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RESUMEN (en espaiiol)

INTRODUCCION:

El cancer de prostata (CaP) y la hiperplasia benigna de prostata (HBP) son patologias
muy prevalentes y con gran repercusion socio-sanitaria. En un contexto histologico, la
prostata estd constituida por epitelio y estroma. Este ultimo, que es el soporte
estructural, cuenta con células que secretan multitud de factores de crecimiento
necesarios para el mantenimiento del epitelio. La interaccion entre ambos es muy
importante, estando ademas el estroma implicado en el desarrollo de las dos patologias,
mediante mecanismos aun no del todo conocidos. En los ultimos afios, se han
determinado algunos factores diferenciales que estarian sobreexpresados en presencia
del estroma reactivo tumoral e inflamatorio. Este es el objetivo de este trabajo,
continuar estudiando la expresion de determinados factores en el estroma prostatico de
tejido normal, HBP y CaP en diferentes estadios con el fin de encontrar posibles

marcadores diagnésticos y dianas terapéuticas.

MATERIAL Y METODOS:

Tras obtener muestras prostaticas de pacientes con HBP y CaP, se llevo a cabo un
cultivo celular de fibroblastos. Una vez aislados, se evalud en ellos la expresion de 20
factores derivados del estroma entre los que se incluyeron el receptor androgénico (RA),
factores de crecimiento (FGF7, FGF10, NUDT6, HGF, TGFB y PDGEFp), proteinas
implicadas en la invasion (MMP-2, MMP-9 y MMP-11), inflamacion (IL-6, IL-17RB,
STAT3 y NFkp), chaperonas (HSF1 y HPA1A) y proteinas implicadas en la interaccion
epitelio/estroma (CDHI11, FAP, CXCL12 y CXCL14). Por tltimo, realizamos estudios



usuario
Lápiz


A; f\; Universidad de Oviedo

e, . . ’ .,
e N\ Universida d'Uviéu

M = N\ University of Oviedo

estadisticos para evaluar la diferencia de expresion de los mismos por los distintos
grupos empleando pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney, de Kruskal-Wallis y

correlacion de Spearman).

RESULTADOS:

Se analizaron 88 muestras de 50 pacientes; 7 con HBP y 43 con CaP en diferentes
estadios y fases de la enfermedad. De estos Ultimos se obtuvieron muestras periféricas
al tumor como grupo control de tejido normal. Encontramos diferencias en la expresion
de los algunos de estos factores, en funcion de los grupos estudiados. Existe un conjunto
de factores que se diferencia en la expresion génica entre los fibroblastos de tejido
normal (NAF) y el resto de grupos; FGF7, MMP-2, MMP-9 e IL-6 aparecen elevados
tanto en los fibroblastos de HBP como en los fibroblastos asociados a CaP (CAF) en sus
diferentes estadios. Por el contrario, FGF10, MMP-11 e IL-17RB se expresan en menor
cantidad en los fibroblastos de HBP y en los CAF en comparacion con los NAF. Los
fibroblastos de HBP se diferencian de los CAF de CaP localizado (CPL) en un aumento
en la expresion génica de PDGF y CXCL14 y una disminucién en la expresion de FAP.
En los CAF de CaP metastasico (CPM+) aparece una disminucion de la expresion de
IL-6 con respecto a los CAF de CPL. Los CAF de pacientes con TDA presentan un
aumento en la expresion de RA, HSF-1 y HSPA1A con respecto a los NAF y a los CAF
de CPL. Sin embargo, la expresion de HGF, FAP y CDHI11 por los CAF de pacientes
con TDA, es menor que en los NAF y los CAF de CPL. Los CAF de los pacientes con
TDA presentan un aumento de IL-6 respecto a CPM+ y una disminuciéon en la
expresion de HGF. Por ultimo, la expresion génica de MMP-11, HSPA1TA y NFkp esta
aumentada en los CAF de CaP resistente a la castracion (CPRC) con respecto a los de
CaP sensible a castracion (CPSC) mientras que la expresion de TGFB-1 es menor en
CPRC.

CONCLUSIONES:

Estos resultados nos permiten establecer posibles marcadores diagnosticos como
PDGFp y CXCL14 para HBP y prondsticos como MMP-11 y HSF1 en CaP. Igualmente
hemos encontrado diferencias que permiten estudiar posibles dianas terapéuticas con
una probable aplicabilidad clinica futura, como anticuerpos monoclonales anti IL-6 y su
receptor o anti CDHI11, profarmacos dirigidos contra FAP o HSPA1A como diana
terapéutica en fase de CPRC. Aunque para todo ello se precisan mas estudios que

consigan validar externamente nuestros resultados con mayor nimero de pacientes.
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RESUMEN (en Inglés)

INTRODUCTION:
Prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are very prevalent

pathologies with a great socio-economic impact. Histologically, the prostate is made of
epithelial tissue and stroma. The latter, which constitute the structural support, is made
of growth factor-releasing cells, needed to maintain the epithelium. The interaction
between these two components is extremely mportant, being the stroma the one that is
involved with the development of both PCa and BPH pathologies. However, the
underlying mechanisms are not quite known. In the last years, some differential factors
have been identified, and it has been shown that they are overexpressed in the presence
of tumoral and inflammatory reactive stroma.

The aim of this study is to continue studying the expression of certain stromal factors in
healthy tissue of the prostate, BPH and in different stages of PCa, in order to find some

possible diagnostic markers and therapeutic target agents.

MATERIAL AND METHODS:

After obtaining prostate samples from patients with BPH y PCa, a fibroblast cell culture
was made. Once they were isolated, the expression of 20 stromal-derived factors were
evaluated including androgenic receptor (AR), growth factors (FGF7, FGF10, NUDT®6,
HGF, TGFBI1 and PDGEFp), invasion-involved proteins (MMP-2, MMP-9 and MMP-
11), inflammation markers (IL-6, IL-17RB, STAT3 and NFkf), chaperones (HSF-1 and
HPA1A) and proteins implicated in stromal/epithelial interaction (CDHI1, FAP,
CXCL12 and CXCL14). Lastly, we made statistical analyses to evaluate differences of
expression of these factors among distinct groups using non-parametric tests (U Mann

Withney, kruskal-Wallis and Spearman correlation).

RESULTS:

Eighty-eight samples of 50 patients were analyzed; 7 BPH and 43 PCa patients at
different stages of the desease. We also obtained samples from the periphery of the
tumor of these patients, as a control group of healthy tissue. We found statistical
differences in the expression of some of these factors, among the different groups of
patients. There is a set of factors that differ in gene expression between non-tumor
fibroblasts (NAF) and the remaining groups; FGF7, MMP-2, MMP-9 and IL-6 are

elevated in both BPH fibroblasts and in those associated to cancer (CAFs), also in the
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different stages of the disease. In contrast, FGF10, MMP-11 and IL-17RB are less
expressed in BPH fibroblasts and in CAFs compared to the NAF. Fibroblasts from BPH
differ from localized prostate cancer (LPC) CAFs in an increased gene expression of
PDGF and CXCL14 and a decreased FAP expression. In metastatic PCa (M+PC) CAFs,
there is a lower expression of IL-6 related to LPC CAFs. CAFs from patients with ADT
have a higher level of IL-6 compared to M+CP, and a lower expression of HGF.
Finally, MMP-11, HSPA1A and NFkP gene expression is increased in castration
resistant PCa (CRPC) CAFs with regard to castration-sensitive PCa (SCPC), whereas
TGFp-1 expression is lower in CPRC.

CONCLUSIONS:

These results allow us to establish some possible diagnostic markers as PDGFb and
CXCL14 for BPH and prognostic markers as MMP-11 and HSF1 in CaP. Equally, we
have found some differences that enable us to study some possible target agents with a
probably future clinical applicability, such as anti-IL-6 monoclonal antibodies or its
receptor or anti-CDH11 monoclonal antibodies, pro-drugs guided against FAP or
HSPATA as a target therapy in CRPC stage. Nevertheless, more studies are needed for

an external validation of our results, with a higher sample size.

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







1.1 DESARROLLO PROSTATICO

Durante el tercer mes de desarrollo embrionario, el seno urogenital, ya
dividido en epitelial y mesenquimal, comienza la transformacién que finalmente
conformard la glandula prostatica (1). Para que este proceso se lleve a cabo, es
indispensable que se produzcan interacciones entre ambos componentes, ademas
de la influencia de los andrégenos, principalmente la dehidroepiandosterona

(DHEA).

La zona mas interna de la glandula tendra un origen mesodérmico mientras
que la parte mas externa se formard a partir del endodermo. Esto tiene su
importancia a la hora de entender el desarrollo de las diferentes patologias
prostaticas, puesto que la derivada del mesodermo dara lugar a la hiperplasia
benigna de préstata (HBP), mientras que la zona externa serd donde se origine

habitualmente el cancer de préstata (CaP).

DESARROLLO PROSTATICO
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Figura 1. Interacciones entre los componentes epitelial y estromal/mesenquimal de la

préstata durante el desarrollo y en el adulto (2).



En las primeras fases del desarrollo de la glandula, el crecimiento epitelial
depende de los andrégenos a través del receptor androgénico (RA) (3), mas
presente en el estroma y casi indetectable en el epitelio. Se cree, por tanto, que las
primeras fases estdn reguladas por el componente mesenquimal/estromal
induciendo la diferenciaciéon epitelial, la formacion de glandulas y su funcién
secretora (2, 4, 5). De manera reciproca, el epitelio inducira la diferenciacién del
mesénquima en musculo liso. Sin embargo, en la fase postpuberal, el RA epitelial
sera el principal responsable de la expresion de proteinas secretoras dependientes

de RA (6), situado en las células luminales.

En la fase final del desarrollo la préstata estd compuesta ya por epitelio y
estroma. El epitelio contiene células madre, células basales, células luminales,
células neuroendocrinas y células amplificadoras de sefiales. El estroma sirve
como soporte estructural y estd compuesto principalmente por tejido conectivo,
células de musculo liso y fibroblastos intersticiales y subepiteliales. Las células
madre epiteliales, fundamentales en el soporte de todo el componente epitelial,
precisan para su mantenimiento un ambiente rico en factores de crecimiento (FC)
secretados por las células del estroma. Es decir, la interaccién entre ambos

componentes es basica para el desarrollo de la glandula.
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Figura 2. Estructura celular prostatica normal (7).

En este proceso de desarrollo prostatico normal, asi como en el de las
patologias prostaticas hay dos componentes muy involucrados, que desempefan

un importante papel; el estroma y el receptor androgénico.



1.1.1 Estroma prostatico

El estroma esta basicamente formado por células musculares lisas que
regulan el crecimiento prostatico benigno en condiciones normales. Sin embargo,
los fibroblastos son las células estromales mas importantes. Son los responsables
de la sintesis y el depésito de los componentes de la matriz extracelular,
permitiendo a otras células asentarse o migrar creando arquitecturas 6rgano-
especificas. Los fibroblastos participan en procesos fisiolégicos como en la
angiogénesis o reparacion tisular (8), pero ademds participan en procesos
patolégicos como HBP y CaP, ya que el estroma puede tener un efecto “instructivo”,
“permisivo” o “reactivo” sobre el epitelio. Asi, las células mesenquimales
embrionarias pueden instruir a las células epiteliales para formar glandulas. Este
desarrollo del epitelio, a su vez, inducira la diferenciacion de las células estromales
musculares lisas (9). Si no existe un suministro continuo de andrégenos que
mantenga esta cadena de interacciones, la prostata comienza a regresar,

especialmente las células luminales con RA (10).

Tabla 1. Factores que regulan el crecimiento prostatico. FGF: Factor de crecimiento de

fibroblastos; EGF: factor de crecimiento epidérmico.

Factores endocrinos Androégenos, estrégenos, prolactina, insulina, etc.
Seiiales neuroendocrinas Serotonina, norepinefrina.

Factores paracrinos FGF, EGF.

Factores autocrinos Factor de motilidad autocrino

Factores matriz extracelular | Establecen contacto directo con la membrana basal a

través de integrinas y glicosaminoglicanos

Se ha postulado que los FC secretados por las células epiteliales estan bajo
el control de algin factor producido por los fibroblastos (11). Los andrégenos y
estrogenos, a través de sus receptores que se sitdan tanto en las células del epitelio
como del estroma, también participan en esta regulacion. Asi los FC dirigen la
proliferacién y diferenciaciéon de éste ultimo (12). Esto pone en evidencia la
importancia de las comunicaciones intercelulares mediadas por las “gap junction”

en el desarrollo tisular (13).




En el adulto, el crecimiento se mantiene en estado quiescente mediante
interacciones epitelio-estroma. En condiciones normales, existe un equilibrio entre
los factores que inducen la producciéon de la matriz extracelular, suprimen la
degradaciéon de colageno y la proliferacion celular, tales como el factor de
crecimiento transformante § (TGFpB-1) y factores que ejercen acciéon mitégena en
el compartimento estromal, como el factor de crecimiento de fibroblastos dos
(FGF2) y el factor de crecimiento insulinico (IGF) I-II. Existe, por tanto, un balance
entre factores promotores e inhibidores de crecimiento que mantiene el desarrollo
normal de la glandula. Cuando por algiin motivo desaparece este equilibrio, surgen

las distintas patologias prostaticas.

Tabla 2. Factores de crecimiento del estroma. EGF: Factor de crecimiento epidérmico; TGFou:
Factor de crecimiento transformante o.;FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos; KGF: Factor de

crecimiento de queratinocitos; TGFf 1-3: Factor de crecimiento transformante isoformas 1-3.

EGF, TGF-a Mayor expresion en fase de desarrollo
FGF Aumento de proliferacién o inhibicién de apoptosis.
FGF2 Altas concentraciones en dareas periféricas. S6lo una pequefia fraccién es

extracelular ya que se excreta en baja cuantia.

FGF7 Niveles correlacionados con la velocidad de proliferaciéon epitelial.
FGF9 Papel fundamental en el desarrollo prostatico.
FGF17 Expresado en células epiteliales normales, hiperplasicas y neoplasicas.

Promueve la proliferacién epitelial.

KGF Producido y secretado por fibroblastos con accién paracrina sobre las células
epiteliales.
TGF-p Modulador de crecimiento y funciones celulares, principalmente inhibidor.

Estimula la sintesis de matriz extracelular y la expresién de integrinas, suprime
funciones linfocitarias, regula angiogénesis etc.

TGFB-1 Inductor de apoptosis en células epiteliales e inhibidor en estromales.

TGFB-2 Niveles disminuidos en HBP. Inhibidor del crecimiento epitelial y estimulador
del crecimiento de la célula estromal. Densidad de TGFB-2 (TGFB-2/vol

Prostatico) disminuida en pacientes con HBP.

IGFIYII Factores mitogenos de las células estromales. Receptor aumentado en HBP,

induciendo mayor proliferacién del estroma.




Los componentes del estroma se ven afectados por la edad. Las células
inflamatorias y los miofibroblastos se vuelven mas abundantes, los fibroblastos se
vuelven senescentes, siendo menos dependientes de los andrégenos (14) y la

expresion génica del estroma cambia (15).

Asimismo, esta expresion génica varia seglin la localizacién dentro de la
prostata (16), razoén por la cual los tumores se asientan a nivel periférico (17) y la
HBP en la zona transicional. Las células estromales de la zona periférica normal,
con HBP y con CaP, tienen efectos diferentes sobre las células epiteliales. Asi, por
ejemplo, las células estromales de la zona periférica normal no tienen la capacidad
de inducir crecimiento, mientras que las de HBP generan tejido de arquitectura
normal. Por otro lado, en el estroma tumoral, las células seran fundamentalmente
fibroblastos (18), denominados fibroblastos asociados a CaP o “cancer associated
fibroblasts” (CAF) que, asociados a las células epitelilaes, promueven Ila
carcinogénesis de las células de HBP (19), generando tejido a gran velocidad y con

aspecto mas agresivo (20).

El hecho de que el estroma juega un papel en la carcinogénesis no solo ha
sido estudiado en el CaP, también en otros tumores. Una vez que se ha
desarrollado el carcinoma, las células epiteliales malignas contintian respondiendo
a las influencias del estroma pudiendo asi promover o inhibir la progresion del
tumor (21). Se han publicado trabajos que correlacionan (22) la carcinogénesis con
anomalias en ambos componentes, epitelio y estroma. Sin embargo, si sélo el
epitelio esta alterado, tendrad lugar una hiperplasia epitelial, mientras que si el
componente alterado es Unicamente el estroma, se producird una desmoplasia

estromal.

Desarrollo tumoral inicial Crecimiento local del tumor
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Figura 3. Alteraciones epiteliales y estromales en la carcinogénesis . MEC: Matriz extracelular.



Durante afos, los estudios se han focalizado en el estudio de las células
tumorales de CaP, pero con el tiempo se ha determinado la importancia de otros
componentes para el desarrollo tumoral, crecimiento y metastasis (23). Mediante
factores de crecimiento, los CAF inducen la proliferacién maligna de las células
epiteliales adyacentes (24), que se conoce como estroma reactivo. Ademas, en todo
este proceso participan maultiples factores solubles coordinados con otras
moléculas de sefializacién como las hormonas esteroideas y sus receptores. Estas
interacciones pueden desencadenar y facilitar la carcinogénesis, el crecimiento del

tumor local y las metastasis a distancia (25).

Por otro lado, sabemos que el estroma también juega un papel importante
en el desarrollo de la HBP. De hecho, la primera manifestacion es la apariciéon de
mesénquima en noédulos periuretrales. Este mesénquima tiene una apariencia
similar al de la préstata durante el desarrollo (26) que posteriormente da lugar al
estroma. En fases mdas avanzadas, brotes glandulares y ramificaciones avanzan
hacia un foco central que va favoreciendo el crecimiento de los nédulos. Esta
evidencia morfolégica sugiere que esta patologia es intrinseca del
mesénquima/estroma que surge por la reactivacion de interacciones inductivas
embrionarias entre el estroma y el epitelio prostatico. Las células estromales de
HBP y los CAF tienen capacidad de inducir el crecimiento de las células epiteliales
pero de diferente manera, como ya se ha comentado previamente (20). Mientras
que en HBP el tejido es similar al normal, los CAF producirdn un tejido mas

abigarrado y agresivo.

1.1.2 El receptor androgénico: estructura y funcion

Como se ha descrito previamente, la funcién del RA va variando a lo largo
del desarrollo prostatico. El gen del RA se encuentra en el cromosoma Xq11-12,
estd compuesto por 8 exones y codifica una proteina multidominio, miembro de la
superfamilia de receptores de hormonas esteroideas. Su funcién principal es
comportarse como un factor de transcripcion de unién a ADN activado por
androégenos, regulando expresiones génicas especificas. Se trata de una proteina

constituida por 919 aminoacidos con 4 dominios funcionales:



* Dominio de transactivaciéon N-terminal (NTD): Es constitutivamente
activo y se encarga de la activacion transcripcional, siendo
especialmente importante para interaccionar con el complejo de
transcripcion celular.

* Dominio de unién al ADN (DBD): Formado por dos dominios que
coordinan la unién del RA a secuencias de ADN especificas.

* Dominio de unién al ligando (LBD): Facilita la unién de ligandos
androgénicos que actian como mecanismo de control primario del eje
de sefializacion del RA.

* Region bisagra: Separa el DBD del LBD y contiene la sefal de

traslocacion nuclear, necesaria para la importacién nuclear del RA (27).
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Figura 4. Estructura del receptor androgénico (28). AF: Funcién de activacién; AR-FL: Receptor
androgénico de longitud completa; DBD: Dominio de unién a ADN; LBD: Dominio de unién a
ligando; NTD: Dominio de transactivaciéon N-terminal; TAU: Unidad de transactivacién; UTR: Regién

no traducida (27).

El receptor permanece inactivo en el citoplasma, donde se une a las
chaperonas. En ausencia de activacién por dihidrotestosterona (DHT), una senal de
exportacion nuclear ayuda a mantenerlo en el citoplasma (29). Sin embargo, tras la
unién de DHT al dominio LBD, el RA se activa y se suprime la sefial de exportacién
nuclear. Se disocia de las chaperonas, se homodimeriza y es traslocado al nucleo
donde se une a los elementos de respuesta androgénica. Esto regula la
transcripcion de genes que provocan acciones como el crecimiento prostatico y la

progresion del CaP. La transcripcién del Antigeno Prostatico Especifico (PSA) esta



regulada por el RA por lo que sus niveles séricos se podrian considerar como un

marcador de la actividad del RA en la célula tumoral.

1.2 HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

1.2.1 EPIDEMIOLOGIA Y DIAGNOSTICO

La HBP se trata de la alteraciéon no maligna prostatica mas frecuente en
varones aumentando su prevalencia con la edad. Aunque no es la Unica causa de
sintomas de tracto urinario inferior, si es uno de los principales factores
implicados (30). Afectara a la calidad de vida de mas de un cuarto de hombres por
encima de los 40 afios (30). Asi, estudios clasicos han mostrado que un varén de 60
afios tiene una probabilidad del 25% de padecer una retencién urinaria a lo largo
de su vida (31) y casi un tercio requerira una intervenciéon quirdrgica relacionada

con HBP (32).

Esta hiperplasia es una condicién progresiva que suele producir un
aumento del volumen prostatico de 1-2 cc al afio (33) con una disminucién media
del pico de flujo urinario de 0,2 ml/sg/afio, siendo con frecuencia las prostatas de
mayor volumen las que se asocian a sintomas obstructivos mas severos y
progresivos (34). La repercusion socio-sanitaria de esta entidad y los costes que
suponen son importantes, llegando en Estados Unidos (EEUU) a estimarse que
alcanzan los 4 billones de ddélares anuales, con un incremento constante debido al

envejecimiento de la poblacién (35).

Practicamente la totalidad de las lesiones hiperplasicas se produciran en la
zona transicional de la prdéstata, estando constituidas principalmente por estroma
(> 80%). Por un proceso de regresion embriolégica mesenquimal, se forman
nodulos estromales, que inducen la formacién de nuevas glandulas perpetuando
asi el proceso, tal y como fue definido por McNeal en 1990 (36). Realmente, la
etiologia de la HBP se desconoce, pero es posible que las sefiales andrégeno-RA en
el estroma puedan influir en el inicio y la progresidn, a través de la secrecién auto
y/o paracrina (37) de diversos factores. Estos estarian implicados en la transicion

epitelio-mesenquimal (EMT) asi como en la inflamaciéon que estd presente en la
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histologia de los n6dulos hiperplasicos (37). Se ha descrito que los estrégenos, en
sinergia con los andrégenos, son capaces de estimular el estroma prostatico
aumentando el numero de receptores androgénicos y favoreciendo asi la

produccion de DHT a la vez que alteran la apoptosis (38).

Los androégenos seran fundamentales para el desarrollo de esta patologia,
ya que no se presenta en individuos castrados o antes de un completo desarrollo
de la préstata en la pubertad (39). Parece también, que la prolactina (PRL) podria
tener un papel en el crecimiento, desarrollo y diferenciacién de la préstata de
manera independiente a los andrégenos (40). En los hombres, los niveles séricos
de PRL aumentan con la edad, indicando que su “rol” en el desarrollo de la HBP es
mas importante con el paso de los afios (41). Se ha sugerido que la PRL induce el
aumento del nimero de receptores de andrégenos y promueve el crecimiento y

proliferacion de las células prostaticas en sinergismo con los andrégenos (42).

Desde hace afios, en la mayoria de guias urologicas, se ha establecido para
pacientes con HBP y sintomas obstructivos o irritativos leves o moderados, un
abordaje mediante tratamiento farmacolégico (43, 44). Sin embargo, cuando existe
una clinica muy severa o progresion de la enfermedad causando retencién o
infecciones urinarias estaria indicada la cirugia (43) (45). Los antagonistas o:-
adrenérgicos son empleados frecuentemente en el tratamiento. Reducen el tono
del cuello vesical, siendo efectivos en caso de sintomas obstructivos moderados a
severos aunque no se ha logrado demostrar urodindAmicamente una disminucién
de la resistencia, por lo que probablemente existan otros mecanismos relacionados

y no bien establecidos (46).

Los andrégenos y el receptor androgénico, tanto a nivel epitelial como
estromal juegan un papel fundamental en el desarrollo de esta patologia (47). En
este sentido, otro de los tratamientos mas empleados interfiere en el paso de
testosterona a DHT inhibiendo el enzima 5-a-reductasa, sobre todo la de tipo 2, de
localizacion principalmente prostatica. Estos logran disminuir el tamafio prostatico

un 20-30%, mejoran el flujo urinario y reducen el riesgo de retencién urinaria,
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sobre todo cuando se emplean en casos de mayor volumen, factor asociado a

mayor riesgo de progresion de la obstruccion.

Se utilizan otros tratamientos como antimuscarinicos y, recientemente,
tadalafilo, un inhibidor de la 5-fosfodiesterasa (IPDE-5). Este ultimo produce un
incremento en el Guanosin monofosfato ciclico (GMPc) intracelular, reduciendo el

tono del musculo liso del detrusor, préstata y uretra (48).

En cualquier caso, hasta este momento no se ha establecido ningun
tratamiento etiolégico debido, fundamentalmente, al desconocimiento de los
mecanismos moleculares de desarrollo y progresiéon de la HBP. Muchos de estos
aparentemente podrian ser comunes a los del CaP en areas diferentes de la

glandula.

1.2.2 FACTORES TISULARES DERIVADOS DEL ESTROMA

En la hiperplasia de la zona transicional se entremezclan factores
dependientes de andrégenos, con otros no dependientes mas relacionados con la
inflamacién, fundamentalmente con la infiltracion por células T en el estroma de la
glandula, que secretan diversas citoquinas que finalmente favoreceran la
proliferacién estromal (49). La expresion aumentada de determinados de estos

factores, colaborari en el desarrollo de la HBP.

Algunos de los factores estromales mas importantes y en los que se ha visto

relacion con el desarrollo o progresién de HBP, se describen a continuacion.

1.2.2.1 Receptor androgénico

Como ya se ha comentado, los andrégenos son fundamentales para el
desarrollo de HBP, y por tanto el RA, al que nos hemos referido en un apartado
anterior. Por ello, uno de los tratamientos de la HBP son los inhibidores de la 5 alfa
reductasa (5ARI), responsables de la conversiéon de testosterona en 5 alfa-
dihidrotestosterona, principal andrégeno que ocasiona el crecimiento de la

prostata.
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1.2.2.2 Factores de crecimiento

Como también se ha expresado anteriormente, epitelio y estroma tienen
una estrecha relacién de sefializacion manteniendo un equilibrio gracias, entre
otros a los factores de crecimiento. Cuando se altera el balance normal entre los
factores de crecimiento y sefalizacion, aparece la HBP, produciéndose un aumento
de FGF2, FGF7 y FGF10 y una disminucién de TGFB-2. Esto inhibira el crecimiento
epitelial y estimulara el crecimiento de la célula estromal. Ademas, encontramos
que en pacientes con HBP la densidad de TGFp-2 (TGFp-2/vol. prostatico) esta
disminuida, lo que podria ser un parametro sensible para diferenciar pacientes
control de pacientes con HBP en futuros estudios. Se ha descrito que la
desregulacion en estos FC representaria un “despertar embriologico” del estroma

prostatico .

Parece cada vez méas claro que las sefiales androgénicas daran lugar
finalmente a HBP a través de la modulacién de diferentes factores de crecimiento
como el FGF (50), KGF, IGF o vasculo-endotelial (VEGF) (51). Recientemente,
Alonso-Magdalena y cols. han demostrado el papel central del TGF(, estimulando
en las lesiones de HBP la transdiferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos
y células musculares lisas con la produccién de proteinas propias de la matriz
extracelular (52). Estos autores reconocen la necesidad de estudiar en profundidad
los mecanismos de induccién de esta patologia en humanos, por el momento
desconocidos por la ausencia de modelos animales, y su diferenciacién con los
procesos que acontecen en la zona periférica de la prostata también incluida por la
relacion andrégenos-RA. Ademads, sugieren el papel central de TGFf en el
desarrollo de HBP, un factor pleiotréfico que induce la diferenciacién muscular lisa
e incrementa la matriz extracelular alrededor de las células estromales (53),

pudiendo constituir una futura diana de tratamiento precoz que evita la progresion.
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Por ultimo, el factor derivado de plaquetas 3 (PDGFf), estimula la secrecién
de acido hialurénico (54), uno de los componentes de la matriz extracelular. Este

hecho se ha relacionado de manera importante con la etiologia de la HBP (55).

1.2.2.3 Proteinas de la invasion: Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas (MMPs) tienen un papel menos importante en la
HBP, de hecho, multiples trabajos hablan de una menor expresion de MMP-2 en
HBP en comparacion al estroma del CaP, asi como una ausencia casi total de la
expresion de MMP-9 (9). En otros sin embargo, se habla de una mayor expresiéon
de MMP-2 (56) en HBP, por lo que parece que aun, su expresion y su papel en el

desarrollo de esta patologia no esta claro.

1.2.2.4 Inflamacion

En relacién con el papel de la inflamacidn, la sobreexpresiéon de algunas
interleuquinas (IL-8, IL-16, IL-17...) y de ligandos de quimioquinas (CCl2...) se ha
relacionado con el desarrollo de los ndédulos hiperplasicos caracteristicos de la
HBP, aunque por mecanismos no bien aclarados (57). El transductor de sefiales y
activador de la transcripcion 3 (STAT3), es otra proteina relacionada con la
inflamaciéon que es activada por IL-6, promueve la migracién de las células
mastocitarias al estroma prostatico, donde estimulan la proliferacion de las células
de HBP. Se esta estudiando la posibilidad de bloquear IL-6 o STAT3 con el fin de

evitar que las células mastocitarias ejerzan su accioén y frenar la proliferacion (58).
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1.3 CANCER DE PROSTATA

1.3.1 EPIDEMIOLOGIA Y DIAGNOSTICO

Otro escenario es el CaP, que es el mas comun de los tumores malignos en
varones. En 2008, casi 62 de cada 100.000 fueron diagnosticados de CaP y ese
mismo afo fallecieron por el tumor 248.500 hombres a nivel mundial siendo, por
lo tanto, una de las causas de mayor mortalidad por cancer en el sexo masculino
(59). En el afio 2012 se diagnosticaron 1,1 millones de casos en todo el mundo,
correspondiendo al 15% de todos los tumores, (60) con una mayor prevalencia en

paises desarrollados, al menos el 70% de los casos (759.000).

La incidencia del CaP varia segun las areas geograficas. En Australia/ Nueva
Zelanda y América del norte las tasas estandarizadas por edad (TSE) son altas, en
tornoa 111,6 y 97,2 por 100.000 varones respectivamente. En Europa occidental y
septentrional las TSE son del 94,9 y 85, respectivamente. Esto se debe en gran
parte al uso de PSA en el cribado y al envejecimiento de la poblaciéon. En el extremo
contrario, las incidencias mas bajas se encuentran en Asia oriental y sudoriental

con TSE de 10,5 y 4,5, respectivamente (60, 61).

En cuanto a mortalidad, representa la quinta causa de muerte en varones
en el mundo (6,6% de la mortalidad global), estimandose 307.000 muertes en
2012. La tasa y tendencia de mortalidad presentan una menor variaciéon que la de
incidencia debido al menor efecto del empleo de PSA como factor determinante de
cuantificacion de mortalidad. Por el contrario, en los paises mediterraneos de
Europa, las tendencias de supervivencia siguen a las de incidencia (62),
observandose un aumento de ambas, especialmente a los 60-70 afios. No obstante,
una gran proporciéon de estos pacientes fallecerdn por causas distintas al tumor

(63).
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Figura 5. Tasas de incidencia y mortalidad estimadas estandarizadas por edad por 100.000

varones, GLOBOCAN 2012 (64).

En Espafia, la incidencia es de unos 77 casos por 100.000 varones, con una
situacién intermedia-baja en el contexto de la Unién Europea (65). Previamente
era el tercer tumor mas frecuente en varones tras el cancer de pulmén y
colorrectal, sin embargo, segiun los datos de la Red Espafola de Registros de
Cancer (REDECAN), en el afio 2015 fue el tumor mas frecuente en hombres con
33.370 casos. La tasa de mortalidad en el afio 2014 fue de 15,23 por 100.000
varones (66), siendo el tercer tumor con mayor mortalidad en el sexo masculino.

Esta tasa es, sin embargo, significativamente menor que la de afios previos.
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Figura 6. Incidencia estimada de los tumores mas frecuentes en varones en Espaiia en el afio

2015 (REDECAN) (66).

Actualmente, el cribado poblacional para el CaP es controvertido, con
estudios a favor y en contra. Se recomienda una estrategia adaptada al riesgo para
la deteccién temprana basandose en la cifra inicial de PSA (67). La sospecha
diagnodstica se basa en el tacto rectal y/o la determinacién de PSA, si bien la
especificidad de este marcador es baja (68). Una vez se tiene sospecha, el
diagnostico se debe confirmar mediante una biopsia de proéstata. Es un
procedimiento invasivo, no exento de complicaciones que aparecen hasta en el
37% de los casos. El actual “gold standard” consiste en la obtencién de 10-12
cilindros de tejido prostatico con ayuda de un ecégrafo, ya sea via transrectal o

transperineal.

Para intentar seleccionar de manera mas correcta a los pacientes que se
beneficiardn de una biopsia de prdstata y evitar asi sobrediagnésticos y
sobretratamientos, se estan desarrollando distintos biomarcadores y técnicas de

imagen mas precisas.

El primer biomarcador que aparece para su utilizacién en la practica clinica
es el “Prostate Cancer Gen 3” (PCA3), aprobado por la “Food and Drug
administration” (FDA) en el afio 2012. Se trata de un marcador genético especifico
para CaP que cuantifica el gen en una muestra de orina recogida tras un masaje
prostatico. Cuanto mayor es la puntuaciéon de PCA3, mayor es la probabilidad de
tener una biopsia positiva con un punto de corte de 35. Sin embargo, su valor en

discriminacién de CaP agresivo o de alto riesgo es limitado. Actualmente su
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indicacion estd limitada a pacientes con biopsia previa negativa y sospecha

mantenida de CaP.

Como marcador molecular disponemos del “4K score”. A través de esta
técnica se establece una relacién entre parametros clinicos (edad, tacto rectal e
historia previa) y biomarcadores (PSA, calicreinas y otras proteinas). Mediante un
algoritmo se determina la probabilidad de padecer CaP de alto riesgo. Un “4k Score”
bajo (< 7,5%) indica que una biopsia de proéstata se puede diferir con seguridad.
Debido a su rentabilidad, este test estd incluido en las actuales guias de “National

Comprehensive Cancer Network” (NCCN) para la deteccién precoz de CaP (69).

El indice de salud prostatica (PHI) es una combinacién de los niveles de
diferentes isoformas de PSA que indican la probabilidad de CaP; PSA total (tPSA),
[-2] proPSA y PSA libre (fPSA) con la siguiente féormula: [-2] proPSA/fPSA x VtPSA.

Tabla 3. Probabilidad de CaP segiin PHI. PHI; Indice de salud prostatica.

PHI Probabilidad de cancer de prostata

0-21 | 8,4% Bajo
21-40 | 21% Medio
+40 449, Alto

El PHI no ha demostrado ser mas eficaz que el porcentaje de fPSA y la
densidad de PSA (PSAd) (70), aunque si se asocia a Resonancia Magnética
multiparamétrica (RMmp) parece que mejora la prediccién de cancer global y de

CaP significativo en comparacién con la RMmp combinada con PSA (71).

En los ultimos afios, han aparecido marcadores génicos que pueden ser
detectados en un analisis de orina. Un ejemplo es el “Select MDx”, que incluye el
valor del ARNm de una combinacién de biomarcadores génicos (HOXC6 y DLX1), la
edad, el PSA, el volumen prostatico, el tacto rectal y la historia familiar. En
pacientes con PSA sérico > 4 ng/ml y <8 ng/ml, el area bajo la curva (AUC) de la
combinacién de HOXC6 y DLX1, es mayor que la del PSA sérico (72). Con estos

pardmetros se consigue identificar a los varones con alto riesgo de CaP de alto

18



grado, que podrian beneficiarse de una biopsia o una RMmp frente a varones de
bajo riesgo que pueden eludir procedimientos invasivos innecesarios evitando asi
el sobrediagnoéstico y, por tanto, como decimos, el sobretratamiento (73). Tiene un
elevado valor predictivo negativo (VPN), 99,6% para pacientes con Gleason =8 y

98% para pacientes con Gleason =7 (73).

En cuanto a las técnicas de imagen, la RMmp esta cambiando el paradigma
del diagnoéstico del CaP. Hasta el momento actual las biopsias de proéstata se hacian
de manera aleatoria, haciendo un mapeo de toda la gldndula prostatica. La RMmp
permite, a través del sistema de gradacion “Prostate Imaging - Reporting and Data
System”, en su 22 version (PIRADS V2), identificar areas sospechosas, dirigir la

biopsia y realizar uno o varios disparos selectivos.

Esta prueba no sélo aporta informacién anatémica de la glandula, también
datos sobre el volumen, vascularizacién y celularidad. Se ha descrito un VPN de
hasta el 80% para esta técnica, siendo fundamentalmente util en la deteccién de
tumores de alto riesgo, lo que la convierte en un método de triaje atractivo (74).
Ademas, mediante RMmp y fusiéon de imagenes se puede aumentar la rentabilidad
diagnoéstica de la biopsia de prdéstata realizando disparos dirigidos por imagen
sobre la lesién principal. Uno de los problemas de este sistema es la escasa

disponibilidad y los costes elevados que supone.

Tabla 4. Sistema de gradaciéon PIRADS v2. PIRADS: Prostate Imaging - Reporting and

Data System; CCS: cancer clinicamente significativo.

1 Intensidad de sefial homogénea (normal). PIRADS 1: Muy baja
probabilidad de CCS

No6dulo encapsulado, circunscrito, hipointenso o de PIRADS 2: Baja

? intensidad de sefial heterogénea. probabilidad de CCS
Intensidad de sefial heterogénea de margenes mal definidos. | PIRADS 3: Probabilidad

3 Otras que no se pueden categorizar como 2, 4, 6 5. intermedia de CCS
Foco de hiposeiial lenticular o no circunscrito, mal PIRADS 4: Alta

* delimitado, homogéneo y de <1,5 cm de diametro mayor. probabilidad de CCS
Igual que 4 pero > 1,5 cm de diametro mayor o que presenta | PIRADS 5: Muy alta

> clara extension extracapsular/comportamiento invasivo. probabilidad de CCS
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Se ha visto una correlacién entre la puntuacién “Select MDx” y los hallazgos
en RMmp. Asi, ésta es significativamente mas alta en pacientes con lesién positiva
en la prueba de imagen, habiendo incluso encontrado diferencias de puntuacién

entre PIRADS 3 y 4 y entre PIRADS 4y 5 (75).

En cualquier caso, el diagnostico final del CaP se basa en el andlisis
anatomopatologico de las muestras obtenidas en la biopsia. Se identifica la estirpe
del tumor, aportando datos sobre su arquitectura celular mediante la clasificacién
de Gleason. En el afio 2014, la Sociedad Internacional de Patologia Urolégica (ISUP)
renovo esta clasificacion disminuyendo el nimero de grados de CaP,
numerandolos del 1 al 5 (76), logrando un mejor valor predictivo prondstico
cuando se incluye en un perfil de riesgo como el de D’Amico (77). Por el momento

es el Unico factor prondstico del que disponemos.

Tabla 5. Clasificacién ISUP 2014. I[SUP: Sociedad Internacional de Patologia Urolégica

Suma de Gleason ISUP 2014
6 (3+3)
7 (3+4)
7 (4+3)
8 (4+4 6 3+5 6 5+3)
9 (4+5) 6 (5+4) y 10 (5+5)

vi| | w| N R

Pero Unicamente un tercio de los pacientes sometidos a biopsia de préstata
llegaran al diagnéstico de CaP, el resto, continuaran con pardmetros clinicos
elevados, como el PSA, que sugieran la existencia del mismo (78). Muchos de ellos
seran sometidos a una segunda biopsia e incluso tercera o cuarta, lo que supone un
procedimiento invasivo no exento de complicaciones y costes adicionales (79).
Para tratar de evitar nuevas biopsias innecesarias, aparece “Confirm MDx". El
efecto del campo epigenético es un mecanismo molecular por el cual las células
adyacentes al foco tumoral pueden contener cambios de metilacién del DNA, lo que
puede ser histolégicamente indetectable pero objetivado por el test de PCR
especifica de metilacion (80-83). Este concepto es la base de actuacion de “Confirm

MDx”. Se ha demostrado que niveles bajos de metilacién de DNA en pacientes con
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biopsia de prostata negativa tiene un VPN de 96% para tumores de alto grado (84),

lo que permitiria reducir muchas segundas biopsias (85).

Con todo lo anteriormente descrito, se demuestra que no existen a dia de
hoy herramientas que permitan diagnosticar con certeza el CaP y, por ello, se estan
buscando nuevas y combinaciones de las ya existentes. A continuacién se

representa en la figura 7 un diagrama de posibilidades con las herramientas

Alto riesgo de Realizar
CaP biopsia

Bajo riesgo de Evitar
CaP biopsia

{- Monitorizacién

Negativo =T
RM
op Repetir
blopsia

Figura 7. Diagrama de decisiones con herramientas disponibles para el diagnéstico de CaP.

disponibles.

PSA elevado, Select
tacto rectal PHI
anormal RMmp

mdl
m
neeativa

1.3.2 FACTORES TISULARES DERIVADOS DEL ESTROMA

Como ya se ha comentado, no se dispone atin de datos exactos sobre qué
perfil de pacientes son subsidiarios de un tratamiento mas o menos agresivo en
funcién de su tipo de tumor. Por esta razén, se estan desarrollando nuevos
marcadores y modelos matematicos que intentan optimizar recursos diagnosticos
y posteriores tratamientos, es decir, minimizar sobrediagnéstico y

sobretratamiento sin reducir la identificacién de CaP clinicamente significativo. En
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este sentido se desarrollan lineas de investigacién sobre los cambios que se
producen en el estroma prostatico durante la carcinogénesis, a través de cultivos

celulares de fibroblastos.

Asi, se ha objetivado una expresion desigual de un nimero limitado de
moléculas seglin la patologia e histologia del estroma prostatico, lo que podria

resultar de interés para la identificacién de nuevos marcadores en CaP.

En un trabajo previo hemos podido analizar los fibroblastos tumorales
cultivados procedentes de focos tumorales de pacientes con CaP. En este estudio,
ademas de poner a punto la técnica necesaria, se han detectado algunos factores
que pueden expresarse especificamente en el estroma tumoral en relaciéon al no

tumoral, marcadores que han sido escasamente investigados (56).

Existen pocos datos publicados de los factores estromales implicados en el
desarrollo del CaP. A continuacién enumeramos algunos de las mas importantes y

describimos su accién.

1.3.2.1 Receptor androgénico

El RA tiene un importante papel en el desarrollo y progresion del CaP. Asi,
parte del tratamiento del CaP consiste en la modificacién de los andrégenos o el RA
y, por tanto, regulando la transcripcién de determinados genes. Se trata en este
caso de la terapia de deprivacion androgénica (TDA). Sin embargo, el efecto de este
tipo de tratamiento es transitorio. Pacientes tratados con TDA, después de un
periodo de tiempo variable, con una mediana de unos 25-30 meses, pasan a una
fase de resistencia a la castracion, lo que conlleva un aumento en la expresion del

RA o mutaciones que finalmente daran lugar a una resistencia a los andrégenos.

Se ha demostrado que, tras el proceso de iniciacidn, la progresiéon tumoral con
invasion local y metastasis se ve facilitada por el estroma (86-90), bajo la
influencia androgénica. Asi, la sobreexpresion del receptor androgénico epitelial

maligno junto a la pérdida de reactividad del mismo en el estroma periférico se ha
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asociado a carcinomas de alto grado. También se ha asociado con una elevada tasa

de recidiva tras prostatectomia radical (PR) (91, 92), pudiendo reaparecer, dicha

expresion incluso meses después del inicio de la castracién (93).

El RA esta implicado en el desarrollo de la fase final del CaP, la de

resistencia a la castracion (CPRC). Esta se define como la progresion de la

enfermedad bioquimica o radiolégica en presencia de testosterona a niveles de

castracion, <50 ng/dl (94). Se ha demostrado que tanto el RA como los andrégenos

tienen un papel crucial, identificAindose multiples mecanismos mediados por el RA

que conferirdn esta resistencia a la TDA. Algunos de estos de enumeran a

continuacion:

Amplificacion y sobreexpresion del RA: Se ha demostrado que no hay
amplificaciéon del RA en las muestras de HBP, s6lo en un 2% del CaP
localizado y en el 20-30% de CPRC. Esto sugiere que es una respuesta
adaptativa a TDA mas que un mecanismo adaptativo inherente al propio

cancer (95).

Mutacion del RA: Muy raras en CaP no tratado, pero aparecen en el 15-
20% de los pacientes con CPRC (96) y hasta en el 40% de los tratados
con antagonistas del RA (97).

Correguladores del RA: Se han identificado mas de 150 moléculas que
pueden alterar la actividad transcripcional a través de diferentes
procesos. Los andrégenos regulan el 30% de los coactivadores y la
sobreexpresion de estos se ha relacionado con mayor agresividad clinica

del CaP (98).

Activacion aberrante del RA: Diferentes moléculas son capaces de
activar al RA a concentraciones subfisiolégicas de andrégenos. Algunas

de éstas son IL-6, EGRF, IGF1, Her-2 /neu, SCR quinasa etc (99).
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e Variantes “Splice”: O variante “corte y empalme” (ARV). La expresion
de ARV esta asociada a un peor prondstico y desarrollo de CPRC. Las
principales son: ARV1, ARV7, ARV9 y ARV56 (100). ARV7 ha sido la mas
estudiada y se ha correlacionado con riesgo de recurrencia del tumor
tras tratamiento primario y con peor supervivencia. Ademas, se ha visto
una resistencia al tratamiento con enzalutamida o abiraterona en

pacientes que expresan ARV7 (101, 102).

* Produccion de androgenos intratumorales y suprarrenales: A pesar
de la castracién, existen cantidades fisiolégicamente significativas de
androgenos intraprostaticos, cantidades suficientes para mediar la

activacion del RA (103, 104).

1.3.2.2 Factores de crecimiento

Se ha demostrado experimentalmente que la supresion de la sefializacion
del factor estromal TGFP puede retrasar la progresiéon de tumores andrégeno-
independientes en ratones (105). Ademas, TGF[ regulara la produccién de RNAm
del FGF2 (106) y estimulara la activacion del Factor Nuclear kappa-§3 (NFkf) en las
lineas celulares PC3 haciéndolas, de este modo, resistentes a la apoptosis (107). En
la superfamilia de los FGFs, el FGF2 ademas del FGF7 interactuaran con los
androgenos y el receptor androgénico en la prostata, habiéndose encontrado sobre
expresados en los carcinomas prostaticos (108). La nudix hidrolasa 6 (NUDT6), un
elemento de la superfamilia de las nudix-hidrolasas que regula la expresion de
FGF2 durante la carcinogénesis, también podria tener un papel central en el
desarrollo del CaP (109). Ademas, se ha demostrado que la sobreexpresion de
FGF10 en los fibroblastos de la préstata induce experimentalmente la formacién de

neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) multifocal en el epitelio adyacente (110).
Por otro lado, se ha demostrado experimentalmente que la supresion de la

sefalizacidn del factor estromal TGF puede retrasar la progresiéon de tumores

androgeno-independientes en ratones (105).
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1.3.2.3 Proteinas de la invasion: Metaloproteinasas

Distintos trabajos han demostrado una sobreexpresion de algunos genes
codificadores de las MMPs de matriz que estarian implicadas en la degradacién de
las membranas basales en el CaP en ratas (111). Especificamente, nuestro grupo ha
demostrado que la expresién de diversas MMPs como MMP-9 o TIMP-1 (“Tissue
Inhibitor” of MMP-1) en los fibroblastos estromales se asocia a un incremento de la
probabilidad de recidiva bioquimica tras PR (112). Ademas, parece que la
expresion de MMP-2 por los fibroblastos se relacionaria inversamente con la
recidiva tras cirugia radical, y la de MMP-9 directamente con la misma (113). Este
diferente significado prondstico es novedoso y entra en controversia con
resultados de otros grupos que afirman una mayor expresion de MMP-2 en CaP y
especificamente superior a la que se encuentra en HBP (114). No obstante, podria
relacionarse con el momento de mayor expresién durante el proceso de
carcinogénesis, mas precoz para MMP-2 y mas tardia para MMP-9 (115). Otra MMP,
la MMP-11 (estromalisina-3), se encuentra en grandes porcentajes en el estroma
de CaP en relacién con HBP (116), encontrandose también sobreexpresada en

pacientes que sufren recidiva bioquimica tras PR (113).
1.3.2.4 Inflamacidn y chaperonas

La IL-6 es una proteina inflamatoria producida por diferentes tipos de
células, incluidas las del estroma prostatico. Cuando IL-6 se une a su receptor, se
produce la activacion de STAT3 que se trasloca al nucleo e inicia la transcripcién
de genes. Uno de los papeles clave es la activacién de NFk{, que a su vez regula la

transcripcion de proteinas inflamatorias (117).

En cuanto al estroma tumoral prostatico, hara que se produzca IL-6, cuyos
receptores se encuentran tanto en el epitelio como en el estroma, habiéndose visto
una importante elevacién de sus niveles durante la carcinogénesis. La IL-6
promueve el crecimiento de la mayoria de las lineas de células prostaticas (118) y
su bloqueo experimental ha demostrado que induce la apoptosis e inhibe la
proliferaciéon tumoral y la progresiéon hacia el estado de independencia
androgénica en modelos de xenotrasplante de tumores prostaticos (119).

Recientemente la determinacién de esta interleuquina ha sido incorporada a
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algunos nomogramas predictivos (120). Otra citoquina pro-inflamatoria secretada
por las células T activadas, la interleuquina 17 (IL-17), se une a un receptor
especifico (IL17-RB) que es expresado en el estroma prostatico, habiéndose

demostrado que su sobreexpresion se relaciona con altos grados de Gleason (121).

HSF-1 es un mondémero inactivo que forma parte de un complejo
citoplasmatico con otras chaperonas (proteinas de choque térmico) como HSP90 y
HSP70. Por el momento, su aplicacion clinica es limitada pero puede ser una diana
importante de tratamiento mediante el desarrollo de sus inhibidores dado su papel
central en muchos procesos de desarrollo tumoral (122). Recientemente, se ha
demostrado una elevaciéon de los niveles de HSF-1 en lineas celulares agresivas

(metastasicas) de CaP (123).

HSPA1A (HSP70) tiene un efecto antiapoptético, que modula la respuesta al
estrés y de HSF-1. Se han realizado trabajos que demuestran su papel en las lineas
celulares de CaP, PC-3 and DU-145 (124). Aunque sus efectos realmente son
desconocidos, podria constituir, al igual que HSF-1 un mecanismo de control

importante en el crecimiento celular de diversos procesos prostaticos.

STAT3 es una oncoproteina bien conocida que se encarga de regular
multiples vias de sefalizacion. Media la sefial de transduccién desde el espacio
extracelular al nucleo en respuesta a la activacién de citoquinas, factores de
crecimiento y otras oncoproteinas (125). En pacientes con CaP se encuentra
activada, promoviendo la sintesis alterada de proteinas clave, responsables de la

progresion de la carcinogénesis (126).

Finalmente, NFkB juega un importante papel en la proliferacién y
diferenciacién celular. Ademas, participa en la regulacion de la supervivencia y la
apoptosis (127). Sin embargo, el significado biolégico de su activaciéon en los
tejidos celulares, todavia no se conoce bien (128). Muchos estudios han descrito la
activacion constitutiva de NFkB en diversos tumores como el de ovario, mama,
pancreas y el CaP. La sobreexpresion de éste en el ntcleo de las células prostaticas,
se ha relacionado con tumores de fenotipo mas agresivo, quimiorresistencia (129)

y metastasis (130).
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1.3.2.5 Interaccion epitelio/estroma

La proteina alfa de activacion de los fibroblastos (FAP) es una glicoproteina
con actividad proteolitica que esta sobre expresada en la superficie de los
fibroblastos reactivos de la mayoria de los carcinomas, pero no en los fibroblastos
normales ni tampoco en el epitelio tumoral, por lo que puede ser un buen

candidato a factor prondstico y a diana terapéutica de CaP (131).

Las células de CaP tienen una alta afinidad por el hueso, siendo capaces de
albergarse en él debido a propiedades intrinsecas (132). Las células tumorales
migran principalmente al nicho endostial, donde el hueso estd formado por
osteoblastos que secretan factores como el factor derivado de célula estromal-1
(CXCL12) (133) y expresan cadherina 11 (CDH11) (134). Este ultimo es un
mediador entra las células tumorales y los osteoblastos en las metastasis 6seas
(135). Por este motivo, parece que CDH11 se encuentra en altas concentraciones

en tumores metastasicos, asi como CXCL12.

Por ultimo, respecto a C-X-C Ligando de quimiquina 14 (CXCL14), sabemos
que es un potente inductor de las funciones precancerigenas de los CAFs (136). En
diversos estudios se ha estudiado la sobreexpresiéon de CXCL14 en las células
tumorales, describiéndose efectos antitumorales y antiangiogénicos (137, 138). En
cambio otros estudios indican actividad procancerigena de esta quimioquina,
favoreciendo el desarrollo celular y el crecimiento de vasos sanguineos y
monocitos cuando se sobre expresa en los CAF y en el estroma tumoral (139, 140).
La sefializacion intracelular de esta molécula es poco conocida y se ha descrito
como una funcién que, dependiendo del contexto, puede ser pro o antitumoral

(141).
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1.4 ESTUDIO DE FACTORES MOLECULARES EN CULTIVOS
CELULARES

El conocimiento de los mecanismos moleculares y genéticos claves que
subyacen en la génesis del CaP es ain limitado, sobre todo cuando se compara con
el existente en otros tumores como el cancer de colon o mama. Los modelos de
cultivo celular in vitro de muestras obtenidas de tumores humanos, son criticos
para definir los mecanismos de iniciacién y desarrollo del cancer y, de esta manera,
poder establecer estrategias diagnosticas y predictivas, asi como regimenes
terapéuticos especificos (142). No obstante, estos modelos no han sido bien
desarrollados hasta hace poco tiempo en CaP (143). Los modelos comerciales
existentes actualmente (LNCaP, DU-145, PC-3...), por un lado son heterogéneos en
origen y, por otro, derivan de lesiones metastasicas, por lo que no resultan
adecuados para estudiar los fendmenos de progresion tumoral. Asimismo, dado el
tamafio de la prostata, su localizacidn, dificultad de obtencién de las muestras y la
heterogeneidad de sus células, el cultivo celular realizado directamente sobre los

especimenes prostaticos humanos resulta complejo (144).

Como ya se ha comentado desde hace unos afios nuestro grupo de
investigacion viene recogiendo muestras de tejido prostatico humano para cultivar
los fibroblastos y estudiar las caracteristicas del estroma. En éste, se han
reconocido factores que pueden estar influyendo la evolucién de diversos
carcinomas a través de una comunicacién directa y reciproca con el epitelio

tumoral.

Dada su larga historia natural, el CaP es un modelo ideal para la
investigacion basica y clinica de la influencia del ambiente peritumoral en las
diferentes fases de la carcinogénesis, cuyas alteraciones parecen mas estables y
homogéneas que las del epitelio neoplasico (145). Ademas, las modernas técnicas
de estudio molecular de alto rendimiento permiten identificar multitud de
procesos relevantes en la carcinogénesis y progresion de la enfermedad, asi como

diversos mecanismos que pueden alterar determinados genes clave como
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anomalias cromosémicas (pérdidas o ganancias), mutaciones, translocaciones o

hipermetilaciones (146).

Tampoco existen muchos estudios que hayan identificado rasgos
diferenciales del estroma de pacientes con CaP en relaciéon con tejido normal
basados en el estudio de los fibroblastos tumorales cultivados, y menos aun con el
estroma de HBP. Algunos experimentos de recombinacidén tisular han demostrado
que el estroma procedente de la HBP muestra una capacidad de inducir el
crecimiento de células epiteliales completamente diferente a las células cultivadas
procedentes del estroma peritumoral, llegdndose a producir tumores agresivos
cuando las células epiteliales no neoplasicas se cultivan con los fibroblastos

tumorales (20).

Zhao y cols. han confirmado que las células estromales cultivadas en
diferentes zonas de la prostata poseen programas transcripcionales diferentes,
mostrandose completamente distintos los que proceden de la zona transicional, de
las muestras obtenidas de HBP o de cancer (147). Parece, por tanto, que existen
importantes diferencias moleculares entre las areas prostaticas que se manifiestan
en una respuesta diferente a los andrégenos, imprescindibles para el crecimiento
de la prostata y también para el desarrollo de ambas patologias. No obstante, si
bien reconocen la importancia de la interaccidén epitelio-estroma, los escasos
estudios que se han llevado a cabo no han obtenido resultados definitivos (16)
(148). En uno de ellos, que se ha centrado en la comparacién del estroma del
cancer y la HBP, se ha destacado el papel de las MMPs estromales, que tienen una

expresion diferente en cada una de las patologias referidas (9).

En definitiva, parece que el estroma alberga procesos profundamente
imbricados en el desarrollo tanto de la HBP como del CaP, dos entidades muy
frecuentes en los varones a partir de cierta edad y que constituyen un problema
socio-sanitario que va incrementandose con el envejecimiento de la poblaciéon. El
estroma es especialmente atractivo en este sentido por dos motivos: est4 presente
en el seno de ambas lesiones en practicamente todos los pacientes y su genoma es

mas estable que el de las células epiteliales (86). Los fibroblastos son un
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componente clave del estroma tumoral que pueden ser aislados de muestras
humanas para ser empleados en investigacion bdasica y cuya identificaciéon y
aislamiento hemos conseguido optimizar en nuestro laboratorio. Su empleo en
cultivo puede favorecer un conocimiento mejor de los rasgos diferenciales de dos
lesiones que se producen en zonas diferentes de la préstata y que tienen un
comportamiento completamente diferente, sin conocer muy bien a qué se debe
dicha diferencia. Ademas, el estudio de fibroblastos en cultivo facilita la
identificaciéon de biomarcadores mas fiables que puedan servir como dianas
terapéuticas en el futuro. Igualmente, estos cultivos permitirdn comprobar su
comportamiento con células epiteliales procedentes de diversas lineas celulares
empleando los modernos sistemas de co-cultivo para individualizar diferentes

modelos de HBP y de CaP, inexistentes por el momento.

Los datos que hemos podido demostrar en una serie limitada de casos
parecen confirmar la presencia de ciertos factores que podrian diferenciar
procesos como HBP o CaP, en diferentes areas de la prostata (56). Asi, IL-17RB
presenta una expresion aumentada en los CAFs respecto a los fibroblastos de HBP.
Ademas se encontraron niveles elevados de MMP-11 y FGF7 en los CAFs de
tumores localizados y metastasicos. Por ultimo, se objetivaron expresiones
elevadas de RA, MMP-11 y HSPA1A en los CAFs de CPRC. Creemos que todos estos
hallazgos deben ser confirmados empleando la misma metodologia en series mas
amplias de casos, obteniendo fibroblastos del estroma tras la optimizacion de las

técnicas que hemos llevado a cabo en los estudios previos.
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2. Hipotesis







Existen claras evidencias de que el microambiente estromal influye de una
manera definitiva en el desarrollo de la HBP y del CaP, ambas patologias muy
comunes en varones y con una repercusion socio-sanitaria evidente. Sin embargo,
los mecanismos por los cuales el estroma regula el crecimiento de las células
epiteliales en ambas entidades son desconocidos, asi como los procesos que dan

lugar a ambos cuadros histopatoldgicos en zonas diferentes de la misma glandula.

Desde hace unos afios se reconoce que el estroma es un inductor del
crecimiento y diferenciacién del epitelio glandular prostatico asociado a
androgenos, existiendo a su vez un mecanismo reciproco, que en conjunto juegan
un papel central en la carcinogénesis y progresion del CaP. Asi, la existencia de los
denominados CAF, ha sido recientemente descrita en el CaP. Igualmente, en los
ultimos afios se han determinado algunos factores diferenciales que estarian
sobreexpresados en presencia de este estroma reactivo tumoral y que hemos
podido analizar en un estudio previo sobre cultivos de fibroblastos del estroma
tumoral ya publicado en 2016 (56). Por otro lado el crecimiento prostatico
secundario a la HBP que se produce a partir de los 40 afios, en los varones en el
area transicional de la glandula, tiene también una influencia claramente estromal
y probablemente diferente a la de la mayoria de los tumores que se producen en la
zona periférica. Se han demostrado algunas diferencias genéticas relacionadas con
la interaccion estroma-epitelio que podrian explicar una susceptibilidad diferente
area-dependiente, pero realmente los marcadores estromales especificos
implicados han sido pobremente analizados hasta ahora, con escasas publicaciones

que busquen patrones diferenciales entre ambas zonas.

Ademas, el estroma tiende a ser genéticamente mas estable que el epitelio,
lo cual puede ser de interés en una patologia que presenta una enorme
heterogeneidad, no solo en diferentes individuos sino en la propia glandula
afectada, lo que puede facilitar el hallazgo de marcadores mas fiables y

reproducibles. Entre las ventajas del cultivo de células procedentes de prdéstata
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humana destaca, ademas de un estudio mas especifico de las células afectadas, la
posibilidad de contar con una reserva celular en la que pueden realizarse
diferentes determinaciones, incluso en momentos posteriores al proceso evolutivo

de la enfermedad que se analiza.

Por todo ello, hemos planteado un estudio prospectivo de las muestras
procedentes de pacientes sometidos a: biopsia multiple prostatica por sospecha de
cancer y pacientes en fase de resistencia a la castracion, a reseccion transuretral de
prostata (RTUp) o adenomectomia prostatica por HBP. La finalidad sera comparar
las caracteristicas del estroma de las diferentes areas de la zona periférica
prostatica en los casos que finalmente sean diagnosticados de una neoplasia,
diferenciando las zonas con tumor de las que no lo tienen. Igualmente, se analizara
el estroma de las muestras de HBP, comparandolos con el de las muestras de
pacientes con tumor. El andlisis de algunos factores producidos esencialmente en
el estroma permitird conocer rasgos diferenciales de la carcinogénesis prostatica y
del desarrollo de la HBP. Pero también podra tener una translacion a la clinica si se
consiguen identificar marcadores pronésticos estromales, asi como moléculas
caracteristicas de ambos procesos que puedan expresarse en fases iniciales
pudiendo, finalmente, aportar datos sobre potenciales dianas terapéuticas. Aunque
el nimero de casos debe ser limitado por la complejidad técnica de los cultivos
celulares, pretendemos obtener una serie suficiente para responder a los objetivos

que se expresan posteriormente.
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3.0bjetivos







Investigar la expresién génica de 20 factores derivados del estroma,
incluyendo el receptor androgénico, factores de crecimiento (FGF7, FGF10,
NUDT®6, HGF, TGFB1 y PDGF[), proteinas implicadas en la invasiéon (MMP-2,
MMP-9 y MMP-11), factores inflamatorios (IL-6, IL-17RB, STAT3 y NFkf),
chaperonas (HSF-1 and HPA1A) y proteinas de la interacciéon estroma-

epitelio (CDH11, FAP, CXCL12 and CXCL14) por los fibroblastos en el CaP.

Investigar una posible relaciéon de la expresion de esos factores en los
fibroblastos del tejido tumoral con las caracteristicas clinico-patoldgicas de

los pacientes y sus tumores.

. Comparar el perfil génico de los fibroblastos situados en los diferentes focos

tumorales en los casos de tumores multifocales.

Realizar un estudio comparativo de la expresiéon de esos factores por los
fibroblastos de tejido tumoral con la de los fibroblastos no asociados a

tumor y la de los fibroblastos de HBP.

. Analizar el perfil génico de los fibroblastos de los carcinomas de prdstata
localizados (CPL), en relacién a la de los carcinomas metastasicos (CPM+) y

la de los pacientes sometidos a terapia de deprivacién androgénica.

Evaluar las diferencias del perfil génico de los fibroblastos de los
carcinomas de prostata hormonosensibles en comparaciéon con la de los

fibroblastos de los resistentes a la castracion.
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4. Material y métodos







4.1 Diseio del estudio

Para la consecucién de los objetivos propuestos, se realiza un estudio de
obtencion de muestras prospectivo, donde se analizan muestras de pacientes con
dos diferentes patologias; HBP y CaP. De estos ultimos se recogen muestras de los
diferentes grupos prondsticos dentro de los tumores localizados, asi como
muestras en otras fases de la enfermedad; pacientes metastasicos sin haber
iniciado tratamiento, pacientes sensibles a la castracion y pacientes resistentes a la

castracion.

Tras obtener las muestras mediante biopsia transrectal de préstata o
cirugia de HBP, se enviaron al laboratorio para cultivar y extraer fibroblastos. En
ellos realizamos andlisis de distintos marcadores moleculares con intencién de

comparar su valor en los diferentes grupos de pacientes.

El seguimiento se realiza en la consulta de urologia segin los protocolos

correspondientes a las guias de la Asociacion Europea de Urologia (149).

4.2 Poblacion de estudio

Criterios de inclusion.

* Cancer de prostata.

o Pacientes con sospecha CaP localizado. Tras confirmar el diagnéstico
se sometieron a tratamiento con intencién curativa, PR o

radioterapia (RT).

o Pacientes con tumores metastasicos diagnosticados mediante

pruebas de imagen. Se biopsiaron para confirmar histolégicamente el
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diagnostico previamente a iniciar un tratamiento. Una vez

confirmado se inicié tratamiento con deprivacién androgénica.

o Pacientes sometidos a deprivaciéon androgénica. Se balancearon para
tener un grupo de tumores sensibles y resistentes a la castracidon. Se
obtuvieron muestras de la zona tumoral previamente biopsiada
durante el diagndstico de la enfermedad (no sometidos a

prostatectomia ni RT radical).

e HBP. Pacientes sometidos a RTUp o adenomectomia de prostata por HBP

clinicamente significativa sin respuesta a tratamiento farmacoldgico.

Criterios de exclusion.

* (CaP. Historia previa de otras neoplasias malignas, terapia
neoadyuvante, desarrollo de un segundo tumor primario e
insuficiente cantidad de tejido para la obtencién de células para

cultivo.

e HBP. Tratamiento durante los seis meses previos con inhibidores de

5-alfa reductasa y ser portador de sonda vesical permanente.

Definicion de pacientes CPRC

1. Tres elevaciones consecutivas de PSA, separadas por al menos una semana,
con dos incrementos del 50% sobre el nadir y siempre que este incremento de
lugar a un PSA mayor de 2 ng/ml, con niveles de testosterona inferiores a 50

ng/dl 6 1.7 nmol/L.

2. Progresion de lesiones 6seas = 2 en gammagrafia dsea o progresion de lesiones
de tejidos blandos segun los Criterios de evaluaciéon de respuesta en tumores

sélidos (RECIST).
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4.3 Métodos de obtencion de muestras
Biopsia de prostata

Se realizé la extraccidon de tejido prostatico mediante puncién guiada por
ecografia transrectal para su estudio anatomopatoldgico, tanto de biopsia inicial
como repetida ante la persistencia de sospecha clinica. Como preparacién se
entregd a los pacientes un enema rectal para aplicar la noche previa al
procedimiento y una profilaxis antibiética con ciprofloxacino 500 mg un
comprimido cada 12 horas durante 5 dias, fosfomicina 3 g dos dosis o cefuroxima
500 mg 4 dosis, segln el centro y el afio de realizacion. Se inyecté al inicio del
procedimiento lidocaina en el dngulo vesiculo-prostatico y en el dpex prostatico.
Como norma general, se tomaron 12 cilindros de la zona periférica prostatica, dos
muestras de cada sextante; base, medial y dpex del 16bulo derecho y del izquierdo.
Adicionalmente, se tomaron otros 6 cilindros para el presente estudio, uno de cada
area. Por tanto, de cada muestra prostatica habia 3 cilindros, dos para diagnéstico

anatomopatolégico y otro para cultivo celular, segin se representa en la figura 8.

o Muestras para Anatomia
patolégica

* Muestras para Cultivo de
fibroblastos

Figura 8. Esquema de biopsia de prdéstata.
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RTU de prostata

Se realiz6 la reseccién de la zona transicional prostatica en pacientes con
HBP sintomatica de la manera habitual, empleando un resector con asa bipolar y
suero fisiolégico como medio conductor. Se seleccionaron muestras procedentes

de la zona hiperplasica para cultivo.

Adenomectomia de prostata

Se realizé por via abierta retropubica en todos los casos, siguiendo la
técnica de Millin. Una vez extraida la pieza de adenomectomia se seleccioné un

fragmento del area hiperplasica para cultivo.

Todas estas muestras se recogieron en medios de cultivo apropiados para

ser trasladados en pocas horas al laboratorio donde fueron procesadas.

4.4 Tratamientos con intencion curativa

Prostatectomia radical

Se realiz6 por via abierta o laparoscépica segin las técnicas estandarizadas.
Se realiz6 una linfadenectomia extendida (desde la fosa obturatriz como limite
inferior, hasta la bifurcacién de las iliacas, medialmente hasta el nervio obturador y
lateralmente hasta el nervio genitofemoral), en los casos con PSA mayor de 10
ng/ml o con una suma de Gleason en la muestra de la biopsia de siete en los que el
nomograma de Briganti indicaba un riesgo > 5% de afectacién ganglionar, y en

todos los que presentaron una suma de Gleason mayor de 7.

Se determinaron las caracteristicas del tejido correspondiente al tumor y

del de algunas zonas periféricas no tumorales.
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Radioterapia radical

Algunos pacientes fueron sometidos a RT externa o braquiterapia segtn las
caracteristicas de la enfermedad y preferencias del paciente, seleccionando para
este estudio solo los casos con tumores de alto riesgo de la clasificacién d’Amico

77).

Estos casos solo fueron utiles para determinar las caracteristicas de la
neoplasia, pero no las de areas periféricas sin tumor, ya que no existe tejido para

confirmar las zonas no tumorales.

4.5 Seleccidn de las muestras validas para el estudio.

Finalmente, para este estudio se seleccionan 88 muestras de 50 casos
validos (n: 50), que estimamos que son suficientes para analizar el espectro de los
cambios que sufre la prostata durante su envejecimiento y carcinogénesis. De ellos
se analizaron 43 casos correspondientes a estroma neoplasico (10 casos
multiples), 7 a HBP y 28 a estroma normal. Los casos con CaP se intentaron
elegir de acuerdo a diferentes grupos de riesgo para incluir tumores con diferente

agresividad clinica.

Inicialmente se recogieron muestras de un mayor nimero de pacientes,
dada la dificultad de obtener muestras y procesarlas a partir de un ambiente no
estéril. Algunas de ellas tuvieron que ser desechadas por contaminacién bien
durante la obtencién de las mismas o durante su procesado en el laboratorio. En el
caso de los pacientes tumorales, se obtuvieron muestras de multiples pacientes
para seleccionar de manera equilibrada segin los grupos de riesgo y con la
confirmacién de los datos de la pieza quirurgica de PR. Los casos que no
cumplieron los criterios de seleccion, fueron congelados para posibles estudios

posteriores.
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4.6 Obtencion de los datos clinicos.

Los datos clinicos y patoldgicos, tanto de la biopsia tumoral, de la zona sana,
de la RTU y de la pieza de prostatectomia radical fueron recogidos en una base de
datos especifica, en la que ademas se incluyeron pardmetros del seguimiento para
analizar la evolucién de los pacientes con cancer de prdéstata tras el tratamiento

radical durante el tiempo que durd el estudio.

De esta manera, en todos los casos se recogieron los datos clinicos del
paciente como la edad, el volumen prostatico y el valor de PSA expresado en ng/ml.
En cuanto a los pacientes tumorales se recogié la suma de Gleason obtenida en la
biopsia (Gleason primario y Gleason secundario), el estadio clinico (cT) y si habia
tumores multiples. Se distinguié en ellos la localizacién del tumor primario, del
tumor secundario, del tejido sano cercano al tumor y del lejano. Una vez realizado
el tratamiento con intencién curativa, en el caso de ser sometidos a prostatectomia
radical, se registré de nuevo el Gleason primario y secundario, asi como el estadio
patolégico (pT), bordes afectos y afectaciéon ganglionar patoldégica en caso de
existir (pN). Por ultimo, se recogié el manejo terapéutico de estos dos ultimos

aspectos, margenes positivos y afectacién ganglionar.

En el seguimiento se estudié la aparicién de recidiva bioquimica,
considerada cuando el PSA asciende en dos determinaciones consecutivas por
encima de 0,2 ng/ml si han sido sometidos a prostatectomia radical o PSA nadir + 2
en los casos tratados con RT siguiendo los criterios de Phoenix (150). Se realiz6 la
primera determinacién de PSA a los tres meses de la cirugia y posteriormente se
controld cada seis meses hasta completar tres afios de seguimiento. Desde el tercer

ano, los controles se realizaron de forma anual.
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4.7 Técnica de cultivo de fibroblastos

1. Muestras procedentes de RTUp o adenomectomia de prostata.

Se cortaron en piezas de 1mm3y se incubaron en presencia de colagenasa
tipo I (1,25 mg/ml) en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) durante 48h. Tras la digestion las células fueron lavadas con SFB y
colocadas en placas. Las células fueron cultivadas en poblacién mixta hasta la
seleccion de fibroblastos por trypsinizacion. Se cultivaron a parte las células
epiteliales, para su uso en co-cultivos con los fibroblastos; cultivos en pocillos
separados por una membrana permeable a factores solubles. Los cultivos puros de
fibroblastos fueron expandidos en medio DMEM-F12 con 10% de SFB. Las células
se incubaron en atmoésfera hiimeda a 372C con 5% de CO2 hasta alcanzar una

confluencia del 80%.

Figura 9. Imagenes representativas de cultivos de fibroblastos durante el proceso de
aislamiento (111). A) A las 24-48 horas de aislamiento. B) Una semana después del
aislamiento. C) Dos tipos celulares morfolégicamente diferentes; las células en forma de
huso corresponde a los fibroblastos mientras que las células redondeadas estdn

representadas por células epiteliales o tumorales. D) Cultivo de fibroblastos puros.
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2. Muestras procedentes de biopsias prostaticas

Las muestras se colocaron en placas de 12 pocillos e incubadas con colagenasa
tipo I (1,25 mg/ml) en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de FBS durante
48 horas. Tras la digestion las células fueron lavadas con SFB y colocadas en placas.
Cada 3-4 dias se cambiaba el medio. Cuando las células eran semiconfluentes, se
seleccionaron los fibroblastos por trypsinizacién diferencial. Los cultivos puros de
fibroblastos se expandieron en medio DMEM-F12 con 10% de SFB. Se incubaron a
372C en atmosfera humeda a 372C con 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia

del 80%.

La pureza del cultivo de los fibroblastos serd confirmada por la siguiente
caracterizacion: vimentina y alfa-actina positiva y desmina negativa en el estudio

inmunohistoquimico y por citometria de flujo con anticuerpos CD90 clon AS02.

4.8 Determinaciones moleculares

Se analizaron los factores de origen estromal que han mostrado
interactuacion con el epitelio en el desarrollo y progresiéon tumoral y que tienen un
mayor potencial para ser considerados como marcadores estromales de cancer de
prostata. Asimismo, se han seleccionado los factores que han sido sefialados, en las
pocas publicaciones existentes al respecto, como claves en el desarrollo de la HBP,
muchos de ellos comunes a los de la carcinogénesis prostatica en el area periférica.
En un estudio de nuestro grupo ya comentado, hemos determinado algunos
factores que se expresan en el estroma tumoral de forma diferente al no tumoral
de la zona periférica de la glandula prostatica en un ndmero limitado de casos. Por

todo ello, se han seleccionado los siguientes representados en la tabla 6.

Los estudios de expresidon génica se disenaron y se llevaron a cabo en 96
placas (Roche®) mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa
a tiempo real. Se utilizo un kit de extraccion para obtener el ARN total “RNeasy

Mini kit” (Qiagen), incluyendo un tratamiento con DNAsa. La integridad y
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concentracion del RNA total eluido se determiné empleando un espectrofotémetro
ND-1000 NanoDrop®. La primera hebra de DNA se consiguié utilizando el kit de
sintesis “Transcriptor First Strand cDNA” (Roche®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los niveles de expresion de genes fueron evaluados por PCR en tiempo
real empleando la celdilla “Real Time Ready Custom panel” (Roche®). Los niveles
de RNAm se midieron en un ciclador de luz 480 II (Roche®), con las siguientes
condiciones: 952C durante 10 minutos, 45 ciclos de 10 segundos a 952C, 30
segundos a 602C y un segundo a 729C. Las placas contienen los cebadores y sondas

especificas para los siguientes factores y para tres genes de referencia.

Tabla 6. Tabla de factores estromales analizados en el estudio. Simb: simbolo; Ref.: Referencia.

Simb Ref. Nombre del gen Tipo de gen

RA 102544 | Receptor androgénico Receptor hormonal

NUDT6 118274 | Nudix hidrolasa-6 Factor de crecimiento

FGF7 113109 | Factor de crecimiento de fibroblastos 7 Factor de crecimiento

FGF10 118274 | Factor de crecimiento de fibroblastos 10 Factor de crecimiento

TGF 101210 | Factor de crecimiento transformante (3 Factor de crecimiento

HGF 108357 | Factor de crecimiento hepatocitico Factor de crecimiento
PDGFf 110713 | Factor de crecimiento derivado de plaquetas 3 Factor de crecimiento
MMP-2 103899 | Metaloproteinasa 2 Invasién

MMP-9 139820 | Metaloproteinasa 9 Invasién

MMP-11 103163 | Metaloproteinasa 11 Invasién

IL-6 113614 | Interleuquina 6 Inflamacién y chaperonas
IL-17RB 140392 | Receptor B de la interleuquina 17 Inflamacién y chaperonas
HSF-1 110674 | Factor de transcripcién de choque térmico 1 Inflamacién y chaperonas
HSPA1A 145875 | Proteinas de shock térmico de 70 Kda Inflamacién y chaperonas
STAT3 110694 | Transductor de seflales y activador de transcripcién 3 | Inflamacién y chaperonas
NFkf 100646 | Factor nuclear kappa de las células B activadas Inflamacién y chaperonas
FAP 108274 | Proteina de activacion de fibroblastos-a Interaccién epitelio/estroma
CDH11 112371 | Cadherina 11 Interaccidn epitelio/estroma
CXCL12 110618 | Factor derivado de célula estromal-1 Interaccidn epitelio/estroma
CXCL14 111260 | C-X-C Ligando de quimioquina 14 Interaccidn epitelio/estroma

Con el objetivo de confirmar la expresiéon proteica del ARNm analizado por
PCR cuantitativa, analizamos por Western Blot la expresién de los genes de los
factores con expresidn significativamente diferencial. Para ello, utilizaremos la fase
proteica obtenida durante la extraccion de ARN; determinando asi, la expresién de

proteinas en las mismas condiciones y cultivo que el estudio génico.
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4.9 Aspectos éticos y de confidencialidad

Dado que el estudio supone un incremento del nimero de muestras durante la
biopsia y una manipulacién de las mismas, se ha elaborado un documento
especifico de consentimiento informado que ha sido valorado positivamente y

aceptado por el Comité Etico de Investigacién del Principado de Asturias (Anexo I).

4.10 Estudio estadistico

Ademas del andlisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patolégicas,
se analizaron las expresiones moleculares obtenidas mediante PCR (valor
cuantitativo respecto al calibrador basal antes referido). Se emplearon test
paramétricos (estimacion de las medias y comparacién de medias) cuando la
distribucién fue normal. Para las determinaciones moleculares, dado el pequefio
tamafio de la muestra y que en algunas de ellas la distribucién no fue normal (test
de Kolmogorov-smirnov y Shapiro-Wilk), se utilizaron pruebas no paramétricas
con determinaciéon de medianas, rangos intercuartiles, U de Mann-Whitney, de
Kruskal-Wallis y correlacién de Spearman. Se consider6 estadisticamente
significativa una p valor menor de 0,05. Para el andlisis estadistico de empleé el

programa IBM- SPSS- Statistics version 25.

50



5.Resultados







5.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS.

Finalmente, se recogieron 88 muestras de 50 pacientes de los cuales 7
fueron intervenidos por HBP (5 mediante RTUp y 2 a través de adenomectomia
retropubica tipo Millin). Los 43 restantes fueron pacientes con tumores de
prostata sometidos a biopsia transrectal. De ellos, hubo 6 tumores metastasicos
(CPM+) que atn no habian recibido tratamiento en el momento de la biopsia, 7
pacientes con TDA en fase de sensibilidad a la castracién (CPSC), 7 pacientes con
cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC) y 23 pacientes con tumores

localizados (CPL).

CPRC HPB
14% 14%

Figura 10. Distribucién de los pacientes por tipo de caso. HBP: Hiperplasia benigna de proéstata;
CPL: Cancer de prostata localizado; CPM+: Céancer de prdstata metastasico; CPSC: Cancer de

proéstata sensible a la castracién; CRPC: Cancer de prdstata resistente a la castracién.

De los 23 pacientes con CPL, se obtuvieron un total de 61 muestras.
Estudiamos 10 casos con tumores multiples, en los que se recogi6 un cilindro de
cada tumor (tejido tumor 1, tejido tumor 2). Ademas, en 17 casos se recogieron
muestras de tejido normal: a) 11 casos en los que se obtuvo de dos zonas sanas,
una de tejido normal cercano y otra de tejido normal lejano al tumor; b) en 2 casos
solo procedente de tejido normal cercano; y c) en 4 casos solo de tejido normal

lejano al tumor.
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La media de edad de los pacientes fue de 69,4 afios, con una desviacion
estandar (ds) de 7,64 (intervalo: 54-89 afios). La edad media segln el grupo se
representa en la tabla 7. Los pacientes de mayor edad correspondieron a los
grupos de tumores metastasicos con tratamiento, sensibles y resistentes a la

castracion.

Tabla 7. Distribucién de la edad media de los pacientes por tipo de patologia. HBP:
Hiperplasia benigna de préstata; CPL; Cancer de préstata localizado; CPM+: Cancer de prdstata
metastasico; CPSC: Cancer de prdéstata sensible a la castracion; CPRC: Cancer de proéstata resistente

a la castracion. Min.: minimo; max.: maximo.

Edad Desviacion

media estandar Min-Max
HBP 72 9,38083 56-86
CPL 66,9 6,56768 54- 81
CPM+ 70,3 11,55278 55-89
CPSC 78,85 5,11301 73-89
CPRC 74,5 10,21204 60-87

Respecto al volumen prostatico, el mayor lo presentaron los pacientes con
HBP, seguido de los tumores metastasicos. Por el contrario, el menor volumen

aparecio en aquellos pacientes con tumores localizados.

Tabla 8. Mediana del volumen prostatico por grupos. HBP: Hiperplasia benigna de prdstata;
CLP: Cancer de prostata localizado; CPM+: Cancer de préostata metastasico; CPSC: Cancer de
prostata sensible a la castraciéon; CPRC: Cancer de prostata resistente a la castracién; Min: minimo;

Max: maximo.

Mediana Min-Max

HBP 40 15-200
CPL 27,5 14-70
CPM+ 36,9 29-90
CPSC 38 20-96
CPRC 25 11-65
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Los valores de PSA de esta serie de pacientes oscilaron entre 0,2 y 3971
ng/ml. Se expresa en los siguientes graficos la distribuciéon de PSA segun el tipo de
caso. En el primer grafico se ha excluido el grupo CPM+ por presentar unos valores

muy elevados que distorsionan la figura.
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50

(¢}
76 27
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NAF HPB CPL CPSC CPRC

Figura 11. Valores de PSA segun tipo de patologia. NAF: Fibroblastos de tejido normal; HBP:
Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de préstata localizado; CPSC: Cancer de prdstata

sensible a la castracion; CPRC: Cancer de proéstata resistente a la castracion.

Como se puede observar, los valores de PSA difieren enormemente segtn el
grupo al que pertenezcan, por ello, en la Figura 11 se representan los valores de

cada paciente dentro de cada grupo.
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Figura 12. Valores de PSA por tipo de patologia. Se expresan las cifras individuales de cada
paciente por grupos. A) HBP; Hiperplasia benigna de préstata. B) CPM+; Cancer de proéstata
metastasico. C) CPL; Cancer de proéstata localizado. D) CPSC; Cancer de prostata sensible a la

castracion. E) CPRC: Cancer de préstata resistente a la castracidn.
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Las muestras obtenidas mediante biopsia de prostata transrectal de todos los
pacientes con CaP, se clasificaron segin la suma de Gleason. La mayoria de los
pacientes presentaron una suma de Gleason de 7 y de 8, representados por trece
pacientes cada uno. La suma de Gleason menos frecuente fue el 10, con tres casos,
todos ellos metastasicos. Los tumores localizados presentaron las sumas de
Gleason mas bajas con siete casos de Gleason 6 y once casos de Gleason 7. En la

figura 12 y en la tabla 9 se representan las sumas de Gleason segtin los grupos.

CPM+

CPSC CPRC

Figura 13. Suma de Gleason de biopsia prostatica por grupos de pacientes con CaP. CPL:
Cancer de prostata localizado; CPM+: Cancer de préstata metastasico; CPSC: Cancer de prdéstata
sensible a la castracién; CPRC: Cancer de prdéstata resistente a la castracién. En cada sector aparece

grado de Gleason y en la linea inferior, el nimero de pacientes.
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Tabla 9. Suma de Gleason de biopsia prostatica por grupos de pacientes con CaP. CPL: Cancer
de prdéstata localizado; CPM+: Cancer de préstata metastdsico; CPSC: Cancer de préstata sensible a

la castracion; CPRC: Cancer de proéstata resistente a la castracidn.

7 Suma de Gleason 6 Siete (3+3)
Siete (3+4)
11 Suma de Gleason 7
Cuatro (4+3)
CPL
Dos (3+5)
4 Suma de Gleason 8
Dos (4+4)
1 Suma de Gleason 9 Uno (4+5)
Uno (3+5)
3 Suma de Gleason 8
Dos (4+4)
Uno (4+5)
CPM+ | 2 Suma de Gleason 9
Uno (5+4)
1 Suma de Gleason 10 Uno (5+5)
1 Suma de Gleason 7 Uno (3+4)
2 Suma de Gleason 8 Dos (4+4)
CPSC Dos (4+5)
3 Suma de Gleason 9
Uno (5+4)
1 Suma de Gleason 10 Uno (5+5)
1 Suma de Gleason 7 Uno (4+3)
Tres (4+4)
4 Suma de Gleason 8
CPRC Uno (5+3)
1 Suma de Gleason 9 Uno (5+4)
1 Suma de Gleason 10 Uno (5+5)

De los 23 pacientes con tumores localizados, 21 se sometieron a PR como
tratamiento primario. Unicamente dos pacientes recibieron RT de inicio. En los 21
casos tratados con cirugia, se comparo la suma de Gleason de la biopsia con la de la

pieza de PR obteniendo los siguientes resultados.
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Tabla 10. Correlacion de la suma de Gleason entre biopsia de prodstata y pieza de

prostatectomia radical. PR: Prostatectomia radical.

Suma de Gleason PR 3+3 3+4 3+5 4+3 4+5

Suma de 3+3 3 2 2
Gleason 3+4 2 3 1 1
biopsia 3+5 1 1
transrectal 443 1 3

4+5 1

Como se puede observar, hubo 7 casos infraestadificados por biopsia y
cuatro sobreestadificados. Finalmente, empleamos la suma de Gleason de la pieza
de prostatectomia en los casos en los que se realizé (en la mayoria). En el resto de
casos se tomo la suma de Gleason de la biopsia prostatica. Para realizar los analisis

estadisticos empleamos la clasificacion ISUP (76).

Tabla 11. Grupo ISUP. Grupo 1: Gleason 6 (3+3), Grupo 2: Gleason 7 (3+4), Grupo 3: Gleason 7
(4+3), Grupo 4: Gleason 8 (3+5, 4+4 6 5+3) y grupo 5: Gleason 9-10 (4+5, 5+4 6 5+5). PR:
Prostatectomia radical; RT: Radioterapia; CPM+: Cancer de prdstata metastasico; TDA: Cancer de
préstata en tratamiento con deprivacién androgénica, tanto sensible como resistente a la
castracion; RTU: Reseccion transuretral de prostata; Millin: Adenomectomia de préstata tipo Millin;
ISUP: Sociedad Internacional de Patologia Urolégica; HBP: Hiperplasia benigna de prostata.

Subrayados en rojo aparecen los pacientes de muy alto riesgo.

PIEZA BIOPSIA RTU/Millin

PR RT CPM+ TDA HBP

ISUP NO (HBP) 7 7
1 6 6
2 6 1 7
3 4 1 5
4 4 2 3 6 15
5 1 3 6 10
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Segun los criterios de D’Amico, hubo 11 tumores de alto riesgo o localmente
avanzados y 12 de bajo/medio riesgo (se agruparon bajo y medio riesgo). Para
estudiar los factores estromales, dividimos a los pacientes en grupos, ISUP 1-3 e

ISUP 4-5.

HBP,
11%

ISUP

Figura 14. Pacientes agrupados por ISUP para analisis estadisticos. HBP: Hiperplasia benigna

de préstata.; ISUP: Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica.

En cuanto a los tumores localizados (n=23), la distribucién por estadio se
llevé a cabo a través de las muestras de PR -pT-, mientras que en los dos casos
tratados con RT se empled la anatomia de la biopsia y la exploracién fisica -cT-.
Hubo cinco casos T2a, trece T2c, dos T3a y tres T3b como se refleja en la siguiente

tabla.

Tabla 12. Estadio en tumores localizados (pT, salvo 2 tratados con RT -cT-). pT: Estadio
patolégico; cT: Estadio clinico. * un caso tratado con RT **: un caso tratado con RT + TDA. RT:

Radioterapia; TDA: Terapia de deprivacién androgénica.

pT
T2a 5
T2c 12*
T3a 1H*
T3b 3
Total 23
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Respecto al seguimiento, se analiza en funcién de los grupos de pacientes.
Los CPL tuvieron una mediana de seguimiento de 58 meses (6-90). Seis pacientes
presentaron recidiva bioquimica, tres de cada grupo (bajo/medio vs alto riesgo).
En todos los casos se administré RT sobre el lecho. En los CPM+, la mediana de
seguimiento fue de 26 meses (12-78). Dos de ellos fallecieron a los 15 y 78 meses
al hacerse CPRC. En el grupo de CPSC, la mediana de seguimiento fue de 38 meses
(2-93), con datos de que se hayan hecho CPRC en 3 casos, uno de ellos fallecido. En
este grupo, existe el sesgo de seguimientos aun muy breves. En los CPRC la
mediana de seguimiento fue de 21 meses (20-30), con progresiéon en al menos 4

casos, sin fallecimientos.

Como se coment6 previamente, de los 23 casos de pacientes con tumores
localizados, 10 presentan tumores multiples en los que se recogi6é muestra de
ambos tumores, tejido tumoral 1 y tejido tumoral 2. Se realiza un analisis Chi 2
para valorar diferencias significativas entre el tipo de tumor, primario o
secundario, y el grado ISUP. Se hace tanto con los 5 grupos ISUP (p: 0,899), como
agrupandolos en 2 categorias, ISUP 1-3, ISUP 4-5 (p: 0,536). No se encuentran

diferencias significativas.

A continuacidén, analizamos la expresion génica de los factores indicados
anteriormente en diferentes escenarios, analizando cdmo varia su expresion segin
el tipo de paciente. Para ello empleamos la prueba de Kruskall Wallis (no

paramétrica).

5.2 CORRELACIONES EN LA EXPRESION GENICA DE LOS
FACTORES EN LOS FIBROBLASTOS DE DIFERENTES
POBLACIONES.

5.2.1. Correlaciones en la expresion génica de los factores expresados
por los NAF

Si aplicamos el coeficiente de correlacién de Spearman, observamos
multitud de correlaciones estadisticamente significativas entre las expresiones

génicas de los diferentes factores por los fibroblastos del tejido normal. Se
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representan todas ellas en las tablas 13 y 14, distribuidas de este modo por

imposibilidad de representar todas las correlaciones en una dnica tabla.

Tabla 13. Correlaciones estadisticamente significativas entre la expresion génica de los
diferentes factores por los NAF. RA: Receptor androgénico; CDH11: Cadherina 11; CXCL12:
Factor derivado de célula estromal-1; CXCL14: C-X-C Ligando de quimioquina 14; FAP: Proteina
activadora de fibroblastos; FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; FGF10: Factor de
crecimiento de fibroblastos 10; HGF: Factor de crecimiento hepatocitico; HSF-1: Factor de
transcripcion de choque térmico 1; HSPA1A: Proteina de shock térmico; IL-6: Interleuquina 6; IL-
17RB: Receptor B de Interleuquina 17; MMP-9: Metaloproteinasa 9; MMP-11: Metaloproteinasa 11;
NFkp: Factor nuclear kappa subunidad 1; NUDT6: Nudix hidrolasa 6; STAT3: Transductor de
sefiales y activador de la transcripcién 3; TGFp-1: Factor de crecimiento transformante B1. En rojo

aparecen sefialadas las mas representativas por estar mas cercade 1 6 -1.

RA CDH11 CXCL12 CXCL14 FAP FGF7 FGF10 HGF
CXCL14 gﬁ (1)2 . CXCL14
FGF10 3;4,336 gfgm 35319 FGF10
HGE | %002 | pe0z0 | pooas o HGF
HSF-1 gi g o HSF-1
HSPA1A g'jgm gf’ggg HSPA1A
-6 ;:60613 3;7,306 ;)(1,70901 IL-6
IL-17RB ;)0;’6051 1 gf g o1 IL-17RB
MMP-9 35807 35303 ;>0=',50830 2;8,301 MMP-9
MMP-11 ;>0='i)625 3'3,327 35334 ;2,70001 MMP-11
NP 35304 35328 35807 NFkp
NuDT6 gf,gw 3'3,317 3;6,801 NUDT6
STAT3 g'=4,(1)30 3'3,307 gf(1)01 gf,goz 35807 3'3,317 STAT3
TGFp1 gfgm gfgm 35807 TGFp1
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Tabla 14. Correlaciones estadisticamente significativas entre la expresion génica de los
diferentes factores por los NAF II. En cada celda aparece el coeficiente de correlaciéon de
Spearman seguido de la significacién estadistica. HSF-1: Factor de transcripcién de choque térmico
1; HSPA1A: Proteina de shock térmico; IL-6: Interleuquina 6; IL-17RB: Receptor B de Interleuquina
17; MMP-2: Metaloproteinasa 2; MMP-9: Metaloproteinasa 9; MMP-11: Metaloproteinasa 11;
PDGFf: Factor de crecimiento derivado de plaquetas, subunidad b; FAP: Proteina activadora de
fibroblastos; FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; HGF: Factor de crecimiento
hepatocitico; NFkB: Factor nuclear kappa subunidad 1; NUDT6: Nudix hidrolasa 6; STATS3:
Transductor de sefales y activador de la transcripcién 3; TGFf-1: Factor de crecimiento

transformante B1. En rojo aparecen sefialadas las mas representativas por estar mas cercade 1 6 -1.

HSF-1 | HSPA1A | IL-6 117];;3 MMP-2 | MMP-9 Mllvllp' PDGFB
FAP g'j (7) 01 FAP
FGF7 ;)0;’60033 g’j g 09 FGF7
HGE gfgog gfg 2 HGE
HSF-1 gi (1) - HSF-1
IL-17RB gﬁ 322 gﬁ g 16 ;)0;’50602 IL-17RB
MMP-2 gf,goz 3;6,309 ;>0=',50602 MMP-2
MMP-9 ;&,60908 g’j 3 o1 MMP-9
n ;>0=',60102 gf,gzz ;>0=',503;)8 MMP-11
NFkp ;>0='i)908 gf,goz 3;4,314 NFkp
NUDT6 ;)(2,70%7 gi g 02 ;)Oz'i)sl 6 NUDT6
STAT3 gi g o1 gﬁg e | STAT3
TGFB1 3'3,324 3;4,308 ;>0=',503;)8 TGF1
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Las correlaciones positivas mas significativas son: RA con HSPA1A (0,66;
p<0,001), CDH11 con FGF10 (0,65; p<0,001), CDH11 con TGFp1 (0,65; p<0,001),
CXCL14 con TGFpB1 (0,66; p<0,001), FGF7 con IL-6 (0,79; p=0,006), FGF10 con
MMP-9 (0,81; p=0,001), HSF1 con FAP (0,67; p<0,001), IL-6 con MMP-2 (0,69;
p=0,009) y MMP-2 con FGF7 (0,68; p= 0,009).

Por el contrario, las correlaciones negativas mas significativas son las que
se enumeran a continuacién. RA con IL-6 (-0,66; p=0,013), FGF10 con IL-6 (-0,79;
p=0,001), FGF10 con MMP-11(-0,70; p<0,001), IL-6 con MMP-9 (-0,69; p=0,008) e
IL-6 con NUDT6 (-0,70; p=0,007).

5.2.2. Correlaciones en la expresion génica de los factores expresados por los
CAF

Al analizar las correlaciones entre los marcadores de este grupo de
pacientes a través del coeficiente de Spearman, encontramos multiples resultados

significativos que se representan en la tabla 15.

Las correlaciones positivas mas representativas son: RA con NUDT6 (0,60;
p<0,001), CDH11 con STAT3 (0,66; p<0,001), FGF10 con IL-17RB (0,66 p<0,001),
FGF10 con NUDT®6 (0,60; p<0,001), HSF-1 con HSPA1A (0,80; p<0,001), MMP-11
con HSPA1A (0,57; p<0,001), NUDT6 con HSPA1A (0,64; p<0,001). En cuanto a las
correlaciones negativas, la mas representativa es la de RA con FAP (-0,60;

p<0,001).
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Tabla 15. Correlacion de Spearman entre factores expresados por los CAF. En cada celda

aparece el coeficiente de correlacién de Spearman seguido de la significacién estadistica. RA:

Receptor androgénico; CDH11: Cadherina 11; FAP: Proteina activadora de fibroblastos; FGF10:

Factor de crecimiento de fibroblastos 10; HGF: Factor de crecimiento hepatocitico; HSF-1: Factor de

transcripcion de choque térmico 1; MMP-2: Metaloproteinasa 2; MMP-11: Metaloproteinasa 11;

NUDT6: Nudix hidrolasa 6; STAT3: Transductor de sefiales y activador de la transcripcién 3;

TGFB-1: Factor de crecimiento transformante B1; CXCL12: Factor derivado de célula estromal-1;

CXCL14: C-X-C-Ligando de quimioquina 14; FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; HSPA1A:

Proteina de shock térmico; IL-6: Interleuquina 6; IL-17RB: Receptor B de interleuquina 17; MMP-9:

Metaloproteinasa 9; NFkf3: Factor nuclear kappa subunidad 1. En rojo aparecen representadas las

que son mas relevantes por estar mas cercade 1 6 -1.

RA CDH11 FAP FGF10 HGF HSF-1 | MMP-2 M11v11|>- NUDT6 | STAT3 | TGFp1
CDH11 ;:20514
aa | 0%, =
CXCL14 pg:ggl
PP | 00r | poos
FGF7 p2:384
FGF10 gf,gz 1
po001 | poois
i P o006 b 001
penot | poozz p2001 poo01 | peoor | pooss
IL-6 0,42 0,35 0,48 0,46
p=,003 p=,016 p=,001 | p=001
IL-17RB 3;6,801 p-=0,,($590
MMP-2 gf,(zns ;2,?16
MMP-9 25(3)23 gf,gzo pg:gg3 pgjﬁis
NFK@ 0,44 -0,41 0,34 0,45 -0,34 -0,36
p=,001 | p=,003 | p=013 p=,001 p=,014 p=,010
NUDTE gfgm p-<0,'(?(§)1 pg:ggl p2:331 pg:ziél
PDGFR pg:zgS pg:gg3
B 3;6,801 25(1’23 pg:ggl pgigg4 pg:ggS
| [V i
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5.3 RELACION DE LA EXPRESION GENICA DE LOS CAF Y LAS
CARACTERISTICAS CLiINICO PATOLOGICAS DE LOS CPL.

5.3.1 Correlaciones de los niveles de expresion génica de los distintos factores
por los CAF con PSA

Al estudiar estas correlaciones, Unicamente se encontraron resultados
significativos en tres de los factores. Una correlaciéon positiva entre PSA y NFk(
0,41 (p=0,017) y dos correlaciones negativas; entre PSA y NUDT6 -0,38 (p=0,028)
y entre PSA y TGFpB-1 -0,39 (p=0,024). Se encuentran representadas en la figura
15.
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Figura 15. Coeficiente de correlacion de Spearman entre la expresion génica de los factores
por parte de los CAF y los niveles de PSA. NFkf: Factor nuclear kappa subunidad 1; NUDTé:
Nudix hidrolasa 6; TGFB-1: Factor de crecimiento transformante B1; CAF: Fibroblastos asociados a

cancer de préstata; PSA: Antigeno prostatico especifico.
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5.3.2 Comparacion de la expresion génica de los factores por los CAF de CPL
segun estadio

Se observaron diferencias significativas clinicamente relevantes segin el
estadio tumoral en la expresién génica de los siguientes factores: FGF10 (0,019),
TGFp-1 (p=0,025), IL-17RB (p= 0,040), CDH11 (p= 0,033) y CXCL14 (p=0,031). En
los casos de CDH11 y TGFp-1, se observa una clara tendencia, a mayor estadio

tumoral menor expresion del factor. Sin embargo, en el resto de casos, la expresiéon

aumenta en T2 y vuelve a disminuir en T3.
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Figura 16. Boxplot de la expresion génica de los factores estromales expresados por los CAF

en funcion del estadio.
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5.3.3 Expresion génica de factores por los CAF segun clasificacion ISUP

No hemos encontrado diferencias significativas en la expresiéon de factores

estromales por los CAF en relacién a la clasificaciéon ISUP.

5.4 COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA DE LOS NAF DE
TEJIDO SANO CERCANO Y LEJANO AL TUMOR.

Si comparamos la expresion génica de los factores por los NAF en tejido
normal cercano y lejano al tumor, no encontramos diferencias significativas en
cuanto a su expresién. A partir de ahora, los NAF estardn representados
exclusivamente por las muestras recogidas mas lejanas al tumor, evitando asi la

repeticion de muestras de un mismo paciente.

5.5 COMPARACION DEL PERFIL GENICO DE LOS CAF DE LOS
TUMORES PRINCIPALES CON LOS DE LOS FOCOS SECUNDARIOS
EN LOS CaP MULTIFOCALES.

En cuanto al grupo CPL, si en los casos de CaP multifocal comparamos las
muestras del tumor principal, considerado éste el méas agresivo, con las del tumor
secundario, aparecen diferencias significativas en la expresién génica de los
siguientes factores: FGF 10 (p=0,014), MMP-11 (p=0,013) y IL-6 (p=0,042)
encuentran elevada su expresiéon en el tumor principal. Por el contrario, MMP-2
(p=0,003), MMP-9 (p =0,012) y IL-17RB (p=0,005) presentan una expresién mas
elevada en el tumor secundario. A partir de ahora, el perfil génico de los CAF estara
representado por la muestra del tumor principal, desechando las de tumor

secundario para evitar emplear muestras repetidas del mismo paciente.
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Figura 17. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores aumentados en el

tumor principal en relacion con el tumor secundario. FGF10: Factor de crecimiento 10; MMP-

11: Metaloproteinasa 11; IL-6: Interleuquina 6.
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Metaloproteinasa 9; IL-17RB: Receptor B de interleuquina 17.
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5.6 EXPRESION GENICA DE LOS FACTORES EN LOS NAF EN
COMPARACION CON FIBROBLASTOS DE HBP Y CAF.

5.6.1 Comparacion de la expresion génica de factores entre los NAF y los
fibroblastos de HBP

En los fibroblastos de pacientes con HBP aumenta la expresiéon de FGF7
(p=0,002), PDGFB (p=0,022), MMP-2 (p=0,001), MMP-11 (p=0,002), IL-6
(p=0,004) y HSF-1 (p=0,022), en comparacién con los NAF.
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Figura 19. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores aumentados en HBP
respecto a los NAF. FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; PDGFf: Factor de crecimiento
derivado de plaquetas, subunidad b; MMP-2: Metaloproteinasa 2; MMP-11: Metaloproteinasa 11;
IL-6: Interleuquina 6; HSF-1: Factor de transcripcién de choque térmico 1; NAF: Fibroblastos de

tejido normal; HBP: Hiperplasia benigna de proéstata.
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Sin embargo, las expresiones de FGF10 (p=0,003), MMP-9 (p= 0,002), IL-
17RB (p=0,001) y FAP (p=0,015) se encuentran disminuidas en los fibroblastos de

HBP en comparacién con los NAF.
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Figura 20. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores disminuidos en HBP
respecto a los NAF. FGF10: Factor de crecimiento 10; MMP-9: Metaloproteinasa 9; IL-17RB:
Receptor B de interleuquina 17; FAP: Proteina activadora de fibroblastos; NAF: Fibroblastos de

tejido normal; HBP: Hiperplasia benigna de proéstata.

5.6.2 Comparacion de la expresion génica de factores entre los NAF y los CAF
de CPL

En pacientes con CPL, los CAF muestran expresiones génicas mas elevadas
de FGF7 (p<0,001), MMP-2 (p<0,001), MMP-11 (p<0,001) y IL-6 (p<0,001) en
comparaciéon con los NAF. Por el contrario, presentan menor expresiéon de FGF10

(p<0,001), MMP-9 (p<0,001) y IL-17RB (p<0,001).
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Figura 21. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores aumentados en los
CAF de CPL respecto a los NAF FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; MMP-2:
Metaloproteinasa 2; MMP-11: Metaloproteinasa 11; IL-6: Interleuquina 6; NAF: Fibroblastos de
tejido normal; CPL: Cancer de prostata localizado.
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Figura 22. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores disminuidos en los
CAF de CPL respecto a los NAF FGF10: Factor de crecimiento de fibroblastos 10; MMP-9:
Metaloproteinasa 9; IL-17RB: Receptor B de interleuquina 17; NAF: Fibroblastos de tejido normal;

CPL: Cancer de prostata localizado.

72



Tras estas comparaciones, se puede extraer que FGF7, [L-6, MMP-2 y MMP-
11 se encuentran elevados tanto en los fibroblastos de HBP como de CPL con
respecto a los NAF. En los fibroblastos de HBP ademas aumentan PDGFf y HSF-1,
lo que parece indicar que son factores relacionados con esta patologia. Por otro
lado, las expresiones de FGF10, MMP-9 y IL-17RB disminuyen en los fibroblastos
correspondientes a las dos patologias, estando FAP disminuido en HBP, lo que

sugiere que es un factor mas relacionado con CPL.

5.6.3 Comparacion de la expresion génica de factores entre los fibroblastos de
HBP y los CAF de CPL

Al comparar estos dos grupos, las expresiones génicas de HSF-1 (p=0,030) y
CXCL14 (p=0,026), aparecen elevadas en los fibroblastos de HBP con respecto a los
CAF de CPL. Por el contrario, la expresion de FAP (p=0,042) es mayor en el caso de
los CAF de CPL que en los fibroblastos de HBP.
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Figura 23. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores en los fibroblastos
de HBP respecto a los CAF de CPL. HSF-1: Factor de transcripcion de choque térmico 1; CXCL14:
C-X-C- Ligando de quimioquina 14; FAP: Proteina activadora de fibroblastos; HBP: Hiperplasia

benigna de préstata; CPL: Cancer de prostata localizado.
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5.7 COMPARACION DEL PERFIL GENETICO DE LOS NAF Y DE LOS
CAF DE CPL CON LOS DE LOS CPM+ Y LOS DE LOS SOMETIDOS A
TDA.

5.7.1 Comparacion de la expresion génica de factores entre los NAF y los CAF
de CPM+

Al realizar esta comparacion, observamos que las diferencias en la
expresion génica de los factores por parte de los CAF de CPM+ con respecto a los
NAF son las mismas que entre los NAF y los CAF de CPL. Se observa una elevaciéon
en la expresion génica de FGF7 (p=0,001), MMP-2 (p<0,001), MMP-11 (p<0,001) e
IL-6 (p<0,001) en los CAF de CPM+ en comparacién con los NAF.
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Figura 24. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores aumentados en los
CAF de CPM+ respecto a los NAF. FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; MMP-2:
Metaloproteinasa 2; MMP-11: Metaloproteinasa 11; IL-6: Interleuquina 6; NAF: Fibroblastos de

tejido normal; CPM+: Cancer de prostata metastasico.

También aparece disminuida la expresiéon génica de los mismos factores en
los CAF de CPM+ que en los de CPL con respecto a los NAF, FGF10 (p=0,004), MMP-
9 (p=0,001) e IL-17RB (p=0,002).
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Figura 25. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores disminuidos en los
CAF de CPM+ respecto a los NAF. FGF10: Factor de crecimiento de fibroblastos 10; MMP-9:
Metaloproteinasa 9; IL-17RB: Receptor B de interleuquina 17; NAF: Fibroblastos de tejido normal;

CPL: Cancer de prostata localizado.

5.7.2 Comparacion de la expresion génica de factores entre los CAF de CPL y
los CAF de CPM+

Si comparamos las muestras de pacientes con CPL con las de CPM+ aun sin
tratamiento, vemos que la unica diferencia significativa en la expresion de los

factores por parte de los CAF, es una disminucién de IL-6 (p=0,038) en CPM+.
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Figura 26. Boxplot comparando la mediana de expresion de IL-6 entre los CAF de CPL y CPM+.

IL-6: Interleuquina 6.; CPL: Cancer de proéstata localizado; CPM+: Cancer de prostata metastasico.
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5.7.3 Comparacion de la expresion génica de factores entre los NAF, los CAF de
CPLy los CAF de CPM+

Aunque muchas de estas diferencias no alcanzan la significacion estadistica,
parece interesante observar la diferencia de expresion génica de factores entre
estos grupos, asi vemos como la expresion de FGF7 esta elevada en los CAF de CPL
respecto a los NAF asi como en los CAF de CPM+ con respecto a los NAF, sin
embargo, no se han encontrado diferencias significativas entre los CAF de CPL y
CPM+. Esto mismo ocurre con la expresion de MMP-2 y MMP-11. En cuanto a IL-6,
su expresion de ve aumentada en los CAF de CPL y CPM+ con respecto a los NAF,
pero aparece mas elevada en los CAF de CPL que en los de CPM+ con diferencias

significativas.
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Figura 27. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores entre los NAF, los
CAF de CPL y los CAF de CPM+. FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; MMP-2:
Metaloproteinasa 2; MMP-11: Metaloproteinasa 11; IL-6: Interleuquina 6; NAF: Fibroblastos de

tejido normal; CPL: Cancer de prostata localizado; CPM+: Cancer de prostata metastasico.

5.7.4 Comparacion de la expresion génica de factores entre los NAF y los CAF
de pacientes sometidos a TDA

Al comparar este nuevo grupo constituido por las muestras de todos los

pacientes sometidos a tratamiento, tanto CPRC como CPSC al que hemos
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denominado TDA con tejido normal, vemos que existe una diferencia significativa

en la expresion génica de multitud de los factores estromales por parte de los

fibroblastos.
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Terapia de deprivacién androgénica.
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Como se observa en la figura 28, en los pacientes en tratamiento con TDA,
los CAF presentan una mayor expresion de RA (p=0,038) en comparacién con los
NAF. Asi mismo aumenta la expresion génica de otros factores por parte de los CAF
de TDA como NUDT6 (p=0,021), FGF7 (p=0,001), MMP-2 (p<0,001), MMP-11
(p<0,001), IL-6 (p<0,001), HFS-1 (p=0,010), HSPA1lA (p=0,001), y CXCL12
(p=0,021) con respecto a los NAF.
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Figura 29. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores disminuida en los
CAF de pacientes sometidos a TDA con respecto a los NAF. FGF10: Factor de crecimiento 10;
HGF: Factor de crecimiento hepatocitico, MMP-9: Metaloproteinasa 9; IL-17RB: Receptor B de
interleuquina 17; FAP: Proteina activadora de fibroblastos; CDH11: Cadherina 11 NAF: Fibroblastos

de tejido normal; TDA: Terapia de deprivacién androgénica.
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Por el contrario, la expresiéon de FGF10 (p=0,001), HGF (p<0,001),
MMP-9 (p<0,001), IL-17RB (p<0,001), FAP (p=0,001) y CDH11 (p=0,006) se ve
disminuida por los CAF de TDA con respecto a los NAF.

5.7.5 Comparacion de la expresion génica de factores entre los CAF de CPL y
los de pacientes sometidos a TDA

Como se observa en la figura 32, la expresion de RA (p=0,029) continda
viéndose aumentada en los CAF de pacientes con TDA. Ademas se ve un aumento
en la expresion de FGF10 (p=0,037), IL-17RB (p= 0,004), HSF-1 (p=0,015) y
HSPA1A (p=0,006) al compararlo con los CAF de CPL.
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Figura 30. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores aumentados en los
CAF de pacientes sometidos a TDA respecto a los CAF de CPL. RA: Receptor androgénico;
FGF10: Factor de crecimiento 10; IL-17RB: Receptor B de interleuquina 17; HSF1: Factor de

transcripcion de choque térmico 1; HSPA1A: Proteina de shock térmico; CPL: Cancer de prdstata

localizado; TDA: Terapia de deprivacién androgénica.
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También persiste disminuida la expresiéon los valores de HGF (p<0,001),
MMP-9 (p=0,010), FAP (p=0,009) y CDH11 (p<0,001) por parte de los CAF de
pacientes sometidos a TDA respecto a los CAF de CPM+. La expresién de MMP-9 es
mayor en tumores localizados que en tumores tratados con TDA. Parece que la
expresion de MMP-9 disminuye en los CAF si lo comparamos con tejido normal y

disminuye ain mas en los CAF de los pacientes en tratamiento con TDA.
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Figura 31. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores disminuidos en los
CAF de pacientes sometidos a TDA con respecto a los CAF de CPL. HGF: Factor de crecimiento

hepatocitico, MMP-9: Metaloproteinasa 9; FAP: Proteina activadora de fibroblastos; CDH11:

Cadherina 11; CPL: Cancer de préstata localizado; TDA: Terapia de deprivacién androgénica.

5.7.6 Comparacion de la expresion génica de factores entre los CAF de CPM+y
los de pacientes sometidos a TDA

Si comparamos tumores metastasicos sin tratamiento respecto a los

tumores tratados con deprivacion androgénica, vemos que Unicamente existen
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diferencias en la expresién de HGF (p=0,002) y IL-6 (p=0,008). Parece que la
expresion de IL-6 se eleva en los CAF de pacientes con TDA independientemente

del tipo de tejido y lo contrario ocurre con HGF.
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Figura 32. Boxplot comparando la mediana de expresion de los factores en los CAF de CPM+
con respecto a los CAF de pacientes sometidos a TDA HGF: Factor de crecimiento hepatocitico;

IL-6; Interleuquina 6 CPM+: Cancer de proéstata metastdsico; TDA: Terapia de deprivacion

androgénica.

5.8 COMPARACION DEL PERFIL GENICO DE LOS CAF DE LOS
CARCINOMAS DE PROSTATA HORMONOSENSIBLES (CPSC) CON
LOS HORMONOREFRACTARIOS (CPRC).

Dentro del grupo de tratamiento con TDA los pacientes sensibles y
resistentes a la castracion también presentan diferencias en las expresiones de los

factores estromales.

En el grupo de CPRC se encuentran aumentadas las expresiones génicas de
MMP-11 (p=0,003), IL-17RB (p=0,032) y HSPA1A (p=0,047) en comparacién con
los CAF de CPSC. Por el contrario, la expresién de TGFp-1 (p=0,035), disminuye en

esta fase de la enfermedad.
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Figura 33. Boxplot comparando la mediana de expresion génica de los factores expresados
por los CAF de CPSC y los CAF de CPRC. TGFf-1: Factor de crecimiento transformante 31; MMP-
11: Metaloproteinasa 11; HSPA1A: Proteina de shock térmico; NFkB: Factor nuclear Kappa B
subunidad 1; CPSC: Cancer de prostata sensible a la castracion; CPRC: Cancer de prdstata resistente

a la castracion.

Por ultimo, representamos una tabla-resumen con todas las variaciones

observadas a lo largo del trabajo.
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Tabla 16. Diferencias en la expresion de los factores estromales entre los fibroblastos de los
distintos grupos de muestras. Se representan los niveles de expresiéon de marcadores del primer
grupo, indicando si aparecen elevados o disminuidos con respecto al segundo grupo. Unicamente se
representan las que resultan estadisticamente significativas. RA: Receptor androgénico; NUDT6:
Nudix hidrolasa 6; FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; FGF10: Factor de crecimiento de
fibroblastos 10; TGFB-1: Factor de crecimiento transformante B1; HGF: Factor de crecimiento
hepatocitico; PDGFB: Factor de crecimiento derivado de plaquetas, subunidad b; MMP-2:
Metaloproteinasa 2; MMP-9: Metaloproteinasa 9; MMP-11: Metaloproteinasa 11; IL-6:
Interleuquina 6; IL-17RB: Receptor B de Interleuquina 17; HSF-1: Factor de transcripciéon de
choque térmico 1; HSPA1A: Proteina de shock térmico; STAT3: Transductor de sefiales y activador
de la transcripcién 3; NFKkB: Factor nuclear kappa subunidad 1; FAP: Proteina activadora de
fibroblastos; CDH11: Cadherina 11; CXCL12: Factor derivado de célula estromal-1; CXCL14: C-X-C
Ligando de quimioquina 14; HBP: Hiperplasia benigna de prdstata; NAF: fibroblastos de tejido
normal; T1: Tumor 1; T2: Tumor 2; CPL: Cancer de proéstata localizado; CPM+: Cancer de proéstata
metastasico; TDA: Terapia de deprivaciéon androgénica; CPRC: Cancer de prostata resistente a la

castracion; CPSC: Cancer de prostata sensible a la castracidn.
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6. Discusion







En este estudio hemos abordado las diferencias de expresiéon de distintos
factores génicos por parte de los fibroblastos situados en el estroma prostatico. Se
ha trabajado sobre todo el espectro de patologias prostaticas, incluyendo pacientes
con HBP y con sospecha de CaP en distintos estadios tomando en estos ultimos,
ademas, muestras de tejido periférico al tumor que se ha considerado como tejido
control normal. Los 20 marcadores analizados incluyen el receptor androgénico
(RA), factores de crecimiento (FGF7, FGF10, NUDT6, HGF, TGFB-1, PDGFp),
proteinas implicadas en la invasién (MMP-2, MMP-9, MMP-11), inflamaci6n (IL-6,
IL-17 RB, STAT3 y NFKk[), proteinas implicadas en la interaccién epitelio/estroma
(CDH11, FAP, CXCL12 y CXCL14) y chaperonas (HSPA1A y HSF-1).

Existen en la literatura multiples publicaciones basadas en el estudio del
epitelio tumoral. Sin embargo, a dia de hoy, hay muy pocos estudios basados en el
estroma prostatico realizados mediante cultivos celulares de fibroblastos de

prostatas humanas y su relaciéon con el epitelio.

Nuestro grupo de investigacion ha realizado trabajos previos basados en
esta linea con este mismo objetivo, encontrar marcadores diagnésticos que
permitan diferenciar entre las dos patologias prostaticas mas prevalentes y de
mayor relevancia socioeconémica y, de este modo, explorar la posibilidad de
encontrar dianas terapéuticas. En 2017 publicamos resultados que ya demuestran
diferencias en la expresion de algunos de estos factores (56). Uno de los mas
relevantes fue la elevacién de la expresion de IL-17RB en los fibroblastos
asociados a tumor (CAF), que podria plantearse como un nuevo marcador de CaP

en pacientes con biopsia de prostata negativa.

En el presente trabajo hemos encontrado multiples interacciones y
relaciones entre los factores y las caracteristicas clinico-patolégicas tumorales,
como se muestra en el apartado de Resultados, pero discutiremos a continuacién

solo aquellos datos que pueden tener una trascendencia clinica.
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6.1 ESTUDIO DEL PERFIL GENICO DE LOS CAFS DE CPL EN
FUNCION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS.

6.1.1 Correlacion de la expresion génica de los factores con PSA

En cuanto a la expresion de los factores por parte de los fibroblastos
activados tumorales en los tumores clinicamente localizados y las caracteristicas
clinicas, hemos detectado una correlacién positiva entre la expresion de NFkf y el
valor de PSA, asi como una correlaciéon negativa entre los valores de expresion de

NUDT6 y TGFB-1 con PSA.

No hemos encontrado en la bibliografia ninguna relacién entre los
androégenos, el RA o el PSA con los valores de NUTD6. Sin embargo, respecto a
TGFp-1, diversos autores recogen que disminuye en tumores avanzados, como se
expone mas adelante (151). Las cifras de PSA se encuentran habitualmente mas
elevadas en los tumores avanzados que en estadios mas precoces, lo que podria

explicar una correlacidon negativa entre los niveles de PSA y TGFp-1.

Por otro lado, en el estudio de Torrealba y cols (152), los autores objetivan
una correlaciéon negativa entre un subtipo de NFk(, el NFkBp50, y el estadio
tumoral, pero no se observa una clara relacién entre los marcadores clasicos como

el PSA y este factor.

6.1.2 Correlacion de la expresion génica de los factores con el estadio tumoral

Encontramos una clara tendencia a la disminucién de TGFp-1 y CDH 11 al
aumentar el estadio tumoral. En cuanto a TGFf-1, esta tendencia se mantiene
incluso hasta llegar a fase de CPRC, donde se alcanzan los valores minimos. Asi, los
pacientes con tumores mdas avanzados, presentan una elevaciéon de PSA, con un
descenso correlativo de TGFp-1. Este ultimo factor es capaz de promover la
angiogénesis y la transicion de células epiteliales a células mesenquimales, lo que
significa que participa en el proceso de invasiéon tumoral (153). Rosenberg y cols.
observan una alteracion en la expresién de TGFp-1 en las muestras de CaP con

respecto a tejido sano (154). Defienden que TGFf-1 juega un papel en el
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desarrollo del tumor que debe ser investigado. En otro estudio de Brand y cols,,
concluyen que algin genotipo de TGFfB-1 parece tener un efecto protector frente a
tumores de alto grado y de mal prondstico (151). Esto refuerza nuestro resultado
de encontrarse, al parecer, disminuida su expresién en este tipo de tumores, que

son precisamente los de peor prondstico.

En cuanto a CDH11, se ha asociado una expresion elevada de la misma y una
disminucién de E- cadherina con progresién tumoral y mal pronéstico en el cancer
de mama de tipo basal-like (155). En un trabajo de Lee y cols. se describe que una
terapia basada en anticuerpos monoclonales anti CDH11 podria prevenir la
aparicion de metdastasis dseas en cancer de prostata (156). Estos datos entran en
conflicto con nuestros resultados, en los que una mayor expresion de CDH11 se
relaciona con menor estadio. Como veremos después, en el apartado de tumores
sometidos a deprivaciéon androgénica, la expresion epitelial que analizan esos
autores, puede ser diferente de la de los fibroblastos aqui estudiada, siendo
necesario realizar investigaciones de diferentes células en co-cultivos de células
epiteliales y fibroblastos procedentes de CaP, para determinar la expresion
diferencial de la CDH11 en ambos tipos de células y avanzar en el conocimiento del

papel de este factor en la interaccién epitelio-estroma.

6.2 COMPARACION DEL PERFIL GENICO DE LOS CAF DE LOS
FOCOS TUMORALES EN LOS CASOS DE MULTIFOCALIDAD.

Comparando las muestras de diferentes focos de cancer en tumores
localizados multifocales, encontramos diferencias significativas en la expresion de
los factores. Considerando como tumor principal el mas agresivo, vemos que la
expresion de FGF10, IL-6 y MMP-11 se encuentra elevada respecto a la del tumor
secundario. Por el contrario, las expresiones de IL-17RB, MMP-2 y MMP-9, se
encontraron mas elevadas en el tumor secundario. Esto favorece la hipotesis de
que pueden coexistir diferentes tumores en la préstata neoplasica, siendo uno de
ellos el principal, y los otros secundarios con caracteristicas heterogéneas en
cuanto a su expresion genémica (157). Aunque en este trabajo, debido al tamafio

muestral y al objetivo principal del mismo, no se han podido realizar analisis de
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estas diferencias en relacion a las caracteristicas clinico-patolégicas de los
diferentes focos tumorales, ni disponemos de RMmp para objetivar el tamafio de
los mismos, puede plantearse un estudio en el futuro para identificar los perfiles
del estroma de los focos tumorales del CaP, empleando la RMmp y las técnicas de

fusion y biopsia dirigida de las que recientemente disponemos en nuestro centro.

6.3 COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA DE LOS
FACTORES POR LOS NAF, LOS FIBROBLASTOS DE HBP Y LOS CAF
DE CPL, CPM+ Y PACIENTES SOMETIDOS A TDA.

Cuando comparamos la expresion de los factores génicos de los NAF con la
de los fibroblastos de HBP y los CAF de estos grupos, observamos un patrén que se

repite en todos ellos:

* Existe una elevacion de la expresiéon génica de FGF7, MMP-2, MMP-11 e
IL-6 en los fibroblastos de HBP y en los CAF de CPL, CPM+ y de los pacientes
sometidos a TDA.

* Por el contrario, aparece una disminucidon de la expresion génica de
FGF10, MMP-9 e IL-17RB en los fibroblastos de todos los grupos con

respecto a los NAF.

6.3.1 Factores de crecimiento

Al analizar los factores de crecimiento hemos encontrado un aumento de la
expresion de FGF7 en pacientes con HBP respecto a la del tejido normal. Nuestros
resultados coinciden con otros estudios publicados como el de Ropiquet y cols.
(158), en el que se concluye que la sobreexpresion de FGF7 y FGF2 juegan un
importante papel en la proliferacion celular anormal que tiene lugar en la HBP. En
dicho trabajo también aparece aumentado NUDT6, resultado que no se confirma
en nuestro caso. Explican como FGF7 es un importante mitégeno epitelial en las
células en cultivo. De acuerdo con estos efectos in vitro, el analisis cuantitativo de
la proliferaciéon celular por la inmunohistoquimica Ki67 revel6 una fuerte
correlacion de la proliferacion epitelial con el contenido de FGF7 en el tejido de

HBP, demostrando asi su importante papel en la proliferacion epitelial anormal.
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En pacientes con CPL, CPM+ y en pacientes sometidos a TDA, también
apreciamos un aumento de FGF7. Se cree que FGF7 es uno de los factores de
crecimiento mas importantes en el control de la homeostasis prostatica, junto con
los androégenos (159). La expresion de FGF7 esta regulada por los andrégenos en el
estroma prostatico, pero no en el epitelio. Cuando existe una activaciéon aberrante
de las vias de los FGF, aparece una progresién de CaP y del cAncer de mama (160),
ambos tumores dependientes de esteroides. Sin embargo, a pesar de esta
influencia androgénica sobre el FGF7, no se diferencia su expresiéon en el CaP

sensible o resistente a castracion.
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Figura 34. Boxplot representando la expresion génica de FGF7 estromal por los diferentes
grupos de pacientes estudiados. FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; NAF:
Fibroblastos de tejido normal; HBP: Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de prdstata
localizado; CPM+: Cancer de préstata metastdsico: CPSC: Cancer de prostata sensible a la
castraciéon; CPRC: Cancer de prdéstata resistente a la castracién; TDA: Terapia de deprivacion

androgénica.

Lu y cols. (161), han estudiado el papel y la expresion de FGF10 en CaP
diferenciado en ratas, observando que la expresién de FGF10 es mucho mas
restringida que la de FGF2 y que estd en relacién con la presencia de células de
origen muscular en el estroma. Esto puede explicar por qué en nuestro estudio
FGF10 disminuye en los tumores localizados, puesto que en el estroma de CaP, las
células musculares lisas se sustituyen por CAF. Sin embargo, en el trabajo de Lu y
cols., observan un aumento de FGF10 de casi 4 veces. Segiin progresa el tumor, la
expresion de FGF10 disminuye e incluso se pierde mientras que la de FGF2 se
mantiene detectable, aunque en menor cantidad. Estos autores plantean una

expresion de FGF2 y FGF10 anémala, independiente de andrégenos en el estroma
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tumoral, que podrian participar en la trasmisién de la acciéon del andrégeno en el
estroma a las células epiteliales, lo que se conoce como funcién andromedina. En
otros estudios hablan del papel de FGF10 en la carcinogénesis en sinergia con la
sobreexpresion de FGFR1/2 y la sobreexpresion del protoncogen Src en células de
ratones (162). Sin embargo, hay otros trabajos en los que parece que estas
afirmaciones no estan tan claras en el caso de la préstata humana. En un trabajo de
Ropiquet y cols. (163), se concluye que FGF10 tiene influencia en el desarrollo
prostatico pero que no parece tener un importante papel en el desarrollo de HBP y
de la préstata adulta puesto que sus valores son extremadamente bajos si los
comparamos con FGF7. En nuestro trabajo se evidencia una disminucién de la
expresion de FGF10 en los fibroblastos de HBP y de los tumores localizados, siendo
mas acusada en los metastasicos. Este descenso podria servir como potencial
marcador de tumor avanzado, siendo precisas investigaciones que aclaren el papel
de FGF10 como andromedina en CaP. Aunque, a la vista de nuestros resultados,
parece evidente, fundamentalmente lo demostrado en tumores sometidos a TDA.
En estos casos vuelve a incrementarse la expresion de FGF10, sobre todo en los

CPSC, aunque sin alcanzar la significacion estadistica.
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6.3.2 Metaloproteinasas

Las MMPs, son moléculas que presentan un papel esencial en la degradacion
del tejido conectivo y los componentes de la membrana basal, elementos clave en
la invasiéon tumoral y el desarrollo de metastasis (164). Son capaces de influir en el
comportamiento de las células tumorales in vivo, debido a su capacidad para
adherirse a factores de crecimiento, receptores celulares de superficie, moléculas
de adhesion celular y citoquinas/quimioquinas (165) (166). Al adherirse a factores
proapoptdticos, dan lugar a un fenotipo mas agresivo a través de la generacién de
células resistentes a la apoptosis (165). La MMP-2 se asocia con tumores
avanzados y se relaciona con la recurrencia del tumor, alcanzando casi la
significacién estadistica (167). La MMP-9 se ha relacionado en otros trabajos con
invasion tumoral y desarrollo de metastasis por su especial capacidad para
degradar el coladgeno tipo IV (168) e inducir angiogénesis (165). La MPP-11 se
expresa sobre todo por las células peritumorales y se asocia a progresion tumoral
y mal pronéstico (169). Diversos autores lo consideran como un potencial
biomarcador para algunos tumores de mama prometastisicos que contienen

células mononucleares inflamatorias (164).
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Figura 36. Boxplot representando la expresion génica de MMP-2 estromal por los diferentes
grupos de pacientes estudiados. MMP-2: Metaloproteinasa 2; NAF: Fibroblastos de tejido normal;
HBP: Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de préstata localizado; CPM+: Cancer de
prostata metastasico: CPSC: Cancer de proéstata sensible a la castracion; CPRC: Cancer de proéstata

resistente a la castracion; TDA: Terapia de deprivacién androgénica.

En nuestro estudio observamos que en las muestras de HBP y CaP aparecen
aumentadas tanto la MMP-2 como la MMP-11 con respecto al tejido normal. Existe

discrepancia en la bibliografia en cuanto a la expresién de estas MMPs. En un
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trabajo publicado sobre la HBP provocada por obesidad mantenida por Silva y cols.
(170), se observa un incremento de MMP-2 y MMP-9 en pacientes con HBP. No
hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a la expresién de MMP2 o
MMP11 entre los fibroblastos de HBP y los de los fibroblastos de los tumores
localizados, pero existen otros trabajos en los que se habla de una mayor expresiéon
de MMP-2 en HBP (56) o en CaP (114). En definitiva, la expresiéon de MMP2 se
encuentra elevada en cualquier alteracién del tejido prostatico, desde HBP a la
presencia de tumores localizados o metastdsicos o incluso la deprivacién

androgénica, pero sus expresiones no se diferencian estadisticamente.
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Figura 37. Boxplot representando la expresion génica de MMP-9 estromal por los diferentes
grupos de pacientes estudiados. MMP-9: Metaloproteinasa 9; NAF: Fibroblastos de tejido normal;
HBP: Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de préstata localizado; CPM+: Cancer de
prostata metastasico: CPSC: Cancer de proéstata sensible a la castraciéon; CPRC: Cancer de proéstata

resistente a la castracion; TDA: Terapia de deprivacién androgénica.

En cuanto a la MMP-9, su expresion aparece disminuida en los fibroblastos
de ambas patologias comparada con la de los NAF. Esto coincide con el estudio de
2013 realizado por Gravina y cols. (9), donde se observa una ausencia o escasa
cantidad de MMP-9 en los cultivos de HBP. En otro estudio (171), se encontré una
mayor expresion de pro MMP-9 en las muestras de CaP con respecto a las de HBP,
resultado que no hemos podido corroborar en nuestro trabajo. Mandel demostré
que tanto la sobreexpresién del RA como la estimulacién con DHT producen un
aumento de MMP-9 (172), sin embargo si combinamos ambos fenémenos, este
aumento no tiene lugar, lo que sugiere que el RA es capaz de inducir la expresiéon
de MMP-9 en las células con CaP de manera independiente de los andrégenos. Esto

coincidiria con nuestros resultados dado que, al bloquear el RA, disminuye la
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expresion de MMP-9 con respecto a la de los fibroblastos de los tumores

localizados.

Por ultimo, hemos comprobado que la expresion de MMP-11 se eleva en
tumores con respecto a tejido normal y alcanza su mayor expresion en muestras
de CPRC. La MMP-11 esta relacionada con la progresiéon tumoral y el prondstico
clinico. En el caso del CaP también se relaciona con una mayor probabilidad de
recidiva bioquimica (112). Se expresa Unicamente por células del estroma, no por
células epiteliales, lo que puede indicar que la MMP-11 promueve la progresion
tumoral al inducir el microambiente tumoral (173). Sus niveles se correlacionan
positivamente con la suma de Gleason del tumor, el estadio y la presencia de
metastasis (174). Ademas, la MMP-11 se relaciona estrechamente con el tiempo de
supervivencia, asi niveles elevados predicen una menor supervivencia (174). Por
ello, Nonsrijun lo propone como un marcador prondéstico (174). Esto confirma
nuestros hallazgos, puesto que la expresion de MMP-11 alcanza los niveles
maximos en CPRC, tumores con peor pronoéstico. En el caso de los pacientes con
HBP, no hemos encontrado trabajos en la bibliografia que relacionen esta patologia
con niveles elevados de MMP-11, lo cual puede abrir una nueva via de
investigacion que permita conocer mejor la génesis de la HBP y su relacion con el

CaP.
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Figura 38. Boxplot representando la expresion génica de MMP-11 estromal por los
diferentes grupos de pacientes estudiados. MMP-11: Metaloproteinasa 9; NAF: Fibroblastos de
tejido normal; HBP: Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de proéstata localizado; CPM+:
Cancer de prostata metastasico: CPSC: Cancer de préstata sensible a la castracién; CPRC: Cancer de

proéstata resistente a la castracidn; TDA: Terapia de deprivacién androgénica.
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6.3.3 Inflamacion

En cuanto a los factores relacionados con la inflamacién, nuestros
resultados muestran una elevaciéon de IL-6 tanto en pacientes con HBP como en
pacientes con CaP, lo cual estd en consonancia con que la inflamacién croénica
mantenida pueda tener un importante papel en la progresiéon de ambas patologias

(175).
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Figura 39. Boxplot representando la expresion génica de IL-6 estromal por los diferentes
grupos de pacientes estudiados. IL-6: Interleuquina 6; NAF: Fibroblastos de tejido normal; HBP:
Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de préstata localizado; CPM+: Cancer de prostata
metastasico: CPSC: Cancer de prdstata sensible a la castracion; CPRC: Cancer de proéstata resistente

ala castracién; TDA: Terapia de deprivaciéon androgénica.

Con respecto a la [L-17RB, en lo publicado hasta ahora por nuestro propio
grupo, su expresion aparecia elevada en pacientes con CaP (56), por lo que se
propuso como un posible marcador diagndstico en pacientes con biopsia de
préstata negativa y sospecha de CaP, puesto que IL17 es una de las citoquinas que
se eleva en la inflamacién linfocitica del estroma de CaP (176). En nuestro estudio
actual este resultado se queda a las puertas de la significacion estadistica, lo que
indica que, probablemente, con un mayor nimero de muestras, se alcanzaria el

mismo resultado.
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Figura 40. Boxplot representando la expresion génica de IL-17RB estromal por los
diferentes grupos de pacientes estudiados. IL-17RB: Receptor B de interleuquina 17; NAF:
Fibroblastos de tejido normal; HBP: Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de prdstata
localizado; CPM+: Cancer de prdstata metastdsico: CPSC: Cancer de proéstata sensible a la
castraciéon; CPRC: Cancer de prdéstata resistente a la castracién; TDA: Terapia de deprivacion

androgénica.

El hecho de que en nuestros resultados aparezca un patréon de factores que
aumentan o disminuyen de la misma manera en HBP y CaP, e incluso en todos los
estadios de CaP, favorece la teoria de que en la proéstata se producen una serie de
cambios que son compartidos por ambas patologias. Probablemente por influencia
de otros factores del estroma o por la localizaciéon donde se inicien, se desarrolle

una u otra.

6.3.4 Factores distintivos de HBP.

* En los fibroblastos de HBP ademas aparece un aumento de expresion de
PDGF(, HSF-1 y una disminucién en la expresion de FAP comparado con los

NAF.

En cuanto a la elevacién en la expresion de PDGFP por parte de los
fibroblastos de HBP, ya en los afios noventa se describié que este factor tiene un
importante poder mitético sobre las células del tejido conectivo, células
musculares lisas vasculares, células gliales y células epiteliales especializadas (177,
178). También se ha demostrado que PDGFp estimula la secreciéon de acido
hialurénico durante la proliferacion de las células musculares lisas vasculares (55).

Las células de estroma prostatico tienen una alta afinidad por los receptores de
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PDGFp y la exposicion al mismo da lugar a proliferacion celular (179). Pullen (55),
refiere que cada vez hay mas evidencia de la implicacién de PDGFf en la etiologia
de la HBP, habiendo demostrado que induce la proliferacion de las células
estromales. Ademas, observé que en HBP hay un aumento del acido hialurénico,
componente importante de la matriz extracelular, y que las células responden mas
a PDGFp, lo que sugiere que este factor induce la produccién de acido hialurénico
que a su vez estd en relacion con la progresion de HBP. Por todo ello y dado que
s6lo estd elevado en este grupo de pacientes, podria considerarse como un
marcador diagnostico de HBP y analizar su papel en la posible progresién de la
enfermedad. De esta manera, podria plantearse como diana terapéutica potencial,
optimizando el tratamiento médico actual basado en alfa-bloqueantes o
inhibidores de la 5-alfa-reductasa, cambiando definitivamente la historia natural

de la enfermedad, sus complicaciones y la necesidad de cirugia desobstructiva.

No hemos encontrado en la bibliografia otros trabajos que analicen en

pacientes con HBP los niveles de HSF-1 o FAP.

* Por otro lado, en los fibroblastos de HBP aparece un aumento de la

expresion de CXCL14 al compararla con los CAF de CPL.

Nuestros hallazgos coinciden con los obtenidos en trabajos previos de
nuestro grupo (32). Aunque algunos estudios relacionan los niveles de CXCL14 con
la agresividad del CaP, y algunos autores reportan efectos antiangiogénicos y
antitumorales en diferentes tipos de cancer, nosotros ni en este, ni en trabajos
previos, hemos encontrado diferencias significativas de este marcador en

pacientes con CaP.

6.3.5 Factores distintivos de CPL respecto a HBP

* A parte de la diferencia en CXCL14, al comparar los fibroblastos de HBP con
los CAF de CPL persiste el aumento en la expresion de HSF-1 y la

disminucién de FAP.
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HSF-1 es crucial para mantener la homeostasis y la protecciéon contra el
estrés oxidativo, pero también tiene un importante papel en la biologia tumoral
promoviendo la proliferacién y la supervivencia celular a través del estimulo
oncogénico (137). En nuestro trabajo observamos un aumento de la expresion de
HSF-1 en pacientes con HBP respecto a la detectada en CaP, que nos podria ayudar
a distinguir ambas patologias. Asi en pacientes con una disminucién en la
expresion de HSF-1 se podria aumentar la sospecha de CaP y someter a estos

pacientes a una biopsia prostatica.

En cuanto a la FAP, se trata de una proteasa integral de membrana tipo II
que se expresa en la superficie de los CAFs, en el estroma de la mayor parte de los
tumores soélidos, pero no en tejido normal. También se ha observado en algunos
sarcomas de tejido blando, artritis reumatoide y fibrosis crénica (180). En nuestro
trabajo no hemos encontrado diferencias significativas entre la expresién de FAP
por los fibroblastos de tejido normal y de CaP, sin embargo, hemos visto un
aumento de la misma si la comparamos con la de los fibroblastos de HBP. Dado que
es una proteina que se expresa significativamente en pacientes con CaP, se esta
buscando la forma de emplearlo como diana terapéutica. Asi, desde hace unos aios
Brennen y cols. estan estudiando profarmacos dirigidos a FAP (ASGPAGP-A12ADT
y ERGETGP-S12ADT) (180). Sus datos parecen confirmar una gran eficacia contra
las células tumorales tanto de cancer de mama como de prostata, pero aun se
necesitan mas estudios para mejorar la especificidad de estos profarmacos y

disminuir su actividad sobre los tejidos no involucrados.

6.4 COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA DE LOS
FACTORES POR LOS CAF DE CPL, LOS DE CPM+ Y LOS DE
PACIENTES SOMETIDOS A TDA.

6.4.1 Comparacion de la expresion génica de los CAF en tumores localizados y
metastasicos

Unicamente hemos observado una disminucién significativa de la expresién
de IL-6 en el caso de CPM+ respecto a la de CPL. Esto difiere con lo publicado hasta

ahora, donde se habia descrito un aumento de los niveles séricos en pacientes con
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CaP metastasico incluso con CPRC comparado con pacientes sanos y con pacientes
con CPL (181, 182). Hay trabajos que relacionan un aumento de IL-6 en pacientes
sometidos a cirugia radical con metdstasis 6seas, lo cual parece indicar que niveles
séricos altos de esta interleuquina estan relacionados con progresion de CaP y
metastasis (183). También se han relacionado los niveles elevados de este factor
con una menor supervivencia en pacientes con CPRC (184). Todos estos datos
apuntan a que podria tener cierto papel en la progresién de CaP que no hemos
podido de demostrar en nuestro estudio en esta fase de la enfermedad, pero si en

pacientes tratados con deprivaciéon androgénica, como veremos mas adelante.

6.4.2 Cambios debidos a TDA

* Aparece un aumento en la expresion génica de RA, HSF-1 y HSPA1A por
parte de los CAF de pacientes con TDA.

Como adelantabamos en la introduccién, el aumento de la expresion del RA
se debe a una respuesta adaptativa al tratamiento con TDA, ya que no se observd
en pacientes con HBP ni apenas en pacientes con CPL, mientras que llegd al 20%

de los pacientes CPRC (95).

En cuanto al HSF-1, en el trabajo de Bjork y cols. (185), se asocia el aumento
de HSF-1 con progresion de la enfermedad, siendo un predictor independiente de
necesidad de emplear terapia de segunda linea y una pobre supervivencia cancer
especifica en pacientes con CaP clinicamente localizado sometidos a PR. Por ello,
proponen HSF-1 como un nuevo marcador pronoéstico de CaP. Sin embargo,
nosotros no hemos encontrado diferencias significativas en la expresion de HSF-1
en cuanto a estadio tumoral ni en pacientes metastasicos, inicamente en pacientes
sometidos a TDA. De esta manera, nuestros pacientes sometidos a TDA que son
pacientes con tumores avanzados o metastasicos, expresaron niveles mas elevados
de HSF-1 que los pacientes con tumores localizados. Esto coincide con los
hallazgos del estudio realizado por Yang y cols. en el que demostraron un aumento
del mismo en ratones con bloqueo del receptor androgénico respecto a los ratones
controles (186), asi como la regulacion de la expresion mediada por los

androgenos. Al administrar testosterona a los ratones, los niveles de HSF-1
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disminuian mientras que con el antiandrégeno flutamida aumentaban,
normalizidndose tras administrar de nuevo testosterona. Esto indica una
dependencia androgénica total en su regulacién y abre un camino para investigar

este factor en pacientes con CaP tratados con TDA.

HSPA1A pertenece al grupo de las proteinas de choque térmico. Las HSP
tienen un fuerte efecto citoprotector y se comportan como chaperonas
moleculares, participando en la regulaciéon de la sefializaciéon celular y de la
transcripcion (187). Las HSP se sobreexpresan en un gran ndmero de tumores, y
estan implicadas en la proliferacién celular, diferenciacién, invasion, metastasis y
muerte celular (188). En el cancer de préstata, HSP70 tiene efecto citoprotector,
inhibiendo la apoptosis, modulando el ciclo celular, la invasién y la metastasis

(189) asi como la actividad transcripcional del RA y su estabilidad (190).

En nuestro trabajo, hemos podido observar una elevacién en la expresion
de HSPA1A en pacientes tratados con TDA, sobre todo en aquellos con CPRC. Y es
que se sabe que HSPA1A se une al dominio N- terminal del RA y modula su funcién
en las células de CaP (191). La inhibicién de HSPA1A produce una disminucién en
la actividad transcripcional del RA y también de ARV7. Esto lo convierte en una
interesante diana terapéutica. La enzalutamida actia inhibiendo la funcién del RA
a través del dominio L-terminal (192), la expresiéon de variantes del RA como ARV7
que bloquean el LBD, es uno de los mecanismos mas comunes de resistencia a la
enzalutamida (193). En el estudio de Dong y cols. (191) se sugiere que los
inhibidores de HSPA1A pueden inhibir la actividad del RA y sus variantes “splice”
como ARV7, y dar lugar a una linea nueva de tratamiento para los pacientes con
CPRC resistentes a la enzalutamida. Kita y cols. (194) estudiaron la eficacia de dos
inhibidores de HSP70, la quercetina y VER155008, contra las células de CPRC que
expresaban ARV7. Se vio que la presencia de inhibidores de HSP70 disminuye la
expresion de ARV7, asi como el aumento de la misma al elevarse la expresion de
HSPA1A. Todavia no disponemos de inhibidores de HSP70 para el uso en la
practica clinica debido a su toxicidad renal (195), pero es una linea para continuar
investigando posibles nuevos tratamientos, ratificada con nuestros resultados

sobre HSPA1A.
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* Se objetiva una disminucion en la expresion de HGF, FAP y CDH11 por

parte de los CAF de pacientes sometidos a TDA.

HGF es una proteina implicada en el desarrollo del CaP que se encarga de
controlar las uniones intercelulares estrechas (54). Hay estudios que indican que
HGF aumenta la permeabilidad paracelular en cancer de mama y en células
endoteliales (196). Esto puede ocurrir en otros tipos celulares como en las células
de CaP, permitiendo la progresién tumoral (197). En nuestro trabajo, se demuestra
que la expresiéon de HGF se encuentra disminuida en pacientes sometidos a TDA si
la comparamos con la de tejido normal, CPL e incluso CPM+ sin tratamiento. Esto
probablemente se deba a una relacién directa de la accién de los andrégenos sobre
HGF, aunque no hemos encontrado ningtn trabajo que apoye esta teoria. Por otro
lado, en un trabajo de Dayani y cols., se describe el HGF como un factor prondstico
independiente de supervivencia libre de progresiéon en pacientes con CPSC. De

forma que, a mayor nivel de HGF mayor probabilidad de progresar a CPRC (198).

En nuestra serie de pacientes, aquellos sometidos a TDA presentaron una
menor expresion de CDH11 por parte de los fibroblastos estromales en
comparacién con los CAF sin deprivaciéon androgénica. Este resultado contradice lo
publicado por Lee y cols. donde afirman que la TDA produce un aumento de los
niveles de CDH11, ya que, en su serie, de los tumores que habian sido sometidos a
TDA y habian recidivado, un 85% tenian una sobreexpresiéon de CDH11, mientras
que solo el 14% de los que no han recibido esta terapia, lo expresaban (199). No
obstante, los datos de Lee y cols. se refieren un modelo de cancer de prdéstata
metastasico en ratones, no en CaP humano, por lo que dado el papel relevante de
CDH11 en el desarrollo de metastasis en diversos tumores, la interaccién de la
deprivacién androgénica en la expresion de CDH11 en el estroma prostatico

humano deberia ser estudiada en profundidad.
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6.4.3 Comparacion de la expresion génica de los NAF con los CAF de pacientes
sometidos a TDA

* Enlos CAF de pacientes sometidos a TDA se observa, a parte de los cambios
descritos previamente, un incremento en la expresién génica de NUDT6 y

CXCL12 con respecto a los NAF.

NUDTS®6 esta codificado por el mismo ARN que los factores de los FGF, sin
embargo, no se han encontrado los sustratos sobre los que actia (200). Este es el
primer estudio que demuestra la sobreexpresiéon de NUDT6 en CaP. Aunque no
hemos encontrado ningin estudio que analice la relacién existente entre los
androégenos y este factor, podemos afirmar que existe una relacion inversa entre la
expresion de NUDT6 y el nivel de andrégenos ya que, ademdas de aumentar en
pacientes con TDA, tiene una correlacién inversa con los niveles de PSA que, como

se ha comentado previamente, es una molécula dependiente de andrégenos.

Respecto a CXCL12 se han relacionado niveles elevados con metastasis
6seas en CaP (201). Ademas, CXCL12 promueve la activacién y proliferacion del RA,
siendo capaz de hacerlo en ausencia de andrégenos (202). Esto coincide con
nuestros resultados, ya que los pacientes sometidos a TDA, son portadores se
tumores metastasicos al inicio del tratamiento. Se ha visto que CXCL12 se expresa
constitutivamente en tejidos que sirven como lugares metastdsicos como el
pulmoén, el hueso y el higado. Las células cancerigenas migran a estos lugares de

una forma CXCL12-dependiente (203).

6.4.4 Comparacion de la expresion génica de los CAF de pacientes
metastasicos sin tratamiento con aquellos sometidos a TDA

* Tras esta comparacién encontramos una menor expresion de HGF por parte
de los CAF de pacientes sometidos a TDA respecto a los de CPM+, como ya

hemos comentado, asi como un aumento en la expresion de IL-6.
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Es conocida la influencia de IL-6 sobre el RA. Hosbich fue el primero que
observé que IL-6 induce la actividad del RA en las células de CaP de una forma
independiente de andrégenos (204). También objetivé que la bicalutamida era
capaz de inhibir esta activaciéon. Ademas, se ha demostrado una regulacién positiva
de IL-6 sobre RA (205). Estos hallazgos sugieren que IL-6 ejerce su actividad sobre
el RA de dos maneras, aumentando su expresion génica y, por otro lado, es capaz
de activarlo, sin necesidad de andrégenos. Asi, al estar bloqueado el RA,
aumentaria IL-6 para tratar de ejercer su actividad sobre el mismo. Existe la
hipétesis de que IL-6 tiene un importante papel en el paso de CPSC a CPRC, debido
a que es capaz de promover el crecimiento hormono-dependiente de las células de
CaP a concentraciones muy bajas de andrdégenos in vitro, asi como en ratones
castrados (205). En nuestros resultados, no hemos observado diferencias en los

niveles de expresion génica de IL-6 entre los CAF de CPSC y CPRC.

Todo esto tiene importantes repercusiones a nivel de tratamiento. Dado que
IL-6 confiere resistencia a los agentes citotdxicos, se ha podido comprobar que los
niveles séricos de IL-6 pre quimioterapia en pacientes CPRC, pueden predecir la
respuesta clinica y de PSA a docetaxel (206). Por ello, se estin desarrollando
nuevas terapias diana contra IL-6 y su receptor. Estos estudios no sélo se estan
desarrollando en el CaP, también en otros tumores aunque no con buenos

resultados para todos ellos, por lo que contintian en fase de investigacion (207).

6.5 COMPARACION DE LA EXPRESION GENICA DE LOS
FACTORES POR LOS CAF DE CPSC Y CPRC.

Como ya se ha descrito con anterioridad, los pacientes con CRPC presentan
una expresion elevada de MMP-11 y HSPA1A con respecto al resto de pacientes
sometidos a TDA. Pero ademas, aparece una elevacién en la expresion de NFKf{,
que no se detecta en otros grupos. Por ello, se estd estudiando la inhibicién de este
factor en células de CPRC (PC3 y DU45). En estas células, el efecto de la
simvastatina con un inhibidor de NFkf, regula la apoptosis disminuyendo el
crecimiento celular (208, 209). La inhibiciéon de NFkf disminuye la expresion de

RA a través de la degradacién de proteosoma mediada por ubiquitina (210).
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Nuestros hallazgos, junto con los de los autores citados abren lineas de

investigacion prometedoras en CaP avanzado, basadas en el control de NFkf.

Como también se ha comentado previamente, los valores de TGF(-1
disminuyen segtn avanza el estadio tumoral, alcanzando su minimo valor en CPRC.
Pero parece que existe un polimorfismo del TGFB-1 que presenta dos alelos
diferentes. Existen trabajos como el de Brand y cols. (151) que, como ya se ha
mencionado, hablan de un alelo protector frente a CaP avanzado. Hay otros
trabajos como el de Ewart-Toland et cols. (211) en el que se observa un aumento
de TGFB-1 en tumores avanzados, dado que se hacen resistentes a su inhibicion de
la proliferacién celular. Parece claro que TGFf-1 tiene un papel en la progresiéon de
CaP, aunque no se conoce del todo el mecanismo por lo que se podrian plantear
nuevos estudios acerca de la posibilidad de que los distintos alelos de este gen,

actuen de forma diferente sobre la progresion.

En resumen, hemos encontrado diferencias en la expresiéon de los
marcadores expresados por los fibroblastos en los distintos grupos de muestras;
HBP, CaP, tejido normal. Entre ellas, podemos destacar la elevacion de PDGFf y
CXCL14 en pacientes con HBP lo que podria plantearlos como marcadores
diagnoésticos de la misma. También hemos obtenido una elevacion de MMP-11 y
HSF-1 en los CaP en fases mas avanzadas, lo que sugiere que podrian corresponder

con marcadores pronosticos de CaP.

Del mismo modo, hemos demostrado diferencias en expresiones génicas
que permiten estudiar posibles dianas terapéuticas con una probable aplicabilidad
clinica futura, como anticuerpos monoclonales anti IL-6 y su receptor o anti CDH11,
profarmacos dirigidos contra FAP o HSPA1A como diana terapéutica en fase de
CPRC. Aunque para todo ello se precisan mas estudios que consigan validar

externamente nuestros resultados con mayor niimero de pacientes.
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Limitaciones.

La primera limitacién de este estudio es el pequefio tamafio muestral. Esto
se debe, entre otros motivos, a la complejidad de la metodologia para el procesado
del tejido obtenido durante el cultivo celular. No obstante, consideramos que el
numero estimado es suficiente para obtener datos fiables para demostrar los

objetivos establecidos.

Por otro lado, existe una gran dificultad para obtener tejido tumoral
prostatico de la pieza de PR para cultivo, por ello realizamos biopsias de prdstata
transrectales sistematicas. Para asegurar la obtenciéon de muestra, se recogieron
muestras pareadas durante la biopsia previa, existiendo la posibilidad de que en el
cilindro de estudio no se encuentre un carcinoma y si en la muestra usada para
diagnoéstico. En el momento actual se dispone de mejores métodos como son las
biopsias transperineales dirigidas mediante fusion de imagenes de Resonancia
Magnética con ecografia a tiempo real que permitirian disminuir este error ademas
del nimero de muestras que se contaminan durante la obtencién y el procesado,
puesto que la via perineal es mucho menos contaminada. Ademas, al ser biopsias
dirigidas a imagenes sospechosas, se puede tomar de manera mucho mas precisa
tejido procedente de los focos tumorales y, en zonas alejadas, tejido normal de

control.

Para realizar los analisis estadisticos de este trabajo, hemos empleado la
suma de Gleason y la clasificaciéon ISUP. Aunque en la mayoria de pacientes de
tumores localizados se utilizé la suma de Gleason de la pieza de PR, en los pocos
casos tratados con RT empleamos la suma de Gleason de la biopsia prostatica que

no siempre coincidira con la del tumor, siendo menos precisos.

Por ultimo, dada la naturaleza del estudio y su duracién, no es posible
obtener un seguimiento representativo de la evolucién de este tumor tras PR, ya
que se caracteriza por una progresion lenta requiriendo, por tanto, una larga
evolucion, especialmente en aquellos casos de buen prondéstico, no siendo objeto

del presente estudio.
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Conclusiones







1) Existen diversas correlaciones entre los factores estudiados expresados por
los fibroblastos activados tumorales. Ademas, se evidencia una correlacion
positiva entre los niveles de expresion de NFKkB1 y los de PSA. Por el
contrario, existe una correlacion negativa entre los niveles de expresion de

NUDT®6 y TGF-1, respecto a las cifras de PSA.

2) Aparecen diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
FGF10, TGFB-1, IL-17RB, CDH11 y CXCL14 segun el estadio tumoral, mas
patente en los casos de CDH11 y TGFpB-1, en los que se evidencia que a
mayor estadio tumoral, menor es la expresion del factor. Sin embargo, no
hemos encontrado una asociacion significativa entre la expresién de ninguno

de los factores por los CAF y la clasificacion ISUP del tumor.

3) Al comparar la expresion génica de los factores por los fibroblastos de HBP y
por los CAF de tumores localizados respecto a la de los fibroblastos del

estroma normal, encontramos:

a. Un aumento de la expresion de FGF7, MMP-2, MMP-11 e IL-6 por
parte de los fibroblastos de HBP y de los CAF respecto a la de los

fibroblastos normales.

b. Una disminucion de la expresiéon FGF10, MMP-9 e IL-17RB en los
fibroblastos de HBP y en los CAF, respecto a la de los fibroblastos

normales.

c. En los fibroblastos de HBP, ademas, aparece aumentada la
expresion de PDGF@ y HSF-1, asi como una disminucion de FAP,

respecto a su expresion en los NAF.

4) Si comparamos las expresiones de los fibroblastos de HBP con la de los
fibroblastos de los tumores localizados, encontramos un aumento

significativo de la expresion de HSF-1 y CXCL14 en el estroma hiperplasico,
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5)

6)

7)

donde se evidencia también una disminucion de la expresiéon de FAP,

respecto a la del estroma tumoral.

En los tumores multifocales, encontramos una mayor expresion de FGF10,
MMP-11 e IL-6 en los CAF del tumor principal, considerado el mas agresivo,
en relacion al tumor secundario. Por el contrario, MMP-2, MMP-9 e IL-17RB
estdn mas expresados en los CAF del tumor secundario respecto a los del

principal.

En el estudio de los canceres de préstata metastasicos, encontramos:

a. Respecto a las expresiones en los fibroblastos normales, las mismas
diferencias que encontrdbamos con los CAF del tumor localizado, es
decir, un aumento en la expresion génica de FGF7, MMP-2, MMP-11
e IL-6 en el estroma de los tumores metastasicos y una disminuciéon

de FGF10, MMP-9 e IL-17RB.

b. Respecto a las expresiones en el estroma de los tumores localizados,
Unicamente objetivamos un descenso de la expresién de IL-6 en el

estroma metastasico.

En los pacientes sometidos a deprivacién androgénica como tratamiento de

un tumor metastasico, objetivamos:

a. Respecto a la expresion en los NAF, aumenta la expresion de los
mismos factores que en los casos anteriores, es decir, de FGF7, MMP-
2, MMP-11, IL-6 y, ademas, también del receptor androgénico, de
NUDT6, HSF-1, HSPA1A y CXCL12. Se encuentra disminuida la
expresion de FGF10, MMP-9 e IL-17RB, pero ademads, también
desciende la expresion de HGF, FAP y CDH11 en el estroma sometido

a deprivacién androgénica.
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b. Respecto a las expresiones en el estroma de los tumores localizados,
se encuentra una elevacion de la expresion del receptor
androgénico, de FGF10, IL-17RB, HSF1 y HSPA1A en el estroma
sometido a deprivacién androgénica. Sin embargo, la expresion de

HGF, MMP-9, FAP Y CDH11 disminuye en este grupo.

c. Respecto a las expresiones en el estroma de los tumores
metastasicos, vemos que Unicamente existen diferencias en la
expresion de HGF, que disminuye en pacientes sometidos a

deprivacién androgénica, y de IL-6, que aumenta su expresion.
8) En el grupo de CPRC encontramos aumentada la expresiéon génica de

HSPA1A, MMP-11 e IL-17RB por parte de los CAF, respecto a los del

estroma de CPSC, en el que se sobreexpresa TGF3-1.
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Anexo 1

Nombre del Médico que le informa: ............ccccco e vvevveien e v cvivesivsenne e FEChQ! i

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO:
“CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DEL ESTROMA PROSTATICO NORMAL, TUMORAL E
HIPERPLASICO ESTUDIADO MEDIANTE CULTIVOS CELULARES”

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

DESTINO DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO OBTENIDAS EN LA BIOPSIA

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

NATURALEZA DE LA INVESTIGACION

Lo que le solicitamos es utilizar esta otra parte de tejidos restante para realizar en ella investigaciones que
nos ayuden a comprender el papel que desempefian los fibroblastos que estan inmersos entre las células de
la glandula prostatica. Los tumores humanos y otras patologias como la hiperplasia benigna (HPB) no solo
estdn compuestos de células andmalas epiteliales, sino también de otros tipos de células aparentemente
normales del organismo, tales como fibroblastos, células de los vasos sanguineos o células inflamatorias.
Investigaciones recientes de nuestro Grupo de investigacidn, y publicadas recientemente en revistas
cientificas internacionales, demuestran que los cambios que se producen en el los estos fibroblastos
pueden explicar parte de la progresidn del tumor prostatico y de la HPB, lo que puede constituir una base
sélida para el desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos contra dianas especificas situadas en el estroma
tumoral, y permitir no solo tratar si no probablemente prevenir el desarrollo de estas alteraciones en fases
curables de la enfermedad.

Clasicamente, el abordaje del estudio oncolégico se ha centrado en exclusiva en las células propiamente
tumorales, pero esta nueva estrategia derivada de estudios experimentales previos no tiene una traslaciéon
a la practica clinica. Ahora lo que pretendemos en esta investigacién es caracterizar los fibroblastos y
analizar con detalle sus caracteristicas propias y su capacidad de influir sobre el crecimiento de células de
la HPB o del cancer de prdstata que tienen algunas caracteristicas comunes pero también diferenciales,
analizando las proteinas relacionadas con esas células.

CONFIDENCIALIDAD

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

COSTES/COMPENSACION

Ninguno de estos procedimientos supondra un coste o molestia adicional a lo ya mencionado.

DERECHO A REHUSAR O ABANDONAR ESTE ESTUDIO

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

No deje de preguntar al profesional que le entregé este documento cualquier duda que le
pueda haber surgido.

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

AUTORIZACION DEL PACIENTE

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

Firma del paciente Firma del médico

Nombre del representante legal en caso de incapacidad del paciente con indicacién del caracter con el que
interviene (padre, madre, hijo/a, tutor, etc.).

Firma ..o s e e ens DUNL L i e
Testigos:
NOIMDTIE vt re e e e re e re v sessee e s DN e b e
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REVOCACION
de ......... afios de edad, con domicilio en .......c.ccccevvveves v vvvnnrnsinsnnsenenen, Y DONLL N2 e
de......... afios de edad, con domicilio en .......c.cccevvcevesvvirinnnesnein e enineenn, Y DONLL N2
en calidad de .......ccoveiir i (TEPTESENtante legal, familiar o allegado)

Revoco el consentimiento prestado en fecha .............ceesesvvver e, y N0 deseo que con mi muestra del tumor

se continte con el procedimiento del que se me ha informado, que doy en esta fecha por finalizado.

Bl e e e s s e e s e een e e LUGAT Y fEChA).

Firma del paciente Firma del médico
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Anexo 2

Comparaciéon de la expresion génica de los factores entre todos los grupos. No todos
presentan diferencias estadisticamente significativas. RA: Receptor androgénico; NUDT6: Nudix
hidrolasa 6; FGF7: Factor de crecimiento de fibroblastos 7; FGF10: Factor de crecimiento de
fibroblastos 10; TGFB-1: Factor de crecimiento transformante B1; HGF: Factor de crecimiento
hepatocitico; PDGFB: Factor de crecimiento derivado de plaquetas, subunidad b; MMP-2:
Metaloproteinasa 2; MMP-9: Metaloproteinasa 9; MMP-11: Metaloproteinasa 11; IL-6:
Interleuquina 6; IL-17RB: Receptor B de Interleuquina 17; HSF-1: Factor de transcripciéon de
choque térmico 1; HSPA1A: Proteina de shock térmico; STAT3: Transductor de sefiales y activador
de la transcripcion 3; FAP: Proteina activadora de fibroblastos; CDH11: Cadherina 11; CXCL12:
Factor derivado de célula estromal-1; CXCL14: C-X-C Ligando de quimioquina 14; NAF: fibroblastos
de tejido normal; HBP: Hiperplasia benigna de préstata; CPL: Cancer de prostata localizado; CPM+:
Cancer de préstata metastasico; CPRC: Cancer de prdéstata resistente a la castracién; CPSC: Cancer

de proéstata sensible a la castracion.
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