Committees of the participating institutions; informed
written consent was obtained from all men before par-
ticipation, and all procedures were in accordance with
the 1964 Helsinki declaration and its later amend-
ments or comparable ethical standards. Two hundred
fifty seven unrelated overweight or obese men, with
histologically confirmed prostate cancer, of Mexican-
Mestizo ethnic origin who visited our outpatient clinic
were included. Only men born in Mexico, who had
a Spanish-derived last name and Mexican ancestors
back to the third generation, were considered Mexican-
Mestizo. Men with a family history of prostate cancer
or men, who had presented other previous neoplasias,
were excluded from the study.

Body weight and height were measured at the first
visit, with the subject in a standing position, wear-
ing a hospital gown and without shoes. Weight and
height were used to calculate body mass index (BMI)
(kg/m?). Individuals were categorized as being over-
weight if BMI was in the range of 25.0-29.9 kg/m? and
being obese if BMI was €30.0 kg/m?.

Patients were categorized according to the  classi-
fication proposed by D’Amico into low, intermediate
and high risk, based on prostate specific antigen (PSA),
Gleason grade and clinical stage [32].

2.2. Methods

Peripheral blood samples were obtained from all in-
dividuals and genomic DNA was purified using the
salting out procedure described by Miller et al. [33].
The 157665116 and 152970870 of PPARGCIA and the
1s266729 and rs1501299 of ADIPOQ were studied.

Real-time PCR allelic discrimination TagMan as-
say (AB) was used for genotyping analysis. All PCR
reactions contained 10 ng of DNA, 5.0 xl TagMan
Universal Master Mix (AB) (2X), 0.25 ul primers
and probes (10X), as well as water, for a final vol-
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ume of 10 xl, including the appropriate negative con-
trols in all assays. For all polymorphisms, the assay
used probes and primers designed by assay-on-demand
services from Applied Biosystem: for rs7665116, as-
say ID: C 31279675 _10; for rs2970870, assay ID:
C 1643241 10, both SNPs of PPARGCIA; for
rs266729, assay ID: C 2416786 _10; for rs1501299,
assay ID: C 7497299 10, both SNPs of ADIPOQ.
Real-time PCR was performed ona LightCycler®
480 Instrument (Roche Diagnostics Ltd, Switzerland).
Conditions for all polymorphisms were 95°C for
10 min and 40 cycles of amplification (95°C for 15
sec and 60°C for 1.30 min). For each cycle, the soft-
ware determined the fluorescent signal from the VIC-
or FAM-labeled probe. Allelic discrimination was per-
formed using specific primers and probes for each al-
lele. A 5% random sample from each genotype was in-
dependently verified twice for quality control.

2.3. Statistical analysis

This is a cross sectional and retrospective study.
Data from the overall patient population was summa-
rized as absolute and relative frequencies for quali-
tative variables. Allele frequency differences between
groups were assessed by 4 tests. y* was used to
test for associations between genotypes, haplotypes
and aggressiveness of prostate cancer (according to
D’Amico’s classification). Statistical analyses were
carried out using SPSS v.16.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA); a P value < 0.05 was accepted as sta-
tistically significant. Deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium were tested using the ), test. Pairwise
linkage disequilibrium (D) estimations between poly-
morphisms, haplotype reconstruction and a permuta-
tion test to obtain a corrected P-value, were performed
with Haploview version 4:1. Haplotypes with a fre-
quency < 0.05 were excluded (Broad Institute, Mas-
sachusetts Institute of Technology and Harvard Univer-
sity, Cambridge, MA, USA). Statistical power to de-
tect an association of all polymorphisms analyzed with
prostate cancer aggressiveness, at an alpha of 0.05, was
calculated taking into account the frequencies of the
polymorphisms.

3. Results
Two hundred fifty seven men presentingoverweight

or obesity and prostate adenocarcinoma were included.
General characteristics of all individuals included are

Table 1
General characteristics of 257 Mexican-Mestizo men with prostate
cancer

Variable N (%)
Age (years)

<60 101 (39.3)

€60 156 (60.7)
PSA

<6 65 (25.3)

€6 192 (74.7)
Gleason

<7 110 (42.8)

7 147 (57.2)
Tumor stage

Tl 139 (54.1)

T2 102 (39.7)

T3 9(3.5)

T4 72.7)
D’ Amico classification

Low-risk 73 (28.4%)

Intermediate-risk
High-risk
PSA = prostate-specific antigen.

128 (49.8%)
56 (21.8%)

shown in Table 1. Age ranged from 55-78 years.
According to the World Health Organization crite-
ria, among the 257 men, 187 (72.8%) presented over-
weight and 70 (27.2%) obesity. One hundred and
ninety two patients (74.7%) had PSA  concentrations
€6 ng/ml at the moment of prostate cancer diagnosis.
Regarding cancer aggressiveness, 73 (28.4%) were at
a low-risk, 128 (49.8%) at an intermediate-risk and 56
(21.8%) at a high-risk (Table 1).

A Hardy-Weinberg equilibrium test was performed
for the polymorphisms, showing that the distribution of
the observed genotypes did not differ from what was
expected in men with prostate cancer and overweight
or obesity (P > 0.05). Genotype and allele frequencies
of 1s7665116 and rs2970870 of PPARGCIA, and of
15266729 and rs1501299 of ADIPOQ, according to the
D’Amico classification, are shown in Table 2. Geno-
type distribution of rs2970870 of PPARGCIA and
rs1501299 of ADIPOQ differed significantly between
groups, whilst genotypes of rs7665116 of PPARGCIA
and rs266729 of ADIPOQ showed no significant dif-
ferences.

When we analyzed linkage disequilibrium (LD)
among the two SNPs of PPARGCIA we observed a
value of D! = 0.22, whilst for the two SNPs of
ADIPOQ we found a value of D! = 0.72. With these
results, we proceeded to perform the haplotype anal-
ysis only for the ADIPOQ polymorphisms, observ-
ing that the most frequent haplotype in our population
was the one formed by the two ancestral alleles: C-C
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Allele and Genotype frequencies of PPARGC1A and ADIPOQ polymorphisms in Mexican-Mestizo men with prostate cancer and overweight or

obesity according to the D’ Amico classification

Table 2

dbSNP Genotype Low-risk Intermediate-risk High-risk P-value
Reference number (N=173) (N=128) (N =56)
157665116 of PPARGC1A T/T 49 (67.1%) 102 (79.7%) 36 (64.3%) 0.175
C/T 23 (31.5%) 25 (19.5%) 19 (33.9%)
C/C 1(1.4%) 1 (0.8%) 1 (1.8%)
Allele frequencies T 82.9% 89.5% 81.2%
C 17.1% 10.5% 18.8%
152970870 of PPARGCI1A Cc/IC 42 (57.5%) 79 (61.7%) 24 (42.9%) 0.035
C/T 30 (41.1%) 39 (30.5%) 26 (46.4%)
T/T 1(1.4%) 10 (7.8%) 6(10.7%)
Allele frequencies C 78.1% 77.0% 66.1%
T 21.9% 23.0% 33.9%
15266729 of ADIPOQ C/C 29 (39.7%) 48 (37.5%) 25 (44.6%) 0.671
C/G 31 (42.5%) 64 (50.0%) 23 (41.1%)
G/G 13 (17.8%) 16 (12.5%) 8 (14.3%)
Allele frequencies C 61.0% 62.5% 65.2%
G 39.0% 37.5% 34.8%
1501299 of ADIPOQ C/C 40 (54.8%) 70 (54.7%) 34 (60.7%) 0.031
C/A 24 (32.9%) 55 (43.0%) 20 (35.7%)
A/A 9(12.3%) 3(2.3%) 2 (3.6%)
Allele frequencies C 71.2% 76.2% 78.6%
A 28.8% 23.8% 21.4%

Table 3
Frequencies of different haplotypes of the ADIPOQ gene in
Mexican-Mestizo men with prostate cancer presenting overweight or
obesity grouped by the D’ Amico classification

Haplotypes Low-risk Intermediate/ P-value
of ADIPOQ Higher risk
c-C 41.8% 40.5% 0.31
G-C 35.1% 34.8% 0.85
C-A 21.5% 22.2% 0.54
G-A 1.6% 2.5% 0.03

The first allele of the haplotype corresponds to rs266729, and the
second to rs1501299.

(41.1%). Besides, we detected a significant association
between the G-A4 haplotype (formed by the polymor-
phic alleles) and the aggressiveness of prostate cancer,
when comparing patients that had lower-risk (1.6%) vs

those with intermediate/higher-risk (2.5%) (P = 0.03)
(Table 3).

4. Discussion

Taking into consideration that obesity constitutes a
risk factor for the development of aggressive forms of
prostate cancer, thus increasing its mortality rate and
also knowing that both pathological entities have age-
netic predisposition, we considered it was important
to study the association of some genetic variants in
patients presenting prostate cancer and overweight or
obesity. Therefore, in the present study we analyzed

the association among two PPARGCIA (rs7665116
and rs2970870), and two of ADIPOQ (15266729 and
rs1501299) polymorphisms, as well as their haplo-
types, with the aggressiveness of prostate cancer in
Mexican-Mestizo men presenting overweight or obe-
sity.

PPARGCIA is a master regulator gene of adipose
tissue differentiation [11], whilst PPARg is expressed
in several prostate cancer cell lines and also in human
prostate epithelium, in normal as well as in tumoral
tissue [15]. Different polymorphisms of PPARGCIA
(like, rs7665116 and rs2970870), have been studied in
neurodegenerative diseases and left ventricular dias-
tolic function [20,21,34-36]. Che et al. [21] found that
both polymorphisms were associated with age-at-onset
of Huntington Disease; meanwhile, Soyal et al. [36]
only observed that rs2970870 was associated with this
condition. Further, Taherzadeh-Fard et al. [20] and
Ramos et al. [35] found that rs7665116 presented a
marginal association with the age-at-onset of the dis-
ease in both additive and dominant models. Juang et
al. [34] carried out an association study of rs7665116
and rs2970870 with left ventricular diastolic function
in Caucasian individuals, observing a marginal associ-
ation of 152970870 with latent left ventricular diastolic
dysfunction. However, to our knowledge, there are
no reports of genetic studies that analyze these poly-
morphisms in the context of men with prostate can-
cer regarding its aggressiveness. Due to the fact that,
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rs2970870 is located in the promoter region, which
could influence gene expression, and rs7665116 is lo-
cated in intron 2 a highly conserved region, which is
suggested as a potential recombination hot spot, we an-
alyzed both SNPs in our population with prostate can-
cer.

We found that only rs2970870 of PPARGCIA was
associated with the presence of aggressive prostate
cancer in men with overweight or obesity. When we
compared the genotypes among the different groups,
according with the D’Amico’s classification, we ob-
served in additive and in recessive models that CC
genotypes were protective for the development of ag-
gressive prostate cancer (data not shown). In con-
trast, Che et al. [21] observed, that the CC geno-
type was associated with an earlier onset of symp-
toms in Huntington disease when comparing these pa-
tients with those exhibiting other genotype. The rel-
ative distribution of the C allele of rs2970870 varies
remarkably among populations, as it is evident from
the data described in HapMap: the frequency of this
allele is 46.7% in Europeans, 51.3% in Japanese and
67.4% in Han-Chinese individuals (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/snp/?term=rs2970870); our patients ex-
hibit the highest frequency documented for this allele
(74.9%).

Moreover, adiponectin a cytokine mainly secreted in
adipose tissue could be the link between obesity and
prostate cancer [22-26]; furthermore, polymorphisms
of ADIPOQ (i.e. 1s266729 and rs1501299) with a func-
tional impact have been associated with adiponectin
levels, obesity or prostate cancer [27-31]. Beebe-
Dimmer et al. [27] studied rs266729 and rs1501299
not finding any association with prostate cancer risk.
On the other hand, Kaklamani et al. [31] found an as-
sociation of both polymorphisms with prostate cancer
in Caucasians. Dhillon et al. [30] also studying Cau-
casian men, found an association of rs266729 with an
overall risk of prostate cancer, as well as with lower
adiponectin levels in plasma.

Regarding our results, of ADIPOQ polymorphisms,
we found that only rs1501299 was associated with
prostate cancer aggressiveness in men with overweight
or obesity. Furthermore, according with the D’ Amico’s
classification we observed, in all genetics models
tested, that the CC genotype was associated with ag-
gressive prostate cancer (data not shown). The latteris
important, since the frequency of the C allele (75.3%)
of this polymorphism in our patients is the highest
ever reported, when comparing it to those described in
HAPMAP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) for Cau-

casians (72%), for two populations of Asian origin
(Han Chinese and Japanese, 67.4% and 69.2%, respec-
tively), and one with an African ethnic origin (61.9%).
Additionally, due to the fact that haplotypes could
provide a better tool than a single marker variation and
because of its strong LD, we analyzed the relationship
of haplotypes formed by rs266729 and rs1501299 of
ADIPOQ, with aggressive prostate cancer in men with
overweight or obesity, observing that these SNPs are
inherited as a block. We found that the G-A4 haplotype,
formed by the two minor alleles, was significantly as-
sociated with an intermediate/higher-risk of prostate
cancer.

This study has some limitations. The first one is
that the design does not allow us to determine a
causal relationship between the polymorphisms ana-
lyzed and prostate cancer aggressiveness in individu-
als with overweight or obesity. Another limitation was
the limited statistical power to detect association of
1s7665116 of PPARGCIA and 15266729 of ADIPOQ,
with prostate cancer aggressiveness. Despite these lim-
itations, the strengths of the study are the analysis
of this cancer aggressiveness according to D’Amico
classification and the statistical power, according to
the frequency, of the minor allele of rs2970870 of
PPARGCIA and rs1501299 of ADIPOQ, as well as for
the haplotypes (> 80%, P < 0.05).

In conclusion, to our knowledge, this is the first
study regarding the relationship of rs2970870 of
PPARGCIA and 151501299 of ADIPOQ, as well as the
haplotype formed by both SNPs of ADIPOQ, with the
aggressiveness of prostate cancer in men presenting
overweight or obesity, due to the importance of trying
to find an obesity biomarker, which could be related
to prostate cancer aggressiveness. Regarding the other
two SNPs studied, we did not find a significant associ-
ation relating to the aggressiveness of prostate cancer.
This could be due to the fact that there was not enough
power to detect differences; therefore, further studies
in a larger number of individuals should explore this
possibility. In addition, in our patients, the allelic and
genotypic frequencies of the SNPs analyzed were dif-
ferent when compared to other populations. For this
reason, it is important to carry out association studies
in different populations worldwide, in order to deter-
mine whether genetic markers associated with prostate
cancer aggressiveness in individuals with overweight
or obesity, are the same or vary depending on the pop-
ulations studied.
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