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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccion: Hay nuevas evidencias que la inflamacion prostatica puede contribuir al

carcinoma de préstata. Es importante plantear estrategias de tratamiento mas agresivas y

establecer un prondstico méas preciso en pacientes con cancer de préstata. Algunos de los

posibles marcadores biolégicos para este propdsito con las Metaloproteinasas (MMPs) y los

inhibidores tisulares de las metaloproteinasas TIMPs.

Objetivo: Evaluar la expresiéon de varias MMPs y TIMPs en células inflamatorias

mononucleares en muestras con cancer de prostata, PIN y Hiperplasia Benigna de Prostata.

Investigar su relaciéon con las caracteristicas clinicopatolégicas y bioldgicas del tumor..

Identificar fenotipos de células mononucleares inflamatorias de muestras de prostate benigna

con relacion a la expresion de las MMPs y lasTIMPs

Intervenciones: Las muestras incluidas en el estudio fueron: Grupo 1: 133 muestras con

cancer de préstata, Grupo 2: 20 muestras con PIN, y Grupo 3: 50 muestras con hiperplasia

benigna de préstata.

* Grupo 1 incluyo muestras de hombres con diagnostico histopatolégico confirmado de
cancer de préstata entre 1990 and 2001. Fueron seleccionados muestras de hombres con
los siguientes criterios de inclusién: carcinoma de préstata invasivos, y un minimo de 5
afios de seguimiento en aquellos hombres con recurrencia tumoral. Los criterios de
inclusion fueron los siguientes: enfermedad metastasica, historia previa de cualquier tipo
de tumor maligno, haber recibido cualquier tipo de terapia neo adyuvante. Desarrollo de
un Segundo tumor primario, y la ausencia de tejido insuficiente en los bloques de parafina
para realizar losTMAs (Tissue Microarrays).

* Grupo 2 incluye 20 muestras con diagnostico histolégico confirmado de PIN.

* Grupo 3 incluye 50 muestras con tejido quirlrgico de hiperplasia Benigna de prostata.

Resultados y limitaciones: Comparamos la expresién de la MMPS y TIMPa en PIN y HBP

con carcinoma de préstata. Nosotros encontramos una mayor expresién de estos factores en el
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carcinoma de prostata frente al PIN y HBP. La MMP-1 se express en un 92.5% de los
carcinomas de prostate frente a solo el 25 en PIN y -0 % en HBP. La MMP-2 en 60.9%, 20% y
16%, respectivamente; MMP-9 en 67.7%, 10% y 6 %; MMP-11 en 92.5%, 55% y 40%; MMP-13
en 69.9%, 45% y 12%, MMP-14 en 61.7%, 10% y 58%, TIMP-1 en 71.4%, 30% y 28%; TIMP-2
en 71.4%, 30% y 28%; y TIMP-3 en 75.2%, 55% y 58%. Sin embargo nosotros no encontramos
diferencias significativa para la expresion de MMP-7 en estos tres tipos de lesions prostaticas
(80.5%, 85% and 70%, respectivamente).

MMP-1 se expresaba por TC en 92,5% de los tumours y en MIC 57,1% ; MMP-2 se expresaba
por TC en 60.2% y por MIC en 8.3%; MMP-7 se expresaba por TC en 79.7%, y por MIC en
15.8%; MMP-9 se expresaba por TC en 67.7%, y por MIC en 6.8%; MMP-11 se expresaba por
TC en 91.7%, y por MIC en 42.1%; MMP-13 se expresaba por TC en 69.2%, y por MIC en
36.8%; MMP-14 se expresaba por TC en 61.7%, y por MIC en 18%; TIMP-1 se expresaba por
TC en 71.4%, y por MIC en 32.3%; TIMP-2 se expresaba por TC en 60.9%, y por MIC en
29.3%; y TIMP-3 se expresaba por TC en 72.9 % y por MIC en 19.5% de los tumores.

Con relacion a la expresion de los MMP y TIMPS por las MIC, nosotros encontramos
diferencias en la expresion de algunas MMPs and TIMPs entre la HBP y el carcinoma de
prostata. La expresion de la MMP-1 por las MIC se mostro en un alto porcentaje de los casos
de carcinoma de prostata (57.1%) mayor que PIN (0%) o HPB (6%). Similar diferencias en la
expresion de los MIC se encontraron en MMP-2 (8.3%, 0% y 0%, respectivamente), MMP-9
(6.8%, 0% y 0%), MMP-13 (36.8%, 10% y 4%) MMP-11 (42.1%, 5% y 2%), MMP-14 (18%, 5%
y 12%), TIMP-1 (32.3%, 0% y 6%),TIMP-2 (29.3%, 0% y 0%) o para TIMP -3 (19.5%, 0% y
2%). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la expresion para en los MIC
para MMP-7 (13.3%, 10% y 6.2%).

Conclusiones: Aunque no se ha demostrado un papel en el pronéstico del cancer de prostata
localizado, las MMPs en MICs pueden servir como marcadores tisulares de la potencial
existencia de un tumor en caso de biopsias negativas de prostata y servir junto a otros

marcadores como guia para seleccionar pacientes que requerirdn una re biopsia
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RESUMEN (en Inglés)

Background: The identification in these infiltrates of a phenotype of inflammatory mononuclear
cells associated with prostate cancer risk and/or an aggressive behaviour may be of great
clinical interest. , it allows identifying men at risk of developing prostate cancer. Secondly, it
allows selecting patients with prostate cancer who should be candidates to more aggressive
treatment strategies and to better precise prognosis in patients with clinically detected prostate
cancer. Some of the possible biological markers for this purpose are Matrix Metalloproteinases
(MMPs) and Tisular Inhibitors of Matrix Metalloproteinases TIMPs.
Objetive: To evaluate the morphological expression of several MMPs and TIMPs in specimens
with prostate cancer, PIN and Hyperplasia Benign Protate by mononuclear inflammatory cells.
To investigate their relationship with clinicopathological and biological characteristics of the
tumors. To search for phenotypes of mononuclear inflammatory cells in prostate benign
tissues, with regard to the expression of MMPs and TIMPs
* Group 1 includes specimens from men with histological confirmed diagnosis of prostate
cancer between 1990 and 2001. They will be selected specimens of men with the
following inclusion criteria: invasive prostate carcinomas, and a minimum of five years of
follow-up in those men without tumoral recurrence. The exclusion criteria will be the
following: metastatic disease at presentation, prior history of any type of malignant tumour,
having received any type of neoadjuvant therapy, development of a second primary
cancer, and absence of sufficient tissue in the paraffin blocks used for manufacturing the
TMAs (Tissue Microarray).
* Group 2 includes 20 specimens with histologically confirmed diagnosis of PIN.
* Group 3 includes 50 specimens with surgical specimens of benign pathology of prostate.
Results and limitations: we compared the expression of MMPs and TIMPs by PIN and HBP
with these by prostate carcinomas. We found significantly higher expression of these factors in
prostate carcinomas than in PIN or HBP. Thus, MMP-1 was expressed by 92.5% of prostate
carcinomas, whereas only by 25% of PIN and 30 % of HPB; MMP-2 by 60.9%, 20% and 16%,
respectively; MMP-9 by 67.7%, 10% and 6 %; MMP-11 by 92.5%, 55% and 40%; MMP-13 by
69.9%, 45% and 12%, MMP-14 by 61.7%, 10% and 58%, TIMP-1 by 71.4%, 30% and 28%;
TIMP-2 by 71.4%, 30% and 28%; and TIMP-3 by 75.2%, 55% and 58%. However, we found not
significant differences for MMP-7 expression in these three types of prostate lesions (80.5%,
85% and 70%, respectively).
MMP-1 was expressed by TC in 92,5% of the tumours and by MIC in 57,1% de CMI; MMP-2
was expressed by TC in 60.2% and by MIC in 8.3%; MMP-7 was expressed by TC in 79.7%,
and by MIC in 15.8%; MMP-9 was expressed by TC in 67.7%, and by MIC in 6.8%; MMP-11
was expressed by TC in 91.7%, and by MIC in 42.1%; MMP-13 was expressed by TC in 69.2%,
and by MIC in 36.8%; MMP-14 was expressed by TC in 61.7%, and by MIC in 18%; TIMP-1
was expressed by TC in 71.4%, and by MIC in 32.3%; TIMP-2 was expressed by TC in 60.9%,
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and by MIC in 29.3%; and TIMP-3 was expressed by TC in 72.9 % and by MIC in 19.5% of the
tumours.

With regard to the expression of MMPs and TIMPs by MIC, we found differences in the
expression of some MMPs and TIMPs between prostate benign pathologies and prostate
carcinomas. Thus, expression of MMP-1 by MIC was showed in a higher percentage of cases in
prostate carcinomas (57.1%) than PIN (0%) or HPB (6%). Similar differences in MIC expression
were found for MMP-2 (8.3%, 0% and 0%, respectively), MMP-9 (6.8%, 0% and 0%), MMP-13
(36.8%, 10% and 4%) ,MMP-11 (42.1%, 5% and 2%), MMP-14 (18%, 5% and 12%), TIMP-1
(32.3%, 0% and 6%),TIMP-2 (29.3%, 0% and 0%) or for TIMP -3 (19.5%, 0% and 2%).
However, we found not significant differences in expression for MIC for MMP-7 (13.3%, 10%
and 6.2%).

Conclusions: MMPs/TIMPs expressions were in general higher in prostate carcinomas than in
prostate benign tissues, which reflect an important role of these factors in the molecular biology
of prostate carcinomas. In addition, there is variability in MMPs/TIMPs expressions in prostate
carcinomas, so by tumor cells as by intratumoral stromal cells, which support the biological
heterogeneity of prostate carcinomas. We found not a phenotype of mononuclear inflammatory
cells associated with prostate cancer, our results led us consider that further studies on

MMPs/TIMPs expression may to contribute to understand the biological and clinical behaviour

of prostate carcinomas.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE CIRUGIA Y ESPECIALIDADES MEDICO QUIRUGICAS
SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN UNIVERSIDAD DE
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TIMP2: Inhibidor Tisular de MMP9

TIMPs: Inhibidores Tisulares de Metaloproteinasas
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1. INTRODUCCION




1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

1.1.1. Incidencia y prevalencia del cancer prostatico

El cancer de prostata (CP) es el cancer mas frecuentemente diagnosticado
en varones norteamericanos, que representan el 27% del total de nuevos
diagnosticos de cancer. Se estima que en 2015 habra 233.000 nuevos casos

y 29.480 muertes relacionadas con el cancer de prostata [1].

El CP es el mas frecuentemente diagnosticado entre los hombres espanoles.
Con una incidencia de 65,2 por cada 100.000 habitantes por afio (27.853
nuevos casos anuales del 21,7% del total de cancer en los hombres), es en

general el segundo tipo de cancer mas frecuente en Espafia [2].

La incidencia de CP se ha incrementado en las ultimas décadas, en parte
debido al uso mas frecuente de las herramientas de diagndstico tales como
el antigeno prostatico especifico (PSA) y las biopsias con aguja en varones

asintomaticos [3,4].

En 2013 la incidencia fue de 14,9 millones de casos de cancer y 8,2 millones
de muertes en el mundo. La probabilidad de desarrollar CP es de 1 de cada
15 hombres entre el nacimiento y la edad de 79 afios. Las tasas de
incidencia por 100.000 en el afio 2013 fueron mas bajas en Asia meridional,
Asia oriental y Asia central y la incidencia mayor en América del Norte, el
Caribe y Australia [5].

En Europa la incidencia del CP ha aumentado desde la década de los 90
(7% anual) [6]. El aumento de la incidencia de CP observado en Espafa es
similar al observado en otros paises, y puede explicarse por una informacion
de mayor calidad, pero sobre todo por 3 factores: el aumento de la
esperanza de vida (con el consecuente envejecimiento de la poblacion), la
utilizacion del PSA desde finales de los 80, que permite la deteccion del CP
en fases mas tempranas y la existencia de mas y mejores métodos

diagndsticos [7].
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En 2012, la mortalidad estimada asociada con el CP fue de 5.481 en Espafia
y 307.471 en todo el mundo, por lo que es la tercera causa principal de
muerte por cancer en hombres en Espafia (8,6% del total) y la sexta causa
principal de todo el mundo (6,6% del total) [3]. Ademas, el CP afecta

significativamente la calidad de vida de los pacientes [8].

Las nuevas opciones de tratamiento han mejorado las estrategias
terapéuticas y por ello las tasas de mortalidad del CP se han reducido
significativamente en la ultima década. Los nuevos farmacos orales como el
acetato de abiraterona (un inhibidor de la sintesis de androgenos
suprarrenales) y enzalutamida (un inhibidor de la sefalizaciéon del receptor
de andrégenos) inhiben la via del receptor androgénico (RA) que permanece
activa en el CP resistente a la castracion (CRPC), a pesar de la terapia de
privacion de androgenos debido a los niveles de andrégenos residuales [9].

La introduccion de otros tratamientos como cabazitaxel, un agente
quimioterapico [10], sipuleucel-T tratamiento inmunoterapico basado en
células antdlogas[11], y mas recientemente, el radio-22, un pionero emisor
de radiofarmaco clase a [12], la perspectiva de aumento global de la
supervivencia en los hombres con metastasis CPRC ha mejorado

significativamente.

A pesar de este aumento del arsenal terapéutico, actualmente hay una
ausencia de biomarcadores claramente definidos para la seleccién de
pacientes respondedores y para predecir la respuesta al tratamiento.

Con una mayor comprension de la biologia del CP y el perfeccionamiento de
las herramientas de predicciéon, con el desarrollo de nuevos marcadores
biolégicos, podrian establecerse estrategias personalizadas de manejo del
paciente, que facilitasen la estratificacion de los pacientes permitiendo
identificar a las poblaciones que puedan ser susceptibles de tener el

tratamiento mas especifico y mejor para cada individuo.
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1.1.2. Mortalidad cancer especifica

En Espafia la mortalidad por CP experimentd un ligero aumento en el
periodo 1951-1970 [40]; desde entonces hasta mediados de los 80 la
mortalidad se estabilizd [41] y continud estable hasta mediados de los 90,
donde comenzd a descender tanto en el ambito nacional como en las
comunidades autonomas [42]. Pese a ello, un reciente trabajo muestra una
estabilizacion de las tasas de mortalidad por CP a nivel nacional en el

periodo 2008-2011 (porcentaje de cambio anual: 0,3% no significativo)[43].

En 2013 el cancer de préstata causo el 9% de las muertes por cancer en
varones en Espana, ocupando el tercer lugar, detras del cancer de pulmén
(26%) y del cancer de colon (10%) [44].

Basandose en los datos del Instituto Nacional de Estadistica Cayuela et al
[44] mostraron que las tasas brutas de mortalidad se incrementan en
Espafa entre el periodo 1980-2013 (1,1% anual; p < 0,05) pasando de 17,0
defunciones por 100.000 varones-afio en 1980 a 25,2 en 2013. Las tasas
ajustadas (globales) por edad en Espafia descienden de 21,7 a 154
defunciones por 100.000 varones-afo entre los afios extremos del periodo
estudiado (PCA: -0,9%; p < 0,05).

1.1.3. Etiopatogenia y factores de riesgo

El CP tiene un origen multifactorial entre las posibles causas se incluyen
factores hormonales, genético y ambientales. No estan claras las causes

que determinan el inicio y progresion del CP.

La edad es uno de los mayores factores de riesgo para el CP, con alrededor
del 85% de todos los casos diagnosticados en los mayores de 65 afios y una

incidencia estimada de solo el 0,1% de los menores de 50 afios [13]. La
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historia familiar también es un factor de riesgo [14] y se estima que
aproximadamente el 10.5% tienen antecedentes familiares. Si un familiar de
primer grado tiene CP, el riesgo se duplica. Cuando mas de dos familiares
de primer grado presentan la enfermedad, el riesgo se incrementa entre 5 y
11 veces [15].

La raza es otro factor de riesgo importante de aparicién y mortalidad por CP
siendo bajo en la raza asiatica, moderado en la raza blanca y alto en la raza

negra [16].

Existen algunos estudios epidemiolégicos sobre el impacto de la dieta en el
cancer de prostata que sugieren que un contenido alto en grasa puede ser
un factor de riesgo [17].

Se ha encontrado también un vinculo entre el cancer de prostata y la historia
familiar de cancer de mama que se cree que se debe a los genes BRCA1 y
BRCA2 [18].

El CP precisa de andrégenos como la testosterona, o la méas potente
dihidrotestosterona (DHT), para su desarrollo y crecimiento por lo que es un
cancer androgeno dependiente. Las células prostaticas on muy sensibles a
los andrégenos y regresan con la castracion. Los androgenos esteroideos
ejercen sus efectos mediante la unién al receptor androgénico (RA) en el
citoplasma y promueve la translocacién nuclear. Una vez en el nucleo,
promueven la transcripcion de genes regulados por andrégenos que

controlan el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis.

Por ello, el tratamiento para el cancer de prostata localmente avanzado y
metastasico se dirige al RA para la reduccion de los niveles de andrégenos o
mediante la inhibicién de la activacién del RA. Los andrégenos se suprimen
por métodos quirdrgicos o quimicos utilizando analogos de la hormona
LHRH con o sin la adicién de antiandrégenos. Inicialmente, los tumores de
prostata mejoran en respuesta a la privacion de andrégenos en hasta el 80%

de los casos [19]. Sin embargo, algunos tumores comienzan a crecer, a

25



pesar de la continuacion del tratamiento antiandrégeno, progresando a
metastasico y ocasionando el fallecimiento del paciente en el plazo de 24-48

meses [20].

Existen numerosos estudios epidemioldgicos, genéticos, y moleculares
indicando que el CP puede tener causas infecciosas e inflamatorias vy,

ademas, que no es simplemente consecuencia del envejecimiento [21,22]

Algunos estudios han observado una asociacion positiva entre la inflamacion
de la prostata y el CP, aunque, al ser observacionales, estos estudios tenian

algunas limitaciones [23,24,25].

Cada vez hay mas evidencias sobre una estrecha relacion entre la
inflamacion sistémica y el desarrollo y progresién del cancer [26]. Los
leucocitos inflamatorios, neutrofilos, monocitos, macrofagos y eosindfilos
proporcionan factores solubles que se cree que median en el desarrollo de

cancer.

El estudio epidemiologico publicado en 2015 ,realizado a partir de las
encuestas del National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES)
del 2009-2010 en el que se examinaron las relaciones entre las variables
demograficas, la inflamacion, la infeccion, la proteina C reactiva (PCR), y el
riesgo de aparicion de CP en hombres estadounidenses mayores de 18
afos de edad, encontré una relacion entre la inflamacién cronica resultante
de enfermedades infecciosas o0 no infecciosas y el aumento en el riesgo de
CP [27].

Recientemente se ha publicado un estudio que relaciona el recuento de
neutréfilos, posible marcador de inflamacion sistémica, con la mortalidad en
el CP localizado y parece ser un factor prondstico independiente de
mortalidad general [28]. La asociacién de la cifra de neutréfilos con la
supervivencia encontrado en este estudio esta en linea con lo observado en

diferentes tipos de cancer [29,30] y con la creciente evidencia sobre la
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importancia pronostica del recuento de neutréfilos como marcador de la

inflamacion [31].

Asi mismo, la importancia prondstica del recuento de neutréfilos se ha
sugerido recientemente también en el CP metastasico [32]. Existen datos
que relacionan la proporcion de neutrofilos/linfocitos con la respuesta al
tratamiento sistémico y la supervivencia en pacientes con CP resistente a la

castracion metastasico [32].

Lo anterior apoya la hipotesis de que los neutrdfilos puedan contribuir a la
progresion del tumor y su comportamiento biolégico agresivo mediante la
produccion de citoquinas como el factor de necrosis tumoral, la interleucina
IL-1 y la IL-6, las cuales se cree que promueven la proliferacion tumoral y la

angiogénesis, asi aumentando su potencial metastasico [33].

1.1.4. Diagnéstico y clasificacion del cancer de prostata y

grupos de riesgo en los tumores localizados

El diagndstico de CP se basa en el tacto rectal y el PSA basicamente y
requiere de la confirmacién histolégica de la biopsia que se hace por

indicacion de alguno de los parametros comentados.

El CP raramente es sintomatico, siendo asintomatico en los estadios iniciales
de la enfermedad, la sintomatologia suele aparecer en las fases avanzadas
de la enfermedad y la clinica es derivada de las metastasis, en su mayoria
6seas y en menor frecuencia por infiltracion de estructuras locales como la
vejiga o recto provocando hematuria o clinica intestinal. El proceso
diagnostico no es el objetivo de esta tesis, por lo que no vamos a

desarrollarlo.

El CP una vez diagnosticado se clasifica en grupos de riesgo basado en el

estadio T clinico (cT), la puntuacién Gleason [45] y el PSA.
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El sistema de estadificacién del CP segun la clasificacion TNM de 2009 es la
indicada en la Tabla 1 [46].

T: Tumor primario

Tx: El tumor primario no puede evaluarse

TO: No hay evidencia de tumor primario

T1 Tumor clinicamente inaparente no palpable o visible por imagenes
* T1a Tumor hallazgo histolégico accidental en 5% o menos del tejido
resecado
* T1b Tumor hallazgo histolégico incidental en mas de 5% del tejido
resecado
* T1c Tumor identificado mediante biopsia con aguja (por ejemplo,

debido a la elevacion del PSA

T2 Tumor confinado dentro del prostata
* T2a Tumor que afecta a la mitad de un I6bulo o menos
* T2b El tumor involucra a mas de la mitad de un |I6bulo, pero no ambos
I6bulos

e T2c El tumor implica ambos l6bulos

T3 Tumor que se extiende a través de la capsula prostatica
* T3a Tumor extracapsular (unilateral o bilateral) incluyendo la
participacion (microscopica) del cuello vesical
* T3b Tumor que invade vesiculas seminales
* T4 Tumor invade estructuras adyacentes distintas de las vesiculas
seminales: esfinter externo, recto, musculos elevadores, y / o la pared

pélvica

N: Ganglios linfaticos regionales

NX Ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

NO Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en los ganglios linfaticos regionales

M: Metastasis

MX Metastasis no pueden ser valoradas
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MO No hay metastasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

M1a Ganglios linfaticos regionales

M1b Hueso

M1c Otra localizacion

Tabla 1: Clasificacion TNM

Patrones de Gleason

La puntuaciéon Gleason se determina por la gradacién tumoral realizada por

el patélogo al asignar un grado primario al patron tumoral predominante y un

grado secundario al segundo patron mas comunmente observado [46].

Patrén 1

Muy bien diferenciados, glandulas pequefias apretadas,

uniformes en masas esencialmente circunscritas.

Patrén 2

Similar al modelo 1, pero con una variacion moderada en tamafio
y forma de las glandulas y mas atipia en las células individuales;
patrén cribiforme puede estar presente, siendo esencialmente

circunscrita, pero mas laxo

Patron 3

Similar al patron 2 pero marcada irregularidad en tamafo y forma
de las glandulas, con pequeias glandulas o de células
individuales invadiendo estroma fuera de masas circunscritas o
cordones sdlidos y masas con glandular facilmente identificables

diferenciacion dentro de la mayoria de ellos.

Patron 4

Células claras grandes que crecen en un patron difuso parecido

hipernefroma; puede mostrar la formacion de la glandula

Patron 5

Tumores muy poco diferenciados; masas generalmente soélidas o
crecimiento difuso con poca o ninguna diferenciacién en las

glandulas

Tabla 2: Patrones de Gleason
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La International Society of Urological Pathology (ISUP) en su conferencia de
2005 publicé un nuevo consenso sobre los diferentes patrones publicando el
llamado ISUP 2005 Sistema modificado de Gleason [48].

El estadio clinico TNM es insuficiente para establecer el tratamiento
adecuado en pacientes con CP localizado. Los pacientes con estadios
clinicos localizado o localmente avanzado pueden clasificarse por grupos de
riesgo basandose en la clasificacion de D’Amico (Tabla 3). Agrupa a los

pacientes en tres niveles de riesgo [48].

Bajo Riesgo Localizado PSA < 10 ngr/ml o Gleason <7 y70 cT1-
cT2a

Riesgo intermedio Localizado PSA 10-20 ng/ml y/o Gleason 7 y/o cT2b

Alto Riesgo Localizado PSA > 20 ng/ml y/o Gleason > 7 y/o cT2c
Alto Riesgo Localmente Cualquier PSA y/o cualquier Gleason y/o
Avanzado cT3,cT4 6 cN+

Tabla 3: Clasificacion de D"Amico

1.1.5. Cribado de Cancer de Préstata

El PSA es un marcador imperfecto del cancer de préstata. Aunque altamente
especifico de la glandula prostatica, el PSA no es especifico del cancer de
prostata. Anualmente se realizan numerosas biopsias de proéstata

innecesaria.

Actualmente, el cribado del CP con el PSA es uno de los temas mas
controvertidos en la literatura urolégica, hay grandes estudios publicados
sobre el cribado en 2009 [34-35]. Los analisis de los subgrupos de las

cohortes que forman parte de grandes estudios, no puede proporcionar la
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calidad de la evidencia necesaria para abordar adecuadamente la respuesta

a esta pregunta clinica.

* El cribado se asocié con un aumento del diagnéstico de CP (RR: 1,3;
IC del 95%: 1,02 a 1,65).

* El cribado se asocia mas con enfermedad localizada (RR: 1,79; IC
del 95%: 1,19 a 2,70) y menos con el CP avanzado (T3-4, N1, M1)
(RR: 0,80; IC del 95%: 0,73 a 0,87).

* A partir de los resultados de cuatro ensayos clinicos randomizados
no se observé beneficio en la supervivencia global (RR: 1,00; IC del
95%: 0,96 a 1,03).[36]

e El cribado se asocid con sobrediagnodstico y sobretratamiento.

Desde 2013, los datos del European Research Study for Screening of
Prostate Cancer ERSPC [37] se han actualizado con 13 afos de
seguimiento, demostrando que la reduccién de la mortalidad se mantiene sin
cambios (21% y 29%).

Existe una dificultad en la utilizacion del PSA para diferenciar entre pacientes
con HBP y pacientes con PIN de cancer cuando tienen un PSA elevado, y
esta dificultad para saber ante que paciente estamos es mayor cuando el
rango del PSA de los pacientes esta entre 3 y 10 ng/ml. Es en este grupo de
pacientes donde otros nuevos marcadores nos pueden ayudar para
seleccionar a los pacientes que indicaremos una biopsia de prostata.

El PCA3 puede ayudar como elemento en la eleccion de pacientes para
realizar una biopsia, ya que es un biomarcador especifico de la prostata,
detectable en los sedimentos de orina obtenidas después de un masaje
prostatico por tacto rectal [38]. La sensibilidad del PCA3 es superior a la del
PSA total y del cociente PSA libre/conjugado para la deteccion de CP ya que
muestra un aumento significativo en el area bajo la curva ROC en el
diagndstico de biopsias positivas. Los valores de PCA3 aumentan con el
volumen de CP, pero hay datos contradictorios sobre si se predice de forma
independiente del grado Gleason, y su uso para el seguimiento de la
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vigilancia activa no esta confirmado [39]. Actualmente, la principal indicacion
del test PCA3 es determinar si es necesaria la repeticion de la biopsia

prostatica tras una inicial negativa.

Existe una clara necesidad de mejores marcadores. Existen datos
publicados que han demostrado previamente que un analisis 4K score de
cuatro calicreinas: PSA total, PSA libre, PSA intacto y humana calicreina
humana peptidasa 2 es altamente predictiva del resultado de biopsia de

préstata [62].

La utilizacion del 4K score test puede aumentar la precision en la eleccion de
la solicitud de la biopsia prostatica en un paciente con elevacion del PSA, y
retrasar el diagndstico de un numero limitado de tipos de cancer, la mayoria

de los cuales son de bajo grado [63].

Existen datos que demuestran que el PCA3 ha demostrado una precision en

detectar el cancer de prostata en la biopsia. Los resultados del estudio

publicado por Vickers et col [64] mostraron una mayor precision diagnostica

de las cuatro Calicreinas que la demostrada por el PCAS3 frente al PSA en

pacientes con Cancer de préstata.

La identificacion de mejores marcadores puede importante reducir las tasas

de biopsia innecesarias, y mejorar la toma de decisiones sobre la biopsia.
1.1.6. La terapéutica del cancer prostatico localizado

Cancer de Prostata de Bajo Riesgo

Existen diversas opciones terapéuticas para este tipo de pacientes:
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Vigilancia Expectante

La Vigilancia expectante puede ofrecerse a los pacientes que no son
elegibles para el tratamiento curativo local y tienen una esperanza de vida
corta. Grado de recomendacién (GR) A segun guias 2015 Asociacion
Europea de urologia (AEU) [49]

Durante la vigilancia expectante, la decision de iniciar tratamiento no curativo

debe basarse en los sintomas y la progresion de la enfermedad GR B. [49]

Vigilancia activa

La vigilancia activa segun las guias de la EAU, es una opcién terapéutica
valida en los pacientes con riesgo bajo de progresion del cancer, mas de 10
afios de esperanza de vida, cT1/T2a, PSA <10ng / ml, Gleason de la biopsia
<6, <2 biopsias positivas, minima participacion en la biopsia con aguja
gruesa (<cancer de 50% por biopsia). GR A [49].

La EAU recomienda monitorizar al paciente buscando signos de avance de
la enfermedad basado en el tacto rectal, niveles de PSA y realizacion de
biopsias prostaticas repetidas. El intervalo de seguimiento éptimo todavia no
esta claro. GR A [49].

Prostatectomia radical

Es el procedimiento estandar dentro de las opciones terapéuticas para el
CP localizado. Debe ofrecerse a los pacientes con una esperanza de vida
superior a 10 afos. GR A [49]

La linfadenectomia no esta indicado en CP de bajo riesgo GR A [49]

La supervivencia libre de enfermedad a los 12 afios es del 90% en los
pacientes de CP con riesgo bajo- intermedio tratados con prostatectomia

radical (PR) [50]. Los pacientes manejados con PR presentan a los 10 afios

33



ausencia de progresiéon bioquimica en el 68% de los casos, supervivencia

libre de enfermedad en el 97% y tasa de supervivencia global del 83% [51].

La PR se asocia con complicaciones precoces como hemorragia
intraoperatoria, lesion rectal, trombosis venosa profunda, tromboembolismo
pulmonar, linfocele, sepsis urinaria, infeccion de la herida, ileo intestinal,
fistula urinaria y complicaciones tardias como incontinencia urinaria,

estenosis de la anastomosis uretrovesical y disfuncion eréctil.

Las caracteristicas de los pacientes tratados con prostatectomia radical han
cambiado en Espafa en las ultimas décadas (actualmente son mas jévenes,
con enfermedad localizada y con niveles mas bajos de PSA), con un mejor
control local de la enfermedad y mejores tasas de supervivencia libre de

progresion y cancer [52].

Radioterapia

Pacientes con CP de bajo riesgo, sin RTUP previa y con un buen IPSS y
volumen prostatico <50 ml. GR A

Entre las diferentes opciones disponibles, encontramos la radioterapia
tridimensional conformada (RT-3D), radioterapia de intensidad modulada
(IMRT) y la radioterapia guiada por imagenes (IGRT). En pacientes con CP
de bajo riesgo la dosis total debe ser de 74 a 78 Gy. GR A

Los pacientes presentan una supervivencia libre sin recidiva de PSA a los 8
afos con la IMRT a dosis del 81 Gy del 85%, 76% y 72% para los grupos de
pacientes de riesgo favorable, intermedio y desfavorable, segun la definicion
de la American Society for Therapeutic Radiology and Oncology ( ASTRO)
(53]

Los pacientes con enfermedad 6rgano confinada con IMRT a dosis de 86,4
Gy logran una respuesta sin recidiva de PSA a los 5 afios (definida como
PSA > 2 ng/ml del valor nadir) del 98%, 85% y 70% en los grupos de riesgo
bajo, intermedio y alto, respectivamente [54].
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Las complicaciones que presentan durante el tratamiento y hasta los 6
meses son diarrea, rectorragia, disuria, polaquiuria, urgencia, hematuria,
dolor pélvico y como toxicidad tardia estan la proctitis crénica, la estenosis

de uretra, disuria y disfuncion sexual.

Braquiterapia

Es una opcién de tratamiento minimamente invasivo para pacientes son
Gleason < 6, PSA < 10, cT1b-T1¢c NOMO, Vol prostatico < 50 cc, IPSS < 12,
evidencia tumoral en cada cilindro < 50 %. Consiste en la implantacion
transperineal y bajo control ecografico de semillas radiactivas (Paladio 103 o
yodo 125). Hay dos modalidades, baja tasa (LDR) 0,4-2 Gy/hora y alta tasa
(HDR) > 12 Gy/hora [55, 56].

No existen ensayos aleatorizados que comparen braquiterapia con otras
modalidades. Se ha objetivado una supervivencia libre de recurrencia tras 5
y 10 afios del 71-93% y 65-85%, respectivamente [57].

Terapia focal

Es una alternativa minimamente invasiva en el tratamiento del CP localizado
para el grupo de pacientes de bajo riesgo, no obstante se encuentra todavia
poco estudiada y segun las guias de la EAU no puede ser recomendado

como una alternativa terapéutica fuera de los ensayos clinicos. GR A

Tratamiento Cancer de prostata localmente avanzado

Vigilancia Activa
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Se debe ofrecer a los pacientes cuando no son elegibles para el tratamiento

curativo local y los que tienen una esperanza de vida corta.

El tratamiento diferido con Terapia de Deprivacion Androgénica (TDA) puede
recomendarse en pacientes asintomaticos MO0, con PSA < 50 ng/dl y tiempo
de duplicacion de PSA (PSADT) > 12 meses y tumor pobremente
diferenciado GR A. [49]

Prostatectomia radical

La PR puede ofertarse a los pacientes como una opcion de tratamiento en el
CP localmente avanzado, de alto riesgo (cT3a o Gleason 8-10 o PSA > 20) y
como parte de un tratamiento multimodal en pacientes de muy alto riesgo
(cT3b-T4 NO o cualquier TN1) [49].

No hay datos concluyentes del beneficio de la PR en pacientes N+, porque
se ha demostrado una disminucion de la supervivencia general (SG) y
supervivencia libre de enfermedad en aquellos pacientes en los que se
abandond la cirugia por la existencia de ganglios positivos en biopsia

intraoperatoria [58].

Terapia deprivacion androgénica neoadyuvante - adyuvante

La deprivacion androgénica antes de la PR disminuye los margenes
quirdrgicos y retrasa el tiempo de progresion bioquimica (PB), no esta
asociada con aumento de la SG y supervivencia cancer-especifica (SCE)
[59]. La TPA adyuvante en pacientes con pN+ proporciona un aumento de
SG y SCE [60].

Radioterapia adyuvante

Indicada en pacientes pT3 pNO con alto riesgo de recidiva (margenes

positivos, invasion vesiculas seminales, etc.) [61], mejora al menos la
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supervivencia bioquimica libre Incluido en las Guias de la EAU con un GR A
[49].

La dosis total en pacientes con alto riesgo CaP localizado es de 76 a 78 Gy
en combinacién con tratamiento de deprivacion androgénica a largo plazo
(se recomienda 2-3 afio). GR A [49].

Deprivacion androgénica

La TPA forma parte de la terapia multimodal del manejo de la enfermedad,
aunque de forma unica no es una terapia definitiva en el CP localmente
avanzado. Reservado para aquellos pacientes que no quieren o no pueden
recibir ningun tipo de tratamiento local y ya sea sintomatico o asintomatico
con un PSA-DT <12 meses y un PSA> 50 ng / ml y un tumor poco
diferenciado [49].

1.1.7. Seguimiento tras tratamiento radical

Aunque la mayoria de los tumores pobremente diferenciados se extienden
fuera de la prostata, la incidencia de la enfermedad limitada al érgano es del
26-31%. Los pacientes con tumores de alto grado confinados a la préstata
en el examen histopatoldgico tienen un buen prondstico después de la PR.
Una de las razones para optar por la cirugia es la alta tasa de variabilidad
entre la puntuacion de Gleason de la biopsia y la puntuacién de Gleason de

la pieza resecada [65].

La LE de las cadenas pélvicas proporciona informacion importante para el
prondstico (numero de ganglios involucrados, volumen tumoral del ganglio, y
perforacion capsular del ganglio), que no puede ser igualada por ningun otro

procedimiento actual [66].

La linfadenectomia extendida (LE) se debe realizar en todos los casos de

varones con CP de alto riesgo, debido a que la probabilidad de ganglios
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positivos es del 15-40% [67]. La linfadenectomia limitada no deberia
realizarse, ya que se deja por o menos la mitad de los ganglios involucrados
[68].

Los pacientes con CP de alto riesgo tienen un mayor riesgo de fracaso
terapéutico, con necesidad de terapia secundaria, progresion metastasica y
muerte. Sin embargo, no todos tienen un mal pronéstico después de la PR
[69].

Briganti et col [70] (C. F. Briganti A 2006) publicaron un nomograma basados
en Gleason; PSA y estadio clinico, con el fin de detectar el riesgo de
metastasis ganglionar fuera de la fosa obturadora. El estudio concluyo que el
Gleason entre 8-10 es el Unico factor de riesgo independiente. EI PSA influye
en valores muy elevados (>50 ng/ml). Con este nomograma, pacientes con
un bajo riesgo segun D’Amico, tienen un riesgo de afectacion ganglionar

fuera del area obturadora del 0,6%.

1.2. ESTADO ACTUAL DE LAS METALOPROTEINASAS

1.2.1. La familia de las metoloproteinasas de la Matriz (MMPs)

La colonizacion distante de un cancer es el resultado de un proceso celular
donde intervienen numerosos factores. El trastorno en la regulacion del
crecimiento celular es debido a cambios genéticos que ocasionan una
proliferacion incontrolada que puede comenzar la cascada; pero este
crecimiento no se convierte en metastasis hasta que un ambiente favorable

existe y da forma a la invasion inicial.

Una colonia de células que inicia el proceso de invasion y de metastasis
tiene la capacidad de inducir proteinas facilitadoras que actian a nivel
molecular, tanto intra como extra celularmente, que le permitan invadir el

estroma, vascularizarse y ser capaz de sobrevivir en este nuevo entorno.
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Las células tumorales tienen por objetivo producir un entorno favorable para
conseguir la union a la matriz extracelular del huésped, la protedlisis de las
barreras del huésped como la membrana basal, el movimiento de las células
tumorales y finalmente la implantacién de colonias de las células tumorales

en la nueva localizacion a distancia [71,72].

La matriz extracelular representa una red tridimensional que engloba todos
los 6rganos, tejidos y células del organismo. Constituye un filtro biofisico de
proteccion, nutricion e inervacion celular y el terreno para la respuesta
inmune, angiogénesis, fibrosis y regeneracion tisular. La matriz extracelular
(MEC) separa compartimentos tisulares, una combinacién de membranas
basales y estroma adyacente. Las caras basales de las células epiteliales se
unen a la membrana basal. Al lado opuesto se situa el estroma intersticial
que contiene fibroblastos, miofibroblastos y otras células estromales. Existe
un equilibrio, incluso en las fases de remodelacion de las poblaciones

celulares a cada lado.

Los tumores son tejidos funcionales conectados y dependientes del
microambiente. El microambiente tumoral constituido por la MEC, células del
estroma y la propia respuesta inmune, son determinantes de la morfologia y
clasificacion tumoral, agresividad clinica, prondstico y respuesta al

tratamiento del tumor [73].

Las células tumorales no siguen los limites naturales del 6rgano y se
localizan en otros tejidos. Este proceso comienza con la transicion de
carcinoma in situ a carcinoma invasor, en el que las células metastasicas
atraviesan la membrana basal del epitelio y acceden al estroma subyacente

para interaccionar con las células [74,72].

La membrana basal es una estructura con tres laminas, la lucida, la densa y
la reticular. La lamina lucida en contacto con la membrana plasmatica del
tejido epitelial, la densa con filamentos de colageno tipo IV y la reticular con
fiboras mas densas reticulares de colageno tipo Il y gran cantidad de

glicoproteinas y proteoglicanos que normalmente no contiene poros que
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permitan el paso celular pasivo, por lo que se requiere una invasion celular
activa para entrar en el compartimiento estromal. Una vez alli las, las células
pueden ganar el acceso a vasos linfaticos o a vasos sanguineos. Barsky et
al. subrayaron la asociacion entre invasion y defectos en la membrana basal,
sugiriendo asi que las células invasoras interaccionan de manera diferente a

las células normales con la membrana basal [74].

El proceso metastasico se establece en tres fases que incluyen, union a la
membrana basal, lisis de la misma y locomocion celular. La unién de las
células malignas a la superficie de la membrana basal viene mediada por
receptores en las células tumorales que reconocen glicoproteinas de la

membrana basal como laminina, fibronectina y colageno tipo IV [75,76]..

La lisis de la membrana basal es facilitada por la produccion de proteasas a
partir de las células tumorales. Uno de estos enzimas la colagenasa tipo IV,
fue descubierto por Liotta a finales de los afios 70 [77,78]. EI movimiento
celular que se conoce como locomocién implica que la célula tumoral se
impulsa a través de la membrana basal aprovechando la zona de protedlisis
de la matriz [79,80]

Posiblemente el aspecto mas importante de la cascada metastasica sea el
proceso de degradacion de la matriz extracelular por enzimas proteoliticos
especificos. La proteolisis de las barreras tisulares no es una propiedad
unica de los procesos malignos. De hecho, se observa durante la
implantacion en el trofoblasto, la morfogénesis embrionaria, la remodelacion
tisular, la invasion bacteriana y la angiogénesis. Pero la diferencia reside en
que las células tumorales tienen la habilidad de acoplar sus mecanismos
proteoliticos con una motilidad altamente organizada que permite la invasion
de lugares recénditos. Un papel fundamental en este proceso degradativo se
atribuye a una familia de enzimas dependientes de metal que se asocian con
tumores invasivos [77, 78, 81, 82,83].

Las células tumorales se diseminancuando existe un aumento de la actividad

proteolitica que permite invadir los tejidos del huésped y cruzar la matriz
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intersticial para llegar a la vascularizacion. Entre las proteasas las mejores
conocidas son las metaloproteinasas de la matriz (MMPS) y el sistema
activador del plasmindgeno urokinasa (PU) y su receptor (PUR). Las MMPs
son una familia de mas de 20 proteinas que de manera conjunta degradan
todos los componentes conocidos de la matriz extracelular. Su capacidad
degradativa permite a las células tumorales migrar por la matriz extracelular
(MEC). Cada MMP tiene la habilidad de degradar un tipo particular de

proteina de la matriz, implicadndose en la invasion tumoral [84]-

Estudios in vivo que miden la capacidad de penetracion celular sobre una
membrana basal reconstituida demuestran que existe una correlaciéon entre
la actividad MMP vy la invasividad. Cuando aumentan los niveles de MMPs
aumenta la invasién, y al contrario [85]. La regulacién de MMPs es un
complejo proceso, mediado en parte por inhibidores tisulares especificos
(TIMP-1 y TIMP-2, mayoritariamente); asi como por el factor de crecimiento
basico fibroblastico (bFGF) y por interleukina-8 (IL-8). Hace tiempo se pensoé
que la actividad MMP solamente funcionaba en el proceso metastasico, pero
hoy se sabe que dicha actividad funciona en multiples etapas de la
progresion tumoral, incluida la angiogénesis [86,87].
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Figura 1. Diferentes tipos de MMPs segun su composicién molecular.

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPS) son un grupo importante de
endopeptidasas dependientes de zinc que regulan la integridad y la
composicion de la membrana extracelular, de acuerdo con su capacidad
para romper uno o varios de sus componentes. Los miembros de la familia
MMP comparten elementos estructurales comunes que incluyen un
propeptido N-terminal, que mantiene la latencia en las formas zimogénicas,
un lugar catalitico que contiene zinc, y un dominio C-terminal que se conoce
como el dominio tipo hemopexina. Las modificaciones de esta estructura de
organizacion basica estructural separan a los miembros de la familia MMP
en cinco subgrupos mayores: colagenasas, estromelisinas, matrilisinas,
gelatinasas y metaloproteinasas tipo membrana (MT-MMPs) Figura 1. Las
gelatinasas contienen una regién tipo fibronectina adicional intercalada con

el dominio catalitico que se piensa involucrado en la unién con el colageno.

Las MT-MMPs contienen un unico dominio transmembrana que juega un

papel en el anclaje del enzima a la membrana plasmatica [88, 89]. Dentro del
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dominio catalitico hay dos atomos de zinc, uno (el zinc catalitico) se
encuentra presente en el sitio activo y esta involucrado en la activacion
enzimatica que sucede después de la ruptura de la region del propéptido. Se
cree que el otro atomo de zinc juega un papel estructural [90,91]. EI dominio
tipo hemopexina funciona como un elemento de unién del sustrato y, en el
caso de las formas latentes de gelatinasas, también interactia con los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs), una familia de cuatro
proteinas de bajo peso molecular que inhibe de manera eficiente la actividad
MMP mediante la union al dominio catalitico Figura 2.

Bisagra

MMP latente (pro- MMP) NH2MCOOH

Dominio catalitico Dominio C-terminal

Activacion

MMP activa NH2“COOH

Dominio catalitico Dominio C-terminal
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Dominio Catalitico
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o
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Figura 2 B

Massova et al analizaron la secuencias enteras de los dominios catalitico y
de los dominios tipo hemopexina en los 64 miembros de la familia MMP con
intencion de conocer su evolucion, estructura e interacciones con diversos
sustratos e inhibidores. Esta investigacion dio lugar a 23 agrupamientos o
subgrupos con similar composicién, llevando a la hipotesis de que la union
de dominios en estas proteinas tuvo lugar en un estado precoz de
diversificacion, existiendo unas proteinas sencillas de dominio uUnico que
sufrieron un proceso de fusidon genética que genero los complejos enzimas
multidominio [147]. Todos los tipos de MMPs se producen por enzimas
latentes o zimdgenos, también conocidos como pro-MMPs que requieren ser

activados para convertirse en proteoliticamente activos.

De hecho, la activacion de pro-MMPs es un paso importante en la regulaciéon
de la proteolisis mediada por MMPs. Dos miembros de la familia de MMPs
son particularmente importantes en la invasion de las células tumorales y en
la angiogénesis, Mr 72.000 (MMP-2 o gelatinasa A) y Mr 92.000 (MMP-9 o
gelatinasa B). Las MMPs, inicialmente conocidas como colagenasas tipo 1V,
debido a su particular propiedad de hidrolizar el colagenos tipo IV de la
membrana, que constituye una barrera principal frente a las células
invasoras y un paso clave durante la angiogenesis [78,81,92,93]. Como
todos los miembros de la familia de MMPs, la actividad de MMP-2 y MMP-9
se regula en diferentes niveles, que incluyen transcripcion, secrecion,

activacion e inhibicion por TIMPs [94,95].

Grupo MMP Nombre Sustrato
Colagenasas MMP-1 Colagenasas fibroblastica Colagenos fibrilares tipos
MMP-8 Colagenasa intersticial 1L 1 1, VIly X, agrecanos
MMP-13 Colagenasa de los neutrofilos | y serpinas
Colagenasa 3 Colagenos fibrilares I, Il y
Il, agrecanos
Colageno Il
Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A 72 kDa Colagenos IV, V, Vil y X,
MMP-9 gelatinasa elastina
Colagenasa-4 Colagenos |, IV, V,
Colagenasa-5 92 kDa elastina
gelatinasa
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Estromelisinas MMP-3 Estromelisina-1 Fibronectina, colagenos
MMP-10 Estromelisina-2 IV, V, IXy X, elastina,
MMP-11 Estromelisina-3 laminina y proteoglucano
Fibronectina, colagenos
11, IV, V, elastina, laminina
y proteoglucanos
Muy débilmente: laminina
y fibronectina
Matrilisinas MMP-7 Matrilisina PUMT-1 Proteoglucanos, laminina,
Matrina fibronectina, elastina,
gelatina
Metaloelastasas MMP-12 Metaloelastasa Elastina, fibronectina,
macrofagica colageno tipo IV
Metaloproteinasas de MMP-14 MT1-MMP Colagenos I, Il y Il1,
membrana MMP-15 MT2-MMP laminina, gelatina,
MMP-16 MT3-MMP fibronectina y
MMP-17 MT4-MMP proteoglucanos.
MMP-24 MT5-MMP ProMMP-2
MMP-25 MT6-MMP Forma parte de la
actividad proteolitica
leucocitaria
Miscelanea MMP-19 RASI-1 Gelatinas
MMP-20 Enamelsina Amelogenina
MMP-21 XMMP Gelatina tipo |,
MMP-22 CMMP Vitronectina
MMP-23 CAMMP y colageno
MMP-26 Endometasa desnaturalizado
MMP-27 Epilisina
MMP-28

Tabla 4: Clasificacion de las MMPs

1.2.2. Metaloproteinasa de la Matriz tipo 2 ( MMP-2)

La gelatinasa A o MMP-2, denominada asi por su afinidad por el colageno
tipo IV desnaturalizada, con un peso moléculas de 72 y 62 KDa para la pro-
enzima y la enzima activa, respectivamente, presenta una estructura comun
con otras MMP, formada por un pro-peptido con un dominio catalitico N-
terminal, que contiene zinc y un dominio C-terminal tipo hemopexina. A
diferencia de otras MMPs, posee un exoreceptor adicional en el dominio
catalitico, el cual se denomina Dominio Fijador de Colageno (Collagen
Binding Domain/ CBD), compuesto a su vez por tres repeticiones homologas
tipo fibronectina Il. CBD es el dominio principal responsable del
reconocimiento del sustrato [96] (colageno tipo IV o gelatina; de ahi el

nombre de gelatinasas).

La MMP-2 se expresa en casi todos los tejidos humanos, sobre todo, en los
fibroblastos y las células endoteliales y epiteliales. En condiciones

fisiologicas, existe una concentracion sérica detectable de la enzima y su
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actividad estd ligada a procesos homeostaticos. Su actividad esta
intimamente regulada por TIMP, en concreto TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. La
actividad bioldgica de la enzima esta asociada con una plétora de procesos
fisiopatolégicos, como enfermedades neoplasicas, cardiovasculares y

procesos autoinmunes.

La MMP-2 contribuye en el proceso de carcinogénesis de los tumores
uroteliales y de préstata [97], y en la mayoria de los casos, la
sobrerregulacion de MMP-2 se asocia con peor pronostico [98]. En las fases
iniciales, la MMP-2 es crucial en el desarrollo de un microambiente favorable
para el crecimiento de las células tumorales y contribuye a la transicion
epitelio-mesénquima. La adquisicion del fenotipo mesenquimal es un
distintivo de las células tumorales, las cuales pierden su morfologia tisular
especifica a favor de un fenotipo des diferenciado apto para la migracién e
invasividad [99]. La contribucion de MMP-2 a la invasion incluye diferentes
aspectos: i) degradacion de la membrana basal (colageno IV, laminina y
fibronectina), lo cual permite la migracién celular al torrente sanguineo; ii)
liberacion de factores bioactivos; y iii) exposicion de sitios de adhesion
ocultos que conducen a motilidad celular. MMP-2 también activa citokinas,
factores de crecimiento, modula el metabolismo de las células tumorales, la

resistencia celular a la apoptosis y la angiogénesis.

La MMP-2 también interactia en procesos no tumorales de indole
cardiovascular como la aterosclerosis, el infarto de miocardio y el ictus [100,
101] y enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple [102] y la

artritis reumatoide [103].

1.2.3. Metaloproteinasa de la Matriz tipo 9 ( MMP-9)

La gelatinasa B o MMP-9, con un peso molecular de 92, 85 y 82 kDa para la
pro-enzima, forma intermedia y enzima activa, respectivamente, posee una
estructura homologa a MMP-2 con la excepcién de un dominio de enlace O-
glicosilado mas largo, lo que confiere una extraordinaria flexibilidad a la
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enzima, siendo esta caracteristica su principal distintivo. El dominio catalitico
de MMP-2 y MMP-9 poseen una estructura similar, la principal diferencia es
la presencia de Asp410, en lugar de Glu en S2 [104]. El dominio fijador de
colageno (CBD), se localiza en la porcién terminal del dominio catalitico,

pero con una orientacion distinta de MMP-2 [105].

Se ha identificado su presencia en diferentes procesos inflamatorios,
cardiovasculares, autoinmunes (lupus eritematoso sistémico), enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer), osteoarticulares y neoplasias, entre las que
se encuentran el cancer de vejiga y de prostata. Los niveles séricos de
MMP-9 son casi indetectables en condiciones fisiologicas, lo que hace que el
valor diagnéstico y pronostico de cuantificacién de la enzima, tenga una
valor significativo, por lo tanto, concentraciones elevadas de MMP-9 se

asocian generalmente con peor pronoéstico de la enfermedad tumoral [106].

Debido a su alta afinidad por el colageno IV, histéricamente se ha
identificado como una proteasa degradadora de la membrana basal y
estrechamente relacionada con invasién tumoral, aunque también contribuye
al control de la division celular, confiriendo resistencia a la apoptosis y como
activador de angiogénesis mediante un complejo proceso que incluye la
liberacion de VEGF [107].

1.2.4. Inhibidor tisular de metaloproteinasas

La principal funcion de las MMPs es el crecimiento tisular y su remodelacion
mediante degradacion proteolitica selectiva. Sin embargo, para evitar el
recambio sin control de la matriz extracelular, su papel en procesos
inflamatorios, asi como el crecimiento y la migracién celular, la actividad de
la MMPs, bajo condiciones fisiolégicas, estd regulada por inhibidores
endogenos. La regulacion enddgena de las MMPs se realiza en tres niveles,
que comprenden la trascripcion genética, activacion zimogenica e inhibicion

de la actividad enzimatica.
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Los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (tissue inhibitors of
Metaloproteinases / TIMPs) son inhibidores enddégenos naturales
especificos, implicados en la remodelacion de la matriz extracelular mediada
por MMPs, en la remodelacién tisular y en el comportamiento celular. En
humanos han sido identificado 4 diferentes TIMPs: TIMP-I, TIMP-2, TIMP-3 y
TIMP-4, las cuales comparten aproximadamente un 40% de homologia.
Todas ellas, presentan dos dominios diferentes, un dominio C-terminal y un
dominio N-terminal. La region N-terminal se une al dominio catalitico de las
MMPs e inhibe su actividad. La region TIMP C-terminal interacciona con el
dominio hemopexina de pro-MMP-2 y pro-MMP-9 para estabilizar la pro-

enzima y bloquearlas.

Las 4 diferentes TIMP tienen un dominio amino terminal que es el

responsable de su actividad inhibidora

El incremento de la TIMP-1 se ha asociado con una reduccion de la invasién

y metastasis, al igual que la TIMP2.

Aunque los TIMPs fueron inicialmente catalogados como inhibidores de las
MMPs, esta funcion constituye solo una parte importante de su actividad,
entre otros papeles relevantes, son los encargados de la modulacién de la
proliferacion, migracion e invasion celular y estan implicados en procesos de

angiogénesis y apoptosis [108].

1.2.5. Papel diagnéstico y pronéstico de MMPs y TIMPs en la

enfermedad neoplasica y en el cancer de préstata

La sobreproducciéon de MMPs por tumores que interaccionan con los
sistemas linfaticos y vasculares puede producir niveles aumentados de
MMPs y TIMPs, no sélo en los tejidos sino también en otros fluidos
biolégicos como la sangre o la orina. Diversos estudios han destacado la

existencia de patrones de expresion y sobreexpresion de MMPs y TIMPs, y
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las implicaciones potenciales para los pacientes. Estos estudios se han
beneficiado de la ventaja que proporcionaban los grandes progresos
llevados a cabo en la medicina molecular en las pasadas décadas, que han
permitido el desarrollo de importantes herramientas de diagndstico como RT-
PCR, hibridacion in situ, inmunohistoquimica y zimografia, por mencionar
algunas, que sirven para estudiar la expresion de MMPs en pacientes con

cancer.

El papel de las MMPs y TIMPs han sido puntos clave para la investigacion
en diversas neoplasias malignas humanas que incluyen mama [109,110] ,
colon [111], prostata [112], y vejiga [113]. De manera especial en el cancer
vesical las gelatinasas pueden tener un papel dual sobre el crecimiento y la
diseminacion tumoral. La comprension de los mecanismos reguladores entre
MMPs y TIMPs, podria permitir el desarrollo de inhibidores sintéticos de
MMPs que sirvieran como aproximacion terapéutica al cancer, limitando el
crecimiento y la diseminacion tumoral al romper alguno de los procesos

esenciales para la progresion maligna.

1.2.6. Nuevos abordajes terapéuticos con inhibidores sintéticos
de MMPs.

A medida que nuevos estudios corroboran la correlaciéon existente entre la
expresion y la activacion de MMPs y la progresion del cancer, numerosos
investigadores han dedicado sus esfuerzos a desarrollar nuevos compuestos
sintéticos que podrian bloquear o neutralizar la accion de la MMPs. Para
tener éxito estos compuestos deben tener ciertas propiedades como la

biodisponibilidad, alta solubilidad y baja toxicidad.

La mayoria de los inhibidores de MMPs generados hasta hoy son agentes
de amplio espectro, basados en hidroxamato, que tienen como diana a la
mayoria de los miembros de la familia de MMPs. Batimastat fue el primero
de estos agentes en ser probado con resultados prometedores en modelos

animales[114]. No obstante, su falta de biodisponibilidad ha constituido un

49



freno en su desarrollo. Otros farmacos de segunda generacion como
Marimastast, con un perfil similar pero con solubilidad mejorada, esta siendo
estudiada en ensayos en fase lll para pacientes con diversas formas de
cancer. Recientemente se ha introducido un inhibidor de MMP-2 de nuevo
mecanismo, llamado SB-3CT. Este inhibidor no persigue la estrategia de
quelar el metal para inhibir la actividad gelatinasas, sino que a diferencia de
los otros inhibidores desarrollados con anterioridad muestra una inhibicion
irreversible de alta afinidad para MMP-2 [115]. Estos resultados son muy
prometedores y sugieren un importante papel para estos nuevos agentes

citostaticos antineoplasicos en el futuro.

1.3. EXPERIENCIA PREVIA DE NUESTRO GRUPO
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1.3.1. Papel de las MMP y TIMP en el cancer de mama

Las metaloproteinasas de matriz -2 (gelatinasa A) y MMP-9 (gelatinasa B)
estan relacionadas con la invasion tumoral y la metastasis por su especial
capacidad para degradar el colageno de tipo IV que se encuentra en
las membranas basales [116] y para inducir angiogénesis [117]. Vizoso et col
[118] demostraron en su estudio que una alta expresion de MMP-9 se
correlaciona significativamente con la agresividad tumoral y mal prondstico
en el cancer de mama coincidiendo con estudios previos [119,120], por otro
lado hay estudios que han demostrado que la alta expresion de la MMP-2
en células de carcinoma, ha sido relacionada con solo unos pocos factores
prondsticos inversos [121] o demostrado tener ninguna asociacion con

parametros clinicos en cancer de mama [122,123].

También se ha descrito que a medida que progresa el cancer de mama, la
produccion de la MMP-2 aumenta durante las primeras fases, mientras que
la activacion de MMP-9 se produce durante la etapa posterior [124] lo que
podria explicar su diferente impacto clinico en el prondstico de los tumores

de mama invasivos.

La Metaloproteinasa de matriz-1 (colagenasa-1), es la mas ubicua de las
colagenasas intersticiales que se expresa, es necesaria para la invasion
local porque posee la capacidad de degradar eficazmente el colageno de
tipo | - el principal componente del tejido conectivo [125, 117]. Vizoso et col
demostraron que la expresion alta de la MMP-1 en los fibroblastos se
correlacionaban con la aparicion de metastasis, que confirman los resultados
de estudios previos que muestran que esta MMP se asocia con una

capacidad de metastasis elevada [126,127].

Metaloproteinasa de la matriz -7 (matrilisina 1) es una estromelisina, que
degrada el colageno de tipo IV, fibronectina y laminina. Existen estudios que
demuestran que la MMP-7 es una forma aberrante que se expresa en los
tumores de mama humanos, y que la eliminaciéon de MMP-7 se asocia con

una baja capacidad de invasion y crecimiento tumoral lento [128]. En 2007
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se publicé que la sobreexpresion de la MMP-7 en cancer de mama (MCF-7)
aumenta la invasividad celular y la activacion de proMMP-2 y MMP-9 [129].
Sin embargo, el papel potencial de la MMP-7 en el cancer de mama humano
y particularmente en el cancer de mama clinico, no se ha investigado a

fondo.

Los estudios experimentales de Vizoso et al muestran que los altos niveles
intratumorales de MMP-7 se asociaron significativamente con varios
parametros indicativos de la agresividad tumoral y vinculados con una alta
aparicion de metastasis a distancia. También demostraron que la MMP-11
(Stromalysin-3) se expresa preferentemente en las células del estroma
peritumoral [130] y que los altos niveles de MMP-11 se asociaron con la

progresion tumoral y mal pronéstico [131].

La metaloproteinasa-13 (colagenasa-3) dispone de una amplia especificidad
de sustrato cuando se compara con otras MMPs [132]. Ademas, se cree que
desempenan un papel central en la cascada de activacién de MMP, tanto
por activar y ser activada por varias otras MMPs (MMP-14, 2, o 3). Nielsen et
al han comunicado que la expresion de MMP-13 por miofibroblastos se
asocio con eventos microinvasivos, y han propuesto que esta MMP puede
jugar un esencial papel durante la transicion de carcinoma ductal in situ a

carcinoma ductal invasivo de la mama [133].

Vizoso et col encontraron una alta expresion de MMP-13 en los tumores en
fase inicial, pero también asociado en los tumores que muestran infiltracion
y una mayor tasa de metastasis a distancia cuando se expresé la MMP por

las células fibroblasticas o por células mononucleares inflamatorias.

Metaloproteinasa de la matriz -14 (MMP de tipo membrana 1, o MT1-MMP)
es una metaloproteasa clave implicada en la degradacion de matriz
extracelular, activa pro-MMP-13 [134] y pro-MMP-2 [135] en la superficie
celular, y tiene un papel crucial en la carcinogénesis molecular, el
crecimiento de las células tumorales, invasion, y la angiogénesis. Vizoso et

al encontraron asociaciones significativas entre la expresion de MMP-14 y
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parametros clinicopatoldgicos indicativos de la agresividad del tumor.
Describiendo la fuerte asociacion entre la expresion de MMP-14 por las
células del estroma y el mal prondstico. También muestro una asociacion
significativa entre TIMP-1, TIMP-2 y varios parametros indicativos de la
agresividad tumoral asi como con una alta incidencia de metastasis a
distancia estan en de acuerdo con hallazgos similares reportados por otros

autores [136].

Si TIMPs inhiben MMPs in vivo, es de esperar que los altos niveles de estos
inhibidores podrian prevenir la progresion del tumor y por lo tanto sean
relacionados con buenos resultados en pacientes con cancer. Sin embargo,
TIMPs son proteinas multifuncionales que, ademas de su efecto inhibitorio
sobre las MMP también demuestran distinta funciones estimuladoras del
tumor [137]..

Los estudios experimentales han demostrado que los TIMP-3 puede mostrar
actividad para inhibir la angiogénesis e inducen la apoptosis [138]. También
se ha publicado que los niveles altos de TIMP-3 ARNm se asocian con un
buen prondstico en cancer de mama [139]. Del mismo modo, Span et al
[140] han observado que los altos niveles de TIMP-3 predijeron un periodo
mas largo de supervivencia libre de recaida en pacientes tratadas con
tamoxifeno. Todos esos hallazgos sugieren que TIMP-3 esta implicada en

las vias especificas de apoptosis inducida por tamoxifeno.

Vizoso et col [117] muestran una significativa mayor expresion de TIMP-3 en
los tumores ER positivos, de hecho altos niveles TIMP-3 ARNm se asocian
con un buen prondstico en cancer de mama [139] . Del mismo modo, Span
et al [140] han informado de que los altos niveles de TIMP-3 predijeron un
periodo mas largo la supervivencia libre de recaida en pacientes tratadas
con tamoxifeno. Todos esos hallazgos sugieren que TIMP-3 esta implicada
en las vias especificas de apoptosis inducida por tamoxifeno. Vizoso et col
[117] muestran una significativa mayor expresion de TIMP-3 en los tumores
ER-positivos, de conformidad acumulada que tanto los cambios en el

comportamiento del estroma y la interaccién entre las células tumorales y las
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células estromales estan intimamente vinculado con los procesos de
tumorigénesis, invasion tumoral, y metastasis [124, 141]. Se ha demostrado
que varios tipos de células malignas (por ejemplo, de mama y de colon)
reclutan activamente fibroblastos en los tumores, lo que lleva a un aumento
en la extension de la extracelular degradacion de la matriz [142]. Existen
publicaciones que muestran que la incubacién de células de cancer de
mama con monocitos o macréfagos induce una diafonia que se traduce, en
un aumento / expresion de factores implicados en la invasividad de las
células del cancer y en una modificacion de la funcion de monocitos contra

las células cancerosas[143].

Vizoso et col [117] plantea la hipétesis de que los tumores secretan factores
capaces de provocar una respuesta de cicatrizacion de la reparacion
asociada con el tumor y el tumor infiltrante estimula células inflamatorias,
esta respuesta estimula la progresion del tumor [144]; o que es el tejido del
huésped, con una respuesta redundante de factores bioquimicos a las
células cancerosas, el que induce el crecimiento tumoral. Vizoso et col
demuestran una variabilidad biolégica en el comportamiento de estas células
estromales con respecto a la expresion de MMPs y TIMPs, que es de
importancia clinica. También muestran que la expresion de MMPs y algunos
TIMPs tiene un valor potencial como predictor de metastasis distantes a

excepcion de la MMP-7 y MMP-14, sin afectacion ganglionar.

Por el contrario, Vizoso et col [117] encontraron que la expresion global de
TIMP-2 y MMP-13 implica una correlacion negativa con los ganglios
linfaticos, por lo tanto los mecanismos biolégicos implicados en la difusion
por los vasos sanguineos vy linfaticos dependen de diferentes procesos

tumorales.

Vizoso et col [117] demuestran la importancia de las MMPs y TIMPs en la
progresion del cancer de mama, y valorar su presencia con el fin de llegar a
una estimacion prondstica mas precisa en el carcinoma ductal invasivo de

mama.
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1.3.2. Metaloproteinasas en cancer de préstata

La expresion de MMP-2 se asocié negativamente con alto grado del tumor.
Con respecto a los fibroblastos del estroma, TIMP-3 de expresion se asocio
positivamente con el grado histologico. MMP-7 de expresion se asocio
negativamente con los niveles séricos pretratamiento de PSA, mientras que
la MMP-13 se asocié positivamente con los niveles mas elevados de
antigeno. TIMP-2 de expresion por las células inflamatorias mononucleares

correlacionaron significativamente y negativamente con el grado del tumor.

La expresion de TIMP-3 por los fibroblastos se asocié con una puntuacion de
Gleason mas alto. Un aumento de la expresion de MMP-13 por los
fibroblastos se asocié con un mayor nivel preoperatorio de PSA. En
contraste, la expresion de MMP-2 por el tumor, asi como TIMP-2 expresion
por las células inflamatorias peritumoral se asocié con caracteristicas de

carcinoma de prostata menos agresivos [145].

La expresion de la MMP-13 por las células tumorales se asocio de forma
significativa con una alta tasa de recurrencia bioquimica en el cancer de
préstata. [146] La MMP-13 se ha detectado que se expresa en diferentes
lineas celulares de cancer de prostata, tejido de cancer de prostata y
hiperplasia benigna de prostata [147]. Se ha demostrado también que las
concentraciones plasmaticas de MMP-13 eran altas en pacientes con
metastasis de cancer de prostata, y en estos pacientes disminuyeron

notablemente después del comienzo del tratamiento.

2, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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21.

HIPOTESIS DE TRABAJO
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El cancer de prostata representa actualmente un importante problema de
salud, dada su incidencia y la inexistencia de marcadores fiables, tanto para
su diagndstico como para estimar su evolucion. La realizacion de biopsias
diagndsticas se basa en el tacto rectal y el PSA, pruebas que han mostrado
bajo valor predictivo positivo de la presencia de una neoplasia prostatica, lo
que obliga a la repeticion frecuente de las mismas. Por ello en los ultimos
afios se han introducido tests adicionales como PCA3 o 4K-Score que
buscan delimitar mejor qué pacientes pueden requerir una nueva biopsia
ante unos hallazgos previamente negativos, no existiendo tampoco
marcadores histolégicos que determinen un alto grado de sospecha de la
presencia de un tumor en estos casos. Por otro lado, aunque se va
conociendo mejor la evolucion de los tumores de prostata aparentemente
localizados en pacientes sometidos a un tratamiento radical como la
prostatectomia radical, en un nimero significativo de casos se objetiva una
recidiva bioquimica (PSA) o clinica (recidiva local o a distancia) tras dichos

tratamientos.

La identificacion de los pacientes con prostatectomia radical cuya
enfermedad va a evolucionar se ha basado en nomogramas elaborados a
partir de factores clinicos que son dificiles de aplicar y que no proporcionan
una fiabilidad precisa en la identificacion de estos pacientes. Esta carencia
pone de manifiesto la necesidad de identificar marcadores que nos permitan
conocer qué neoplasias van a evolucionar y cémo. Las nuevas técnicas de
laboratorio de analisis molecular permiten identificar y estudiar multiples

factores moleculares rapidamente y con un bajo coste.

Recientes publicaciones han demostrado que las metaloproteinasas juegan
un papel importante en la agresividad y evolucion de diferentes tumores en
los humanos. Existe evidencia que los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMPs) poseen una actividad multifactorial sobre la

inhibicién de la apoptosis y en la induccion de la proliferacién tumoral.

La influencia de los factores estromales en el origen y evolucién de

diferentes tumores, se ha evidenciado por diferentes estudios clinicos y
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experimentales, ademas pueden estar mas involucrados en la produccién y
progresion de las metastasis que los detectados en las propias células
tumorales. Por ello, la gran mayoria de las piezas quirurgicas de prostata
(biopsia de prostata, muestras de reseccion transuretral o muestras de
prostatectomia radical) muestran algunas evidencias de inflamacion
prostatica con distintos grados. La identificaciéon en la zona peritumoral de un
fenotipo de células mononucleares inflamatorias o de fibroblastos con una
expresion de MMPs y TIMPs caracteristica ha sido identificada en otros
tumores como el de mama vy tiene gran interés clinico al permitir conocer de
forma precoz la evolucion agresiva de un tumor, asi como en el futuro el

desarrollo de dianas terapéuticas especificas.

2.2, OBJETIVOS PROPUESTOS

Por todo lo anterior y empleando una metodologia basada en micromatrices
tisulares, ya bien establecida a partir de diversos estudios en cancer de
mama que han permitido el desarrollo de modelos predictivos en este tumor,

en el presente trabajo se han planteado los siguientes objetivos:

* Determinar la expresion de metaloproteinasas 1, 2, 7, 9, 11, 13, 14 y
de sus inhibidores tisulares 1, 2 y 3 en células mononucleares
inflamatorias de piezas de prostatectomia radical en pacientes con
cancer de préstata, neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) e

hiperplasia benigna de prostata (HBP).

e Comparar las expresiones de dichas MMPs y TIMPs en células
inflamatorias mononucleares del estroma prostatico procedente de

muestrs de neoplasia prostatica, PIN de alto grado e HBP.

* Relacionar las expresiones de las MMPs y los TIMPs en células
mononucleares inflamatorias peritumorales de pacientes con cancer
de prostata con las caracteristicas clinico patologicas de estos
tumores.
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3.

Examinar la evolucion del cancer de prostata en nuestra serie,
considerando la recidiva bioquimica (incremento de los niveles séricos
de PSA) y/o clinica, en funcién de la expresion de la MMPs y sus

inhibidores en células inflamatorias peritumorales.
Buscar un fenotipo en las células inflamatorias peritumorales, en

relacion con las MMP2 y los TIMPs citados con diferentes

implicaciones prondsticas.

MATERIAL Y METODOS
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3.1.

PACIENTES Y TIPOS DE MUESTRAS
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Estudio retrospectivo y ciego respecto a las determinaciones histolégicas de
los marcadores. Se seleccionaron 133 casos con adenocarcinoma de

prostata localizados clinicamente, 20 con PIN y 50 con HBP.

Se incluyeron tres grupos de pacientes en el presente estudio:

A) Grupo 1: pacientes con cancer de prostata. Este grupo estaba
comprendido por pacientes con diagnéstico confirmado histolégicamente de
cancer de prostata, entre 1990 y 2001. Se selecciond este grupo de acuerdo

con los siguientes criterios de seleccion:

- Carcinoma invasivo de préstata.
- Un periodo minimo de cinco afios de seguimiento clinico en los

pacientes sin recurrencia tumoral.
Se tuvieron en cuenta, ademas, los siguientes criterios de exclusion:

- Enfermedad metastasica en el momento del diagndstico inicial.

- Historia previa de haber padecido algun tipo de tumor maligno.

- Estar recibiendo algun tipo de terapia neoadyuvante.

- Desarrollo de un segundo tumor primario durante el periodo de
seguimiento clinico.

- Ausencia de suficiente tejido tumoral en el bloque de parafina de

cara a la elaboracion de mallas de tejido.

B) Grupo 2: este grupo consisti6 en 20 pacientes con diagndstico

histolégicamente confirmado de PIN.

C) Grupo 3: este grupo consisti6 en 50 pacientes intervenidos
quirurgicamente de patologia prostatica benigna y de los que se dispuso de

las piezas quirurgicas.

3.2. PROCESO DIAGNOSTICO, DE TRATAMIENTO EN NUESTRO
MEDIO
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Los pacientes eran seleccionados en la consulta ambulatoria por
sintomatologia relacionada con HBP o por controles rutinarios de PSA. La
indicacion de biopsia prostatica estaba basada en las guias europeas de
cancer de prostata [149], cuando el valor de PSA se encontraba en valores
superiores a 3.5 ng/ml, segun el valor de referencia del laboratorio de
referencia, o con tacto rectal sospechoso. La biopsia prostatica se realizé
dirigida por eco transrectal tomandose al menos seis cilindros en total
distribuidos mapeando la préstata.

Cuando la biopsia fue positiva para adenocarcinoma de proéstata, se indico
prostatectomia radical en aquellos que se encontraban en un estadio de la
enfermedad cT2 o menor, los que por presentar un PSA < 20 ng/ml o por
pruebas de imagen (TC, gammagrafia 6sea.) no se sospechase enfermedad

ganglionar ni metastasica.

En los pacientes que fueron candidatos a prostatectomia radical ésta se
realizd por acceso retropubico segun la técnica de Walsh, procurando la
exéresis completa de la prostata con las vesiculas seminales, desde la
uretra membranosa hasta el cuello vesical. Se conservaron los haces
neurovasculares posterolaterales de la prostata bilateralmente en aquellos
pacientes en los que fue técnicamente posible y que tuvieran un Gleason
igual o menor a 6, fueran cT2a o menores y con PSA menor de 10 ng/dl, la
conservacion fue unilateral si el estadio clinico fue cT2b y no se realiz6 si el
Gleason era mayor de 6, el PSA mayor de 10 ng/dl o era cT2c o mayor. Se
realizé linfadenectomia desde la fosa obturatriz como limite inferior, hasta la
bifurcaciéon de los vasos iliacos y medialmente hasta el nervio obturador, en
los que tenian un PSA mayor de 10 ng/ml o tenian un Gleason en la muestra

de la biopsia igual o mayor a siete.

Los tumores se estadificaron de acuerdo con los criterios del American Joint
Committee on Cancer Staging (AJCCS) [150]. El grado histolégico fue
establecido segun los criterios de Gleason [45] . Los valores séricos del PSA

fueron determinados, preoperatoriamente y postoperatoriamente, utilizando
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el test “Elecys” inmune-assay (Roche Diagnostic GMBH, Mannheim,

Germany).

En todos los casos se recogieron los datos de filiacion del paciente (nombre,
edad, numero de historia clinica, nUmero de la biopsia) y se evaluaron los
factores prondsticos tradicionales pre tratamiento (estadio clinico, PSA pre
tratamiento, Gleason de la biopsia y numero de cilindros afectos),
parametros de cada paciente (tacto rectal y volumen prostatico), la fecha de
realizacion de la biopsia y si esta fue Unica o multiple. También se tuvo en
cuenta el indice de PSA libre/PSA total en aquellos que presentasen un PSA
menor de 10 ng/ml, se diferencié el patron de Gleason primario del
secundario, asi como la localizacién de las biopsias positivas, la presencia o
no de PIN de alto grado asociado, invasién perineural y/o de las vesiculas
seminales en los casos que fue posible determinarlo a priori. También los
casos que tenian TC o gammagrafia Osea previa al tratamiento se

notificaron.

Una vez realizada la prostatectomia radical de la cual se recogieron la fecha
y la presencia o no de complicaciones postoperatorias, se analizaron las
piezas reconociendo en cada caso el pT de la pieza, el patron de Gleason de
la pieza asi como el valor primario y la presencia de PIN, invasién perineural
o de las vesiculas seminales, bordes afectos y la afectacion ganglionar

patologica en caso de que existiese.

En el seguimiento se estudié la aparicidon de recidiva, considerada cuando el
PSA ascendia en dos determinaciones consecutivas por encima de 0.2
ng/ml. Se realizé la primera determinacién de PSA a los tres meses de la
cirugia y posteriormente se controlaba el valor de la proteina cada tres
meses. La recidiva se produjo en 47 casos. Se registro, el tiempo hasta la
recidiva, el tipo de recidiva (local o a distancia), el PSA, la presencia de
masa local, localizacion y numero de las metastasis. También qué
tratamiento se ofrecid y la progresion o no progresion posterior a la recidiva,

asi como el estado actual del paciente y el PSA.
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3.3. METODOLOGIA DE LABORATORIO

3.3.1. Seleccion de bloques de parafina

Las mallas de tejido se realizaron seleccionando zonas del area central del
tumor primario con objeto de evaluar el estroma intratumoral, y otras del area
periférica para valorar el estroma de la frontera tumoral y el estroma
peritumoral. También se estudiaron areas inflamatorias en los pacientes

sometidos a adenomectomia, sin tumor maligno

3.3.2. Elaboracion de las mallas de tejido

Las muestras tumorales que se utilizaron en este estudio fueron fijadas de
forma rutinaria durante 17 horas en formaldehido (al 10%) y posteriormente
embebidas en bloques de parafina y almacenadas en los laboratorios de

anatomia patoldgica.

Se seleccionaron cuatro cilindros del tumor primario, dos de esos cilindros
correspondieron al area central del tumor y otros dos a la frontera tumoral.
La frontera invasiva fue definida como el area de avance tumoral, que
corresponde a 2 mm de margen rodeando al tumor y conteniendo células
neoplasicas. Cada una de esas areas tisulares se identific6 marcando
directamente con un rotulador permanente las laminillas tefiidas con

hematoxilina-eosina.

Todas esas areas eran representativas del centro del tumor, de la frontera
tumoral y del estroma peritumoral, respectivamente. Los bloques de mallas
de tejidos (“tissue arrays”) se obtuvieron puncionando el bloque tumoral
donante con una aguja de un calibre de 1,5 mm en el area previamente
seleccionada e insertando el cilindro correspondiente en el bloque receptor

compuesto en un principio sélo de parafina.
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Toda esta maniobra se hizo con la ayuda de un instrumento especifico
(Manual Tissue Arrayer MTA | de la casa Beecham). Se establecié un orden
riguroso de los cilindros en el bloque receptor que quedd anotado en la
plantilla correspondiente para la interpretacion de los resultados. Se
seleccionaron siempre dos cilindros de cada area representativa, procurando

siempre no incluir zonas de necrosis tumoral.

De los bloques se procedid a obtener secciones de 5 ym de espesor
mediante un microtomo (Leika Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany),
transfiriéndose cada una de dichas muestras a su correspondiente
portaobjetos de superficie adherente. Una de dichas secciones se empled
para realizar una tincion con hematoxilina-eosina para comprobar que

contenia las muestras representativas de los diferentes tumores.

Figura 3. Ejemplos de expresion de MMP-1 en patologia prostatica
benigna y en cancer de prostata (400x).

3.3.3. Analisis inmuno histoquimico
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Sobre las secciones tisulares fijadas con formol al 10% y sumergidas en
parafina, se realizé el estudio inmuno histoquimico usando un inmuno
tefidor automatico (TechMate TM50 autostainer, Dako, Glostrup, Denmark)
con objeto de evaluar la expresion de las proteinas y su localizacion

morfolégica en el ambito del tejido tumoral.

Las secciones de tejido se des parafinaron en xileno y se rehidrataron con
concentraciones decrecientes de alcohol etilico (100%, 96%, 80%, 70%,
luego agua). Para aumentar la recuperacion de los antigenos de interés las
secciones fueron calentadas a 95°C mediante un aparato microondas H2800
Microwave Processor (EBSciences East Granby, CT, USA) en un buffer de
citrato (Target Retrieval Solution; Dako) a 99°C durante 16 minutos. La
actividad peroxidasa enddgena se bloqued incubando las muestras en una

solucién especificamente disefiada para ello (Dako) durante 5 minutos.

Se utilizaran anticuerpos comerciales contra:

* Proteinas relacionadas con la invasion y metastasis: colagenasa
intersticial (MMP-1), colagenasa neutrofilica (MMP-8), colagenasa-3
(MMP-13), gelatinasa A (MMP-2), gelatinasa B (MMP-9), matrilisina
(MMP-7), estromalisina-3 (MMP-11), metaloproteinasa de membrana tipo
1 (MT1-MMP), TIMP-1 y TIMP-2.

* Antigenos marcadores de tipo celular para linfocitos T (CD 3, CD 45Ro,
CD 4,CD 8) , células dendriticas (CD1a) y macrofagos (CD68 ) todos
ellos de la casa DAKO, Glostrup, Dinamarca.

* Adicionalmente determinamos citoquinas: interferén-y, interleukina-2, -6, -
10; asi como TGF—R y el TNF-a, (Abcam, Cambridge, UK).

Las diluciones utilizadas fueron: 1/50 para MMP-2,-7 y TIMP-2; 1/100 para
MMP-9, 13, TIMP-1 y -3; y 1/200 para MMP-1 y -11. El control negativo se
realizé con suero diluido con la misma concentracion de Ig G murina que el
anticuerpo primario. Todas las diluciones fueron realizadas en un anticuerpo
diluyente (Dako) e incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente.
En estudios previos se confirmé la presencia de las proteinas evaluadas por
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analisis de Western Blot, una simple banda de la masa molecular esperada

fue observada para cada proteina.[151,152]

Como sistema de tincion para la deteccién de la reaccion antigeno-
anticuerpo se utilizo un kit de Dako, que incorpora diaminobencidina como
cromogeno. Las secciones fueron contrastadas con hematoxilina,

deshidratadas con etanol y montadas definitivamente.

3.3.4. Analisis de las tinciones inmuno histoquimicas

Para las determinaciones inmunohistoquimicas, se establecidé un orden
combinado de las diferentes determinaciones de factores de acuerdo con los
distintos cortes histologicos de cada muestra tisular, de tal forma que ello
nos permitia evaluar las posibles asociaciones de los distintos factores en
cada sub-poblacion de células. Para las técnicas de inmunotincién se utilizo
un inmunotenidor automatico (DAKO AUTOSTAINER). Se trata de un
sistema automatico de tincién inmunohistoquimica con software incorporado,
que permite la realizacién de varias tinciones simultaneas hasta un maximo
de 48 portas. Se trata, ademas, de un sistema horizontal, con lo que se
evitan problemas de difusion de reactivos y esta abierto a todo tipo de

anticuerpos y protocolos de tincion.

Las secciones fueron cortadas a 5 micras con el apoyo de un microtomo
automatizado HM-355S de la casa MICROM. Los anticuerpos primarios
comerciales fueron de las casas especificadas en el apartado anterior. Se
empled como sistema de deteccion el método del polimero conjugado (En
Vision™ de la casa DAKO). En algunos casos se realizd recuperacion
antigénica con calor usando un procesador ultrarrapido de tejidos con un
sistema de microondas (H2800 Microwave Processor, EBSciences, East
Granby, Connecticut, USA).

Se determind para cada preparacion que se estudiara la localizacion de la
tincion inmunohistoquimica, el porcentaje de células tefidas y la intensidad

de la tincion. El andlisis fue semicuantitativo y se conté con la ayuda de un
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sistema de anadlisis de imagen (analisis-AUTO software de la casa Soft
imaging system, Muinter, Alemania), incorporado a un microscopio de
investigacion Olympus BX51 y a un sistema DP12 de captacion de imagenes

igualmente de la casa Olympus.

Para el analisis, cada seccion tumoral estaba tefida con el correspondiente
anticuerpo segun el método explicado previamente y contrastada con
hematoxilina. Cada tincién tenia una diferente densidad 6ptica que captaba
el programa. Cada cilindro era analizado con un aumento de 400x en dos
areas diferentes, seleccionando el programa informatico el area marcada por
el anticuerpo que presenta una mayor densidad 6ptica y quedando tefida de
rojo mientras que el area no marcada (fondo) y sélo contrastada con
hematoxilina, de menor densidad éptica, quedaba tefida de azul.

Cada campo medido tenia un porcentaje resultante de dividir el area tefida
entre el area no tefiida y se obtuvo una media final entre las dos areas
analizadas en cada cilindro. Para evaluar la intensidad de la tincién se usé
una puntuacién con un rango de 0 a 3, donde 0 corresponde a no tincién, 1
tincion débil, 2, tincion moderada y 3 tincion intensa. Este valor de la
intensidad se multiplicdé por el porcentaje obtenido con el programa
informatico para darnos una puntuacion final de 0 a 300 para cada cilindro.
Como cada tumor tiene dos cilindros seleccionados en una determinada
area analizada se hizo la media entre ambos. En caso de que uno de los
cilindros no fuera valorable se tomo como base la puntuacién obtenida en el

otro cilindro.

La evaluacion de la tincién inmunohistoquimica global estuvo basada sobre
la tincion de areas correspondientes tanto a las células tumorales como a las
células estromales. No obstante, en el presente estudio también evaluamos
la tincion inmunohistoquimica para cada uno de los principales tipos
celulares: células tumorales, fibroblastos y células mononucleares
inflamatorias (MICs). Nosotros distinguimos las células estromales de las
células neoplasicas al ser éstas ultimas de mayor tamafio. Ademas, los

fibroblastos son células alargadas, mientras que las CMIs son células
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redondas. Por otra parte, mientras que las células neoplasicas estan
dispuestas formando un patrén acinar o trabecular, las células estromales
estan dispersas. Se utilizaron marcadores especificos para distinguir las
células mononucleares inflamatorias de las células tumorales y los

fibroblastos.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1. Estadistica descriptiva

Se registraron datos de los pacientes, como: la edad, la fecha de
intervencion y niveles séricos preoperatorios y postoperatorios de PSA. Los
datos de los tumores incluyeron: localizacién tumoral y tamafo tumoral,
estado de afectacion ganglionar (n° total de ganglios aislados/n® total de
ganglios afectos), grado y tipo histolégicos, necrosis, invasién vascular,
linfatica y neural, infiltrado linfoplasmocitario, y la presencia o no de focos

tumorales multiples (multicéntricos y/ multifocales).

Se obtuvieron datos relativos al tratamiento y seguimiento cinico. En éste
ultimo tipo de datos se registré la recurrencia bioquimica (elevaciones
séricas posoperatorias de los niveles de PSA), la recurrencia clinica
(locorregional o a distancia), y los fallecimientos, diferenciando si fueron o no

relacionados con la progresién tumoral.

Se estudiaron las expresiones de la MMPs y sus inhibidores en células
inflamatorias peritumorales, sefialando una mediana de la puntuacion de
cada marcador. Las tinciones inmuno histoquimicas fueron analizadas con el
apoyo de un sistema de analisis de imagen digital, tal como se sefialé con
anterioridad. Se analiz6 la posible relacion entre todos los parametros del
estudio y se aplicaron analisis estadisticos paramétricos o, en su caso, no

parameétricos, estudios de supervivencia y analisis multivariante.
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Las variables cuantitativas se expresan como media * DE(desviacion
estandar) o bien como mediana (percentil 50) en los casos pertinentes

(tiempo de supervivencia).

Se utilizé el test de la t de Student para comparar las medias de dos
categorias dentro de una misma variable dependiente y el analisis de la
varianza (razéon F) para comparar mas de dos medias. Las variables
cualitativas se expresan como frecuencias y porcentajes. Para conocer la
existencia de asociacion entre variables realizamos tablas de contingencia y
la prueba de Chi2 de Pearson. Se calculé la significacion para este
estadistico, asi como los riesgos relativos entre cada grupo (grado de

asociacion) cuando se demostré asociacion estadistica entre ellos.

Para la realizacion de los calculos se utilizé el programa SPSS 17.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL, USA), las diferencias entre grupos se consideraron

estadisticamente significativos cuando la p era igual o menor a 0,05.

3.4.2. Analisis de supervivencia (Método de Kaplan-Meier)

El analisis de supervivencia (tiempo libre de enfermedad) se realizd
mediante el método de Kaplan-Meier, lo cual permite su representacion
grafica. Posteriormente, se empled la prueba del rango logaritmico (log-
rank), comparando la forma de las curvas de supervivencia y evaluando asi
el efecto de cada uno de los factores prondsticos sobre el tiempo libre de
enfermedad. Finalmente, se realizé un estudio multivariante de Cox para

conocer la influencia de estas variables en la evolucion de la enfermedad.

Ademas, utilizamos el “analisis bidimensional de agregados jerarquico” con
el programa “Cluster 3.0” (Universidad de Stanford) para los identificar los
diferentes fenotipos de expresion de los factores en los diferentes tipos

celulares del tumor primario.
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4,

RESULTADOS
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Se realizaron mas de 2.600 determinaciones en muestras de cancer de 133
pacientes con carcinoma de proéstata localizado sometidos a prostatectomia

radical (47 con y 86 sin recidiva bioquimica). Las caracteristicas de los
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pacientes y los tumores se presentan en la Tabla 5. La edad de los

pacientes oscil6 entre 44 y 79 afios (media, 65,34 + 6:41 afios).

Los valores preoperatorios del PSA variaron de 3,9 a 31 ng/ml (media, 9,19
+ 5,84). Las muestras segun la puntuacion de Gleason se agruparon en 4 o
menos, de 5a 6y 7 a 10. Se distribuyeron de la siguiente manera: GS 2-4,
18 (13,5%); GS 5-6 67 (50,4%); GS 7-10 48 (36,1%).

El estadio anatomopatoldgico se distribuyd de la siguiente manera: T2
localizado, 106 (79,7%) y localmente avanzado T3-4, 27 (20,3%).

Las estimaciones de la probabilidad de permanecer libre de recurrencia se
calcularon utilizando el método de Kaplan-Meier. Se utilizé la prueba de
rangos logaritmicos para comparar las diferencias en la recurrencia en
subgrupos. La recidiva bioquimica o clinica se constaté en 47 de los 133
pacientes estudiados. La mediana del tiempo de seguimiento de todos los
pacientes con cancer de prostata fue de 62 meses. La mediana de tiempo

hasta la recurrencia de los pacientes fue de 46 meses (rango 1-129).

Cuarenta y siete pacientes (35,3%) experimentaron progresion bioquimica
(PSA> 0,2 ng/ml) con metéstasis clinicas en 6 pacientes (12,7% de los
tumores recurrentes). El tratamiento secundario fue instituido a discrecion
del médico. La radioterapia postoperatoria se administré a 6 pacientes y la
terapia de privacion de andrégenos (castracion quimica con la hormona
luteinizante liberadora de agonistas de la hormona, antiandrégenos, o una
combinacion de los mismos) se le administré a 34 pacientes (en 8 casos en

tratamiento adyuvante).

También se analizd la expresion de todas estas proteinas en 20 pacientes
con PIN y en 50 con HBP.

Valores N ( %)
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Edad <65 80 (60.1)
Aios >65 53 (39.9)
Estado T2 106 (79.7)
Patolégico T34 27 (20.3)
Puntuacion 2-4 18 (13.5)
Gleason 5-6 67 (50.4)
7-10 48 (36.1)
PSA Preoperatorio <10 93 (69.9)
(ng/ml) >10 40 (30.1)

Tabla 5: Caracteristicas de los pacientes en nuestra serie

41 EXPRESION DE LAS MMP Y TIMP EN LAS CELULAS
INFLAMATORIAS MONONUCLEARES EN CP, PINy HBP..

En primer lugar, se compararon las expresiones globales de MMP y TIMP en

carcinomas de prostata con PIN y HBP (Tabla 6).

FACTOR

Numero de casos positivos

(porcentaje)

Valor de P

PIN

HBP

CP
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MMP-1 5(25%) | 15(30%) | 123 (92.5%) < 0.001

MMP-2 4(20%) | 8(16%) | 81 (60.9%) <0.001
MMP-7 | 17 (85%) | 35 (70%) | 107 (80.5%) 0.232
MMP-9 2(10%) | 3(6%) | 90 (67.7%) <0.001

MMP-11 | 11 (55%) | 20 (40%) | 123 (92.5%) <0.001

MMP-13 | 9 (45%) | 6(12%) | 93 (69.9%) <0.001
MMP-14 | 2(10%) | 29 (58%) | 82 (61.7%) <0.001
TIMP-1 6 (30%) | 14 (28%) | 95 (71.4%) <0.001
TIMP-2 6 (30%) | 14 (28%) | 95 (71.4%) <0.001
TIMP-3 | 11 (55%) | 29 (58%) | 100 (75.2%) 0.03

Tabla 6. Expresion global de las metaloproteinasas y sus inhibidores en

20 PIN, 50 HBP, y en 133 carcinoma de prostata.

Solo la expresion de MMP-7 no muestra diferencia significativa entre el

cancer de préstata y patologias benignas.

Encontramos una gran variabilidad de la expresion de las metaloproteinasas

y sus inhibidores en las muestras de carcinoma de prostata.

FACTOR VALORES

[Mediana (rango)
MMP-1 104.5 (0-245.1)
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MMP-2 427 (0-239.6)

MMP-7 | 52.75 (0-235.56)

MMP-9 39.33 (0-123.9)

MMP-11 111.5 (0-257.53)

MMP-13 | 42.2 (0-151.7)

MMP-14 32.9 (0-290)

TIMP-1 33.9 (0-120.8)

TIMP-2 52.16 (0-238.8)

TIMP-3 | 43.35 (0-238.76)

Tabla 7. Valores de metaloproteinasas y sus inhibidores en 133

carcinomas de prostata.

Encontramos gran variabilidad de la expresion de MMPs o TIMPs con

respecto a su expresion por las células tumorales (CT) o por las células
inflamatorias mononucleares (MIC).

El porcentaje de inmunotincion fue mayor en las células tumorales para
todas las proteinas estudiadas ya fueran MMPs o TIMPs (tabla 8). En las
células inflamatorias mononucleares peritumorales la MMP que presento6 una

mayor intensidad de tincion globalmente fue la MMP1 (figura 4).
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Figura 4. Ejemplo de TIMP-2 en células inflamatorias mononucleares

(flechas negras) (400x).

P Células Células inflamatorias
Tumorales mononucleares

MMP-1 123 (92.5%) 76 (57.1%)
MMP-2 80 (60.2%) 11 (8.3%)
MMP-7 106 (79.7%) 21 (15.8%)
MMP-9 90 (67.7%) 9 (6.8%)
MMP-11 122 (91.7%) 56 (42.1%)
MMP-13 92 (69.2%) 49 (36.8%)
MMP-14 82 (61.7%) 24 (18%)
TIMP-1 95 (71.4%) 43 (32.3%)
TIMP-2 81 (60.9%) 39 (29.3%)
TIMP-3 97 (72.9%) 26 (19.5%)

Tabla 8: Expresion de MMPs y TIMPs en los distintos tipos celulares del

cancer de prostata. Los datos estan representados como nimero de casos

(porcentaje de expresion).
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4.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EXPRESION DE MMPS Y TIMPS
POR LAS CELULAS INFLAMATORIAS MONONUCLEARES EN
PATOLOGIA PROSTATICA BENIGNA Y CANCER DE PROSTATA.

Con respecto a la expresion de MMPs y TIMPs por MIC, encontramos
diferencias en la expresion de algunas MMPs y TIMPs entre prostatas con

patologia benigna y carcinomas de préstata (Tabla 9).

Por lo tanto, las expresiones de MMP-1, 2, 11y 13, TIMP-1, 2y 3 por MIC se
mostraron en un mayor porcentaje de casos en los carcinomas de prostata
(58,5%) que en PIN o en HBP. Sin embargo, encontramos diferencias no

significativas en la expresién de MIC para MMP-7, 9 y 14.

MIC

P
FACTOR PIN HBP CcP
MMP-1 0(0%) |3(6%) |76 (57.1%) |P <0.001
MMP-2 0(0%) 0(0%) |11(83%) |P:0.047
MMP-7 2(10%) |5 (10%) |21 (15.8%) |P: 0.524
MMP-9 0(0%) |0(0%) |9(6.8%) |P:0.084
MMP-11 1(5%) |1(2%) |56 (42.1%) |P < 0.001
MMP-13 |2 (10%) |2 (4%) |49 (36.8%) |P < 0.001
MMP-14 | 1(5%) 6 (12%) |24 (18%) |P:0.242
TIMP-1 0(0%) |3(6%) |43(32.3%) |P <0.001
TIMP-2 0(0%) 0(0%) |39 (29.3%) |P <0.001
TIMP-3 0(0%) |1(2%) |26 (19.5%) |P:0.001

Tabla 9. Estudio comparativo de la expresion de MMPs y TIMPs por

las células mononucleares inflamatorias en patologia benigna y
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cancer de prostata. En cada celda aparece el nimero de casos y entre
paréntesis el porcentaje de expresion.
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4.3 RELACION ENTRE LAS EXPRESIONES DE LAS MMPS Y TIMPS EN
CELULAS MONONUCLEARES INFLAMATORIAS Y
CARACTERISTICAS CLINICO PATOLOGICAS EN PACIENTES CON
CANCER DE PROSTATA

Se analizé la posible relacion entre la expresion de MMPs y TIMPs por los
diferentes tipos celulares y las caracteristicas clinico-patoldgicas de los
estroma

carcinomas de préstata (células tumorales o células del

intratumorales). Nuestros datos demuestran varias asociaciones en funcion

de los tipos celulares que expresan las proteinas (Tabla 10).

CElulas tumorales
Puntuacion de Gleason
Factor 2-4 5-6 7-10 Total P-
Value
MMP-2 (-) 7 (13.2%) |20 (37.7%) |26 (19.1%) |53 (100%)
0.032
MMP-2 (+) 11 (13.8%) |47 (58.7%) |22 (27.5%) |80 (100%)
MMP-7 (-) 8 (29.7%) 12 (44.4%) |7 (25.9%) |27 (100%)
0.021
MMP-7 (+) 10 (9.4%) |55 (51.9%) |41 (38.7%) | 106 (100%)
MMP-13 (-) 10 (24.4%) |19 (46.3%) |12 (29.3%) |41 (100%)
0.047
MMP-13 (+) |8 (8.7%) 48 (52.2%) |36 (39.1%) |92 (100%)
TIMP-1 (-) 11 (28.9%) |13 (34.3%) |14 (36.8%) |38 (100%)
0.018
TIMP-1 (+) 7 (7.4%) 54 (56.8%) |34 (35.8%) |95 (100%)

Tabla 10. Relaciéon entre la expresion de MMPs y TIMPs por las

células tumorales y el grado histolégico del tumor. Los datos estan

representados como numero de casos (porcentaje de expresion).
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Con respecto a la expresion por las células tumorales, se encontré que la
expresion de MMP-2 fue negativa y significativamente asociada con tumor
de alto grado; mientras que la expresion de MMP-7, MMP-13 y TIMP-1 por
las células tumorales fueron positivas y asociada significativamente con el

grado histologico indiferenciado de los tumores (Tabla 11).

Células Numero de Media Rango P
tumorales Casos PSA
MMP-2 (-) 53 10,66 3,42-31
0,018
MMP-2 (+) 80 8,21 0,69-24,3

Tabla 11. Relaciéon entre la expresion de MMPs y TIMPs por las
células tumorales y el PSA pre tratamiento en pacientes con cancer

de préstata.

Del mismo modo, encontramos una relacion inversa entre MMP-2 por las
células tumorales y los niveles séricos de pre-tratamiento de PSA (Tabla 9).
También se encontr6 que TIMP-2 expresion de MIC correlaciona

significativamente y negativamente con el grado tumoral (tabla 12).

Puntuacion de Gleason

Factor 2-4 5-6 7-10 Total P
TIMP-2 (-) |9 (9.6%) |46 (48.9%) |39 (41.5%) |94 (100%)

0.04
TIMP-2 (+) |9 (23.1%) |21 (53.8%) |9 (23.1%) |39 (100%)

Tabla 12. Relacion expresion de TIMP-2 por MIC (células inflamatorias
mononucleares) y el grado histolégico en 133 carcinomas de préstata.

Los datos se representan como el numero de casos (en porcentaje).
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4.4 RELACION ENTRE LA EXPRESION DE MMPs Y TIMPS EN LAS
CELULAS INFLAMATORIAS PERITUMORALES Y LA RECIDIVA
BIOQUIMICA EN CANCER DE PROSTATA LOCALIZADO.

v

s . L . arc24638 29/9/15 11:25
Es de destacar el hallazgo que indica varias asociaciones con recurrencia Eliminado: .

bioquimica dependiendo del tipo celular que expresa los factores. La

expresion de la MMP-13 por las células tumorales se asocid
significativamente con una mayor probabilidad de recidiva bioquimica (p=
0,012) (Figura 5).
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Figura 5. Probabilidad de recidiva bioquimica en funcién de la expresion
de MMP-13 por las células tumorales (p= 0,012). MMP13 negativa
(verde), mediana no alcanzada; MMP13 positiva (roja), mediana: 91
meses (IC 95%: 73,79-108,2)

La expresion de MMP / TIMP por MIC no se asocidé con probabilidad de
recidiva.
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4.5 IDENTIFICACION DE UN FENOTIPO EN LAS CELULAS

INFLAMATORIAS PERITUMORALES EN RELACION CON LAS MMPS
Y LOS TIMPS, ESPECIFICO DE TEJIDO TUMORAL Y DE TEJIDO
PROSTATICO NO NEOPLASICO.

Para identificar grupos especificos de tumores con distinta expresion
inmunohistoquimica MMP/TIMP, lo datos fueron analizados mediante
analisis de agrupamiento jerarquico no supervisado, por valores de

puntuacion y por cada tipo celular.

El método de agrupamiento jerarquico no supervisado organiza las proteinas
en una estructura de arbol, con base en su similitud. Los datos han sido
formateados de la siguiente manera: -3 designado de tincién negativa, 3
tincién positiva, los datos que faltaron se dejaron en blanco.

Los valores de puntuacién se reestructuraron (positivo - negativo). Se eligié
la mediana como punto de corte. Se utilizé el programa Cluster 3.0
(promedio de vinculacion, de correlaciéon de Pearson) [153] .

Los resultados se muestran con Treeview (Eisen et al. 1998). EI algoritmo
ordenado de proteinas en el eje horizontal y las muestras en el eje vertical

basado en la similitud de sus perfiles de expresion.

Cuando consideramos los casos dicotomizadas con respecto a sus valores
de puntuacion como el uso de la mediana para cada MMP o TIMP como
punto de corte, esto produjo un dendograma que muestra una division de
primer orden de los tumores en dos perfiles moleculares MMP/TIMP
distintas, un grupo designado como 1 con una alta expresion MMP/TIMP (n:
70) y el otro disefiado el grupo 2 (n: 63) con una baja expresion MMP/TIMP
(Figura 6 A).
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Sin embargo, el analisis no produjo un dendograma con grupos de clusteres

bien definidos de los casos para la expresion de MMP/TIMP células

inflamatorias mononucleares (Figura 6B).

Figura 6. Representacion grafica del dendograma para valores de células

tumorales (A) o en las células mononulceares inflamatorias (B)).
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5. DISCUSION




La serie estudiada en este trabajo incluye una muestra seleccionada en la
que los datos son superponibles a los de la poblacion general de pacientes
sometidos a prostatectomia radical, ya que fueron previamente elegidos de
acuerdo con parametros clinicos para poder analizar un abanico amplio de

casos con diferente perfil prondstico.

La edad media de los 133 pacientes fue de 66.1 afios y un rango de edad
que iba entre los 44 afios del paciente mas joven hasta los 79 afos el mas
anciano, perfil de edad muy similar al del paciente tipo del Registro Nacional
del Cancer publicado en Espafia en 2013 que tenia una edad media de 69
afos [154].

Se objetivd recidiva bioquimica o clinica de la enfermedad en un 39% de
los pacientes con una mediana de seguimiento de 62 meses y una cifra de
recurrencia similar a la de la serie de 1000 pacientes diagnosticados entre
1994 a 2011 de Sanchis-Bonet [155] que fue del 38%. Es por ello una
muestra representativa de la poblacién espafiola diagnosticada de Cancer
de prostata en los servicios de urologia.

La incidencia del cancer localizado de nuestra muestra (79%) es algo inferior
a la de estudios epidemioldgicos esparoles donde fue del 89%, existiendo
una cifras similares en la estadificacion del tumor en la serie nuestra del 63%
con un Gleason <6 y la del registro nacional del cancer (56%) [154]. Se
encontré en nuestros pacientes una buena correlacion entre la estadificacion

clinica y el estadio anatomopatologico

Numerosos estudios han demostrada Ja limitada precision diagnéstica del |

PSA en los pacientes con cancer de prostata y sin embargo, sigue siendo el |

principal biomarcador y el mas utilizado para el cribado del cancer de |

prostata [156].

Aunque la sensibilidad del PSA para detectar el riesgo de metastasis o

muerte por CP puede ser alta [157], la especificidad de la prueba es
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insuficiente y conduce a frecuentes biopsias de prostata y una gran
proporcion de biopsia negativas.

En nuestra serie el 69% de los pacientes tenia al diagnéstico un PSA menor
de 10 ng/dl. A pesar de su baja especificidad y bajo valor predictivo positivo
el PSA se mantiene aun como la primera linea de cribado de cancer de

préstata e indicacion de biopsia [157].

Los resultados de estudios clinicos aleatorizados muestran que la prueba de
PSA lleva a un riesgo significativo de sobre diagndstico y sobre tratamiento

158].

/| Eliminado: (Andriole) . R

En Estados Unidos cada afio se realizan mas de un millon biopsias de
préstata, no encontrandose en la mayoria de ellas cancer o diagnosticando
a los pacientes de lesiones de bajo riesgo que tendran un bajo impacto en su
calidad de vida. [159]
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La incidencia de biopsias negativas para cancer de prostata en pacientes

con elevacion del PSA entre 3 y 10 ngr/dl es alta [160], ,

Cada biopsia innecesaria representa un dafio real al paciente en términos de

ansiedad, sangrado, malestar, y el riesgo de infeccion. [161],

) - ( Eliminado: 57

BN 24638 29/9/15 8:05
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Se necesitan biomarcadores que puedan predecir con mas precision el
riesgo de padecer cancer de proéstata significativo y con ello evitar biopsias

innecesarias.

Varios biomarcadores nuevos han aparecido en los ultimos afios el PCAS, el
PHI, el test 4kScore y la utilizacion de la resonancia magnética nuclear para
realizar biopsias mejor dirigidas y poder identificar mejor a los pacientes que

posean un tumor no significativo para que se puedan beneficiar de
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tratamientos menos agresivos y pueda indicarse la vigilancia activa, pero

ningun nuevo marcador han alcanzado aun un uso clinico generalizado,

El Progensa PCA3 aprobado por la FDA como marcador diagnostico+
del Cancer de Prostata, ayuda en la decision de la rebiopsia. La
sensibilidad se ha aumentado al bajar el punto de corte de 35 a 25,
aunque los resultados para establecer una relacion prondstica
(Estadio de Gleason y estadificacion tumoral)
[162,163,164, 165],

no son concluyentes

¥ arc24638 29/9/15 8:06

Test 4k score (Mide 4 kalicreinas, junto con la valoraciéon del PSA), en

un estudio prospectivo realizado en EEUU para valorar la precision

del test 4K mas una serie de parametros clinicos que incluian el PSA,
la raza, la edad, el tacto rectal y la realizacion de biopsia previa en
diagnosticar canceres de alto grado (Gleason 27), mostr6 que el
4Kscore posee una excelente capacidad de discriminar entre los
hombres que son susceptibles de padecer canceres clinicamente
relevantes ( Gleason > 7 ) y aquéllos que son susceptibles de padecer
canceres de bajo grado o sin cancer. El estudio demostré que la
prueba tiene una potencial significacion para reducir el nimero de

biopsias de prostata innecesarias [166].

El Prostate Health Index (PHI) indice de Salud de la Préstata es un
algoritmo que incluye la isoforma PSA [- 2] proPSA con PSA total y
libre. Ha demostrado aumentar el

biopsias.[167,168],

rendimiento predictivo en

Estudios recientes han corroborado que el PHI puede mejorar Ia{;”’

habilidad para discriminar pacientes con y sin cancer de prostata,

[169]. Aunque en uno de los estudios también demostr6 mayor

precision en el diagndstico de Cancer de prostata frente al PSA no fue
tan preciso en la identificacion de pacientes con cancer de prostata de
alto riesgo. _
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Por tanto aunque, no hay diferencias en la discriminacion de Cancer+

de prostata y en la identificacion de canceres de alto grado entre la 4k
Score y PHI, estos test sanguineos ayudan a la decision de realizar
biopsia junto con el PSA y a identificar a pacientes de mayor riesgo
[170].,

Aunque disponemos marcadores bioldgcos para identificar pacientes con

cancer de prostata, Ja tasa de deteccién de cancer de prostata es de

aproximadamente 40-45% para una biopsia de prdstata guiada por ecografia

transrectal [171].,

La utilizacion de otras pruebas de imagen como Ja biopsia guiada por

resonancia magnética no se han detectado, mas canceres que con la guiada

por ecografia lo que si se ha encontrado, es una mayor tasa de deteccion de

N arc24638 29/9/15 8:20

canceres significativos [172] y una menor tasa de deteccion de canceres

insignificantes si lo comparamos con la biopsia guiada por ecografia [173],

A

Todas estas pruebas de imagen y biomarcadores tienen el objetivo de k

mejorar Ja precision en la estratificacion del cancer de prostata ya que es

esencial en el momento del diagndstico y al tomar la decision terapéutica

jdentificar aquellos pacientes con alto riesgo de mortalidad cancer

especifico. Estos pacientes tienen mas probabilidad de beneficiarse de una
terapia mas agresiva y por lo tanto es importante diferenciarlos de la gran
mayoria de los pacientes que se van a beneficiar de la cirugia y tienen un

bajo riesgo de mortalidad por cancer de prostata.

Recientes publicaciones demuestran que si combinamos la valoraciéon
postquirdrgica del cancer de préstata que predice la recurrencia bioquimica y
la mortalidad especifica del cancer de préstata [174] utilizando el PSA

preoperatorio, los datos clinicos de extension y la anatomia patoldgica junto
con la valoracion de parametros gendémicos, aumentamos la precision en la

identificacion de pacientes de riesgo [175],
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La necesidad de optimizar la eleccion del tratamiento ha llevado al European
Multicenter Prostate Cancer Clinical and Translational Research Group
(EMPaCT) a la estratificacion de pacientes de alto riesgo en subgrupos
prondsticos identificando tres grupos de pacientes en funcion de la presencia
o no de uno o varios de los siguientes factores de riesgo; PSA < 20 ngr /ml o
PSA > 20 ngr /ml, Puntuacion de Gleason 2-7 versus 8 -10 y Estadio clinico
cT 1-2 frente a ¢ T3-4. Se clasificaron como de buen pronostico aquéllos
que solo tenian un factor de riesgo, pronostico intermedio si tenia un PSA >
20 ngr / ml y cT3-4 y mal prondstico si tenia Gleason 8-10 y PSA > 20
ngr/ml o Estadio cT3-4. La tasa de supervivencia para los grupos de buen,
intermedio y mal prondstico fueron a los 5 afios de 98,7 %, 95,4 % y 96,5 %
y alos 10 afios de 88,3, 88,8,y 79,7 [176].

A

Es evidente la preocupacion de la comunidad urolégica por identificar

marcadores que nos permitan seleccionar grupos de pacientes para poder

personalizar los tratamientos.

¢Pueden las metaloproteinasas o sus inhibidores tener un papel en la
identificaciéon de estos pacientes con tumores mas agresivos o en la

identificacion de biopsias negativas de factores de riesgo?,
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EXPRESION DE LAS MMPs EN MIC DEL ESTROMA Y SU RELACION
CON LA PRESENCIA DE CANCER DE PROSTATA

La mayor expresion de las MMP ( MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-11, MMP-
13, MMP-14) y TIMP ( TIMP-1, TIMP-2, TIP-3) en los carcinomas de préstata

frente a la expresion en las muestras de PIN y HBP reflejan el importante
papel de estos factores en la biologia molecular de estos tumores. Los
hallazgos de altos niveles de expresion de algunos MMP y TIMP podria
ayudarnos a identificar en pacientes con HBP o PIN quiénes pueden
desarrollar cancer de proéstata, lo que puede ser importante respecto a
disefar estrategias preventivas y a realizar mas estudios de prevencion del
cancer de prostata basado en la inhibicion enzimatica del sistema MMP /
TIMP.

La variabilidad de la expresion de las MMP en el cancer de préstata, apoyan
la heterogeneidad biologica del carcinoma de prostata con respecto a las
expresiones de estos parametros implicados en la invasion tumoral y la
metastasis, estando implicados en procesos basicos de la progresion del
tumor, como la degradacion de la membrana basal y la matriz extracelular, la

estimulacién de la proliferacién celular, la motilidad celular, la resistencia a la
apoptosis y la angiogénesis [177,118].

Por lo tanto, esta variabilidad en la expresion global de la MMP y TIMP que

mostramos en el estudio, puede estar relacionado con la diversa evolucién

118,177] clinica de los tumores de proéstata, proporcionando tanto
informacion prondstica clinica como predictiva. Ademas, nuestros resultados
pueden contribuir a establecer nuevas dianas terapéuticas en el cancer de

préstata basadas en la inhibicién selectiva de las MMP.
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Recientemente se ha publicado que los flavonoides querectina, paigenina,

crina, kaempferol y 3°, 4’dihidroflavona en estudios in vitro e in vivo de
células de gliobastoma humano han reducido la expresion y actividad de la
metaloproteinasa lo que producido un retraso en la migracion de estas

células tumorales. [178]
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No solo las células tumorales son el tipo celular que expresa MMPs y TIMPs
en el escenario neoplasico. En el estroma peritumoral estos factores también

se expresan en las células inflamatorias mononucleares.

Estos datos Indican que los componentes celulares de estroma tumoral
también contribuyen a la produccién de MMP y TIMP, y por tanto pueden

estas células estar implicadas en algunos aspectos de la progresion del

tumor. Es un_ notable hallazgo identificar en las células mononucleares

inflamatorias del carcinoma de prostata una mayor expresion de las MMP y

TIMP de, gue la que expresan en las patologias no malignas como son la

HBP o el PIN.

Estos datos podrian ser relevantes en relacion con la posibilidad de que la
expresion de estos factores por las células del estroma pueda contribuir a los
diagnésticos de cancer de prostata en pacientes con biopsia negativa. Esto
se debe a que hay un porcentaje de falsos negativos en las biopsias de los
carcinomas de proéstata, en los que no se detectan células cancerosas.

El papel de los MIC, se ha visto en los tumores de mama, donde la

sobreexpresion de la MMP11 en células mononucleares inflamatorias hace

que estos tumores sean mas agresivos y con metastasis a distancia. [179]

La presencia de marcadores tisulares MMPs y/o TIMPs en MICA en el tejido

aparentemente sano (sin células tumorales demostrables en la biopsia) |

puede afadir informacion util para la deteccion de carcinoma de prostata y
podrian indicar que en la cercania exista un tumor y por tanto, junto con
otras herramientas como las son los biomarcadores PCA3 urinario, indice de
PSA libre en sangre, PHI o 4K en sangre pueden ayudar a la toma de una
dado

que todavia no tenemos recursos lo suficientemente fiables, incluidas las

decision diagnéstica mas potente sobre la necesidad de rebiopsiar,
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nuevas técnicas de resonancia para determinar si una préstata con una

biopsia negativa hay que rebiopsiarla o se puede observar.

Puede que no aparezcan estos marcadores tisulares en la biopsia y que, por
tanto pueda evitarse una rebiopsia a la espera de que el PSA y el resto de
marcadores plasmaticos (indice de PSA, 4K) o urinarios (PCA3) se
estabilicen, siendo un ahorro significativo en costes, morbilidad (las biopsias

tienen complicaciones [161] y preocupacién de los pacientes (que no saben

si tienen un tumor o no). Incluso es posible que puedan establecerse
nomogramas o tablas para mejorar la decision en este aspecto en el futuro
en el que se integren marcadores plasmaticos, urinarios o tisulares, en este
caso como las MMPs de los MICs estromales que hemos encontrado

sobreexpresadas en los casos de tumor.
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RELACION DE LA EXPRESION DE LAS MMPS Y TIMPS EN CELULAS

MONONUCLEARES INFLAMATORIAS CON FACTORES CLINICO
PATOLOGICOS Y EVOLUCION POST PROSTATECTOMIA,

Las MMPs se relacionan con el estadio y con el grado. Las MMP1 y TIMP2
con el estadio tumoral y de TIMP2 con el score Gleason, de tal forma que la
sobreexpresion de estos marcadores se asocié a menor estadio y grado.

La expresion de la MMP-2 en las células tumorales tiene una asociacion
significativa con los tumores de bajo grado histoldgico, esto sugiere que esta
MMP esta asociada con un comportamiento menos agresivo en los

carcinomas de prostata.

Por contrario, la expresion de MMP-7 [180,181], MMP-13 [184,185] y TIMP-1
en las células tumorales se asocia con tumores de alto grado histolégico y la
agresividad del tumor es mayor.

Nuestros resultados indican diferentes asociaciones clinicas de las

expresiones de las MMP y TIMP con el estadio tumoral y el Grado de
Gleason en funcion de sus expresiones por las células tumorales o células

del estroma peritumoral.

v

La supresion de la MMP-7 se asocia con una baja capacidad de invasion y

crecimiento tumoral [182]. Hay datos publicados que la sobreexpresion de la

MMP-7 en las células del cancer de mama aumenta la invasividad celular y
la activacion de las proMMP-2 y MMP-9 [183]. También se han publicado

que en el cancer de mama que los altos niveles de MMP-7 se asociaron
significativamente con varios parametros indicativos de la agresividad del
tumor y se vinculan con una alta incidencia de metastasis a distancia en el

cancer de mama [118].
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Sin embargo, en el presente estudio, la MMP-7 se asocié de forma negativa
pero estadisticamente significativa con los niveles séricos pretratamiento de

PSA, lo cual no tiene una explicacion razonable en la actualidad.
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95



RELACION ENTRE LA EXPRESION DE MMPs Y TIMPS EN LAS
CELULAS INFLAMATORIAS PERITUMORALES Y EL PRONOSTICO DEL,
CANCER DE PROSTATA LOCALIZADO.

Nuestros hallazgos indican que la expresién global de la MMP-13 por células

tumorales se asocia con una recurrencia bioquimica mayor en el carcinoma

de prostata, lo que esta en consonancia con los datos del cancer de mama

que asocia la expresion de estos factores con un peor pronostico, [118,186].

La realizacién de analisis de agrupamiento jerarquico identifica dos perfiles
moleculares de expresion global de las células tumorales MMPs/TIMPs en el
cancer de prostata, sin embargo no se han podido identificar fenotipos de
expresion global de MMP/TIMP en las células inflamatorias mononucleares,

como si se encontraron en estudios realizados en el cdncer de mama, [186].

La baja expresion de los MMP y TIMP de las células inflamatorias frente a

las células tumorales, puede que sea uno de las causas que dificulta la

identificacién de fenotipo en las células inflamatorias peritumorales.
Futuros trabajos que identifiquen mayor expresion de estos factores podran

proporcionar una mejor informacion que la que proporcionamos en este

trabajo.
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6.

CONCLUSIONES
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. El estudio de las metaloproteinasas en las células mononucelares
infamatorias del estroma prostatico mostro una importante expresion de
MMP1 y MMP2 (ambos del 58,5%) y de los inhibidores TIMP1 y TIPM2,

de un 52,3 y 50,8%, respectivamente

. Se encontraron diferencias estadisticas en Ila expresiéon de
metaloproteinasas 1, 2, 11, 14, TIMP1 y TIMP2 de las células
mononucleares del estroma que fue significativamente mayor en el tejido

tumoral que en el de HBP o PIN.

. Se objetivd una relacion inversa de MMP1 y TIMP2 con el estadio
tumoral y de TIMP2 con el score Gleason, de tal forma que la
sobreexpresion de estos marcadores se asocio a menor estadio y grado.

. Sin embargo, no se evidencid una relacion entre la expresion de
metaloproteinasas en las células inflamatorias mononucleares vy recidiva

bioquimica tras prostatectomia radical.

. Tampoco pudimos demostrar un grupo bien definido de expresiéon de
MMPs-TIMPs en las células inflamatorias peritumorales que presentara

un patron evolutivo especifico.

Aunque no se ha demostrado un papel en el prondstico del cancer de
prostata localizado, las MMPs en MICs pueden servir como marcadores
tisulares de la potencial existencia de un tumor en caso de biopsias
negativas de proéstata y servir junto a otros marcadores como guia para

seleccionar pacientes que requeriran una re biopsia
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