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Mutaciones y polimorfismos
mitocondriales en un paciente
mexicano con cancer de prostata

Campos-Garcia V, Vazquez-Morfin C, Alvarado-Nuiez |, Ramirez-Noguera
P, Montiel-Sosa F

Resumen

ANTECEDENTES: la etiologia genética del cancer de prostata,
la neoplasia mas comdn en los paises occidentales, es compleja
y la interaccién de los genes con los factores ambientales de
la enfermedad se ha vuelto de interés en los Gltimos anos. Los
estudios de las mutaciones somaticas en el ADN mitocondrial
se han convertido en un aspecto importante de la investigacién
del cancer porque estas variaciones pueden tener consecuencias
funcionales y servir como biomarcadores para la deteccién y
evolucién tumoral prostética.

CASO CLINICO: reporte de la secuenciacion bidireccional del mito-
genoma (16,569 pb) de tejidos celulares, maligno y sano, proveniente
de la reseccion transuretral de préstata de un paciente mexicano
diagnosticado con cancer de préstata. Gracias a las herramientas
bioinformdticas especializadas, MITOMAP y Mitlmpact CSS Bioin-
formatics Lab, se localizaron las primeras mutaciones susceptibles
al cancer de préstata, T489C, G6261A, C12705T y C16223T. Otras
mutaciones probables encontradas fueron: C13478GC y G12009A
(ain no descritas en la bibliografia médica). Todas las variaciones
estudiadas fueron homoplasmicas. Se identificé el haplogrupo A2
mitocondrial del paciente. En la actualidad, se estudia la frecuencia
de haplogrupos mitocondriales en poblaciones europeas y asidticas
asociadas al cancer de préstata; sin embargo, se carece de estudios
similares en la poblacién mexicana.

CONCLUSION: las mutaciones somaticas en el genoma mitocondrial
son eventos frecuentes en el cdncer de préstata que se constituyen
en una herramienta complementaria a los estudios tradicionales de
diagnéstico de este cancer.
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Mitochondrial mutations and
polymorphisms in a Mexican prostate
cancer patient

Campos-Garcia V, Vazquez-Morfin C, Alvarado-Nufiez I, Ramirez-Noguera
P, Montiel-Sosa F

Abstract

BACKGROUND: The genetic etiology of prostate cancer, the most
common neoplasia in the western countries, is complex, and the inter-
action of disease genes with environmental factors has been of interest
in recent years. Studies on somatic mutations in mitochondrial DNA
(mtDNA) have become important in cancer research because these
variations can have functional consequences and serve as biosensors
for prostate tumor detection and progression.

CLINICAL CASE: In the present study we bidirectionally sequenced
the mitochondrial genome (16,569 pb) of both malignant and healthy
tissue from the transurethral resection of the prostate of a Mexican
patient diagnosed with prostate cancer. Thanks to the specialized
bioinformatic tools, MITOMAP and Mitlmpact, CSS Bioinformatics
Lab, the first prostate cancer mutation candidates - T489C, G6261A,
C12705T, and C16223T - were located. Other probable mutations
found were: C13478G and G12009A (not yet described in the medical
literature). All the variations studied were homoplasmic. Likewise, the
mitochondrial A2 haplogroup of the patient was identified. Mitochon-
drial haplogroup frequency is currently being studied in European
and Asian populations associated with prostate cancer. However,
there are no similar studies conducted on a Mexican population.

CONCLUSION: In short, somatic mutations in the mitochondrial
genome are frequent events in prostate cancer, thus becoming a
complementary tool in regard to the traditional prostate cancer
diagnostic studies.

KEY WORDS: Prostate cancer; Mitochondrial haplogroups, mtDNA
mutations; Bioinformatics; Transurethral resection of the prostate;
Homoplasmic mutations
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ANTECEDENTES anual es de 121.57 por cada 100 mil hombres,

lo que representa 8.1% de las defunciones en
En México y en otros paises occidentales, el can- la poblacién masculina de 60 afios.! Ante esto,
cer de prostata se ha convertido en un problema  diversas investigaciones se han dedicado a
de salud publica, porque la tasa de mortalidad identificar marcadores que pronostican la fase
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primaria y agresiva del cancer de préstata.?
Este es el caso de las mutaciones encontradas,
durante las dltimas décadas, en el genoma mi-
tocondrial.?

La mitocondria participa en el proceso de car-
cinogénesis, por su papel vital en la produccion
de energia*y apoptosis.® El genoma mitocondrial
exhibe una alta tasa de mutacién que se acumula
en mutaciones somdticas y pérdidas en tejidos
tumorales.®” La evoluciéon del ADN mitocon-
drial se caracteriza por la identificacion de
haplogrupos, grupos de genealogias evolutivas
estrechamente relacionadas que definen ciertos
polimorfismos.? Debido a que estos haplogrupos,
con polimorfismos especificos son ampliamente
neutrales se ha estudiado su presunta asociacion
con el riesgo de cancer de préstata.’ En Europa
no se encontré la influencia del haplogrupo
mitocondrial con el cdncer de préstata,’ ni
en la poblacion asidtica;'" sin embargo, se ha
reportado que puede ser un factor de riesgo en
la poblacién de América del Norte.™

Otra caracteristica del ADN mitocondrial es la
aparicion de la heteroplasmia, que se define
como la coexistencia de dos o mas poblaciones
de moléculas de ADN mitocondrial con una lige-
ra diferencia en la composicion de nucleétidos
en una célula o tejido. Se cree que la identifica-
cién de bajas concentraciones de heteroplasmia
puede permitir un diagnéstico temprano y la
vigilancia de la evolucién al cancer de prostata.'

En la actualidad, la influencia del ADN mito-
condrial en el origen y evolucion del cancer de
prostata no ha sido entendida completamente.
Sin embargo, existen estudios que apoyan un
papel activo del ADN mitocondrial en la tumo-
rogénesis prostatica.™

Se secuencid bidireccionalmente el mitogenoma
completo en tejidos, malignos y sanos, prove-
nientes de una reseccion transuretral de préstata,

con grado 4 + 4 Gleason, suma de Gleason 8.
Las secuencias mitogenémicas se analizaron en
la base de datos publica MITOMAP. Con esta
estrategia y las bajas concentraciones de hete-
roplasmia, que en este caso no se observaron,
sino que las moléculas del ADN mitocondrial en
ambos tejidos fueron homopldsmicas, puedan
ser una herramienta para identificar,en una fase
temprana, la tumorogénesis y evolucién a cancer
de prostata. El objetivo de esta investigacion es
identificar las mutaciones somaticas en el ADN
mitocondrial asociadas al cancer de prostata.

CASO CLiNICO

Paciente de 70 anos de edad, con antigeno
prostatico especifico, APE, 20 ng/mL. Préstata
de 2.0 x 2.0 cm, de consistencia pétrea, con
un nédulo palpable en el [6bulo izquierdo. La
biopsia prostatica y endoscopia con reseccién
transuretral reportaron: adenocarcinoma poco
diferenciado grado 4 +4 de Gleason en 90%
del material estudiado. La inmunohistoquimica
informé: citoqueratina B/1B positiva y fosfatasa
acida prostatica positiva. Se practicaron estudios
de extensién con tomografia axial computada
mas rastreo 6seo gammagrafico, en donde se
aprecié francamente la metdstasis ganglionar
y 6sea, motivo por lo que fue necesaria la pro-
puesta de tratamiento paliativo con bloqueo
androgénico completo con andlogos agonistas
LH-RH y anti andrégenos, tipo bicalutamida.

Posterior a la reseccién transuretral de
prostata y el reporte histopatolégico, se recolec-
taron los tejidos, maligno y sano. Las muestras
se resguardaron, primeramente, a -4°C después
de la obtencién por un promedio maximo de 3
horas y después a -20°C en tubos Falcon® con
solucion fisiolégica. La extraccion de ADN gen6-
mico total se realizé segun el protocolo Quiagen®
DNeasy Blood & Tissue Kit mediante el método
de cromatografia de adsorcién (minicolumnas de
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silice bajo condiciones i6nicas controladas). Para
medir la concentracion [ng/mL] y pureza (relacién
260/280) del ADN se utilizé un espectrofotometro
ultravioleta, NanoDrop ND-1000°, en los limites
del espectro de absorcion de 200 a 350 nm (UV)
de los acidos nucleicos.

Mediante reaccién en cadena de la polimerasa
de punto final (PCR) se amplificé el mitogeno-
ma completo de las muestras de ADN, que se
efectué en 12.5 ul de volumen final. La mezcla
contenia 1 uL del ADN plantilla, 0.5 uL a 25
uM de cada primer frontal y reverso, 6.25 ulL
de GoTag® G2 Hot Start Colorless Master Mix,
Promega (GoTaq®G2 Hot Start DNA Polimera-
sa, Buffer de reaccién (pH 8.5), 400uM dATP,
400pM dGTP, 400uM dCTP, 400puM dTTPy 4mM
MgCl2)y 4.25 uL de H,O 18.2 Q-cm (Milli-Q®,
Millipore Co). Las condiciones de PCR fueron:
temperatura inicial de desnaturalizacién a 95°C
durante dos minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C
por espacio de 30 segundos, a 60 °C durante 45
segundos y un minuto a 72°C y una extension
final de 72°C durante 5 minutos. La amplifica-
cién completa del ADN mitocondrial se efectud
en el termociclador Apollo® ATC- 401(GX design
engineers, RU). Para visualizar los productos de
PCR del ADN mitocondrial se realiz6 una elec-
troforesis en gel de agarosa (CAS No. 9012-36-6,
Sigma Aldrich®) al 0.7% tefida con bromuro de
etidio 0.5 mg/mL, (CAS No. 1239-45-8, Sigma
Aldrich®) en amortiguador TAE 1X (T6025, Sigma
Aldrich®), programandose la fuente de poder
(Bio-Rad® Powerpac 200), a 70 volts 40 min.
Posteriormente, los productos de PCR se purifica-
ron segln el protocolo ExoSAP-IT® PCR Product
Cleanup, Affymetrix. Se aplicé la técnica de se-
cuenciacién bidireccional automatica mediante
electroforesis capilar (Soporte polimero DT3130
POP7, quimica BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems), con los ce-
badores disefiados para el mitogenoma humano
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(Homo sapiens sapiens), en un secuenciador de
16 capilares ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, EUA).

Se efectu6é un analisis completo del ADN mi-
tocondrial por medio de la comparacién de las
secuencias experimentales con los datos de otros
estudios, reportados en la base de datos del Gen-
Bank del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) de
Estados Unidos. Las secuencias disponibles del
mitogenoma humano (Homo sapiens sapiens),
Homo sapiens isolate mitochondrion, complete
genome Accession: KX228162.1-193.1, Homo
sapiens isolate control regién, partial sequence
Accession KC807000.1 -164.1; la secuencia
control de referencia fue, NC_012920 (The
revised Cambridge Reference Sequence rCRS).
Para eliminar ambigiiedades, las secuencias se
editaron manualmente, con el programa Ge-
neious 4.8.2 mediante un alineamiento mdltiple
de las secuencias muestreadas y referidas en el
Genbank mediante el programa MUSCLE 3.6
con los parametros convencionales. El alinea-
miento es una etapa decisiva para los analisis
filogenéticos, porque es el paso donde se define
la homologia de los sitios. El objetivo fue ase-
gurar que cada sitio elegido fuese homélogo; es
decir, que se adquiri6é de un ancestro comuin y
que contiene informacion filogenética relevante,
para identificar correctamente el haplogrupo de
las secuencias experimentales con las de referen-
cia. Con el programa bioinformatico MITOMAP
se localizaron las mutaciones y polimorfismos
de las secuencias experimentales y la secuencia
de referencia, NC_012920, reportadas en esta
base de datos. La herramienta bioinformatica
Mitimpact CSS Bioinformatics Lab se utiliz6 para
pronosticar la patogenicidad de los cambios de
nucledtidos que causan sustituciones no siné-
nimas en los genes codificantes para proteinas
mitocondriales.
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DISCUSION

Se analizé el mitogenoma completo de un pa-
ciente con diagnodstico de cancer de prostata.
Las muestras se obtuvieron mediante reseccion
transuretral de préstata que se dividieron en
tejido sano (C-) y tejido maligno (C+), segtn el
reporte de inmunohistoquimica (citoqueratina
B/1B + y fosfatasa acida prostatica +).

Estd confirmado, por observaciones previas
de Jerénimo vy su equipo, que las mutaciones
en el ADN mitocondrial son comunes en el
cancer de prostata. Mediante el andlisis de las
secuencias de ADN y programas bioinformati-
cos especializados (MITOMAP y Mitlmpact 2)
se encontraron cuatro mutaciones asociadas al
cancer de prostata: T489C, C12705T, G6261A,
C16223T, las primeras reportadas en México.
Cuadro 1y Figura 1.

En la comprensién de nuestra investigacion del
comportamiento del mitogenoma asociado al

cancer de préstata, no observamos una dife-
rencia significativa entre la tasa de mutaciones
del tejido sano (C-) y el tejido maligno (C+). Tal
es el caso de las mutaciones T489C, G6261A,
C16223T, que no sélo se limitaron al tejido
maligno sino también al sano. Esto se debe a
que las alteraciones moleculares que pueden
indicar la existencia de un tumor o contribuir
a su crecimiento, tienen lugar mucho antes de
que las variaciones morfolégicas malignas sean
visibles, incluso en reportes histopatoldgicos.
En este sentido, la existencia de un tumor puede
ejercer un “efecto de campo” que conduce a
los cambios moleculares que aparecen en el
tejido histolégicamente normal adyacente al
tumor, este efecto se demostré recientemente
en perfiles de expresion génica del cancer de
prostata.'>!”

La mutacién C12705T, localizada sélo en el
tejido maligno (C+), en el locus mitocondrial
MT-ND5, genera un desequilibrio en el proceso
de la fosforilacion oxidativa. Jerénimo y su grupo

Cuadro 1. Mutaciones y polimorfismos del mitogenoma de un paciente mexicano con cdncer de prostata. (Continita en la

siguiente pagina)

Posicion

Descripcion

489 MT-DLOOP Cancer de préstata
homoplasmica (+)
663 MT-RNR1
N-non R subgrupo:
Haplogrupo N subgrupo A
750 MT-RNRT H2a
1,438 MT-RNRT1 Haplogrupo H
1,736 MT-RNR2 Haplogrupo
A
2,706 MT-RNR2 Haplogrupo
LO, D4b, F1
3,107 MT-RNR2 Haplogrupo
H2a2al
4,248 MT-ND1 Haplogrupo
D4a
4,824 MT-ND2 Haplogrupo L1, D, N9, A

Referencias

https://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele

Riesgo de aterosclerosis coronaria/  http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

Van Oven, 2010
Van Oven, 2010
http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
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Cuadro 1. Mutaciones y polimorfismos del mitogenoma de un paciente mexicano con cancer de préstata. (Continuacién)

Posicion

6,261

7,028

8,027

8,794

8,862

9,136

9,300

12,007

12,009

12,705

13478

14,766

15,172

16,223

Descripcion

MT-CO1 Asociada a Cancer de Prostata
MT-COT1 Haplogrupo

Q3
MT-CO1 Haplogrupo LO, L1, A2, R31
MT-ATP6 C8794T

Homopldsmica (+)
Intolerancia al ejercicio y riesgo de
aterosclerosis coronaria

MT-ATP6 A8862G
Epilepsia

MT-ATP6 Haplogrupo LO

MT-CO3 Haplogrupo

LO/Miopatia

MT-ND4 Céncer oral haplogrupo L2a

MT-ND4 Mutacion no descrita
Posible asociacion con cancer
de préstata

MT-ND5 Caéncer de préstata
Homopldsmica (+)
C12705
Haplogrupo R

CG Posible asociacién con
cancer de prostata

MIT-CYB Haplogrupo LO, M2, 12
MT-CYB Haplogrupo M1, M5, M10, D.
MT-DLOOP Tumor

Referencias

http://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele
Petros, J. A., Baumann, A. K., Ruiz-Pesini, E., Amin, M.
B., Sun, C. Q., Hall, J., Lim, S., Issa, M. M., Flanders,
W. D., Hosseini, S. H., Marshall, F. F., Wallace, D. C.
(2005) mtDNA mutations increase tumorigenicity in
prostate cancer Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America . 102 (3):
719-724

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

http://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele
Sawabe, M., Tanaka, M., Chida, K., Arai, T., Nishigaki,
Y., Fuku, N., Mieno, M. N., Kuchiba, A., Tanaka, N.
(2011) Mitochondrial haplogroups A and M7a confer a
genetic risk for coronary atherosclerosis in the Japanese
elderly: an autopsy study of 1,536 patients Journal of
Athero

http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/Variant-
SubmissionList

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/Variant-
SubmissionList

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/Variant-
SubmissionList

http://bioinformatics.css-mendel.it/index.php/
tools/2014-01-10-22-56-33/web-service

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/Variant-
SubmissionList

http://bioinformatics.css-mendel.it/index.php/
tools/2014-01-10-22-56-33/web-service

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/Variant-
SubmissionList

http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupMarkers
http://www.mitomap.org/bin/view.pl/MITOMAP/Variant-
SubmissionList

https://www.mitomap.org/bin/view.pl/Main/SearchAllele
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Figura 1. Mutaciones localizadas experimentalmente, asociadas con cancer de prostata en un paciente mexicano.
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estudiaron esta variacion y afirmaron que ésta y
otras mas demuestran la existencia de patrones
especificos de mutaciones somaticas de ADN
mitocondrial en la evolucién temprana del can-
cer de proéstata, lo que confirma la descripcién
de los resultados histopatoldgicos.'®

Se utilizé la herramienta bioinformatica Mitlm-
pact CSS Bioinformatics Lab para pronosticar
la repercusién de las mutaciones G12009A,
localizada en el locus MT-ND4 y C13478G en
el locus MT-ND5, que incrementan la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
estrechamente vinculadas con la evolucién del
cancer de prostata.

Los cambios estudiados en esta investigacion
en el ADN mitocondrial expresan un patron de
homoplasmia (mutacion en todas las copias de
ADN mitocondrial de la célula prostatica). Hace
poco se propuso que las mutaciones heteroplas-
micas se encuentran en un estado primario del
cancer de préstata porque son decisivas para la
supervivencia de la célula cancerigena; even-
tualmente, por sefalizaciones moleculares se
convierten en mutaciones homoplasmicas.'22

En los tejidos maligno y sano es de particular in-
terés la tasa de mutacién somatica porque quiza
indique la pérdida de estabilidad del genoma
mitocondrial, a pesar de los robustos mecanis-
mos de reparacién del ADN mitocondrial con
origenes nucleares, por lo que la mitocondria no
es capaz de reparar el incremento de lesiones
del ADN mitocondrial.?*

Desde el punto de vista bioquimico, estos cam-
bios son resultado de dafos en los componentes
de la cadena trasportadora de electrones, de
manera que hay una pérdida significativa de
energia expresada en ATP, lo que implica un error
metabdlico; sin embargo, para la célula maligna
este proceso es un mecanismo de supervivencia
que contribuye al desarrollo carcinogénico,

2017 enero;77(1)

siempre y cuando se supere el umbral de repa-
racion mitocondrial.?

Con la base de datos MITOMAP y las secuencias
del ADN mitocondrial humano (Homo sapiens
sapiens), reportadas del GenBank del NCBI,
como referencia, se identificé el haplogrupo
A2 del paciente, a partir de los tejidos maligno
y sano provenientes del haplogrupo A, que se
origind en Asia hace 30,000 a 50,000 afios, y que
predomina en Norteamérica septentrional. Es
mayor en frecuencia, predomina en los mixtecas
(73-93%), mayas (53-84%) y aztecas (65%). El
subclado A2 es tipico de los pueblos indigenas
americanos y de nativos del lejano oriente sibe-
riano, sobre todo en chukchis y esquimales.?

En estudios previos se menciona que no existe
influencia del haplogrupo en el cancer de prés-
tata.®"" La mutacion identificada y asociada con
el cancer de prostata, C12705T, corresponde al
haplogrupo R, comin en Euroasia. Varios au-
tores han demostrado grandes diferencias con
respecto al riesgo de cancer de préstata entre los
hombres de diferentes origenes étnicos.?

Existe una gran variacion geografica en las fre-
cuencias de haplogrupos, sobre todo en México,
con gran diversidad de la poblacién, determi-
nadas por la mezcla de indigenas, europeos y
africanos. En sus hallazgos, Kim y su grupo no
encontraron asociacién del riesgo de cancer
de préstata en la poblacién americana.’ En
México, para comprender plenamente la impor-
tancia de los estudios basados en haplogrupos
poblacionales y el riesgo de cancer de préstata
debe establecerse una correlacién exacta con
la susceptibilidad a esta enfermedad con base
en los marcadores ancestrales y los estudios
filogeograficos.

En la urologia clinica es muy comin que el
paciente tenga un resultado negativo en la
biopsia transrectal; no obstante, después de
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Figura 2. Mapa genético de ADNmt. Representacion
del genoma mitocondrial humano que indica las re-
giones y mutaciones localizadas experimentalmente
asociadas al cancer de préstata y otras patologias.

un seguimiento como medida de control, este
diagnéstico es sustituido por el de cancer de
préstata metastasico. Lo importante es detectar
oportunamente el cancer de prostata valiéndose
de la resonancia magnética por emisién de posi-
trones (PET). Los estudios moleculares se atinan
a las técnicas clasicas de diagndstico clinico
tradicional del cancer de prostata.?®

CONCLUSIONES

Mediante la aplicacién de técnicas moleculares,
PCR punto final y secuenciacion biparalela, se
analizaron las mutaciones y polimorfismos del
ADN mitocondrial (DNAmt) en un paciente
mexicano con cancer de prostata. Se identifi-
caron las siguientes variaciones susceptibles al
cancer de préstata: T489A, G6261A, G12009A,
C12705T, C13478G, C16223T, a partir de teji-
dos, maligno y sano obtenidos por reseccién
transuretral de prostata; se examiné el compor-
tamiento del cdncer de préstata en el genoma

mitocondrial como futura herramienta comple-
mentaria al diagnéstico tradicional del cancer
de prostata.
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