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RESUMEN (en espafiol)

La notable prevalencia de la hiperplasia benigna prostatica (HBP), asi como la creciente
incidencia del cancer de préstata (CaP) a nivel mundial y su elevada prevalencia, han hecho
que estas patologias sean consideradas como una comorbilidad mas asociada a la edad. Sin
embargo, el CaP constituye una enfermedad heterogénea que puede ir desde asintomatica a
una enfermedad maligna que evoluciona rapidamente hacia la muerte del paciente. Existe la
hipotesis de que la inflamacién crénica es un factor de riesgo para el desarrollo del cancer. En
varios estudios epidemiolégicos, el papel de la inflamaciéon crénica en el proceso de
carcinogénesis se examiné a través de estudios de las citoquinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias. De hecho, las células inflamatorias y los factores inmunomoduladores presentes
en el microambiente tumoral influyen en la progresion tumoral y el desarrollo de metastasis. Se
ha considerado que el infiltrado leucocitario es un mecanismo de defensa intrinseca contra el
desarrollo de los tumores, sin embargo, la infiltracion de leucocitos tales como macréfagos y
linfocitos-T y B, también puede influir en la promocion del cancer a través de la secrecion de
citoquinas, factores de crecimiento, quimioquinas y proteasas, que estimulan la proliferacion y
la invasividad de las células cancerosas.

El objetivo de este estudio ha sido evaluar la expresién de factores relacionados con la
inflamaciéon en la HBP y en los carcinomas prostaticos, y su posible relacién con las
caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes, asi como la posible relaciéon con la
recurrencia bioquimica (elevacion de los niveles séricos de PSA) y la supervivencia.

Se realizé un estudio inmunohistoquimico utilizando microarrays de tejido y anticuerpos
contra el interferén B (IFNB), el factor nuclear kappa B (NFkB), interleuquina- 13 (IL-18), IL-6,
IL-10 e IL-17 en tejido hiperplasico y tumoral prostatico. Se realizaron determinaciones en
biopsias prostaticas procedentes de 50 pacientes con HBP y de 118 pacientes con carcinoma
prostatico primario (78 sin recurrencia y 40 con recurrencia durante el seguimiento periédico del
estudio).

La inmunotincién para todas las proteinas del estudio ha sido localizada tanto en las
células tumorales como en las células estromales en la mayoria de los tumores. Sin embargo la
expresion global del IFNB ha sido mayor en el tejido prostatico hiperplasico, mientras que la
expresion global de la IL-1B3 ha sido mayor en los carcinomas prostaticos. Los valores elevados
de score para la IL-1B, asi como los valores menores de score para el IFNB han sido
significativamente asociados con la recurrencia bioquimica. El analisis ha definido un valor de




score de 160 para la IL-1B y de 170 para el IFNB, como el punto éptimo de corte que identifica
a 37 pacientes (32,7%) y 30 pacientes (26,8%) respectivamente, con alta probabilidad de
recurrencia bioquimica. Ademas, la combinacién simultanea de ambos valores, identifica a un
10% de pacientes con alta probabilidad de recurrencia bioquimica (p= 0,004). Adicionalmente,
este estudio indica de forma reiterada el papel protector del IFNB, puesto que en aquellos
pacientes con estadio tumoral T2 o con grado Gleason 7-10 o en pacientes con localizacién
tumoral bilateral, o incluso en pacientes con niveles elevados de PSA, la mayor expresion del
IFNB esta relacionada con un mejor prondstico. El analisis multivariante segun el modelo de
regresion de Cox, indica que el punto de corte de 170 para el IFNB (p= 0,035), es un factor
independiente asociado con la recurrencia bioquimica en pacientes con cancer de prostata.

Tanto la IL-1B como el IFNB pueden ser nuevos biomarcadores para identificar a los
pacientes con alto/bajo riesgo de cancer de prostata, y para seleccionar la opciéon terapéutica
mas adecuada.

RESUMEN (en Inglés)

Because of the remarkable prevalence of benign prostatic hyperplasia (BPH), and the
increasing incidence of prostate cancer (CaP) worldwide and its high prevalence, these
conditions could be considered a normal age related phenomenon. However, prostate cancer is
a heterogeneous disease ranging from asymptomatic to a rapidly fatal systemic malignancy.
There is a hypothesis suggesting that chronic inflammation is a risk factor for the development
of cancer. In several epidemiological studies, the role of chronic inflammation in the process of
carcinogenesis was examined through studies of the pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokines. In fact, inflammatory cells and immunomodulatory factors in the tumor
microenvironment influence tumor progression and metastasis. It has been considered that
tumor-infiltrating leukocytes were an intrinsic defense mechanism against developing tumors,
however, infiltration of leukocyte such as macrophages, T-cells and B-cells, can also influence
cancer promotion by secreting cytokines, growth factors, chemokines and proteases, which
stimulate proliferation and invasiveness in cancer cells.

The aim of this study was to evaluate the expression of inflammatory-related factors in
BPH and prostate carcinomas, and their possible relationship with the clinicopathologic
characteristics of patients and their possible relationship with biochemical recurrence (elevation
of PSA serum levels) and survival.

An immunohistochemical study was performed using tissue microarrays and specific
antibodies against interferon 3 (IFNB), nuclear factor kappa B (NFkB), interleukin- 1 (IL-1pB), IL-
6, IL-10 and IL-17 in prostatic hyperplastic and tumor tissue. Determinations in prostatic
biopsies from 50 patients with BPH and cancer specimens from 118 patients with primary
prostate cancer (78 without and 40 with recurrence during the follow-up period) were performed.
Immunostaining for all the studied proteins was localized both in tumor cells and in stromal cells
in the majority of tumors. However, the overall expression of IFN-B was higher in the
hyperplastic prostate tissue, while the overall expression of the IL-18 was higher in prostate
carcinomas. High score values for IL-1B or low score values for IFNB were significantly
associated with biochemical recurrence. The analysis defined a score value of 160 for IL-13 and
of 170 for IFNB, as the optimal cut-off points which identified 37 patients (32,7%) and 30
patients (26,8%), respectively, having high probability of biochemical recurrence. Moreover, the
simultaneous combination of both values, identifies 10% of patients with high probability of
biochemical recurrence (p= 0,004). Additionally, this study indicates the protective role of IFNf3
since in patients with T2 tumor stages or with 7-10 Gleason score or in patients with bilateral




(K )
A
L] L]
]
L] o
A/
[] []
I N Y YY ° 4888

tumor location or even in patients with high PSA levels, increased expression of IFNB is related
with a better prognosis. Multivariate analysis according to a Cox model indicates that the cut-off
point 170 for IFNB (p= 0,035), is an independent factor associated with biochemical recurrence
in patients with prostate cancer.

Both IL-18 and IFNB may be new biomarkers to distinguish high/low risk patients with
prostate cancer, and to select appropriate therapeutic approaches.
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ABREVIATURAS

AA: Antiandrégenos.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AE: Actitud expectante.

AJCC: American Joint Committee
for cancer staging and end results

reporting.

ARN: Acido ribonucleico.

ASAP: Proliferacion microacinar
atipica.

BAC: Blogueo androgénico
completo.

CaP: Cancer de prostata.

COX-2: Ciclooxigenasa 2.

CMH II: Complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II.
CPA: Célula presentadora de
antigeno.

DA: Deprivacion androgénica.

DHT: Dihidrotestosterona.
EAE: Encefalitis
experimental

ENCR: European network of cancer
registers.

ERSPC: The European randomised
study of screening for prostate
cancer.

ETR: Ecografia transrectal.

FGF: Factor de crecimiento de
fibroblastos.

HBP: Hiperplasia benigna prostatica.
HLA: Antigenos de leucocitos
humanos.

ICE: Enzima convertidora de IL-1p.
IFN: Interferén.

IGF: Factor de crecimiento.

IL: Interleuguina.

JAK: Janus kinase.

LHRH: Hormona liberadora de
gonadotropina.

alérgica

MAPK: Mitogen-activated
proteinkinase.

MHC: Mayor complejo de
histocompatibilidad.

MICs: Células mononucleares
inflamatorias

NFKkB: Factor nuclear potenciador de
las cadenzas ligeras kappa de las
células B activadas.

NK : Natural Killer.

P13K/Akt: Phosphoinositide 3-
kinase / Akt: Protein kinase B.
PIN: Neoplasia intraepitelial
prostatica.

PKA: Protein kinase A.

PR: Prostatectomia radical.

PSA : Antigeno especifico
prostatico.

RA: Receptor androgénico.

RMN: Resonancia nuclear
magnética.

RTE: Radioterapia externa.
RTPU: Reseccion transuretral
prostatica.

SEER: Surveilance epidemiology
and end results.

SELECT: Informe inicial del selenio
y la vitamina E para la prevencién
del cancer de prostata.

STUI: Sintomas del tracto urinario
inferior.

SYP: Sinaptofisina.

TAC: Tomografia axial
computerizada.

TLR: Receptor de tipo toll.

TNF: Factor de necrosis tumoral.
TR: Tacto rectal.

TRAF: Receptores TNF asociados al
factor.

VA: Vigilancia activa.
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1. La Préstata

1.1. Situacion y relaciones

La préstata es una glandula sexual del hombre localizada en la pelvis anatomica. Se
encuentra por debajo del cuello vesical, detras del pubis y delante del recto. Esta
atravesada por la uretra prostatica y por los conductos eyaculadores. EI volumen prostatico
normal oscila entre 10-15 g (anchura de 3,5-4 cm, didmetro anteroposterior de 2 cm, y

altura de 3-3,5 cm) ().

Préstata Ostio do ureter Trigono da betiga urinaria

Vesicula seminal

Utriculo
prostético ;

Coliculo seminal
(verumontanum)—__ — Reto e Fascia

retal

Ostio do ducto
ejaculatdrio
Fiscia
retovesical

~ [de Denowvillier)

(4 Ml

- N ==l S e 2
Diafragma urogenital =~ = » 5%, / /] ) %ﬁ Centro tendineo do perinec
4 N -2 - 4

Ostio do ducto bulbouretral Glindula bulbouretral
(de Cowper)

Figura 1: Relaciones y anatomia de la préstata. Imagen de Frank H. Netter, M.D. Atlas de

Anatomia Humana. 42 Edicion. Barcelona. 2007.

La prostata estd envuelta por una capsula compuesta de colageno, elastina y abundante

masculo liso. Bandas microscopicas de musculo liso se extienden desde la superficie
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posterior de la capsula para fundirse con la fascia de Denonvilliers. Sobre las superficies
anterior y anterolateral de la préstata, la capsula se fusiona con la continuaciéon visceral de
la fascia endopelviana. Hacia el apice, los ligamentos puboprostaticos se extienden hacia
adelante para fijar la prostata al hueso del pubis. Por fuera, la prostata es acunada por el
haz pubococcigeo del musculo elevador del ano, relacionandose directamente con su fascia
endopelviana suprayacente (2). El vertice de la prdstata se continta con el esfinter uretral

estriado.

Desde el punto de vista clinico, en el examen rectal, la prdstata se encuentra constituida
por dos I6bulos laterales, separados por un surco central. También existe un l6bulo medio
que puede proyectarse en la vejiga en los hombres de edad avanzada. Estos I6bulos no se
corresponden con estructuras histolégicamente definidas en la préstata normal, pero suelen
estar en relacion con el crecimiento patoldgico de la zona de transicién lateralmente, y las

glandulas periuretrales centralmente (3).

1.2. Estructura

La prostata esta compuesta aproximadamente por un 70% de elementos glandulares y un
30% de estroma fibromuscular. El estroma de la prostata consiste principalmente en
células de musculo liso y fibroblastos, junto con otras poblaciones de células endoteliales,
nerviosas, y procedentes de la infiltracion inflamatoria. Este estroma rodea y recubre las
glandulas de la prostata, y se contrae durante la eyaculacion para exprimir las secreciones
prostaticas hacia el interior de la uretra. EI microambiente del tejido estromal, juega un

importante papel en la produccion autocrina/paracrina de diferentes factores, asi como en
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la produccion de moléculas estructurales encargadas de mantener el comportamiento

normal de la célula y la homeostasis de diferentes 6rganos (4).

La cresta uretral discurre en la longitud de la uretra prostatica y desaparece en el esfinter
estriado. A cada lado de esta cresta, se forma un surco (senos prostaticos), en el cual
drenan todos los elementos glandulares. En su punto medio, la uretra forma una angulacion
hacia adelante, de aproximadamente 35 grados, dividiendo a la uretra prostatica en los
segmentos proximal (preprostéatico) y distal (prostatico). En el segmento proximal, el

mausculo liso se engruesa para formar el esfinter uretral interno o preprostatico (2).

Existen pequefias glandulas periuretrales, englobadas por el esfinter preprostatico, que a
pesar de gue constituyen menos del 1% de los elementos secretores de la préstata, pueden
contribuir de manera significativa al volumen prostatico en los hombres de edad avanzada,

constituyendo uno de los sitios de origen de la hipertrofia benigna de prdstata (5).

Posteriormente, la cresta uretral se ensancha y protruye desde la pared posterior como el
verumontanum o coliculo seminal, en cuyo Vvértice se encuentra un pequefio orificio, que
constituye el utriculo prostatico. A cada lado del orificio utricular, se encuentran los

conductos eyaculadores, que discurren casi 2 cm a través de la prostata.

La prostata estd formada por glandulas tubuloalveolares, revestidas por un epitelio cuboide
o cilindrico simple. Entre las células secretoras, se encuentran celulas neuroendocrinas
dispersas, cuya funcion se desconoce. Por debajo de las células epiteliales, existen células
basales aplanadas, revistiendo a cada acino, pudiendo tratarse de células madre del epitelio

secretorio (2).

Los elementos glandulares de la préstata, se encuentran divididos en diferentes zonas. Asi,

en el angulo que divide a la uretra preprostatica y prostatica, se encuentra la zona
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transicional, representando el 5-10% del tejido glandular de la prostata. Esta zona de
transicion, da origen, por lo coman, a la hiperplasia benigna de préstata (HBP), y se estima

que el 20% de los adenocarcinomas de la prostata se originan en ella (5) .

Los elementos glandulares, cuyos conductos se encuentran en la zona central de la uretra,
alrededor de los oficios de los conductos eyaculadores, constituyen el 25% del tejido
glandular de la prostata; extendiéndose hasta la base de la vejiga. S6lo del 1 al 5% de los
adenocarcinomas de prostata se originan en la zona central, aunque puede estar infiltrada

por canceres de zonas adyacentes (5).

La mayor parte del tejido glandular prostatico (70%) lo constituye la zona periférica, que
se extiende por las caras posterior y lateral de la glandula. Aproximadamente el 70% de los
canceres de prostata se originan en esta zona, siendo también la region mas afectada por la

prostatitis cronica.
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2. Hiperplasia benigna prostéatica

2.1. Epidemiologia

La hiperplasia benigna prostatica es una patologia cuya elevada prevalencia aumenta con la
edad. La HBP afecta a 1 de cada 4 hombres de 50 afios, a 1 de cada 3 hombres de 60 afios
y a més de la mitad de los hombres de méas de 80 afios. No obstante, raramente aparecen
sintomas antes de los 40 afios. Aunque la HBP no es una enfermedad mortal, la morbilidad
de la misma y su riesgo potencial de complicaciones, disminuyen notablemente la calidad

de vida (6, 7).

2.2. Etiologia y Factores de riesgo

En cuanto a la etiologia y factores desencadenantes de la HBP, se encuentran, no solo la
edad, los factores genéticos y la presencia de andrégenos, como se pensaba en un
principio; sino que también son factores de riesgo determinados alimentos, el estilo de

vida, el sindrome metabdlico y la inflamacion (7, 8).

Un aumento en el nivel de insulina basal en plasma, el aumento de peso y de indice de
masa corporal, la diabetes mellitus tipo 2, la hipertensién y la disminucién del HDL-

colesterol, se han constatado como factores de riesgo de un mayor crecimiento prostatico

9).

En cuanto a la alimentacion, parece que una ingesta rica en carne roja y grasas, podria
aumentar el riesgo de crecimiento prostatico; sin embargo, el consumo de verduras actuaria

como un factor protector para la HBP. El licopeno y los suplementos de vitamina D,
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reducirian el riesgo de agrandamiento prostatico; sin embargo, la vitamina C, la vitamina E
y el selenio, parecen no estar relacionados (10). ElI consumo de alcohol tampoco se ha
relacionado con un mayor crecimiento prostatico aunque si parece que produce un aumento

en los sintomas del tracto urinario inferior (STUI) (11).

2.3. Clinica

La HBP es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento histolgico de la glandula
prostatica, consistente en una hiperplasia progresiva, pero discontinua, tanto de las células
glandulares como las estromales, conduciendo a una expansion de la glandula prostatica
que produce una constriccion de la uretra y obstruccion al flujo de salida urinario, dando
lugar a los denominados STUI. Estos sintomas se dividen en irritativos, como puede ser la
polaquiuria, la nocturia, la urgencia miccional o la incontinencia; y los sintomas
obstructivos, como la dificultad para iniciar la miccion, un chorro miccional debil o
intermitente, el goteo post-miccional, la sensacion de vaciado incompleto o la retencion de

orina (12).

2.4. Inflamacion e HBP

El crecimiento histoldgico de la glandula prostatica es definido por la proliferacion de las
células estromales y epiteliales de la préstata, causadas por alteraciones celulares
complejas; que incluyen cambios en la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y
envejecimiento celular. Los cambios en el compartimento estromal actlan como

componentes criticos en la proliferacion celular benigna como la HBP, jugando también un
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importante papel en la progresion maligna tumoral. Las células del estroma prostatico
expresan el complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CMH II), moléculas
coestimuladoras y la produccion de determinadas interleuquinas (IL) proinflamatorias (13,

14).

Gran variedad de factores de crecimiento han sido implicados en la patogénesis de la
HBP; asi dos miembros de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
concretamente el 2 y el 7, se considera que también desempefian un papel clave en el

crecimiento prostatico (13).

Aunque el crecimiento prostatico esta definido principalmente por la proliferacion celular
epitelial, también ha sido descrita una amplia relacion con el componente inflamatorio
celular, aunque todavia no esta claro si un origen infeccioso es el evento principal en la
inflamacion de la prostata humana. En determinados estudios, se ha llegado a la conclusion
de que la presencia de infiltrados inflamatorios en la prostata de los pacientes con HBP, se
asocian con un aumento en la tasa de progresion de la enfermedad y un mayor riesgo de
retencion aguda de orina (15). Estos infiltrados inflamatorios de la HBP estan formados

principalmente por células T, en su mayoria CD4, células B y macréfagos (8, 13).

Sobre la regulacién de ciertas citoquinas proinflamatorias, en la HBP se ha relacionado, en
particular, a la IL-2 y el IFN-y, pero también a la IL-6, I1L-12, IL-15, IL-17 y la IL-23.
Ademas se han relacionado altos niveles de IL-8 tanto en prostatitis cronicas como en
HBP. También se ha relacionado con la HBP la activacion de los receptores de tipo toll

(TLR) (8, 13, 14, 16).

Aunque la patogénesis de la HBP no es bien conocida, actualmente se reconoce la

influencia del estroma en el crecimiento hiperplasico de la prostata, de manera que se ha
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demostrado que determinados cambios en el estroma conducen a nuevas interacciones
estroma-epitelio que dan lugar a la progresion de la hiperplasia. De esta forma, se han
objetivado diversos cambios en la produccion de hormonas, citoquinas, factores de
crecimiento y otras moléculas, habiéndose involucrado a la inflamacion no s6lo como un
factor afiadido de desarrollo y progresion de la HBP, sino también como un factor de

agravamiento de los STUI y la necesidad de cirugia (7, 8, 14, 17, 18).

2.5. Tratamiento

En cuanto al tratamiento de la HBP, los alfa-bloqueantes y los inhibidores de la 5-alfa-
reductasa, se estan convirtiendo en el tratamiento de primera linea, debido a su féacil
administracion, su eficacia y sus escasos efectos adversos graves. Otros tratamientos son la
cirugia con léser, la reseccion transuretral de la prostata (RTUP), o la prostatectomia

abierta (7).

11



Introduccion

3. Epidemiologia del cancer de prostata

3.1. Conceptos generales

El céncer de prostata (CaP) es el tercer tumor mas frecuente entre los hombres en paises
desarrollados, y el sexto tumor mas comun en el mundo. Actualmente, constituye la
segunda causa méas frecuente de mortalidad por céncer en los varones, después del

carcinoma de pulmén (19).

El CaP supone un importante problema de salud en los paises desarrollados, dado que
afecta con mayor frecuencia a los varones de edad avanzada. Asi, alrededor del 15% de los
canceres en varones, en paises desarrollados, se corresponden con CaP; frente a una tasa
del 4% en aquellos paises en vias de desarrollo (20). La mayor incidencia de CaP se
registra en EEUU, Canada y paises escandinavos, y la menor en China y otros paises

asiaticos (21).

El CaP es diagnosticado infrecuentemente antes de los 50 afios de edad (< 0,1% de todos
los pacientes). Los hombres que padecen esta patologia, suelen tener una edad
comprendida entre los 72 y 74 afios, y aproximadamente el 85% de los pacientes son

diagnosticados después de los 65 afios (19).

Es importante resaltar la variable incidencia y mortalidad del CaP en las distintas zonas del
mundo, pudiendo estar estas diferencias relacionadas con distintos factores como son: raza
afro-americana, exposicion ambiental, dieta, estilo de vida, factores genéticos, y la

existencia o no de programas de diagnostico precoz (22).

La edad media de la poblacién y su distribucion racial, son factores no modificables. La

determinacion del antigeno especifico de la prostata (PSA) como diagndstico precoz, los

12
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criterios utilizados para la indicacion de la biopsia, y las sucesivas re-biopsias, asi como la
agresividad de la técnica de biopsia, podrian explicar las diferencias encontradas en la

incidencia de CaP en poblaciones similares.

La introduccion del despistaje mediante el uso del PSA, provocd, a finales de la década de
los 80, un importante impacto en la incidencia de este tipo de tumor. Sin embargo, entre el
afio 2000 y 2006, se ha producido una bajada del 2,4% anual en la tasa de muerte por
cancer de prostata, lo que se traduce en una estabilizacion del despistaje con PSA. Este
descenso en la mortalidad tiene como principal explicacion el menor porcentaje de casos
diagnosticados con enfermedad avanzada que, en la actualidad, se aproxima al 5%. Este
dato, unido a una alta supervivencia a los cinco afios, confirma la evolucion favorable,
tanto en el diagnostico, como en el prondstico del CaP en los principales paises

desarrollados (23-25).

3.2. Incidencia y mortalidad

En 1989 se cred la European Network of Cancer Registres (ENCR), dependiente de la
Comisién Europea, con los objetivos de aumentar la eficacia en la busqueda de los datos de
incidencia y mortalidad del cancer en Europa y promover el uso de los registros de tumores
en el control, planificacion sanitaria e investigacion del cancer. Estos datos que se recogen

de los diferentes paises participantes, se incluyen en la base de datos EUCAN.

En la actualidad, la incidencia a nivel mundial del CaP es del 25,3 por cada 100.000
hombres (26). En Europa, el CaP representa actualmente el 22,2% del total de los canceres

diagnosticados en el hombre; siendo su tasa de mortalidad del 9,3% (27).
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En Espafia, el Centro Nacional de Epidemiologia, dependiente del Instituto de Salud Carlos
11, tiene un Area de Epidemiologia Ambiental y Céncer, para el desarrollo de la
investigacion sobre las causas del cancer, tendencias temporales y distribucion geografica

en Espafia.

Pero la realidad es que en nuestro pais no existe un registro central de tumores que unifique
los distintos registros existentes. Ademas, no es posible conseguir los datos de algunos de
los registros locales. En la Comunidad de Madrid (28) y en la de Andalucia (29), se han
llevado a cabo dos exhaustivos estudios sobre la incidencia, prevalencia y mortalidad del
CaP en estas regiones. En el primero, se obtuvo una tasa de incidencia bruta, ajustada a la
poblacion espafiola de 1998, a la poblacion estandar europea y mundial, de 100,4; 120,1;
103,5 y 68,6 casos/100.000 hab., respectivamente (28). La edad media y la mediana al
diagndstico fueron de 70 afios. En la edad comprendida entre 70 y 79 afios, fue cuando se
detectd la incidencia cruda méas elevada. Sin embargo, posteriormente podemos observar
que su incidencia ha disminuido en los dltimos afios, encontrandose en aproximadamente
56 casos por 100.000 habitantes en el momento actual. La tasa de mortalidad, ajustada a la
poblacion estandar europea por cancer de prdstata en Espafia, fue de 17,57 casos por
100.000 habitantes. Esta mortalidad ha experimentado un descenso progresivo desde el afio
1996, donde la tasa era de 24,16 por 100.000 habitantes. A pesar de ello se estima que en el
afio 2012 ha habido 30.000 nuevos diagnosticos de CaP y 5.500 muertes debidas a esta

patologia (30, 31).
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3.3. Supervivencia de los pacientes con cancer de prostata

Para conocer la supervivencia de los pacientes con cancer en Europa, se han desarrollado
los proyectos EUROCARE-1, 2, 3y 4, que han supuesto el seguimiento de todos los casos,
incluidos en los registros poblacionales de cancer de los paises europeos participantes, e

informan de la supervivencia global de los pacientes oncoldgicos.

El estudio EUROCARE-4, analiza la supervivencia de 13.814.573 pacientes adultos,
diagnosticados de cancer, entre los afios 1978 y 2002, en 23 paises europeos. Los registros
poblacionales espafioles que han participado son Albacete, Pais Vasco, Castellon, Girona,
Granada, Murcia, Navarra, y Tarragona. Segun este estudio, la supervivencia de los
pacientes diagnosticados de CaP en Espafia, es del 92,7% al afio del diagndstico, y del
82,4% a los 5 afios (32, 33). Esta supervivencia ha mejorado respecto a los datos aportados
por el estudio EUROCARE-3, que determinaba la supervivencia para los pacientes
diagnosticados de CaP en Espafia, entre los afios 1990-1994, del 86% al afio del

diagnostico y del 65,5% a los 5 afios (34).

15



Introduccion

4. Factores de riesgo para el cancer de prostata

4.1. Edad

El envejecimiento aumenta el riesgo de CaP. El riesgo varia con la edad, siendo solamente
del 0,005% para los menores de 39 afios, 2,2% entre los 40 y 59 afios, y subiendo al 13,7%

para el grupo de edad comprendido entre los 60 y 79 afios (35).

La probabilidad de encontrar un CaP cuando se realizan autopsias en hombres fallecidos es
mucho mayor, alrededor del 20% entre los 50 y 60 afios, y aumenta hasta un 50% en
hombres entre 70 y 80 afios. Lo que indica un alto grado de prevalencia de la enfermedad

subclinica (35).

4.2. Raza

Los indices méas bajos de CaP se registran en la poblacion de origen asiatico, siendo de
107,2/100.000 habitantes; seguidos de la poblacion hispana con un 127,6/100.000
habitantes, y los caucasicos con 179,9/100.000 habitantes. Pero sin duda, la raza con
mayores tasas de CaP, alcanzando cifras de 275,3/100.000 habitantes, es la afro-americana.
Los indices de muerte por CaP también son mayores en afro-americanos, siendo hasta
cinco veces mas alto que los asiaticos, tres veces mayor que los hispanos, y dos veces
mayor que los caucasicos. Los afro-americanos, también tienen mayor probabilidad de
padecer enfermedad avanzada, segin los resultados del programa Surveilance,
Epidemiology and End Results (SEER), del Instituto Nacional del Céancer de Estados

Unidos; pero sin diferencias en cuanto al grado (36).

La supervivencia a cinco afios para los afro-americanos ha mejorado en los ultimos 30

afios, llegando al 93%; pero sin alcanzar el 98% de los caucasicos (37).
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4.3. Factores genéticos

La distribucion del CaP en el entorno familiar puede ser debido a la susceptibilidad
genética, la exposicion a factores ambientales comunes, o esporadica, puesto que la
prevalencia de este tumor es muy alta. Aproximadamente el 10-15% de los pacientes con
CaP (caucasicos, afro-americanos o asiaticos), tienen como minimo un familiar que

también esta afectado (38).

El riesgo de desarrollar CaP en los familiares, aumenta con el nimero de personas
afectadas en la familia, y cuanto menor sea la edad al diagnostico. Cuando un familiar de
primer grado padece un CaP, se duplica el riesgo como minimo. Cuando dos o mas
familiares de primer grado se encuentran afectados, el riesgo aumenta entre 5y 11 veces
(39, 40). Una pequeria subpoblacion de pacientes con CaP (9%), presenta un auténtico CaP
hereditario; es decir, poseen tres 0 mas familiares afectados o al menos dos familiares con
enfermedad de comienzo antes de los 55 afios (41). Los pacientes con CaP hereditario
suelen tener un comienzo 6-7 afios antes que los casos espontaneos, pero no difieren en

otros sentidos (42).

La tasa de concordancia ha sido comparada entre gemelos monocigéticos y dicigoticos. En
un meta-andlisis de tres registros dobles en Suecia, Dinamarca y Finlandia (43), la
heredabilidad estimada para el CaP fue del 42%, la méas alta de todos los canceres
estudiados. Los resultados de varios anélisis de segregacion (41, 44-46) de los caucasicos
que viven en Australia, Suecia y Estados Unidos, apoyan a la herencia autosémica
dominante de un gen de alto riesgo. Sin embargo, la frecuencia estimada de los genes fue
entre 0,15% y 1,7%, y la penetrancia entre el 63% Yy el 85% de un gen de alto riesgo. En

uno de estos estudios (46), la evidencia de una herencia dominante provenia sobre todo de

17



Introduccion

los hombres diagnosticados con CaP menores de 60 afios de edad, con poca evidencia de
factores hereditarios en hombres diagnosticados con esta enfermedad después de los 70

anos.

El andlisis de vinculacion, basado en scaners de todo el genoma, ha mapeado loci de

susceptibilidad para el CaP, en los cromosomas 1, X, 20, 17 y 8 (47-49).

El gran efecto de los genes en el CaP sugerido por estudios en gemelos, podria también
justificarse por polimorfismos en importantes genes para el desarrollo y funcion de la
préstata. Esto daria como resultado diferencias funcionales cuantitativas y cualitativas en la
expresion de proteinas en la fisiologia del tejido sano. De igual modo, podrian también ser
candidatos los polimorfismos en los genes que regulan el metabolismo de los andrégenos,

del estrés oxidativo o de la apoptosis (50-52).

4.4. Dieta

Entre los factores alimentarios que podrian influir en la aparicion del CaP, figuran el aporte
caldrico total, la grasa de origen alimentario, la carne roja, los productos lacteos, algunos
micronutrientes y vitaminas (carotenoides, retinoides, vitaminas C, D y E), el consumo de
frutas y verduras, minerales (calcio, selenio) y fitoestrgenos (isoflavonoides, flavonoides,
lignanos) (53, 54). Un exceso de estos alimentos, influye en la activacion o inhibicion de
determinados factores que intervienen en la homeostasis, controlando la proliferacion

celular.

Como ejemplo de ello, las dietas ricas en grasas y calorias pueden provocar la liberacion de

hormonas del crecimiento e insulina, asi como la liberacion del factor de crecimiento
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(IGF). Este dltimo factor puede disminuir la apoptosis de las células y aumentar la
proliferacion celular. Por tanto, una reduccién en los niveles de IGF, segun determinados

estudios, no podria evitar la aparicion del CaP, aunque si influiria en su progresién (55).

Los datos del estudio Physiucians’Health Study, han mostrado que cuanto mayor es la

cantidad de consumo de calcio, mayor es el riesgo de CaP (56).

El enzima alfa metil coenzima-a-reductasa tiene una importante funcion en la peroxidacion
de los acidos grasos de cadena ramificada, los cuales estan presentes en grandes cantidades
en la carne y productos lacteos. Esta enzima se encuentra sobre-regulada en pacientes con
CaP, y el peroxido de hidrogeno producido puede dafiar la estructura genética de los

componentes de la prostata, aumentando asi el riesgo de cancer (19).

En cuanto a las isoflavonas, el mecanismo que se les atribuye en algunos estudios
experimentales es la inhibicion de las enzimas de la tirosina cinasa, que juegan un papel

importante en la proliferacion celular y la angiogénesis (57).

Micronutrientes como el selenio o la vitamina E, también parecen estar en relacion con el
CaP, aunque su papel resulta todavia bastante controvertido. El informe inicial del Selenio
y la Vitamina E para la Prevencién del CaP (SELECT), no encontrd ninguna reduccién en
el riesgo del CaP. Estos datos ponen de relieve la prudencia necesaria para realizar
recomendaciones sobre el uso de distintos agentes, para la prevencion o el control de la

enfermedad, en ausencia de ensayos clinicos con resultados convincentes. (58, 59).
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4.5. Hormonas

Los androgenos tienen un importante papel tanto en el desarrollo y crecimiento de la
préstata, como en su tratamiento. La prostata es el lugar de mayor produccion no testicular
de dihidrotestosterona. La Sa-reductasa es una enzima que convierte la testosterona en
dihidrotestosterona, que actua sobre las células epiteliales prostaticas. La deprivacion
androgénica con antiandrogenos, como la flutamida y agonistas LHRH (hormona

liberadora de gonadotropina), es un tratamiento establecido en el CaP avanzado (60).
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5. Diagnostico

Los principales instrumentos diagnosticos para obtener indicios de CaP, son el tacto rectal
(TR), la concentracién sérica de PSA y la ecografia transrectal (ETR). El diagndstico
definitivo para su deteccion, se basa en la presencia de adenocarcinoma en muestras de
biopsia de prostata o piezas quirdrgicas. Con el examen histopatoldgico, se podria llegar a

la gradacion y determinacion de la extension del tumor.

5.1. Tacto rectal (TR)

La palpacion de la prostata mediante el TR puede detectar alteraciones en el tamafio,
consistencia o uniformidad. En aproximadamente el 18% de todos los pacientes, se detecta
un CaP a partir de un TR sospechoso aislado, con independencia de la concentracion de

PSA (61, 62).

Se trata de una prueba con mucha variabilidad inter-examinador y con bajo valor

predictivo positivo para la deteccién del CaP (63).

5.2. Antigeno prostatico especifico (PSA)

El PSA es una serina proteasa afin a la calicreina que producen, casi de forma exclusiva,
las células epiteliales de la prostata. Posee especificidad de érgano, pero no de cancer. Por
tanto, las concentraciones séricas pueden aumentar en presencia de HBP, prostatitis y otras

enfermedades no malignas (64).
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Los inhibidores de la 5-alfa reductasa (Finasteride, Dutasteride), pueden disminuir hasta en

un 50% el PSA, tras 6-12 meses de tratamiento (65).

En sangre el PSA puede circular de forma libre (PSA libre) o bien unido a proteinas, alfa-1
antiquimiotripsina (PSA complex) y alfa-2 macroglobulina; siendo la suma de todos el

PSA total.

No existe un punto de corte definido del nivel de PSA que indique con certeza la existencia
de un CaP. La interpretacion del nivel de PSA del paciente se ha de realizar en funcién de

su edad y los valores de referencia que aparecen en la tabla 1 (66).

Tabla 1: Niveles de PSA en relacion con la edad.

EDAD (afios) PSA total (ng/ml)
<49 0-2,4
50-59 0-34
60-69 0-5.4
>70 0-6,4

Segun el Prostate Cancer Prevention Trial, la incidencia de CaP en varones mayores de 55
afos, con tacto rectal normal y PSA < 4ng/ml, seguidos durante 7 afios, fue del 15%, y un

15% de éstos tenian CaP de alto grado (67).

Con el seguimiento postoperatorio del PSA, en la actualidad se puede detectar la
recurrencia bioquimica del CaP muchos antes de que la enfermedad se manifieste

clinicamente. En pacientes prostatectomizados, se considerara recurrencia bioguimica de la
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enfermedad cuando los niveles séricos de PSA superen los 0,2 ng/ml. Por otro lado, en
aquellos pacientes cuya intencion curativa haya sido la radioterapia o braquiterapia, se
considerara recurrencia bioguimica de la enfermedad cuando los niveles séricos de PSA se

incrementen en 2 ng/ml sobre el PSA nadir (68, 69).

5.2.1. Velocidad de PSA

Es el incremento anual absoluto del PSA sérico (ng/ml/afio) (70). Un incremento del PSA
> 0,75mg/ml/afio con un minimo de tres determinaciones en no menos de 18 meses,
incrementa la sensibilidad del test de PSA y facilita la indicacidn de realizar una biopsia de

prostata.

En la tabla 2 se muestran distintos puntos de corte de la velocidad del PSA segun la edad

(71):

Tabla 2: Niveles de velocidad de PSA en relacion con la edad

EDAD (afios) VELOCIDAD DE PSA (ng/ml)
40-59 0,25
60-69 05
>70 0,75
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5.2.2. Cociente PSA libre/PSA total (PSA I/t)

Se utiliza para estratificar el riesgo de CaP en los varones con una concentracion total de

PSA entre 4 y 10 ng/ml y un TR negativo.

5.3. Biopsia prostética

El método diagnostico confirmatorio de eleccidn para el CaP es la biopsia sistematizada

por via transrectal y bajo control ecogréfico.

El primer valor elevado de PSA no deberia conllevar una biopsia inmediata. El valor de
PSA debe comprobarse al cabo de unas semanas con el mismo analisis en condiciones

normalizadas (72).

Las indicaciones de las biopsias de repeticion son la elevacion del PSA o PSA persistente,
un TR sospechoso, o la proliferacion microacinar atipica (ASAP). La neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) de alto grado como hallazgo aislado, ya no se considera
indicacion para repetir la biopsia; a excepcion de una PIN extensa, ya que aumenta

ligeramente el riesgo de CaP posterior (73, 74).

5.4. Ecografia Transrectal

De utilidad para evaluar la presencia de lesiones tumorales en la glandula prostéatica, asi
como para valorar su extension, valorar el volumen de la préstata y calcular la densidad de

PSA (PSA/volumen glandula), y realizar las biopsias prostaticas bajo control ecogréafico.
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5.5. Tomografia Axial Computerizada (TAC) y Resonancia
Nuclear Magnética (RMN)

Su utilidad reside en la posterior estadificacion tras el diagnostico del CaP (64). La RMN
se debe indicar en pacientes con CaP localizado de alto riesgo de recurrencia, y con cancer
localmente avanzado si se consideran candidatos a intervencién quirdrgica. Un diagnostico
en combinacion con estas técnicas de imagen puede aumentar las tasas de deteccion de
CaP en pacientes sometidos a posteriores re-biopsias. También deben de ser utilizadas en

pacientes con sospecha de valores de PSA seérico e historia familiar positiva (75).
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6. Screening del cancer de prostata

Si bien la intencion de la deteccion del CaP es disminuir la mortalidad y aumentar la salud
en relacién con la calidad de vida, el verdadero beneficio del cribado del CaP sigue siendo
incierto. El uso del TR como herramienta de evaluacion es limitado, debido a la mala
fiabilidad, sensibilidad, y a la imposibilidad de palpar tumores pequefios que no han
alcanzado la cépsula prostatica. La deteccion del PSA produce un alto porcentaje de falsos
positivos y negativos, en funcion de los umbrales utilizados para definir la anormalidad. EI
PSA puede detectar determinados tipos de CaP que es improbable que causen problemas

de salud importantes incluso si no se tratan, lo que nos conduce al sobre-diagndstico (76).

En el estudio The European Randomised Study of Screening for Prostate Cancer (ERSPC)
en Europa, se han incluido un total de 162.243 hombres entre 55 y 69 afos, realizandose
screening seriados con PSA a un grupo Yy utilizando otro grupo de similares caracteristicas
como grupo control. Ambos grupos han sido seguidos durante 9 afios. Las investigaciones
del estudio concluyeron que el screening con PSA puede reducir la tasa de mortalidad del

CaP entorno al 20%, pero se asocia con un alto riesgo de sobre-tratamiento (77, 78).

En la actualidad, existe generalmente acuerdo en que la deteccion temprana del CaP en
pacientes asintomaticos, debe comenzar a los 50 afios. Aunque algunos expertos
consideran que los pacientes con riesgo mas elevado, como los afro-americanos y los que
tienen un familiar de primer grado afectado, deben ser evaluados entre los 40-45 afios. Un
intervalo de deteccion de 8 afios podria ser suficiente en aquellos hombres con niveles de
PSA de 1 ng/ml. Ademas, la prueba de PSA ya no seria necesaria en pacientes mayores de
75 afios y con un valor basal de PSA de 3 ng/ml, debido al bajo riesgo de fallecer a causa

de CaP (77).
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7. Estadiaje

7.1. Clasificacion TNM

Whitmore (1956) presentd el primer sistema de clasificacion de la estadificacion clinica del

cancer de prostata, que luego fue modificado por Jewett (1975). La American Joint

Committee for Cancer Staging and End Results Reporting (AJCC) adopté el sistema que se

basa en la extensién del tumor primario, la afectacion de los ganglios linfaticos regionales,

y la presencia de metéastasis a distancia (TNM) en 1975 (79).

Tumor Primario (T)

TX: Tumor primario no puede ser evaluado.

TO: No hay prueba de tumor primario.

T1: Tumor clinicamente no aparente, no palpable ni visible mediante imagenes.
T1la: Descubrimiento histologico incidental del tumor en <5% del tejido resecado.

T1b: Descubrimiento histolégico incidental del tumor en >5% del tejido resecado.

T1c: Tumor identificado por biopsia de aguja (por ejemplo, a causa de PSA elevada).

T2: Tumor confinado dentro de la préstata.

T2a: El tumor afecta 50% de un I6bulo 0 menos.

T2b: El tumor afecta >50% de un l6bulo pero no ambos l6bulos.
T2c: El tumor afecta ambos I6bulos.

T3: El tumor se extiende a través de la capsula prostatica.

T3a: Extension extracapsular (unilateral o bilateral).

T3b: El tumor invade la(s) vesicula(s) seminal(es).

T4: El tumor esta fijo o invade estructuras adyacentes distintas a las vesiculas seminales: el
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cuello de la vejiga, el esfinter externo, el recto, los musculos elevadores o la pared de la

pelvis.

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX: Ganglios linfaticos regionales no fueron evaluados.
NO: No existe metéstasis ganglionar linfatica regional.

N1: Metéstasis en ganglio(s) linfatico(s) regional(es).

Metastasis a distancia (M)

MX: Metéastasis a distancia que no puede ser evaluada (no evaluada por modalidad alguna).
MO: No hay metéstasis a distancia.

M1: Metéstasis a distancia.

M1a: Ganglio(s) linfatico(s) no regional(es).

M1b: Hueso(s).

MZ1c: Otro(s) sitio(s) con enfermedad Gsea o sin esta.

7.2. Puntuacién de Gleason

La puntuacion o score de Gleason se realiza mediante el estudio histopatoldgico del tejido
obtenido en la biopsia prostatica, valorando su grado de diferenciacion (79, 80):

GX: El grado no puede evaluarse.

G1: Bien diferenciado (anaplasia leve) (Gleason 2-4).

G2: Diferenciado moderadamente (anaplasia moderada) (Gleason 5-6).

G3-4: Diferenciado precariamente o no diferenciado (anaplasia marcada) (Gleason 7-10).
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8. Tratamiento del cancer de prostata

8.1. Tratamiento de la enfermedad localizada

El tratamiento del CaP, incluso en la enfermedad clinicamente localizada, es cada vez mas
complejo debido a las diversas opciones terapéuticas disponibles, que presentan una
eficacia oncoldgica equivalente, pero efectos secundarios relacionados con el tratamiento
significativamente diferentes.

La eleccion de un tratamiento u otro debe realizarse en base al estadio clinico, el Gleason

del tumor, el PSA y la esperanza de vida del paciente y sus preferencias.

8.1.1. Actitud Expectante (AE)

También llamada “tratamiento diferido” o “tratamiento guiado por los sintomas”. Su
justificacion estd basada en que el CaP suele progresar lentamente y se diagnostica en
varones ancianos en los que existe una incidencia alta de comorbilidad y una elevada
mortalidad competitiva relacionada (81) . La AE puede ser una opcién para tratar a los
pacientes con CaP localizado y una esperanza de vida limitada, o a los ancianos con

canceres menos agresivos.

8.1.2. Vigilancia Activa (VA)

Su objetivo es reducir la proporcion de tratamiento excesivo en los pacientes con CaP de

bajo riesgo clinicamente limitado, sin abandonar el tratamiento radical (77). Es decir,
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individualizar el tratamiento. Actualmente solo se dispone de datos no definitivos de
ensayos clinicos aleatorizados sobre la VA con un seguimiento < 10 afios. Aungue en
todos ellos parece llegarse a la conclusion que en pacientes bien seleccionados con
enfermedad de bajo riesgo, existe una tasa muy baja de progresion y mortalidad especifica
del cancer, asi como que tan s6lo unos pocos pacientes requieren una intervencion radical
diferida (82).

Pueden beneficiarse de la VA aquellos pacientes con CaP clinicamente limitado (T1-T2),

con una puntuacion Gleason <7 y PSA < 15-20 ng/ml (81).

8.1.3. Prostatectomia radical (PR)

Es el tratamiento quirargico del CaP, que supone la extirpacion de toda la préstata entre la
uretra y la vejiga, asi como la reseccion de ambas vesiculas seminales junto con tejido
adyacente suficiente para obtener un borde negativo.

La PR es el Gnico tratamiento para el CaP localizado que ha demostrado beneficios en
cuanto a la supervivencia y el riesgo de metastasis, en comparacién con la espera y
vigilancia. Este beneficio es obvio en los hombres menores de 65 afos, pero no esta tan
claro que el beneficio se extienda a los mayores de 65 afios. La PR también supone un
claro beneficio en los pacientes con tumores de bajo riesgo (83). La PR debe asociarse
siempre a linfadenectomia en los pacientes de riesgo intermedio (T2a, PSA 10-20, Gleason

>7) o alto (T2b, PSA >20, Gleason >8) (84).
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8.1.4. Radioterapia externa (RTE)

No se han realizado estudios aleatorizados en los que se compare PR con RTE o
braquiterapia por CaP localizado. En la RTE la dosis recomendada depende del grado de
riesgo del tumor. Asi en los tumores de bajo riesgo se recomienda al menos una dosis de
74 Gy; de 76 a 81 Gy en los de riesgo intermedio, y en escalada de dosis para los de riesgo
alto (77).

La braquiterapia puede emplearse en aquellos pacientes con bajo riesgo de CaP, en estadio
T1c-T2aNOMO, Gleason < 6, PSA < 10, < 50% de los cilindros de la biopsia de prostata
afectados, volumen prostatico < 50ml y buena puntuacion en el International Prostate

Symptom Score (85).

8.1.5. Tratamiento hormonal

En CaP localizado se utiliza como terapia combinada con cirugia o radioterapia y como
tratamiento aislado en pacientes con estadios T3-T4, sintomaticos, con enfermedad
extensa, PSA muy elevado y mal estado general. Mas recientemente, sin embargo, se ha
producido un cambio a un uso cada vez mayor del tratamiento hormonal en varones
jovenes con enfermedad mas precoz, no metastasica, 0 recidivante después de un
tratamiento definitivo, ya sea como tratamiento en monoterapia primario 0 como parte de

una estrategia multimodal (86).
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8.2. Tratamiento de la enfermedad diseminada

8.2.1. Tratamiento hormonal

La proliferacion y supervivencia de la préstata tumoral estd regulada por la misma
interrelacion entre el receptor androgénico (RA) y andrégenos (testosterona) que es
responsable del funcionamiento correcto de la prostata normal. Por lo tanto, en el CaP
(enfermedad hormono-dependiente), las estrategias terapéuticas comunmente empleadas
estan dirigidas e reducir o eliminar la produccion y/o accion de la testosterona. La
deprivacion androgénica (DA), mediante analogos de factores liberadores de la hormona
luteinizante (LHRHa) bien solos o en combinacién con antiandrégenos (AA), representa en
la actualidad el Gold Standard del tratamiento hormonal del CaP.

El tratamiento inicial consiste en una castracion quirurgica, mediante orquiectomia
bilateral, o bien quimica mediante la utilizacion de estrégenos o LHRHa, que es en el

momento actual la alternativa terapéutica mas empleada.

Otra alternativa a la castracion es el uso de antiandrégenos, que compiten con la
testosterona y la DHT (dihidrotestosterona) a nivel del receptor presente en el nicleo de la
célula prostatica, lo que favorece la apoptosis e inhibe el crecimiento del CaP (87). Su uso
se puede plantear en pacientes jovenes, que desean mantener su potencia sexual, como

alternativa a la castracion.

El blogueo androgénico completo (BAC) consiste en la asociacion de castracién con un
antiandrégeno puro. Los numerosos estudios en los que se ha comparado el BAC con
monoterapia han deparado resultados contradictorios (88). El bloqueo androgénico minimo

(o periférico) se produce combinando finasterida con un antiandrogeno no esteroideo.
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8.2.2. Tratamiento citostatico

La quimioterapia en el CaP hormono-refractario, puede aumentar significativamente la
supervivencia. El esquema estandar de tratamiento es la combinacion de docetaxel con

prednisona (89).
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9. Inflamacion y cancer

La lesion de los tejidos, ya sea fisica, quimica o infecciosa, desencadena una secuencia de
eventos que constituyen la respuesta inflamatoria. La inflamacién es un mecanismo
importante que puede eliminar el agente responsable de la lesién e iniciar la reparacion de
los tejidos mediante una respuesta inmunitaria innata y adaptativa bien coordinada.
Cualquier fallo en el preciso control de esta respuesta inmune puede perturbar el
microambiente celular, lo que conduce a alteraciones en los genes relacionados con el
cancer, y la modificacion postraduccional de proteinas cruciales implicadas en el ciclo
celular, reparacion del ADN vy la apoptosis (90).

La relacion entre esta continua irritacion de los tejidos y el desarrollo del cancer ya ha sido
sospechada y descrita hace varios siglos. Aulus Cornelius Celsus, un médico romano del
siglo I, ya definia la inflamacién en su €poca como “rubor” (enrojecimiento), “tumor”
(hinchazon), “calor” y “dolor”. Rodolf Virchow postuld que la microinflamacion que
resulta de la continua irritacién, conduce a la mayoria de las enfermedades crénicas, como
puede ser el cancer (90, 91). Por tanto, aunque este concepto ya se ha sospechado hace
muchos afios, solo recientemente los estudios experimentales y clinicos han podido
confirmar dicha hipotesis, convirtiendo a la inflamacion en un paradigma generalmente

aceptado.

Sin embargo, surgen diferentes preguntas en cuanto a qué subconjuntos de células inmunes
promueven directa o indirectamente la inflamacion de los tejidos, promoviendo la
malignidad de los mismos, y cuales debido a su plasticidad funcional pueden ser
reprogramadas para combatir el cancer; y en qué grado estas propiedades celulares son

genéricas o especificas de tejido. Asi, por ejemplo la complejidad de los leucocitos,
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encargados de mantener la salud del tejido en condiciones homeostaticas, varia
dependiendo del tejido, la ubicacion de los 6rganos o el grado de malignidad del tejido
tumoral (92). Las células inmunes, incluyendo los macrofagos, granulocitos, mastocitos,
células dendriticas, linfocitos y células natural Killer (NK), representan la primera linea de
defensa contra patdgenos. Si se perturba el ambiente homeostatico del tejido, como por
ejemplo durante una infeccion, se activan determinadas células como los macrofagos o
mastocitos, capaces de secretar proteinas, citoquinas y quimiocinas que provocan una
remodelacion de la matriz celular y activan células estromales locales (fibroblastos,
adipocitos, células vasculares, etc), para reclutar leucocitos circulantes en el tejido dafiado
(inflamacion aguda), dando lugar a la eliminacion de agentes patdgenos in situ (dafio

tisular) (90, 92).

Las citoquinas son un conjunto de proteinas de pequefio peso molecular sintetizadas por
multitud de células, especialmente las células del sistema inmune. Su funcién es
inmunorreguladora, siendo fundamentales en la comunicacion y en las interacciones que
establecen las células del sistema inmune entre si y con otras células. Las citoquinas
dirigen la respuesta inmune innata y la respuesta inmune especifica, e intervienen en la
inflamacién y en la hematopoyesis de distintos tipos celulares. Para ello, activan a
macrofagos, eosinofilos, células NK y neutrdfilos; inducen la produccion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno por parte de los macrdfagos, y participan en los procesos
hematopoyéticos.  Participan en procesos tan importantes como la inflamacion, la
regulacion de la expresion del CMH de clase | y de clase IlI, las respuestas
inmunosupresoras, la regulacion del cambio de isotipo de inmunoglobulinas, la

guimiotaxis, y la funcion efectora, normalmente citotoxicidad (93, 94).
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Existen evidencias que apoyan el papel de la inflamacion cronica en los pacientes con
STUI, con prostatitis 0 con CaP. Asi, se han encontrado altos niveles de citoguinas pro-
inflamatorias en las muestras de tejido prostatico y en el semen de los pacientes con
prostatitis cronica (14, 95); asi como en el liquido prostatico recogido de las
prostatectomias (96). Diferentes virus, como el virus del papiloma humano, virus herpes
simple tipo 2 o citomegalovirus; organismos de transmision sexual como la Neisseria
gonorrhoeae, Chlamyidia trachomatis, Treponema pallidum y la Trichomonas vaginalis; y
bacterias Gram negativas, como la Escherichia coli, han sido identificadas en la préstata, y
la mayoria de ellas pueden considerarse responsables del proceso inflamatorio (14).
Ademas, existen datos que revelan que la presencia de patégenos en el sistema urinario
puede contribuir a la transformacién maligna del epitelio prostatico, a través de la
activacion de los receptores tipo Toll (TLRs). Este tipo de receptores se consideran un
vinculo entre la inmunidad innata (inespecifica) y la inmunidad adaptativa (especifica); y
contribuyen a la capacidad de eficiencia del sistema inmune para combatir los patdgenos.
Recientemente Salomé Gonzalez-Reyes et al (2010); han investigado los niveles de
expresion de TLR3, TLR4 y TLR9 en 133 hombres diagnosticados de c&ncer de prostata
(69). La figura 2 muestra tres ejemplos de inmunotincién para TL3, TL4 y TLR9 en los
tumores prostaticos. La tincion positiva se encuentra generalmente en las células
cancerosas pero también en algunas células estromales (células similares a fibroblastos,

células inflamatorias mononucleares...).
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Figura 2: a) TLR4 tincion positiva en CaP (x400); b) TLR3 tincion positiva en CaP
(x400); c) TLR9 tincion positiva en CaP (x400).

Este mismo estudio (69), muestra en la figura 3 los resultados en tiempo real de la PCR,
dando lugar al porcentaje de expresion de TLR cDNA obtenido de tumores prostaticos y
patologias benignas. Esta misma figura nos muestra en la parte inferior el analisis

electroforético para ambas patologias.
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Figura 3: Expresion de TLR3, 4 y 9 medida por PCR semicuantitativa en tiempo real, en
carcinomas prostaticos y en controles (patologias benignas). La parte superior (a),
muestra el porcentaje de expresion de TLR en el control y tumor simple; y la parte inferior
(b) muestra las bandas electroforéticas después de PCR en tiempo real que se lleva a cabo

con la misma cantidad de cDNA a partir de cada muestra.

Irani et al (1997) con la posterior modificacion de Sciarra et al (2007), han propuesto una
clasificacion para la inflamacién prostatica, partiendo de la base de una hipotética
graduacion histologica en funcién de la extension de las células inflamatorias; ademas de
otra clasificacion en funcion de la agresividad de las células inflamatorias en el tejido

prostatico (14) (Tabla 3).
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Tabla 3: Evaluacion histologica y agresividad de la inflamacién prostéatica (adaptada por
Sciarra et al (97)).

EVALUACION HISTOLOGICA:

0: No inflamacion

1: Infiltrado inflamatorio celular disperso sin nédulos

2: No hay no6dulos linfoides confluentes

3: Grandes areas inflamatorias con confluencia

AGRESIVIDAD HISTOLOGICA:

0: No hay contacto entre las células inflamatorias y el epitelio glandular

1: Contacto entre inflamacion y epitelio

2: Infiltrado intersticial con alteracion glandular

3: Alteracion glandular en > 25%

Por todo ello, se puede considerar que la inflamacion crénica es un factor de riesgo para el
desarrollo del cancer. En muchos estudios epidemioldgicos, el papel de la inflamacion
cronica en el proceso de carcinogénesis se examind a través de estudios de las citoquinas
pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, junto con otros factores como las infecciones viricas
y los marcadores genéticos que intervienen en la respuesta inflamatoria (69, 98). Asi,
también ha sido estudiado el papel de las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs),
Las MMPs son un grupo de enzimas proteoliticos que tienen en comun la presencia de dos
atomos de zinc en el sitio activo de la molécula, y un residuo caracteristico de cisteina,

esencial para el mantenimiento de su latencia enzimética. Son secretadas como pro-
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enzimas que requieren un pH neutro para poder actuar, siendo inhibidas por una familia de
proteinas denomiadas inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs). Las MMPs estan
ampliamente distriubidas en el organismo humano, interviniendo en diferentes procesos
fisioldgicos. Sin embargo, el principal interés de las MMPs se ha centrado en el proceso de
invasion tumoral y metastasis, ya que pueden degradar determinados elementos de la
membrana basal y estroma tumoral, facilitando asi la invasion tumoral y metastasis. Por
ello, la expresion de varios MMPs y TIMPs en el CaP, tales como MMP-2, 7, 9,13, 14,
TIMP-1, 2, 3, se han relacionado con parametros de agresividad y mal pronéstico en dicho

cancer (99-102).

En otro interesante estudio llevado a cabo por FJ Vizoso, S. Escaff et al (2011) (101) se
han realizado méas de 3.660 determinaciones prostaticas, y se ha analizado la expresion en
funcién del tipo celular de MMPs o TIMPs tanto en HBP como en CaP. Estos autores han
encontrado que a excepcion de MMP-7, las células cancerosas prostaticas muestras una
expresion significativamente mayor de MMPs y TIMPs que las células epiteliales de la
HBP. En la figura 4 se muestran ejemplos de tincion inmunohistoquimica de MMPs y

TIMPs por distintos tipos celulares en funcién de la patologia prostatica.
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Figura 4: Ejemplos de tincion inmunohistoquimica. a: expresion positiva de MMP-7 por
las células tumorales; 400x. b: expresion positiva de MMP-13 por las células tumorales;
400x. c: expresion positiva de TIMP-3 por los fibroblastos estromales; 400x y d: expresion

positiva de TIMP-2 por las células mononucleares inflamatorias (MIC); 400x.

Otros recientes estudios llevados a cabo por Vizoso et al (2010, 2011) también describen
una importante asociacion entre diversas MMPs y TIMPs y el diagnéstico y pronéstico del

cancer de prostata (100, 102).

Esta relacién entre la inflamacién y el desarrollo del cancer se afianza con el papel que
desempefian las citoquinas en la promocion de la angiogénesis, metastasis, la subversion de

la inmunidad adaptativa y el microambiente tumoral (69).
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La elevada prevalencia de infiltrados inflamatorios crénicos en muestras patoldgicas
procedentes de prostatectomias radicales o de resecciones transuretrales, también ha
contribuido al establecimiento de un posible vinculo entre la inflamacion cronica y el CaP.
Esta hipotesis se ve apoyada por las diferentes vias moleculares presentes en ambos
procesos. Sin embargo, aunque todavia es controvertido, resulta probable que tanto la HBP
como el CaP se vean afectados por la misma poblacion de infiltrados inflamatorios. Estos
infiltrados inflamatorios, compuestos principalmente por leucocitos, son los responsables
de la secrecion de citoquinas involucradas en la regulacién paracrina y autocrina del
estroma glandular prostatico y del crecimiento celular epitelial (14). Por otra parte, los
niveles de diferentes interleuquinas, como la IL-1, IL-6, IL-8, IL-15 o IL-17, asi como el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a), podrian estar asociados con la inflamacion, los
elevados niveles séricos de PSA y la progresion tumoral (103). La inhibicién de estas

citoquinas podria ser una posible diana terapéutica en el tratamiento del CaP.

Ademas recientes estudios, tras el andlisis de 65 factores relacionados con la inflamacion y
la progresion tumoral en los carcinomas de mama, han encontrado que la expresion mas
alta de los factores a estudio se encontraba relacionada con el desarrollo de metéstasis a
distancia (104, 105). En este sentido, resulta importante considerar las multiples
similitudes entre el cancer de mama y el CaP, en relaciébn a las asociaciones
epidemioldgicas, alteraciones genéticas comunes y caracteristicas bioquimicas comunes
(106). De acuerdo con todo esto, los datos preliminares reportados por otro reciente
estudio, también han encontrado que la sobreexpresion tumoral de estos factores se ha

asociado con la recurrencia bioquimica en los pacientes con CaP (69).

Sin embargo, hasta el momento, sélo podemos plantear la hipdtesis de que la inflamacion

prostatica cronica podria considerarse como una condicion asociada a la HBP y/o al CaP.
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A pesar de ello, lo que sabemos hasta la fecha puede que sea solo la punta de un gran
iceberg; por lo que resultan imprescindibles investigaciones adicionales sobre la respuesta
inflamatoria dentro de la prostata para mejorar nuestros conocimientos sobre los
mecanismos implicados en la interaccion de los infiltrados inflamatorios, el estroma y el
epitelio prostatico. También resultaria importante aclarar si la inflamacion crénica
prostatica podria ser considerada como el punto de partida para el desarrollo de la
enfermedad proliferativa benigna y maligna. Por lo tanto, hasta que no se comprenda mejor
la carcinogénesis prostatica, el verdadero impacto global de la inflamacién en el CaP

continda siendo dificil de alcanzar.

9.1. Interferon-

Los interferones (IFNs) son una familia de glicoproteinas naturales producidas por el
sistema inmunitario, a la que pertenece el IFN-o e IFN-B (tipo I) e IFN-y (tipo Il). Los de
tipo | se relacionan estrechamente y se derivan de genes localizados en el cromosoma 9.
Los IFNs reciben su nombre debido a su capacidad para interferir en la replicacion de los
virus en las células hospedadoras. Es decir, se unen a determinados receptores de
superficie de las células infectadas y se activan, impidiendo la replicacion de una amplia
variedad de virus de ARN y ADN. Fue concretamente esta actividad antivirica del IFN la
que condujo a su descubrimiento en 1957 por Alick Isaaks y Jean Linderman mientras
estudiaban el fendmeno de la interferencia viral. Pero mas tarde los estudios revelaron que
por induccién de la diferenciacion, la fase de acumulacion y la apoptosis, el IFN-B, puede
inhibir directamente el crecimiento de las células tumorales, regulando a la baja la

expresion de las moléculas de la angiogénesis y la invasion tumoral. Tambiéen inhibe la
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expresion de oncogenes y activa a los linfocitos T, las células NK y a los macréfagos.
Ademas el IFN-B es capaz de inhibir el crecimiento tumoral y el desarrollo de metéastasis
indirectamente, a traves de la activacion del 6xido nitrico (NO). EI IFN también es capaz
de aumentar la expresion de los antigenos tumorales y/o de los del sistema HLA (antigenos
de leucocitos humanos) (clase I y I1), y modula la expresion de un numero critico de genes
que influyen en el reconocimiento de las células efectoras inmunes y el ciclo celular (107-

109).

En la mayoria de los casos la produccion del IFN es inducida por otras citoquinas, como la
IL-1, IL-2, TNF y el CSF. El IFN-B es producido por distintos tipos celulares, como las
células T y B, los macréfagos, fibroblastos, células endoteliales y osteoblastos entre otras,

resultando ser importantes componentes de la respuesta inmune antiviral (107, 109).

En un intento de facilitar nuevos datos sobre terapias efectivas en el CaP, especialmente en
aquél resistente al tratamiento hormonal, se han estudiado las distintas acciones
individuales y combinadas de diversos moduladores celulares que intervienen en el CaP.
Asi, tanto el IFN-B, como la 1,25 dihidroxivitamina D3, parecen ejercer un efecto
antiproliferativo sobre las células del carcinoma prostatico. El IFN-f también contribuye a
la regulacion al alza de los receptores androgénicos en el CaP (110). Estos estudios apoyan
firmemente el potencial efecto terapéutico del IFN-B en el CaP metastasico hormono-

refractario.

El IFN también constituye actualmente uno de los tratamientos méas utilizados en otras
patologias, como la esclerosis multiple, debido precisamente a su capacidad para reducir la
progresion de la enfermedad. Su mecanismo de accion no esta del todo claro, aunque se

postula que reduciria la proliferacion de células T y la produccion de TNF-a,
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incrementando la produccién de IL-10, y reduciendo el paso de hematies a través de la
barrera hematoencefélica; lo cual corroboraria, una vez mas, su funcion antiproliferativa,

inmunomoduladora y antiviral (111).

Existen estudios que defienden que la presencia del IFN-B a nivel intralesional, no sélo
ayuda a la supresion de los tumores primarios, sino que aumenta la supervivencia en
ratones portadores de tumores y los protege de una posible recurrencia bioquimica (112).
Sin embargo, otros ensayos clinicos con IFN tipo | han mostrado una respuesta limitada
para la mayoria de los tumores sélidos, probablemente debido a la insuficiente

acumulacién bioldgica de IFN-B en los tumores (112).

Estos datos apoyan la hipotesis de que la presencia sostenida del IFN-B en las lesiones
tumorales, puede inducir la regresion de las mismas. También implica que el IFN-B o el

gen que lo codifica, tiene un gran potencial en el tratamiento del CaP.

9.2. NFkB

El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFkB), es un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN. Una proteina
identificada por primera vez por Sen y Baltimore en 1986 (113). EI NFKB se encuentra
presente en la mayoria de tipos de células animales y esta implicado en la respuesta celular
frente a determinados estimulos como el estrés, citoquinas, radiacion ultravioleta y
antigenos bacterianos o virales. Ademas, su correcto funcionamiento interfiere en la

transcripcion de multitud de genes, incluyendo mdltiples citoquinas, factores del
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crecimiento, moléculas de adhesion, inmunorreceptores y proteinas de fase aguda. El

NFkB juega un papel clave en la regulacion de la respuesta inmune debida a la infeccion,

puesto que las cadenas kappa son componentes cruciales de las inmunoglobulinas (114-

116).

El NFkB es relevante en la regulacion de la respuesta celular ya que pertenece a la

categoria de los factores de transcripcion primarios de “accién rapida”, como son los

factores de transcripcion que se encuentran presentes en las células en estado de

inactivacion, y que no requieren una nueva sintesis de proteinas para ser activados (117).

En la tabla 4, se muestran las citoquinas reguladas por el NFkB.

Tabla 4: Citoquinas humanas reguladas por NFkB.

Factores Interleuquinas | Quimioquinas Factores Interferones
Necrosis Estimuladores
Tumoral de colonias
TNF-a IL-1P IL-8 G-CSF INF-B
TNF- B IL-2 Groa, B,y GM-CSF
IL-6 MIP-1
IL-12 MCP-1
RANTES

G-CSF (factor estimulador de colonias granulociticas); GM-CSF (factor estimulador de colonias granulociticas y macrofagos); Gro o

(péptido a regulador del crecimiento); MCP (proteina-1 quimiotactica de macréfagos); MIP (proteina-1 inflamatoria de macréfagos);

RANTES (reguladores de la activacién, expresion y secrecion de las células T).
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El NFKB es un factor de transcripcion que regula genes responsables tanto de la respuesta
inmune innata como de la adaptativa. Tras la activacion de los receptores de los linfocitos
T o B, el NFkB se activa a través de distintos componentes de sefializacion. Este factor es
ampliamente utilizado por las células como regulador de los genes que controlan la
proliferacion y supervivencia celular. Debido a ello, existen muchos tipos de tumores en
los que el NFKkB se encuentra mal regulado; es decir, si el NFKB se encuentra activado,
induce la expresion de los genes que evitan la proliferacion celular y protegen a la célula.
Este factor también parece encontrarse crénicamente activado en numerosas enfermedades
inflamatorias; puesto que también controla varios genes implicados en la inflamacién. Los
defectos de NFkB producen una mayor susceptibilidad a la apoptosis, lo que conduce a un
aumento de muerte celular. Esto se debe a que el NFkB también regula genes
antiapoptéticos, como el TRAF1y TRAF2, y por tanto controla la actividad enzimatica de
las caspasas, que son fundamentales para la mayoria de los procesos antiapoptoticos (118,

119).

Las vias en las que interviene el NFkB, han sido identificadas como vias criticas en la
iniciacion y progresion del cancer en humanos, incluyendo el cancer de prostata. En las
celulas tumorales, el NFkB se activa, bien de forma secundaria a mutaciones en los genes
que codifican los factores de transcripcion del NFkB, o bien debido a mutaciones en los
genes que controlan su actividad; ademés de ello algunas células tumorales son capaces de
secretar factores activadores del NFkB. Por lo tanto, el bloqueo del NFkB puede contribuir
a que las células tumorales dejen de proliferar y mueran, incluso que sean mas sensibles a
determinados agentes antitumorales. Esto hace de este factor un objetivo importante en la

terapia contra el cancer (120, 121).

47



Introduccion

Pero no sélo se ha identificado el NFKB como un objetivo terapéutico, sino que también se
ha demostrado en recientes estudios que el NFKB puede actuar como un factor predictor
independiente en la progresion del CaP, lo que seria de gran ayuda para establecer nuevos

factores de riesgo e incluso el prondstico de la enfermedad (122).

9.3. IL- 1P

La familia de la IL-1 estd compuesta por dos factores (IL-1a e IL-1pB), dos receptores
transmembrana (IL-1R1 e IL-1RII) y el receptor antagonista IL-1Ra. La IL-1a se localiza
en la membrana celular o en el citosol, y se cree que regula el medio intracelular. Los
genes que codifican para cada uno de los miembros de esta familia se encuentran en el
brazo largo del cromosoma 2. Los principales productores de IL-1 son los macrofagos,
aunque también puede ser sintetizada por los neutrofilos, linfocitos T y B, células

epiteliales, fibroblastos, etc, entre otras (123).

Por otra parte, la IL-1B es utilizada por la enzima convertidora de IL-1B (ICE) para
transformarla en su forma activa madura, y posteriormente secretarla de forma
extracelular. Se ha observado, que los pacientes con enfermedades inflamatorias e
infecciosas mostraron mayores concentraciones plasméticas de IL-1p, pero no de IL-1a, lo
que sugiere la funcidn sistémica de la IL-1p (123). La IL-1 es una citoquina pluripotente
responsable del funcionamiento fisiologico normal, que puede ir desde la permeabilidad
vascular, la aparicion de fiebre durante una sepsis, hasta la secrecion de citoquinas
adicionales en enfermedades autoinmunes. Otras funciones de la IL-1 incluyen la
produccion y secrecion de prostaglandinas, hormonas pituitarias y colagenasas. La IL-1

también estimula el sistema inmunoldgico para impulsar la produccion de los linfocitos.
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Por lo tanto, existe un importante equilibrio entre los efectos beneficiosos y perjudiciales

de la IL-1 (123).

La expresion de la familia de IL-1 ha sido estudiada en diferentes tumores, entre ellos el
CaP, en el que Ricote et al (2004), proponen que la familia de la IL-1 podria estar
relacionada con la proliferacion celular, pues la expresion de IL-lo e IL-1Ra es

caracteristica en CaP comparado con prostata normal y HBP (124).

IL-1 a IL-1B8 IL-1RI IL-1RII IL-1Ra

g5 NEes _ ..

50=
35=
30-

i -“ - e - - e

NP BPH LG HG NP BPH LG HG NP BPH LG HG NP BPH LG HG NP BPH LG HG

Figura 5: Anélisis electroforético de la familia de IL-1 (IL-/a e IL-1B), sus receptores
transmembrana (IL-1R1 e IL-1RII), y el receptor antagonista de la funcién de la 1L-1 (IL-
1Ra). NP: prostata normal; BPH: Hiperplasia benigna de prostata; LG: Carcinoma
prostatico de bajo grado; HG: Carcinoma prostatico de alto grado. Las lineas muestran

una banda tefiida positivamente para cada grupo.

Las células tumorales producen directa o indirectamente IL-1p (125). Diferentes estudios
han documentado que la proteina IL-1B produce, tanto en humanos como en animales,
diferentes lineas celulares que incluyen sarcomas, tumores ovaricos, y células
carcinomatosas transicionales (126). Ejemplos de tumores sélidos en los cuales la

expresion de IL-1p se encuentra elevada son los de mama, colon, pulmén, cabeza, cuello y
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melanomas. Ademas, estos pacientes con sobre-expresion de IL-1B tumoral, tienen peor

pronostico (127).

Por tanto, la IL-1B es conocida principalmente por sus funciones en el sistema inmune,
donde actlia como una citoquina proinflamatoria. Ademas se ha descubierto que la IL-1p es
capaz de promover la osteoclastogénesis e incluso promover la liberacion excesiva de otras
citoquinas por parte de los osteoblastos. Basandonos en estos argumentos es posible que
antagonizar la actividad de la IL-1B, pueda tener efectos beneficiosos para los pacientes
con CaP avanzado, puesto que no sélo debe impedir la funcion pro-osteoclastogénica de la
IL-1pB, sino que también interfiere en la comunicacion molecular entre el tejido éseo y las

células tumorales (127).

94.1L-6

La IL-6 es una citoquina multifuncional codificada por un gen localizado en el cromosoma
7p21-14. Puesto que este gen se conoce desde 1986, la IL-6 se ha relacionado a lo largo de
todo este tiempo con una larga serie de funciones; algunas de ellas tan contradictorias,
como pueden ser la proteccidn contra las infecciones y la promocion de la inflamacién en
determinadas enfermedades. Durante afios, esta citoquina ha sido conocida por tener un
papel clave en la maduracién de las células B; asi como de ser un miembro del triunvirato
de citoquinas que dirige la respuesta inflamatoria aguda (TNF, IL-1, IL-6) (128).

Esta citoquina se ha detectado en muchos tipos de células, sin embargo las fuentes
primarias de la misma son los monocitos y macréfagos en la inflamacién aguda y las

células T en la inflamacion crénica. La IL-6 desempefia un papel importante en la
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regulacion de la hematopoyesis, la activacion de células inmunes, la inflamacion y la
carcinogenesis. Ademas, es capaz de activar la sefial de transduccion y poner en marcha el
activador de la transcripcion (STAT), asi como también puede activar las vias de
sefializacion de las proteinas Kinasas (MAPK). Toda esta cascada de activaciones
conducen a la transcripcion de los genes diana responsables de la regulacion de la
proliferacion celular, la supervivencia y el metabolismo. Por consiguiente, alteraciones en
la regulacion de la sefializacion de la IL-6, podrian jugar un importante papel no sélo en la
iniciacion y progresion del CaP, sino también en la aparicion de metastasis, la resistencia a
la quimioterapia en determinadas células tumorales, enfermedades inflamatorias
intestinales, la resistencia a la insulina, la obesidad, o el propio proceso de envejecimiento

celular (128-131).

También se ha descrito que la IL-6 juega un papel importante en la patogénesis del CaP,
incluyendo en ésta una elevacion significativa de los niveles de actividad transcripcional de
la IL-6, tanto en tejido cancerigeno como en tejido no maligno en los individuos con CaP,

en comparacion con los controles de HBP (130).

En condiciones homeostaticas, los niveles de IL-6 son bajos, mientras que en condiciones
de estrés, infecciones virales...; es decir, toda aquella situacion que causa una respuesta
inflamatoria, puede aumentar los niveles de la misma. La produccion de la IL-6 en los
monocitos (y en otras células), depende de varios factores de transcripcién, principalmente
NFkB C/EPBB y de AP-1. Ademas, se ha visto que la mayor expresion de la IL-6 en el
CaP, también se ha acompafiado de una mayor expresion del factor NFkB en los casos de
mayor grado Gleason. Esta co-expresion podria tener su explicacion en que la IL-6

presenta una region compleja de unién al factor NFkB (128, 132).
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Después de que la IL-6 sea secretada por el monocito activado o los macréfagos, puede
actuar sobre otras células de forma local o sisttmicamente. En la via clasica de
sefializacion de la IL-6 (Figura 6), la citoquina se acopla a su receptor IL-6Ra en la
superficie celular. IL-6Ra es un receptor sin sefializacion presente s6lo normalmente en los
hepatocitos y ciertos leucocitos (neutréfilos, monocitos y células T y B). Un homodimero
de la sefal transductora del receptor pgl30, es reclutado por el complejo IL-6-1L-6Ra,
seguido por la activacion de una quinasa Janus (JAK1), activando al factor de transcripcion
STATS3 (sefial de transduccion y activador de la transcripcion) mediante fosforilacion. La
funcién principal de toda esta union es promover el crecimiento y la diferenciacion y
prevenir la apoptosis, ademas de estar incluida en la induccion de genes como el Bcl2, Bcl-
XL, JunB, cFos, IRF-1 (factor de respuesta del IFN-1), TIMP (inhibidor tisular de la

metaloproteasa 1, SOCS3 (supresor de la sefializacion de la citoquina 3), etc.

Sin embargo, también resulta de interés una via de sefalizacion alternativa de la IL-6,
llamada IL-6 trans-sefializacion, en la que interviene el receptor soluble de la IL-6 (SIL-
6Ra). Aqui, el sIL-6Ra que se encuentra en ¢l suero puede unirse libremente a la IL-6 y
este complejo, a su vez, puede sefializar cualquier célula que tenga gp130 en su superficie,
lo que incluye la mayoria de las células. Esta via alternativa es probablemente, la
responsable de la mayoria de los efectos patolégicos de la IL-6 vistos, por ejemplo, en la

inflamacién crénica (128).

Los niveles elevados del sIL-6R encontrados en prostatectomias de pacientes con CaP,
también han sido relacionados con un mayor grado Gleason en dichos pacientes. Dicha
relacién se ha visto reforzada mediante el calculo de la relacion sIL-6R/IL-6 (133). Una
extensa busqueda en la secuencia reguladora de la IL-6, podria proponer que la variante

6331T > C (rs10499563), podria tener cierta responsabilidad en la variabilidad de la
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expresion de la IL-6. A pesar de que la presencia del alelo 6331-C se ha relacionado con un
aumento en el riesgo de CaP y una menor probabilidad de supervivencia (posiblemente
indicativo de una enfermedad maés agresiva), se observa que este alelo también se asocia
con una disminucion en los niveles de transcripcion de I1L-6, probablemente atribuido a una

afinidad de union mas débil hacia dicho factor (130).

Monocitos/
Macrofagos

Mayoria de células Hepatocitos

Algunas células inmunes

Figura 6: Diferentes vias de sefializacién de la IL-6.
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Recientes estudios también sugieren que los polimorfismos presentes en genes que
codifican mediadores inflamatorios, como la IL-6, pueden influir en los niveles
plasmaticos y en la actividad bioldgica de las proteinas correspondientes. En este contexto,
los genes de citoquinas deben considerarse genes importantes, candidatos para la
susceptibilidad del CaP y la gravedad del mismo (129). Asi, un comdn polimorfismo de la
IL-6 que afecta a la posicion -174 ha sido investigado en una amplia variedad de
enfermedades, tales como el cancer de mama, la paralisis cerebral, y la artrosis de cadera o
de rodilla. Este polimorfismo también ha sido estudiado en el CaP en diferentes estudios,
sin embargo los resultados de los mismos han sido contradictorios (129, 131). La
explicacion mas plausible es que el efecto de un solo polimorfismo podria tener un efecto

mas limitado en la susceptibilidad del CaP.

Aunque la IL-6 se ha relacionado con la progresién del CaP, también se ha informado de
su papel antitumoral en determinados procesos malignos, como es el caso del carcinoma de
células renales (134), y sus funciones como mediador de la inflamacién y supresion del
crecimiento tumoral (128). Estos resultados apoyan el papel pleiotrépico que juega la IL-6

en la inmunidad tumoral, pudiendo incluso inducir sefiales opuestas.

No obstante, dado que el CaP es una enfermedad heterogénea en la que multiples vias de
transduccion pueden contribuir a una apoptosis incontrolada o a una alteracion en la
proliferacion celular, se ha llegado a la conclusion de que los objetivos deben de ir
dirigidos hacia la inactivacion de proteinas pro-inflamatorias, que podrian poner fin a este

alterado proceso.
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9.5. IL-10

La IL-10 es una importante citoquina inmunorreguladora localizada en el gen 1g31-32.8.
Esta producida principalmente por las células T activadas, monocitos, células B y
timocitos. Posee propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras que actdan en las
células presentadoras de antigeno (células dendriticas, macréfagos y células T) mediante la
inhibicién tanto de la sintesis de citoquinas como de moléculas co-estimuladoras de
macrofagos y moléculas HLA de clase Il. Esta inhibicion también afecta a la produccion
de ciertas citoquinas como son IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, INF, TNF-o. Asi mismo, actla
directamente en la proliferacion y diferenciacion de la respuesta inmune tipo Thl, Th2 y
Th17 (135, 136).

La produccion de IL-10 esta asociada con los niveles de transcripcién de esta proteina, los
cuales, a su vez, se han relacionado con polimorfismos genéticos localizados en la regién
promotora de la proteina. Se ha informado, en particular, de la asociacion de tres
polimorfismos en las posiciones -1082, -819 y -592, con los niveles de IL-10; y se ha
encontrado que el haplotipo -1082A/-819T/-592A (ATA), esta asociado con la
disminucion de la produccion de IL-10, al compararlo con el haplotipo -1082G/-819C/-
592C (GCC) (137). EIl polimorfismo -1082 se encuentra en el sitio de reconocimiento
ligado al factor de transcripcion Ets. Similarmente, el polimorfismo -592 esta localizado en
la secuencia consenso de los miembros de la familia Spl, que incluye factores de
transcripcion que participan en la regulacién negativa de la expresion de la proteina. Por
ultimo, el polimorfismo -819 puede afectar a un elemento del receptor de estr6genos. Los
analisis también han demostrado mayores probabilidades de desarrollo de CaP y un mayor
grado del mismo (grado Ill, equivalente aproximadamente a un grado Gleason 7-10) para

las personas con las variantes genotipicas homocigotas -819 0 -592 (138-140).
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La variacion de la IL-10, concretamente el gen que codifica a dicha citoguina
antiinflamatoria, se ha asociado con el mayor riesgo de CaP en algunos estudios, y con el
riesgo de recurrencia en los escasos estudios realizados hasta la fecha (141). En el estudio
de casos y controles, llevado a cabo por Dluzniewski et al. (2012), se ha llegado a la
conclusion de que la IL-10 se asocia con un mayor grado de recurrencia después del
tratamiento quirurgico del Ca. Especificamente, el alelo menor (A) de la IL-10, rs1800872,
que se encuentra en la region promotora y produce menos IL-10 que el alelo mayor (G), se
asocio con un mayor riesgo de recurrencia (141). Por otro lado, en el polimorfismo de la
IL-10, rs1800871, se ha observado una tendencia a disminuir el riesgo de CaP en la
poblacién asiatica, aunque no de forma significativa (136). Mediante la implantacién de
células cancerosas de prostata humana en ratones inmunocomprometidos, Stearns et al.,
demostraron que aquellos ratones con células que expresaban IL-10 tenian tumores mas
pequefios, menos metastasis y un aumento en la supervivencia, en comparacion con los
ratones a los que se les habian implantado células de control. Esto demostraria que niveles

elevados de IL-10, podrian tener un efecto antitumoral en el CaP (140).

La IL-10 posiblemente puede actuar a través de una via de sefializacion especifica, que en
ultima instancia, es capaz de prevenir las metastasis del tumor mediante la inhibicion de la

angiogeénesis, asi como los mecanismos implicados en la recurrencia tumoral (141).

Varios estudios han demostrado que la IL-10 puede estar involucrada en la patogénesis de
determinados procesos oncoldgicos; sin embargo, muchos de estos estudios presentan
resultados inconcluyentes (142). Los estudios demuestran que los niveles elevados de IL-
10 pueden facilitar el desarrollo del cancer mediante la supresion de la expresion del mayor
complejo de histocompatibilidad (MCH) de clase | y II; y previniendo la tumoracion

antigénica presentada por linfocitos T CD8 citotdxicos. Sin embargo, los efectos
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antiangiogénicos de la IL-10 parecen jugar un papel protector y preventivo contra

determinados procesos oncoldgicos (136).

Genotipos productores de bajos niveles de IL-10 se han asociado con una mayor
susceptibilidad de determinados procesos tumorales, como el melanoma cutdneo maligno
o0 el carcinoma de células renales. Por otro lado, para otros tumores sélidos, como el
cervical, carcinoma gastrico o carcinoma hepatocelular secundario a infeccién por virus de

hepatitis B, los niveles elevados de IL-10 se asocian con peor prondstico (140).

Las discrepancias en cuanto a la IL-10 y al CaP también se encuentran presentes en los
diferentes estudios. Estas diferencias pueden ser debidas a la existencia de varios
polimorfismos genéticos de la IL-10 entre poblaciones especificas, grupos étnicos y
regiones geogréaficas. EI CaP es una enfermedad multifactorial, y la exposicién individual a
los diferentes factores ambientales, en combinacidn con la susceptibilidad genética, puede
dar lugar a discrepancias en los resultados (136). Ademas, otros factores tales como el
tamafo de la muestra, diferentes grados de CaP y el sesgo de publicacién, también pueden
haber contribuido a estas discrepancias. Por lo tanto, parece ser que la IL-10 tiene la
capacidad de influir tanto positiva como negativamente en la inmunidad innata y

adaptativa.
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9.6. IL-17

La transcripcion del factor NFkB ha sido identificada como un potencial puente molecular
entre la inflamacidon y el cancer. Por ello, la sefializacion de este factor resulta crucial para
una nueva via de accion de citoquinas pro-inflamatorias, como puede ser la sefial de la IL-
17, la cual parece favorecer el desarrollo de la inflamacion cronica intraprostatica (143).

La familia de la IL-17 esta compuesta por seis miembros (IL-17A o IL-17, IL-17B, IL-
17C, IL-17D e IL-17F). La IL-17R es el receptor para la IL-17A; que junto con otros
cuatro receptores-like homélogos (IL-17Rh1 o IL-17BR, IL-17RL o IL-17RC, IL-17RD e

IL-17RE) ha formado una nueva familia de receptores que difiere de las habituales (144).

La IL-17 es capaz de estimular determinados tipos celulares, como las células epiteliales,
las células endoteliales o las células fibroblasticas, para secretar una amplia variedad de
moléculas pro-inflamatorias, incluyendo a la IL-1B, TNF-a, IL-8, O0xido nitrico sintetasa,
ciclooxigenasa-2 y CD-54. Ademas, la IL-17 parece que puede inducir citoquinas
hematopoyéticas, tales como colonias estimulantes de granulocitos y macréfagos o la IL-6
(145). Asi, la IL-17 parece proporcionar una relacion directa o indirecta entre las células T

y la respuesta inflamatoria y hematopoyética.

La IL-17 es producida por células T helper (TH) 17 y por otras células inmunoldgicas. La
IL- 17 expresa células CD4+ (TH17), las cuales han sido propuestas en los Gltimos afios
para conformar un tercer linaje junto con las células TH1 y TH2 (146, 147). Ademas de
las células TH17, existen una gran variedad de células T, como pueden ser las CD8+
citotoxicas (TC17), células T natural killer (NKT), y células de la inmunidad innata, como
los neutréfilos o monocitos; que tienen la capacidad de producir IL- 17 bajo determinadas

condiciones patologicas. Ademas, determinados estudios han demostrado que la expresién

58



Introduccion

de la IL-17 por los macrofagos, promueve una mayor invasion celular en el cancer de
mama y aumenta la densidad de los microvasos en el cancer de mama y de colon (148). El
papel pro-tumorogénico de la IL-17 también ha sido demostrado en los estudios realizados
por Xiao et al (149), que defienden que la presencia de anticuerpos anti-IL-17 contribuye a
disminuir la inflamacion y retrasa la aparicion de papiloma en la piel de los ratones a
estudio. La neutralizacion de la IL-17 en ratones, también inhibio la formacion de cancer
de colon (150). Tomados en conjunto, todos estos recientes hallazgos apoyan la opinién de
que la IL-17 promueve la formacion y crecimiento de determinados tumores, como son el
cancer de piel, el adenocarcinoma intestinal, el adenocarcinoma prostatico, el cancer de

cuello uterino y el cancer de ovario (145).

En su papel de citoquina pro-inflamatoria, la IL-17 también ha sido implicada en
determinadas enfermedades autoinmunes que incluyen a la artritis reumatoide, la esclerosis
maltiple, la respuesta inmuno-alérgica de la piel, la psoriasis, el rechazo en trasplantes de

organos y el proceso inflamatorio en relacién con infartos (145).

En el estudio llevado a cabo por Vykhovanests. et al (143), se ha demostrado que los
agregados de macrofagos y neutrofilos que se encuentran en estrecha relacion con la PIA
(atrofia inflamatoria proliferativa), constituyen el mayor productor de IL-17 en el

adenocarcinoma prostéatico.

Estudios previos demuestran que el 79% de las muestras de HBP y el 58% de las muestras
de CaP, presentan altos niveles de IL-17. Por el contrario, el tejido normal de la prostata
presenta bajos niveles de IL-17 restringida a los linfocitos (151). En el estudio de
Vykhovanests. et al. se ha llegado a la conclusion de que la acumulacion de IL-17 que

expresan macrofagos y neutrofilos, presenta niveles méas altos en las lesiones de PIA, en
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comparacion con las densidades de estas células dentro del adenocarcinoma de prostata o
en el tejido prostatico benigno no afectado por PIA (143). Estos hallazgos sugieren que en
las areas de tejido prostatico tumoral, las lesiones de PIA vy las areas de tejido prostatico

benigno no afectado por PIA, pueden presentar microambientes diferentes.

Otros estudios también apoyan la importancia de los macréfagos intra-luminares en las
lesiones de PIA, en pacientes con carcinoma prostatico. Incluso han estudiado en el
epitelio de pacientes con HBP la capacidad de expresion de estos macrofagos, no sélo para
expresar de forma independiente la ciclooxigenasa-2; sino también la capacidad de

expresion tras la induccion de la misma (152).

Se ha demostrado que los niveles de las células TH17 aumentan notablemente durante el
desarrollo tumoral. Ademas, la IL-17 regula la produccién de citoquinas pro-inflamatorias
y factores proangiogénicos, capaces de promover el desarrollo tumoral (153, 154). Un
reciente estudio ha mostrado que los linfocitos presentes en el tejido prostatico de
pacientes con CaP, se encuentran sesgados hacia el fenotipo TH17. Sin embargo, la
preponderancia de TH17 mediados en la inflamacion, se asocia con un menor Gleason
patoldgico (155). Por otro lado, en el estudio llevado a cabo por Qiuyang Zhang et al, se ha
observado que los ratones con receptores para la IL-17 negativos, desarrollaron tumores

prostaticos mas pequefios que los que presentaban receptores positivos (147).

Ademas, la IL-17RL parece ser un nuevo gen antiapoptdtico. Dado que su expresion se
encuentra inducida por la deprivacion de androgenos, y se encuentra altamente expresada
en las lineas celulares y tumorales andrdgeno-independientes; resulta razonable especular

que la IL-17RL se encuentra potencialmente asociada con el CaP androgeno-
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independiente. Por ello, la IL-17RL podria ser una diana terapéutica en el tratamiento de

este tipo de cancer prostatico (144).

Hasta la fecha son muy escasas las investigaciones publicadas sobre la prevalencia de la
expresion de la IL-17 en las células cancerosas prostaticas; y por consiguiente, son muy
escasos los datos disponibles sobre su fenotipo o localizacion en el adenocarcinoma
prostatico. Segun determinados estudios publicados, la IL-1B, inducida por el NFKB,
favorece la acumulacion de IL-17 en el estroma prostatico; por lo que queda abierta la
hipotesis de que las células productoras de IL-17, pueden ser un objetivo especifico en las

sefiales proinflamatorias que inician la inflamacién intraprostatica (156).
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El CaP es una de las formas mas comunes de cancer en hombres y una de las principales
causas de muerte por cancer a nivel mundial, pero las distintas vias que componen su

etiopatogenia son todavia en gran parte, desconocidas.

Los factores inflamatorios que acttan sobre la glandula prostética se han relacionado con
un mayor riesgo de malignizacién de la misma. De hecho, las citoquinas aunque se conoce
sobre todo su funcién en la migracion de leucocitos, existe una creciente evidencia de su

papel critico en el desarrollo de tumores y metastasis, entre los que se incluye el CaP.

La inflamacién prostatica ha sido considerada una posible diana en la prevencion y
tratamiento tanto en la HBP como en el CaP, por lo que hasta el momento se han probado
diferentes agentes antiinflamatorios tanto in vivo como in vitro. Desafortunadamente, los
estudios hasta ahora no son suficientes y existen pocos datos disponibles para evaluar la

respuesta clinica de estos antiinflamatorios en ambos procesos prostaticos.

Un mejor conocimiento de los biomarcadores que intervienen en la HBP y en el CaP, asi
como el mejor conocimiento de su patogenia, constituyen procesos necesarios para llegar a
una correcta estratificacion del riesgo de estas patologias entre los hombres con

enfermedad localizada, y la revelacion de posibles dianas terapéuticas.

El objetivo de este estudio ha sido establecer el patron diferencial de expresion del IFN, el
NFkB, la IL-1B, IL-6, IL-10 y la IL-17, en el tejido hiperplasico y tumoral prostatico. Para
ello, hemos realizado un estudio inmunohistoquimico usando arrays de tejido y
anticuerpos especificos contra los factores a estudio. Mas de 2.000 determinaciones, han
sido realizadas, en muestras prostaticas de intervenciones quirurgicas y biopsias
diagnosticas de 118 pacientes con carcinoma prostatico y de 50 pacientes con hiperplasia

prostéatica.
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Los objetivos concretos han sido los siguientes:

1. Determinar la expresion global de los factores a estudio (IFNB, NFkB, IL-1B, IL-6,

IL-10, IL-17) en el tejido prostatico tumoral y en el hiperplasico.

2. Determinar la expresion de los distintos factores de inflamacion por las células

epiteliales, los fibroblastos y las células mononucleares inflamatorias, presentes en

la HBP y en el tejido tumoral prostatico.

3. Determinar la relacion en la expresion simultdnea de los distintos factores a

estudio, tanto en la HBP como en el CaP.

4. Relacionar la expresion de estos factores de inflamacion de la HBP y del tejido

tumoral con las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes.

5. Relacionar la expresion de las proteinas relacionadas con el proceso inflamatorio en

el CaP con la recurrencia bioquimica y la supervivencia.
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1. Consideraciones éticas

Los pacientes han sido tratados de acuerdo con la aprobacion de las guias y nuestras
instituciones. El estudio se adhiere a las regulaciones nacionales y ha sido aprobado por

el Comité de Etica e Investigacion de la Fundacion Hospital de Jove.

2. Seleccion de pacientes

En este estudio retrospectivo el material histologico utilizado ha sido obtenido de las
biopsias prostaticas de 50 pacientes afectos de HBP (intervalo de edad 44-84 afios), entre
los afios 2003 y 2007 y de 118 pacientes con adenocarcinoma prostatico localizado
(intervalo de edad 44-79 afos), entre los afios 1999 y 2005. Se han seleccionado
pacientes con adenocarcinoma prostatico que han sido sometidos a prostatectomia
radical retropubica y han sido seguidos durante un minimo de 5 afios sin presentar

recurrencia bioquimica.
CRITERIOS DE EXCLUSION
Los criterios de exclusién que hemos seguido han sido los siguientes:

e Enfermedad metastdsica en el momento de la presentacion de la patologia
prostatica.

e Historia clinica anterior de cualquier otro tipo de tumor maligno.

e Haber recibido cualquier tipo de terapia neoadyuvante.

e Desarrollo de un segundo cancer primario.

e Ausencia de suficiente tejido en los bloques de parafina.
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De un total de 172 pacientes afectos de CaP y que cumplian estos criterios, se selecciond

al azar una muestra de 118 pacientes, divididos en dos grupos de similar tamarfio y

estratificados en funcion de la presencia de recurrencia bioguimica, que es la variable

clave del estudio. De estos pacientes, 40 presentaron recurrencia bioquimica (PSA> 0,2

ng/ml, con una segunda determinacion confirmatoria).

Los pacientes proceden de la Fundacion Hospital de Jove, Gijon. Las historias clinicas se

obtuvieron de los archivos de Historias Clinicas, de los archivos de Anatomia

Patologica, y de los archivos del Servicio de Urologia.

En la tabla 5 estan representadas las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes

con HBP, asi representamos la edad y el PSA previo a la biopsia diagnéstica en estos

pacientes.

Tabla 5: Caracteristicas basales de los 50 pacientes con HBP.

Caracteristicas Pacientes
N° (%)
Edad (afios)
<67 25 (50%)
<67 25 (50%)
PSA (ng/ml)
<10 45 (90%)
> 10 5 (10%)
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Las principales caracteristicas de los pacientes con CaP, respecto a edad, estadio
tumoral, score de Gleason, localizacion tumoral y nivel de PSA (ng/ml) previo a la
biopsia diagnostica, estan representadas en la Tabla 6. Los tumores fueron organizados
de acuerdo a la clasificacion TNM de 1992 (157). La clasificacion histologica del tumor
se realizd mediante los criterios de Gleason. Un solo uropatélogo asigno la puntuacién
Gleason en los puntos de la matriz de tejido tefiido. La localizacion tumoral se dividié en
unilateral, siendo aquellos tumores que afectan a un solo I6bulo prostatico; y bilateral,
aquellos tumores que afectan a ambos I6bulos. Los niveles séricos de PSA se
determinaron antes y después de la intervencion, utilizando “Elecys”, pruebas
inmunoldgicas (Roche Diagnostic GMbH, Mannheim, Germany). Un mes mas tarde del
tratamiento quirdrgico, se encontrd que todos los pacientes tenian niveles indetectables
de PSA sérico. Por ultimo, todos los casos fueron evaluados por recurrencia de la
enfermedad o supervivencia segun criterios clinicos, radiologicos y bioldgicos, siendo
evaluados cada 6 meses. La mediana de seguimiento en meses fue de 46,5 (rango 6-123

meses).
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Tabla 6: Caracteristicas basales de los 118 pacientes con carcinoma prostatico.

Caracteristicas

No recurrencia bioquimica

(n=78) N° (%)

Recurrencia bioguimica

(n= 40) N° (%)

Edad (afios)

<67 45 (57,7) 16 (40)
> 67 33 (42,3) 24 (60)
Estadio tumoral
T2 72 (92,3) 24 (60)
T3-4 6 (7,7) 16 (40)
Score de Gleason
2-4 27 (34,6) 12 (30)
5-6 40 (51,3) 18 (45)
7-10 11 (14,1) 10 (25)
Localizacion tumor
Unilateral 64 (82,3) 29 (72,5)
Bilateral 14 (17,7) 11 (27,5)
PSA (ng/ml)
<10 59 (75,6) 24 (60)
>10 19 (24,4) 16 (40)
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3. Elaboracion de mallas de tejido y tincion

inmunohistoquimica

Con el objetivo de determinar la expresion del IFNB, el NFKB, y las interleuquinas 1, IL-6,
IL-10 e IL-17 en las muestras de tejidos de los pacientes a estudio, hemos elaborado mallas
de tejido, bloques o arrays de tejido, lo que nos ha permitido procesar las 118 y 50 muestras
de pacientes a la vez. A pesar de partir de 122 casos de pacientes con CaP, hemos sufrido la
pérdida de 4 de ellos, debido fundamentalmente, a que la zona tumoral era demasiado

pequefia para poder realizar un punch de la misma.

Las muestras de los tejidos se fijaron en formol tamponado al 4% durante un minimo de
24h. Tras esto, se realiz6 un estudio macroscopico, incluyendo en parafina las secciones
representativas para el diagndstico anatomopatoldgico. Para su inclusion se llevo a cabo el
siguiente proceso: Formol 15"~ Alcohol 70°C 30"- 96°C 30°- 96°C 30°- 100°C 30°- 100°C

30°- 100°C 45’- Xilol 60"- Xilol 60".

Tras la obtencion de bloques de tejido y
con la ayuda de un microtomo (Leica
Micosystems GMBH, Wetzlar,
Alemania), se cortaron muestras a un
grosor de 3um, siendo posteriormente
teflidos con hematoxilina-eosina para

seleccionar las zonas hiperplasicas y

tumorales mas representativas. Figura 7: Microtomo y bafio de flotacion
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Usando éstos como mapa en los bloques
de parafina correspondientes,
elaboramos el array mediante manual
tissue microarray (Modelo MTA-1,
Beecker instruments, Sun Prarie,
Wisconsisn, USA). El procedimiento
consiste en que se extrae un cilindro de
parafina del bloque receptor, que es

rellenado por otro cilindro con el tejido
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Figura 8: Estufa

extraido del bloque donante, en nuestro caso con tejido hiperplasico y tumoral prostatico. De

forma paralela a la realizacién del array, se va cubriendo una plantilla previamente

elaborada, en la que se escribe la situacion de cada cilindro y su nimero de biopsia

correspondiente. Cada uno de los casos es introducido en el array por duplicado. Una vez

han sido introducidos todos los casos, el bloque se coloca en una estufa a 60°C, lo que

favorece una correcta union de los cilindros al resto del bloque de parafina, realizandose un

posterior enfriamiento de éste, y dando como resultado secciones de 3 um de espesor.

Los cortes son recogidos en portaobjetos pretratados especificos para su uso en el

inmunotefiidor.
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Figura 9: (a) Elaboracion de “array” mediante “manual tissue array”; (b)

Tincion inmunohistoquimica realizada sobre un “array ”.

Sobre estas secciones, se ha realizado el estudio inmunohistoquimico utilizando para ello

anticuerpos especificos frente a IFN, NFkB, IL-18, IL-6, IL-10 e IL-17.

Esta técnica lleva a cabo la aplicacion de los principios y técnicas inmunologicas al estudio

de células y tejidos.

Tiene por objetivo la identificacion, localizacion in situ y cuantificacion de células y/o
tejidos; de determinados antigenos, o compuestos especificos mediante la reaccion antigeno-
anticuerpo. Para poder localizar el complejo antigeno-anticuerpo, es necesario unir
moléculas trazadoras o marcadoras a los anticuerpos, de forma que permitan visualizar el
lugar de la reaccion con sus respectivos antigenos. Las moléculas que pueden utilizarse

como marcadores son de varios tipos: enzimas, sustancias fluorescentes, metales...

Para obtener un resultado fiable y exitoso con estas técnicas, no basta con realizar
correctamente los diferentes pasos de la inmunotincion; ademas, es preciso que el tejido

sobre el que estamos trabajando haya sido bien tratado, fijado y procesado.
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Previo a la inmunotincion se ha realizado el desparafinado y desenmascaramiento antigénico

de los anticuerpos.

El pretratamiento con calor se realiz6 mediante un sistema automatizado denominado PT-
Link (Dako, Glostrup, Dinamarca), el cual consta de dos tanques, uno de ellos con una
solucién de recuperacion antigénica Tris-EDTA, pH9 (Target Retrieval Solution, Dako),
mientras el otro contiene como solucion de recuperacion antigénica tampoén citrato, pH6
(Target Retrieval Solution, Dako) usando uno u otro dependiendo de las caracteristicas del
anticuerpo primario. Este sistema provoco el calentamiento de las muestras a 95°C durante
20 minutos, atemperdndolas posteriormente hasta 65°C. Finalmente, las secciones se

mantuvieron un minimo de 5 minutos en tampdn de lavado, en ambos casos.

Los cortes se introdujeron en las bandejas especiales del Auto-Stainer Dako (tefiidor

automatico), donde se realizd la técnica de inmunohistoquimica.

Figura 10: PT-link Figura 11: Auto-Stainer Dako
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Los pasos que hemos seguido en nuestro estudio para la realizacion de esta técnica, han sido
los siguientes: a) lavado en tampon; b) bloqueo de la peroxidasa endégena con perdxido de
hidrogeno al 3% durante 5 min; c¢) incubacién con anticuerpos primarios (tiempo
dependiente del anticuerpo usado) (Tabla 7); d) lavado en tampdn (Wash Buffer, Dako) para
eliminar el exceso de anticuerpo; e) incubacion de los cortes con el sistema de polimeros de
dextrano durante 30 min (EnVisionTM Detection Kit, Dako). El sistema de polimeros de
dextrano se basa en la utilizacion de un polimero de alto peso molecular, al que se conjugan
covalentemente un gran numero de moléculas de peroxidasa y anticuerpo secundario
(inmunoglobulinas anti-raton/conejo); g) lavados con tampdn; h) la visualizacién del
marcaje inmunohistoquimico se realiza con tetraclorhidrato de diaminobencidina (DAB)
(Dako) durante 7 min y 30 seg.; i) contratincion con hematoxilina de Harris durante 2 min.;
j) las muestras se lavaron, se deshidrataron con alcoholes crecientes y xilol, y se montaron
con la ayuda de un montador automatico para posteriormente ser observadas al microscopio

Optico Olympus BX51.

Se incluyeron controles negativos y positivos conocidos para asegurar la especificidad de la

técnica.

El tiempo de incubacién del anticuerpo primario, el pH de recuperacion antigénica, la
dilucién del anticuerpo, la casa comercial, la utilizacion o no de linker, asi como la

temperatura a la que ha sido guardado, quedan relejados en la siguiente tabla.
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Tabla 7: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante
imnunohistoquimica.
Anticuerpo | Recuperacion | Dilucion del Tiempo Referencia Linker | Guarda
primario antigénica anticuerpo | incubacion do
IFN pH9 1:400 60 T3236 NO -20°C
EPITOMICS
NFkB pH9 1:600 60 1546-1 NO -20°C
EPITOMICS
IL-1p pH6 1:400 120° NB600-633 NO -20°C
BIONOVA
IL-6 pH6 1:300 120° H3569-B01P Sl -20°C
BIONOVA
IL-10 pH9 1:100 120° MA1-82664 NO 4°C
ThermoScienti
fic
IL-17 pHG6 1:200 120° 251552 NO -20°C
ABBIOTEC

4. Analisis de la tincion tisular

Se ha estudiado la localizacion de la inmunorreactividad en la muestra, el porcentaje de

células tefiidas y la intensidad de la tincion de las mismas, para cada anticuerpo. Se ha

utilizado un sistema de anélisis de imagen (figura 13) que consta de un microscopio

(Olympus BX51) acoplado a una cdmara fotografica, y un programa adaptado (analySIS,

Soft Imaging System, Miinster, Alemania), para poder cuantificar el area tefiida en cada

Caso.
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En un principio, cada tincion fue tefiida con el anticuerpo a estudio y contrastada con la
tincion con hematoxilina, puesto que cada tipo de tincion tiene umbrales opticos diferentes.
Cada una de las dos muestras de cada paciente se analizd con un objetivo de 400X,
estudiando dos areas que fueron seleccionadas buscando las zonas que representaban tincién
positiva para la proteina estudiada. EI programa traza una linea alrededor de las areas tefiidas
con el anticuerpo (areas con mayor umbral 6ptico), quedando el resto de areas sin tefir

como un fondo azulado (tejido tefiido con hematoxilina, con menor umbral dptico).

De la relacion entre el area tefiida, en amarillo, y el &rea no tefiida por el anticuerpo, rosa,
(tincion de nucleos) (Figura 14), se ha obtenido un porcentaje de area tefiida de cada campo.
Este porcentaje de area tefiida para cada muestra fue la media de la obtenida en los dos
campos analizados. Para cuantificar la intensidad de tincion se ha utilizado una escala
numeérica del cero al tres, reflejando el 0 la ausencia de tincion, el 1 una tincién débil, el 2
una tincién moderada, y el 3 una tincién intensa. Se ha calculado el valor de tincion; es
decir, la expresion global o score, mediante una hoja de calculo, multiplicando la intensidad

de la misma por el porcentaje de area tefiida.
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Figura 12: Sistema de analisis de imagen
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Figura 13: Sistema de tincion y analisis de imagen.
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5. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de las inmuno-tinciones, han sido analizados estadisticamente
mediante el programa PASW statistics 18. Las diferencias en porcentajes fueron calculadas
con la prueba del Chi-cuadrado. Los valores de tincion para cada proteina han sido
expresados en forma de mediana, con un intervalo minimo y méximo (rango). La
comparacion de los valores de tincion entre los grupos ha sido realizada con las pruebas no
paramétricas de Mann-Whitney o de Kruskal-Wallis para muestras independientes. La
correlacion entre la expresion de los factores a estudio y los niveles de PSA, ha sido llevada
a cabo mediante el coeficiente de correlacion de Spearman. Por ultimo, para la estimacion
de probabilidad de recurrencia bioquimica y el analisis de la supervivencia en pacientes con

CaP, se ha utilizado el método no paramétrico de Kaplan-Meier.

Ademas, se ha utilizado el modelo de regresion de Cox con el fin de determinar las

asociaciones de los diferentes factores prondsticos en un estudio multivariante.

Las diferencias entre grupos se consideraron significativas cuando el valor de p, fue igual o

inferior a 0,05.

78



Resultados

79



Resultados

1. Casos perdidos

A lo largo de la realizacion de este estudio, en unos pocos casos, no hemos podido obtener
resultados de las tinciones inmunohistoquimicas para los factores analizados. Ello ha sido
debido a la ausencia de muestra tisular suficiente para realizar todas las determinaciones. A
estos resultados los hemos denominado “casos perdidos”. Hemos de recordar que las muestras
obtenidas para el estudio provenian de biopsias e intervenciones quirurgicas, y no hemos
podido tener acceso a todo el material necesario, puesto que ha sido utilizado por el Servicio
de Anatomia Patoldgica para su correcto diagnéstico. En la tabla 8 se enumeran los casos

perdidos para cada determinacion.

Tabla 8: Casos perdidos del estudio.

HBP Cancer Prostata
Validos Perdidos Validos Perdidos
IFNB 50 6 118 6
NFkB 50 7 118 5
IL-1p 50 9 118 5
IL-6 50 9 118 4
IL-10 50 24 118 52
IL-17 50 8 118 7
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2. Expresion global de IFNB, NFkB, IL-1p , IL-6, IL-10 e

IL-17 en laHBP y en el CaP

Uno de los objetivos de este estudio ha sido determinar la expresion global (score) de los
factores cuyo analisis hemos llevado a cabo, tanto en tejido hiperplasico prostatico como en
tejido tumoral. La figura 14 muestra algunos ejemplos de tejido de los arrays con la tincién
inmunohistoquimica para cada proteina evaluada (IFNB, NFkB, IL-1pB, IL-6, 1L-10 e IL-17),
tanto en pacientes con HBP como en pacientes con CaP. En estas imagenes apreciamos la
expresion global, que aparece tefiida en color marrén, de las células epiteliales (flecha roja),
los fibroblastos (flecha verde) y las células mononucleares inflamatorias (MICs) (flecha
naranja), en ambos grupos de pacientes. En azul observamos tefiidos los nucleos de los

distintos tipos celulares.

La inmunotincion para todas las proteinas estudiadas fue localizada tanto en las células

tumorales como en las células estromales (fibroblastos y MICs) en la mayoria de los tumores.
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Resultados

C) NFKB en la HBP (200x) D) NFKB en el CaP (200x)

E) IL-1B en la HBP (200x) F) IL-1B en el CaP (200x)

Figura 14: Tincion de tejido prostatico hiperplasico y tumoral para la IL-6 (G,H), IL-10
(1,J) e IL-17 (K,L). (==>Fibroblastos; =>MICs; == Células epiteliales).
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Resultados

G) IL-6 en la HBP (200x) H) IL-6 en el CaP (200x)

=

. 9

) IL-10 en la HBP (200x) J) IL-10 en el CaP (200x)

U L B ——— .
K) IL-17 en la HBP (200x) L) IL-17 en el CaP (200x)

Figura 14: Tincion de tejido prostéatico hiperplasico y tumoral para la IL-6 (G,H), IL-10
(1,) e IL-17 (K,L). (==>Fibroblastos; =>MICs; == Células epiteliales).
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Resultados

En la Tabla 9, hemos recogido la expresion global de todos los factores a estudio en funcion

de su mediana, describiendo también un intervalo minimo y maximo de su expresion (rango).

Nuestros resultados muestran una variabilidad de las expresiones de los diferentes factores,

tanto en las muestras procedentes de HBP como en los carcinomas prostaticos.

No hemos encontrado diferencias significativas de las expresiones de IFNP y de NFkB entre

hiperplasia y los carcinomas. Sin embargo, los valores de IL-6 fueron significativamente mas

elevados en HBP que en carcinoma prostatico (p= 0,001). Por el contrario, los valores de IL-

1B e IL-17 fueron significativamente mas elevados en los carcinomas prostaticos que en el

tejido hiperplasico (p< 0,0001y p= 0,035; respectivamente).

Tabla 9: Expresion global de IFNf, NFKB, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-17 en la hiperplasia

prostatica benignay en los carcinomas prostaticos.

HBP Céancer Prostata Valor de p
Mediana | Minimo | Maximo | Mediana | Minimo | Maximo
IFNB 254,01 1519 285,06 239,53 8,37 291,06 0,228
NFkB 254,58 166,52 279,99 256,17 76,14 294,21 0,959
IL-1B 103,98 43,58 159,58 151,08 63,90 177,54 < 0,0001
IL-6 149,36 53,03 248,58 90,49 0 253,62 0,001
IL-10 179,60 134,68 280,95 176,39 75,14 285,54 0,124
IL-17 157,49 69,13 273,09 180,58 62,09 283,20 0,035
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Resultados

3. Expresion de IFNB, NFkB, IL-1p, IL-6, IL-10e IL-17

por los distintos tipos celulares

Otro objetivo de nuestro estudio, ha sido evaluar el porcentaje de expresion de los diferentes
factores en funcidn del tipo celular; es decir, la expresion de cada uno de ellos por las células
epiteliales (hiperplasicas o tumorales), como estromales (fibroblastos y CMI); tanto en el

tejido hiperplasico prostatico como en el tumoral.

Como podemos observar en la tabla 10, la inmunotincion para todas las proteinas estudiadas
se ha localizado tanto en las células tumorales como en las estromales, no pudiendo
establecerse en ningun caso diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

expresion por tipo celular.
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Resultados

Tabla 10: Expresion de IFNJ, NFkB, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-17 por las células epiteliales, los

fibroblastos y las células mononucleares inflamatorias (C.M.1.).

HBP Cancer Prostata
C. Epitelial Fibroblasto C.M.L C. Tumoral | Fibroblasto C.M.I.
Ne (%) NC (%) Ne (%) NE (%) Ne (%) NP (%)

IFNB 44 (100) 44 ( 100) 43 (97,7) 109 (97,3) | 110(98,2) | 108 (97,3)
NFkB 43 (100) 43 (100) 43 (100) 111 (100) 106 (95,5) | 106 (95,5)
IL-1p 41 (100) 41 (100) 39 (95,1) 113 (100) 108 (95,6) | 108 (95,6)
IL-6 41 (100) 41 (100) 41 (100) 112 (98,2) 108 (94,7) | 112(98,2)
IL-10 23 (100) 23 (100) 23 (100) 66 (100) 66 (100) 66 (100)
IL-17 42 (100) 42 (100) 42 (100) 111 (100) 111 (100) | 111 (100)
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Resultados

4. Correlaciones entre las expresiones de IFNB, NFKB,

IL-1pB, IL-6, IL-10 e IL-17.

Como se muestra en las tablas 11 y 12, hemos analizado las posibles correlaciones entre
todos los factores a estudio (IFNB, NFkB, IL-1B, IL-6, IL-10 e IL-17), tanto en el tejido
hiperplasico prostatico como en los carcinomas prostaticos. Para ello, hemos utilizado el test

no paramétrico de la correlacion de Spearman.

Hemos encontrado diversas correlaciones significativas entre las proteinas; tanto en la HBP
como en el céncer prostatico. En la HBP (Tabla 11) nuestros resultados muestran una
correlacion significativamente positiva entre la expresion del IFNB y el NFkB (p= 0,016).
También existe una correlacion significativamente positiva entre los valores de score de la
tincion para la IL-1pB y el IFNP (p= 0,044); asi como con la IL-6 (p=0,037) y con la IL-17 (p=
0,028). Por otra parte, la expresion de la IL-6 también se relaciona positivamente con la

expresion del IFNP (p=0,048), asi como con la expresion de la IL-17 (p< 0,0001).
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Tabla 11: Correlaciones de la expresion simultanea de los factores a estudio en la HBP.

Resultados

HBP

IFNB NFkB IL-1p IL-6 IL-10 IL-17

IFNB r:0,364 |r:0,316 |r:0311 |N.S. N. S.
p: 0,016 | p: 0,044 | p: 0,048

NFkB | r: 0,364 N. S. N. S. N. S. N. S.

p: 0,016
IL-1p [r: 0,316 |N.S. r:0,331 | N.S. r: 0,343

p: 0,044 p: 0,037 p: 0,028
IL-6 r:0,311 | N.S. r: 0,331 N. S. r: 0,850

p: 0,048 p: 0,037 p<0,0001
IL-10 | N.S. N. S. N. S. N. S. N. S.
IL-17 | N.S. N. S. r:0,343 |r:0,850 |N.S.

p: 0,028 | p<0,0001

Abreviaturas: HBP= hiperplasia benigna prostatica, IL= interleuquina, N. S.= No significativo
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Figura 15: Relacion de las expresiones significativamente positivas de los factores a

estudio

en HBP.
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Resultados

En cuanto al carcinoma prostatico (Tabla 12), nuestros resultados muestran una correlacion

significativamente positiva entre la expresion del IFNP y la de NFkB (p= 0,001). Los valores

de score para la IL-1pB también se relacionan, al igual que en la HBP, con la IL-6 (p= 0,004) y

con la IL-17 (p=0,021).

Otra correlacion significativamente positiva entre citoquinas, al igual que en HBP, ha sido la

IL-6 e IL-17 (p= 0,029). Sin embargo, en contra de lo sucedido en HBP, si se ha podido

establecer una relacion entre el NFkB y la IL-6 (p= 0,019); asi como que la IL-10 en CaP se

relaciona de forma significativa y positiva con la de IFNf y con la de IL-17 (p= 0,049 y p=

0,002, respectivamente).

Tabla 12: Correlaciones de la expresion simultanea de los factores a estudio en el CaP.

Carcinoma prostatico

IFNB NFkB IL-1p IL-6 IL-10 IL-17
IFNB r:0,315 | N.S. N. S. r: 0,243 | N.S.
p: 0,001 p: 0,049
NFkB | r: 0,315 N. S. r:0,220 | N.S. N. S.
p: 0,001 p: 0,019
IL-1p | N.S. N. S. r:0,271 | N.S. r: 0,219
p: 0,004 p: 0,021
IL-6 N. S. r: 0,220 |r:0,271 N. S. r: 0,208
p: 0,019 | p: 0,004 p: 0,029
IL-10 [r:0,243 |N.S. N. S. N. S. r: 0,371
p: 0,049 p: 0,002
IL-17 | N.S. N. S. r:0,219 |r: 0,208 |r: 0,371
p: 0,021 | p: 0,029 | p: 0,002

Abreviaturas: IL= interleuquina, N. S.= No significativo
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Figura 16: Relacion de las expresiones significativamente positivas de los factores a

estudio en el CaP.
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Figura 16: Relacion de las expresiones significativamente positivas de los factores a

estudio en el CaP.
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Resultados

5. Relacion de la expresion de los factores con las
caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes

También hemos evaluado la posible relacion entre la expresion del IFNB, NFkB, I1L-1p, IL-6,
IL-10 e IL-17, y las diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes, tanto en
HBP (tabla 13) como en el carcinoma prostatico (tabla 14). Entre las caracteristicas clinico-
patoldgicas hemos incluido factores como la edad de los pacientes, estadio tumoral, grado

histoldgico, localizacion tumoral y los niveles de PSA previo al tratamiento.

Para la determinacion de la relacion entre la distribucion del score de los factores y la
mediana de la edad de los pacientes, asi como con el estadio y localizacion tumoral y los
niveles de PSA previos, hemos utilizado la prueba U de Mann-Whitney para muestras
independientes. Sin embargo, para la determinacion de la relacién entre el score de los
factores y el score de Gleason tumoral, hemos utilizado la prueba de Kruskal-Wallis para

muestras independientes.

Como se puede observar en la tabla 13 y 14 nuestros resultados no muestran diferencias
significativas en los valores de score para cada proteina, en correlacion con las diferencias
clinico-patologicas de los pacientes como la edad, estadio tumoral, score Gleason o niveles
séricos de PSA. Unicamente hemos encontrado una asociacion significativa entre los valores
de score de la IL-1B y la localizacion tumoral; siendo la localizacion bilateral; es decir, en
ambos Iébulos prostaticos simultaneamente, la que muestra unos mayores valores de proteina

(p=0,041).

93



Tabla 13: Relacion entre la expresion de las citoquinas a estudio y las caracteristicas clinicopatoldgicas en los pacientes con hiperplasia
benigna prostatica.

IFNB NFkB IL-1p IL-6 IL-10 IL-17
foti n Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
Caracteristicas
(intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P
Edad (afios) 0,860 0,752 0,835 0,389 0,389 0,212
<63 93 254 254,4 105,2 138,9 180,7 152,1
- (151,9-285,1) (212,5-277) (43,6-159,6) (53-248,6) (134,7-269,5) (69,1-240,7)
> 68 24 253,9 256,1 99,9 158,5 176,3 167,3
(168,9-275,9) (166,5-279,9) (50,8-149,2) (55-241,9) (159,7-280,9) (73,1-273,1)
PSA previo 0,111 0,900 0,135 0,099 0,411 0,075
< 10ne/ml 42 255,8 254,6 106,5 155,8 179,7 161,1
=Ung (151,9-285,1) (212,5-279,9) (44,65-159,6) (53-248,6) (134,7-280,9) (69,1-273,1)
> 10 na/ml 5 236,9 258 54,4 110 170,9 104,4
g (216,7-253,9) (166,5-276,6) (43,58-126,8) (74,6-123) (165,2-188,4) (73,1-163,1)
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Tabla 14: Relacion entre la expresion de las citoquinas a estudio y las caracteristicas clinicopatoldgicas en los pacientes con carcinoma

prostético.
- IFNB NFkB IL-1p 1L-6 1L-10 1L-17
n Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P (intervalo) P
Edad (afios) 0,068 0,756 0,767 0,807 0,243 0,862
<67 61 182 253,3 152,6 117,6 166 195
= (8,4-289,6) (77,5-294,2) (72,2-177,5) (55,6-253,62) (75,1-285,5) (63,9-283,2)
> 67 57 261,2 260,2 154,9 86,4 187,7 180
(70,6-291,1) (76,1-290,9) (63,9-177,5) (0-202,1) (83-281,9) (62,1-282,9)
TEljrt:gr'gl 0,545 0,889 0,893 0,734 0,212 0,104
T1-T2 9% 247,7 255,62 153,6 89,1 178 182,9
(8,4-291,1) (76,14-294,2) (63,9-177,5) (0-253,6) (75,1-285,5) (63,9-282,9)
T3-T4 29 185,7 261,3 150,6 91,9 163,9 180
(50,1-290,6) (155,9-279,8) (72,2-177,5) (49,9-184,7) (83-279,1) (62,1-283,2)
Score Gleason 0,169 0,149 0,641 0,392 0,273 0,182
24 14 190,2 2142 146,2 89,23 171,8 153,5
(65-288,3) (78,6-291,7) (72,4-175,6) (0-167,1) (75-244,6) (65,8-264,4)
5.6 64 187,4 259,7 149,4 88,12 176,2 180,6
(8,4-291,1) (76,1-292,9) (63,9-177,5) (41,6-253,6) (83-285,5) (62,1-283,2)
7-10 40 257,6 258,2 158,3 108,6 176,6 217,8
(50,1-290,6) (155,9-294,2) (75-177,5) (46,7-202,1) (84-277) (64,7-282,9)
L"chr'r']zo""r‘glon 0,157 0,297 0,041 0,209 0,305 0,872
Unilateral 93 248,3 258,2 152,27 112,9 177 185,4
(50,1-290,6) (77,5-294,2) (63,9-177,5) (41,6-253,6) (75,1-285,5) (62,1-283,2)
Bilateral 24 176,7 247.4 161,6 82,4 156,8 173,6
(8,4-291,1) (76,1-290,4) (63,9-177,6) (0-177,1) (83-277,1) (64-274,8)
PSA previo 0,077 0,462 0,434 0,248 0,171 0,498
< Gl 83 250,9 258,2 153,8 117,6 177,4 208,7
= (8,4-291,1) (77,5-293,2) (63,9-177,5) (0-253,6) (75-285,5) (64-283,2)
> 10 ng/ml 35 178,9 253 152,8 85,1 163 174,3
(50,1-288,4) (76,1-292,9) (63,9-175,6) (0-176,7) (83,5-258,7) (62,1-282,9)
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Resultados

6. Correlacion entre los niveles séricos pretratamiento de
PSA vy los diferentes factores en HBP y Cancer de proéstata

En el tejido prostatico hiperplasico analizado, los resultados muestran una correlacion

significativamente negativa, entre la expresion de IFNf e IL-1p, y los niveles de PSA previo

(p= 0,009 y p= 0,01, respectivamente) (Tabla 15, Figura 17 A,B). Sin embargo, no se ha

podido establecer ninguna significacion entre la expresion de NFkB, IL-6, IL-10 e IL-17 con

los niveles previos de PSA en HBP (tabla 15).

Tabla 15: Correlacion de los niveles de expresion de IFNf, NFkB, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-17

con los niveles séricos de PSA previo en HBP.

IFNB NFkB IL-1p IL-6 IL-10 IL-17
PSA previo | r:-0,391 N. S. r:-0,399 N. S. N.S. N. S.
(ng/ml) p: 0,009 p: 0,010

Abreviaturas: PSA= antigeno prostatico especifico, IL= interleuguina, N. S.= No significativo

n: 41
s 144 e
r:- 0,391 ol
, p: 0,010
p: 0,009 s
2000 0 20004 0
E 0 E 0
?o 15,00 ; 15,00
c c
~— 0 ~
< S °
4 a
10,004 0 10,009
0 o 0 [}
0,0 0
5,00 % . 00
8 O%Q ) 500 s % o
° 0 0 o g Y
0 0 0 0
o & o00 o OO o2 0
(it 9% g 09 L0
T T

T T T
160,00 160,00 200,00

T T T
24000 260,00 280,00

T
300,00

T
§000 7500

T
100,00 12500

IFNB (valores de score) IL-1B (valores de score)

Figura 17: Correlaciones significativas de los niveles de expresion del IFNg (4), IL-15

(B), con los niveles de PSA previo en HBP. 9%



Resultados

En cuanto a los valores analizados en los carcinomas prostaticos, nuestros resultados no

muestran ninguna correlacion significativa entre la expresion de los factores a estudio y los

niveles de PSA previo a la intervencion (Tabla 16).

Tabla 16: Correlacion de los niveles de expresion de IFNf, NFkB, IL-1f, IL-6, IL-10 e IL-17

con los niveles séricos de PSA previo en CaP.

IFNB

NFkB

IL-1p

IL-6

IL-10

IL-17

PSA previo

(ng/ml)

N.S.

N. S.

N.S.

N. S.

N. S.

N. S.

Abreviaturas: PSA= antigeno prostético especifico, IL= interleuquina, N. S.= No significativo
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Resultados

7. Relacion de la expresion de los factores a estudio con la
recurrencia bioguimica en los pacientes con cancer de
prostata

La asociacion potencial entre los valores de expresion de los diferentes factores y la
recurrencia bioquimica ha sido evaluada en todos los pacientes incluidos en el presente
estudio. El anélisis estadistico no mostr6 asociaciones significativas entre las expresiones de
IFNB, NFkB, IL-1pB, IL-6, IL-10 e IL-17, y la recurrencia bioquimica. Sin embargo, los
valores de expresion mas altos de la IL-1B fueron significativamente y positivamente
asociados con la recurrencia bioquimica. Por el contrario, los valores de expresion mas altos
de IFNP, fueron relacionados significativamente y negativamente con la recurrencia

bioquimica.

El analisis de los posibles puntos de corte de los valores de score, nos ha llevado a definir un
valor de expresion de 160 para la IL-1 y de 170 para el IFNp, ya que se consideran los
puntos de corte éptimos [%2=5,38 (p= 0,020) y %= 7,08 (p= 0,008), respectivamente] (Figura
18 y 19); y que han identificado a 37 pacientes (32,7%) y 30 pacientes (26,8%),

respectivamente, con alta probabilidad de recurrencia bioguimica.
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Figura 18: Curva de cutoff de IFNJ (A) y la probabilidad de recurrencia bioquimica (B).
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Ha resultado importante el hallazgo que indica que la combinacion simultanea en la expresion
del IFNB y la IL-1B es capaz de identificar a un subgrupo de pacientes con una elevada
probabilidad de recurrencia bioquimica postoperatoria. Asi, nuestros resultados muestran que
una menor expresion de IFNB acompanada de una mayor expresion de IL-1p, tiene una alta
probabilidad de recurrencia bioguimica (p= 0,004) identificando, aproximadamente, a un
10% de pacientes de alto riesgo (Figura 20). Por el contrario, los pacientes cuyos tumores

muestran altos valores de IFN y bajos de IL-1p, fueron los que tuvieron un mejor pronéstico.
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Figura 20: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en funcion de la expresion
simultanea de ambos factores (IFNp e IL-1p).

Asimismo, nuestro estudio estadistico también muestra que una mayor expresion de la 1L-17

se asocia positiva y significativamente en el estadio tumoral T3 con un mayor riesgo de
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recurrencia bioquimica postoperatoria (p= 0,039) (Figura 21 A). Ademas, la mayor expresion
de la IL-17 se sigue asociando con un peor pronostico de la enfermedad en aquellos pacientes

con estadio tumoral T3-T4 (p< 0,05) (Figura 21 B).
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Figura 21: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en funcién de la mediana del

score de la IL-17 en el carcinoma prostatico estadio T3 (A) y T3-T4 (B).

También hemos determinado las curvas de recurrencia bioquimica en pacientes con
carcinoma prostatico en funcién del estadio tumoral, de acuerdo a los puntos de corte 6ptimos
establecidos para el IFNf y para la IL-1p. Asi, como se muestra en la figura 22, la expresion
de la combinacion de bajos niveles de IFNP y la expresion simultanea de altos niveles de IL-
1B, muestra una asociacion significativa en cuanto a la probabilidad de recurrencia
bioquimica en el estadio tumoral T2 (p= 0,005). Es decir, la expresién de esta combinacién de
factores, nos podria ayudar a identificar a un nimero determinado de pacientes dentro del
estadio tumoral T2, con un alto riesgo de recurrencia bioquimica, a pesar de su temprano

estadio tumoral.
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Figura 22: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en funcién de la expresion

simultdnea de ambos factores en el carcinoma prostatico estadio tumoral T2.

Otro resultado importante que muestra nuestro estudio, es que una alta expresion de IL-1p se
asocia significativamente con mal pronostico en aquellos pacientes que tienen tumores
prostaticos con un grado Gleasson 5-6 (p= 0,024) (Figura 23 A); mientras que una elevada
expresion del TFNB se asocid significativamente con una evolucion mas favorable en
pacientes con tumores prostaticos con un grado Gleasson 7-10 (p= 0,036) (Figura 23 B); lo
que podria contribuir a una mayor exactitud de la evaluacion pronostica en pacientes

sometidos a prostatectomia radical.
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Figura 23 A: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica de la IL-18 en CaP grado Gleason 5-6.

B
1,0
Score de Gleason 7-10 -
e IFNB<170 I

S | e IFNB>170

£ 08

= p: 0,036

O

.2

o

'g 0.6+ IR TEP PR TT TR .

] n=29

—

5 TR “+

[S)

&

> 0,4

O

B

_g n=9

Q = i

o 0,21

[a

0,0
1 T T T 1 1 1
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tiempo de seguimiento (meses)

Figura 23 B: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica del IFNp en CaP grado Gleason 7-10.
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Adicionalmente a los resultados anteriores, es importante remarcar que hemos encontrado que
en los pacientes con un grado Gleason 5-6, la combinacion de la expresion simultanea de unos
bajos niveles de expresion del IFNP y altos de la IL-1p, identifica un subgrupo de pacientes
(11,7%) con un peor pronostico dentro de este grado Gleason (p= 0,001), puesto que la

probabilidad de recurrencia bioguimica seria mayor (Figura 24).
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Figura 24: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en funcién de la expresion simultanea

de ambos factores en el carcinoma prostatico grado Gleason 5-6.

En cuanto a la localizacion tumoral, nuestros resultados muestran que en aquellos tumores
prostaticos que infiltran de forma simultanea ambos I6bulos prostaticos, una mayor expresién
del IFNP se asocia de forma significativamente y negativamente, con la probabilidad de
recurrencia bioguimica. Asi este resultado se ve doblemente reforzado tanto cuando las curvas

de recurrencia bioquimica se realizan en funcion de la mediana del score del IFNB (p= 0,020)
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(Figura 25 A), como cuando son llevadas a cabo en funcion del punto de corte éptimo del
IFNB (p< 0,0001) (Figura 25 B). Este hallazgo podria contribuir a un mejor conocimiento de
las funciones protectoras del IFNPB en el carcinoma prostatico, asi como el pronostico del

mismo.
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Figura 25: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en carcinomas prostaticos
bilaterales en funcion del valor de score de la mediana del IFNJ (A) y en funcion del punto de
corte éptimo del IFNS (B).

Como muestra la figura 26, en aquellos pacientes con una localizacién bilateral del carcinoma
prostatico, una elevada expresion de la IL-1B en funcion del punto de corte Optimo
anteriormente descrito, se asocia significativamente y positivamente con una mayor
probabilidad de recurrencia bioquimica (p= 0,006). Sin embargo, no hemos obtenido una
asociacion significativa cuando la asociacion ha sido realizada en funcion de la expresion de

la mediana del score de la Il-1B.
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Figura 26: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en carcinomas prostaticos
bilaterales en funcion del punto de corte 6ptimo de la IL-1p.

También hemos determinado las curvas de recurrencia bioquimica en pacientes con
carcinoma prostatico en funcion de la localizacion tumoral, de acuerdo a los puntos de corte
optimos establecidos para el IFNP y para la IL-1p de forma combinada. Asi, como se muestra
en la figura 27, la expresion de la combinacion de bajos niveles de IFNB y la expresion
simultanea de altos niveles de IL-1B, muestra una asociacion significativa en cuanto a la
probabilidad de recurrencia bioquimica en pacientes con tumor prostatico bilateral (p<
0,0001). Sin embargo, también se puede observar en las curvas de recurrencia que los bajos
niveles de expresion del IFN, junto con la expresion de bajos niveles de la IL-1p, también
estaria asociado a un peor pronostico, lo que a pesar de tratarse de pocos casos en nuestro

estudio, también podria apoyar la fuerte asociacion protectora que lleva a cabo el IFNB,
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pudiendo asi ayudar a prevenir la recurrencia bioquimica en pacientes con carcinoma

prostatico.
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Figura 27: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en funcion de la expresion

simultanea de ambos factores en el carcinoma prostatico de localizacion bilateral.

Otro resultado importante que muestra nuestro estudio, es que en aquellos pacientes con unos

niveles séricos de PSA previos a la biopsia prostatica de mas de 10 ng/ml, la probabilidad de

recurrencia bioquimica es mayor cuando expresan bajos niveles de IFNB (p= 0,023),

identificando a un 39,4% de pacientes de alto riesgo (Figura 28).
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Figura 28: Curvas de probabilidad de recurrencia bioguimica en pacientes con PSA previo

> [0ng/ml en funcion del punto de corte optimo del IFNp.

De acuerdo con lo anteriormente sefialado, y reafirmando el probable papel de la IL-1f como
citoquina proinflamatoria, se continda observando una asociacién significativa entre los
elevados niveles de la IL-1B y la mayor probabilidad de recurrencia bioquimica, atn en
aquellos pacientes que presentan unos niveles séricos de PSA previo < 10 ng/ml (p= 0,011).
De este modo nuestro estudio ha identificado un 35,44% de pacientes con alto riesgo de
recurrencia bioquimica pese a presentar unos niveles de PSA previo menores de 10 ng/ml

(Figura 29).
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Figura 29: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en pacientes con PSA previo
<10ng/ml en funcién del punto de corte éptimo de la IL-18.

Como se muestra en la figura 30, la combinacion de la expresion simultanea de unos bajos
niveles de IFNP, y unos altos niveles de IL-1p3, en pacientes con niveles séricos de PSA previo
<10 ng/ml (Figura 30 A), se asocia con peor prondstico (p= 0,006). Sin embargo, en aquellos
pacientes con PSA previo a la biopsia prostatica > 10 ng/ml, la expresion simultanea de altos
niveles de IFNP y bajos niveles de IL-1p (Figura 30 B), se asocia significativamente con un
mejor prondstico (p= 0,042) a pesar de los niveles de PSA previo. Estos resultados parecen
seguir mostrando el papel protector que presenta el IFNB en el cancer de prostata,
contribuyendo asi a una mayor exactitud de la evaluacion prondstica en pacientes sometidos a

prostatectomia radical.
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Figura 30: Curvas de probabilidad de recurrencia bioquimica en funcion de la expresion

simultanea de ambos factores en el carcinoma prostatico en pacientes con PSA previo < 10

ng/ml (A) y niveles de PSA >10 ng/ml (B) .
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8. Relacion de la expresion de los factores a estudio con la
supervivencia de los pacientes

Los resultados estadisticos de nuestro estudio no muestran resultados significativos en cuanto
a la relacion entre la expresion de IFNB, NFkB, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-17; y la supervivencia

total de los pacientes con CaP.
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9. Analisis multivariante

El andlisis multivariante segn el modelo de regresion de Cox, indica que el estadio tumoral
(T3-4: riesgo relativo, RR=5,10; con un intervalo de confianza del 95%, CI. 2,6-9,9; p<
0,0001) se asocia significativamente y de forma independiente con la recurrencia bioguimica.
Ademas, este mismo analisis ha mostrado que el punto de corte optimo de 170 para el IFN
(RR= 0,49 (0,3-0,9); p= 0,035), tambiéen ha sido un factor independiente asociado con la

recurrencia bioguimica en pacientes con cancer de prostata.
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La notable prevalencia de la HBP, asi como la creciente incidencia del CaP a nivel mundial
y su elevada prevalencia, han hecho que estas patologias sean consideradas como una
comorbilidad mas asociada a la edad (158). Sin embargo, el CaP constituye una
enfermedad heterogénea que puede ir desde asintomatica a una enfermedad maligna que

evoluciona rapidamente hacia la muerte del paciente.

Un adecuado procedimiento clinico del CaP, podria encontrarse en la individualizacién de
los tratamientos. Por ello, podemos afirmar que existen dos aspectos fundamentales en este
tipo de tumor: en primer lugar, para prevenir la aparicion del mismo, destaca la
importancia de identificar los factores de riesgo y/o la via molecular necesaria para la
carcinogénesis de la prostata. En segundo lugar, es necesario poder diferenciar entre el CaP
como tumor asintomatico, y el CaP mas agresivo que supone un riesgo potencial para el
paciente. Respecto al primer punto, la diversidad de anomalias genéticas identificadas
sugiere que no existe una sola via molecular dominante para la carcinogénesis prostatica

(159, 160).

Por otro lado, aunque el score Gleason en el examen histopatoldgico constituye el mejor
indicador pronostico actualmente en el CaP, se ha demostrado que puede existir cierta
variabilidad inter-observador. Asimismo, dos casos de carcinoma prostatico
morfolégicamente idénticos, pueden evolucionar de forma diferente (158). Por todo ello, es
necesario el estudio de nuevos parametros bioldgicos que nos indiquen nuevos factores de
riesgo para la carcinogénesis prostatica, asi como nuevos factores prondsticos que

determinen la evolucion de la misma.

Con el avance en nuevas técnicas para la deteccion de cancer, cada vez mas pacientes son

diagnosticados con la enfermedad localizada, mientras que el nimero de pacientes con
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enfermedad diseminada, va en descenso. Actualmente, no existe un tratamiento optimo
para el carcinoma prostatico localizado. Considerando que numerosos pacientes en este
grupo podrian beneficiarse del tratamiento quirdrgico radical o la radioterapia, un nimero
significativo de ellos van a desarrollar recurrencia bioguimica o incluso, en ultima
instancia, diseminacion de la enfermedad. Ademas, tanto la cirugia como la radioterapia
pueden provocar numerosos efectos secundarios, como pueden ser dafio en otros 6rganos
como la vejiga o intestino o interferencia con el funcionamiento sexual del paciente. Por
ello resulta necesario el descubrimiento de nuevas terapias mas eficaces y que reduzcan los
efectos secundarios, curando los tumores localizados y evitando la aparicion de metastasis

(112).

Sabemos que la inflamacion crénica juega un importante papel en numerosos canceres;
ejemplo de ello puede ser la relacion entre el cancer de es6fago y el es6fago de Barret, la
enfermedad inflamatoria intestinal y el cancer de colon, la infeccion por el virus de la
hepatitis C y la aparicién de hepatocarcinoma, o la relacion del helicobacter pylori y el
cancer gastrico. Se estima que las infecciones subyacentes y las reacciones inflamatorias
estan vinculadas al 25% de todos los canceres. Es por ello que en numerosas
investigaciones se ha estudiado el papel de la inflamacidn croénica a través de las citoquinas

pro y anti-inflamatorias (69, 98, 161).

A pesar de que todavia no se comprenden bien todas estas vias de inflamacion prostética,
la evidencia hasta la fecha sugiere que los procesos inflamatorios que afectan tanto a la
préstata como a la vejiga, juegan un importante papel en el desarrollo y mantenimiento del
crecimiento prostatico y los STUI. En todas las enfermedades prostaticas, los procesos
inmunoldgicos e inflamatorios, o bien tienen una importante funcién en la patogénesis, o

bien actian como potenciales desencadenantes de la propia enfermedad. Ademas, el dafio
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tisular y el subsiguiente proceso cronico de cicatrizacion inducida por la inflamacion,

terminan en el desarrollo de nédulos de HBP (8).

El mejor conocimiento de estos mecanismos bioldgicos, asi como la posible relacion entre
los niveles de PSA circulante y la expresion tisular de algunas citoquinas, es lo que nos ha
llevado a la realizacion de este estudio, con el objetivo de poder mejorar el procedimiento

clinico y encontrar nuevas dianas terapéuticas en estos pacientes.

En nuestro estudio, se determina el comportamiento y expresion de seis factores
relacionados con la inflamacion, como son el IFNB, el NFkB, la IL-1p, la IL-6, la IL-10 y
la IL-17, en tejido prostatico hiperplasico y tumoral; intentando dilucidar las posibles

diferencias en su patron de expresion, dependiendo del proceso prostatico del que se trate.

Comparando ambos procesos, podemos afirmar que existe una variabilidad en la expresion
de determinados factores en la HBP y en el CaP; mostrando una mayor expresion global en
el tejido tumoral la IL-1p y la IL-17, mientras que el IFNP y la IL-6 han sido mas

expresados en hiperplasia.

Nuestros resultados muestran la asociacion existente entre la expresion de las proteinas
inflamatorias analizadas y las células, ya sean tumorales o células estromales (fibroblastos
y células mononucleares inflamatorias) en los carcinomas prostaticos. Los fibroblastos
asociados a carcinomas (FACs) constituyen un volumen importante del estroma tumoral y
juegan un papel decisivo en el crecimiento tumoral, su diseminacion e incluso la
resistencia a farmacos de estos tumores. Otro elemento importante en el estroma tumoral es
el componente inmunologico/inflamatorio (162). En diferentes estudios ya se ha descrito la
importancia de las células mononucleares inflamatorias, puesto que estan presentes ya en

fases muy tempranas del desarrollo del tumor, y en estrecha relacion con &reas de
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hiperplasia y atipia (163, 164). Por lo tanto, nuestros datos muestran y reafirman la
contribucion del estroma tumoral a la hora de establecer el perfil molecular de los

carcinomas de prostata.

A pesar de la ausencia de diferencias significativas en funcion del tipo celular, puesto que
todas las células expresaron de forma similar los factores a estudio; nuestros resultados si
han mostrado una amplia variabilidad en la expresion global de los factores. Ademas de
ello, hemos encontrado un punto de corte para los valores de expresion del IFN y de la
IL-1pB capaz de predecir una mayor recurrencia bioquimica en los pacientes incluidos en el
presente estudio y que han sido sometidos a prostatectomia radical (165). Este hallazgo
resulta especialmente relevante dado la ausencia de definicion de los marcadores
bioquimicos actuales para el céncer de prdstata. Existe una imperiosa necesidad de
identificar dichos marcadores bioquimicos de forma sistematica y especifica, puesto que
esto podria ayudarnos a discernir a aquellos pacientes susceptibles de tratamiento
quirargico definitivo, frente a los pacientes cuyo 6ptimo tratamiento de la enfermedad seria

el conservador.

Como ya hemos dicho anteriormente ya se ha descrito que las citoquinas proinflamatorias,
tales como las interleuquinas e interferones, producidas por el microambiente tumoral,
influyen en el desarrollo del tumor. Pero también cabe la posibilidad de que la expresion de
estas citoquinas influya de forma diferente en el prondstico de la enfermedad en funcion
del tipo de tumor. Por todo ello, hemos seleccionado los factores a estudio basandonos en
resultados previos que habian observado la relacion del IFNB, NFkB, IL-1p, IL-5, 1I-6 e
IL-17, con el desarrollo de metastasis a distancia en el cancer de mama (104). En
consideracién a lo anteriormente sefialado, existen estudios que demuestran similitudes

conocidas entre el cancer de mama y el de préstata en relacién a las caracteristicas
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epidemioldgicas, alteraciones genéticas comunes, asi como caracteristicas comunes muy
similares (106). Asimismo, nuestros estudios preliminares también han encontrado indicios
de que la sobreexpresion de algunas citoquinas y otros factores pro-inflamatorios, se
encuentran asociados con la recurrencia bioquimica en pacientes con carcinoma prostatico
(69). Como podemos comprobar, hoy en dia existen cada vez mas evidencias de estudios
experimentales que defienden el importante papel que juegan estas proteinas inflamatorias
en el cancer de prostata. En esta linea, un reciente estudio ha encontrado en el estroma
prostatico tumoral, una via de citoquinas proinflamatorias dirigidas en gran parte por el
NFkB. En sus resultados muestran como estas células han sido capaces de incrementar los
niveles de SDF1, IL-6 e IL-1B, promoviendo la infiltracién macrofagica, la angiogénesis y
como consecuencia de ello, en definitiva, promoviendo el crecimiento tumoral.
Bloqueando el SDF1/CXCR4 asi como el antagonista de CXCR4, AMD3100, han
mostrado prometedores resultados en los que son capaces de inhibir el crecimiento tumoral
y disminuir el reclutamiento de células derivadas de la médula 6sea (166). Recientes
estudios también han informado de la importancia del NFkB, no sélo en el desarrollo del
CaP andrdgeno-independiente, y la progresion metastasica, sino que también lo han

postulado como una posible diana terapéutica (122).

A pesar de que una de las numerosas funciones llevadas a cabo por el NFkB, es la de la
regulacion de la IL-1pB y el IFNB (114); no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre este factor de transcripcion y su expresion global en la HBP ni en el
CaP. Del mismo modo que tampoco hemos encontrado una relacion estadisticamente
significativa entre la expresion de este factor y las caracteristicas clinico-patologicas de los

pacientes, la recurrencia bioquimica o supervivencia de los mismos (165).
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Otros importantes hallazgos que contindan relacionando estos factores con la inflamacion
y la progresion tumoral, ha sido la reciente identificacién de macréfagos expresando altos
niveles de IL-17 en lesiones atroficas proinflamatorias en pacientes con CaP (143). En
nuestro estudio, la mayor expresion de IL-17 en aquellos pacientes con CaP en estadio
tumoral T3 o asociando los estadios tumorales T3-T4, se ha asociado con un peor

prondstico de la enfermedad.

Sin embargo, de todas estas asociaciones entre las diferentes proteinas inflamatorias,
nuestros resultados han relacionado de forma clara y reiterativa al IFNf y a la IL-1f con el

prondstico y recurrencia bioguimica de nuestros pacientes a estudio.

Los interferones son un grupo de citoquinas que actian como mecanismo de defensa
contra las infecciones virales y tienen la capacidad de interferir con el proceso de
transformacion. Los primeros estudios demuestran que este grupo de citoquinas es capaz
de inhibir el crecimiento del tumor cuando son secretados en el entorno del microambiente
tumoral (167). Hoy en dia existen diferentes evidencias que indican que esta citoquina
posee diferentes efectos antitumorales. Se ha demostrado que las células tumorales pueden
ser inducidas a través de la via del TLR4, para producir IFN y posiblemente contribuir asi
a la respuesta inmune antitumoral (168). También se ha demostrado que los IFNs de tipo |
(IFNa e IFNP) inducen la autofagia en determinadas lineas celulares del cancer en
humanos (169). Por otra parte el IFN parece cooperar con el gen p53 en la supresién
tumoral y la respuesta frente al estrés tumoral (170). Ademas recientemente se ha
informado de su interaccion con las formas mutantes de p53, pudiendo tener un importante
efecto antitumoral. Los FACs inducen la via del IFN en respuesta a la presencia de células
cancerigenas; dicha respuesta se ve acentuada cuando las células cancerigenas expresan

formas mutantes de p53. Estos datos ponen de relieve las propiedades oncogénicas
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mutantes de p53, en el contexto del microambiente tumoral, y sugieren que los pacientes
con cancer y formas mutantes de p53, puedan beneficiarse del tratamiento con IFN (171).
Sobre la base de todos estos datos, IFNf constituye un potente candidato para los farmacos
antitumorales, sin embargo, el IFN recombinante resulta demasiado inestable para su uso

en la terapia de tumores in vivo (172).

Siguiendo en esta linea, nuestros resultados indican que la expresion del IFNf es mayor en
la hiperplasia, actuando como un factor inflamatorio hipotéticamente dotado de cierta
proteccion frente al desarrollo del proceso tumoral (165). Este hallazgo apoya el estudio
llevado a cabo por Dong et al. (107), en el que demostraron que las células prostaticas
cancerosas altamente metastésicas disefiadas para producir constitutivamente IFNp, cuando
se inyectan en modelos murinos con inmunodepresion son incapaces de producir tumores o
metéstasis. Este efecto esta mediado por diversos mecanismos, incluyendo la activacion de

los macréfagos del huésped y la inhibicion de la angiogénesis tumoral.

Adicionalmente a lo anterior, nuestros estudios parecen demostrar de forma reiterada el
papel protector del IFNP, puesto que en aquellos pacientes con estadios tumorales
relativamente tempranos o con un determinado grado Gleason o incluso en pacientes con
localizacion tumoral bilateral, la mayor expresion del IFNf parece estar relacionada con un

mejor prondstico en cuanto a recurrencia bioquimica.

La IL-1B es un componente central del entorno de las citoquinas que acompanan de forma
habitual a la inflamacion aguda, la inflamacion crénica e incluso a la enfermedad virica. Se
trata de un importante mediador de la inflamacion relacionado con el cancer, que puede ser
secretado tanto por las células inmunes, como por las células estromales o tumorales. Esta

citoquina también es capaz de intervenir en la regulacion de importantes genes
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relacionados con la inflamacion y el cancer (173). Asimismo, también se ha demostrado en
recientes estudios que la inhibicion de la IL-1p es capaz de disminuir el crecimiento
tumoral limitando el proceso inflamatorio e induciendo la maduracién de células mieloides
inmaduras en los macrofagos. En contraste con lo anterior, solo se observo la inhibicion
transitoria del crecimiento tumoral después de la neutralizacion del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), seguida de la recurrencia del tumor mediada por la
angiogenesis de rebote (174). Ademas, los niveles de IL-1PB se encuentran incrementados
en numerosos procesos neoplasicos agresivos como es el cancer colo-rectal, promoviendo
la renovacion e invasividad de las células del cancer de colon a través de la activacion y

mediacion de determinadas vias moleculares y marcadores, como el Zeb 1 (175, 176).

Del mismo modo, la elevada expresion de la IL-1B y su receptor IL-1R1 también se
encuentran relacionados con el cancer de ovario, reprimiendo la p53 y actuando como
factores independientes en la supervivencia de los pacientes afectados por este tipo de
tumores. Con todo ello estamos intentando demostrar que la IL-1p es una citoquina critica
implicada en la comunicacion entre las células cancerosas y los fibroblastos del estroma,
actuando para facilitar el desarrollo del cdncer de ovario a través de la generacion
protumorogénica de fenotipos inflamatorios en los fibroblastos del estroma (177). Ademas
es importante destacar un reciente hallazgo que muestra que la IL-1B favorece la
colonizacion esquelética y la progresion metastasica de las células prostaticas cancerigenas

con un fenotipo neuroendocrino adquirido (178).

Existen estudios que han utilizado el analisis de toda la expresion del genoma de las
células cancerigenas prostaticas humanas con diferentes comportamientos metastasicos, en
modelos animales, para revelar que el fenotipo 6seo-trépico regula al alza tres genes

codificados por la citoquina IL-1B, la quimioquina CXCL6 (GCP-2) y la proteasa
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inhibidora Elafina (P13). La base de datos Oncomine revela que estos tres genes estan
significativamente elevados en cancer de prostata frente al tejido normal,
correlacionandose con un Gleason >7. Esta correlacion fue validada por la IL-1B por
inmuno-deteccion en tejidos de arrays de prostata. Estos estudios demuestran que la sobre-
expresion exogena de IL-1PB en las células cancerosas no metastasicas promueve su
crecimiento en las lesiones esqueléticas en ratones, mientras que su caida deteriora
significativamente la progresion 6sea de células altamente metastasicas. Por otra parte, La
IL-1B secretada por las células mestastasicas, induce la sobreexpresion de la COX-2
(PTGS2) en las células mesenquimales G6seas humanas. También se han investigado las
muestras de tejido humano de metéastasis 6seas , detectandose células de cancer de prdstata
positivas tanto para la IL-1p como para la sinaptofisina (SYP), mientras que al mismo
tiempo carecen de la expresion del antigeno prostatico especifico (PSA, KLK3). Por todo
ello, estos hallazgos indican que la IL-1B favorece la colonizacion esquelética y la
progresion metastasica de las células del CaP con un fenotipo neuroendocrino adquirido

(178).

Contrariamente a lo sucedido con el IFNB, hemos comprobado que la expresion de la IL-
1B es mayor en el tejido tumoral que en el hiperplasico (165). Este resultado parece muy
interesante teniendo en cuenta que en el estudio de Ricote y cols. (124) se relaciona la
familia de la IL-1, concretamente la expresion de la IL-1o y la IL-1Ra, con el CaP,
encontrandose niveles de expresion mas elevados, en comparacion con la préstata normal e
hiperplasica. Este dato deja abierta la posibilidad de que esta familia de la IL-1 intervenga,

con todos sus factores, en la progresion tumoral prostatica.

Ademas, nuestros datos muestran como la combinacién de una elevada expresion de la IL-

1B y baja del IFNB, aumenta la probabilidad de recurrencia bioquimica, lo que empeoraria
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el pronostico de este tipo de tumores. Este resultado resulta de interés si ademas tenemos
en cuenta que la elevada expresion de la IL-1p se relaciona también con peor pronostico en

pacientes con un determinado grado Gleason y en tumores bilaterales.

La IL-6 posee funciones pleiotropicas activando numerosos tipos celulares que expresan el
receptor gp130 vy el receptor de membrana de la IL-6 (179). Dada la importancia de la via
de sefializacion de la IL-6 interviniendo en la activacién de Jak/Stat3 en el céancer, el
bloqueo de la IL-6 utilizando ligandos de anticuerpos o receptores bloqueadores, ya ha sido
probada con éxito en estudios preclinicos, con resultados positivos cuando se utiliza sola o
en combinacion. Un anticuerpo blogueador del receptor de 1L-6 (IL-6R) (tocilizumab) ha
sido aprobado para el tratamiento de la enfermedad de Castelman y la artritis reumatoidea,
asi como resulta muy probable su uso en el cancer (180, 181). Por otra parte, un ligando
blogueador de la IL-6 (CNTO-328) esta siendo probado en diferentes ensayos clinicos en
fase /11 en el cancer de prdstata resistente a la castracion quimica (182, 183). Basandonos
en el éxito de los ensayos preclinicos en varios modelos de cancer como el de ovario,
cancer de mama o de prostata, el papel de la inhibicion del gen Jak usando el inhibidor de
Jak 1/2, AZD1480, se esta probando ahora en la fase | de ensayos clinicos para tumores

solidos (184).

En respuesta a los patdgenos, las células inmunitarias innatas regulan rapidamente al alza
las citoquinas pro-inflamatorias que sirven para iniciar la defensa del huésped contra la
invasion microbiana. Sin embargo, la inflamacion excesiva puede causar dafio a los tejidos
asi como la activacion de células T y B que pueden tener efectos deletéreos sobre el tejido.
Para evitar dafios colaterales en dichas circunstancias, se desarrollan una serie de
mecanismos de regulacion que incluyen la generacion de células T reguladoras, asi como

la produccion de IL-10, manteniendo la correcta homeostasis del sistema inmune. La IL-10
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es una potente citoquina antiinflamatoria con amplios efectos sobre el sistema inmune,
tanto innato como adaptativo (185-187). Durante la infeccion bacteriana o viral, la IL-10 es
producida por macréfagos y células dendriticas como un mecanismo de retroalimentacion
negativa para amortiguar la produccién incontrolada de citoquinas inflamatorias. Ademas
de las células innatas, las células T, especialmente las reguladoras, son capaces de producir
IL-10 para inhibir la activacion de las células especificas de antigeno y la respuesta
inflamatoria. Recientemente, diferentes estudios de investigacion, incluyendo los nuestros,
indican que el IFN de tipo | es capaz de ejercer su papel antiinflamatorio a través de la

induccién de IL-10 e 1L-27, a partir de macréfagos y células dendriticas (187-190).

Existen estudios que demuestran que el tratamiento con IFNP de células T cultivadas bajo
condiciones de polarizacion de Th17, resulta en una reduccion en la produccion de 1L-17,
pero en un incremento en la produccion de IL-10. También se encontr6 una produccion de
IFNB inducida por la IL-10, por células T especificas de antigeno derivadas de ratones
inmunizados. Ademaés, el tratamiento con IFNB podria suprimir la actividad
encefalitogénica de las células T especificas para la mielina, asi como mejorar los sintomas
clinicos de la encefalitis alérgica experimental (EAE) en un modelo de transferencia
adoptiva. Con todo ello, los resultados de este estudio sugieren que el IFN puede inducir
a las células T especificas de antigeno para producir IL-10, que a su vez regulan

negativamente la respuesta Th17, mediando la respuesta inflamatoria y autoinmune (191).

El PSA producido por la glandula prostatica, parece encontrarse en niveles elevados en
sangre al inicio del desarrollo del CaP y en paralelo con la progresion de la enfermedad. El
PSA se encuentra regulado por receptores androgénicos (AR). A pesar de la sensibilidad
inicial, las células del CaP se han vuelto notablemente mas resistentes a las terapias

actuales; pero el mecanismo del desarrollo del CaP andrdgeno-independiente continla
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siendo desconocido. Sin embargo, la evidencia acumulada sugiere que el fenotipo
androgeno-independiente surge cuando las células prostaticas cancerigenas adquieren un
mecanismo de secrecion autocrino o paracrina a través de la produccion de factores de
crecimiento y citoquinas. En este estado de la enfermedad el gen productor de PSA
continta siendo expresado. Varias vias de transduccion intracelular estan involucradas en
la regulacion de la expresion del PSA y su produccion (MAPK, JAK, STAT, PKA,
PI3K/Akt...) (192). Los resultados de nuestro estudio muestran una relacion
significativamente negativa en HBP, entre el IFN y la IL-1p y los niveles de PSA sérico.
Un resultado que también resulta de interés en nuestro estudio, es el hecho de que en
aquellos pacientes con altos niveles de PSA previos a la biopsia, pero que sin embargo
presentan una elevada expresion de IFNP, presentan una baja recurrencia bioquimica, lo
cual mejora el pronostico. Por el contrario, los pacientes con bajos niveles de PSA previo,
pero con baja expresion del IFNB, tienen un peor prondstico. Sin embargo, también resulta
Ilamativo el hecho de que a pesar de que los pacientes tengan bajas cifras de PSA sérico
previo, si expresan altos niveles de IL-1B, su prondstico en cuanto a recurrencia
bioquimica sera peor. Lo que impresiona del mayor peso prondstico que juega la expresion
de estas citoquinas, independientemente del valor del PSA presentado por el paciente con

cancer de prostata.

De acuerdo con todas estas evidencias, nuestros resultados indican que una elevada
expresion intratumoral de IL-1p predice la recurrencia bioquimica en los pacientes con
CaP sometidos a prostatectomia radical, mientras que la baja expresion de IFNP se asocid
negativamente con este indicador de progresion del tumor. También fue relevante el
hallazgo que indica que la combinacion de estas expresiones, alta y baja, respectivamente,

identifica un pequefio subgrupo de pacientes con mayor posibilidad de recurrencia
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bioquimica postoperatoria. Este hallazgo puede tener interés clinico y puede ser indicativo
de la sefalizacion inflamatoria del microambiente del tumor que afecta a la progresion
tumoral. Respecto a esto, se ha informado recientemente de la regulacion negativa y la
inhibicién de la respuesta de las células de sefializacion del IFNo/f inducida por citoquinas

proinflamatorias como la IL-1p en los melanomas (193).

Resulta indudable que actualmente uno de los retos en el manejo clinico del cancer de
prostata es la precisa prediccién de la agresividad del tumor y la progresion de la
enfermedad. Por ello, el mejor conocimiento de los multiples biomarcadores moleculares ,
podria ofrecer la posibilidad de una mejor estratificacion de los pacientes con
caracteristicas clinico-patoldgicas similares. Estos resultados, indican la necesidad de
estudiar el papel potencial de nuevos factores relacionados con el proceso inflamatorio,
que podran ser interpretados y utilizados como posibles dianas terapéuticas o como

factores de riesgo para el desarrollo de la carcinogénesis prostatica.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que el equilibrio entre ambas citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, puede verse reflejado en el microambiente tumoral y
en consecuencia tener importancia pronostica. Tanto la IL-1p como el IFN pueden actuar
como posibles biomarcadores para diferenciar el alto o bajo riesgo en pacientes que
también podrian verse beneficiados de un tratamiento previamente seleccionado mas
apropiado. Mas estudios preclinicos y clinicos dirigidos a la investigacion de moléculas
inflamatorias, podrian ser una opcion terapéutica prometedora y atractiva para el
tratamiento del CaP, teniendo un papel cada vez mas destacado en las estrategias futuras de

tratamiento.
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1. La expresion global del IFNB es mayor en el tejido prostatico hiperplasico, mientras que

la expresion global de la IL-1f es mayor en el tejido tumoral prostético.

2. Tanto en el CaP como en la HBP, los factores a estudio son expresados por el estroma y
por las células epiteliales, por lo que podemos concluir que la diferencia de expresion

reside en el nivel de expresion, independientemente del tipo celular.

3. Existe una correlacion directa entre la expresion simultanea del IFN y la I1-1p, tanto en

tejido hiperplasico prostatico como en el tumoral.

4. Una elevada expresion de la IL-1B se relaciona con la afectacion bilateral de los
carcinomas prostaticos. Sin embargo, en el tejido prostatico hiperplasico, una mayor
expresion del IFN se relaciona con menores niveles séricos de PSA previos a la biopsia

prostatica.

5. Los valores de expresion mas altos de la IL-1pB se han relacionado con una mayor
probabilidad de recurrencia bioquimica. Por el contrario, unos valores de expresion
elevados del IFNPB mejoran el pronostico de estos pacientes. La expresion simultanea de
ambos factores nos permite establecer un prondstico mas exacto en cuanto a la recurrencia
bioguimica de los pacientes con carcinoma prostatico, hecho importante en pacientes con
estadio tumoral o grado Gleason intermedio. Asi mismo, los pacientes con PSA previo
bajo pero expresion simultanea de IFN baja ¢ IL-1p alta, tendran peor prondstico a pesar

de los niveles iniciales de PSA.

En el presente estudio no hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas
entre la expresion de IFNB, NFkp, IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-17 y la supervivencia global del

proceso.
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