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RESUMEN (en espafiol)

INTRODUCCION

Dada su incidencia y prevalencia, el cancer de prostata representa un importante problema
de salud. Dado que los carcinomas derivan del compartimento epitelial, la mayoria de las
investigaciones se han focalizado en el epitelio maligno, sin embargo, en los tltimos afos
se esta dando mayor importancia al microambiente tumoral y al estroma prostatico. Las
interacciones entre epitelio y estroma implican a muchos factores y hormonas, ademas del
receptor androgénico. Cada vez estd mas claro que el compartimento estromal es
importante en la invasion y progresion del cancer, pudiendo ser una fuente de nuevos
biomarcadores y potenciales dianas terapéuticas. El objetivo de este trabajo se baso en el
estudio de determinados factores en el estroma prostatico en el cancer de prostata con el
fin de encontrar posibles marcadores diagnosticos y dianas terapéuticas.

FOR-MAT-VOA-010 (Reg.2018)

MATERIAL Y METODOS

Planteamos un estudio prospectivo de las muestras prostaticas de pacientes con cancer de
préstata. Se analizaron muestras de los diferentes grupos pronésticos dentro de los tumores
localizados, asi como muestras de pacientes metastasicos sin haber iniciado tratamiento
de privacion androgénica. Se compararon los resultados con los de las muestras no
tumorales alejadas del tumor (control sano). Tras obtener las muestras mediante biopsia
transrectal de prostata, se enviaron al laboratorio para cultivo celular de fibroblastos. Una
vez aislados los fibroblastos, se evalto en ellos la expresion de 10 factores derivados del
estroma entre los que se incluyeron el receptor androgénico (RA), factores de crecimiento
(FGF-2, FGF-7, FGF-10, HGF, TGF-p y PDGF-B), y proteinas implicadas en la
invasion (MMP-2, MMP-9 y MMP-11). Realizamos estudios estadisticos para evaluar
las diferencias de expresion de estos por los distintos grupos.

RESULTADOS

Se analizaron 45 muestras de un total de 30 pacientes con tumores de prostata sometidos
a biopsia transrectal. De ellos, 6 fueron metastasicos y 24 pacientes tenian tumores
localizados. Ademas, en 15 casos se recogieron muestras de tejido normal, todos ellos
procedentes del tejido no neoplasico lejano al tumor de pacientes con neoplasias
localizadas. Se objetivo que, a mayor estadio tumoral, mayor expresion de MMP-11 e,
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inversamente, ocurre con TGF-B1. A mayor Gleason se produce una disminucién de la
expresion de los factores MMP-2 y TGF-1. Se observaron aumentadas las expresiones
de FGF-7, MMP-2 y MMP-11 respecto al tejido prostatico no tumoral y disminuyeron
su expresion respecto al tejido normal FGF-10 y MMP-9. En el estudio univariable se
demostré que una mayor expresion de FGF-10 en los fibroblastos se asociaba
estadisticamente con menor tiempo libre de enfermedad. En el analisis de regresion de
Cox incluyendo FGF-10 y los pardmetros clinicos de la biopsia de prostata como fueron
el PSA, estadio y el grado de la biopsia, no se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos. Del mismo modo FGF-10 tampoco resulté un factor clinico predictor de
recidiva al incluir datos de la prostatectomia radical como fueron el grado y estadio de la
pieza y la presencia de margenes afectos.

CONCLUSIONES

De estos resultados se deduce que la falta de correlacion entre el PSA y la sobreexpresion
de los marcadores estudiados indicaria que la carcinogénesis en el estroma es
independiente de los androgenos. En tumores de prostata localizado a mayor estadio
tumoral se observa una mayor expresion de MMP-11 y una disminucion de la expresion
de TGFp-1. Una suma de Gleason mas alta en la pieza de prostatectomia radical se asocio
significativamente con una disminucion de las expresiones de MMP-2 y de TGF-1. En
pacientes con tumores localizados y tumores metastasicos, se observaron aumentadas las
expresiones de FGF-7, MMP-2 y MMP-11, respecto al tejido prostatico no tumoral. Por
el contrario, disminuyeron su expresion respecto al tejido normal FGF-10 y MMP-9.
FGF-10 estromal resulto ser el unico factor clinico predictor de recidiva bioquimica.

RESUMEN (en Inglés)

INTRODUCTION

Prostate cancer represents a health problem due to its incidence and prevalence. Since
carcinomas derive from the epithelial compartment, most research has focused on the
malignant epithelium, however, in recent years greater importance is being given to the
tumour microenvironment and the prostatic stroma. It is increasingly clear that the stromal
compartment is important in cancer invasion and progression and may be a source of new
biomarkers and potential therapeutic targets. The aim of this work was based precisely on
the study of certain prostate stromal factors in prostate cancer in order to find possible
diagnostic markers, prognostic and therapeutic targets

MATERIAL AND METHODS

A prospective study is performed to analyze prostate samples from patients with prostate
cancer. Specimens were collected from the different prognostic groups within the
localized tumors, as well as samples from metastatic patients without having started
androgen deprivation treatment. The results were compared with those of nontumor
samples away from the tumor (control). After obtaining the specimens by transrectal
prostate biopsy, they were sent to the laboratory to cultivate and isolate the fibroblasts in
which we performed analyses of different molecular markers with the intention of
comparing their value in the different groups of patients. Once the fibroblasts were
isolated, they were assessed for expression of 10 stromal-derived factors including
androgen receptor (AR), growth factors (FGF-2, FGF7, FGF10, HGF, TGF-p and
PDGF-B), and proteins involved in invasion (MMP-2, MMP-9 and MMP-11). The
follow-up was carried out at the Urology consultation according to the protocols
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corresponding to the European guides. We conducted statistical studies to evaluate the
differences in expression according to tumor grade, stage, localized or metastatic,
comparing them with normal tissue, we also analyzed if there are correlations between the
expression of markers, and finally, the relationship with time-free survival.

RESULTS

We analyzed 45 specimens from 30 patients with CaP who underwent transrectal biopsy.
From 30 cases, 24 tumors were localized and 6 metastatic. From patients with localized
tumors, 15 specimens were taken away from the tumor, in peripheral areas, as a normal
tissue control group. It was observed that the higher the tumor stage, the higher the
expression of MMP-11 and, inversely, TGF-B1. The higher the Gleason, the lower the
expression of MMP-2 and TGF-p1. FGF-7, MMP-2 and MMP-11 expression was
increased in non-neoplastic prostate tissue and decreased in normal tissue with respect to
FGF-10 and MMP-9. The univariate study showed that higher FGF-10 expression in
fibroblasts was statistically associated with shorter disease-free time. Cox regression
analysis including FGF-10 and prostate biopsy clinical parameters such as PSA, stage and
biopsy grade did not show statistically significant results. FGF-10 was not a clinical
predictor of recurrence when including data from the radical prostatectomy such as the
grade and stage of the biopsy and the presence of affected margins.

CONCLUSIONS

Therefore, our findings led us to consider that the absence of correlation between PSA and
overexpression of the studied markers would indicate that carcinogenesis in the stroma is
independent of androgens. In localized prostate tumors at higher tumor stages, increased
expression of MMP-11 and decreased expression of TGFp-1 are observed. A higher
Gleason sum in the radical prostatectomy specimen was significantly associated with
decreased MMP-2 and TGFp-1 expression. In patients with localized tumors and
metastatic tumors, increased expressions of FGF-7, MMP-2 and MMP-11 were observed,
relative to non-tumor prostate tissue. In contrast, FGF-10 and MMP-9 expression was
decreased compared to normal tissue. Stromal FGF-10 was the only clinical predictor of
biochemical recurrence.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN CIENCIAS DE LA SALUD
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1. Introduccion







1.1DEFINICION DEL PROBLEMA

1.1.1 Epidemiologia

El cancer de prostata (CaP) representa el segundo cancer mas cominmente
diagnosticado en hombres, con un estimado de 1.1 millones de diagnésticos en todo el
mundo en 2012, lo que representa el 15% de todos los canceres diagnosticados; y es la
tercera causa a nivel mundial de muerte por cancer en hombres (1). En Espafia y Europa
es el primero en nimero de diagndsticos (32641 en Espafia en 2014 y 436500 en Europa
en 2012) (2), representando el 12% de los nuevos casos de cancer diagnosticados en
Europa (3). Constituye en Estados Unidos y en Europa la neoplasia no cutanea maligna
mas frecuente en el hombre. Se estima un crecimiento de 1,7 nuevos casos en todo el
mundo y 499.000 nuevas muertes para el afio 2030 (4).

La incidencia del CaP se ha incrementado en paises con mayor desarrollo socio-
econdémico mostrando grandes variaciones geograficas, mientras que la mortalidad ha
disminuido de manera paralela excepto en Africa (5). Los factores de riesgo establecidos
para CaP son la edad avanzada, raza negra, antecedentes familiares de enfermedad y
ciertos polimorfismos genéticos (6).

La incidencia del diagnéstico de CaP varia ampliamente entre las diferentes areas
geograficas, observandose la mayor incidencia en Australia / Nueva Zelanda (111.6 casos
por 100.000 habitantes), Norteamérica, y el norte y oeste de Europa., en gran parte debido
al uso de pruebas de antigeno prostatico especifico (PSA) y el envejecimiento de la
poblacién. La incidencia mas baja es en el sur y Centro de Asia central (4.5 por 100000
habitantes), mientras que las tasas en Europa oriental y meridional, que fueron bajas, han
mostrado un aumento constante (1)(5). Comparando la incidencia de CaP con la de
Europa, Espafa presentd una tasa de cancer ligeramente inferior, aunque la estimacion de
la incidencia de este cancer esta influenciada por el uso del test del antigeno prostatico
especifico (7).

En cuanto a la mortalidad hay una variacion relativamente menor en las tasas de
mortalidad en todo el mundo, la estimacion de la mortalidad ajustada a la poblacion
mundial en 2012 fue de 7,8 casos por 100.000 (7,2 en 2008). Las tasas de mortalidad méas
altas se observaron en las poblaciones de ascendencia africana (Caribe: 29 por 100000
habitantes, y Africa subsahariana ,que oscilan entre 19 y 14 casos por 100000 habitantes);

intermedio en los Estados Unidos (EEUU); y muy bajo en las regiones de Asia (2.9 por



100.000 habitantes). En general, las tasas de mortalidad siguen paralelas a las de
incidencia, a excepcion de Africa donde la mortalidad fue la mas alta (7,0 por 100.000
habitantes) (1)(5). Dentro de los paises europeos con menor tasa de mortalidad por CaP
se encuentran Espafia, Grecia, Francia e Italia. Los paises nérdicos, centroeuropeos y
EEUU, presentan una tasa de mortalidad mas elevada. Las tasas de incidencia de CaP en

Asia estan entre las mas bajas del mundo. (1).

Prostate
ASR (W) per 100,000, all ages

Male Female
Australia/New Zealand

Northern America
Western Europe
Northern Europe

Polynesia

Caribbean

More developed regions
Southern Africa

South America
Micronesia
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Central and Eastern Europe
World
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Eastern Africa
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South-Eastern Asia
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South- Central Asia

150 100 50 0 50 100 150

M Incidence
GLOBOCAN 2012 (IARC) (17.10.2017) B Mortality

Figura 1. Incidencia y mortalidad por cancer de prostata por continente. Mayor mortalidad
observada en el Caribe, Africa Meridional, Central, Occidental y Oriental, extraido de
Globocan 2012 (1)

Con todo ello, sumado al envejecimiento y el crecimiento de la poblacion es de

esperar un aumento en la incidencia de CaP. En Esparfia, a pesar del descenso en la



mortalidad, unos 5.500 varones fallecen cada afio a consecuencia de este tumor, lo que
supone un 2,8% del total de defunciones registradas en la poblacion masculina espafiola
D).

Las nuevas opciones de tratamiento han mejorado las opciones terapéuticas y por
ello las tasas de mortalidad del CaP se han reducido en la Gltima década. Los nuevos
farmacos orales como el acetato de abiraterona y enzalutamida inhiben la via del receptor
androgénico (RA) que permanece activa en el cancer de prostata resistente a la castracion
(CPRC).

Sin embargo, hay a pesar de todo una ausencia de biomarcadores definidos para
la seleccion de pacientes respondedores y para predecir la respuesta al tratamiento. No
hay buenos marcadores de CaP y es asi como el microambiente tumoral est emergiendo
como una pieza fundamental en la progresiéon de la enfermedad y como un potencial

blanco terapéutico (8).

1.1.2 Etiopatogenia y factores de riesgo

La etiologia del CaP o los agentes que favorecen la aparicion del mismo son poco
conocidos y mas bien se considera como producto de un proceso multifactorial como
ciertas exposiciones medioambientales, estilos de vida, historia familiar de CaP, y
factores genéticos (6).

e Edad

La edad es uno de los mayores factores de riesgo para el CaP. Antes de los 45
afios se diagnostican menos del 6% de todos los casos, y a partir de los 65 afios un 62-
85%. El CaP llega hasta el 80% a los 80 afios en autopsias aunque la incidencia de cancer
clinico es mucho mas baja (9). Esta gran diferencia también refleja el incremento asociado
al cribado sistematico del PSA y del examen rectal a partir de los 50 afios. Asimismo, con
la edad aparecen las proliferaciones acinares atipicas y neoplasia intraepitelial prostatica
(PIN), lesiones bien conocidas como precursoras del CaP. El desarrollo de un PIN de bajo
grado precisa de un periodo de latencia de aproximadamente 20 afios. Su transformacién
en PIN de alto grado necesita de mas de 10 afios, y para convertirse éste en un carcinoma
clinicamente detectable precisa ademas de un periodo evolutivo de entre 3 'y 15 afios (10).
Por lo tanto, conociendo la historia natural del CaP, es l6gico pensar que éste aparecera a

edades méas avanzadas.



e Factores étnicos-raciales y geograficos

El riesgo de presentar CaP es el doble de frecuente en la raza negra que en la
blanca o la asiadtica. Se ha discutido una amplia variedad de factores exdgenos /
ambientales asociados con el riesgo de desarrollar CaP (11). Los hombres japoneses
tienen un menor riesgo de CaP en comparacion con los hombres del mundo
occidental. Sin embargo, a medida que los hombres japoneses se trasladan de Japén a
California, su riesgo de CaP aumenta, acercandose al de los hombres estadounidenses, 1o
que implica un papel de factores ambientales o dietéticos (12).

e Factores genéticos, familiares y hereditarios

Los antecedentes familiares estan asociados con una mayor incidencia de CaP, lo
que sugiere una predisposicion genética (13). Se estima que el 10% de los CaP son de
origen hereditario, transmitidos por genes raros de alta penetrancia. Esto se define como
tres 0 mas familiares afectados o al menos dos familiares que han desarrollado CaP de
inicio temprano (<55 afos) (14). Si hay un familiar de primer grado afectado , el riesgo
se dobla, y si hay dos, el riesgo se multiplica entre 5y 11 veces (15). Se han identificado
loci de riesgo especificos de la ascendencia, y los estudios de asociacién de todo el
genoma han identificado mas de 100 loci de susceptibilidad comunes que contribuyen al
riesgo de CaP (16)(17). De los determinantes subyacentes de la diversidad genomica y
los mecanismos entre los factores genéticos y ambientales, queda mucho por saber. Sin
embargo, se acepta que los hombres de ascendencia africana muestran una mayor
incidencia de CaP y generalmente tienen un curso de enfermedad mas agresivo (18).

Las mutaciones de la linea germinal también se han identificado cada vez més
entre los hombres con CaP no hereditario. En pacientes con CaP metastasico, se encontro
una incidencia de mutaciones de la linea germinal del 11,8% en los genes que median los
procesos de reparacion del ADN (19). Las mutaciones que se observaron con mayor
frecuencia fueron BRCAZ2 (5,35%), ATM (1,6%), CHEK2 (1,9%), BRCAL (0,9%), y
PALB2 (0,4%). Un estudio de cohorte prospectivo de portadores masculinos
de BRCA1 y BRCA2 confirmé la asociacion entre BRCA2 'y CaP agresivo (20). Es asi
como el analisis gendmico dirigido de estos genes podria ofrecer opciones para
identificar familias con alto riesgo (21).

e Factores hormonales
Aunque parece que los Inhibidores de la 5-alfa-reductasa (5-ARI) tienen el

potencial de prevenir o retrasar el desarrollo de CaP (Gleason 6)), esto debe sopesarse



contra los efectos secundarios relacionados con el tratamiento, asi como el pequefio riesgo
potencial de CaP de alto grado. Ninguno de los 5-ARI disponibles ha sido aprobado por
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para quimioprevencion (22). En hombres
hipogonadales, los suplementos de testosterona no aumentan el riesgo de CaP (23).

e Factores dietéticos

Asociacion entre una variedad de factores dietéticos y CaP (tabla 1).

Tabla 1. Factores dietéticos asociados con el CaP (33)

Alcohol El alto consumo de alcohol, pero también la abstencion total
del alcohol, se ha asociado con un mayor riesgo de CaP y
mortalidad especifica por CaP (24)

Leche Se encontrd una correlacion débil entre el alto consumo de
proteinas de los productos lacteos y el riesgo de CaP (25)

Grasas No se encontrd asociacion entre la ingesta de &cidos grasos
poliinsaturados omega-3 de cadena larga y CaP. Puede existir
una relacion entre la ingesta de alimentos fritos y el riesgo de

CaP (26)
Tomates Los ensayos controlados aleatorios que comparaban licopeno
(licopenos / con placebo no identificaron una disminucion significativa en
carotenos) la incidencia de CaP (27)
Carne Un metanalisis no mostrd una asociacion entre la carne roja o

el consumo de carne procesada y CaP (28)

Fitoestrogenos | La ingesta de fitoestrogenos se asocio significativamente con
un riesgo reducido de CaP en un metanalisis (29)

Soja La ingesta total de alimentos de soja se ha asociado con un
(fitoestrogenos | menor riesgo de CaP, pero también con un mayor riesgo de
[isoflavonas ) |enfermedad avanzada (30)

Vitamina D Se ha observado que concentraciones bajas y altas de vitamina
D se asocian con un mayor riesgo de CaP, y mas fuertemente
para la enfermedad de alto grado (31)

Vitamina E/ | Se encontrd que la suplementacion con selenio y vitamina E no
Selenio afecta la incidencia de CaP (32)

o Otros factores de riesgo
Los componentes individuales de la hipertension arterial y la circunferencia de la
cintura> 102 cm se han asociado con un riesgo significativamente mayor de CaP (34). A
nivel de la poblacidn, se encontrd que los usuarios de metformina, tenian un menor riesgo
de diagnostico de CaP en comparacion con los que nunca usaron (35). La obesidad se
asocio con un menor riesgo de CaP de bajo grado en analisis multivariables ,pero un

mayor riesgo de CaP de alto grado (34).



Ademas, la calvicie se asocié con un mayor riesgo de CaP (33). El tabaquismo se
asocio con un mayor riesgo de muerte por CaP; sin embargo, otros estudios no lo han
podido demostrar (36). La gonorrea se asocidé con un mayor riesgo de muerte por CaP
(33). Un metaanalisis sobre cadmio encontré una asociacion entre la alta exposicion a
cadmio y el riesgo de CaP por exposicion ocupacional, pero no por exposicién no
ocupacional, potencialmente debido a niveles mas altos del mismo (37). Una frecuencia
de eyaculacion mas alta (> 21 veces al mes frente a 4 a 7 veces) se ha asociado con un
riesgo 20% menor de CaP (38). Otro factor como la vasectomia, segun los diferentes
estudios que han analizado su asociacién con CaP, ha ofrecido resultados contradictorios.
A las publicaciones que reportaban una asociacion positiva entre vasectomia y CaP se
siguieron de otros numerosos estudios que no encontraban dicha asociacion (33).

Las asociaciones con CaP identificadas hasta la fecha carecen de evidencia de
causalidad. Como consecuencia, no hay datos que sugieran estrategias preventivas

efectivas.

1.1.3 Patologia de las neoplasias prostaticas

La prostata es una glandula que rodea la porcion inicial de la uretra. Esta formada
por un conglomerado de 30 a 50 pequefias glandulas tubulo-alveolares que estan
contenidas en un estroma fibroelastico. Dicho estroma esta constituido por una red de
fibras musculares lisas y de tejido conectivo rico en fibras elasticas (39).

La PIN estd compuesta por acinos con estructura benigna, tapizados por células
con atipia nuclear. Se clasifica PIN de bajo grado para referirse a cambios discretos y PIN
de alto grado para referirse a cambios prominentes (9).

De todos los tumores de prostata, el adenocarcinoma acinar constituye el 95%,
aunque existen variantes del adenocarcinoma y otros tipos histolégicos como carcinoma
ductal siendo hormonorresistente, carcinoma neuroendocrino, de células pequefias, de
ceélulas en anillo de sello, sarcomatoide, cribiforme, escamoso, rabdomiosarcoma o0
metastasico (9).

El 85% de CaP aparece en la zona periférica de la glandula prostética, el 10-15%
en zona transicional, y el 5-10% en la central. Estos tumores invaden el estroma
circundante hasta diseminarse fuera de la glandula a través de los espacios perineurales o
directamente tras la invasion de la caspula a estructuras vecinas como las vesiculas

seminales o el cuello vesical. EI primer punto de diseminacion a distancia se produce en



los ganglios linfaticos regionales y al hueso. Las metastasis en tejidos blandos se dan en

fases avanzadas de la enfermedad y su hallazgo se asocia con escaso pronostico vital (40).
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Figura 2. Histopatologia del adenocarcinoma de prostata (9)

1.1.4 Sistemas de clasificacion
Se utiliza la clasificacidn de tumores, ganglios y metastasis (TNM) de 2017 para
la estadificacion del CaP (tabla 2), y la clasificacion de grupos de riesgo de la European

Association of Urology (EAU), que se basa esencialmente en el sistema de clasificacion

de D'Amico para el CaP (tabla 3) (33).



Tabla

2. Clasificacion TNM para el CaP (33)

T: tumor primario (estadio basado en el tacto rectal Gnicamente)

TX | No se puede evaluar el tumor primario
TO | Sinevidencia de tumor primario
T1 | Tumor clinicamente inaparente que no es palpable
Tla | Hallazgo histoldgico incidental del tumor en el 5% o menos del tejido resecado
T1b | Hallazgo histoldgico incidental del tumor en més del 5% del tejido resecado
T1lc | Tumor identificado por biopsia con aguja (p. Ej., Debido a un antigeno prostatico especifico
elevado [PSA])
T2 | Tumor palpable y confinado dentro de la prostata.
T2a | El tumor afecta la mitad de un l6bulo o menos
T2b | El tumor afecta mas de la mitad de un Iébulo, pero no ambos I6bulos.
T2c | El tumor afecta a ambos l6bulos
T3 | El tumor se extiende a través de la capsula prostatica.
T3a | Extensién extracapsular (unilateral o bilateral)
T3b | El tumor invade las vesiculas seminales
T4 | El tumor se fija o invade estructuras adyacentes distintas de las vesiculas seminales: esfinter
externo, recto, musculos elevadores y / o pared pélvica
N - Ganglios linfaticos regionales (pélvicos) 1
NX | No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO | Sin metéstasis en los ganglios linfaticos regionales
N1 | Metéstasis en ganglios linfaticos regionales

M - Metastasis a distancia 2

MO

Sin metastasis a distancia

M1

Metéstasis distante

MZ1a Ganglios linfaticos no regionales

M1b Hueso (s)

M1c Otro (5) sitio ()
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Tabla 3. Grupos de riesgo de la EAU en CaP
(GS = puntuacion de Gleason; ISUP = Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica; PSA = antigeno
prostatico especifico)

Definicion
Riesgo bajo | Riesgo intermedio Alto riesgo
PSA<10ng/ | PSA10-20ng/ ml | PSA>20ng/ mL cualquier PSA
mL
y GS <7 0GS 7 (ISUP grado | 0 GS> 7 (ISUP grado | cualquier GS (cualquier grado
(ISUP grado | 2/3) 4/5) ISUP)
1)
y cT1-2a ocT2b ocT2c cT3-40cN +
Localizado Localmente avanzado

En el sistema de clasificacion de Gleason original, se distinguieron 5 grados de
Gleason (que van de 1 a 5) basados en la arquitectura histologica del tumor, pero en 2005
y las posteriores modificaciones de la puntuacion de Gleason (GS) de la Sociedad
Internacional de Patologia Urolégica (ISUP) de 2014, los grados 1 y Gleason de 2 fueron
eliminados (Tabla 4) (33).

Tabla 4: Sistema de grado (grupo) de la Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica 2014

Puntuacion de Gleason Grado ISUP
2-6 1
7(3+4) 2
7(4+3) 3
8(4+403+505+3) 4
9-10 5

1.1.5 Cribado y Diagnéstico

El cribado (screening) a nivel poblacional es recomendable para pacientes con
mayor riesgo de padecer CaP (9) para conseguir objetivos como la reduccion de la
mortalidad por CaP (33).
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El CaP es sospechado al hacer un tacto rectal (TR) y/o la medicion de niveles PSA
en sangre. El diagnostico definitivo depende de la verificacion histopatologica del
adenocarcinoma en los nicleos de biopsia de prostata (33).

El CaP raramente es sintomatico, siendo asintomético en el inicio de la
enfermedad.La presencia de sintomas sugiere enfermedad localmente avanzada o
metastasica, como uropatia obstructiva por extension hacia el trigono vesical,
hematospermia, hematuria, rectorragia o dolor 6seo (9).

e Tacto rectal

Desde la introduccion en la clinica del PSA, el TR ha ido perdiendo protagonismo
en su papel diagndstico y pronostico del CaP. Aproximadamente en el 18% de los casos
el CaP se detecta Unicamente mediante el TR sospechoso, independientemente del nivel
de PSA (33).

e EIPSA en el diagnostico precoz del CaP

El PSA es una glicoproteina que primariamente se sintetiza en el epitelio de la
glandula prostéatica y de las glandulas periuretrales. Se trata de una proteasa que se elimina
en el liquido prostatico y cuya accién fisioldgica es la de licuar el coagulo seminal
incrementando de esta manera la movilidad espermaética. La concentracion de PSA en el
fluido seminal es muy elevada, mayor a 1 millon de nanogramos por mililitro; sin
embargo, en condiciones fisioldgicas, su concentracion en sangre periférica es minima.
El PSA fue identificado en extractos de tejido prostatico humano en 1970, posteriormente
purificado y caracterizado en 1979 y detectado en suero en 1980. Aunque el PSA no es
una proteina especifica para el CaP, sino de tejido prostatico, fue identificado como
posible marcador del CaP (41). EI PSA no es especifico del cancer; por lo tanto, puede
estar elevado en hiperplasia benigna de préstata (HBP), prostatitis y otras afecciones no
malignas (42).

El empleo rutinario del PSA como prueba diagndstica ha permitido el diagndstico
en fases cada vez mas precoces del CaP. Los niveles elevados de PSA (generalmente
superiores a 4 ng/ml) en la sangre es la forma en que el 80% de los canceres se presentan
inicialmente, aunque los niveles elevados de PSA por si solos identifican correctamente
en CaP solo el 25-30 % de los casos de CaP. Se recomienda al menos dos niveles
anormales de PSA o la presencia de un nodulo palpable en el TR para justificar una
biopsia prostatica y una mayor investigacion (43).
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El problema del PSA cuando se emplea como prueba de cribado para detectar CaP
clinicamente curables es su baja especificidad, pudiendo generar un numero excesivo de
biopsias prostaticas innecesarias. Para evitar esto se debe seleccionar de manera mas
precisa a los pacientes que se beneficiardn de una biopsia de prostata, y evitar
sobrediagndsticos y sobretratamiento. Por ello, con el fin de aumentar la especificidad del
PSA y por consiguiente incrementar la prediccion del CaP, se han desarrollado los
siguientes conceptos (44):

v" PSA libre y total: Actualmente, en la circulacion sistémica se reconocen
tres formas de PSA: la menor proporcion de PSA sérico se encuentra libre;
la mayoria del PSA esté unido a alfa-1-antiquimiotripsina; la tercera forma
de PSA esta unida a alfa-2-macroglobulina (45). El porcentaje de PSA
libre en la sangre puede ser un indicador atil de malignidad. EI PSA libre
se calcula multiplicando el nivel de PSA libre por 100 y dividiendo por el
valor total de PSA .Si el porcentaje de PSA libre es superior al 25% el
riesgo de CaP es inferior al 10%, y si el porcentaje de PSA libre es inferior
al 10%, el riesgo de céncer es de aproximadamente el 50% (44).

v' PSAy edad: Con el objetivo de aumentar la sensibilidad en el diagnéstico
del CaP en menores de 60 afios y aumentar la especificidad en los mayores
a esta edad, Oesterling introdujo en 1993 el concepto de rangos de
referencia especificos de PSA-edad. Se establecia un PSA de 2 para
menores de 49 afnos, de 3 para menores de 59 afos, de 4 para menores de
69 afios y de 5,5 para menores de 79 afios (46). En cualquier caso, la “Food
and Drug Administration” (FDA) no recomienda el uso de los rangos de
PSA especificos de edad.

v Ladensidad de PSA (DPSA): se introdujo para corregir el nivel de PSA
en relacion al tamafio de la glandula prostatica segun la formula: PSA total
(en ng/mL) divido por el volumen prostatico en centimetros cubicos
medido mediante ecografia transrectal o resonancia magnética. La
densidad de PSA esta destinada a minimizar el efecto del agrandamiento
prostatico benigno. En general, si la densidad de PSA es superior a 0.15 se
considera sugestivo de malignidad (47).

v La velocidad de PSA (VPSA) compara los niveles séricos anuales de
PSA. Una velocidad superior a los 0.75ng/mL/afio es muy sugestiva de
CaP (48).
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e Biomarcadores
v Biomarcadores sanguineos

o El indice de salud prostatica (PHI) es un andlisis de sangre que
incluye el PSA total, el PSA libre y la isoforma [-2] proPSA del PSA.
Se utiliza una férmula para combinar matematicamente los resultados
de estas pruebas para obtener la puntuacion de PHI. Esta puntuacion
de PHI parece ser superior al PSA, PSA libre y total, y PCA3 para
predecir la presencia de CaP (49).

o La prueba de “4K score” establece una relacion entre pardmetros
clinicos (edad, tacto rectal e historia previa) y biomarcadores (PSA,
PSA libre, PSA intacto y antigeno 2 de la calicreina humana (hK2))
para obtener una puntuacion que determinara la probabilidad de
presentar CaP de alto riesgo (9). Un “4k Score” bajo (< 7,5%) indica
que una biopsia de préstata se puede diferir con seguridad. Debido a
su rentabilidad, este test esta incluido en las actuales guias de “National
Comprehensive Cancer Network” (NCCN) para la deteccion precoz de
CaP (50).

o IsoPSA utiliza una tecnologia novedosa que se centra en la estructura
de PSA. Usando una solucion acuosa de dos fases, divide las isoformas
de PSA y evalGa los cambios estructurales en PSA (33).

v Biomarcadores en orina

e Elantigeno 3 del cancer de préstata (PCA3) es un marcador genético
especifico para CaP que cuantifica el gen en una muestra de orina
recogida tras un masaje prostatico. Si el PCA3 esta elevado, con un
punto de corte de 35, sugiere la presencia de CaP. Su resultado es mas
fiable que el PSA ya que es independiente del volumen de la prostata.
EI PCA3 se utiliza en pacientes con biopsia previa negativa y sospecha
mantenida de CaP (51).

o “Select MDx”: esta prueba se basa de manera similar en el aislamiento
de biomarcadores de ARNm de la orina. La presencia de niveles de
ARNmM de biomarcadores génicos (HOXC6 y DLX1) se evalta para
proporcionar una estimacion del riesgo tanto de la presencia de CaP en

la biopsia como de la presencia de cancer de alto riesgo (33).
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e “ExoDx Prostate Intelliscore (EPI)”: la prueba analiza el ARN
exosomico en busca de tres biomarcadores que se sabe que se expresan
en la orina de hombres con CaP de alto grado. Posteriormente, se
utiliza un algoritmo patentado para asignar una puntuacion de riesgo
que predice la presencia de CaP de alto grado (puntuacién de Gleason
> 7; o cualquier grado de Gleason = a 4 0 5). A diferencia de otras
pruebas de orina para el CaP no se requiere un TR ni un masaje
prostatico. El valor predictivo negativo es del 91,3% con un indice de
sensibilidad del 91,9% (52).

e Pruebas de imagen

El TR y el PSA evallan la extension del CaP, y pueden complementarse con la
Resonancia magnética multiparamétrica de prostata (RMmp), y tomografia
computarizada (TC) (33).

La ecografia y la resonancia magnética son las principales técnicas de imagen
utilizadas para la deteccion y diagnostico inicial del CaP.

v' Ecografia transrectal (ETR)

La ETR es una prueba poco fiable para determinar la malignidad de una lesion, y

no es mas precisa para predecir enfermedad confinada al 6rgano que el TR (33).
v LaRMmp

En los Gltimos afios, los avances tecnoldgicos (espectroscopia, secuencias de
difusion, secuencias dindmicas con contraste) han supuesto grandes cambios en el papel
que puede desempefiar esta prueba en el diagnoéstico, la estadificacion y el seguimiento
del CaP (9).

La RMmp no s6lo aporta informacion anatémica de la glandula, también datos
sobre el volumen, vascularizacion y celularidad (53). Puede identificar areas de la
glandula que son realmente "sospechosas” con un alto grado de precision y confiabilidad
con un valor predictivo positivo (VPP) superior al 90%, convirtiéndose en una
modalidad de imagen estandar para el diagndstico de CaP debido a que puede identificar
y clasificar los nddulos prostaticos sospechosos para ayudar con la estadificacion y la
localizacion, verificar la extension extracapsular, evaluar las vesiculas seminales, y
determinar el agrandamiento de los ganglios linfaticos regionales que podrian indicar una
enfermedad metastasica temprana. Ademds, se puede aumentar la rentabilidad

diagnostica de la biopsia de prostata realizando disparos dirigidos por fusion de imagen
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sobre los focos sospechosos, si bien uno de los problemas de este sistema es la escasa
disponibilidad y los costes elevados que supone (54). Aunque la RMmp presenta baja
sensibilidad para la deteccion de la extension extracapsular focal (microscopica) y de
ganglios linfaticos metastatizados, es la prueba de imagen de eleccion para la
estadificacion locorregional en tumores de alto riesgo/localmente avanzados (9).

La RMmp permite, a través del sistema de gradacion “Prostate Imaging —
Reporting and Data System”, en su segunda version (PI-RADS V2), identificar y
clasificar las lesiones sospechosas para asi dirigir las biopsias y hacerlas mas selectivas
(55). PI-RADS V2 utiliza una escala de evaluacion de 5 puntos que indica la probabilidad
de que los hallazgos de RMmp se correlacionen con la presencia de CaP clinicamente
significativo en una ubicacion anatémica particular. Las categorias de evaluacion de Pl-

RADS V2 se definen con las siguientes puntuaciones ( tabla 5) (56) :

Tabla 5. Escala de PI-RADS V2

PI-RADS

PI-RADS 1= Muy bajo (es muy poco probable que haya CaP clinicamente
significativo)

PI-RADS 2 = Bajo (es poco probable que haya CaP clinicamente significativo)

PI-RADS 3 = Intermedio (la presencia de enfermedad por CaP clinicamente es ambigua)
PI-RADS 4 = Alto (es probable que haya CaP clinicamente significativo)

PI-RADS 5 = Muy alto (es muy probable que haya CaP clinicamente significativo)

El grado de variabilidad en la interpretacion de imagenes hace que sea dificil
confiar solo en la RMmp ya que el valor predictivo negativo (VPN) llega a ser incluso de
hasta el 80% en algunos estudios (53). Un metaanalisis reciente concluyo que el factor
predictivo mas atil de no encontrar cancer de préstata significativo en hombres con
estudios de RMmp negativos era una densidad de PSA inferior a 0,15 ng / ml (57).

v TC

Al igual que en la RMmp, la evaluacion de afectacion de ganglios linfaticos
mediante TC se basa en el tamafio, por lo que su sensibilidad en este aspecto es también
baja. Por otra parte, la TC es una prueba sensible y especifica para la evaluacién de la
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afectacion visceral a distancia, cuya realizacion se recomienda en pacientes con tumores
de alto riesgo/localmente avanzados (9).

v' Gammagrafia 6sea
La gammagrafia 0sea es la prueba mas ampliamente utilizada para evaluar la presencia
de metastasis Oseas por su elevado VPN (87- 100%). Sin embargo, presenta una
especificidad relativamente baja, por lo que en pacientes con alteraciones inespecificas es
conveniente realizar otras pruebas de confirmacion (RMmp, PET) (9).

v" Tomografia por emisién de positrones (PET)/ TC de colina

Se han desarrollado nuevos radiofarmacos como el 11-colina y el 18-Fcolina, con
mayor especificidad para el CaP (9). La sensibilidad de la PET / TC con colina aumenta
al 50% en pacientes de alto riesgo y al 71% en pacientes de muy alto riesgo, superando
en ambos casos a la TC con contraste (33).

v PET/ TC basado en antigeno de membrana especifico de prostata
(PSMA PET/TC)

La Tomografia por emision de positrones basada en antigeno de membrana
especifico de prostata ( PSMA) correlacionada con la tomografia computarizada esta
emergiendo rapidamente para la estadificacion del CaP intermedio y avanzado (58).

e Biopsia prostatica

La biopsia de prostata ecodirigida es la prueba mas importante para tener el
diagnostico definitivo de CaP al analizar las muestras obtenidas. La necesidad de una
biopsia de prostata se basa en el nivel de PSA y/o TR y/o imégenes sospechosas, teniendo
que considerar la edad, la comorbilidad potencial y las consecuencias terapéuticas (33).
La biopsia de prostata se realiza por abordaje transrectal o transperineal, aunque la forma
habitual es por via transrectal y se realiza a través de la zona periférica de la préstata (9).
Se recomiendan al menos 8 biopsias sistematicas en préstatas con un tamafio de
aproximadamente 30 cc (59), y biopsias de diez a 12 nlcleos en prostatas mas grandes;
con > 12 nucleos no son significativamente mas concluyentes (60).

Con el analisis patologico de las muestras de la biopsia prostéatica se identifica la
estirpe del tumor y su clasificacion segun su arquitectura celular, mediante la clasificacion
de Gleason. EI GS de 2005 ISUP modificado de CaP detectado por biopsia comprende el
grado de Gleason del patron mas extenso (primario), mas el segundo patron mas comun
(secundario), si hay dos presentes. Si hay un patrén presente, debe duplicarse para
producir el GS. Para tres grados, la biopsia GS comprende el grado mas comdn mas el

grado maés alto, independientemente de su extension (33).
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Ya hemos mencionado como desde el afio 2014 la ISUP simplifica esta
clasificacion, y limita el nimero de grados de CaP que vande 1 a5 (61), aportando esta
simplificacion una mejor estimacion pronostica cuando se incluye en un perfil de riesgo
como el de D’ Amico (62).

Tabla 6. Sistema de Gleason modificado de la Sociedad Internacional de Patologia Urologica

2014 (61)
Gleason Definicicion
ISUP
1 2-6 Sélo glandulas bien formadas

2 | 7(3+4) Predominan glandulas bien formadas con un menor componente de

glandulas cribiformes, fusionadas o pobremente formadas

3 | 7(4+3) Predominan glandulas cribiformes, fusionadas y mal formadas y

menor componente de glandulas bien formadas

4 8(4+4) | Solo glandulas cribiformes, fusionadas o mal formadas

8(3+5) Predominan glandulas bien formadas y un menor componente sin
glandulas o con necrosis

+ . . , .
8(5+3) Predomina componente con ausencia de gldndulas o con necrosis y
menor nimero de células bien formadas
5 9-10 Ausencia de diferenciacion glandular o necrosis, con o sin glandulas

cribiformes, mal formadas o fusionadas

A pesar de todo, la tasa de falsos negativos de la biopsia llega al 20%-30% de los
pacientes , y muchos de los pacientes, en mas del 40%, serdn sometidos a una nueva
biopsia de prostata o a seguimientos en consulta de forma estrecha ante los parametros

alterados que pueden sugerir la existencia de enfermedad (63).

1.1.6 Tratamiento del cancer de proéstata
Existen diversas opciones terapéuticas para este tipo de pacientes, debiendo elegir
la mejor estrategia de tratamiento que proporcione el mayor tiempo libre de enfermedad

con la menor morbilidad.
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e Cancer de prostata localizado

v Vigilancia expectante
Se ofrece a los pacientes que no son elegibles para tratamiento curativo local y

tienen una esperanza de vida corta. La decision de iniciar tratamiento no curativo debe
basarse en los sintomas y en la progresion de la enfermedad (33).
v Vigilancia activa

La vigilancia activa (VA) es una opcién terapéutica valida para pacientes con CaP
de bajo riesgo y cuidadosamente seleccionados. Durante la VA el CaP se monitoriza
minuciosamente para comprobar si hay signos de avance de la enfermedad (9). En
tumores de grado intermedio, de menor riesgo y seleccionados (Gleason 3 +4 =7 con un
PSA < de 10) es controvertido (33). Entre los criterios de seleccion encontramos los
criterios de Epstein: > 10 afios de expectativa de vida, PSA < 10 ng/ml, Gleason 6,
densidad de PSA < 0,15 ng/ml/cc, un méximo de 2 cilindros afectados y ninguno con
afectacion > 50% o > 3 mm, cT1/2a. El objetivo es reducir el sobretratamiento en
pacientes con CaP de bajo riesgo clinicamente localizado, minimizando los efectos
secundarios, relacionados con el tratamiento, sin comprometer la supervivencia (9). Se
precisan evaluaciones periddicas con PSA, TR, resonancia magnética multiparamétrica,
y re-biopsia prostatica (33).

v Prostatectomia radical

Procedimiento estandar para el CaP localizado (9). Se ofrece a pacientes con
esperanza de vida de méas de diez afios. La linfadenectomia no esté indicada en CaP de
bajo riesgo (33).

v' Radioterapia

La radioterapia externa se aplica en tumores de bajo riesgo, intermedio o alto
riesgo. La braquiterapia transperineal en aquellos pacientes sin clinica obstructiva con
tumores prostaticos de bajo riesgo (9).

v' Terapia focal (TF)

Alternativa minimamente invasiva en el tratamiento de CaP localizado para
pacientes de bajo riesgo. La TF es una estrategia que podria complementar las actuales
posibilidades de eleccion a través de la ablacion selectiva del cancer significativo (index
lesion), a la vez que se preservan las funciones comprometidas por los tratamientos

radicales y monitorizando el tejido benigno o el cancer insignificante no tratado
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(microfocos satélites que no representan riesgo vital para el paciente). La TF, por tanto,
tendria las mismas indicaciones que la VA y podria extenderse a aquellos de riesgo
intermedio con PSA < 15 ng/mly Gleason 7 (3 + 4) en los que las pruebas de localizacion
por RMmp pudiesen delimita el tumor a tratar, preferentemente unilateral (9).
e Céncer de prostata localmente avanzado
Se puede ofrecer prostatectomia radical a pacientes seleccionados con CaP
localmente avanzado como parte de terapia multimodal (33). La combinacion de
radioterapia con la terapia de supresion androgénica ha demostrado mayor supervivencia
global y libre de enfermedad en los pacientes con CaP de alto riesgo con enfermedad
localmente avanzada (9).
e Cancer de préstata metastasico
La terapia hormonal, la radioterapia limitada, los radiofarmacos, la inmunoterapia
y la quimioterapia son los tratamientos estandar reservados para una enfermedad que se
ha extendido mas alla de la prostata, y ya no se considera curable. Por ejemplo, la
radioterapia limitada puede ayudar de manera espectacular a controlar el sangrado
prostatico o aliviar el dolor de huesos insoportable de un depdsito de cancer metastasico
(64).

1.1.7 Valoracién del pronostico del cancer de prostata

Existen varias clasificaciones y escalas para estratificar el riesgo de recidiva de la
enfermedad; asi desde 1998 la clasificacion de riesgo descrita por D" Amico, en la que
segun el PSA, Gleason de la biopsia y el estadio Clinico T (cT) de la enfermedad, los
pacientes tienen bajo, intermedio o alto riesgo de recidiva bioquimica posterior al
tratamiento (62). En los Gltimos afios, existen nomogramas que también analizan estos
parametros, como Briganti, Partin y Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC)
para predecir la invasion de los ganglios linfaticos, y ayudar asi a los cirujanos, segun el
riesgo, a tomar la decision de hacer cirugias con linfadenectomia de mayor o menor
extension (65).

e Nuevos test biomarcadores para CaP

Ademas del analisis anatomopatoldgico, en casos de prostatectomia radical, donde
junto con el Gleason se tendran muy en cuenta el estadio T de la enfermedad ( afectacion
capsular, presencia de margenes) asi como la invasion linfovascular, y la afectacion

ganglionar (en caso de linfadenectomia) para la valoracion del pronostico de la
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enfermedad (66). La investigacion de biomarcadores de cancer de prdstata ha ampliado
sus horizontes con el descubrimiento de varios biomarcadores alternativos prometedores
que muestran una sensibilidad y especificidad mejoradas con respecto al PSA:
v' ConfirmMDx
Esta prueba se basa en el concepto de que el tejido prostatico benigno en las
proximidades de un foco de CaP muestra distintas alteraciones epigenéticas. En caso de
que el CaP se pierda en la biopsia, la demostracion de cambios epigenéticos en el tejido
benigno indicaria la presencia de carcinoma. La prueba ConfirmMDX cuantifica el nivel
de metilacion de las regiones promotoras de tres genes (APC metilado,
RASSF1y GSTP1) en tejido prostatico benigno. Destinada a definir los pacientes que no
van a necesitar re-biopsia, evitando asi nuevas biopsias innecesarias (33).
v" Oncotype DX
Prueba que evalua la actividad de un conjunto de 17 genes de expresion de ARN
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y que estan involucrados en cuatro
vias bioldgicas diferentes, incluida la via de los androgenos (AZGP1, KLK2, SRD5A2,
RAM13C), la proliferacion ( TPX2), la organizacion celular ( FLNC, GSN, TPM2,
GSTM2) y la respuesta estromal ( BGN, COL1ALl y SFRP4). Estas medidas se combinan
algoritmicamente para calcular una puntuacion de prostata gendémica (GPS). Este ensayo
ha sido validado analitica y clinicamente como predictor de cancer de prostata agresivo y
permite la estratificacion del riesgo de cancer de préstata para guiar a los médicos en la
toma de decisiones de tratamiento (67).
v" ProMark
Prueba de pronéstico basada en proteinas para predecir la agresividad del cancer
de prostata, particularmente en pacientes con puntuaciones de Gleason 3 + 30 3 + 4. Esta
prueba mide la expresion de ocho proteinas (DERL1, CUL2, SMAD4, PDSS2, HSPA9,
FUS, S6 fosforilado, YBOX1) en secciones de tejido de biopsia empleando un método
de inmunofluorescencia automatizado. Sobre la base de los niveles de expresion de estas
ocho proteinas, se calcula una puntuacion de riesgo, y puede ayudar a estratificar a los
pacientes para la vigilancia activa frente a la intervencion terapéutica (68).
v Prolaris Test
Esta prueba mide la expresion de un conjunto de 31 genes de progresion del ciclo
celular y 15 genes de mantenimiento para predecir la progresion de la enfermedad. Una
expresion baja de estos genes se asocia con un riesgo bajo de progresion y esos hombres

pueden ser candidatos para la vigilancia activa, mientras que una expresion alta se asocia
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con un riesgo mas alto de progresion de la enfermedad en los hombres que pueden ser
tratados. Esta prueba es significativamente mas prondstica que las variables clinico-
patoldgicas utilizadas actualmente, y también estima el riesgo de recidiva bioquimica tras
prostatectomia (69).
v Deleciones del gen PTEN

PTEN es un gen supresor de tumores ubicado en el cromosoma 10 que
comunmente se pierde en el cancer de préstata. Esta pérdida conduce a la activacién de
la via de sefializacion de la fosfoinositido-3-quinasa (PI3K), que juega un papel
fundamental en el crecimiento, proliferacién y metastasis celular y, ademas, a la
inhibicién de la via de sefializacidon del receptor de androgenos (70). Las deleciones
de PTEN se asocian con un mal prondstico y una enfermedad hormonorrefractaria, y se
utilizan como un biomarcador predictivo de la respuesta al tratamiento (71).

v Otros biomarcadores

Los compuestos organicos volatiles (COV), detectados en orina, son una serie de
marcadores bioldgicos alternativos. Durante el crecimiento del tumor se producen una
serie de cambios en las proteinas de las células tumorales, cambios que conducen a la
produccién de COV que pueden detectarse en el aire espirado (72).

La nueva generacion de biomarcadores de cancer de prostata parece prometedora
y puede ayudar a cumplir con los desafios clinicos no resueltos hasta ahora, y guiar a los
médicos hacia mejores diagndsticos y mejores opciones de tratamiento para el cancer de
préstata (44).

1.2 CANCER DE PROSTATA Y ESTROMA REACTIVO

La glandula prostatica esta organizada en compartimentos epiteliales luminales y
estromales (73). El epitelio prostatico se divide en dos capas; la capa basal, proxima a la
membrana basal, formada por células cuboideas, y una capa de células secretoras
columnares o células luminales. La membrana basal separa las glandulas del estroma
fibromuscular prostatico compuesto por células y una matriz extracelular (MEC) rica en
fibras de colageno (74).

Los principales tipos de células del estroma de la prostata incluyen fibroblastos,
miofibroblastos, las células del musculo liso, que regulan el crecimiento prostatico
benigno en condiciones normales (75); y células endoteliales adicionales, nervios,
linfocitos y mastocitos infiltrantes (74). Las células del estroma secretan factores de
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crecimiento, producen matriz extracelular, y expresan el RA, receptor de estrogeno,
receptor adrenérgico y 5-a reductasa (76). Asi, el estroma no solo sostiene fisicamente el
epitelio glandular, sino que también contribuye al microambiente endocrino y paracrino
(74).

Los fibroblastos son las células estromales mas importantes (75) constituyendo la
poblacién de células predominantes en el estroma tumoral. Expresan vimentina y
laminina, mientras que las células de musculo liso expresan desmina, a-actina, calponina,
caldesmon, miosina, smoothelin y la distrofina, y los miofibroblastos caracteristicamente
expresan procolageno-1 (76). Los fibroblastos son los responsables de la sintesis y el
depdsito de los componentes de la MEC, y participan en procesos fisiolégicos como en

la angiogénesis o reparacion tisular (75).
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Figura 3. Componentes celulares de la glandula prostatica humana (77)

Tradicionalmente, la busqueda de los factores predictivos, bien histoldgicos o
moleculares, de la mayoria de los carcinomas se ha centrado en las propias células
epiteliales, dado que los carcinomas derivan del compartimento epitelial. Sin embargo,
diversos investigadores han observado un papel significativo del estroma, pues en muchas
neoplasias esta alterado tanto en su composicion celular como en el fenotipo de su matriz
extracelular y de los fibroblastos que lo componen (74). El CaP es un modelo ideal para
lainvestigacion basica y clinica de la influencia del ambiente peritumoral en las diferentes
fases de la carcinogénesis (78).

El estroma tumoral prostatico presenta muchas caracteristicas del que aparece en

la curacion de heridas, descrito como estroma reactivo, si bien se produce en contextos
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completamente diferentes (79). El estroma reactivo en el tejido del CaP se caracteriza por
un aumento de miofibroblastos y fibroblastos, con una disminucion o pérdida
significativa de las células del musculo liso a medida que avanza el CaP, produciéndose
pérdida de la arquitectura tisular normal, angiogénesis, atipia nuclear y alteraciones
genéticas (76). Aunque no se ha demostrado claramente su papel en la iniciacion tumoral,
se ha sugerido que puede evidenciarse ya en la neoplasia intraepitelial, desplazando
progresivamente al estroma normal (80). Asi, este microambiente de estroma alterado
inicia mecanismos que permitirian que un céncer histolégico escape de la
inmunovigilancia o que un cancer sensible a las hormonas escape del control hormonal,
lo que conduciria a un cancer independiente de androgenos y a la progresion de la
enfermedad, tanto en fases precoces como en neoplasias avanzadas (76).

Las interacciones entre epitelio y estroma en el microambiente tumoral prostatico
implican a muchos factores y hormonas ademas del RA. Las células estromales secretan
factores de crecimiento de péptidos paracrinos como el factor de crecimiento epidérmico
(EFG), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de
queratinocitos (KGF), factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor de crecimiento
insulinico (IGF), pudiendo estos factores difundirse desde el compartimento estromal
hasta las células epiteliales, lo que influye en el crecimiento y diferenciacién epiteliales
(74). Ademas, las células cancerosas desencadenan una respuesta reactiva en el estroma
liberando factores solubles como el factor de crecimiento transformante  (TGF-B) v el
factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF). Estos factores pueden inducir la
transicion epitelio-mesenquimal (EMT) en el estroma circundante asociado al cancer,
siendo capaces de inducir la transformacion neoplésica en las células estromales del
organo huésped (76). Es asi como las células del estroma son activadas por el tejido
canceroso, mientras que el estroma reactivo dirige la carcinogénesis del epitelio prostatico
y la progresion del cancer (76). La EMT impulsa el aumento de la migracion celular, la
invasion, y la produccion de metastasis (81). Asi, las células estromales y epiteliales
sintetizan y responden a los factores de crecimiento de forma reciproca para desarrollar y
mantener la funcidon de la prostata, estando asi este proceso de expresion de varios factores
de crecimiento regulado por el RA expresado tanto en el compartimento epitelial como
en el estromal (82). El epitelio prostatico maligno puede influir en la expresion del RA
estromal circundante, demostrando una pérdida de expresion de RA en células estromales
asociadas con epitelio maligno. La sobreexpresion del RA epitelial maligno junto a la
pérdida de reactividad del RA en el estroma periférico se ha asociado con alto grado y
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PSA en el CaP, asi como con una elevada tasa de recidiva tras prostatectomia radical (74),

pudiendo reaparecer dicha expresion meses despues del inicio de la castracion (83).
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Figura 4. Interaccién estroma-epitelio en la progresion del cancer de prostata (84)

Recientemente, se han aislado y caracterizado una poblacion especial de células
estromales peritumorales en muestras procedentes de piezas de prostatectomia radical,
que han denominado fibroblastos asociados a cancer de prostata (CAF). En cultivos
celulares se comportan de una manera similar a los fibroblastos normales, si bien resultan
distintos a nivel citoldgico, presentando diversas caracteristicas diferenciales (85). Las
sefiales paracrinas del estroma mejoran la proliferacion celular e inducen la
tumorogeénesis en el epitelio, y reciprocamente las células cancerosas secretan factores de
crecimiento involucrados en la activacion de fibroblastos (86). Los CAF inducen la
proliferacion maligna de las células epiteliales adyacentes promoviendo la carcinogénesis
del tejido de HBP (85). Se han observado CAF en neoplasias intraepiteliales prostaticas
premalignas y su numero aumenta a medida que los tumores progresan a una enfermedad
de grado superior (81). Los CAF alteran el microambiente tumoral a traves del aumento
de remodelacion de las moléculas de la MEC, y los cambios en la formacién de las fibras
promueven la invasion y migracién de las células tumorales y contribuyen a la progresion
del cancer (86). Los CAF tienen propiedades proangiogénicas e inmunomoduladoras en

la carcinogenesis de prostata (87). Se sabe que los fibroblastos de diferentes zonas de la
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préstata tienen una influencia diferente, no sélo en la carcinogénesis del CaP primario,
sino también en el desarrollo metastasico, siendo asi como los fibroblastos de las zonas
periféricas y de transicion, a diferencia de los de la zona central, alteran el perfil
citogenético y estimulan la oncogenicidad de las células LNCaP. De esta forma, los
fibroblastos periféricos y de la zona de transicion promueven el crecimiento tumoral
independiente de androgenos de celulas LNCaP e incluso la formacion de metastasis en
ganglios linfaticos, huesos y pulmones (88). Con todo, el estroma reactivo es capaz de
transformar una linea celular epitelial prostatica no tumorogénica en una maligna (89),
influyendo los CAF en la progresion tumoral, al incrementar la proliferacion e invasion
de lineas celulares de CaP in vitro y promoviendo la EMT (90).

En definitiva, parece que la investigacion del estroma tumoral prostatico es
atractiva porque esta presente en todos los carcinomas y porque su genoma resulta mas
estable que el de las células epiteliales (91). Los CAF son un componente clave del
estroma tumoral que pueden ser aislados de muestras humanas para ser empleados en
investigacion basica, pudiendo ser una fuente de nuevos biomarcadores y potenciales

dianas terapéuticas en el CaP (85).

1.3 CULTIVOS DE CELULAS PROSTATICAS

Las modernas técnicas de estudio molecular han permitido identificar multitud de
procesos relevantes en la carcinogénesis y en la progresion de la enfermedad, asi como
diversos mecanismos que pueden alterar determinados genes claves como anomalias
cromosomicas, mutaciones, translocaciones o hipermetilaciones (92) (93).

El conocimiento de los mecanismos moleculares y genéticos involucrados en la
progresion del cancer de préstata siguen siendo poco conocidos (94) en comparacién con
otros tumores como el cancer de colon o0 mama (95). Un obstaculo para comprender los
cambios genéticos moleculares en el CaP ha sido la dificultad para establecer lesiones
premalignas y tumores de préstata primarios como cultivos celulares in vitro (94).

Los modelos de cultivo celular in vitro de muestras obtenidas de tumores humanos
son esenciales para definir los mecanismos de iniciacion y desarrollo del cancer pudiendo
asi establecer estrategias diagnosticas y predictivas, asi como regimenes terapéuticos
especificos (95).

Histéricamente, los cultivos in vitro de células prostaticas humanas se han

limitado en disponibilidad y alcance en comparacién con los de otros 6rganos (96). El
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cultivo primario de células prostaticas de muestras quirargicas es un valioso modelo in
vitro que puede ofrecer informacion sobre la regulacién normal del crecimiento prostatico
y los cambios que ocurren durante la enfermedad. Sin embargo, las interacciones
endocrinas y/o paracrinas complejas entre el epitelio y el estroma que pueden ser
importantes para enfermedades prostaticas como el cancer de préstata o la hiperplasia
prostatica benigna, no se estudian facilmente in vitro (97). Los modelos de cultivo celular
méas comunmente utilizados en la investigacion del CaP corresponden a tres lineas
celulares establecidas, PC3, DU-145 y LNCaP (96). Sin embargo, estos modelos son
heterogéneos en su origen y todos derivan de lesiones metastasicas, no resultando
adecuados para estudiar los fendmenos de progresion tumoral y no siendo representativos
de los adenocarcinomas primarios (74). Asimismo, dado el tamafio de la prdstata, su
localizacion, la dificultad para obtener las muestras y la heterogeneidad de sus células, el
cultivo celular realizado directamente sobre los especimenes prostaticos humanos resulta
complejo (98).

En los dltimos afios, se han desarrollado varios modelos bioldgicos para mejorar
la relevancia clinica de los modelos de cancer in vitro, utilizando tejidos/células
cancerosas clinicamente relevantes que representen mejor la heterogeneidad y
complejidad de los canceres e imitar el microambiente tumoral con mayor precision (99).

El CaP es de naturaleza epitelial e implica interacciones complejas entre el
estroma y el epitelio manteniendo un equilibrio entre proliferacion, diferenciacion y
apoptosis (100). Las alteraciones en la interaccion reciprocas entre las células epiteliales
y el estroma circundante contribuyen a la progresion del CaP (86). ElI microambiente del
tumor es esencial para el desarrollo y la progresion del CaP, junto con el conocimiento
de los mecanismos de como las células estromales regulan las células epiteliales y las
diferencias entre las células estromales prostaticas de diferente origen
histoldgico/patoldgico en la progresion del CaP (100). Los esfuerzos para modelar las
interacciones de las células estromales y epiteliales en cultivos in vitro han ayudado a
descubrir la intercomunicacion entre los tipos de células (74). Algunos estudios se han
centrado en los eventos moleculares asociados con anomalias en las células epiteliales
utilizando tejidos completos o células cultivadas (89). En los trabajos de co-cultivo in
vitro se han producido resultados contradictorios de la regulacion celular; asi, algunas
investigaciones demuestran como las células estromales primarias estimulaban el
crecimiento de las células epiteliales normales y malignas, pero en otros estudios las

células estromales inhibian el crecimiento epitelial (74).
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Las células del estroma prostatico cultivadas a partir de tejidos de diferentes
origenes histoldgicos y patoldgicos mostraron distintos perfiles de expresion
génica. Muchos de los genes expresados diferencialmente estan implicados en procesos
bioldgicos que se sabe que son importantes en el desarrollo de enfermedades prostaticas,
incluida la regulacién de la proliferacion y apoptosis celular, la adhesion celular y la
respuesta inmunitaria (89).

En el estroma reactivo se encuentra un tipo de células estromales ya descritas
previamente, los CAF que participan en la progresion y metéstasis del CaP, modulando
la inflamacion, la angiogénesis y la proliferacion de células del cancer epitelial (100).
Estos fibroblastos inducen la remodelacion de la matriz proporcionando sefiales
biogquimicas atipicas a las células epiteliales (86). En los cultivos es posible estudiar estas
celulas de forma mas adecuada, estableciendo asi los cultivos celulares del estroma
prostatico (100).

En los ultimos afos, investigaciones recogen muestras de tejido prostatico
humano para cultivar los fibroblastos peritumorales, encontrando mayor expresion de
diferentes factores que podria diferenciar procesos como HBP o en el CaP en diferentes
areas de la préstata (101). Dado que la variabilidad gendmica de las células epiteliales es
mucho mas inestable en comparacién con los fibroblastos estromales, el cultivo de los
mismos supone una ventaja frente a los cultivos celulares de cancer de prostata con
celulas epiteliales (91).

No existen muchos estudios que hayan identificado rasgos diferenciales del
estroma de pacientes con CaP en relacion con tejido normal estudiando los fibroblastos
tumorales cultivados. No obstante, en las publicaciones existentes, se afirma que los CAF
cultivados tienen, por ejemplo, una afinidad mayor para anclarse al medio de agar que los
fibroblastos cultivados de préstata humana normal (89). Adicionalmente, estudios que
utilizan el método de recombinacion de tejidos han demostrado que las células estromales
procedente de la HBP muestran una capacidad de inducir el crecimiento de células
epiteliales de HBP, mientras que la recombinacion de células del estroma peritumoral, los
fibroblatos tumorales con las células epiteliales no neoplasicas, producian tumores con
un fenotipo mas agresivo (97).

Varios trabajos han confirmado que las células estromales cultivadas en diferentes
zonas de la préstata poseen programas transcripcionales diferentes, mostrandose
completamente distintos los que proceden de la zona transicional, de las muestras

obtenidas de HBP o de cancer (89). Estudios recientes de co-cultivos de células epiteliales
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de HBP con CAF demuestran como la presencia de los CAF aumenta la proliferacion e
invasion de las células epiteliales, asociandose asi a la progresion tumoral y convirtiendo
a las células epiteliales prostaticas benignas en un fenotipo mas invasivo y proliferativo
(86), lo cual no ocurria con fibroblastos prostaticos normales , constituyendo estos co-
cultivos con los CAF un modelo in vitro fiable para imitar las interacciones estroma y
epitelio en el CaP (86).

Por todo esto, el empleo de CAF en cultivo puede favorecer la identificacion de
biomarcadores més fiables en el CaP que puedan servir como dianas terapéuticas en el
futuro. Ademas, permite comprobar su comportamiento con ceélulas epiteliales
procedentes de diversas lineas celulares empleando los modernos sistemas de co-cultivo
para individualizar diferentes modelos de CaP a partir de tumores obtenidos de pacientes
que sufren esta neoplasia (101).

1.4 RECEPTOR ANDROGENICO

El RA, clave en el CaP, es miembro de la superfamilia de receptores nucleares y
tiene una estructura similar al receptor de estrdgenos, el receptor de progesterona, el
receptor de glucocorticoides y el receptor de hormona tiroidea. EI gen RA se encuentra
en el cromosoma X (Xql11-12) y consta de 8 exones que codifican aproximadamente 110
kDa de proteina. RA tiene cuatro regiones: desde el N-terminal, un dominio de
transactivacion N-terminal (NTD) codificado por el exén 1, un dominio de unién al ADN
(DBD) codificado por los exones 2-3, una regién bisagra codificada por el exén 4 y un
ligando dominio de union (LBD) codificado por los exones 5-6. EI NTD tiene
repeticiones de glutamina (repeticiones CAG), y estas repeticiones de glutamina varian
(la mayoria de los hombres tienen 19-25 repeticiones), lo que resulta en la variacion de
todos los amino&cidos en RA. El RA tiene aproximadamente 919 aminoacidos que se han
registrado en la base de datos de mutaciones genéticas RA (102). Las repeticiones de
glutamina mas cortas estan asociadas con una alta actividad transcripcional de RA (103).
Los hombres con repeticiones de glutamina mas cortas tienen un mayor riesgo de CaP
(104).
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Located on X chromosome, q11-12
ARgene s FHE- 7 ¢

AR protein  N-terminal NTD pBD |[HR| 1BD | c-terminal

AF-1 AF-2
B

AR variant

AR-V4 NTD CE4

AR-V5 NTD CE2

AR-V7 NTD CE3

AR-V567es NTD DBD | HR| LBD |

Figura 5: Estructura del RA. (A) RA de longitud completa se compone de 8 exones. (B) Las
variantes de corte y empalme RA se truncan en el dominio de unién al ADN (DBD) o en el
dominio de unioén al ligando (LBD). NTD: dominio N-terminal, HR: regién bisagra, AF-1:
funcion de activacion-1, AF-2: funcion de activacion-2, CE: exdn criptico (102)

El RA tiene efectos importantes durante el transcurso de la vida de un hombre,
que van desde el desarrollo en la pubertad hasta alteraciones en su regulacién que conlleva
a efectos como la calvicie o al desarrollo de patologias en la prostata como la HBP y el
CaP (105).

En la prostata, la testosterona es biotransformada a dihidrotestosterona (DHT) en
el estroma por la accion de la enzima 5-alfa reductasa, y transportada por difusion pasiva
al citoplasma de la célula epitelial. En el citoplasma, los monémeros del RA estan
inactivos debido a que estan unidos a proteinas llamadas chaperonas; estas chaperonas
“secuestran “al RA e impiden que se lleve a cabo la actividad transcripcional. Cuando la
testosterona y la DHT se unen al LBD, es seguido del cambio conformacional de RA, las
chaperonas se disocian y el RA es fosforilado; so6lo asi se transloca al nicleo, y es en el
nucleo donde se produce la union al ADN para facilitar la transcripcion o no de los genes
regulados por los andrdgenos y posterior sintesis de las proteinas. EI RA también
interactUa con coactivadores (CoA) o factores de transcripcion que ayudan a modular su
actividad. La estabilidad del RA es mantenida por la fosforilacion y se ha mostrado que
el TGF- B, el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), y la interleucina 6 (IL-6),
participan aumentando la actividad del RA a través de la fosforilacion del mismo receptor
0 de sus CoA (106).

La deprivacion androgénica o bloqueo hormonal es el tratamiento de eleccién en
la enfermedad metastasica, utilizandose también en la enfermedad localmente avanzada

junto con radioterapia o de forma aislada en pacientes no candidatos a tratamiento radical,
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asi como tratamiento adyuvante en pacientes con recaida bioguimica tras tratamiento
radical y sospecha de enfermedad a distancia. EI tiempo medio en el que la mayoria de
pacientes bajo deprivacion androgénica evolucionaran a CPRC es de 2-3 afios. No
obstante, el CPRC no es un estado de hormonorrefractariedad; de hecho, el eje
androgénico continua jugando un papel fundamental en la funcién y desarrollo del CPRC.
Ademas, mientras otras vias de sefializacion pueden colaborar en el desarrollo y evolucién
del CPRC, el RA se mantiene como el principal mecanismo de desarrollo del CPRC, por
lo que entender los mecanismos de resistencia que transforman al cancer de prostata
sensible a la castracion (CPSC) en CPRC es fundamental para el desarrollo de futuras
terapias.

El RA es el que facilita el paso de testosterona a DHT a nivel de la célula
prostatica. El crecimiento de la préstata es andrégeno dependiente. Las células prostaticas
son muy sensibles a los androgenos y regresan con la castracion. EI RA es actualmente la
diana terapéutica del tratamiento del CaP. Los andrdgenos esteroideos ejercen sus efectos
mediante la union al RA en el citoplasma y promueve la translocacion nuclear. Una vez
en el ndcleo, promueve la transcripcion de genes regulados por andrégenos que controlan
el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis. Por ello, el tratamiento para el
CaP localmente avanzado y metastasico se dirige al RA para la reduccion de los niveles
de andrégenos o mediante la inhibicidon de la activacion del RA. Los andrdgenos se
suprimen por métodos quirdrgicos o quimicos utilizando analogos de la hormona LHRH
con o sin la adicion de antiandrogenos. Inicialmente, los tumores de prostata mejoran en
respuesta a la privacion de andrégenos en hasta 80% de los casos (107). Sin embargo,
algunos tumores comienzan a crecer progresando a metastasicos y ocasionando el
fallecimiento del paciente en el plazo de 24-48 meses (108).

Se producen cambios del receptor de androgenos en el CaP. Son varios los
mecanismos que subyacen al desarrollo de CPRC:

1. Mutaciones puntuales en el receptor de androgenos: El gen del RA es el que

mas muta de entre los receptores de esteroides reportandose hasta ahora mas
de 600 mutaciones. Las mutaciones en el RA pueden generar: 1) un receptor
hipersensible; 2) una especificidad ampliada a otros ligandos no androgénicos;
y 3) polimorfismos que modifiquen la respuesta al androgeno, por ejemplo,
las repeticiones de poli-glutaminas, poli-CAG. Estas mutaciones son raras en
las etapas iniciales de la carcinogénesis pero aumentan en los tumores

avanzados o en los recurrentes. Se encontraron mutaciones puntuales en el gen
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RA en el 15% al 30% de los pacientes con CPRC (109), més frecuentemente
enel LBD, seguido por el NTD (102). T878A fue la primera mutacién puntual
identificada de RA impulsada por flutamida, pero T878A también ejerce
resistencia a los agonistas de AR de segunda generacion (110). La mutacion
puntual F876L cambia el dominio LBD y confiere resistencia a la
enzalutamida (111). Se encontraron mutaciones T878A o L702H en el plasma
del 13% de los pacientes con CPRC con resistencia a la abiraterona
(112). Estas mutaciones se pueden detectar en el ADN plasmético y pueden
ayudar a los médicos a elegir los medicamentos apropiados para pacientes con
CPRC (113).

La amplificacion- hipersensibilidad del RA : La amplificacion del gen RA se

encontré entre el 30% y el 50% de los pacientes con CPRC, lo que resulté en
la sobreexpresion de RA; es asi como a diferencia de las células normales, las
células que sobreexpresan el RA tienen la capacidad de responder a niveles
muy bajos de androgenos (114). Incluso bajo terapia de privacién de
andrdgenos, todavia existen bajos niveles de andrégenos. La sobreexpresion
de RA permite que el CaP progrese a niveles de castracidon de androgenos. Las
células de cancer de préstata con amplificaciéon RA pueden sobrevivir bajo
terapia de privacion de andrégenos, progresando a CPRC. La amplificacion
de RA fue més comdn en pacientes resistentes a enzalutamida que a
abiraterona (110).

El aumento de la sintesis intracelular de andrégenos: En los hombres,

aproximadamente el 80% de los andrégenos son producidos en los testiculos,
por lo que la castracién quirdrgica, o la castracién quimica con agonistas o
antagonista de la hormona LHRH, disminuyen eficazmente el nivel de
androgenos circulantes. Sin embargo, los niveles de DHT intraprostatica,
mucho mas potente que la testosterona, unicamente disminuyen en un 40%.
Ademas, en el CPRC se sobreexpresan enzimas de la sintesis de androgenos
presentando un mayor nivel de androgenos intratumorales que aquellos en
situacién de hormonosensibilidad por conversion de andrégenos adrenales y
sintesis androgénica de novo. Estos androgenos activaran el RA resultando en

la progresion del CaP a pesar de una correcta castracion (115).
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4. Cambios en el cofactor del receptor de andrégenos en el cancer de préstata; El

5.

coactivador RA interactla directamente con RA y estimula la actividad
transcripcional de la funcion RA. La formacion de complejos coactivadores
de RA mejora la apertura de la estructura de la cromatina en los sitios de union
a RA, lo que resulta en el reclutamiento de maquinaria transcripcional para
atacar a los genes. En presencia de coactivadores el RA puede ejercer
suficiente transcripcion-actividad incluso a niveles muy bajos de andrdgenos.
La familia SRC es un grupo p160 que consta de tres correguladores evolutivos
conservados de la transcripcion: SRC-1 (NCOA [coactivador del receptor
nuclear] -1), SRC-2 (NCOA-2) y SRC-3 (NCOA-3) (116).La expresion de
SRC-1 esté asociada con la agresividad del cancer de prostata, y la supresion
de la expresion de SRC-1 redujo el crecimiento y alterd la regulacién del gen
RA objetivo en las células de cancer de préstata (117). El coactivador RA
NCOA2, o SRC-2, se amplifica en el cancer de prostata primario y
metastasico. La privacion de andrdgenos induce NCOA2 que activa la
sefializacion de PI3K y promueve la metastasis del cancer de préstata y el
desarrollo de CPRC (118). La expresién de SRC-3 aumenta en el cancer de
préstata avanzado, esta elevado en CPRC y es necesario para el desarrollo de
CPRC (119). Otro coactivador involucrado en la proliferacion del cancer de
préstata es Tip60, que promueve la translocacién de RA al ndcleo (120). La
proteina LIM cuatro y media (FHL2) es un coactivador que promueve la
proliferacion de células de cancer de prostata. La desregulacion del complejo
FHL2-filamina promueve la activacidn constitutiva independiente del ligando
de variantes de RA como la variante de corte y empalme del RA V7(AR-V7)
(1212).

Variantes del receptor de andrdgenos: En comparacion con el cancer

androgeno-sensible, las variantes de corte y empalme del RA (ARVS)
aumentan en el CPRC. Se han informado més de 20 variantes de RA, y la
mayoria carecen de LBD (122). AR-V1 y AR-V7 fueron las variantes mas
abundantes en CPRC; estos ARV promueven la progresion del cancer de
préstata incluso sin ningn andrégeno (123). AR-V7 se encuentra en el nicleo
bajo condiciones de deficiencia de andrdgenos y es constitutivamente activo

en genes que responden a los andrdgenos. La expresion de las variantes RA

33



AR-V1y AR-V7 aumentd en CPRC en comparacion con metastasis 0seas sin
hormonas. AR-V567es se detectd en metastasis 6seas CPRC, pero no en
metastasis 0seas sin hormonas. La expresion de AR-V567esy / 0 AR-V7 se

asocid con una supervivencia deficiente (124).

Las terapias dirigidas como la terapia de privacién de andrdgenos, enzalutamida
y abiraterona podrian inducir la expresion de AR-V7 en las células tumorales circulantes,
mientras que la quimioterapia como docetaxel y cabazitaxel disminuyé la expresion de
AR-V7 (125).

Estos cambios de AR-V7 en las células tumorales circulantes pueden reflejar las
presiones selectivas sobre las células de cancer de prostata por los tratamientos. La
deteccidon inmunohistoquimica de AR-V7 en el cancer de prostata sin hormonas recién
diagnosticado se asoci6 con una tasa de respuesta de PSA mas baja por la terapia de
privacion de andrdgenos y una supervivencia general mas baja. La deteccion AR-V7
también fue un predictor significativo de progresién a CRPC en el cancer de prostata sin
hormonas (126).

Con todo, el RA desempefia funciones fundamentales en el CaP, especialmente en
el desarrollo de CPRC vy la adquisicion de resistencia a la terapia dirigida por RA.
Comprender los mecanismos de esta resistencia permitira el desarrollo de terapias mas

eficaces para el tratamiento del CaP.

1.5 FACTORES DE CRECIMIENTO EN EL CANCER DE
PROSTATA

Los factores de crecimiento (FC) son hormonas peptidicas que regulan la
proliferacion celular por vias positivas 0 negativas e inducen una serie de respuestas en
células blanco-especificas. La regulacion de su sintesis, la modificacion posterior a la
traduccion, el transporte, la presentacion y la fijacion a un receptor celular diana
especifico es un proceso de multiples etapas que puede variar con cada tipo de FC. Los
FC se activan por protedlisis y entonces son capaces de actuar en el interior de la célula
(intracrina), o la propia célula que produce el FC es autoestimulada por él tras ser
secretado y unirse con sus receptores especificos (autocrino) o estimular una célula
cercana (paracrino). Otro modo de actuar es que el FC es producido por determinadas
células del cuerpo que actta sobre otras células distantes, transportado por el torrente
sanguineo (endocrino). Después de ser secretado, el FC puede ser secuestrado por fijacién
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a la MEC, pero cuando se libera se fija a receptores de FC especifico residentes sobre la
membrana plasmatica de la célula blanco (92).

Los FC se fijan a receptores especificos que son proteinas de transmembrana en
donde la porcion intracelular del receptor posee actividad enzimatica que es activada por
la union del receptor al FC. El resultado de la fijacion del receptor es la activacion de
enzimas que catalizan la fosforilacion de las proteinas en tirosina, y que se las denomina
quinasas de tirosina (TK). Las TK inician reacciones en cascada. Por lo general, la union
entre receptor y ligando lleva a la autofosforilacion y activacion de la enzima receptora.
El receptor activado se une a proteinas citoplasmaticas que inician una cascada que
culmina con la fosforilacion de proteinas como las quinasas del grupo proteincinasa
activada por mitdgeno (MAPK), que a su vez fosforilan factores de transcripcion cuya
activacion determina que se modifique la expresion de ciertos genes, Gltima etapa de la
serie de reacciones (92) (127).

Los FC comunes de la préstata (128) y otros tejidos son:

e Factores de crecimiento de fibroblastos
e Factor de crecimiento epidérmico

e Factor de crecimiento transformante

e Factor de crecimiento insulinico

e Factor de crecimiento derivado de plaquetas

1.5.1 Familia de los factores de crecimiento de fibroblastos

La prostata estd compuesta por compartimentos epiteliales y estromales que estan
separados por membranas basales (129). El epitelio tiene tres tipos de células principales:
células luminales, células basales y células neuroendocrinas (130). Las células luminales
expresan las citoqueratinas 8 y 18, el marcador de superficie celular CD57 y el RA. Son
células diferenciadas terminalmente que producen proteinas secretoras prostaticas de una
manera dependiente de andrdgenos. La retirada de androgenos induce una apoptosis
masiva en las células luminales. Las células basales, que expresan las citoqueratinas 5 y
14, CD44 y P63, residen entre las células luminales y las membranas basales. Aunque
algunas células basales expresan débilmente el RA, muchas de ellas son RA negativas y
no dependen de los andrégenos. Las células neuroendocrinas, que son una poblacion
celular menor en el compartimento epitelial, expresan sinaptofisina, cromogranina A y

proteina de vesicula sinaptica (131). El estroma de la prostata es un tejido fibromuscular
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compuesto de células similares al musculo liso (SMC) que expresan a-actina y células
similares a fibroblastos que no expresan a-actina. Aunque las células en los dos
compartimentos estan separadas por las membranas basales, mantienen comunicaciones
reguladoras bidireccionales activas mediadas por factores de crecimiento paracrinos. El
eje de sefalizacion del FGF es un mecanismo regulador importante en la prostata,
requerido para el desarrollo, la homeostasis de los tejidos y la funcion de la prostata. La
testosterona controla la sefializacion de FGF especifica de la direccion entre el estroma 'y
el epitelio, lo que mantiene la homeostasis de tejido prostatico. Las mutaciones, las
ablaciones, y las activaciones anormales de los componentes del eje de sefializacién de
FGF, son patoldgicas y contribuyen al desarrollo y progresion del cancer. La interrupcion
de estas comunicaciones reguladoras bidireccionales que promueven la homeostasis es
una caracteristica comun en CaP.

Los FGF se pueden aislar de muchos tejidos y provienen de células de origen
embrionario mesodérmico o neuroectodérmico. También se pueden hallar en una amplia
variedad de tumores y son producidos por muchas células en cultivo. En 1979, Jacob y
col. identificaron un FC prostatico del que pudieron demostrar que era un factor
mitogénico presente en extractos prostaticos humanos. Todos estos primeros FC son
analizados ahora como miembros especificos de la familia FGF (92).

En la actualidad, se han caracterizado al menos 22 miembros de la familia FGF.
Los FGF se expresan en casi todos los tejidos y juegan papeles importantes en una
variedad de procesos normales y patolégicos que incluyen el desarrollo, la cicatrizacién
de heridas y la transformacién neoplésica. Los FGF son mitogénicos para muchos tipos
de células, tanto epiteliales como mesenquimales. Algunos FGF, como FGF-2, tienen una
potente actividad angiogénica y han sido implicados como promotores de la angiogénesis
tumoral. También se ha demostrado que los FGF aumentan la motilidad y la invasividad
de una variedad de tipos de células. Finalmente, se ha demostrado que los FGF pueden
inhibir la muerte celular en el contexto apropiado. Por lo tanto, los FGF tienen una amplia
gama de actividades biologicas que pueden desempefiar un papel importante en la
tumorogénesis (132).

Los FGF se pueden clasificar en tres subfamilias (FGF intacrinos, paracrinos y
endocrinos) segin su mecanismo de accion. Los FGF intacrinos no son tipicos y no se
unen al receptor del FGF (FGFR). Su funcion no esta mediada por un receptor. Los FGF
paracrinos consisten en 15 miembros y ejercen su funcién biol6gica mediante la unién a

un dominio extracelular de FGFR con heparina/heparan sulfato y activando la
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sefializacion de tirosina quinasa de los FGFR. Los FGF endocrinos tienen baja afinidad
por la heparina/heparan sulfato en contraste con los FGF paracrinos (133).

Existen dos tipos de receptores que se caracterizan por su distinta afinidad con el
FGF en la superficie celular: receptores de alta afinidad y receptores de baja afinidad. Los
receptores de alta afinidad de los FGFR son proteinas transmembranosas con actividad
tirosin quinasa. Los FGF interactian con una familia de cuatro receptores distintos de
tirosina quinasa de alta afinidad, designados como FGFR 1-4. Los receptores consisten
en una porcién extracelular que contiene tres dominios de tipo inmunoglobulina (1g) (I-
[11), un dominio transmembrana y un dominio de tirosina quinasa intracelular dividido.
FGFR 1-3 tienen dos tipos de dominios 111 de tipo Ig, I11b y llic, que se generan mediante
un empalme alternativo; asi, el dominio de tipo Ig es crucial para determinar la
especificidad de union a ligando (134). La familia de los FGF y de sus receptores
presentan doble redundancia debido a su complejidad, porque un mismo factor se puede
unir a distintos receptores, y un mismo receptor puede ser activado por diferentes FGF
(135). Los receptores de baja afinidad de los FGF son los glucosaminoglicanos de
proteoglicanos heparan-sulfatados (HSPG) expuestos en la superficie de la célula y
presentes en la matriz mitocondrial (136). En 1992 se demostro que el 5 % del FGF
localizado en la matriz extracelular esta unido a HSPGs, fijados a la membrana celular
(137). Tambien se habia observado que la unién del FGF a su receptor de alta afinidad
requeria HSPG (136). Todo esto implica que la unién de los FGFs al receptor es muy
compleja y parece comprometer a mas de un receptor en la célula diana.

Uno de los mecanismos de regulacion de la actividad de los FGFs es su union a la
matriz extracelular. La matriz extracelular estd compuesta por proteinas, proteoglicanos
y glucosaminoglicanos. Esta estructura no solo proporciona la base sobre la que se realiza
la proliferacion y diferenciacion de las células si no que, ademas posee una funcion
importante en la regulacion de estos procesos. Los mecanismos autocrino y paracrino de
los FGF hacen posible la comunicacion intercelular, proporcionando un nuevo sistema de
informacién celular y facilitando la adhesion celular a la matriz extracelular (138). El
heparan sulfato de la matriz extracelular que se une al FGF potencia y alarga la actividad
del FGF (139), facilitando su unién a los receptores especificos, proporcionando
proteccion frente a la proteolisis y almacenandolo unido a la membrana para su posterior
liberacion. La mayor movilizacion de FGF de la matriz extracelular en los tejidos

cancerosos puede aumentar la disponibilidad de FGF para las células cancerosas.
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Las células epiteliales del cancer de prostata expresan los cuatro tipos de
receptores de FGF (FGFR-1 a -4) a frecuencias variables. La expresion de FGFR-1 y
FGFR-4 estd mas estrechamente relacionada con la progresion del cancer de prostata,
mientras que el papel de FGFR-2 sigue siendo controvertido. La activacion de los
receptores de FGF puede activar multiples vias de transduccion de sefiales, incluida la
fosfolipasa Cvy, fosfatidil inositol 3-quinasa, proteina quinasa activada por mitdgeno y
transductores de sefial y activadores de las vias de transcripcion, todos los cuales juegan
un papel en la progresion del CaP. Los efectos del aumento de la sefializacion del receptor
de FGF son muy diversos e involucran tanto a las células cancerosas como al estroma
circundante, incluida la vasculatura. El resultado neto del aumento de la sefializacion de
FGF incluye una mayor proliferacion, resistencia a la muerte celular, mayor motilidad e
invasividad, mayor angiogénesis, mayor metastasis, resistencia a la quimioterapia y a la
radiacion, y la independencia de androgenos, todo lo cual puede mejorar la progresion
tumoral y la agresividad clinica. Por esta razon, el sistema de sefializacion de FGF es un
objetivo terapéutico atractivo, particularmente porque las terapias dirigidas a los
receptores de FGF y/o la sefializacion de FGF pueden afectar tanto a las células tumorales
directamente como a la angiogénesis tumoral. Actualmente se estan desarrollando varios
enfoques que podrian apuntar a los receptores de FGF y/o la sefializacion de los receptores
de FGF en el cancer de prostata (132).

De esta manera, la expresion alterada de los FC y sus receptores pueden
desempefiar un papel clave en el establecimiento y la progresion del CaP, actuando por
los mecanismos descritos (autocrinos o paracrinos) para estimular la proliferacion
tumoral y/o prevenir la apoptosis, mejorar la invasion, promover la angiogénesis, y
posiblemente la metéstasis (140).

Las células estromales aumentan la secrecion de factores de crecimiento, que a su
vez incrementan la proliferacién de células epiteliales prostaticas (141).

Por todo ello, debemos entender los FC como un lenguaje de comunicacion en el
microambiente celular. En la prostata, especificamente en el estroma, el complejo RA-
DHT activa la secrecion de los FC que cruzan la membrana basal hacia el comportamiento
epitelial. Activa el gen andrégeno dependiente aln sin andrdgenos convirtiéndose asi en

una via de insensibilidad a los mismos (142).
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1.5.1.1 Factor de crecimiento de fibroblastos 2

El Factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) o el FGF bésico (FGFb)
pertenece a la familia de los factores de crecimiento fibroblasticos, constituyendo el factor
de crecimiento principal extraido del tejido prostatico que se sintetiza principalmente por
fibroblastos estromales.

El FGFb o FGF-2 se purifico de la glandula pitutaria por Gospodarowicz en 1975.
Fue la primera molécula que se purificd y mostraba un punto isoeléctrico basico (143).
El genoma humano tiene solo una copia del gen FGF-2 que se encuentra situado en el
cromosoma 4q26-27 (144). El gen tiene un tamafio de 40 KDa y esta constituido por tres
exones que se interrumpen por dos intrones (145). Se han descrito varias isoformas del
FGF-2 con pesos moleculares que varian entre 18 a 25 KDa. La distribucién de la forma
de 18 KDa es citosdlica , mientras que las de entre 22 a 25 KDa se encuentran en el nucleo
y estimulan el crecimiento celular (146).

La unién del FGF-2 a los heparansulfatos presentes en las membranas celulares
y en la MEC favorece sus acciones bioldgicas proporcionando un reservorio de estos
factores de crecimiento y protegerlos de la degradacion para luego prepararlos para la
presentacion a los receptores incluso aumentando la afinidad de FGF-2 por su receptor
(92).

El FGF-2 se une a receptores con gran afinidad en las células teniendo relacion
con FGFR1 FGFR2 y FGFR3. En particular, en el caso de FGFR2 si utiliza el exén 11 ¢
se produce un receptor por gran afinidad por FGF-2. La unién de FGF-2 a estos dominios
de lg extracelulares activa el dominio transmembrana y los intracelulares de tirosina
quinasa de los receptores de FGF-2 produciendo la dimerizacion, autofosforilacion y
activando la cascada ras y finalmente la transcripcion del gen FGF-2 (147). Para que el
FGF-2 funcione de forma paracrina, debe secretarse extracelularmente desde la célula en
el que se sintetiza a través de la lisis celular o dafio de la membrana plasmatica (148).

Numerosos activadores de la angiogénesis, como el FGF-2, son secuestrados en
laMEC, unidos al sulfato de heparina, la degradacion de la matriz por proteasas derivadas
del tumor libera estos factores que estimulan la proliferacién celular (92).

El FGF-2 es un factor angiogénico que induce la proliferacion, migracion del
endotelio, la diferenciacion de las celulas endoteliales, y la formacion de una
microvasculatura diferenciada (149). La migracion inducida por FGF-2 y la proliferacion
celular se diferencian en nuevas estructuras vasculares (149). Durante la angiogénesis, el

FGF-2 regula la actividad de moléculas de la MEC, como colagenasas, proteinasas,
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activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa (UPA) e integrinas de la superficie celular
(150). El FGF-2 estimula en las celulas endoteliales la secrecion de uPA y colagenasa,
produce degradacion de la membrana basal, y estimula la migracion en la angiogénesis
modulando la capacidad de invasién de las células tumorales (151). El aumento de FGF-
2 seria consecuencia de la degradacion de la MEC por el tumor y con la liberacion de este
potente factor angiogénico cubre las necesidades basicas de un tumor en vias de
crecimiento (92).

Muchos estudios han indicado que la aparicion de la actividad angiogénica es un
evento temprano en el proceso de transformacion maligna de células normales, y existe
una estrecha correlacién entre la angiogénesis y la progresion maligna. Folkman et al.
propusieron una hipétesis de que los tumores son angiogénicos dependientes, y que un
tumor no pudo crecer méas all& de 3 mm sin angiogénesis (152).

FGF-2 induce la diferenciacion, crecimiento y la invasion de células tumorales y
se expresa en tumores urolégicos humanos y lineas celulares tumorales que incluyen
préstata, vejiga, rifion y otros tipos (153). FGF-2 estimula la angiogénesis tumoral y
provoca el crecimiento de celulas cancerosas. La invasion de células tumorales a traves
del tejido circundante esta modulada por uPA vy proteinasas producidas por la
estimulacion de FGF-2 (154). En la angiogénesis tumoral, el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) estimula en las células endoteliales la produccion del FGF-2,
gue mejora alin mas la actividad angiogénica a través de mecanismos autocrinos y
mecanismos intracrinos (155).

El FGF-2 es un importante mitdgeno para las células del estroma de la préstata en
donde se fabrica, mientras que solo es un mitdgeno débil para las células epiteliales de la
préstata (92). En la prostata madura, después de lograr el maximo crecimiento normal,
las células del estroma prostatico son el objetivo y mediador de los efectos androgénicos.
Por lo tanto, la hipertrofia de préstata (HP) puede ser resultado del crecimiento de células
epiteliales prostaticas regulado por androgenos indirectamente a través de los andrégenos
dependientes mediador de células del estroma (156). El tejido diana principal del FGF-2
es el mismo estroma (autocrino) (157). La expresion de ARNm de FGF-2 se ha informado
en el estroma en la HP. En estudios de cultivo celular, el FGF-2 estimula el crecimiento
de celulas epiteliales prostaticas que indica el potencial de efectos paracrinos in vivo; asi,
el FGF-2 puede tener su mayor efecto sobre la prostata del adulto ante la estimulacion
con andrégenos (158). Los fibroblastos del estroma prostatico responden a la

estimulacidon con andrdgenos a través de su receptor de andrégenos, y los andrdgenos
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potencian los efectos del FGF-2 (159). Estudios indican que el FGF-2 es uno de los
mediadores de crecimiento inducido por androgenos en la préstata humana (159).

El FGF-2 tiene una funcion oncogeénica en la prostata. FGF-2 y sus receptores,
FGFR1, R2 y R3, estan presentes en el estroma prostatico y las células epiteliales en
cultivos celulares. FGF-2 es producido principalmente por los fibroblastos estromales y
estimula su crecimiento de forma autocrina. FGF-2 también es producido por células del
carcinoma primario de prdstata con metastasis y metastasico independiente de
androgenos (160). EI FGF-2 se expresa en las células del estroma peritumoral
conduciendo a una mayor proliferacion e invasion en el CaP (140).

El papel de FGF-2 en el desarrollo de malignidad ha quedado demostrado. Tanto
en el suero humano como en orina, se ha detectado el FGF-2, encontrando un aumento
en la concentracion de FGF-2 en neoplasias malignas (161).

Los canceres de prostata ocultos pueden proliferar y diferenciarse en canceres de
mayor grado bajo la influencia de inductores angiogénicos, incluido FGF-2 (152).

Un papel importante de FGF-2 esta en la diferenciacion de las células de CaP
desde un fenotipo latente a uno invasivo que ha sido documentado. Yan et al. informaron
de la progresion a un fenotipo invasivo en las células CaP de rata que mostré actividad
regulada por el gen FGF-2 (162).

Por todo ello, el FGF-2 se ha relacionado con la iniciacion y progresion del cancer
de prostata a través de actividades autocrinas y paracrinas. EI FGF-2 induce en las células
endoteliales la sintesis de uPA, favoreciendo asi la degradacion de la MEC. Se ha
observado que diversas lineas celulares de cancer de prostata DU145 y PC3 sintetizan
cantidades variables de FGF-2 y expresan también su receptor. En las lineas celulares
DU145 y PC3 el aumento de uPA se ha correlacionado con fenotipos méas agresivos (163).
Este hallazgo indica la estrecha relacion entre FGF-2 y la progresion del CaP. Por el
contrario, la expresion elevada de FGF-2 no causa la progresion del CaP en las células
LNCaP (164).

Las células DU145 independientes de andrégenos producen una mayor cantidad
de ARNm de FGF-2 y expresa una gran cantidad de receptor FGF-2. Las células PC3
también sintetizan un alto nivel de ARNm de FGF-2, aunque menor que el producido por
DU145 (160).

El FGF-2 puede aumentar la supervivencia de las células endoteliales radiadas, lo
que podria limitar la efectividad de la radioterapia para inhibir la angiogénesis tumoral;
asi, una mayor expresion de FGF-2 podria contribuir a la resistencia de muchos canceres
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a la radiacion y/o quimioterapia (165). Es asi como se ha relacionado a FGF-2 con la
progresion del cancer de prostata, por lo que el blogueo de los receptores de FGF-2 podria
controlar la progresién del tumor (163).

Dos patrones distintos y alterados aparecen en la expresion del gen FGF-2: la etapa
no invasiva de las células tumorales que muestra la falta de expresion del gen FGF-2; y
las células invasoras de CaP que demuestran un alto nivel de la expresion del gen FGF-
2. En la transicion de los fenotipos latentes a los activos, las células CaP también
demuestran la aparicion de un aumento de la expresion del FGF-2 (160).

En resumen, existe evidencia que el FGF-2 puede sobreexpresarse en el CaP vy tal
sobreexpresion altera las propiedades de las células epiteliales prostaticas aumentando la
proliferacion tumoral, la angiogénesis y posiblemente las metastasis (140). La expresion
de FGF-2 del estroma se puede asociar con una etapa clinica en el CaP maés alta y una
mayor tasa de recurrencia bioquimica. Es importante sefialar el impacto del estroma
tumoral en la progresién maligna haciendo de esto la necesidad de una mayor exploracién

de los componentes del estroma tumoral como objetivos terapéuticos en el CaP (166).

1.5.1.2 Factor de crecimiento de fibroblastos 7

El factor de crecimiento de fibroblastos 7 o factor de crecimiento de queratinocitos
(FGF-7, KGF) es un miembro de la familia de factores de crecimiento de fibroblastos que
se encuentra en los tejidos de mamiferos adultos (128). Es un péptido con un peso
molecular de 18 KDa, y el gen que codifica esta proteina esta localizado en el cromosoma
humano 15921.1 (92).

El FGF-7 o KGF es producido por las células estromales actuando por via
paracrina sobre epitelios tales como epidermis, neumocitos tipo Il, alveolos mamarios y
recubrimiento del tracto gastrointestinal. Su receptor se forma por el procesamiento del
ARNm del FGFR-2 (128).

FGF-7 se ha detectado en tejido estromal embrionario y adulto, lo que sugiere un
papel en las interacciones epitelio-mesenquimatosas durante el desarrollo y la
homeostasis del tejido normal. Sintetizado por fibroblastos en tejidos normales, actla
como un potente mitdgeno en las células epiteliales (167). Se trata de un factor de
crecimiento de union a heparina que actla a través de la interaccion con el receptor
tirosina quinasa FGFR2I11b especifico de FGF-7 en células epiteliales (168). La union de

FGF-7 fuerza la dimerizacion de FGFR2, desencadenando varias vias de transduccion de
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sefiales, incluida la MAPK, y las vias de sefializacién PI3K que desempefian un papel
fundamental en la progresién tumoral (169).

Muchos estudios muestran que FGF -7 contribuye a la reepitelizacion de los
tejidos dafiados durante la cicatrizacion, teniendo un papel importante en la reparacion de
tejidos y se expresa altamente en queratinocitos (168). Su expresion aumenta en la
enfermedad inflamatoria intestinal, también se ha propuesto como posible marcador
tumoral, y protege a las células epiteliales de la toxicidad de los derivados reactivos del
oxigeno (170). Es un potente mitdgeno para las células desencadenando hiperplasia de
neumocitos tipo Il, de las células de los conductos pancreaticos, del epitelio
gastrointestinal y de la glandula mamaria (128).

FGF-7 se ha implicado en la tumorogénesis de varios canceres. Se observa la
coexpresion de FGF-7 y FGFR2 en canceres gastrico, colon y pancreatico, asi como en
adenocarcinomas de pulmon, donde se asocia con mal prondstico (169). En el cancer de
pancreas, FGF-7 tiene un papel esencial en el crecimiento de células epiteliales y se
sobreexpresa cambiando la estimulacion paracrina a autocrina (168). Ademas, se han
descrito pruebas de la funcion del FGF-7 en la tumorigénesis en el cancer de mama, donde
se sobreexpresa en el 30% de los casos (167).

Existen varios factores que tienen la capacidad de estimular la expresién del FGF-
7 en las células estromales. Diversos estudios demuestran que citocinas proinflamatorias
como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), IL-6, y especialmente la interleucina 1 (IL-
1), aumentan la transcripcion y la sintesis proteica de FGF-7 en fibroblastos (168). En la
préstata, el FGF-7 es un mitdgeno potente para las células epiteliales prostaticas, mientras
que no es mitdgeno para las células del estroma de la prostata, donde es sintetizado (92).
Es producido en las células del estroma prostatico constituyendo el mayor candidato a ser
el eje mediador entre el estroma prostatico y el epitelio glandular, teniendo la interaccién
epitelial-estromal un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis en el tejido
prostatico normal (92). La variante del receptor FGFR2 el FGFR2I11b es especifico de
FGF-7, contribuyendo la union FGF-7-FGFR2IIIb a la interaccion epitelial-estromal
(133).

En la prostata normal, el FGF-7 actia como factor de crecimiento paracrino
sintetizado en las células estromales que actla sobre las células epiteliales a través de su
receptor (171). EI FGF-7 esta presente en aproximadamente 28 ng/g de peso humedo en

la prostata normal y contiene un péptido sefial clasico secretandose activamente (132).
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El papel de FGF-7 en el crecimiento anormal de la prostata es incierto; el FGF -7
puede exhibir su mayor funcién en la prostata durante el desarrollo. En la HBP algunos
estudios han demostrado que el FGF-2 y el FGF-7 se sobreexpresan en los tejidos de HP
(92). Diversos autores han encontrado un aumento de la expresion de FGF-7 en pacientes
con HBP respecto a la del tejido normal, concluyendo que la sobreexpresion de FGF-7 y
FGF-2 juegan un importante papel en la proliferacion celular anormal que tiene lugar en
la HBP y observan como el FGF-7 es un importante mitdgeno epitelial en las células en
cultivo. Un analisis cuantitativo de la proliferacion celular por la inmunohistoquimica
Ki67 reveld una fuerte correlacion de la proliferacion epitelial con el contenido de FGF-
7 en el tejido de HBP, demostrando asi su importante papel en la proliferacion epitelial
anormal (172).

Parece cada vez mas claro que las sefiales androgénicas daran lugar finalmente a
HBP a traves de la modulacion de diferentes factores de crecimiento como el FGF-7, el
IGF o el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (132). Diferentes
investigaciones sefialan que las células estromales de pacientes con HBP contienen
niveles elevados de FGF-7 asociados con una expresion del RA superior a la normal,
estando nuestro factor involucrado en la patogénesis y en el mantenimiento de la HBP
pudiendo estar su secrecion regulada por el RA (173).

En el CaP, el patron de expresion de FGFR es diferente en cada linea celular de
CaP. La expresion de FGFR2IIIb es indetectable en células PC3 que muestran un
crecimiento independiente de androgenos y un alto potencial de proliferacion celular. Por
otro lado, la expresion de FGFR2I1Ib es detectable en células LNCaP que muestran la
expresion del receptor de androgenos, el crecimiento dependiente de andrégenos, y un
potencial relativamente bajo de proliferacion celular (133). Asi, el crecimiento celular y
las caracteristicas proliferativas de las células LNCaP estan moduladas por el FGF-7
estimulando significativamente la proliferacion de células LNCaP (174).

Diversos estudios muestran en multiples modelos de ratones transgénicos que la
sobreexpresion de varios factores de crecimiento, entre ellos el FGF-7 en las células
epiteliales de la prostata, conducen a lesiones prostaticas que van desde PIN de bajo
grado, PIN de alto grado y CaP (129).

No son muchos los estudios publicados sobre el FGF-7 en cancer de prostata, pero
se cree que es uno de los factores de crecimiento méas importantes en el control de la
homeostasis de la préstata junto con los androgenos. Se demuestra que la expresion del

ARNmM de FGF-7 es estimulada por andrdgenos en las células del estroma prostatico, pero
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no en las células epiteliales. Cuando existe una activacion aberrante de las vias de los
FGF, aparece una progresion de CaP (167). FGF-7 es expresado en niveles elevados por
las células estromales en el tejido de CaP y funciona como factor autocrino/paracrino,
interactuando el FGF-7 con androgenos o RA en la prostata, habiéndose encontrado
sobreexpresados en los carcinomas prostaticos (76). Es entonces que se puede decir que
como el FGF-7 se expresa en células epiteliales de HBP y en CaP, se ha sugerido que
podria actuar como un factor autocrino en HBP y CaP (171).

En el CaP localizado, algunos autores sefialan que el FGF-7 se encuentra
altamente expresado en los CAF (101). Sin embargo, otros autores no encuentran una
mayor expresion de FGF-7 en canceres de prostata clinicamente localizados, lo que
contrasta con otros informes que sefialan un aumento de ARNm de FGF-7 en células de
cancer de prdéstata. Es necesario decir, sin embargo, que FGF-7 es un potente factor de
crecimiento para las células epiteliales prostaticas y esta presente en concentraciones
significativas en los tejidos cancerosos contribuyendo al crecimiento de las células
cancerosas (140).

Se ha publicado una sobreexpresion de FGF-7 en tumores insensibles a hormonas,
no encontrando asociacién del grado y el estadio tumoral con la expresion de FGF-7. En
el CPRC, ciertas investigaciones sefialan el desarrollo de CPRC y el papel que tiene el
FGF-7 para permitir que estas células sobrevivan, y se han encontrado resultados que
indican que el desarrollo de CPRC puede deberse a que el FGF-7 permite la supervivencia
de las células en presencia de un entorno castrado (175).

La pérdida de las isoformas de FGFR2 se muestra en tejidos humanos de CaP y la
pérdida de FGFR2I11b se asocia con las caracteristicas del cancer de prdstata resistente a
la castracion (133).

Con todo ello, parece demostrada la importancia de FGF-7 en la génesis del CaP
que podria tener un papel especifico en el desencadenamiento de la invasion de células
epiteliales prostaticas humanas, aclarando asi su funcion oncogénica en la progresion e

invasion celular en el CaP (167).

1.5.1.3 Factor de crecimiento de fibroblastos 10

El factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF-10) o factor de crecimiento de
queratinocitos 2, junto con FGF-3, FGF-7 y FGF-22, forman la subfamilia FGF-7 de
ligandos paracrinos (176). El gen FGF-10 se sitta en el locus 5p12-p13 del cromosoma 5

y codifica una proteina de 208 aminoacidos con un peso molecular de 19 KDa (177).
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El FGF-10 es un nuevo miembro de la familia FGF sintetizado principalmente por
células mesenquimales y actla predominantemente sobre las células epiteliales de manera
paracrina. (178). Glicoproteina secretada cuyos efectos se aplican a través de dos
receptores del factor de crecimiento de fibroblastos, incluidos FGFR1b y FGFR2b, con
baja y alta afinidad, respectivamente (177). Asi, los ensayos han demostrado que FGF-10
activa FGFR1b maés débilmente que FGFR2b (179) ; sus acciones dependen de su unién
alaisoforma Il1b del receptor 2 de FGF de la superficie celular (FGFR2I11b) con heparina
/heparan sulfato (178). La union de FGF-10 al FGFR2-11lb da como resultado vias de
transduccion de sefiales que promueven la proliferacion epitelial, la motilidad y la
supervivencia (176).

Este factor de crecimiento es un mitdgeno derivado de las células mesenquimales
y se unen a las células epiteliales generando sefializacion mesenquimal a epitelial; asi, el
FGF-10 se expresa en el mesénquima ejerciendo, como dijimos, su influencia en modo
paracrino en el epitelio. Las vias de sefializacion de FGF-10 son entre otras las vias PI3K-
AKT y Ras / MAPK. La via de sefializacion PI3K-AKT ajusta la supervivencia celular
mientras que la via de sefializacion Ras / MAPK regula la proliferacion y diferenciacion
celular (177).

Se sabe que el FGF-10 desempefia un papel importante en el desarrollo de varios
6rganos como corazon, higado, estomago, cerebro, rifién, oido interno, lengua, 0jos,
pancreas, glandula mamaria, glandula salival, tiroides, pulmones, prostata, y
extremidades fetales (177); contribuye a la cicatrizacion de heridas en la piel, reparacién
de tejidos promoviendo la migracién y proliferacion celular (179), y el crecimiento de
células epiteliales prostaticas (178). EI FGF-10 es el mas eficaz en la cicatrizacion de
heridas en comparacion con otros factores de crecimiento como FGF-7 y TGF-B,
examinados en la formacion de cicatrices (177). Las mutaciones del gen que codifica
FGF-10 en humanos estan relacionadas con la aplasia de las glandulas lacrimales y
salivales y el sindrome lacrimo-auriculo-dento-digital (179).

FGF-10 desempefia un papel importante en la regulacion del crecimiento, la
diferenciacion y la reparacion del urotelio, proceso que ocurre a través de una cascada
paracrina que se origina en el mesénquima (lamina propia) y se dirige al epitelio
(urotelio). Durante las fases proliferativas, los niveles de FGF-10 aumentan
desempefiando un papel fundamental en la respuesta urotelial a una lesion secundaria a

infeccion, traumatismo, obstruccidén del tracto urinario e isquemia. La manipulacion de la
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respuesta urotelial a través de estos factores de crecimiento puede reducir la formacion
de cicatrices o acelerar la erradicacion de la infeccidn (180).

La sefalizacion aberrante de FGF-10 a través de FGFR2b y en ocasiones de
FGFR1b contribuye a progresion en varios canceres humanos. El desarrollo de
herramientas farmacoldgicas selectivas de isoformas aclarara el papel de la sefializacion
de FGF10-FGFR2b / 1b en diferentes tipos de cancer y permitira explorar el potencial de
FGF-10 como diana terapéutica (179).

El FGF-10 tiene un papel importante en la proliferacion de células cancerosas al
mejorar la transicion de la fase G1 a la S, y asi preparar las células para la mitosis (177).
En tejidos colorrectales normales no se detecté ARNm de FGF-10; en contraste, se
observd ARNm de FGF-10 en células de cancer colorrectal y fibroblastos adyacentes a
células cancerosas, mostrando la expresion de FGFR2111b en células de adenocarcinoma
colorrectal, contribuyendo FGF-10 al crecimiento de estas células de adenocarcinoma
colorrectal (178). En el cancer de estomago los niveles de FGF-10 se correlacionan con
un mal prondstico de adenocarcinoma gastrico (179). FGF-10 induce migracién e
invasion en células de cancer de pancreas (177), encontrando su expresion estromal
elevada junto con una expresion alta de FGFR2I1Ib en células cancerosas que se ha
correlacionado con un mal prondstico (179). La sobreexpresion de FGF-10 estimula la
formacion de tumores de células epiteliales en el pulmoén (177) causando adenomas
pulmonares multifocales (179). Entre las funciones de FGF-10 ya sefialamos cémo la
elevacion de este marcador se asocia a una curacion eficaz de las lesiones cutaneas; sin
embargo, la elevacion sostenida de FGF-10 también se ha implicado en el carcinoma
cuténeo de células escamosas (179). EI FGF-10 se encuentra incrementado en tumores de
mama humanos (177). EI FGF-10 desempefia también un papel fundamental en otros
canceres, pudiendo estar involucrados en la carcinogénesis de los tumores uroteliales
(180).

El FGF-10 es un factor significativo durante la transicion epitelial-mesenquimal
esencial en el cancer y en la metastasis. La EMT es un proceso en el que las células
epiteliales pierden sus conexiones, adquiriendo capacidad de migracion y mejorando la
invasion de las células tumorales. EI FGF-10 puede estimular la EMT a través de
diferentes vias de sefializacion como las que describimos previamente. La expresion de
FGF-10 reduce la expresion génica de E-cadherina (responsable de las conexiones de

adherencia epitelial), aumentando asi la capacidad de invasion de las células tumorales,

47



teniendo el nivel de expresion de E-cadherina una correlacion inversa con el grado y el
estadio del tumor (177).

El FGF-10, un factor homologo del FGF-7, se expresa con niveles elevados en la
préstata de la rata, tumores de prostata de rata bien diferenciados con un compartimento
epitelial y estromal, y en células del estroma prostatico derivadas en cultivo (181), y tiene
una expresion especifica en las células del estroma de origen muscular liso (92). El FGF-
10 de rata es un mitdgeno especifico para las células epiteliales de la préstata (181).

En la prostata humana, el FGF-10, que es expresado por las células del estroma,
esta presente en niveles bajos en la prostata adulta normal y probablemente no actda como
un factor de crecimiento significativo en este contexto, aunque es importante para el
desarrollo prostatico (132). Curiosamente, se requiere FGF-10, pero no FGF-7, para el
desarrollo de la prostata prenatal y adolescente, la ablacion de los alelos Fgf10 interrumpe
el desarrollo prenatal de la prostata y la respuesta a los androgenos (129).

Algunos trabajos describen la importancia de FGF-10 en el desarrollo prostéatico,
no teniendo un importante papel en el desarrollo de HBP y de la préstata adulta puesto
que sus valores son extremadamente bajos si los comparamos con FGF-7 (182). Otros
estudios encuentran transcripciones de FGF-10 en estroma derivado de muestras de
hiperplasia prostatica humana benigna (183).

El FGFR2 se expresa en el epitelio prostatico normal como la isoforma Illb, que
se une casi exclusivamente a FGF-7 y FGF-10 (132). El FGF-10 es un factor de
crecimiento secretado que se une al receptor FGFR2I1Ib, que se expresa en las células
epiteliales prostaticas, pudiendo actuar potencialmente como un factor de crecimiento
para estas células (182). A diferencia de FGF-7, el FGF-10 también se une a la variante
I1Ib de FGFR1, el FGFRL1IIIb, receptor residente en las células estromales; y en la
interaccidn con heparina y heparan sulfato de matriz pericelular (181).

El FGF-10 paracrino se sinergiza con la sobreexpresion de FGFR1/2 para inducir
la transicion epitelio-mesenquimal en un modelo preclinico de cancer de prostata (179).
La inhibicion de la sefalizacion de FGFR1 podria revertir el fenotipo neoplasico incluso
en presencia de un exceso de FGF-10 mesenquimatoso (183).

En el CaP se observan cambios fenotipicos en el estroma que se asocian al cancer
que incluyen una expresion alterada de los factores de crecimiento como el PDGF, TGF-
B1, y FGF-2, FGF-7 y FGF-10. FGF-10 junto a otros factores de crecimiento, se ve
afectado significativamente por androgenos y antiandrogenos en células estromales

cultivadas in vitro (184). En la carcinogénesis prostatica se produce un cambio fenotipico
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de la expresion de FGFR2IlIb a la isoforma FGFR2IlIc con la pérdida final de la
expresion del gen FGFR2 en algunos clones malignos (181). Se observa una mayor
expresion de FGFR1 tanto en el cancer de prostata humano como en modelos animales
con una progresion a adenocarcinoma poco diferenciado (183).

La expresion de FGF-10 se estimula por la accion de los andrdgenos y puede
ejercer un efecto mitogénico sobre el epitelio prostatico (92). Los andrdgenos que actlian
a través del RA estromal pueden provocar un aumento de la expresion de factores de
crecimiento estimulando la progresion de CaP y la transformacion maligna (184). FGF-
10 se expresa en el estroma de prostata normal y tumores de préstata diferenciados que
responden a andrdgenos, siendo su expresion , por tanto, sensible a los andrdgenos (181).
Con todo, la expresiéon de FGF-10 se estimula por la accion de los andrégenos y puede
ejercer un efecto mitogénico sobre el epitelio prostatico pero no sobre las células
estromales que lo expresan (92), mostrando el FGF-10 las propiedades de una
andromedina que puede mediar indirectamente el control del crecimiento y la funcion de
las células epiteliales por el androgeno (181). La expresion del RA se ha detectado en
CAF vy la deplecion del RA en estas células estromales dio como resultado una
disminucion en la expresion de FGF-10. Por tanto, el aumento de los niveles de RA en
las células del estroma promueve la expresion de FGF-10 que luego actia de manera
paracrina para elevar los niveles de RA en las células epiteliales de la prostata y
potencialmente también de manera autocrina para elevar ain mas los niveles de RA en el
estroma (179).

FGF10
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Figura 6. Mecanismos subyacentes a las funciones promotoras de tumores de FGF-10 en el CaP (179)
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Factor de crecimiento de fibroblastos cuya expresion se potencia en las células y/o
tejidos de CaP humano (133). La expresion mesenquimatosa de FGF-10 conduce al
desarrollo de CaP y a una expresion mejorada del RA en el epitelio neoplasico,
expresando niveles de RA mas altos en las células cancerosas (179). Algunos estudios
encuentran como la estimulacion elevada de FGF-10 paracrino de las células epiteliales
de préstata de raton condujo al desarrollo de adenocarcinoma, predominantemente a
través de la activacion de FGFRL1 epitelial. Estas lesiones mostraron niveles elevados de
receptor de andrégenos (179).

La sobrexpresion de FGF-10 en los fibroblastos de la prostata induce
experimentalmente la formacion de PIN multifocal en el epitelio adyacente (183). Su
aumento de expresion promueve la formacion de CaP bien diferenciado (177). EI PIN o
adenocarcinoma inducido por FGF-10 podria persistir en un microambiente bajo en FGF-
10 como resultado de cambios epiteliales sostenidos que evaden la dependencia cronica
de este factor de crecimiento y la activacion sostenida del RA (183).

Algunos estudios demuestran el papel de FGF-10 en la carcinogénesis de la
préstata en sinergia con la sobreexpresion de FGFR1/2 y la sobreexpresion del
protoncogen Src en células de ratones, induciendo tumores epiteliales de alto grado (182).

En trabajos con modelos murinos de CaP se encuentra que después de la castracion
del hospedador un subconjunto de células de adenocarcinoma de préstata inducidas por
FGF-10 muestran supervivencia y proliferacién continuas, lo que sugiere que la
estimulacion paracrina de FGF-10 puede contribuir al desarrollo de la independencia de
los andrdgenos (179).

La expresion estromal de FGF-10 puede facilitar la histologia multifocal
observada en el adenocarcinoma de préstata y sugieren que el eje FGF10 / FGFR1 es una
diana terapéutica potencial en el tratamiento del cancer de prostata sensible o refractario
a hormonas (183).

Por todo esto, la sefializacion de FGF-10 es importante para la proliferacion
celular, diferenciacion, supervivencia, adhesion y EMT (177). Se debe destacar la
importancia de FGF-10 en la sefializacion aberrante en la tumorogénesis convirtiéndole
en una diana terapéutica atractiva contra el cancer (179), siendo necesario realizar mas
investigaciones moleculares basicas (177). Dirigirse a cascadas de sefializacion de
factores de crecimiento similares a los factores de crecimiento de fibroblastos también
puede retrasar la aparicion de la independencia de la hormona andrdégena, lo que plantea
el mayor desafio clinico en el tratamiento del cancer de prostata (183).
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1.5.2 Factor de crecimiento transformante B1

La familia del TGF-B fue descubierta y purificada a principio de los afios 80. Se
aislo por primera vez de las plaquetas, logrando mas tarde su clonacion, forma parte de
la superfamilia que lleva su nombre y que incluye proteinas morfogénicas 6seas (BMP),
factores de crecimiento y diferenciacion, la activina, la inhibina, y el factor inhibidor de
los conductos de Muller ( (92).

El TGF-p se considera una citocina pleiotrépica dado los efectos que tiene sobre
los diferentes tipos celulares. Se han identificado tres isoformas del TGF-B en humanos:
TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, que son altamente homdlogas entre si, siendo expresada cada
una por su propio gen (regiones cromosémicas 19913,1g41 y 1424 respectivamente)
(185).

La forma inicial inactiva o latente de TGF-p puede ser activada por proteolisis. Al
unirse el TGF-f activo a sus receptores de membrana, se estimulan las vias de
sefializacion intracelulares que regulan la migracion celular ( (186).

Los miembros de la familia del TGF-B estan implicados, entre otras cosas, en la
morfogénesis, el desarrollo embrionario, la proliferacion celular, la diferenciacion de una
amplia variedad de tipos celulares, la regulacion inmune, la reparacién de tejidos, la
inflamacion y el cancer, estando sus funciones mediadas por los mismos receptores (187).

El TGF-B es un regulador positivo del crecimiento de las células del estroma,
estimula la produccion de la MEC, induce simultaneamente la detencion del ciclo celular
en la poblacion de células epiteliales y hematopoyéticas, y es un inmunosupresor potente
(187). Se ha observado que en concentraciones bajas del TGF-p posee actividad pro-
angiogénica, mientras que en concentraciones altas presenta actividades anti-
angiogénicas, constituyendo asi el efecto de TGF-B completamente contrario
dependiendo del contexto celular y de la concentracion de citocina (188).

Se ha demostrado el papel central del TGF-p, estimulando en las lesiones de HBP
la transdiferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos y células musculares lisas
con la produccion de proteinas propias de la MEC. Es reconocida la necesidad de estudiar
en profundidad los mecanismos de induccion de esta patologia en humanos, y su
diferenciacion con los procesos que acontecen en la zona periférica de la préostata también
incluida por la relacion androgenos-RA (189).

Esta citocina regula diversos procesos celulares teniendo efectos pro y

antitumorales. Se considera un potente supresor de tumores, inhibiendo la proliferacion
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de células epiteliales, endoteliales y hematopoyeéticas. Sin embargo, esta citocina tiene un
papel paradojico en el cancer, pues en etapas tempranas suprime el crecimiento tumoral,
mientras que en etapas avanzadas puede estimular su crecimiento (186).

Numerosos canceres producen el TGF-p, incluidos el CaP. En muchos casos, las
células malignas derivadas de células epiteliales cuyo crecimiento es inhibido por TGF-
[ en condiciones normales pierden la sensibilidad a este efecto del TGF-. Esta citocina
promueve la progresion tumoral de diferentes formas: aumenta la angiogénesis que es
esencial para el aporte de nutrientes a la masa tumoral en vias de crecimiento; inhibe el
sistema inmunitario y por lo tanto la capacidad del sistema de defensa del huésped para
destruir las células tumorales; y estimula la produccién y el recambio de MEC; asi el
TGF-p de origen tumoral suministra un sustento fisico para el crecimiento y la progresion
tumoral (92).

La transicion epitelial a mesenquimatosa esta asociada con la alteracién de la
estructura normal del epitelio y la invasion de las células del carcinoma en el estroma
circundante. Un regulador importante de la EMT es el TGF-p. Asi, la parada de la
sefializacion de TGFB promueve el crecimiento y la proliferacion celular en el epitelio
pudiendo conducir a la carcinogénesis. La expresion de TGF-p se correlaciona con la
progresion del CaP y la mala evolucion clinica, promoviendo un crecimiento invasivo y
metéstasis en el CaP la sefializacion de TGF-p (190).

El TGF-B puede actuar como sistema de freno del crecimiento de las células
epiteliales prostaticas normales con regulacion negativa y como factor positivo de
estimulacion del crecimiento de las células normales del estroma. Estas generalizaciones
pueden modificarse en los canceres o en los tejidos con HBP, en los cuales las células
epiteliales modifican su respuesta a TGF-f y ahora en lugar de inhibir pueden estimular
el crecimiento (92).

Las células de CaP a menudo producen metastasis dseas y lesiones osteoblasticas
en los sitios de formacion de hueso nuevo. Los FC capaces de inducir la formacién de
hueso incluyen TGF-p y los miembros de la familia de BMP. Los morfdgenos 6seos BMP
y el TGF-p estimulan la proliferacion de fibroblastos e inhiben los osteoclastos, y por esta
via podrian causar el aumento de la formacion de hueso que se observa en la metastasis
osteoblastica. En las metéstasis Oseas, el TGF-B latente puede ser activado por
metaloproteinasa 9 (MMP-9) y metaloproteinasa 2 (MMP-2), promoviendo el
crecimiento tumoral y constituyendo un quimioatrayente para las células tumorales (191).

Asi, se ha demostrado que la produccion de TGF-B por estroma asociado a CaP aumenta
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el crecimiento e invasion de las celulas epiteliales de la préstata favoreciendo las
metastasis 0seas osteoblasticas en sistemas experimentales por parte del TGF-p (192).

Por todo esto, al regular el TGF-p al regular el crecimiento celular, la muerte y la
inmortalizacion, se ejercen efectos supresores de tumores en células normales y en los
carcinomas tempranos. Posteriormente, la sefializacién de TGF-3 cambia para promover
la progresion del cancer, la invasion y la metastasis tumoral. En consecuencia, los efectos
opuestos del TGF-B sobre las células epiteliales prostaticas normales y sobre el
adenocarcinoma son importantes, pero contindan siendo un misterio pudiendo estar
mediados por cambios de la funcion de los receptores del TGF-B (193).

El factor de crecimiento transformante pB1 (TGF-B1) es una citocina
inmunosupresora y antiinflamatoria de 25 KDa de peso; fue identificada como un
producto de células transformadas por el virus de sarcoma murino, constituyendo un
regulador central de la funcion y proliferacion de células T constituyendo un regulador
central de la funcion y proliferacion de células T (194).

El factor TGF-B1 es la isoforma mas comun y constituye el inhibidor mas potente
de la proliferacion de células mieloides, mesenquimales, epiteliales, linfoides,
endoteliales y en varios tipos de células malignas. Por el contrario, puede estimular la
proliferacion de fibroblastos normales, de células no epiteliales y ciertos tipos de células
mesenquimales (194). Se considera inductor de apoptosis en células epiteliales e inhibidor
en estromales. EI TGF-B1 puede actuar como un mitogeno indirecto sobre células
mesenguimales o como estimulador de la sintesis y el depésito de proteinas de la MEC.
Regula la expresion de metaloproteinasas (MMPS) y aumenta la sintesis de inhibidores
de proteasas (195).

TGF-B1 se secreta de forma inactiva o latente y puede formar dos tipos de
complejos latentes, uno de ellos denominado péptido latente asociado (LAP) que se forma
al asociarse TGF- B1 con una proteina. Si ademas se asocia también con otra proteina de
enlace el complejo se denomina proteina asociada a TGF- 3 latente (LTBP) (196). Parece
ser que LTPB incrementa la eficiencia de secrecion de TGF-p desde las células y
promueve la asociacion de TGF- a la matriz y facilita su activacion (193). Para que TGF-
B ejerza su accion deberd interaccionar con los receptores correspondientes. Los
receptores implicados son dos proteinas que constituyen un complejo receptor
transmembrana de serina-treonina que comprende los receptores quinasas de tipo | y 11
(TBRI y TPRII). Préacticamente todas las células sintetizan TGF-B1 y todas las células
expresan receptores para los TGF. Este hecho indica que TGF-B1 afecta de alguna forma
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a todos los procesos fisiologicos, siendo estos dos receptores en las células de mamiferos
los responsables de los efectos bioldgicos del TGF-B1 (196).

El inicio de la sefializacion requiere la union de TGF-Blal receptor TBRIL, que
posteriormente transfosforila el receptor TBRI para producir un complejo de sefnalizacion
que a su vez activa las vias de sefializacion desde la membrana celular al nucleo, siendo
la familia de proteinas Smad las transductoras de sefiales implicadas en la mediacién de
sefiales de TGF-B1; se sabe que Smad2 y Smad3 actian como proteinas de sefializacion
y factores de transcripcion y son fosforiladas en serina que interactda con el co-Smad,
Smad4, se transloca al nucleo, se une a secuencias especificas de ADN y recluta co-
activadores o co-represores para regular la transcripcion de genes diana de TGF-f. Son
muchos los esfuerzos dirigidos al descubrimiento de farmacos que han conducido al
desarrollo de inhibidores de la cinasa del receptor TBRI (192). Existen también otras vias
de sefializacion intracelular importantes adicionales para TGF-B1 que pueden sefializar
independientemente de los Smad, como por ejemplo, la via de MAPK en la sefializacion
de TGF-B1 que transducen sefiales extracelulares a respuestas intracelulares (197).

El TGF-B1 regula diversas actividades bioldgicas que incluyen el crecimiento
celular, la muerte celular o la apoptosis, la diferenciacion celular, la sintesis de MEC
(197). El papel de TGF-B1 durante la fase proliferativa es la capacidad para estimular la
angiogenesis y la deposicion de coladgeno en los tejidos (198). Es un fuerte estimulador
de la sintesis y deposito de proteinas de MEC por parte de fibroblastos, osteoblastos y
células endoteliales, ademas de aumentar la expresion de integrinas y receptores que
median las interacciones celulares con proteinas de MEC (194). La disminucion de las
interacciones celulares con proteinas de MEC, induce la expresion del TGF-B1, lo cual
conlleva a la sintesis de varias proteinas de MEC y sugiere un mecanismo de
autorregulacion (194). En condiciones normales, existe un equilibrio entre los factores
que inducen la produccion de la MEC, suprimen la degradacion de colageno y la
proliferacion celular, como hemos dicho el TGF-B1, y factores que ejercen accion
mitogena en el compartimento estromal, como el FGF-2 y el IGF.

El TGF-B1 también induce otros eventos intracelulares como la regulacion de
factores de crecimiento que intervienen en la diferenciacion celular. En el contexto de la
respuesta inmune, dependiendo de la concentracion del TGF-B1, induce o inhibe la
produccion de citocinas por monocitos, pero inhibe la respuesta protectora de estas
mismas células; promueve la quimiotaxis de fibroblastos, monocitos y neutréfilos; in

vivo, aumenta las funciones efectora y de memoria de los linfocitos T CD4+ antigeno-
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especificos; estimula la secrecion de IgA; inhibe la proliferacion de linfocitos, células
endoteliales, hepatocitos, queratinocitos y ciertas lineas celulares tumorales (199). Por
tanto, el TGF-B1 tiene diferentes funciones, que dependen del estado de activacion
celular, de su concentracion, del balance de expresion de otras citocinas y de las
condiciones fisiologicas de las células sobre las que actua; con todo, la distribucién
celular de su expresion in situ e in vivo estd directamente asociada con el estado de
diferenciacion celular (194).

Es importante sefialar la naturaleza multifuncional de TGF- B ya que imparte
efectos bioldgicos en ocasiones opuestos sobre diferentes tipos de células y, por tanto,
TGF- B1 puede estimular en lugar de inhibir el crecimiento celular dependiendo del
contexto celular (197).

Los TGF-p regulan la proliferacion de muchas células normales; sin embargo, en
las células tumorales ocurre la pérdida de respuesta a esta citocina. Existe una correlacion
entre el aumento de la expresion de la proteina del TGF-B con los estados avanzados de
la tumorogenesis, asi como la disminucion de la sobrevida en cénceres epiteliales,
neuroectodérmicos y de origen mesenquimal. EI aumento de la expresion del TGF-B1
lleva a la pérdida de la respuesta inhibidora de la proliferacion celular inducida por este,
y puede representar un mecanismo de escape de la célula tumoral que favorece la
evolucion del proceso neoplasico. Por ejemplo, en el carcinoma de colon y el
glioblastoma tienen una pérdida progresiva de la respuesta inhibidora de la proliferacién
por el TGF-B1, lo cual varia directamente con la evolucion del tumor. Los mecanismos
que aumentan la expresion del TGF-1 pueden explicarse en parte por los procesos de
regulacion de la expresion de este gen; sin embargo, una vez que la célula tumoral pierde
su capacidad para inhibir su proliferacion por el TGF-B1, produce cantidades masivas de
esta citocina. Esta condicién proporciona una ventaja selectiva para la supervivencia de
la célula tumoral, ya que el TGF-B1 induce de novo la angiogénesis y un estado de
inmunosupresion. Ademas, el TGF-B1 tiene funciones importantes en la regulacion del
ciclo celular, por lo que no es sorprendente que las alteraciones genéticas con el desarrollo
del cancer ocurran en genes que estan involucrados en la regulacion de la proliferacién
celular por el TGF-B1. Defectos en los receptores del TGF-B1, en genes involucrados en
la transduccion de sefial por el TGF-B1 y en proteinas que regulan el ciclo celular
relacionadas con este, tienen implicaciones importantes en el proceso oncogénico (200).

Es aceptado que TGF-B1 ejerce multiples papeles en las células epiteliales de la

mayoria de tumores humanos, como su participacion en el crecimiento celular. En

55



estadios tempranos de la tumorogénesis, TGF-B1 actua como supresor tumoral; en cambio
cuando el tumor estd mas desarrollado , los cambios genéticos y /o bioquimicos inducen
a TGF-B1 a estimular la progresion tumoral por su actividad pleitropica, tanto en las
células tumorales como en las células estromales no malignas (201).

Cambios fenotipicos observados en el estroma asociado al cancer incluyen
expresion alterada de los factores de crecimiento como el TGFB-1 (202), jugando un
papel importante en las interacciones estroma-epitelio, creando un ambiente favorable
para la invasion y metéstasis de la célula epitelial. Asi por ejemplo en el cancer de
mama,varios estudios han demostrado que la expresion del receptor de TGF-B1 es mayor
en el estroma en las mujeres con cancer de mama de alto estadio (203).

TGFp—1 es capaz de promover la angiogénesis y la transicion de células epiteliales
a células mesenquimales, lo que significa que participa en el proceso de invasion tumoral
(204).

En el CaP, el TGF-B1 es un factor de crecimiento pleiotropico que regula la
proliferacion celular, la quimiotaxis, la diferenciacion, la respuesta inmune y la
angiogénesis (192).

En las células epiteliales prostaticas normales, el TGF-B1 inhibe el crecimiento de
las células epiteliales por blogueo de la entrada de las células en la fase S (fase de sintesis
de ADN del ciclo celular). Si se retiran los androgenos hay una regulacién hacia arriba
del TGF-B1, asi como del receptor del TGF-f en la prostata normal de rata, de esta forma,
los andrégenos tienen efecto de regulacion inversa sobre el TGF-B1 y la expresion del
receptor del TGF-B. TGFB-1 puede cooperar con los androgenos prostaticos en la
miodiferenciacion estromal (92).

En el CaP, los andrdgenos parecen perder su capacidad para regular el TGF-p. El
TGF-B2 y el TGF-B3 se expresan en el CaP humano, el TGF-B1 presenta expresion en
exceso Y tiene capacidad para suprimir el sistema inmunitario y promover la angiogénesis
con formacion de componentes de la MEC , asi como incremento de la motilidad celular,
todos factores importantes en la progresion de las células de CaP (205).

Vemos entonces como las células de cancer de préstata humano y el estroma en
el entorno del tumor producen una serie de factores pro-angiogénicos, y entre ellos se
encuentra el TGF-B1 (206).

El TGF-B1 se sobreexpresa en el CaP, especialmente en la enfermedad
avanzada. Se ha demostrado una regulacién por incremento de TGF-B1 en tejidos de CaP
y niveles altos de TGF-B1 en orina y suero en relacion con una mayor angiogénesis
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tumoral, metastasis tumoral, y con un resultado clinico deficiente (206). TGF-B1
promueve la progresion del tumor al alterar el microambiente del tumor, inhibiendo las
respuestas inmunes (207), y estimulando la angiogénesis del tumor (208). Se ha
demostrado experimentalmente que la supresion de la sefializacion del factor estromal
TGF-B puede retrasar la progresion de tumores androgeno-independientes en ratones
(206). Ademas, TGF-p regulara la produccion de ARNm del FGF-2 (209) y estimulara la
activacion del Factor Nuclear kappa-f3 (NFkp) en las lineas celulares PC3 haciéndolas, de
este modo, resistentes a la apoptosis (210).

La sefalizacion de TGF-B desempefia funciones complejas en la progresion del
CaP. En el tejido prostatico normal, la activacion de la sefializacién del TGF-B1 inhibe el
crecimiento celular e induce la apoptosis en las células epiteliales actuando como supresor
de tumores. Se ha demostrado que la sobreexpresion del receptor de TGF-B tipo Il en
células de CaP humano LNCaP puede suprimir la tumorogenicidad mediante la induccién
de la apoptosis mediada por caspasa-1. Parad6jicamente, TGF-B1 se sobreexpresa en el
CaP, especialmente en la enfermedad avanzada. Se ha sugerido que las células de CaP
son relativamente mas resistentes a la apoptosis o inhibicion del crecimiento mediada por
TGF-p debido a la regulacion a la baja de los receptores de TGF- 0 una alteracion de las
vias de sefializacion de TGF-f3 (206). De este modo, la sefializacion de TGF-f3 actila como
supresor de tumores en la carcinogénesis pero promueve la progresién tumoral en tumores
avanzados (211).

Varios estudios han identificado la concentracion plasmatica del TGF-f1 como
un predictor de la progresion del CaP y el desarrollo de metastasis. TGF-1 estimula la
resorcion 6sea mediada por tumores, posiblemente al promover la produccion de PTHrP
por la célula tumoral, que a su vez estimula la resorcion osea. Ciertos estudios encuentran
como el bloqueo farmacolégico de la sefializacion de TGF-B1 con otro inhibidor del
receptor de TGF- tipo I resulta en un aumento de la masa 6sea. Se ha visto como el
tratamiento con el inhibidor del receptor I del factor de crecimiento transformante beta
LY2109761 aumentd el volumen de hueso normal en ratones con tumores, inhibiendo
significativamente el crecimiento 6seo de las células de CaP en ratones y viéndose como
el aumento de la masa Gsea puede ser un efecto deseable en hombres con osteopenia u
osteoporosis secundaria a la terapia de ablacion de androgenos (192).

En la progresion del CaP, varias investigaciones estudian la asociacion de los
niveles plasmaticos pre y posoperatorios TGF-B1, demostrando como los niveles
plasmaéticos preoperatorios de este factor estan asociados con la progresion y metéstasis
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a distancia del CaP pero no con el grado histologico de la enfermedad ni con el volumen
de tumor local. Sin embargo, los niveles plasmaticos de TGF-B1 no fueron diferentes
entre pacientes con CaP y sujetos sanos. Observan como los niveles pre y posoperatorios
de TGF-B1 se elevan significativamente en pacientes con extension extraprostatica,
invasion de vesiculas seminales y metéstasis a los ganglios linfaticos. Para los pacientes
sometidos a prostatectomia radical por enfermedad clinicamente localizada, los niveles
plasmaticos preoperatorios de TGF-B1 se asocian con una eventual progresion del CaP,
metastasis a los ganglios linfaticos regionales, supuestas micrometastasis ocultas en el
momento del tratamiento primario y progresion agresiva de la enfermedad. Después de
la extirpacion de la préstata, el valor posoperatorio de TGF-p 1 aumenta sobre los niveles
preoperatorios para predecir la progresion de la enfermedad, permaneciendo elevado en
pacientes con metéastasis en los ganglios linfaticos o distantes y/o enfermedad residual
después de la cirugia , y disminuyendo TGF-B1 solo en pacientes aparentemente curados
después de la cirugia definitiva (212).

Es importante sefialar la expresion alterada de TGFB—1 en las muestras de CaP
con respecto a tejido prostéatico normal, jugando un papel en el desarrollo del tumor que
debe ser investigado (213). En otros estudios se observa como algiun genotipo de TGFp-
1 se asocia con un menor riesgo de CaP agresivo demostrando un efecto protector frente
al CaP de alto grado y de mal prondstico (214). En otras investigaciones se contempla un
aumento de expresion de TGFB-1 que se asocia con tumores mas agresivos y mal
prondstico, dado que se hacen resistentes a su inhibicién de la proliferacion celular. Asi
vemos como distintos polimorfismos de TGFp-1 actuarian de forma diferente en la
progresion del CaP (215).

Por todo esto, el TGF-B1 es un objetivo candidato para la terapia del CaP
avanzado, pudiendo constituir una futura diana de tratamiento precoz que evita la

progresion.

1.5.3 Factor de crecimiento de hepatocitos

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), también conocido como factor de
dispersion (SF), se identifico en la década de 1980 con un peso molecular de 100 KDa,
estando el gen que codifica para HGF localizado en el brazo largo del cromosoma 7 (128).
HGF es una citocina soluble que pertenece a la familia de factores de crecimiento
relacionados con el plasmindgeno. HGF/SF fue identificado por dos grupos que

caracterizaron independientemente un factor mitégeno para los hepatocitos, y un factor
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de movilidad de células epiteliales derivado de fibroblastos, respectivamente, y mas tarde,
los dos factores se identificaron como el mismo (216). HGF se clon6 por primera vez
como un mitégeno potente para los hepatocitos maduros. Entre sus funciones, destaca
mediar la interaccion tumor-estroma con actividades mitogenicas, motogénicas, y
morfogénicas en varios tipos de células (217). La regulaciéon proteolitica es una
caracteristica importante del HGF. EI HGF de forma precursor inactivo de cadena Unica
se produce activdndose mediante escision proteolitica en heterodimeros de cadena a. y B
unidos por enlaces disulfuro mediante serina proteinasas tales como el uPA; activador de
plasmindgeno de tipo tisular (tPA); factores de coagulacion X, X1y XII; y un homologo
del factor XII. EI HGF tiene una fuerte afinidad de unién con los proteoglicanos heparan
sulfato, abundantes en la matriz extracelular (216).

El receptor de HGF es un receptor transmembrana de tipo tirosina quinasa,
producto del protooncogén c-Met expresado por los epitelios y presente en las células
endoteliales (128). EI oncogen MET se aisl6 de una linea celular derivada del
osteosarcoma humano, y se encuentra en el cromosoma 7 humano (218). La union del
HGF, el ligando natural del receptor c-Met, induce dimerizacion del receptor y la
fosforilacion activando la actividad quinasa del mismo, y produciéndose la activacion
mediada por MET de varias vias de sefializacion intracelular (219).

El HGF participa como un factor organotréfico en la regeneracion y proteccion de
tejidos como el higado, pulmdn, rifién, estdmago, pancreas, corazén, cerebro etc.; se ha
implicado en la embriogénesis, la reorganizacién tisular y la progresion tumoral.
Promueve la proliferacion, diferenciacion, motilidad e invasidn de células epiteliales al
unirse a su receptor c-Met de superficie celular (220).

Ademéas, HGF induce la angiogénesis tumoral, intensifica la actividad
angiogénica potencial en las células endoteliales vasculares, actuando como factor
paracrino responsable de la morfogénesis, el crecimiento celular, y la motilidad celular
(221). Se ha demostrado que los fibroblastos asociados al cancer promueven la dispersion
celular, la EMT, y la migracion de las células cancerosas de una manera dependiente de
HGF (221). HGF aumenta la adherencia de las células tumorales al endotelio y mejora la
transmigracién a través de la matriz extracelular (222). Tanto el HGF como el c-Met estan
regulados positivamente en diferentes tipos de canceres humanos, como el cancer de
mama, pulman, colorrectal, gastrico, esoféagico etc. (221). Es asi como la activacion de
las vias de sefializaciéon intracelular da como resultado la aparicion de diversas

caracteristicas celulares del cancer, incluida la proliferacion celular, la supervivencia, la
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inhibicién de la apoptosis, la migracion, la invasion y la metastasis (219). El HGF y su
receptor c-Met se encuentra sobreexpresado y mutado a menudo en el cancer, pudiendo
intervenir en la patogenia del carcinoma de células renales. Se ha observado la expresion
de HGF vy su receptor en la mayoria de los carcinomas de células renales estableciendo
correlacion con el volumen tumoral, encontrando asi como el HGF y su receptor c-Met
pueden desempefiar un papel importante en la biologia tumoral (92), destacando por
ejemplo la sobreexpresion de c-Met en las metéstasis Oseas de cancer renal (216). Por
todo ello, los niveles circulantes de HGF pueden ser relevantes para el pronostico en
varios canceres, sugiriendo como la monitorizacién de los niveles plasméticos de HGF
durante el tratamiento puede ayudar a predecir la respuesta (218).

El HGF es expresado en el estroma prostatico donde activa de forma paracrina el
receptor epitelial c-Met, normal o tumoral. Parece que la activacion de este receptor
podria contribuir a la progresion hacia el estado de andrdgeno insensibilidad en el CaP,
por lo que es una potencial via de desarrollo de estrategias terapéuticas en combinacion
con la castracion (223). En el CaP mejora las actividades invasivas de las células a través
de la interaccion tumor-estroma y la estimulacion del tipo uPA y redes proteoliticas del
receptor uPA (217).

El HGF y c-Met forman un sistema ligando-receptor clasico para las
comunicaciones epitelio-mesenquimaticas en la préstata normal y cancerosa. EI HGF se
ha implicado en la EMT en numerosos tipos de cancer, demostrando que la EMT inducida
por HGF aumenta en potencial invasivo de lineas celulares de CaP humano (224).

El HGF induce la proliferacion, diferenciacion, motilidad e invasividad en lineas
celulares de CaP. En la prostata, c-Met se expresa predominantemente por células
epiteliales, mientras que HGF es sintetizado por las células estromales de prostata,
expresandose c-Met en CaP localizados y metastasicos las células epiteliales de prostata
normales (220), encontrandose c-Met con mayor frecuencia en crecimientos metastasicos
de CaP en comparacion con tumores primarios y una mayor expresion de c-Met en lineas
celulares insensibles a los androgenos con la mayor capacidad metastasica como ya
hemos sefialado (225).

Diversos estudios evaltan el nivel circulante de HGF en hombres con CaP e HBP,
analizando la asociacion entre sus concentraciones y el nivel de PSA. La elevacion
significativa de HGF sugiere un mayor riesgo de desarrollo de CaP, encontrando como
los pacientes con CaP tenian concentraciones mas altas de PSA y HGF, asi como un

volumen de glandula prostatica significativamente menor que los pacientes con HBP. Son
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varias las investigaciones que observan la expresion de HGF por los tejidos de CaP,
relacionando una mayor concentracion de HGF con un mayor riesgo de recurrencia del
cancer. Es asi como el HGF puede ser un marcador de presencia de CaP y un marcador
de su avance, mostrando como una mayor concentracion de HGF en suero se asociaba
con una menor supervivencia libre de progresion (221).

El HGF en combinacion con el volumen de la prostata puede detectar el CaP en
pacientes con niveles de PSA de la zona gris inferiores a 10 ng /ml. Algunos autores han
demostrado que los niveles elevados de HGF en suero en pacientes con CaP estaban
relacionados con el estadio y el grado de malignidad encontrando niveles mas altos de
este factor en pacientes con CaP refractario a hormonas. Asi se ha visto como valores
séricos de HGF en combinacién con el volumen de la préstata fueron significativamente
mas altos en pacientes con CaP que en controles benignos con niveles de PSA en la zona
gris, disminuyendo el nimero de biopsias de préstata innecesarias pudiendo ayudar como
un marcador tumoral mas especifico a identificar pacientes con CaP (217).

En el CaP localizado, algunos estudios evaltan el nivel plasmético preoperatorio
encontrando al HGF como un predictor independiente de metéastasis de CaP a los ganglios
linfaticos, invasion de vesiculas seminales, y de la recurrencia de la enfermedad después
de la prostatectomia radical y linfadenectomia bilateral por enfermedad clinicamente
localizada. El uso de un biomarcador como HGF puede permitir una mejor seleccién de
pacientes de alto riesgo, pudiendo utilizar el HGF para seleccionar a los pacientes méas
adecuados para los ensayos clinicos de terapias (222). Se ha demostrado que pacientes
gue mostraron positividad mas alta de HGF tenian un periodo libre de recurrencia
bioguimica mas corto que los pacientes con menor positividad de HGF, encontrando
como el PSA preoperatorio y la alta expresion de HGF fueron predictores independientes
de recurrencia bioquimica después de la prostatectomia (226).

En el CaP avanzado, HGF y su receptor c-Met desempefian funciones importantes
en la progresion del CaP resistente a la castracion, demostrando que la expresion de c-
Met esté asociado con la aparicion de un tumor resistente a la castracion (226). Por otro
lado, se describe el HGF como un factor prondstico independiente de supervivencia libre
de progresion en pacientes con CaP sensible a la castracidon. De forma que, a mayor nivel
de HGF mayor probabilidad de progresar a CaP resistente a la castracion (227).

HGF y su receptor c-Met se enriquecen en el microambiente 6seo y su expresion
se correlaciona con la progresion de la metastasis 0sea. El eje HGF/ c-Met esta asociada

con la progresion tumoral y metastasis como en el cancer de mama y prostata, con una
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mayor expresion en las lesiones metastasicas en comparacion con las lesiones primarias
(216). Asi, pacientes con metastasis 6seas por CaP mostraron un aumento significativo
de la expresion de c-Met en las lesiones metastasicas, y también que la expresion de c-
Met se correlaciond inversamente con la expresion del receptor de andrdgenos que
indicaria que la expresion de Met aumenta durante la progresion de la enfermedad (216).
Las alteraciones en el RA o la sobreexpresion de c-Met estdn asociadas con una
progresion independiente de los androgenos, reprimiendo el RA la expresion de c-Met .
Asi, si bien la terapia de privacion de andrégenos actual reprime la expresion de genes
promotores del crecimiento que son activados por RA, también puede atenuar el papel
supresor de RA sobre la expresion de c-Met y contribuir a la progresion tumoral hacia un
CaP maés agresivo y resistente a la castracion (228).

Los estudios han demostrado que los niveles de HGF estan elevados en la
enfermedad metastasica del CaP, y los niveles mas altos de HGF se han asociado con
peores resultados (226). Ademas, c-Met se expresa preferentemente en las metastasis
ganglionares y 6seas en comparacion con la HBP y el CaP primario (222).

HGF es una proteina implicada en el desarrollo del CaP que se encarga de
controlar las uniones intercelulares estrechas que son cruciales para el proceso de
metastasis (229). Hay estudios que indican que HGF disminuydé la resistencia
transepitelial y aument6 la permeabilidad paracelular en cancer de mama y en células
endoteliales (230). Esto puede ocurrir en otros tipos celulares como en las células de CaP,
donde el HGF regula la funcién de las uniones estrechas, siendo mas susceptibles las
células mas agresivas, permitiendo asi la progresion tumoral (230).

La inhibicién de c-Met es una herramienta prometedora para la terapia dirigida al
CaP (226). Los inhibidores de c-Met demostraron eficacia antiproliferativa cuando se
combinan con la terapia de ablacion de androgenos para el CaP avanzado (226). En el
tratamiento de CaP estudios observan como el HGF puede actuar ayudando al desarrollo
de resistencia a abiraterona al restaurar las sintesis de androgenos intratumorales que
pueden contribuir a la progresion de la enfermedad (231).

Asi, los ejes de HGF y c-Met se describen como dianas terapéuticas prometedoras

para el crecimiento de tumores metastasicos y la ostedlisis de metastasis 6seas (216).

1.5.4 Factor de crecimiento derivado de plaquetas B
El PDGF fue aislado en 1974, a partir de los granulos alfa de las plaquetas

sanguineas (128). EI PDGF se expresa en muchos tejidos y se encuentra en orina, si bien
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deriva sobre todo de plaquetas, y una forma modificada es expresada por el oncogen c-
sis (92).

El PDGF, con un peso molecular de 30 KDa, tiene fuerte efecto mitogénico sobre
las células mesenquimaéticas y el tejido conectivo, induciendo en las células la
competencia para responder a otros factores de crecimiento, demostrandose su expresion
en modelos de tumores prostaticos y células cultivadas (92). Es quimioatrayente para
varios tipos celulares como células mesenquimales, fibroblastos, células vasculares del
masculo liso y células glomerulares mensangiales (232).

La familia incluye cinco isotipos de PDGF (AA(A), BB(B), AB, C y D). Este
grupo esta estructural y funcionalmente relacionado con la familia del VEGF (128). Los
PDGFR son tirosina cinasas diméricas que poseen cadenas o y 3 que se expresan en la
mayoria de las células, aunque predominio de B. En apariencia, los dos receptores inducen
funciones celulares diferentes (92). La union ligando-receptor inicia una cascada de
reacciones que culmina con la activacion de factores de transcripcion (128).

PDGF estimula la liberacion del TGF- B, y promueve la diferenciacion
miofibrobléstica. Ademas, induce la secrecién del IGF-1, del HGF, de FGF-2 y de
endotelina-3, siendo un potente mitdgeno para las células mesenquimales, capaz de
regular la angiogénesis y la invasién tumoral (233).

Este factor plaquetario estd implicado en el desarrollo del sistema musculo-
esquelético y en la patogenia de algunas afecciones del mismo, estando involucrado en la
reparacion tisular después de un dafio, ya que su papel fisiolégico es controlar el
crecimiento del tejido conectivo, modifican la reactividad de las células vasculares y de
otras celulas sanguineas en la angiogénesis y la inflamacion (234).

PDGF es expresado por varios tumores humanos como osteosarcoma, melanoma,
oligodendroglioma... Las células endoteliales liberan factores de crecimiento como el
PDGF que estimulan a las células tumorales (efecto paracrino) (235). EI PDGF es un
polipéptido producido por los osteoblastos en el microambiente éseo, y estimula la
replicacion, la resorcion 6sea y la degradacion del colageno. Estudios sobre metastasis
6seas en el cancer de mama encuentran una gran produccién de PDGF y una mayor
propension a metastasis (236). En el cancer renal esporadico estudios identificaron las
vias de VEGF y PDGF como blancos moleculares. Estos factores de crecimiento se unen
a tirosina cinasas del receptor regulando la proliferacion y supervivencia celular

promoviendo asi la angiogénesis asociada al tumor y el crecimiento. Se encuentra que la
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inhibicidn de las vias de sefializacion de VEGF y PDGF puede inhibir la angiogénesis y
la progresion tumoral (92).

El PDGF se secreta en muchos tejidos del sistema urinario. Es un fuerte factor
mitogénico y proliferativo, siendo su interés como mediador de los efectos de la
inflamacion sobre el crecimiento de la prostata. La inflamacion tiene estrecha asociacion
con la HBP y mas recientemente con CaP (92).

PDGF es importante en la patogénesis de las metastasis 6seas, y se expresa en el
80% de los pacientes con CaP metastasico hormono-independiente (237).

El PDGF-A mantiene una gran homologia, alrededor de 50% con PDGF-B. Las
formas A y B se activan intracelularmente en el proceso de exocitosis. EI PDGF y sus
receptores desempefian papeles clave en la proliferacion y diferenciacion del
mesénquima, asi como el desarrollo del rifidn, sistema cardiovascular, cerebro, pulmoén y
tejido conectivo. En los tejidos adultos se encuentran asociados con los procesos de
regeneracion tisular, inflamacion y angiogénesis, asi como con la génesis de algunos
tumores, estimulando la ostoegénesis, y aumentando la sintesis de la matriz extracelular
(234).

El PDGFR se encuentra sobreexpresado en tumores solidos, expresandose en el
en el 88% de las muestras de CaP, y también en su lesion precursora, la PIN, lo que
sugiere que la expresion de PDGFR se observa temprano en la progresion del CaP. La
subunidad B de PDGFR es responsable de funciones celulares como la migracién, la
proliferacion, y del efecto angiogénico de PDGF. La expresion de PDGFRJ se relaciona
con la progresion de CaP. Estudios encuentran un nivel de expresion de PDGFR en CaP
de 88% de CaP primario y 80% de CaP metastasico (238).

Las células del CaP expresan niveles elevados del receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas, y esta via de sefializacion utiliza la via PI3K/AKkt, que
interviene en la progresién del CaP (92). El bloqueo experimental de uno de sus
receptores, el PDGFRP, produce una disminucion de la densidad vascular e incremento
de la apoptosis superior a la castracion en modelos de cancer de prostata murino (239).

El gen del Factor de crecimiento derivado de plaquetas B (PDGF-B) esta
localizado en el 22q13.1 y es un gen que codifica una proteina que actta como factor de
crecimiento. PDGF-B estd compuesto por 241 aminoacidos, son procesados intracelular
y proteoliticamente por su extremo N-terminal con el fin de eliminar el propéptido que
los mantiene inactivos, durante el proceso de exocitosis (240). Las isoformas PDGF-B y
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PDGF -D se unen y activan especificamente al PDGFR, pudiendo también PDGF-B
activar al receptor PDGFRa (241).

PDGF-B es el equivalente del oncogen c-sis, uno de los primeros oncogenes
conocidos que codifica un potente mitdgeno y que ha sido relacionado con el desarrollo
embrionario, regeneracion del tejido, osteogénesis, fibrosis, arteriosclerosis y neoplasias.
Existen tumores primarios y lineas celulares tumorales que coproducen el PDGF y su
receptor causando la estimulacion autocrina de sus células tumorales (242).

El PDGF-B incrementa la aparicion de tejido de granulacion, por ejemplo en las
guemaduras y el desarrollo de matriz extracelular (128).

Los animales nulos para PDGF-B o PDGFRp padecen severas anormalidades
cardiovasculares y hemorragias en distintos 6rganos, ademas de un desarrollo glomerular
anormal, con pérdida del mesangio (128).

El PDGF-B tiene un efecto mitogénico sobre las células del estroma de la prostata
(243), y estimula la secrecion de acido hialurénico (229), uno de los componentes de la
matriz extracelular, que se relaciona con la etiologia de la HBP (243). Se ha demostrado
que las células cultivadas derivadas de tejido prostatico humano expresan receptores de
PDGFp de alta afinidad de unién con PDGF-B. Estudios demuestran que los receptores
de PDGF se activan en respuesta al factor de crecimiento induciendo la mitogénesis. El
tratamiento con PDGF-B de células prostaticas humanas cultivadas derivadas de
pacientes con HBP activa la via de transduccion de sefiales del receptor de PDGF. La
adicion de PDGF-B al medio provoca un aumento variable pero dependiente de la dosis,
constituyendo un potente mitdgeno para las células humanas derivadas de pacientes que
presentan hiperplasia prostatica (244). La elevacion en la expresion de PDGF-B por parte
de los fibroblastos de HBP, se describio ya en los afios noventa viendo como este factor
tiene un importante poder mitético sobre las células del tejido conectivo, células
musculares lisas vasculares, células gliales y células epiteliales especializadas (245). Las
células de estroma prostatico tienen una alta afinidad por los receptores de PDGFp y la
exposicion al mismo da lugar a proliferacion celular (244). Existe asi, una mayor
evidencia de la implicacion de PDGF en la etiologia de la HBP, demostrando que induce
la proliferacion de las células estromales (243). Ademas, en HBP hay un aumento del
acido hialuronico, componente importante de la matriz extracelular, y que las células
responden mas a PDGFp, lo que sugiere que este factor induce la produccion de 4cido

hialurnico que a su vez esta en relacion con la progresion de HBP, pudiendo llegar a
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considerarlo como marcador diagnostico de HBP y analizar su papel en la posible
progresion de la enfermedad (243).

PDGF-B es capaz de inducir la liberacion de componentes de la matriz (128), y
de varios factores como el IGF1, el HGF y el FGF-2, los cuales subsecuentemente pueden
también modular el crecimiento tumoral y el ambiente tumoral (233).

Los efectos de PDGFs en la promocion tumoral son principalmente autocrinos,
estromales y angiogénicos. Se ha observado un incremento de la expresion de PDGF-B
en varias lineas tumorales de mama, asi como en otras lineas celulares malignas no
hematopoyéticas como melanoma, cancer de ovario y CaP (232).

PDGF-B se asocia a CaP en varios estudios. Las células CaP producen PDGF-B,
que permite a las células CaP escapar a la vigilancia de la inmunidad. Se ha sugerido que
el receptor de nuestro factor PDGF-B se sobreexpresa y activa durante la progresion del
CaP, participando el PDGF-B en la fisiopatologia del CaP, y aumentando su expresion
durante el proceso tumorogeénico. En el CaP estudios observan el uso potencial del PDGF-
B como un biomarcador de orina para el diagnéstico precoz de CaP y encuentran como
los pacientes con CaP tenian mayores niveles de PSA y PDGF-B. PDGF-B mostrd una
capacidad predictiva significativa para CaP. La deteccion de PDGF-B en orina mejoré la
precision diagnostica en el diagnostico de CaP. Nuestro marcador PDGF-B muestra en
estudios una capacidad predictiva significativa para CaP tanto en la poblacion general
como en la poblacion de pacientes de zona gris con PSA 4-10 ng / ml, donde existen
dilemas diagndsticos de pacientes con niveles elevados persistentes de PSA y biopsias de
préstata negativas. Por supuesto, se necesitan mas estudios para establecer el PDGF-B
como un biomarcador de orina que podria ayudar a mejorar la capacidad de diagndstico
del PSA (246).

La activacion del PDGFRf se asocia con progresion y recurrencia de CaP después
de la prostatectomia radical (247). Estudios demuestran que una alta expresion de
PDGFR en el estroma del CaP se asocia de forma significativa con la recurrencia
bioquimica y clinica en pacientes con CaP tratados mediante prostatectomia radical, y
encuentran que la expresion media de PDGFR es mayor en el estroma tumoral que en el
estroma normal. Al investigar los ligandos PDGF-B y PDGF-D, observan mayor
expresion del PDGF-D en el epitelio tumoral en comparacion con el epitelio normal, no
encontrando diferencias significativas en el resultado clinico segun la expresion de
PDGF-B 0 PDGF-D (241).
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Otro estudio en cuanto a el andlisis de los ligandos de PDGFRf en CaP revel una
asociacion entre los ligandos y la puntuacion de Gleason, asi como el estadio tumoral; si
bien, es PDGF-D que muestra un aumento de la angiogénesis tumoral en comparacion
con el PDGF-B que impulsa una mayor invasividad en células epiteliales de la prostata y
una mayor correlacion con estadio tumoral y el aumento de la puntuacion de Gleason en
comparacion con PDGF-B (247).

Tanto el PDGF-B como el PDGF-D desencadenan la aparicion y crecimiento
tumoral inicial (247). Estudios sefialan la sobreexpresion del PDGF-B en tejidos
tumorales y respalda la hipotesis de la red de sefializacion de PDGF-B como un regulador
en la progresion del CaP (248). PDGF-B acelera el crecimiento del CaP al promover la
proliferacion de células madres mesenquimales las cuales favorecen el crecimiento del
cancer al facilitar el estado de inmunosupresion en el microambiente tumoral. Asi, las
células de CaP producidas por PDGF-B favorecen la proliferacion de las células madres
mesenquimales permitiendo que las células CaP se escapen de la vigilancia de la
inmunidad en el microambiente inflamatorio tumoral (249).

Una terapia dirigida al estroma mejora los efectos de castracion, estudios observan
como PDGFRp no disminuye en el estroma después de la castracion, creando un ambiente
que evita la involucion vascular. Cuando se afiadio simultdneamente a la castraciéon una
terapia dirigida al estroma tumoral que inhibia el PDGFRp se produjo una disminucion
de la densidad vascular, un aumento de la apoptosis de las células tumorales y una
disminucion del crecimiento del tumor en comparacién con la castracion sola, pudiendo
asi mejorar los efectos de solo la castracion (239).

La via de sefializacion del PDGF se ha implicado en los mecanismos tanto
epiteliales como estromales de la progresion del CaP postulandose como un objetivo para
la terapia en CaP y en metastasis 6seas. Se ha establecido el tratamiento con inhibidores
de las vias del PDGF para varios tipos de cancer (241).

Finalmente sefialar la importancia de la red reguladora de PDGF-B en la
progresion del CaP, que nos ayudara a comprender el papel y los mecanismos de PDGF-
B en la promocion del crecimiento del CaP y proporcionara conocimientos valiosos para
futuras investigaciones sobre la terapia anti-PDGF apuntando ain mas la necesidad de

una mayor investigacion en este campo (248).
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1.6 Metaloproteinasas

Las MMPs son enzimas que participan en la remodelacion de las proteinas de la matriz
extracelular (92), y constituyen un conjunto de enzimas proteoliticas dependientes de zinc
descritas por primera vez hace casi medio siglo (250). La familia de las MMPs humanas
consta de mas de 20 miembros de endopeptidasas que se pueden dividir en subgrupos:
colagenasas (MMP-1, MMP-8 y MMP-13), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9),
estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11), matrilisinas (MMP-7), metaloproteinasas
de membrana y otras MMPs nuevas (251). EI modelo estructural de las MMPs contiene
tres dominios: el propéptido N-terminal, el dominio catalitico, y el dominio C-terminal

que esta vinculado al dominio catalitico que contiene zinc (250).
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Figura 7. Estructura bésica de las metaloproteinasas (252)

Las MMPs se sintetizan como zimdgenos inactivos y se activan
predominantemente por otras MMPs o mediante escision de proteinasas. Su actividad se
encuentra regulada por inhibidores endogenos, entre ellos los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMP) que son proteinas capaces de inactivar a las MMPs (253).

Constituyen un conjunto de enzimas que desempefian un papel esencial en la
degradacion del tejido conectivo estromal y los componentes de la membrana basal,
implicandose en los procesos celulares bioldgicos como el desarrollo embrionario,
enfermedades neuroldgicas, artritis, y enfermedades cardiovasculares (254). Dijimos
como estas enzimas remodeladoras son reguladas por inhibidores tisulares de las MMPs.
La falta de regulacion negativa de las MMPs se vincula a procesos patologicos, asi por
ejemplo en la enfermedad de la Peyronie, si las MMPs de la matriz no son reguladas
negativamente, podrian actuar como un mecanismo en el proceso de cicatrizacion

anomalo, estudios encuentran una expresion mas alta de los inhibidores tisulares de las
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MMPs en todos los componentes de las placas de la Peyronie siendo asi probable que la
inhibicidn de las enzimas anticicatrizantes represente otra faceta de la etiologia de la
lesion que se reconoce en esas placas (92).

La funcién de las MMPs en la escision proteolitica de los componentes de la
matriz extracelular tiene un papel importante en el desarrollo maligno, participan en la
remodelacion del estroma, son potentes reguladores de la inflamacidn, en la liberacion de
factores de crecimiento que estimulan la angiogénesis, la migracion, la proliferacion
celular, y la metéstasis (255). Ademés las MMPs pueden producir un fenotipo mas
agresivo en el cancer mediante la generacion de células resistentes a la apoptosis (251).

Las MMPs son importantes en la interaccion entre el tumor y el estroma. La
interaccion in vitro entre el tumor y las células del estroma induce fenotipos que conducen
a la invasion y produccion de metéstasis (256). De esta forma, las células tumorales con
fenotipo mesenquimal pueden secretar MMPs induciendo un aumento de la motilidad,
qgue promueve la invasion y la migracion. Estas enzimas se liberan en el estroma en
respuesta a maltiples estimulos quimicos (257).

Las MMPs tienen su papel en la degradacion de la matriz extracelular y de la
membrana basal, facilitando la invasion tumoral y el desarrollo de metastasis (251).
Constituyen los principales efectores en la degradacion del colageno estromal como paso
inicial de la invasividad neoplasica (98). Son capaces de influir en el comportamiento de
las células tumorales in vivo, debido a su capacidad para adherirse a factores de
crecimiento, receptores celulares de superficie, moléculas de adhesion celular y citocinas
(253). El aumento de la expresion de MMPs se ha asociado con un mal pronostico y una
menor supervivencia en varias neoplasias malignas como el carcinomas de es6fago,
estdbmago, colon, mama, pancreas, pulmon, rifién, ovario, prostata (258).

El aumento de la expresién de MMPs en el CaP se ha demostrado en el desarrollo
de CaP frente a la HBP y la PIN (258).La expresion de las MMPs tiene un papel
importante en la biologia molecular del CaP, demostrando que la sobreexpresion de las
MMPs induce el crecimiento del tumor de préstata y aumenta el desarrollo de metastasis,

pudiendo constituirse como indicadores de la agresividad tumoral (251).
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1.6.1 Metaloproteinasa 2

La MMP-2 de la matriz, miembro de la familia de las MMPS, es una
endopeptidasa capaz de degradar la matriz extracelular , con un peso molecular de 72
KDa, y que pertenece al grupo de la gelatinasa ( gelatinasa A), denominada asi por su
afinidad por el colageno tipo IV desnaturalizada. Presenta una estructura comdn con otras
MMPs, formada por un pro-peptido con un dominio catalitico N-terminal que contiene
zinc , y un dominio C-terminal tipo hemopexina (259).

La MMP-2 es expresada en condiciones normales por las células del estroma de
la mayoria de los tejidos: macréfagos, mastocitos, fibroblastos, células dendriticas,
endoteliales, hematopoyéticas (252). Fisiologicamente la MMP-2 participa en el
desarrollo embrionario, la angiogénesis, la ovulacion, la involucion mamaria, la
cicatrizacion, y se encuentra involucrada en la formacion osteoblastica de hueso y /o
inhibicién de la reabsorcion osteoclastica (254). La MMP-2 activa puede escindir la
matriz extracelular despejando el camino para las células tumorales invasoras (191). Su
actividad esta inicialmente regulada por el TIMP) , en concreto TIMP-2, TIMP-3y TIMP-
4. (252).

La MMP-2 interactla en procesos no tumorales como la arteriosclerosis, el infarto
de miocardio, y el ictus (260). Participa también en enfermedades autoinmunes como la
esclerosis multiple (261).

Se ha observado altos niveles de MMP-2 en diferentes tumores, asi, en el cancer
gastrico altos niveles epiteliales de MMP-2 estan asociados a una supervivencia corta,
asociandose a mal prondstico de la enfermedad (252). En tumores de cancer de mama
invasivos los niveles de la MMP-2 estan asociados con un pronostico desfavorable, una
alta actividad de MMP-2 esté relacionada con la presencia de metastasis ganglionar y baja
supervivencia en estadios tempranos (262).

En los tumores uroteliales diversas moléculas estimulan un comportamiento
invasor y metastasico e incluyen las que facilitan la invasion como la expresion reducida
de E-cadherina y aumento de la expresion de colagenasas tipo IV, como la MMP-2. Las
mediciones de estas sustancias en tejido, suero y orina se han correlacionado con el
comportamiento clinico del tumor. Estudios han observado que un cociente alto entre
MMP-2 y TIMP-2 en sueros de pacientes con cancer urotelial invasor que se han sometido
a una reseccion completa predecia bajas tasas de recurrencia sin tumor y de supervivencia
(92).
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Las MMPs tienen un papel menos importante en la HBP y muchos trabajos
encuentran una menor expresion de MMP-2 en HBP en comparacion al estroma del CaP
(100). Sin embargo, otros estudios demuestran una mayor expresion de MMP-2 por
fibroblastos en HBP comparando con fibroblastos del tejido con cancer (101), apoyando
otras investigaciones la mayor expresion en CaP (263).En definitiva, la expresion de
MMP2 se encuentra elevada en cualquier alteracion del tejido prostatico, desde HBP a la
presencia de tumores localizados o metastésicos o incluso la deprivacion androgénica.

Centrandonos en el CaP estudios evallan la expresion de MMP-2 en el CaP, y
asocian el aumento de la MMP-2 con un grado Gleason tumoral alto, un estadio
patoldgico avanzado, y la recurrencia de la enfermedad (258). La expresion de MMP-2
se asocio significativamente con el grado de malignidad del CaP, destacando su papel en
el crecimiento tumoral y la metastasis viendo su potencial para poder usar a la MMP-2
como marcador molecular del CaP (263). Ademas la expresién aumentada de MMP-2 se
correlaciona negativamente con la supervivencia libre de enfermedad en CaP (264).

La expresion de MMP-2 tiene un papel relevante en la progresion del cancer por
su accion degradante sobre la membrana basal (250). Estudios encuentran que la
expresion de MMP-2 por las células similares a fibroblastos se asocié inversamente con
la recurrencia bioquimica (265). EI aumento de la actividad de la MMP-2 en la
micrometastasis aumenta la expresion de MMP-2 en las células estromales circundantes
.y podria promover la angiogénesis y el crecimiento tumoral, dando como resultado la
enfermedad androgénica metastasica independiente (266). En las metastasis 0seas, el
TGF-B latente puede ser activado por MMP-2 promoviendo el crecimiento tumoral y
servir como un quimioatrayente para las células tumorales (191).

En definitiva, la MMP-2 est& sobreexpresada en muestras de tumor humano y se
ha asociado con células altamente invasivas considerandola asi una importante diana
contra el cancer, y el disefio de inhibidores selectivos de esta enzima puede conducir a

interesantes agentes anticancerosos (254).

1.6.2 Metaloproteinasa 9

La MMP-9 o gelatinasa-B, con un peso molecular de 92, 85 y 82 KDa para la pro-
enzima, forma intermedia y enzima activa, respectivamente, posee una estructura
homologa a MMP-2 con la excepcion de un dominio de enlace O-glicosilado més largo,
que le confiere flexibilidad a la enzima, siendo esta caracteristica su principal distintivo
(267).
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La MMP-9 degrada componentes de la membrana basal, especialmente el
colageno IV, ademaés de otras sustancias pericelulares como la laminina y la fibronectina.
A diferencia de la MMP-2, que es expresada en condiciones normales por las células del
estroma de la mayoria de los tejidos, la MMP-9 esta casi ausente en tejidos normales
encontrandose limitada a monocitos y macrofagos (252).

Se ha identificado su presencia en diferentes procesos inflamatorios,
cardiovasculares, autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas como en el Alzheimer,
osteoarticulares y neoplasias, entre las que se encuentran el cancer de vejiga y de prostata.
Los niveles séricos de MMP-9 son casi indetectables en condiciones fisioldgicas, lo que
hace que el valor diagndstico y pronostico de cuantificacion de la enzima, tenga un valor
significativo, siendo asi como concentraciones elevadas de MMP-9 se asocian
generalmente a peor pronostico de la enfermedad tumoral (268).

La expresion de la MMP-9 puede ser inducida en caso de remodelacion tisular
como el desarrollo embrionario, cicatrizacion o invasion tumoral (252). Contribuye al
control de la division celular, confiriendo resistencia a la apoptosis y como activador de
angiogeénesis con la liberacion del VEGF (269). Decir que entre las principales MMPs
implicadas en la angiogénesis tumoral se encuentra la MMP-9. Tiene su papel regulando
la biodisponibilidad del VEGF, inductor potente de la angiogénesis tumoral (250). Otra
funcién de la MMP-9 es su participacion en la linfangiogénesis, con la formacion de
nuevos vasos linfaticos, y la posibilidad de diseminacion de metastasis hacia la linfa
(250).

La MMP-9 esta altamente expresada en tumores de varios origenes y especies. La
sobreexpresion de la MMP-9 induce la expresion de factores angiogénicos (252). En
tumores de cancer de colon la expresion de la MMP-9 se encuentra aumentada
asociandose a mal prondstico de la enfermedad. En el cancer de pulmon de células no
pequerias se considera la expresion de la MMP-9 como un biomarcador tumoral (252).
En tumores de cancer de mama invasivos los niveles de la MMP-9 estan asociados con
un prondstico desfavorable, asi Vizoso et al. demostraron en sus estudios que una alta
expresion de MMP-9 se correlaciona significativamente con la agresividad tumoral y mal
prondstico en el cancer de mama (270). La MMP-9 esta relacionada con la invasion
tumoral y la metéstasis como hemos dicho por su capacidad para degradar el colageno
tipo IV e inducir la angiogénesis (271). La determinacion de MMP-9 en suero puede

utilizarse como un factor pronostico de la enfermedad, estando elevada en pacientes con
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estadio tumoral avanzado, con ganglios positivos y ausencia de receptores para
estrdgenos (252). Se ha descrito en el cancer de mama una produccion de MMP-2 que
aumenta durante las primeras fases, mientras que la activacion de MMP-9 se produce en
etapas posteriores en la progresion de la enfermedad (82). En los tumores de vejiga
estudios observan que la expresion tisular y la excrecion urinaria de MMP-9 estaban
aumentados en todos los pacientes con cancer de vejiga, y que los niveles reflejaban el
grado y el estadio tumoral (92). La MMP-9 del cancer urotelial estd aumentada por la
interleucina-8, que es producida por células inflamatorias y neoplésicas, y la MMP-9
puede aumentar el VEFG aumentando la vascularizacion del tumor (92).

En pacientes con enfermedad prostatica, estudios encuentran que la actividad de
MMP-9 aumenta en la orina de pacientes con hiperplasia benigna de prostata en
comparacién con pacientes con CaP (272). En otras investigaciones encuentran que la
hiperplasia de préstata causada por obesidad a largo plazo se caracteriza por un alto
depdsito de matriz extracelular y un mayor contenido de MMP-9 y de VEGF. Sin
embargo, en otros trabajos encuentran una ausencia casi total o escasa cantidad de la
expresion de MMP-9 en los cultivos de hiperplasia de préstata (100).

En comparacién con las patologias benignas, los carcinomas de prostata tenian
una mayor expresion de todas las MMPs. Investigaciones encuentran expresiones
significativas mas altas de la MMP-9 en tejidos en CaP que en tejidos de hiperplasia
benigna de prostata, asi las altas expresiones de MMPs podrian identificar lesiones
benignas de prostata con riesgo de desarrollar cancer o incluso asociadas a lesiones
malignas no detectadas (251). Ha sido demostrado también un aumento de expresion
sérica del ARNm de la MMP-9 en pacientes con carcinoma prostatico frente a pacientes
sin tumor (273).

En estudios realizados con pacientes con CaP clinicamente localizado sometidos
a prostatectomia radical encuentran que una sobrexpresion de la MMP-9 por parte de los
fibroblastos tumorales prostaticos se asocia con una mayor probabilidad de recidiva
bioquimica tras la prostatectomia radical (251). Trabajos encuentran que en aquellos
pacientes que no tienen recurrencia biogquimica tras la cirugia de prostata los niveles de
MMP-9 disminuyeron dentro de los seis meses posteriores a la prostatectomia (274).

La expresion aumentada de MMP-9 en el CaP se correlaciona con mayor Gleason
y fenotipos invasivos. Algunos estudios han demostrado un aumento significativo en los
niveles de MMP-9 en pacientes con CaP en asociacion con variables clinicas como
PSA>4ng/ml y puntuacion de Gleason >7 (274). La expresion de MMP-9 se correlaciond
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positivamente con el estadio tumoral, extension extracapsular, margen quirargico
positivo e invasion linfovascular y perineural, asociandose también con una
supervivencia libre de enfermedad més corta teniendo asi un papel esencial en la
progresion del adenocarcinoma de prostata (275).

En el CaP resistente a la castracion estudios encuentran un nivel sérico de MMP-
9 mayor en dichos pacientes en los que se produjo la progresion de la enfermedad (276).
El nivel elevado de expresion del RA también se asocia con metastasis en el CaP
resistente a la castracién, y se encuentra una interaccion entre el RA y las vias de
sefializacion de MMP-9, demostrando que tanto la sobreexpresion del RA como la
estimulacion con DHT producen un aumento de MMP-9, pudiendo también el RA inducir
la expresion de MMP-9 en las células con CaP de manera independiente de los
andrdgenos (277).

Como ya hemos sefialado la MMP-9 se ha relacionado con invasion tumoral y
desarrollo de metéastasis por su especial capacidad para degradar el colageno tipo IV e
inducir angiogénesis (253). En el CaP metastasico estudios demuestran el requerimiento
de MMP-9 para las metéstasis de CaP observando un incremento sérico de MMP-9 en
pacientes con CaP metastasico frente a pacientes con carcinoma localizado (273).

Las MMPs estan involucradas en el proceso de formacién de hueso y se postula
que estan involucradas en el proceso de metéstasis, en particular la MMP-9. Trabajos
encuentran que la MMP-9 contribuye a las lesiones metastasicas osteoliticas, siendo estas
lesiones mas similares a las lesiones 6seas tipicas inducidas por tumores mamarios que a
las tipicas lesiones 6seas inducidas por cancer de préstata, y observan que a medida que
las células de cancer de préstata PC3 colonizan el hueso, se observa un aumento en la
actividad enziméatica de MMP-9 (191). Otros estudios demuestran la implicacion de
MMP-9 como modulador de lesiones metastasicas 6seas de origen osteoblastico,
osteoclastico o mixto (278). En las metéstasis 0seas, el TGF-p puede ser activado por
MMP-9 promoviendo el crecimiento tumoral ,y servir como un quimioatrayente para las
celulas tumorales (191).

Varios estudios que han evaluado la asociacion entre la MMP-9 y el riesgo de CaP
encontrando evidencias que la expresion de MMP-9 contribuye al riesgo de CaP,
asociando la sobrexpresion de la MMP-9 en CaP frente a la baja expresion en tejidos
normales o en tejido prostatico benigno. Asi, la MMP-9 se convierte potencialmente en
un importante marcador tumoral de préstata, y en una importante diana terapéutica para

el desarrollo futuro de farmacos (278).
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1.6.3 Metaloproteinasa 11

La metaloproteinasa 11 (MMP-11) o estromalisina-3 tiene como sustratos los
coldgenos tipo 1V, V, IX y X, la laminina, la elastina, la fibronectina, la caseina y
proteoglicanos (279). Se identificé por primera vez en las células estromales que rodean
los carcinomas de mama invasivos (280).

La MMP-11 digiere diversos componentes de la MEC. Diferentes estudios indican
que las estromalisinas son elaboradas por fibroblastos del estroma al ser activados por
una glicoproteina de membrana llamada EMMPRIN (inductor de metaloproteinasa de
matriz extracelular) producida por las células tumorales. Esta interaccion lleva a la
degradacion de la membrana basal y de la MEC (252).

La expresion normal de MMP-11 esta presente durante la embriogénesis y la
cicatrizacion de heridas (251). Asi, el gen que codifica para la MMP-11 tiene una
expresion aumentada en la fase inflamatoria de la cicatrizacion, lo que sugiere que su
expresion estd mediada por factores producidos por las células inflamatorias en procesos
benignos de cicatrizacion o por las células tumorales en procesos neoplésicos (281).

La unica MMP inducida por el tejido adiposo que afecta directamente la
progresion del cancer es la MMP-11. La MMP-11 11 se encuentra relacionada con los
procesos de adipogénesis, siendo expresada por el tejido adiposo durante la invasion
tumoral, regula negativamente la adipogénesis, promoviendo la progresién tumoral (250).

La MMP-11 tiene un papel importante en la progresion de algunos carcinomas en
humanos y se expresa principalmente en fibroblastos peritumorales de neoplasias con una
elevada invasion local. La MMP-11 puede ser un factor derivado del estroma necesario
para la progresiéon de algunas neoplasias epiteliales malignas (281). ). Se expresa por
células del estroma, no por células epiteliales, lo que puede indicar que la MMP-11
promueve la progresion tumoral al inducir el microambiente tumoral (282). Asi, durante
la tumorogénesis la funcion celular de la MMP-11 es favorecer la supervivencia de las
células cancerosas en el microambiente del estroma por la disminucién de la apoptosis y
de la necrosis (98).

Se ha demostrado una sobreexpresion de MMP-11 en areas que rodean a diversos
tumores de mal prondstico en diversas localizaciones como en el cancer de esofago,
colorrectal, oral, cutaneo, ovarico ...con altos niveles de su ARNm relacionados con mal
prondstico, presencia de metastasis y corta supervivencia (98). Por tanto, la expresion del
gen MMP-11 parece estar asociada con la progresion tumoral (251). En el céncer de

mama la MMP-11 se expresa en células estromales peritumorales, y esta asociada con la
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progresion del tumor y metastasis (252). Los estudios de Vizoso et al demostraron que la
MMP-11 se expresa preferentemente en las células del estroma peritumoral y que los altos
niveles de MMP-11 se asociaron con la progresion tumoral y mal prondstico (251). La
expresion de MMP-11 ha sido observada principalmente en los fibroblastos estromales
que rodean las células epiteliales malignas, lo que sugiere una promocion de la
tumorogénesis de una manera paracrina, asociandose con un peor prondstico en el cancer
de mama (98).

La MMP-11 como dijimos es expresada preferentemente por células estromales
peritumorales. En la préstata, se encuentran porcentajes mas altos de expresiones de
MMP-11 por las células de fibroblastos de los carcinomas de prostata en comparacion
con los fibroblastos de la HBP (283).

En el CaP localizado tras la cirugia prostatica, estudios recientes relacionan una
mayor expresion estromal de MMP-11 con un aumento de recidiva bioquimica tras
prostatectomia radical (251). Sus niveles se correlacionan positivamente con la suma de
Gleason del tumor, el estadio y la presencia de metéstasis (284).

En el CaP avanzado se ha relacionado la expresion de MMP-11 con la presencia
de tumores prostaticos agresivos y con una disminucion en la supervivencia especifica
para cancer, asi niveles elevados predicen una menor supervivencia (284).

Recientemente se ha comprobado en cultivos de fibroblastos peritumorales, una
mayor expresion de MMP-11 en el cancer de prostata resistente a castracion (98),
mostrando que la expresion de MMP-11 por los fibroblastos fue mayor en tumores de
mayor grado y cuando el PSA fue mas alto, encontrandose una expresion elevada en
tumores metastasicos y refractarios a la castracion. Asi la expresion de MMP-11 era
significativamente alta en los fibroblastos asociados al cancer de carcinomas de prostata
resistentes a la castracion y fibroblastos de tumores metastasicos demostrandose una alta
expresion de MMP-11 (101). En los tumores avanzados, en fases de mayor agresividad
tumoral o resistencia a la castracion, la produccion de MMP -11 por los fibroblastos
resultd significativamente mayor que en los tumores no metastasicos o en fases de
sensibilidad a la castracion (98).

Varios autores han propuesto a la MMP-11 como un marcador pronostico (284).
Podria considerarse la MMP-11 como un potencial marcador de la presencia de tumores
con gran capacidad de invasividad , asi como una diana terapéutica en el cancer de

prostata avanza (251).
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2. Hipotesis







Dada la incidencia y prevalencia del CaP, actualmente representa un problema de
salud. Aunque el patron de presentacion de este tumor ha cambiado y se detectan mas
tempranamente, no se ha aclarado si ello contribuye a una mejora de la supervivencia. La
aparicion del PSA produjo una disminucion de la mortalidad, pero la aplicacion masiva
de cribado ha dado lugar a un sobrediagndstico y sobretratamiento, dado que no es un
marcador especifico del cancer ni permite una prediccion del comportamiento del tumor.

Actualmente, el diagndstico del CaP se basa en el tacto rectal y/o la determinacion
de PSA, y estos datos, junto con los resultados histolégicos de la biopsia o de la pieza de
la prostatectomia se retinen para establecer grupos de riesgo 0 homogramas pronésticos.
De esta manera, se han desarrollado multiples herramientas de prediccién pre y
postoperatorias (tablas, nomogramas...) para intentar predecir la evolucion del cancer de
préstata, destacando, por ejemplo, las tablas de Partin, los grupos de riesgo d”Amico o
los nomogramas de Kattan o Briganti. Sin embargo, ninguna de estas herramientas
empleadas en la fase preoperatoria o incluso en el postoperatorio, con los datos de la pieza
de la prostatectomia radical, tienen una alta fiabilidad prondstica, no siendo posible por
el momento definir con precision el prondstico de un paciente determinado con cancer de
préstata no metastasico. Ademas, muchos problemas subyacen en la naturaleza de los
datos que se utilizan, no siempre concluyentes, dada la dificultad del muestreo de la
glandula y la heterogeneidad en la interpretacion de los resultados que frecuentemente es
dependiente del pat6logo observador.

En el CaP se ha demostrado que, tras el proceso de iniciacion, la progresion
tumoral con invasion local y metéstasis se ve facilitada por el estroma, estando también
bajo la influencia androgénica. Existen claras evidencias que el microambiente estromal
influye de una manera definitiva en el desarrollo del cancer prostatico, patologia muy
comdn en varones con una repercusién socio-sanitaria evidente. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales el estroma regula el crecimiento de las células epiteliales en
el cancer de prostata son desconocidos.

Desde hace unos afios se reconoce que el estroma es un inductor del crecimiento
y diferenciacién del epitelio glandular prostatico asociado a andrdgenos, existiendo un
mecanismo reciproco que juega un papel central en la carcinogénesis y progresion del
cancer de prostata. Asi, la existencia de los CAF ha sido recientemente descrita en el
cancer de prostata. Igualmente, a partir de un estudio previo, hemos observado que
algunos factores diferenciales estarian sobreexpresados en presencia de este estroma
reactivo tumoral, analizando fibroblastos procedentes del estroma tumoral de pacientes
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con cancer de prostata. Ademas, el estroma tiende a ser genéticamente mas estable que el
epitelio, lo cual puede ser de interés en una patologia que presenta una enorme
heterogeneidad, no solo en diferentes individuos sino en la propia glandula afectada, lo
que puede facilitar el hallazgo de marcadores mas fiables y reproducibles.

La sobreexpresion del receptor androgénico epitelial maligno, junto a la pérdida
de reactividad del mismo en el estroma periférico, se ha asociado a carcinomas de alto
grado, y a una elevada tasa de recidiva tras prostatectomia radical, pudiendo reaparecer
dicha expresién meses después del inicio de la castracion.

Parece cada vez mas claro que las sefiales androgénicas favorecerian el
crecimiento de las células epidérmicas prostaticas a través de la modulacion de diferentes
factores de crecimiento como el FGF o el VEGF y el PDGF. Se ha demostrado
experimentalmente que la supresion de la sefializacion del TGF-B puede retrasar la
progresion de tumores androgeno-independientes en ratones. En la superfamilia de los
Factores de Crecimiento Fibroblasticos, el FGF-7 interactia con los androgenos vy el
receptor androgénico en la prostata, habiéndose encontrado sobreexpresados en los
carcinomas prostaticos. Ademas, la sobrexpresion de FGF-10 en los fibroblastos de la
préstata induce experimentalmente la formacién de PIN multifocal en el epitelio
adyacente.

Diversos autores han demostrado una sobreexpresion de algunos genes
codificadores de las metaloproteinasas de matriz, que estarian implicados en la
degradacion de las membranas basales en el cancer de prostata en ratas. Especificamente,
nuestro grupo ha demostrado que la expresion de diversas MMPs como MMP-9 o TIMP-
1 (inhibidor tisular de la MMP-1) en los fibroblastos estromales se asocia a un incremento
de la probabilidad de recidiva bioquimica tras prostatectomia radical. Ademas, parece que
la expresién de MMP-2 por los fibroblastos se relacionaria inversamente con la recidiva
tras cirugia radical, y la de MMP-9 directamente con la misma. Este diferente significado
prondstico estd en controversia con resultados de grupos que afirman una mayor
expresion de MMP-2 en cancer de préstata. No obstante, podria relacionarse con el
momento de mayor expresion durante el proceso de carcinogénesis, mas precoz para
MMP-2 y mas tardia para MMP-9. Por otro lado, la MMP-11 o estromalisina-3 se
encuentra en grandes porcentajes en el estroma de cancer de prostata, encontrandose
sobreexpresada en pacientes con recidiva bioguimica tras prostatectomia radical.

El cultivo de células procedentes de prostata humana tiene ventajas evidentes,
destacando, ademas de un estudio mas especifico de las células afectadas, la posibilidad
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de contar con una reserva celular en la que pueden realizarse diferentes determinaciones,
incluso en momentos posteriores al proceso evolutivo de la enfermedad que se analiza 'y
la de realizar co-cultivos con diferentes lineas celulares epiteliales. En la Unidad de
Investigacion del Hospital de Jove se ha optimizado la técnica de extraccion de
fibroblastos y hemos comprobado la viabilidad del cultivo celular de los fibroblastos
prostaticos en nuestro laboratorio.

Por lo anteriormente descrito, hemos planteado hacer un estudio prospectivo en
una serie de pacientes sometidos a biopsia multiple prostatica por sospecha de cancer de
préstata, con el objetivo principal de poder estudiar y comparar las caracteristicas del
estroma de las diferentes areas de la zona periférica prostatica en pacientes que finalmente
sean diagnosticados de una neoplasia, diferenciando las zonas con tumor de las que no lo
tienen. El estudio de los factores secretados en el estroma y seleccionados a partir de
nuestros trabajos anteriores permitird conocer rasgos diferenciales de la carcinogénesis
prostatica y del desarrollo de la HPB. Pero también podréa tener una translacién a la clinica
si se consiguen identificar marcadores prondsticos estromales, asi como moléculas
caracteristicas de ambos procesos que puedan expresarse en fases iniciales pudiendo,
finalmente, aportar datos sobre potenciales dianas terapéuticas. Aunque el nimero de
casos que debe ser limitado por la complejidad técnica de los cultivos celulares, y los
obstaculos para su logro (contaminacion o ausencia de celularidad) obtuvimos una serie

suficiente para responder a los objetivos que se expresan posteriormente.
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3. Objetivos







1-

Analizar la expresion del receptor androgénico (RA), de los factores de
crecimiento (FGF-2, FGF-7, FGF-10, TGF-B1, HGF y PDGF-B), y de las
proteinas implicadas en la invasion (MMP-2, MMP-9 y MMP-11) por los
fibroblastos peritumorales en relacion con las caracteristicas clinico-patolégicas

en tumores localizados.

Determinar potenciales asociaciones de la expresion de dichos factores en tumores

localizados.

Comparar su expresion en tumores localizados en relacion con los carcinomas

metastasicos, y ambos con la del tejido no tumoral.

Estudiar su posible utilidad como potenciales marcadores de recidiva bioquimica

tras prostatectomia radical en tumores localizados.
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4, Material y métodos







4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Para alcanzar los objetivos propuestos, se planted un estudio de obtencién de
muestras prospectivo, donde se analizan muestras de pacientes con cancer de préstata. Se
obtuvieron muestras de los diferentes grupos prondésticos dentro de los tumores
localizados, asi como muestras de pacientes metastasicos sin haber iniciado tratamiento
de privacion androgénica. Se compararon los resultados con los de las muestras no
tumorales alejadas del tumor (control sano).

Posteriormente a obtener las muestras mediante biopsia transrectal de prostata, se
enviaron al laboratorio para cultivar y aislar los fibroblastos. En ellos realizamos analisis
de distintos marcadores moleculares con intencion de comparar su valor en los diferentes
grupos de pacientes.

El seguimiento se realiz6 en la consulta de Urologia segun los protocolos

correspondientes a las guias de la Asociacion Europea de Urologia.

4.1.1 Poblacién de estudio

Criterios de inclusién

e Pacientes con sospecha cancer de préstata localizado. Tras confirmar el
diagnostico se sometieron a prostatectomia radical con intencion curativa.

e Pacientes con tumores metastasicos diagnosticados mediante pruebas de
imagen. Se biopsiaron para confirmar histologicamente el diagnostico
previamente a iniciar un tratamiento. Una vez confirmado se inicia tratamiento
con deprivacion androgénica.

Criterios de exclusion

e Diagnostico previo de Cancer de prostata, asi como tener historia previa de
otras neoplasias malignas o terapia neoadyuvante.
e Desarrollo de un segundo tumor primario.

e Insuficiente cantidad de tejido para la obtencion de células para cultivo.
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4.1.2 Métodos de obtencion de muestras

Biopsia de prostata

Se realizo la extraccion de tejido prostatico mediante puncién guiada por ecografia
transrectal para su estudio anatomopatoldgico, tanto de biopsia inicial como repetida ante
la persistencia de sospecha clinica. Como preparacion se entreg6 a los pacientes un enema
rectal para aplicar la noche previa al procedimiento y una profilaxis antibiotica con
Ciprofloxacino 500 mg un comprimido cada 12 horas durante 5 dias, fosfomicina 3g dos
dosis o Cefuroxima 500 mg 4 dosis, segun el centro y el afio de realizacion. Se inyect6 al
inicio del procedimiento lidocaina en el angulo vesiculo-prostatico y en el 4pex prostatico.

Como norma general, se tomaron 12 cilindros de la zona periférica prostatica, dos
muestras de cada sextante; base, medial y apex del I6bulo derecho y del izquierdo.
Adicionalmente, se tomaron otros 6 cilindros para el presente estudio de cada area.

Por tanto, de cada muestra prostatica habia 3 cilindros, dos para diagnostico
anatomopatoldgico y otro para cultivo celular. Todas estas muestras se recogieron en
medios de cultivo apropiados para ser trasladados en pocas horas al laboratorio donde

fueron procesadas.
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Figura 8. Obtencién de muestras pareadas para diagnéstico y estudio
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Prostatectomia radical

Se realizd por via abierta o laparoscopica segun las técnicas estandarizadas. Se
realizé una linfadenectomia extendida (desde la fosa obturatriz como limite inferior, hasta
la bifurcacion de las iliacas, medialmente hasta el nervio obturador y lateralmente hasta
el nervio genitofemoral), en los casos con PSA mayor de 10 ng/ml y/o con un Gleason en
la muestra de la biopsia igual o mayor a siete en los que el nomograma de Briganti

indicaba un riesgo > 5% de afectacion ganglionar.

4.1.3 Seleccion de las muestras validas para el estudio

Finalmente, para este estudio se obtuvieron 45 muestras validas (n: 45), de los
cuales se analizaron 30 casos correspondientes a estroma neoplasico. Los casos con
cancer de prdstata se intentaron seleccionar de acuerdo con diferentes grupos de riesgo
para incluir tumores con diferente agresividad clinica. De todas las muestras, 15
correspondieron a estroma no tumoral, obtenidos de pacientes sometidos a biopsia
multiple, seleccionando las zonas sin tumor mas alejadas de cualquier foco neoplasico.

Inicialmente se recogieron muestras de un mayor nimero de pacientes (88 casos).
Algunos hubo que desecharlos por contaminacion durante la obtencién de esta o durante
su procesado en el laboratorio. En el caso de los pacientes tumorales, se recogieron
muestras de multiples pacientes para seleccionar de manera equilibrada segun los grupos
de riesgo y con la confirmacion de los datos de la pieza quirdrgica de prostatectomia
radical. Los casos que no cumplen los criterios de seleccion fueron congelados para

posibles estudios posteriores.

4.1.4 Obtencidn de los datos clinicos

Los datos clinicos y patologicos, tanto de la biopsia tumoral y de la pieza de
prostatectomia radical fueron recogidos en una base de datos especifica, en la que ademas
se incluyeron parametros del seguimiento para analizar la evolucion de los pacientes con
cancer de prostata localizado tras el tratamiento radical que podran ser evaluados en un
estudio de supervivencia para analizar el tiempo libre de recidiva bioquimica.

De esta manera, en todos los casos se recogieron los datos del paciente como la
edad, el volumen prostético y el valor de PSA expresado en ng/ml. En cuanto a los
parametros tumorales se recogio el Gleason obtenido en la biopsia (Gleason primario y

Gleason secundario), el estadio clinico —cT- y si habia tumores multiples. Se distinguio
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en ellos la localizacion del tumor del tejido sano lejano al tumor que sirvié como control
(tejido sano no tumoral). Una vez realizado el tratamiento con intencion curativa, en el
caso de ser sometidos a prostatectomia radical, se registré de nuevo el Gleason primario
y secundario, asi como el estadio patologico —pT-, bordes afectos y afectacion ganglionar

patoldgica en caso de existir —pN-.

4.2 TECNICA DE CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Las muestras se colocaron en placas de 12 pocillos e incubadas con colagenasa
tipo 1 (1,25 mg/ml) en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de FBS (suero fetal
bovino) durante 48 horas. Tras la digestion las células fueron lavadas con PBS y
colocadas de nuevo en placas, y cada 3 0 4 dias se cambiaba el medio, hasta que las
células eran semiconfluentes y es en este punto del proceso cuando se seleccionaron los
fibroblastos por trypsinizacion diferencial. Los cultivos puros de fibroblastos se
expandieron de nuevo en medio DMEM-F12 con 10% de FBS y se incubaron a 37°C en
atmosfera himeda a 37°C con 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia del 80%. La
pureza del cultivo de los fibroblastos serd confirmada por la siguiente caracterizacion:
vimentina y alfa-actina positiva y desmina negativa en el estudio inmunohistoquimico y

por citometria de flujo con anticuerpos CD90 clon AS02.
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Figura 9. Imagenes de los cultivos de fibroblastos durante el proceso de aislamiento: A) 24 a 72 horas

de aislamiento. B) Una semana después del aislamiento. C) Dos tipos celulares morfolégicamente
diferentes: las células en forma de huso corresponderian a l0S fibroblastos mientras que las células

redondeadas corresponderian a células epiteliales o tumorales. D) Cultivo de fibroblastos puros
(101).

4.2.1 Determinaciones moleculares
Se analizaron los factores de origen estromal que por el momento han mostrado

que interactian con el epitelio en el desarrollo y progresion tumoral, y que tienen un
mayor potencial para ser considerados como marcadores estromales de cancer de préstata.
En un estudio de nuestro grupo, hemos determinado algunos factores que se expresan en
el estroma tumoral de forma diferente al estroma no tumoral de la zona periférica de la
glandula prostatica en un nimero limitado de casos. Por todo ello, se han seleccionado
los siguientes factores:

e Receptor androgénico

e FGF-2, FGF-7y FGF-10

o TGF-B
e HGF
e PDGF-B

e MMP-2, MMP-9 y MMP-11

91



Los estudios de expresion génica se disefiaron y se llevaron a cabo en placas
(Roche®) mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa en tiempo
real. Se utiliz6 un kit de extraccion para obtener el ARN total “RNeasy Mini kit”
(Qiagen), incluyendo un tratamiento con DNAsa. La integridad y la concentracion del
ARN total obtenido fueron determinadas mediante un espectrofotdémetro ND-1000
NanoDrop® ND-1000. La primera hebra de ADNc se consigui¢ utilizando el kit de
sintesis “Transcriptor First Strand cDNA” (Roche®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los niveles de expresion de genes fueron evaluados por PCR en tiempo real
empleando la celdilla “Real Time Ready Custom panel” (Roche®). Los niveles de ARNm
se midieron en un ciclador de luz 480 Il (Roche®), en las siguientes condiciones: 95°C
durante 10 minutos, 45 ciclos de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y un segundo
a 72°C. Las placas contienen los cebadores y sondas especificas para los siguientes

factores y para tres genes de referencia.

Tabla 7. Factores estromales analizados en el estudio

Factor Referencia | Nombre del gen Tipo de gen

RA 102544 Receptor androgénico Receptor hormonal
FGF-2 118274 Factor de crecimiento de fibroblastos 2 Factor de crecimiento
FGF-7 113109 Factor de crecimiento de fibroblastos 7 Factor de crecimiento
FGF-10 118274 Factor de crecimiento de fibroblastos 10 Factor de crecimiento
TGFB 101210 Factor de crecimiento transformante 3 Factor de crecimiento
HGF 108357 Factor de crecimiento hepatocitico Factor de crecimiento
PDGFb 110713 Factor de crecimiento derivado de plaquetas B | Factor de crecimiento
MMP-2 103899 Metaloproteinasa 2 Invasion

MMP-9 139820 Metaloproteinasa 9 Invasion

MMP-11 103163 Metaloproteinasa 11 Invasion

4.2.2 Aspectos éticos y de confidencialidad

Dado que el estudio supone un incremento del nimero de muestras durante la
biopsia y una manipulacion de estas, se ha elaborado un documento especifico de
consentimiento informado que ha sido valorado positivamente y aceptado por el Comité

Etico de Investigacion del Principado de Asturias (Anexo ).
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4.2.3 Estudio estadistico

Ademas del analisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patoldgicas, se
analizaron las expresiones moleculares obtenidas mediante PCR (valor cuantitativo
respecto al calibrador basal antes referido). Se emplearon test paramétricos (estimacion
de las medias y comparacion de medias) cuando la distribucion fue normal.

Para las determinaciones moleculares, dado el pequefio tamafio de la muestra y
que en algunas de ellas la distribucion no fue normal (test de Kolmogorov-smirnov y
Shapiro-Wilk), se emplearon pruebas no paramétricas con determinacioén de medianas,
rangos intercuartiles, U de Mann-Whitney, de Kruskal-Wallis y correlacion de Spearman.

El andlisis de supervivencia (tiempo hasta la recidiva bioquimica) se realizo
mediante el método de Kaplan-Meier, lo cual permitié su representacion gréafica.
Posteriormente, se realizo la prueba del rango logaritmico (log-rank), comparando de
forma univariante las curvas de supervivencia y evaluando asi el efecto de cada uno de
los factores prondsticos sobre el tiempo hasta la recidiva bioquimica. Por ultimo,
consideramos las variables que fueron significativas en el andlisis univariante como
covariantes en la prueba del modelo de riesgos proporcionales de Cox, con la intencion
de determinar el efecto conjunto de los factores pronosticos que resultan significativos de
forma independiente y cuantificar los riesgos relativos e intervalos de confianza (IC) del
95% de recurrencia y progresion. Se eligié el procedimiento por pasos hacia delante,
determinando el estadistico de Wald, que introduce y selecciona variables en un orden
que depende del porcentaje de la varianza. Se consider6 estadisticamente significativa
una p valor menor de 0,05. Para el anélisis estadistico se emple6 el programa IBM®
SPSS® Statistics version 25.
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5. Resultados







5.1 CARACTERISTICAS DE LA SERIE

Finalmente se tomaron 45 muestras de un total de 30 pacientes con tumores de
préstata sometidos a biopsia transrectal. De ellos, 6 fueron metastasicos (M+) que alin no
habian recibido tratamiento en el momento de la biopsia, y 24 pacientes tenian tumores
localizados. Ademas, en 15 casos se recogieron muestras de tejido normal, todos ellos
procedentes del tejido no neoplésico lejano al tumor obtenido de las biopsias multiples de
pacientes con neoplasias localizadas.

La edad media fue de 67,73 (54-89) afios, siendo la de los tumores localizados y
metastasicos de 67,1 y 70,3 afios, respectivamente. El volumen prostéatico medio fue de
37cc (25-90). La mediana de PSA en tumores localizados fue de 6 ng/ml (3,6-39), con
gran variacién en los metastasicos, con una mediana de 582,9 ng/ml (75-3971).

Las muestras obtenidas mediante biopsia de préstata transrectal (n:30) se
clasificaron segun la suma de Gleason. La mayoria de los pacientes presentaron un
Gleason score de 7 (n:11), de 8 (n:8) y de 6 (n:7); los scores de Gleason menos frecuentes
fueron el 10 (n:1) y 9 (n: 3).

En los tumores localizados se presentaron las sumas de Gleason mas bajas con
siete casos de Gleason 6 y once casos Gleason 7. Ademas hubo 5 tumores con suma de
Gleason de 8 (3+5) y uno de 9 (4+5) (tabla 8).

Tabla 8. Score Gleason en la biopsia de los tumores localizados

SCORE GLEASON 6 7 8 9 TOTAL
N° CASOS 7 11 5 1 24
% 29,2 45,8 20,8 4,2 100

Los 24 pacientes con tumores localizados se sometieron a prostatectomia radical
como tratamiento primario. Se comparo el Gleason de la biopsia con el de la pieza de
prostatectomia radical obteniendo los siguientes resultados (tabla 9), como se puede

observar hubo 7 casos infradiagnosticados y 4 sobre diagnosticados en las biopsias.
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Tabla 9. Concordancia entre los resultados de la biopsia y la pieza de prostatectomia

Gleason pieza

3+3 3+4 3+5 4+3 4+5

Gleason biopsia 3+3 3 | 2 2

3+4 3111

3+5 4 1
4+3 3

4+5

Finalmente, empleamos el Gleason score de la pieza de prostatectomia en los tumores
localizados y el de la biopsia en los metastasicos que, tras el estudio histoldgico fueron
sometidos a privacion androgénica. Sin embargo, para realizar los analisis estadisticos,
empleamos la clasificacion ISUP segln la cual, los tumores se distribuyeron de la

siguiente manera (tabla 10):

e Localizados (sometidos a prostatectomia radical). 6 pacientes se clasificaron
como grupo 1 (SG: 3+3), otros 6 como grupo 2 (SG: 3+4), 4 como grupo 3 (SG:
4+3), 7 como grupo 4 (SG: 8) y 1 en el grupo 5 (SG: 4+5)

e Metastasicos (sometidos a privacion androgénica). 3 pacientes tenian tumores del
grupo 4 (SG: 8) y otros 3 del grupo 5 (SG: 9y 10)

De los 24 casos de pacientes con tumores localizados, 10 presentan tumores multiples
en los que se recogié muestra de ambos tumores, tejido tumoral 1y tejido tumoral 2. Se
realizo un analisis Chi 2 para valorar diferencias significativas entre el tipo de tumor,
agrupandolos en 2 categorias, ISUP 1-3, ISUP 4-5. No se encontraron diferencias
significativas (p:0,536), lo que nos permitié analizar Gnicamente la muestra del tumor

mas voluminoso en la pieza de PR, como el correspondiente a cada caso.
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Tabla 10. Distribucion de casos segun la ISUP

La distribucion por estadio se llevo a cabo a través de las muestras de PR (pT).
Hubo pT2a (n 4), pT2c (n 14), pT3a (n 6) y ningln pT3b como se refleja en la siguiente
tabla (tabla 11).

Tabla 11. Estadios pT de las piezas de prostatectomia

N° CASOS 4 14 6 24

Aquellos pacientes que en el preoperatorio mostraron riesgo elevado de afectacion
extraprostatica, en base a los pardmetros clinicos (valorandose mediante nomograma de
Briganti), fueron sometidos a linfadenectomia durante la intervencién. En total de los 24
pacientes con prostatectomia radical, 7 fueron sometidos a linfadenectomia, resultando
con afectacion 2 pacientes (29,16%) siendo ambos pTNL1.

Los tumores localizados tuvieron una mediana de seguimiento de 70 meses (17-
113), de éstos, 6 pacientes presentaron recidiva bioquimica, tres de cada grupo prondstico
(bajo/medio vs alto riesgo) con una mediana de 28 meses (10-60) siendo sometidos a
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tratamiento con radioterapia sobre el lecho quirargico y ganglios pélvicos. Actualmente
no se ha detectado una recidiva bioquimica tras la irradiacion, con una mediana de
seguimiento total de 67 meses (17-76) en estos 6 casos. En los tumores metastasicos, la
mediana de seguimiento fue de 26 meses (12-78).

5.2 DETERMINACION DE MARCADORES

En este apartado se analiza la expresion de los marcadores del estudio,
comparando cémo varia esta expresion segun las caracteristicas clinico-patoldgicas de los
pacientes. Los marcadores a estudio descritos previamente son:

» Receptor androgénico

e FGF-2, FGF-7y FGF-10

o TGF-p

» HGF

 PDGF-B

e MMP-2, MMP-9 y MMP-11

5.2.1 Expresién de marcadores de fibroblastos de tejido normal y de

cancer de prostata localizado

Expresion de marcadores de fibroblastos de tumores localizados seguiin PSA

No se demostrd una correlacion estadistica entre el nivel de PSA y la expresion
de ninguno de los marcadores de estudio.

Expresion de marcadores de fibroblastos de tumores localizados sequn estadio

En el grupo de tumores localizados, se comparé mediante la prueba de Kruskall
Wallis (no paramétrica) la expresion de los diferentes marcadores a estudio segun el
estadio tumoral patologico (prostatectomia radical).

Se observaron diferencias significativas en los marcadores MMP-11 (p=0,037) y
TGF-B1 (p= 0,046). Se objetivé que, a mayor estadio tumoral, mayor expresion de
MMP-11 (Figura 10) e, inversamente, ocurre con TGF-B1, puesto que, con estadios mas

avanzados, se produce una disminucion de la expresion de este factor (Figura 11).
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Figura 10. Expresion de MMP-11 en relacion con el estadio pT (p=0,037)
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Figura 11. Expresion de TGF-B1 en los CAF segun el estadio pT (p= 0,046)
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Expresion de marcadores de fibroblastos de tumores localizados seguin ISUP (grado)

Empleamos la misma metodologia para el analisis del grado de la pieza de
prostatectomia, agrupando los tumores en 2 grupos ISUP: menor de 3 (suma de Gleason
de 3+3 y 3+4), que incluyo 12 casos; e ISUP de 3 o mayor (suma de Gleason de 4+3 y
mayor), con otros 12. Se observaron diferencias significativas en la expresion de MMP-
2 (p=0,007) y TGF-g1 (p=0,005). Con ambos marcadores se objetivé que, a mayor grado,
se produce una disminucion de la expresion de estos factores (Figura 12) (Figura 13).
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Figura 12. Expresion de MMP-2 segiin el Grado tumoral (p=0,007)
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Figura 13. Expresion de TGF-g1 con relacion al grado tumoral (p=0,005)
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5.2.2 Correlacion en la expresion de los diferentes marcadores

estudiados

Encontramos una correlacion significativa y directamente proporcional en las

expresiones de:
e RA con las de FGF-7 (p= 0,035), FGF-10 (p= 0,023) y HGF (p= 0,08) (Figura
14).
e FGF-7 con las de FGF-10 (p= 0,000) (Figura 15) y HGF (p=0,008) (Figura 16).
e HGF con la de MMP-2 (p=0,001) (Figura 17).
e MMP-9 con la de TGF-p1 (p=0,041) (Figura 18).
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5.2.3 Relacidn de la expresion de los marcadores en tejido tumoral y no

tumoral

En pacientes con cancer de prostata localizado se observaron aumentadas las
expresiones de FGF-7 (p=0,000) (Figura 19), MMP-2 (p=0,000) (Figura 20), y MMP-
11 (p=0,000) (Figura 21), respecto al tejido prostatico no tumoral. Por el contrario,
disminuyeron su expresion respecto al tejido normal FGF-10 (p=0,000) (Figura 22) y
MMP-9 (p=0,000) (Figura 23).

8000

6000

4000

2000

0000 a

MNormal Tumor

Expresion FGF7 en tumor primario

Figura 19. Aumento de expresion de FGF-7 en los tumores localizados (p=0,000)
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Figura 20. Sobreexpresion de MMP-2 en tumores localizados (p=0,000)
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Figura 22. Disminucidn de la expresion de FGF-10 en tumores localizados (p=0,000)
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Figura 23. Disminucion de la expresion de MMP-9 en tumores localizados (p=0,000)

5.2.4 Expresion de marcadores de fibroblastos de tejido normal y de

cancer de prostata metastasico

Dado el limitado nimero de pacientes en este grupo, no se analizaron los aspectos
referentes a la asociacion con los parametros clinicos ni entre los propios marcadores. Se
estudid la relacion de los factores entre los tejidos normal, tumor localizado y metastasico,
con los siguientes resultados:

En pacientes con cancer de prdstata metastasico, se encontraron aumentadas las
mismas expresiones que en los tumores localizados, es decir las de FGF-7 (p=0,000)
(Figura 24), MMP-2 (p=0,000) (Figura 25), y MMP-11 (p=0,000) (Figura 26). Por el
contrario, disminuyeron su expresion respecto al tejido normal FGF-10 (p=0,000) y
MMP-9 (p=0,000), al igual que lo descrito previamente en los tumores localizados
(Figura 27).

No se encontraron diferencias en las expresiones de ninguno de los marcadores
analizados al comparar los tumores localizados con los metastasicos, lo cual implica, por
un lado, que son capaces de diferenciar la presencia de una neoplasia respecto al tejido

normal, pero no si el tumor esta confinado en la glandula o es metastasico.
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Figura 24. Expresion de FGF-7 en tumores metastasicos frente a tejido normal (p=0,000)
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Figura 25. Sobreexpresion de MMP-2 en el tumor metastésico (p=0,000)
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5.3 ANALISIS DE TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD EN LOS
TUMORES LOCALIZADOS

Para conocer la influencia de los marcadores estudiados en los cultivos de
fibroblastos en la evolucion de los tumores localizados, se analizé el tiempo libre de
enfermedad después de la prostatectomia, basado en el tiempo hasta la recidiva
bioquimica (PSA > 0,2 ng/ml). Todos los pacientes que mostraron la recidiva bioquimica
fueron tratados con radioterapia pélvica.

La mediana de seguimiento de los tumores tratados mediante prostatectomia
radical es de 70 meses (17-113). En 6 casos se ha detectado recidiva biogquimica con una
mediana de 28 meses (10-60), siendo sometidos todos ellos a radioterapia sobre el lecho
y en ganglios pélvicos. Actualmente no se ha detectado una recidiva bioquimica tras la
irradiacion, con una mediana de seguimiento total de 67 meses (17-76) en estos 6 casos.

El andlisis de supervivencia (tiempo hasta la recidiva bioquimica) se realizo
mediante el método de Kaplan-Meier, comparando de forma univariable las curvas de
supervivencia y evaluando asi el efecto de cada uno de los factores moleculares sobre el
tiempo hasta la recidiva. Para ello, se dividi6 la serie tomando como punto de referencia
la mediana de la expresion de cada factor, de manera que se denomind expresion alta,
aquellas que estaban por encima de la mediana y expresion baja las que estaban por debajo
de la misma. Por ultimo, se analizaron las variables que fueron significativas mediante el
analisis de regresion de Cox, con la intencion de determinar el efecto conjunto de los
factores prondsticos que resultan significativos de forma independiente y cuantificar los
riesgos relativos. Para realizar el estudio multivariable se analizaron los datos clinicos
que han mostrado su influencia pronostica de afectacion extraprostatica (grupos de riesgo
d”Amico), es decir PSA (< 10 vs > 10 ng/ml), estadio clinico cT (T1 vs T2-3), y suma de
Gleason de la biopsia-ISUP (ISUP < 3 vs. ISUP > 3), junto con los factores estromales
que resultaron del estudio univariable. Ademas, se realizd el estudio multivariable
teniendo en cuenta los datos patoldgicos (estadio, grado y margenes en la pieza de
prostatectomia), junto a los marcadores estromales que resultaron significativos en el

estudio univariable.
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» RESULTADOS ESTUDIO UNIVARIABLE

Unicamente se demostré un menor tiempo libre hasta la recidiva bioquimica
significativo para FGF-10, de manera que se demostrd que una mayor expresion de
FGF-10 en los fibroblastos se asociaba estadisticamente con menor tiempo libre de
enfermedad (p=0,042) (Figura 28).
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Figura 28. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier. Expresion alta de FGF-10 menor tiempo hasta

la recidiva bioguimica (p= 0,042)

» RESULTADOS ESTUDIO MULTIVARIABLE
En el analisis de regresion de Cox incluyendo FGF-10 y los parametros clinicos
de la biopsia de préstata como fueron el PSA, estadio y el grado de la biospia, no se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos.
Del mismo modo FGF-10 tampoco resulté un factor clinico predictor de recidiva
al incluir datos de la prostatectomia radical como fueron el grado y estadio de la pieza 'y

la presencia de margenes afectos.

111



6. Discusion







Actualmente, el manejo preciso del cancer de prostata recién diagnosticado sigue
siendo un reto por conseguir. La incapacidad de los parametros clinicos-patologicos
(niveles de PSA, estadio TNM y puntuacion de Gleason) para distinguir con precision los
pocos canceres agresivos de los muchos canceres indolentes contintia siendo el centro del
problema del sobretratamiento que implica la prostatectomia radical y la radioterapia en
tumores con poco potencial maligno. Asi mismo, el tratamiento de la enfermedad con una
puntuacion de Gleason de 7 sigue siendo un desafio, lo que hace imprescindible
identificar los cambios moleculares que resultan de la enfermedad y que sirvan como
biomarcadores para predecir con mayor precision la agresividad y el resultado a largo
plazo de la enfermedad (285). Desde hace varios afios, el PSA sérico se ha utilizado con
esa finalidad; sin embargo, debido a sus limitaciones inherentes, incluida la falta de
especificidad, el cribado del PSA ha demostrado ser controvertido (cuatro de cada cinco
ensayos clinicos aleatorizados recientes mostraron poca 0 ninguna mejoria en la
mortalidad asociada con el tratamiento agresivo de enfermedades inherentemente
benignas) (286), lo que ha llevado a una busqueda intensiva de biomarcadores alternativos
del cancer de préstata con un mejor potencial diagndéstico y predictivo. En particular,
existe una busqueda de biomarcadores que puedan distinguir entre tumores agresivos e
indolentes, lo que conduce a mejores decisiones de tratamiento.

Hasta la fecha, el desarrollo de marcadores fiables se ha visto obstaculizado por
la significativa heterogeneidad intratumoral de la enfermedad en cada paciente. Con el
descubrimiento de tecnologias gendmicas y protedmicas avanzadas, en los ultimos afios
hemos experimentado una mejor comprension de la biologia del cancer de prostata y
como resultado se han descubierto varios biomarcadores prometedores. A esto se une el
conocimiento de que el microambiente estromal influye de una manera definitiva en el
desarrollo del cancer prostatico; sin embargo, los mecanismos por los cuales el estroma
regula el crecimiento de las células epiteliales en el cancer de prostata ain no son bien
conocidos. Recientemente, el estudio del estroma tumoral estd cobrando mayor
importancia reconociendo el estroma como inductor del crecimiento y diferenciacion del
epitelio glandular prostatico asociado a androgenos, existiendo un mecanismo reciproco
gue juega un papel central en la carcinogénesis y progresion del cancer de prostata.
Durante la progresion del cancer, las células tumorales alteran las propiedades del estroma
circundante para crear un microambiente de apoyo. A su vez, las células del estroma
modificadas se vuelven mas activas y promueven la progresion del cancer. Se cree que

los diferentes tipos de factores de crecimiento y citocinas secretadas por las células
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estromales reactivas y las interacciones directas entre el estroma y el epitelio desempefian
un papel clave en la progresion del cancer. Asi, el conocimiento y estudio de los
denominados fibroblastos asociados al carcinoma (CAF) estan siendo fuente de
investigacion por tratarse de las células mas importantes en el estroma activado del CaP.

La actividad de nuestro grupo se ha centrado en la investigacion del
comportamiento clinico de los carcinomas humanos de diverso origen. En este trabajo
profundizamos en la importancia del estroma tumoral en el CaP y evaluamos la expresion
genomica de diferentes factores derivados del estroma prostatico, centrando la actividad
en la investigacion del comportamiento clinico del CaP e intentando trasladar de la
investigacion basica a la practica clinica el interés de diferentes parametros de la biologia
molecular del CaP. Nuestra actividad se centra en el anélisis del impacto clinico de la
expresion de diversas proteinas de interés en la biologia molecular del CaP.

Asi, en nuestro estudio evaluamos la expresion de diferentes factores derivados
de los fibroblastos del estroma prostatico en pacientes con cancer de prostata localizado
y metastasico, centrando nuestro objetivo en el analisis del impacto clinico que la
expresion de dichas proteinas pueda tener en el comportamiento del CaP.

La mayoria de las investigaciones se han basado en el estudio del epitelio maligno
prostatico, si bien nuestra investigacién se centra en el estroma prostatico, dado el
conocimiento reciente del estroma tumoral, que juega un papel importante en la invasién
y en la progresion del cancer, resultando su genoma mas estable que el del epitelio
tumoral, y constituye fuente de nuevos biomarcadores y potenciales dianas terapéuticas.
Ademas, son pocos los estudios existentes sobre el estroma prostéatico utilizando cultivos
celulares de fibroblastos de prdstatas humanas y su relacion con el epitelio. El logro de
los objetivos propuestos permite conocer mejor las caracteristicas del estroma prostatico
y las potenciales diferencias entre el tumoral y el no tumoral. Asi, es posible que podamos
establecer marcadores de diagnostico antes de que aparezca el propio adenocarcinoma o
de prondstico que determinen la evolucion de la neoplasia, planteando las primeras bases
para identificar moléculas candidatas a representar nuevas dianas terapéuticas en el CaP.
La investigacion que hemos realizado ha mostrado un papel relevante del estroma en su
desarrollo o progresion.

Nuestro trabajo se ha podido llevar a cabo gracias a la existencia de un equipo
multidisciplinar con experiencia en trabajos de traslacion clinica en CaP que ya han sido
presentados en publicaciones internacionales en revistas de impacto. Destaca en el afio

2017, los resultados publicados de diferentes factores estromales involucrados en el
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desarrollo, progresion y resistencia a la castracion de CaP en muestras procedentes de
tejido prostatico recogidas por nuestro equipo (101).

En nuestro trabajo analizamos la expresion e influencia del RA, asi como la
expresion de diferentes factores de crecimiento, entre los que se encuentran los factores
de crecimiento de fibroblastos (FGF-2, FGF-7 y FGF-10), factor de crecimiento
transformante 1 (TGF-B1), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y factor derivado
de plaquetas B (PDFG-B), asi como varias metaloproteinasas (MMP-2, MMP-9 y MMP-
11).

Nuestros marcadores se evaluaron en los fibroblastos cultivados procedentes de
tumores de préstata localizados, asi como en los carcinomas metastasicos, tomando
ademas muestras de tejido periférico al tumor (en pacientes con neoplasias localizadas)
que se han considerado como tejido control normal, al no demostrarse en el estudio
histopatoldgico de la biopsia la presencia de adenocarcinoma prostatico en las zonas
correspondientes.

La finalidad de este trabajo ha sido el estudio del comportamiento de estos
marcadores estromales y su relacion con las caracteristicas clinico-patologicas tumorales.
A continuacion, discutiremos nuestros resultados comparandolos con la literatura
existente, en aquellos marcadores cuya expresion pudiera tener cierta relevancia en la

préctica clinica.

6.1 Correlacion entre la expresion de los factores a estudio y el PSA

En cuanto a la asociacion entre la expresion de los factores por parte de los
fibroblastos peritumorales en relacién con las caracteristicas clinico-patoldgicas en
tumores localizados, no se demostrd en nuestro trabajo una correlacion estadistica entre
el nivel de PSA y la expresion de ninguno de los marcadores de estudio.

Algunos autores han descrito que la expresion del factor TGFB-1 presenta una
correlacion negativa con el PSA, disminuyendo en tumores avanzados y asociandose con
un menor riesgo de CaP agresivo demostrando un efecto protector frente al CaP de alto
grado y de mal pronostico (214). Las cifras de PSA se encuentran habitualmente mas
elevadas en los tumores avanzados que en estadios mas precoces, de donde se explicaria
una correlacion negativa entre los niveles de PSA y la expresion TGFB no encontrados
en nuestro estudio, al cual habria que afiadir mas casos en posteriores trabajos para asi

poder buscar esta posible relacion.
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Otros estudios encuentran que la elevacion significativa de HGF sugiere un mayor
riesgo de CaP, y observan como los pacientes con CaP tenian concentraciones mas altas
de PSA y HGF (221), sefialando como el HGF en combinacién con el volumen prostéatico
puede detectar el CaP en pacientes con niveles de PSA de la zona gris inferiores a 10
ng/ml (217).

En el CaP, algunos trabajos describieron el uso del factor PDGF-B como
biomarcador en orina , y encuentran como los pacientes con CaP tenian mayores niveles
de PSA y de PDGF-B (246).

Hallazgos recientes han mostrado una mayor expresion de MMP-11 en el CaP
cuando el PSA fue mas alto (101).

Nuestro estudio no encontrd asociacion entre la expresion de ninguno de los
marcadores y el PSA. La sobreexpresion del receptor androgénico epitelial maligno junto
a la pérdida de reactividad del mismo en el estroma periférico se ha asociado con alto
grado y PSA en el CaP (83). Varios estudios han informado que las interacciones
sensibles e insensibles a los andrégenos entre las células estromales y epiteliales
determinan como las células epiteliales de la prostata responden a la ablacion de
androgenos (287). En un entorno con bajo contenido de androgenos, las interacciones
estroma-epitelial pueden ser un mecanismo importante que controla la actividad del RA
y la expresion de PSA regulada por el RA (288). Asi, se podria sefialar que la maquinaria
molecular del estroma implicada en la carcinogénesis del CaP, en la que intervienen estos
factores parece no depender directamente de andrégenos, lo cual es muy importante a la
hora de buscar nuevas vias de desarrollo tumoral diferentes a las convencionales y que

pudieran explicar en fases avanzadas la progresion tumoral y la conversion en CPRC.

6.2 Correlacion entre los factores estromales y las caracteristicas

clinico-patoldgicas en tumores localizados

Al estudiar la relacion de la expresion génica de los factores con el estadio tumoral
en tumores localizados, encontramos que a mayor estadio tumoral se demostro una mayor
expresion de MMP-11 y una disminucion de la expresion de TGFp-1.

Las MMPs al adherirse a factores proapoptéticos, dan lugar a un fenotipo mas
agresivo a través de la generacion de células resistentes a la apoptosis (253). La MMP-
11 se expresa sobre todo por las células peritumorales y se asocia a progresion tumoral y

mal pronostico (270). La MMP-11 se encuentra en grandes porcentajes en el estroma de

117



CaP (283) en diversos trabajos, que encuentran como sus niveles se correlacionan
positivamente con el estadio tumoral (284), en consonancia con nuestros resultados
alcanzados.

En cuanto a TGFf-1 encontramos una disminucion TGFp-1 al aumentar el estadio
tumoral. Este factor es capaz de promover la angiogénesis y la transicion de células
epiteliales a células mesenquimales, lo que significa que participa en el proceso de
invasion tumoral (204). Estudios en el cancer de mama han demostrado que la expresion
de TGFB-1 es mayor en el estroma en tumores de mama de alto estadio (203).
Investigaciones en el CaP identifican el TGFB-1 como un predictor de la progresion del
CaP y el desarrollo de metastasis (192). En la progresion del CaP sefialan la expresion
alterada de TGFB—1 en las muestras de CaP con respecto a tejido prostatico normal,
jugando un papel en el desarrollo del tumor (213). Diversas investigaciones observan un
aumento de expresion de TGFp-1 que se asocia con la presencia de tumores mas agresivos
y mal pronostico, dado que se hacen resistentes a su inhibicion de la proliferacion celular
(215). En otros trabajos, sin embargo, observan como TGFf-1 se asocia con un menor
riesgo de CaP agresivo demostrando un efecto protector frente al CaP de alto grado y de
mal prondstico (214). Algunos autores observan una alteracion en la expresion de
TGFB—1 en las muestras de CaP con respecto a tejido sano (213). Defienden que TGFp—1
juega un papel en el desarrollo del tumor que debe ser investigado. Otros estudios
concluyen que algin genotipo de TGFpB-1 parece tener un efecto protector frente a
tumores de alto grado y de mal pronéstico (214). Esto refuerza nuestro resultado de
encontrarse, al parecer, disminuida su expresion en este tipo de tumores, que son
precisamente los de peor pronostico.

Encontramos también que una suma de Gleason mas alta en la pieza de prostatectomia
radical se asocio significativamente con una disminucion de las expresiones de MMP-2
y de TGFp-1 en los tumores localizados.

Diferentes estudios en el CaP evalltan la expresion de MMP-2 en el CaP, y asocian el
aumento de la MMP-2 con un grado Gleason tumoral alto, un estadio patologico
avanzado, y la recurrencia de la enfermedad (258). Otros estudios encuentran una menor
expresion de MMP-2 por fibroblastos en el CaP en comparacién con los fibroblastos de
la HBP (101). Nuestros resultados hallan expresion de la MMP-2 en tumores localizados
de CaP asociando un mayor grado de Gleason con una disminucion de la expresion de la
MMP-2.
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En cuanto a la expresion de TGFB-1 en la progresion del CaP, diversas
investigaciones estudian la asociacion de los niveles plasmaticos de TGF-B1 antes y
después de la prostatectomia radical, y encuentran que los niveles plasmaticos
preoperatorios de este factor estdn asociados con la progresion y metéstasis a distancia
del CaP pero no con el grado histologico de la enfermedad ni con el volumen de tumor
local. Observan como los niveles pre y posoperatorios de TGF-B1 se elevan
significativamente en pacientes con extension extraprostatica, invasion de vesiculas
seminales y metéstasis a los ganglios linfaticos (212). Estos estudios no encuentran
asociacion de la mayor expresion de TGF-B1 en relacion a un mayor grado histolégico,
resultados que estarian en armonia con nuestro hallazgo, en donde incluso hallamos que

a mayor grado histolégico menor expresién del factor.

6.3 Correlacion entre la expresion de los diferentes factores estromales

en tumores localizados

Estudiamos la asociacién entre los propios marcadores en los tumores localizados.
Encontramos correlaciones estadisticas entre RA con las de FGF-7, FGF-10 y HGF, de
manera que al aumentar la expresion del receptor androgénico también lo hizo la de los
otros factores. Relacion significativa entre FGF-7 con FGF-10 y HGF, de forma que al
aumentar la expresion de FGF-7 también lo hizo la de los otros dos factores. El factor
HGF con la MMP-2, al aumentar la MMP-2 también aument6 el HGF. Correlacion
tambien significativa entre MMP-9 y el factor TGFpB-1, al incrementarse la de MMP-9
aumentaba significativamente la de TGFp-1.

Algunos trabajos muestran la asociacion entre RA y factores de crecimiento. Se ha
demostrado que el TGFp participa aumentando la actividad del RA (106). Existen varios
factores que tienen la capacidad de estimular la expresion del FGF-7 en las células
estromales. Varios estudios demuestran que citocinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) y especialmente la interleucina-1 (IL-
1) aumentan la transcripcion y la sintesis proteica de FGF-7 en fibroblastos (168).
Investigaciones recientes muestran una mayor expresion de RA y el FGF-7 en los
carcinomas prostaticos (76). El aumento de los niveles de RA en las células del estroma
promueve la expresion de FGF10, que luego actla de manera paracrina para elevar los
niveles de RA en las células epiteliales de la prostata y potencialmente también de manera
autocrina para elevar ain mas los niveles de RA en el estroma (179). Al igual que el FGF-
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2, FGF-7. FGF-10, el factor de crecimiento HGF también se ve afectado
significativamente por androgenos y antiandrogenos en células estromales cultivadas in
vitro (184). De este modo, los andrdgenos que actian a través del estroma pueden
provocar un aumento de la expresion de factores de crecimiento estimulando la
progresion de CaP y la transformacion maligna (184).

En el CaP se observan cambios fenotipicos en el estroma que se asocian al cancer que
incluyen una expresion alterada de los factores de crecimiento como factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1), y
FGF-2, FGF-7 y FGF-10, y otros factores de crecimiento como HGF (184). EI PDGF-B
estimula la liberacion de TGFP y promueve la diferenciacion miofibrobastica. Ademas,
induce la secrecion de HGF y de FGF-2 (233). TGFp regula la produccion de ARNm del
FGF-2 en las lineas celulares PC3 haciéndolas resistentes a la apoptosis (210). FGF-10 y
FGF-7 se expresan, en estudios con ratas, en tumores de prostata bien diferenciados (181).

Estudios sobre las proteinas implicadas en la invasion, encuentran en las metastasis
6seas, como el TGFB-1 puede ser activado por MMP-9 y MMP-2 promoviendo el
crecimiento tumoral (191).

6.4 Comparacion de la expresion de los marcadores en tumores

localizados con la de los tumores metastasicos

En nuestro trabajo observamos el incremento de la expresion de FGF-7, MMP-2 y
MMP-11 en tumores localizados respecto al tejido prostatico no tumoral. Por el contrario,
aparece una disminucion de FGF-10 y MMP-9 en los fibroblastos de cancer de prostata
localizado (CPL) respecto al tejido normal.

El factor FGF-7 se cree que es uno de los factores de crecimiento mas importantes en
el control de la homeostasis de la préstata junto con los andrégenos (167). La expresion
de FGF7 es estimulada por andrdgenos en las células del estroma prostatico, pero no en
las celulas epiteliales. Cuando existe una activacion aberrante de las vias de los FGF,
aparece una progresion de CaP (167). Algunos autores afirman no encontrar una mayor
expresion de FGF-7 en canceres de préstata clinicamente localizados que contrasta con
otros informes que hablan de un aumento de FGF-7 en células de cancer de prostata. En
nuestros resultados, al igual que en otros trabajos, observamos como en el cancer de

préstata localizado (CPL) el FGF7 se encuentra altamente expresado en los CAF (101),
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y al igual que nuestros resultados no aparecieron asociaciones entre la expresion de FGF-
7 con el grado y el estadio tumoral (175).

Por el contrario, aparece una disminucion de la expresion de FGF-10 respecto al tejido
prostatico no tumoral. EI FGF-10 es un factor significativo durante la transicion epitelial-
mesenquimal (EMT) esencial en el cancer y en la metastasis (177). Algunos autores
estudian el papel de FGF-10 en CaP en ratas, y observan niveles elevados de la expresion
de FGF10 en la prostata de la rata, tumores de préstata de rata bien diferenciados con un
compartimento epitelial y estromal y en células del estroma prostatico derivadas en
cultivo (181), teniendo una expresion especifica en las células del estroma de origen
muscular liso (92). Esto puede explicar por qué en nuestro estudio FGF10 disminuye en
los tumores localizados, puesto que en el estroma de CaP, las células musculares lisas se
sustituyen por CAF. Diversos estudios han demostrado el papel de FGF10 en la
carcinogénesis de la prostata en sinergia con la sobreexpresion de FGFR1/2 y la
sobreexpresion del protoncogen Src en células de ratones, induciendo tumores epiteliales
de alto grado (182), sin embargo, hay otros trabajos en los que parece que estas
afirmaciones no estan tan claras en el caso de la prostata humana (182). La expresion de
FGF-10 se estimula por la accién de los andrégenos y puede ejercer un efecto mitogénico
sobre el epitelio prostatico (92). Algunos autores sefialan que la sobrexpresion de FGF-
10 en los fibroblastos de la prostata induce experimentalmente la formacion de neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) multifocal en el epitelio adyacente (183). Su aumento de
expresion promueve la formacion de CaP bien diferenciado (177). ElI PIN o
adenocarcinoma inducido por FGF10 podria persistir en un microambiente bajo en
FGF10, como resultado de cambios epiteliales sostenidos que evaden la dependencia
cronica de este factor de crecimiento y la activacion sostenida del RA. Asi, segin progresa
el tumor, la expresion de FGF10 disminuye (183). En nuestro trabajo se evidencia una
disminucion de la expresion de FGF10 en los fibroblastos de los tumores localizados y
de los tumores metastasicos como se mostrard mas adelante. Este descenso podria servir
como potencial marcador de tumor avanzado, siendo precisas investigaciones que aclaren
el papel de FGF10 como andromedina en CaP.

En cuanto a los factores implicados en la invasion, las MMPs al adherirse a
factores proapoptéticos dan lugar a un fenotipo mas agresivo a través de la generacion de

células resistentes a la apoptosis (253).

121



La expresion de MMP-2 tiene un papel relevante en la progresion del cancer por
su accion degradante sobre la membrana basal (250). La MMP-2 se asocia con tumores
avanzados Yy se relaciona con la recurrencia del tumor, alcanzando casi la significacion
estadistica (258). En nuestro estudio observamos que en las muestras de CaP aparece
aumentada la expresion de MMP-2 respecto al tejido normal. Se ha encontrado que la
expresion de MMP-2 se encuentra elevada en cualquier alteracion del tejido prostatico,
desde HBP a la presencia de tumores localizados o0 metastasicos o incluso la deprivacion
androgeénica, apoyando otras investigaciones la mayor expresion en CaP (263). Parece
que la expresion de MMP-2 se asocia significativamente con el grado de malignidad del
CaP, destacando su papel en el crecimiento tumoral y la metastasis viendo su potencial
para poder usar a la MMP-2 como marcador molecular del CaP (263).

En tumores localizados, encontramos también un aumento de la expresion de
MMP-11 respecto al tejido normal. En el cancer de mama, la MMP-11 se expresa en
células estromales peritumorales, y estd asociada con la progresion del tumor y metastasis
(252). Los estudios de Vizoso et al demostraron que la MMP-11 se expresa
preferentemente en las células del estroma peritumoral y que los altos niveles de MMP-
11 se asociaron con la progresion tumoral y mal prondstico (251). En la préstata diversas
investigaciones sefialan porcentajes mas altos de expresiones de MMP-11 por las células
de fibroblastos de los carcinomas de prostata en comparacion con los fibroblastos de la
HBP (283). En el CaP sus niveles se correlacionan positivamente con la suma de Gleason
del tumor, el estadio y la presencia de metastasis (284). Estudios recientes demuestran
una relacion de la expresion de MMP-11 con la presencia de tumores prostaticos
agresivos (284). Hallazgos recientes han identificado la expresion de MMP-11 era
significativamente alta en los fibroblastos asociados al cancer de carcinomas de prostata
resistentes a la castracion y fibroblastos de tumores metastasicos demostrandose una alta
expresion de MMP-11 (101). En los tumores avanzados, en fases de mayor agresividad
tumoral o resistencia a la castracion, la produccion de MMP -11 por los fibroblastos
resultd significativamente mayor que en los tumores no metastasicos o en fases de
sensibilidad a la castracion (98). Resultados que estan en armonia con los nuestros, donde
el CaP localizado presenta mayor expresion de MMP-11, aumentando mas su expresion
a mayor estadio tumoral y, donde encontramos mayor expresion, como indicaremos

posteriormente en los tumores metastasicos respecto al tejido normal.
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En cuanto a la MMP-9, su expresion aparece disminuida respecto al tejido normal.
Se ha descrito en el cancer de mama una produccion de MMP-2 que aumenta durante las
primeras fases, mientras que la activacion de MMP-9 se produce en etapas posteriores en
la progresion de la enfermedad (82). En pacientes con enfermedad prostatica,
investigaciones encuentran expresiones significativas mas altas de la MMP-9 en tejidos
en CaP que en tejidos de hiperplasia benigna de prostata; sin embargo, otros estudios
encuentran que la actividad de MMP-9 aumenta en la orina de pacientes con hiperplasia
benigna de prostata en comparacion con pacientes con CaP (272). Se ha encontrado una
expresion aumentada de MMP-9 en el CaP, correlacionandolo con mayor Gleason y
fenotipos invasivos (275), resultados que no hemos podido corroborar en nuestro trabajo.
Parece que tanto la sobreexpresion del RA como la estimulacion con DHT producen un
aumento de MMP-9 (277), sin embargo, si combinamos ambos fendmenos, este aumento
no tiene lugar, lo que sugiere que el RA es capaz de inducir la expresion de MMP-9 en
las células con CaP de manera independiente de los andrégenos. Esto coincide con
nuestros resultados dado que, al bloquear el RA, disminuye la expresion de MMP-9 con
respecto a la de los fibroblastos de los tumores localizados.

Estudiamos también la expresion de marcadores de fibroblastos de tejido normal
y de cancer de prostata metastasico (CPM+). Hay que decir que en el grupo de CPM+ no
analizamos como en el grupo de CPL los aspectos referentes a la asociacion con los
pardmetros clinicos, dado el limitado nimero de pacientes en este grupo.

En pacientes con tumores metastésicos, se encontraron aumentadas las mismas
expresiones que en los tumores localizados, es decir las de FGF-7, MMP-2 y MMP-11,
disminuyendo igualmente su expresién respecto al tejido normal la de FGF-10 y MMP-
9. No se encontraron diferencias en las expresiones de ninguno de los marcadores
analizados al comparar los tumores localizados con los metastasicos, lo cual implica, por
un lado, que son capaces de diferenciar la presencia de una neoplasia respecto al tejido
normal, pero no si el tumor est4 confinado en la glandula o es metastasico. El hecho de
que en nuestros resultados aparezca un patron de factores que aumentan o disminuyen en
el CaP, tanto en el CPL como en el CPM+, como los marcadores FGF-7, MMP-2 y
MMP-11 que aumentan , y FGF-10, MMP-9 que disminuyen, favorece la teoria de que
en el estroma de la prostata se producen una serie de cambios, que podriamos decir que
son compartidos respecto al tejido normal de la prostata, viendo claro como los
fibroblastos del estroma tumoral reactivo difieren de los fibroblastos del tejido normal,
siendo importante en ello la influencia probablemente por otros factores del estroma.
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6.5 Relacidn entre la expresion estromal y el tiempo libre de enfermedad

en el cAncer de prostata localizado

Una parte importante del estudio es que realizamos un analisis de tiempo libre de
enfermedad en tumores localizados. Se demostro diferencias significativas en el tiempo
hasta la recidiva bioquimica tras prostatectomia radical para el factor FGF-10.

Algunos trabajos han estudiado los marcadores en el CaP, y su asociacion con la
recurrencia bioquimica. Asi, la expresion de FGF-2 del estroma se asocia a una mayor
tasa de recurrencia bioquimica (166). Investigaciones actuales observan la expresion de
HGF por los tejidos de CaP y relacionan una mayor concentracién de HGF con un mayor
riesgo de recurrencia del cancer, mostrando como expresion aumentada de HGF en suero
se asociaba con una menor supervivencia libre de progresion (221). Estos estudios han
demostrado que una alta expresion de PDGFR en el estroma del CaP se asocia de forma
significativa con la recurrencia bioguimica y clinica en pacientes con CaP tratados
mediante prostatectomia radical, y encuentran que la expresion media de PDGFRJ es
mayor en el estroma tumoral que en el estroma normal (241). Diversos autores sefialan
que la expresion aumentada de MMP-2 se correlaciona negativamente con la
supervivencia libre de enfermedad en CaP (264), y encuentran que la expresion de MMP-
2 por las células similares a fibroblastos se asocié inversamente con la recurrencia
bioquimica (265). Hallazgos sobre la MMP-9 nos indican también que la expresion de
MMP-9 se correlaciond positivamente con una supervivencia libre de enfermedad més
corta (275), y la expresion aumentada de MMP-11 con un aumento de recidiva
bioquimica tras prostatectomia radical, y en el CaP avanzado con una disminucion en la
supervivencia especifica para el cancer (284).

En nuestro trabajo se demostrd en el anélisis de supervivencia, analizando el tiempo
hasta la recidiva bioquimica, que a mayor expresion de FGF-10 en los fibroblastos se
asociaba estadisticamente con menor tiempo libre de enfermedad, resultando en el estudio
univariable ser un factor clinico predictor de recidiva bioquimica, pero no se encontraron
factores clinicos ni patoldgicos independientes de recidiva bioquimica en el estudio
multivariable.

Con todo lo anteriormente descrito, el principal logro de los objetivos propuestos
permitira conocer mejor las caracteristicas del estroma prostatico y las potenciales

diferencias entre el tejido tumoral y el no tumoral.
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A pesar de que en la carcinogénesis y en la progresion del tumor prostatico influye
el estroma, no existen muchos trabajos que centren su atencion en las alteraciones
moleculares del mismo. La complejidad de su estudio lo hemos paliado con la utilizacién
de cultivos de los fibroblastos activados peritumorales. En base a una mayor estabilidad
genética que la del epitelio tumoral, hemos establecido la existencia de marcadores de
diagnostico antes de que aparezca el propio adenocarcinoma o de prondstico que
determinen la evolucion de la neoplasia. Se plantean asi, las primeras bases para la
identificacion de moléculas candidatas a representar nuevas dianas terapéuticas en el CaP.
Los resultados del estudio pueden contribuir a responder a algunos interrogantes sobre el
conocimiento acerca del papel del estroma tumoral en el compartimento evolutivo del
carcinoma prostatico. Esperamos que la terapia dirigida al compartimento estromal sea
clinicamente prometedora, y un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares
subyacentes a las interacciones entre el tumor y el estroma pueda producir nuevas dianas
terapéuticas para el cancer de prostata.

En definitiva, se requieren mas estudios para comprender las complejas
interacciones entre las células cancerosas y el microambiente tumoral, siendo el papel de
los factores estromales cada vez mas destacado en las estrategias futuras para abordar la

enfermedad.

6.6 Limitaciones

La principal limitacion de nuestro estudio es el pequefio tamafio muestral. El
namero de casos es limitado dada la complejidad de la metodologia para el procesado del
tejido obtenido durante el cultivo celular, con la pérdida de muestras por la contaminacién
de las mismas en los cultivos. De todos modos, consideramos que el nimero de casos es
suficiente para obtener datos fiables que demuestren los objetivos establecidos,
pretendiendo ser nuestro trabajo un paso en la bldsqueda de marcadores que abra la
posibilidad de nuevas investigaciones sobre el estroma tumoral.

Por otro lado, existe una gran dificultad para obtener tejido tumoral prostatico de
la pieza de PR para cultivo, por ello realizamos biopsias de prostata transrectales
sistematicas. Para asegurar la obtencion de muestra, se recogieron muestras pareadas
durante la biopsia previa, existiendo la posibilidad de que en el cilindro de estudio no se
encontrara un carcinoma y si en la muestra usada para diagnostico. No obstante, se
intentaron obtener muestras muy cercanas para que resultaran similares a las que se

utilizaron para el diagndstico, teniendo en cuenta que se trata de un estudio del estroma
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peritumoral, y no propiamente de las células tumorales. Esta dificultad, junto con la
contaminacion durante la obtencion del material pueden minimizarse mediante las
biopsias transperineales dirigidas mediante fusion de iméagenes de Resonancia Magnética
con ecografia a tiempo real que permitirian disminuir este error ademéas del nimero de
muestras que se contaminan durante la obtencién y el procesado, puesto que la via
perineal es mucho menos contaminada. Ademas, al ser biopsias dirigidas a imagenes
sospechosas, se puede tomar de manera mucho mas precisa tejido procedente de los focos
tumorales y, en zonas alejadas, tejido normal de control. Esto abre nuevas posibilidades
para continuar la linea de investigacion iniciada, pues permitira afinar el muestreo de las
piezas a estudiar en proximas investigaciones.

Para realizar los analisis estadisticos de este trabajo, hemos empleado la suma de
Gleason y la clasificacion ISUP. Aunque en los pacientes con tumores localizados se
utilizé la suma de Gleason de la pieza de PR, en los pocos casos de tumores metastasicos
empleamos la suma de Gleason de la biopsia prostatica pudiendo no haber concordancia
con la del tumor, por lo que serian resultados menos precisos.

Por ultimo, dada la naturaleza del estudio y su duracion, no es posible obtener un

seguimiento representativo de la evolucion de este tumor tras PR.
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/. Conclusiones







1- En cuanto a la expresion del receptor androgénico, de los factores de crecimiento

y de las MMPs de los fibroblastos peritumorales en relacion con las caracteristicas

clinico-patoldgicas en tumores localizados:

No se demostro una correlacion estadistica entre el nivel de PSA y la expresion

de ninguno de los marcadores de estudio.

A mayor estadio tumoral se demostré una mayor expresion de MMP-11 y una

disminucion de la expresion de TGFp-1.

Una suma de Gleason mas alta en la pieza de prostatectomia radical se asocid
significativamente con una disminucion de las expresiones de MMP-2 y de TGFj3-
1.

2- Sobre las Correlaciones entre la expresion de marcadores estromales en tumores

localizados, resultaron significativas las correlaciones de las expresiones de los

siguientes factores:

Receptor androgénico con las de FGF-7, FGF-10 y HGF, de manera que al
aumentar la expresién del receptor androgénico también lo hizo la de los otros

factores.

Se demostré que un incremento de FGF-7 se correlacion6 significativamente con
el de FGF-10 y HGF, de forma que al aumentar la expresion de FGF-7 también lo
hizo la de los otros dos factores.

Metaloproteinasas. Al aumentar la expresion de MMP-2 tambiéen lo hizo la de

HGF y al incrementarse la de MMP-9 aumentaba significativamente la de TGFf-
1.
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3- Al comparar la expresion en tumores localizados con la de los metastasicos y

ambos con la del tejido no tumoral:

En pacientes con tumores localizados, se observaron aumentadas las expresiones
de FGF-7, MMP-2 y MMP-11, respecto al tejido prostatico no tumoral. Por el
contrario, disminuyeron su expresion respecto al tejido normal FGF-10 y MMP-
9.

En pacientes con tumores metastéasicos, se encontraron aumentadas las mismas
expresiones que en los tumores localizados, es decir las de FGF-7, MMP-2 y
MMP-11, disminuyendo igualmente su expresion respecto al tejido normal la de
FGF-10 y MMP-9.

No se encontraron diferencias en las expresiones de ninguno de los marcadores

analizados al comparar los tumores localizados con los metastasicos.

En el analisis de supervivencia, FGF-10 estromal resultd en el estudio
univariable ser un factor clinico predictor de recidiva bioquimica, pero no se
encontraron factores clinicos ni patolégicos independientes de recidiva

bioguimica en el estudio multivariable.
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ANEXO |
Nombre del Médico que le informa: ..........ccooveveiennicinecie e [=Yol -
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO:
“CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DEL ESTROMA PROSTATICO NORMAL, TUMORAL E HIPERPLASICO
ESTUDIADO MEDIANTE CULTIVOS CELULARES”

Se le solicita permiso para participar en el estudio de investigacion titulado: “Caracteristicas diferenciales
del estroma prostatico normal, tumoral e hiperplasico estudiado mediante cultivos celulares”, cuyo
investigador principal es el Dr. Jesus M. Ferndndez Gdmez, y que consiste en investigar aspectos
importantes sobre el comportamiento del estroma prostatico (tejido estructural) en diferentes entidades
que afectan a la glandula prostatica. Existe la sospecha de que usted puede ser diagnosticado de un
proceso prostatico y se le ha facilitado informacidn sobre el procedimiento que se le va a realizar y habra
tenido que firmar un consentimiento informado. Ahora, mediante este Documento nosotros le
informamos acerca de la naturaleza y objetivos de la investigacion que pretendemos llevar a cabo con las
muestras de su prostata si usted finalmente nos lo autoriza mediante la firma de este Documento.
DESTINO DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO OBTENIDAS EN LA BIOPSIA

Los tejidos que se extirpan son analizados de rutina en el Servicio de Anatomia Patolégica de cara a
obtener informacion adicional del tumor que oriente hacia la conveniencia y/o tipo de tratamiento
complementario a la cirugia. Para esos analisis se utiliza una parte de los tejidos obtenidos y la parte
restante se elimina o se almacena en el mismo laboratorio.

NATURALEZA DE LA INVESTIGACION
Lo que le solicitamos es utilizar esta otra parte de tejidos restante para realizar en ella investigaciones que
nos ayuden a comprender el papel que desempenian los fibroblastos que estan inmersos entre las células
de la glandula prostatica. Los tumores humanos y otras patologias como la hiperplasia benigna (HPB) no
solo estan compuestos de células andmalas epiteliales, sino también de otros tipos de células
aparentemente normales del organismo, tales como fibroblastos, células de los vasos sanguineos o células
inflamatorias. Investigaciones recientes de nuestro Grupo de investigacion, y publicadas recientemente
en revistas cientificas internacionales, demuestran que los cambios que se producen en el los estos
fibroblastos pueden explicar parte de la progresiéon del tumor prostatico y de la HPB, lo que puede
constituir una base sélida para el desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos contra dianas especificas
situadas en el estroma tumoral, y permitir no solo tratar si no probablemente prevenir el desarrollo de
estas alteraciones en fases curables de la enfermedad.
Clasicamente, el abordaje del estudio oncoldgico se ha centrado en exclusiva en las células propiamente
tumorales, pero esta nueva estrategia derivada de estudios experimentales previos no tiene una
traslacion a la practica clinica. Ahora lo que pretendemos en esta investigacion es caracterizar los
fibroblastos y analizar con detalle sus caracteristicas propias y su capacidad de influir sobre el crecimiento
de células de la HPB o del cancer de préstata que tienen algunas caracteristicas comunes, pero también
diferenciales, analizando las proteinas relacionadas con esas células.

CONFIDENCIALIDAD

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos de las pacientes incluidas en el estudio, solo
tendran acceso a los mismos el investigador y su equipo de colaboradores, asi como las autoridades
sanitarias y/o miembros del Comité Etico de investigacidn Clinica. El tratamiento de los datos de caracter
personal requeridos en este estudio se tratard de acuerdo con la Directiva 95/46/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995, relativa a la proteccidn de las personas fisicas en lo que
respecta al tratamiento de los datos personales, y a la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal y su normativa de desarrollo, entre la que se encuentra el Real
Decreto 994/1999, de 11 de junio, por el que se aprueba el Reglamento de medidas de seguridad de los
ficheros automatizados que contengan datos de ese cardcter.

COSTES/COMPENSACION
Ninguno de estos procedimientos supondra un coste o molestia adicional a lo ya mencionado.
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DERECHO A REHUSAR O ABANDONAR ESTE ESTUDIO

Usted no tiene ninguna obligacién de participar en este estudio. Su médico le proporcionara los mismos
cuidados y atencidn que proporciona a todos los pacientes independientemente de que estén o no
incluidos en este estudio. Igualmente, usted puede abandonar el estudio en todo momento sin tener
que dar ninguna explicacidn, pudiendo exigir la destruccidn de todas sus muestras y datos personales.

No deje de preguntar al profesional que le entrego este documento cualquier duda que le pueda haber

surgido.

Gracias por haberse planteado su participacion y por el tiempo dedicado a leer esta informacion.
AUTORIZACION DEL PACIENTE

Declaro que he sido informada por el médico, de la naturaleza de la investigacion que se pretende realizar
con una muestra de mi tumor. Asimismo, doy mi consentimiento para que el material sobrante de los
tejidos extraidos en la intervencion quirdrgica y que se utilizaran para el diagndstico anatomopatolégico,
en vez de ser destruido, pueda ser utilizado para la investigacion que se indica en este documento.

Firma del paciente Firma del médico

Nombre del representante legal en caso de incapacidad del paciente con indicacion del caracter con el
que interviene (padre, madre, hijo/a, TULOF, BTC.) .ttt et ettt ebe s e een s

FIrmMa oo DNLL e
Testigos:
NOMDIE oottt et v e DNLL e

Firma del médico
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