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RESUMEN (en espaiiol)

INTRODUCCION

En la actualidad supone un reto diagnosticar y tratar de forma individualizada muchos
tumores prostaticos. Cada vez son mas las opciones terapéuticas y las técnicas de
tratamiento multimodal; sin embargo, necesitamos nuevos biomarcadores que nos
ayuden para la eleccion terapéutica mas adecuada en cada paciente. Las interacciones
entre las c€lulas tumorales y el estroma asociado influyen en el inicio, la progresion y
el pronostico del paciente, dejando cada vez mas claro que el compartimento estromal
es importante para la oncogénesis y la progresion tumoral; de ello se deduce que el
desarrollo de marcadores de pronostico y dianas terapéuticas en el compartimento
estromal es una posibilidad clara para el futuro. El objetivo de este trabajo se baso
precisamente en el estudio de determinados factores del estroma prostatico en el cancer
de proéstata con el fin de encontrar posibles marcadores diagnésticos, prondsticos y
dianas terapéuticas.

MATERIAL Y METODOS

Se realiza un estudio de obtencién de muestras prospectivo donde se analiza tejido
prostatico de pacientes con cancer de prostata. Se recogieron muestras de los diferentes
grupos prondsticos dentro de los tumores localizados, asi como muestras de pacientes
metastdsicos sin haber iniciado tratamiento de privacion androgénica. Se compararon
los resultados con los de las muestras no tumorales alejadas del tumor (control sano).
Tras obtener las muestras mediante biopsia transrectal de prdstata se enviaron al
laboratorio para cultivar y aislar los fibroblastos en los que realizamos analisis de
distintos marcadores moleculares con intencion de comparar su valor en los diferentes
grupos de pacientes. Los 10 factores derivados del estroma analizados son marcadores
de inflamacion (IL-6, IL-17RB, STAT3, NFkp1, HSF1 y HSPA1A) y proteinas
implicadas en la interaccion epitelio-estroma (CDH11, FAP, CXCL12 y CXCL14). El
seguimiento se realizo en la consulta de Urologia segtin los protocolos correspondientes
a las guias europeas. Realizamos estudios estadisticos para evaluar las diferencias de
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expresion en funcién del grado tumoral, estadio, localizado o metastasico,
comparandolos a su vez con el tejido normal, también analizamos si existen
correlaciones entre la expresion de marcadores entre si, y por tltimo, la relacion con el
tiempo libre de supervivencia.

RESULTADOS

Se analizaron 45 muestras de 30 pacientes con CaP sometidas a biopsia transrectal. De
los 30 casos, 24 tumores fueron localizados y 6 metastasicos. De los pacientes con
tumores localizados se tomaron 15 muestras periféricas al tumor como grupo control de
tejido normal. Se objetivd que, a mayor estadio tumoral, menor expresion de CXCL14,
asi mismo, a mayor Gleason se produce una disminucion de la expresion de CDH11 e
IL-6. En cuanto a la expresion en tejido normal frente al tumoral se observé en ambos
tipos tumorales, aumento de IL-6 y disminucion de IL-17RB. En el andlisis de tiempo
libre de enfermedad en los tumores localizados, en el estudio univariable resultaron
significativos CXCL12, FAP y NFkB1; en el andlisis de regresion de Cox CXCL12
en el estroma del tumor en la biopsia fue el Uinico factor que resultd independiente para
recidiva bioquimica tras prostatectomia. Cuando se realizo el estudio multivariable con
los datos de la pieza de prostatectomia y los factores estromales significativos en el
estudio univariable solo resultaron factores independientes de recidiva la
sobreexpresion de CXCL12 y NFKBI1.

CONCLUSIONES

De estos resultados deducimos que la falta de correlacion entre el PSA y la
sobreexpresion de los marcadores estudiados indicaria que la carcinogénesis en el
estroma es independiente de androgenos; ademas que tanto CXCL12, NFkB1 y FAP
son posibles marcadores prondsticos. Asi mismo se plantea CXCL12 como una
potencial diana terapéutica antagonizando su receptor. Aunque para todo ello se
precisan mas estudios con mayor nimero de pacientes que consigan confirmar nuestros
resultados.

RESUMEN (en inglés)

INTRODUCTION

It is currently a challenge to diagnose and treat many prostate tumors individually.
There are more and more therapeutic options and multimodal treatment techniques;
however, we need new biomarkers to help us for the most appropriate therapeutic choice
in each patient. Interactions between tumor cells and associated stroma influence the
patient’s onset, progression, and prognosis, making it increasingly clear that the stromal
compartment is important for oncogenesis and tumor progression; It follows that the
development of prognostic markers and therapeutic targets in the stromal compartment
is a clear possibility for the future. The aim of this work was based precisely on the
study of certain prostate stromal factors in prostate cancer in order to find possible
diagnostic markers, prognostic and therapeutic targets.
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MATERIALS AND METHODS

A prospective study is performed to analyze prostate tissue in patients with prostate
cancer. Specimens were collected from the different prognostic groups within the
localized tumors, as well as samples from metastatic patients without having started
androgen deprivation treatment. The results were compared with those of nontumor
samples away from the tumor (control). After obtaining the specimens by transrectal
prostate biopsy, they were sent to the laboratory to cultivate and isolate the fibroblasts
in which we performed analyses of different molecular markers with the intention of
comparing their value in the different groups of patients. The 10 stromal-derived factors
analyzed are inflammation markers (IL-6, IL-17RB, STAT3, NFkB1, HSF1 and
HSPA1A) and proteins involved in epithelial-stromal interaction (CDHI11, FAP,
CXCL12 and CXCL14). The follow-up was carried out at the Urology consultation
according to the protocols corresponding to the European guides. We conducted
statistical studies to evaluate the differences in expression according to tumor grade,
stage, localized or metastatic, comparing them with normal tissue, we also analyzed if
there are correlations between the expression of markers, and finally, the relationship
with time-free survival.

RESULTS

We analyzed 45 specimens from 30 patients with CaP who underwent transrectal
biopsy. From 30 cases, 24 tumors were located and 6 metastatic. From patients with
localized tumors, 15 specimens were taken away from the tumor, in peripheral areas, as
a normal tissue control group. It was observed that the higher tumor stage, the lower
expression of CXCL14, and the higher Gleason, the lower expression of CDH11 and
IL-6. In terms of normal tissue expression versus tumour, it was observed in both tumor
types, increase in IL-6 and decrease in IL-17RB. In the analysis of disease-free time in
localized tumors, in the univariate study, CXCL12, FAP and NFkB1 were significant;
in the Cox regression analisis, CXCL12 in the tumor stroma from biopsy it was the only
independent factor for biochemical recurrence after prostatectomy. When multivariate
study was performed with prostatectomy piece data and significant stromal factors in
the univariate study, only the overexpression of CXCL12 and NFkB1 was independent
of recurrence.

CONCLUSIONS

Therefore, our findings led us to consider that the absence of correlation between PSA
and overexpression of the studied markers would indicate that carcinogenesis in the
stroma is independent of androgens; moreover, both CXCL12, NFkB1 and FAP are
possible prognostic markers. CXCL12 is also proposed as a therapeutic target potential

antagonizing its receptor. Further studies will be necessary to assess our results.

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







1.1 LA DIMENSION DEL CANCER DE PROSTATA

El céncer de prostata (CaP) es la neoplasia maligna masculina mas comunmente
diagnosticada y la cuarta causa principal de muerte por cancer en los hombres en el
mundo. En 2018 esto ascendi6 a 1.280.000 casos recién diagnosticados y 359.000 muertes
en todo el mundo a causa de esta enfermedad (1). Afortunadamente, la mayoria de los
canceres de prostata tienden a crecer lentamente y son de bajo grado con un riesgo
relativamente bajo y agresividad limitada (2). Cuando el cancer se limita a la prostata, se
considera localizado y potencialmente curable (3); no obstante, si la enfermedad se ha
extendido a otro lugar fuera de la prostata los resultados dependen de la edad, los

problemas de salud asociados, la histologia del tumor y la extension del cancer (4).

No hay sintomas iniciales o tempranos en la mayoria de los casos y el diagnostico se basa
principalmente en pruebas de antigeno prostatico especifico (PSA) y biopsias de tejido
prostatico guiadas por ecografia transrectal (TRUS), aunque las pruebas de PSA para

deteccion siguen siendo controvertidas (5).

1.1.1 Incidencia y mortalidad

Las tasas de incidencia (por cada 100.000 habitantes) varian en casi 50 veces en todo el
mundo, desde 3,9 en la India hasta 178,8 en los afroamericanos de EE.UU. Generalmente,
las tasas mads altas se registran en América del Norte, Oceania y Europa del Norte y
Occidental, mientras que las tasas mas bajas se encuentran en Asia y Africa del Norte.
Gran parte de las variaciones internacionales en las tasas de incidencia de céncer de
prostata reflejan diferencias en el uso de la prueba del PSA, que detecta casos de cancer
de prostata indolente que de otro modo no se hubieran detectado en la vida (6). Segun
estimaciones recientes, entre el 23% y el 42% de los casos de cancer de prostata en Europa
y Estados Unidos podrian deberse a un sobrediagndstico mediante pruebas de PSA
(7). Las tasas de mortalidad relativamente bajas en los blancos estadounidenses y en
algunos paises europeos, donde las pruebas de PSA son comunes, también pueden

respaldar el papel del sobrediagnéstico en las altas tasas de incidencia en estos paises (8).

Las tasas de incidencia en los Estados Unidos, Canadd y Australia en general estan
disminuyendo después de aumentar drasticamente entre fines de la década de 1980 y

principios de la de 1990 debido a la rapida difusion de las pruebas de PSA, mientras que



las tasas en el Reino Unido y en otras partes de Europa continian aumentando levemente
debido a una mayor conciencia y adopcion gradual de las pruebas de PSA (6). En
contraste con la incidencia del cancer de prostata y las tendencias de mortalidad en los
paises occidentales, las tasas estan aumentando en algunos paises de Asia y Europa del
Este, como Japon, Singapur y Polonia, donde la prueba de PSA no se usa comunmente.
Se cree que el aumento en estos paises refleja la occidentalizacion, incluido el aumento

del consumo de grasa animal, la obesidad y la inactividad fisica (6).

En Espaiia, la incidencia es de unos 77 casos por 100.000 varones, siendo la media
Europea de 86, y de 106 si se trata de los 25 Estados miembro de la union Europea (9).
En el afio 2015, segun los datos de la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN)),
fue el tumor mas frecuente en hombres con 33.370 casos, asi como en el afnio 2014 se
describe una tasa de mortalidad de 15,23 por 100.000 varones, en descenso en los ultimos

anos (10).

Las tasas de mortalidad por cancer de prostata han disminuido en la mayoria de los paises
occidentales (6). La razon de esto no esta clara, pero puede reflejar tanto un tratamiento
mejorado como una deteccion temprana (11). Sobre este tema existen controversias ya
que un ensayo aleatorizado reciente en los Estados Unidos no pudo demostrar el beneficio
de las pruebas de PSA para reducir las muertes por cancer de prostata (12), frente a otro

ensayo en Europa que si demostrd un beneficio (13).

1.1.2 Problema de falta de marcadores fiables. Cribado y diagnostico

Los niveles elevados de PSA (generalmente superiores a 4 ng/ml) en la sangre es la
forma en que el 80% de los canceres de prostata se presentan inicialmente, aunque los
niveles elevados de PSA por si solos identifican correctamente el cancer de prostata solo
entre el 25% y el 30% de las veces. Recomendamos al menos 2 niveles anormales de PSA
o la presencia de un nédulo palpable en el tacto rectal para justificar una biopsia y una

mayor investigacion (14).

El valor de las pruebas de deteccion de PSA sigue siendo controvertido debido a las
preocupaciones del sobrediagnoéstico, de las complicaciones de “biopsias innecesarias”,
del posible sobretratamiento de los canceres de bajo riesgo asi como del “limitado”

beneficio real en la supervivencia ante un diagndstico y tratamiento temprano (15). Para



evitar esto, se debe seleccionar de manera mas precisa a los pacientes que se beneficiaran
de una biopsia de prostata y evitar asi sobrediagnosticos y sobretratamientos, por ello en

la actualidad estan disponibles muchas pruebas de deteccion prebiopsia alternativas (16):

PSA libre y total: el porcentaje de PSA libre en la sangre puede ser un indicador util de
malignidad. Si el PSA total esta entre 4 y 10 ng/ml, se considera valido un porcentaje de
PSA libre. El porcentaje de PSA libre se calcula multiplicando el nivel de PSA libre por
100 y dividiendo por el valor total de PSA.

Las estimaciones de riesgo reales variaran segun el grupo de edad, pero como guia

general:

e Siel porcentaje de PSA libre es superior al 25%, el riesgo de cancer es inferior al

10%.

e Si el porcentaje de PSA libre es inferior al 10%, el riesgo de cancer es de

aproximadamente el 50%.

La densidad de PSA es el PSA total dividido por el volumen prostatico determinado por
resonancia magnética o ecografia. La densidad de PSA esta destinada a minimizar el
efecto del agrandamiento prostatico benigno. En general, si la densidad de PSA es

superior a 0,15, se considera sugestivo de malignidad (17)

La Velocidad de PSA compara los niveles séricos anuales de PSA. Un aumento anual de

PSA superior a 0,75 ng/ml o superior al 25% sugiere un posible cadncer de prostata (18).

El antigeno 3 del cancer de prostata (PCA3) es una prueba genética basada en ARN
que se realiza a partir de una muestra de orina obtenida inmediatamente después de un
masaje prostatico. Si el PCA3 esté elevado, sugiere la presencia de cancer de prostata. Su
resultado es mas fiable que el PSA ya que es independiente del volumen de la prostata. El
PCA3 se utiliza mejor para determinar la necesidad de repetir la biopsia después de la

histologia inicial negativa (19).

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

predecir la presencia de cancer de prostata (20).



La prueba “4K-score” mide el PSA total en suero, el PSA libre, el PSA intacto y el
antigeno 2 de calicreina humana e incluye resultados clinicos (edad, tacto rectal e historia
previa). Mediante un algoritmo se determina la probabilidad de padecer CaP de alto
riesgo. Debido a su rentabilidad, este test esta incluido en las actuales guias de “National
Comprehensive Cancer Network” (NCCN) para la deteccion precoz de CaP (21).
Curiosamente, no se ha demostrado que la prueba “4K” sea mejor que la prueba de PSA

sola, cuando se usa para rastrear pacientes de vigilancia activa (22).

“ExoDx Prostate Intelliscore (EPI)”: la prueba analiza el ARN exosdmico en busca de
tres biomarcadores que se sabe que se expresan en la orina de hombres con cancer de
prostata de alto grado. Posteriormente, se utiliza un algoritmo patentado para asignar una
puntuacion de riesgo que predice la presencia de cancer de prostata de alto grado
(puntuacion de Gleason = 7 o superior; o cualquier grado de Gleason = 4 o 5). A
diferencia de otras pruebas de orina para el cancer de prostata, no se requiere un tacto
rectal ni un masaje prostatico. El valor predictivo negativo es del 91,3% con un indice de

sensibilidad del 91,9% (23)

En general, las pruebas predictivas que incluyen variables clinicas se consideran algo

mas fiables que aquellas pruebas que no lo hacen (24)

1.1.3 Imagenes de prostata

La ecografia y la resonancia magnética son las principales modalidades de imagen
utilizadas para la deteccion y el diagndstico inicial del cancer de prostata. La ecografia
transrectal (TRUS, por sus siglas en inglés) es una prueba poco fiable para determinar la

malignidad de una lesion (25).

La resonancia magnética multiparamétrica (RMmp) de prdstata tiene una resolucion de
tejido blando mucho mejor que la ecografia y puede identificar areas de la glandula que
son realmente “sospechosas” con un alto grado de precision y fiabilidad (valor predictivo
positivo superior al 90%), se esta convirtiendo en una modalidad de imagen estandar para
el diagnostico de cancer de prostata debido a que puede identificar y clasificar los nodulos
prostaticos sospechosos para ayudar con la estadificacion y la localizacion, verificar la
extension extracapsular, evaluar las vesiculas seminales en busca de una posible

participacion tumoral y determinar el agrandamiento de los ganglios linfaticos regionales



que podrian indicar una enfermedad metastasica temprana. Ademas, se puede aumentar
la rentabilidad diagnodstica de la biopsia de prostata realizando disparos dirigidos por
fusién de imagen sobre los focos sospechosos, si bien, uno de los problemas de este

sistema es la escasa disponibilidad y los costes elevados que supone (26).

La RMmp permite, a través del sistema de gradacion “Prostate Imaging — Reporting and
Data System” (PI-RADS v2) identificar y clasificar las lesiones sospechosas, para asi
dirigir las biopsias y hacerlas mas selectivas (27). PI-RADS v2 utiliza una escala de
evaluacion de 5 puntos que indica la probabilidad de que los hallazgos de RMmp se
correlacionen con la presencia de CaP clinicamente significativo en una ubicacion
anatomica particular. Las categorias de evaluacion de PI-RADS v2 se definen con las

siguientes puntuaciones (28):

1: Muy bajo (es muy poco probable que haya un CaP clinicamente significativo)
e 2:Bajo (es poco probable que haya CaP clinicamente significativo)

o 3: Intermedio (la presencia de enfermedad por CaP clinicamente es ambigua)

e 4: Alto (es probable que haya CaP clinicamente significativo)

e 5: Muy alto (es muy probable que haya CaP clinicamente significativo)

El grado de variabilidad en la interpretacion de imagenes hace que sea dificil confiar
solo en la RMmp, ya que el valor predictivo negativo (VPN) llega a ser incluso del 75%
en algunos estudios (29). Un metaanalisis reciente concluyo que el factor predictivo mas
util de no encontrar cancer de prostata significativo en hombres con estudios de RMmp

negativos, era una densidad de PSA inferior a 0,15 ng/ml (30).

1.1.4 Imagenes de PET / CT de antigeno de membrana especifico de

prostata (PSMA PET / CT)

La tomografia por emision de positrones (PET) basada en antigeno de membrana
especifico de prostata (PSMA) correlacionada con la tomografia computarizada (TC) esta
emergiendo rapidamente para la estadificacion del cancer de prostata intermedio y
avanzado (31) y también pueda tener utilidad en la evaluacion de la respuesta al

tratamiento, pero este aspecto requiere una mayor investigacion (32)



1.1.5 Biopsia prostatica

Pese a todos los métodos descritos previamente, el diagnostico final del CaP recae en el
estudio anatomopatologico del tejido obtenido en la biopsia; de este modo se identifica la
estirpe tumoral y su clasificacion segun su arquitectura celular, mediante la clasificacion
de Gleason. Desde el 2014, la Sociedad Internacional de Patologia Urologica (ISUP)
simplifica esta clasificacion, reduciendo el nimero de grados de CaP a 5 (33), aportando
esta simplificacién una mejor estimacion pronostica cuando se incluye en un perfil de

riesgo como el de D’ Amico (34)

Tablal. Sistema de Gleason modificado de la Sociedad Internacional de Patologia

Urologica (ISUP) 2014 (33)

ISUP | Gleason Definicion
1 2-6 Soélo glandulas bien formadas
2 7(3+4) Predominan glédndulas bien formadas con un menor componente de glandulas

cribiformes, fusionadas o pobremente formadas

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

componente de glandulas bien formadas

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

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

Predomina componente con ausencia de glandulas o con necrosis y menor

8(5+3)

numero de células bien formadas

5 9-10 Ausencia de diferenciacion glandular o necrosis, con o sin glandulas

cribiformes, mal formadas o fusionadas

A pesar de todo, la tasa de falsos negativos de la biopsia llega a un 20%-30% de los
pacientes (35) lo que conduce a la repeticion de biopsias en mas del 40% de ellos, 0 a
seguimientos en consulta de forma estrecha ante los parametros alterados que pueden

sugerir la existencia de enfermedad (36).

En cuanto a evitar biopsias innecesarias, existe otra prueba, llamada ConfirmMDx, que
utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion multiple para medir
el estado epigenético de los biomarcadores de genes asociados al cancer de

prostata GSTP1, APC'y RASSF1 en muestras de tejido de biopsia de prostata negativas
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para CaP (37). Se observé que los niveles bajos de metilacion en pacientes con biopsia
de prostata negativa tiene un VPN de 96% para tumores de alto grado, disminuyendo la

indicacion de sucesivas biopsias (35).

Se estan realizando investigaciones sobre analisis genomicos mejorados y biomarcadores
clinicamente utiles; por ejemplo, uno de estos analiza la sobreexpresion de la fosfatasa 3
del higado en regeneracion (PRL-3), que se ha asociado con el cancer de prostata agresivo
de alto grado (38). Actualmente se estan investigando biomarcadores experimentales

similares por su papel potencial en la toma de decisiones clinicas en el cancer de prostata.

1.2 TRATAMIENTO DEL CANCER DE PROSTATA

La primera decision en el manejo del cancer de prostata es determinar si se necesita algiin
tratamiento. El cancer de prostata, especialmente en los tumores de bajo grado, a menudo
crece tan lentamente que no se requiere tratamiento, particularmente en pacientes de edad
avanzada y aquellos con comorbilidades que limitarian razonablemente la esperanza de

vida a 10 anos adicionales o menos.

1.2.1 Vigilancia activa

La vigilancia activa es apropiada para hombres con cancer de prostata de bajo grado
(Gleason 3 + 3 = 6 0 menos con un PSA menor de 20) y cénceres de tamaio limitado
(39). Para canceres de grado intermedio, de menor riesgo y seleccionados (Gleason 3 + 4
= 7 con un PSA menor de 10) es controvertido, pero parece razonable en casos
seleccionados (40). Aqui es donde las pruebas gendémicas pueden ofrecer algunos
beneficios reales al estimar y aclarar de manera segura el verdadero riesgo relativo de

progresion y agresividad del tumor en estas situaciones limite (41).

1.2.2 Tratamiento en la enfermedad localizada

El tratamiento definitivo de la enfermedad localizada ahora incluye radioterapia (haz
externo y/o colocacion de semillas radiactivas de braquiterapia), prostatectomia radical,

terapia focal y crioterapia. Por lo tanto, para la mayoria de los pacientes con enfermedad



localizada potencialmente curable, buen estado funcional, calidad de vida
razonablemente buena y una esperanza de vida superior a los 10 afios, la eleccion del
tratamiento debe ser una decision informada del paciente tomada después de discusiones

que incluyan tanto urologia como radioterapia (42).

1.2.3 Tratamiento en la enfermedad metastasica

Si el cancer se ha extendido mas alla de la prostata, las opciones de tratamiento cambian
significativamente. La terapia hormonal, la radioterapia limitada, los radiofarmacos, la
inmunoterapia y la quimioterapia son los tratamientos estandar reservados para una
enfermedad que se ha extendido mas alla de la prostata y ya no se considera curable. Por
ejemplo, la radioterapia limitada puede ayudar de manera espectacular a controlar el
sangrado prostatico o aliviar el dolor de huesos insoportable de un depdsito de cancer

metastasico (43).

1.3 VALORACION DEL PRONOSTICO DEL CANCER DE
PROSTATA

Existen varias clasificaciones y escalas para estratificar el riesgo de recidiva de la
enfermedad; asi desde 1998 la clasificacion de riesgo descrita por D" Amico, en la que
seglin el PSA, Gleason de la biopsia y el estadio Clinico T de la enfermedad, los pacientes
tienen bajo, intermedio o alto riesgo de recidiva bioquimica posterior al tratamiento (34).
En los ultimos afios existen nomogramas que también analizan estos parametros, como
Briganti (44), Partin y Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) para predecir
la invasion de los ganglios linfaticos y ayudar asi a los cirujanos, segun el riesgo, a tomar

la decision de hacer cirugias con linfadenectomia de mayor o menor extension (45).

1.3.1 Otros marcadores tisulares

Ademas del analisis anatomopatoldgico, en casos de prostatectomia radical donde junto
con el Gleason se tendra muy en cuenta el estadio T de la enfermedad ( afectacion

capsular, presencia de margenes), la invasion linfovascular y la afectacion ganglionar (en
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caso de linfadenectomia), para la valoracion del prondstica de la enfermedad (46) la
investigacion de marcadores de cancer de prostata ha ampliado sus horizontes con el
descubrimiento de varios biomarcadores alternativos prometedores que muestran una

sensibilidad y especificidad mejoradas con respecto al PSA:
v Prueba Oncotype DX

Es un ensayo de expresion que evalua la actividad de un conjunto de 12 genes
relacionados con el cadncer y que estan involucrados en cuatro vias biologicas diferentes,
incluida la via de los andrégenos (AZGP1, KLK2, SRD5A2, RAM13C)), la proliferacion
( TPX2), la organizacion celular ( FLNC, GSN, TPM2, GSTM?2 ) y la respuesta estromal
( BGN, COL1A1 y SFRP4). Estas medidas se combinan algoritmicamente para calcular
una puntuacion de prostata gendmica (GPS). Este ensayo ha sido validado analitica y
clinicamente como predictor de cancer de prostata agresivo y permite la estratificacion
del riesgo de céancer de prostata para guiar a los médicos en la toma de decisiones de

tratamiento (47).
v Prueba ProMark

ProMark es una prueba de prondstico basada en proteinas para predecir la agresividad
del céncer de prostata, particularmente en pacientes con puntuaciones de Gleason 3+3 o
3+4. Esta prueba mide la expresion de ocho proteinas (DERL1, CUL2, SMAD4, PDSS2,
HSPAO9, FUS, S6 fosforilado, YBOX1) en secciones de tejido de biopsia empleando un
método de inmunofluorescencia automatizado. Sobre la base de los niveles de expresion
de estas ocho proteinas se calcula una puntuacion de riesgo, y puede ayudar a estratificar

a los pacientes para la vigilancia activa frente a la intervencion terapéutica (48).
v Prueba de Prolaris

Esta prueba mide la expresion de un conjunto de 31 genes de progresion del ciclo celular
y 15 genes de mantenimiento para predecir la progresion de la enfermedad. Una expresion
baja de estos genes se asocia con un riesgo bajo de progresion y esos hombres pueden ser
candidatos para la vigilancia activa, mientras que una expresion alta se asocia con un
riesgo mas alto de progresion de la enfermedad en los hombres que pueden ser
tratados. Esta prueba es significativamente mas pronostica que las variables clinico-
patologicas utilizadas actualmente (49). También estima el riesgo de recurrencia de la

enfermedad tras prostatectomia (50).
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v" Deleciones del gen PTEN

PTEN es un gen supresor de tumores ubicado en el cromosoma 10 que comunmente se
pierde en el cancer de prostata. Esta pérdida conduce a la activacion de la via de
sefializacion de la fosfoinositido-3-quinasa (PI3K), que juega un papel fundamental en el
crecimiento, proliferacion y metastasis celular y, ademas, a la inhibicion de la via de
sefalizacion del receptor de androgenos (RA) (51). Las deleciones de PTEN se asocian
con un mal pronéstico y una enfermedad hormonorrefractaria, y se utilizan como un
biomarcador predictivo de la respuesta al tratamiento (52). Ademas, estas deleciones
combinadas con las fusiones del gen TMPRSS2-ERG tienen ain mejor potencial

pronostico (53)

Lanueva generacion de biomarcadores de cancer de prostata parece prometedora y puede
ayudar a cumplir con los desafios clinicos no resueltos hasta ahora y guiar a los médicos

hacia mejores diagnosticos y mejores opciones de tratamiento para el cancer de prostata

(16).

1.4 IMPORTANCIA DEL ESTROMA EN LA CARCINOGENESIS Y
TRANSFORMACION HACIA EL ESTROMA ACTIVADO

El epitelio prostatico humano estd compuesto de células epiteliales secretoras cuboideas
a columnares con complejos de unioén apical, una capa continua de células basales y
escasas células neuroendocrinas, cada una unida a una lamina basal, organizdndose como
acinos glandulares que secretan en el espacio luminal que converge en un conducto y en
la uretra; al otro lado de la lamina basal se encuentra el estroma fibromuscular,
compuesto por células de musculo liso que regulan el crecimiento prostatico en
condiciones normales, fibroblastos que son las células més importantes del estroma y una
matriz extracelular rica en fibras de coldgeno que interviene entre los acinos secretores;
asi como otras células clave del estroma incluyen células endoteliales, diversas células

inmunitarias y fibras nerviosas autonomas y ganglios asociados (Figl) (54).

Los fibroblastos, células clave del estroma, intervienen en la angiogénesis, la reparacion
tisular y en la sintesis y deposito de los componentes de la matriz extracelular, facilitando
que otras células puedan asentarse o migrar creando determinadas arquitecturas 6rgano-

especificas (55).
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Figura 1. Componentes celulares de la glandula prostatica humana (54)

El estroma normal se modifica con una plasticidad propia para responder rapidamente a
situaciones como la reparacion de heridas y la alteracion de la homeostasis que pueden
resultar de la génesis del cancer. Como tal, los componentes del estroma dentro del
microambiente inmediatamente adyacente al epitelio actian de manera coordinada
cuando el epitelio sufre dafio o se rompe (56). Aunque los mecanismos clave atn no se
comprenden, estos cambios podrian atribuirse a la accion de los androgenos y a procesos
inflamatorios que conducen a un efecto trofico constante de la glandula, asi como una
inflamacion cronica. Las agresiones epiteliales repetidas por microorganismos, el proceso
de envejecimiento y la accidn critica de los androgenos para regular la biologia de la
glandula, dan como resultado un cambio en su biologia, que pasa a tener una funcion de

reparacion cronica de heridas (57) .

Las alteraciones fenotipicas y genotipicas que ocurren durante esta respuesta al dafio se
han denominado estroma reactivo. Este estroma alterado es muy similar al encontrado
en la reparacion de heridas e incluye remodelacion de la matriz y expresion alterada de

factores de crecimiento y citocinas asociados a la reparacion (58).

En cuanto al papel del RA en la regulacioén de la homeostasis en las células del estroma

de la glandula prostatica parece que se expresa en un subconjunto de fibroblastos en la
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glandula prostatica y regula la expresion de varios factores de crecimiento (59). La accion
de los androgenos estimula la miodiferenciacion de los fibroblastos de prostata y mejora
los efectos de la miodiferenciacion inducida por TGF-f (60). Ademas, se observo en
multiples estudios que los factores secretados por la estimulacion androgénica de las
células del estroma estimulan la proliferacion de células de cancer de prostata; por el
contrario, una desactivacion del RA en dichas células produce menor proliferacion de
células epiteliales, una alteracion en el deposito de coldgeno y una disminucion de la
expresion de varios factores de crecimiento. Estos estudios sugieren que la accion de los
androgenos en el estroma de la prostata es importante para el mantenimiento de la
homeostasis y puede desempefiar un papel en la biologia del estroma reactivo en el cancer

de prostata (61).

El estroma reactivo se asocia con un mayor nimero de miofibroblastos / fibroblastos
asociados al cancer (CAF), mayor densidad capilar y depdsito de colageno tipo I maduro
asi como otros sustratos asociados con la matriz extracelular (MEC) (62). Si bien se
considera que los fibroblastos normales son fundamentales para mantener la homeostasis
tisular, sus forma activadas, miofibroblastos y CAF, promueven la progresion tumoral a
través de su biologia centrada en la reparacion y pro-supervivencia que incluiria nuevo
crecimiento y angiogénesis (57). Existen datos que sugieren que el origen del estroma
reactivo se produce por la activacion de las células del estroma inmediatamente
adyacentes a la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) (63); en varios estudios con CaP
se observd un grupo de miofibroblastos que evolucionaron de un anillo periacinar de
fibroblastos adyacentes a un foco de PIN y no del musculo liso de prostata normal, lo cual
se tradujo en una elevacion de vimentina y sintesis de colageno I adyacentes a los focos
de PIN (64). Las células PIN del precarcinoma, en lugar de invadir el compartimento
estromal normal inducen un estroma reactivo que evoluciona con las células del
carcinoma y de forma conjunta desplazan el tejido normal para componer los focos

cancerosos que finalmente forman el tumor (65).

En varios estudios, Tuxhorn et al. (66) observaron que en el tejido del carcinoma de
prostata humano, el estroma reactivo en los focos de cancer de prostata Gleason 3 estaba
compuesto por aproximadamente un 50% de fibroblastos y un 50% de miofibroblastos,
mientras que el estroma en los focos de Gleason 4 estaba compuesto principalmente por
miofibroblastos. La caracterizacién inmunohistoquimica de muestras de tejidos normales,

PIN y CaP revel¢ las caracteristicas principales del estroma reactivo por CaP, ayudando
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a comprender las propiedades pro-tumorigénicas de los CAF y la matriz extracelular. En
comparacion con el estroma de prostata normal, el estroma reactivo tiene un numero
menor de células de musculo liso (identificadas por la expresion de a-SMA y calponin) y
un elevado numero de CAF de los que algunos muestran fenotipos similares a los
fibroblastos (expresan vimentina y FSP-1) y otros fenotipos mas parejos a los

miofibroblastos (expresan vimentina y a-SMA) (66).

Los CAF se caracterizan por una alta expresion de genes que incluyen FAP, PDGFRB,
TNC, ASPN y POSTN, entre otros, que contrasta con los fibroblastos de prostata
normales (67). Ademads, inducen una alta deposicion de colageno-I1 y TNC, caracteristicas
tipicas del estroma reactivo, y expresan la proteina activadora de fibroblastos (FAP), una
proteasa unida a la superficie celular que es capaz de inducir la degradacion del colageno-
I, 1o que contribuye a la remodelacion de la matriz. Por otra parte, la expresion de laminina
se reduce en el estroma reactivo, lo que indica la rotura de la membrana basal (68) (fig.2)
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Figura 2. Interaccion estroma-epitelio en la progresion del cancer de prostata (69)
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Otros estudios han aportado pruebas de las propiedades proangiogénicos e
inmunomoduladores de los CAF en la carcinogénesis de prostata (70), asi como también
se sabe que los fibroblastos de diferentes zonas de la prostata tienen una influencia
diferente, no so6lo en la carcinogénesis del CaP primario, sino también en el desarrollo
metastasico; asi los fibroblastos de las zonas periféricas y de transicion, a diferencia de
los fibroblastos de la zona central, alteran el perfil citogenético y estimulan la oncogénesis
de las células LNCaP in vivo; De hecho, los fibroblastos periféricos y de la zona de
transicion fueron capaces de promover el crecimiento tumoral independiente de
androgenos de células LNCaP de adenocarcinoma de prostata sensibles a androgenos en
ratones castrados e incluso la formacion de metastasis en ganglios linfaticos, huesos y

pulmones (71).

Se han descrito otros eventos reguladores como la secrecion de microvesiculas a partir
de células derivadas de la médula 6sea; la naturaleza de estas interacciones puede
involucrar la reprogramacion epigenética del genoma del estroma local a uno mas similar
al de un CAF (72), la comunicacion directa entre las células derivadas de la médula 6sea
y el estroma local también puede mediar la conversion reciproca a células con fenotipos

mas ‘reactivos’, similar a lo que ocurre cuando interacciona el epitelio y el estroma (73).

Con todo esto, cada vez estd mas claro que el compartimento estromal es importante para
el desarrollo y la progresion del tumor; de ello se deduce que el desarrollo de marcadores
de pronostico y dianas terapéuticas en el compartimento estromal es una posibilidad clara

para el futuro.

1.5 CULTIVOS CELULARES PARA EL ESTUDIO DE
FIBROBLASTOS DEL ESTROMA PROSTATICO

Debido a que la mayoria de los tumores de prostata surgen en las células epiteliales
glandulares, estas han sido un foco importante de investigacion; no obstante, las células
cancerosas que crecen en cultivo en suspension, 0 como monocapa sobre superficies de
pléstico, se usan comunmente como modelos de cancer en exdmenes preclinicos de
eficacia de farmacos y sin embargo las principales deficiencias de tales modelos incluyen
la falta de heterogeneidad que refleja la malignidad original, asi como un microambiente

inadecuado, por lo que parece dejar claro que las interacciones entre los componentes de
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la matriz estromal, epitelial y extracelular juegan un papel importante en la definicion del
fenotipo maligno, por lo que requiere de su estudio y conocimiento (74). Para mejorar la
relevancia clinica de los modelos de cancer in vitro, parece imperativo utilizar tejido /
células cancerosas clinicamente relevantes que representen mejor la heterogeneidad y
complejidad de los canceres e imitar el microambiente tumoral con mayor precision (75).
La heterogeneidad también se refleja en la diversidad de tipos de células y la composicion
de la matriz extracelular que comprende la transformacion de la matriz extracelular
(TME), la cual desempefia un papel esencial en la regulacion de la proliferacion de células
cancerosas, angiogénesis, invasion, metastasis, evasion inmunitaria y resistencia
hormonal, y por ello, el estudio del estroma y especialmente de los fibroblastos, y sus
formas activadas, es muy atractivo, ya que estd presente tanto en procesos benignos
inflamatorios como en los procesos tumorales, sufriendo como ya hemos visto
importantes cambios con relacion al CaP (76). Ademas, la variabilidad gendémica de las
células epiteliales es mucho mas inestable en comparacion con los fibroblastos
estromales, por lo que supone una ventaja frente a los cultivos celulares de cancer de
prostata con dichas células epiteliales (77). Los estudios basados en modelos de
xenoinjertos de células humanas han demostrado que la recombinacion de los CAF con
células epiteliales no tumorales da como resultado su transformacion maligna permanente
(78). Los factores solubles secretados por los CAF acttian de forma paracrina en las
células epiteliales adyacentes y trabajan en coordinacion con otras moléculas de
sefalizacion para facilitar la carcinogénesis y la progresion del cancer (79). Igualmente,
estos cultivos con fibroblastos permitirdn comprobar su comportamiento mediante la
interaccion con células epiteliales prostaticas de diferentes lineas, con sistemas de co-
cultivo (80). La presencia de tipos de células no cancerosas en el microambiente tumoral
puede, en parte, imitarse mediante el cultivo conjunto de células cancerosas con tipos de
células de interés. Como el tipo de célula mas abundante en el estroma tumoral, y dadas
sus capacidades de promocion de tumores, los CAF se utilizan con frecuencia en sistemas
de cocultivo. Ademas, los sistemas de cocultivo de fibroblastos y células cancerosas se
han utilizado en combinacion con técnicas de cultivo en 3D y han proporcionado modelos
in vitro mas fiables para imitar las interacciones estroma-epitelial en el tumor. En estos
modelos se ha observado la capacidad de los CAF para promover la oncogénesis y apoyar

el desarrollo del céncer y la invasion tisular (81).
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Los fibroblastos aislados pueden expandirse in vitro y emplearse para analisis adicionales
de, por ejemplo, ADN, ARN, proteina, etc (82). Ademads, las modernas técnicas de estudio
molecular de alto rendimiento permiten identificar procesos relevantes en la
carcinogénesis y progresion de la enfermedad, asi como profundizar en el conocimiento
de multiples mecanismos que pueden alterar determinados genes clave, destacando las

anomalias cromosomicas, mutaciones, translocaciones o metilaciones (83).

Los cultivos celulares con fibroblastos pueden ser congelados para estudios posteriores
y en cuanto a una de sus desventajas que sufrimos en nuestro trabajo, es la pérdida de

cultivos por contaminacion de las muestras.

1.6 MARCADORES DE INTERACION EPITELIO-ESTROMA

Como ya hemos comentado, la comunicacion bidireccional entre las células y su
microambiente es critica tanto para la homeostasis de tejidos normales como para el
crecimiento tumoral (84). En particular, las interacciones entre las células tumorales y el
estroma asociado representan una relacion poderosa que influye en el inicio, la progresion
y el pronoéstico del paciente. Es una evidencia el grado de interconexion dentro de los
canceres, mediante el cual las células estromales no solo envian sefales de ida y vuelta a

las células tumorales, sino también entre si (85).

A continuacion, se describen algunos de los factores implicados en la interaccion
estroma-epitelio en el cancer de prostata y cuya expresion podria estudiarse como futuros

marcadores para el mejor conocimiento de esta enfermedad.

1.6.1 Cadherina 11 (CDHI11)

Las cadherinas pertenecen a una familia de glicoproteinas transmembranales
dependientes de calcio y son responsables de la adhesion celular, por tanto, fundamentales
para el mantenimiento de la arquitectura y funcionalidad de los tejidos, interviniendo en

el reconocimiento celular, la morfogénesis del tejido y la supresion de tumores (86).

Las cadherinas se clasifican en cinco subfamilias de acuerdo a la estructura de sus
dominios extracelulares y organizacion gendémica, tipo I o clasicas, tipo II o atipicas,

desmocolinas, desmogleinas y protocadherinas (87).
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Presentan un dominio extracelular (EC) muy variable con el que se unen a otras
cadherinas de células adyacentes; algunas de ellas también disponen de una region
transmembranal y un dominio intracelular que interactia con proteinas citoplasmaticas
denominadas cateninas (o catenina , 3 catenina y p120), que regulan la funcién adhesiva

de las cadherinas (88).

Las cadherinas tipo I, clasicas, se caracterizan por su dominio citoplasmatico altamente
conservado y son hasta el momento las més estudiadas. En este grupo se encuentran la
cadherina E, la P y la N. Por el contrario las cadherinas atipicas, de tipo II, siendo la
cadherina 11 el prototipo de esta subfamilia, no conservan el mismo dominio

citoplasmatico debido a una variacion de aminoacidos (89).

Aparentemente, la participacion activa de las moléculas de adhesion en la capacidad
metastatica de las células tumorales es crucial y en particular la de las cadherinas, ya que
la alteracion en su expresion genera pérdida de funcion del complejo de adhesion, jugando
asi un papel critico durante la progresion tumoral (90). Como ejemplo, la pérdida de
funcion de la cadherina E en carcinomas epiteliales conduce a la progresion a un estado

invasivo-metastasico (91).

La cadherina 11 (CDH11) es también conocida como cadherina osteoblasto (OB-
cadherina) ya que se descubrio6 por primera vez en osteoblastos de ratoén (92). Cuenta con
dos isoformas, la primera interactua con B-catenina y otras proteinas intracelulares, tales
como pl20 y a-catenina, importantes para la sefializacion y la motilidad; y la segunda
isoforma que contiene los mismos dominios extracelulares que la primera, solo que tiene
cambios en el dominio transmembranal, por lo que no interactiia con otras cateninas (93).
Es una cadherina mesenquimatosa que se expresa principalmente en osteoblastos y
sinoviocitos, y en niveles bajos en los pulmones, testiculos y tejidos cerebrales (94). Entre
sus acciones, promueve un aumento en la migracion de células mesenquimales en
condiciones normales y en las células de origen epitelial en condiciones patologicas. Se
observo una expresion aberrante de cadherina-11 en varios canceres de origen epitelial,
incluidos los cénceres de mama, gastrico y de prostata. Aunque las células epiteliales
normales de la prostata expresan E-cadherina, se encontrd que la CDH11 se sobreexpresa
en cé¢lulas de CaP que han hecho metastasis ganglionares y/o Oseas. Se cree que su
dominio citoplasmatico juega un papel critico en la migracion e invasion de células CaP,

pudiendo activar una via de sefializacion para promover estas actividades celulares
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proporcionando un enlace fisico entre las células CaP y los osteoblastos, y también
modulando las actividades celulares que mejoran la capacidad de las células CaP para

migrar e invadir el entorno 6seo (95).

Se ha sugerido por tanto que juega un papel crucial en las interacciones estroma-epitelio,
pudiendo estar involucrada en la migracion tumoral. Esto concuerda con la interaccion
de las células estromales y cancerosas en un subtipo de cancer gastrico que se caracteriza

por la sobreexpresion de CDH11 (96).

Ademas, se sugiere un papel en la invasion y metéstasis de las células tumorales para el
cancer de mama; en la mayoria de las lineas celulares de cancer de mama invasivo se
observa la expresion de cadherina-11, mientras que no se puede detectar ninguna

expresion en ninguna linea celular no invasiva (97).

En las lineas celulares de cancer de prostata, la expresion de cadherina-11 se encuentra
en aquellas lineas que han perdido la expresion funcional de E-cadherina, atribuible a la

pérdida de expresion de a-catenina (98).

En condiciones normales se expresa de forma muy débil en el estroma que rodea a los
acinos secretores prostaticos no malignos. En todos los canceres prostaticos existe
expresion notablemente aumentada, y de particular interés es el cambio en el origen
celular de esta expresion; asi, en los tumores de bajo grado, la expresion se limito a las
células del estroma, mientras que, en los tumores de grado intermedio y alto las células
de carcinoma también la expresaron. La expresion inducida en las células cancerosas se
correlacion6 significativamente con el grado de Gleason. Ademads, en muchas de las

lesiones metastasicas de CaP, se encontrd sobreexpresion de cadherina-11 (99).

Se expresa a niveles altos en los osteoblastos, existiendo un papel potencial de la misma
en la aparicion de metastasis dseas. En varios estudios con modelos animales, la
sobreexpresion de cadherina-11 aumentaba la colonizacion de las células del Cancer de

Prostata en el hueso (100).

Parece ser que la expresion de CDH11 en las células de CaP permite que las células se
propaguen, migren ¢ invadan, lo que resulta en una mayor intercalacion de las células
CaP en una capa de osteoblastos, por lo que se sugiere que la expresion atipica en
condiciones patologicas activa nuevas vias de sefial para mejorar la metastasis de las

células CaP al hueso (101).
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Debido a que la migracion e invasion celular mediada por CDHI11 dependen de su
dominio citoplasmatico, estas actividades celulares probablemente estén mediadas por la
activacion de las vias de sefial intracelular. La mayoria de los estudios sobre la
sefalizacion de cadherina se han centrado en la E-cadherina. Aunque tanto la E-cadherina
como la cadherina-11 se unen a p120 y B-catenina, tienen diferencias fundamentales en
sus funciones. E-cadherina suprime la invasividad de las células tumorales; sin embargo,
CDHI11 esté asociada con un fenotipo invasivo (101). Probablemente interactiia con un
conjunto Unico de proteinas para modular las actividades celulares que promueven el
fenotipo invasivo de las células CaP. Existen estudios sobre varios genes conocidos por
estar involucrados en la motilidad e invasividad celular mediante la regulacion por

CDHI11 (99).

Recientemente, se ha identificado que el agotamiento de androgenos es uno de los
mecanismos que conduce a su regulacion positiva en el CaP. Se observd en varios
estudios la sobreexpresiéon en la mayoria de los tumores resistentes a la castracion,
mientras que solo la expresaron el 14% de los tumores de prostata hormono sensibles. Se

desconoce el mecanismo por el cual RA suprime la expresion de CDHI11 (102).

Existen anélisis de cultivos celulares que muestran que su regulacion por la actividad del
RA esta mediada a nivel de la transcripcién. Se compararon los perfiles de expresion
génica de las biopsias de tumores de prostata primarios independientes de androgenos
con los de tumores primarios dependientes de androgenos, y se encontré que CDH11 esta
regulada por aumento en tumores independientes de androgenos. Por lo tanto, esto sugiere
que la reduccion o pérdida de la actividad RA debido a la intervencion clinica o la
progresion del cancer puede aumentar su expresion. Por lo tanto este aumento podria ser
uno de los mecanismos que vinculan la propensioén de los CaP resistentes a la castracion

a hacer metastasis 6seas (103).

1.6.2 C-X-C Ligando de la quimiocina 14 (CXCL14)

Las quimiocinas forman una familia de proteinas secretadas que estimulan la quimiotaxis
y el crecimiento celular; son proteinas pequefias de aproximadamente 8—14 kDa que
actiian tanto de forma autocrina como paracrina y ejercen efectos locales y sistémicos
(104). Existen mas de 50 quimiocinas y se dividen en los grupos CXC, CC, C y CX3C.

Las quimiocinas activan los receptores de la superficie celular que pertenecen a la familia
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de receptores acoplados a proteinas G (105). Se han identificado en torno a 20 receptores
de quimiocinas. Algunos receptores se unen a varios ligandos; en cambio otros son
altamente especificos como CXCR4 y CXCR®6, que se unen solo a CXCL12 y CXCL16,
respectivamente. Para algunas de las quimiocinas, como C-X-C Ligando de quimiocinal4

(CXCL14), el receptor aun no se ha identificado (106).

Las quimiocinas son responsables de multiples acciones, dependiendo del tipo y lugar de

accion, entre las que se han demostrado las siguientes:
-contribuyen a la infiltracion de leucocitos en tumores (107)
-efectos proangiogénicos directos (108)

-proliferacion y migracion de células tumorales (109)

-contribuyen al crecimiento tumoral mediante el reclutamiento de células endoteliales

derivadas de la médula 6sea (110)
-confieren efectos prometastaticos en algunos tipos de células cancerosas (111)
-estimulacion de fibroblastos (112)

Existen multiples tipos de células en el microambiente tumoral, productoras de
quimiocinas, entre las que destacan como un importante productor los fibroblastos
asociados al cancer (CAF) (113). La quimiocina CXCL14, anteriormente designada
BRAK, MIP-2y, BMAC o KSI, tiene quimiotaxis hacia células dendriticas
inmaduras(114), monocitos, macrofagos(115) y células NK(116). Se sabe que las células
dendriticas (CD) desempefian un papel clave en el inicio de las respuestas inmunitarias
antitumorales (117) y la infiltraciéon de tumores por CD es de gran importancia para la

inmunidad antitumoral (118)

La presencia de CD, macrofagos y linfocitos en tumores solidos se regula a través de la
produccion local de quimiocinas por las células tumorales y estromales. Las CD no
migran a los tumores que no expresan CXCL14, lo que sugiere que CXCL14 puede tener
un papel especial en la interaccion huésped-tumor y el reconocimiento del tumor por las

c¢lulas inmunes (119).

La molécula del receptor CXCL14 atn no se ha identificado, por lo tanto, los eventos de
sefializacion intracelular provocados por su estimulacion no se comprenden

completamente en ninguna especie (115). Diversos estudios demuestran un aumento de
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expresion de CXCL14 en células cancerosas y/o células del estroma, dependiendo del

tipo de tumores, pudiendo en algunos casos aumentar en ambas (120-122).

CXCL14 se expresa fuertemente en células inflamatorias y estromales adyacentes a
tumores de prostata (123) y es un potente inhibidor de la angiogénesis, factor de

crecimiento basico de fibroblastos o factor de crecimiento endotelial vascular (114).

Por lo tanto, ademés de la atenuacién de la capacidad proliferativa de las células
tumorales y el reclutamiento mejorado de las células inmunes circundantes, es posible
que también inhiba la neovascularizacion dentro de los tumores solidos al bloquear la

quimiotaxis de las células endoteliales (124).

Si bien varios estudios han sugerido un papel supresor tumoral, estos hallazgos son
contradictorios; por ejemplo en canceres de prostata y pancreaticos los niveles de
expresion son mas altos que los de los tejidos normales (120)(122). Ademas, el expresado
endogenamente promovid el crecimiento y la invasividad de las células de cancer de
mama y de pancreas, al adquirir éstas caracteristicas invasivas, a través de la regulacion
positiva mediada por ROS de CXCL14 (125). Ademas, la expresion de CXCL14 es muy
alta en los fibroblastos asociados al cancer de prostata, viéndose que cuando los CAF
sobreexpresan CXCL14 se produce un aumento de crecimiento y la migracion celular del
cancer de prostata mediante la secrecion de citocinas secundarias y quimioatrayentes
como el FGF-2 (123). Por lo tanto, en ciertos canceres malignos, CXCL14 en el
microambiente tumoral mejora la capacidad invasiva y metastdsica de las células

tumorales (Fig.3) (126).

Sin embargo, en varios estudios se observo que la expresion de CXCL14 es minima
incluso nula en algunas lineas celulares de cancer de prostata debido a mecanismos
epigenéticos (hipermetilaciéon del gen promotor), observandose la reversibilidad del
mecanismo de silenciamiento génico y, por lo tanto, la restauracion de la expresion en
las células tumorales puede servir como un poderoso enfoque terapéutico alternativo para

tratar diferentes tipos de cancer (127).

23



Aun son discutidos los efectos contradictorios, o al menos variables dependiendo del
contexto de CXCL14 sobre la formaciéon de tumores, no habiéndose aclarado los
mecanismos moleculares especificos asi como el efecto de los niveles en la supresion de
tumores, como tampoco se conoce la regulacion de la expresion del gen, siendo un posible

objetivo molecular para la prevencion y el cancer (128).
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Figura 3. Roles propuestos a CXCL14 durante la carcinogénesis (126)

1.6.3 Factor 1 derivado de células estromales (CXCL12/SDF1)

El factor 1 derivado del estroma (SDF1), también denominado CXCL12, se une ¢ inicia
la sefalizacion a través de sus receptores, el receptor de quimiocinas CXC tipo 4
(CXCR4) y el receptor de quimiocinas CXC tipo 7 (CXCR7) (129) . Se ha demostrado
que desempena un papel importante y pleiotropico en la progresion de los tumores
malignos, incluido el cancer de prostata, particularmente en la propagacion metastasica
de la enfermedad. Los altos niveles del receptor de quimiocinas CXCR4 inducen un

fenotipo mas agresivo en las células de cancer de prostata (130).
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Al parecer las células de CaP localizadas en las lesiones metastasicas 0seas expresan
niveles més altos de SDF1 / CXCR4 en relacion con las células presentes en los tumores
primarios, por lo que se sugiere que la activacion de la via SDF1/ CXCR4 puede

desempetiar un papel fundamental en las metastasis 6seas del cancer de prostata. (131).

La senalizacion SDFI/CXCR4 asociada a otras moléculas puede promover el
crecimiento del tumor de préstata (132). Ademas, el silenciamiento de CXCR4 puede
conducir a una reduccion significativa en la secrecion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), a un retraso en el crecimiento

del tumor primario y a la disminucion de la incidencia de metéstasis 6seas (133) .

SDF1 también es producido por las células del estroma de la médula ¢sea de origen
mesenquimatoso, incluidos los osteoblastos, y por las células endoteliales
vasculares (134). En varios estudios se demuestra que regula transitoriamente el nimero
y la afinidad de algunos receptores en las células de CaP que adquieren un
comportamiento metastasico aumentando la adhesividad y la invasividad en la médula

oOsea (135).

El cancer de prostata metastdsico recluta células madre mesenquimales, que se
convierten en fibroblastos asociados con el cancer y facilitan la metéstasis. En los tumores
de prostata, CXCL16, estimula la diferenciacion de células madre mesenquimales en
fibroblastos asociados al cancer, que secretan niveles mas altos de SDF1; ésta se une a
CXCR4 en las células de cancer de prostata e induce una transicion epitelial a
mesenquimal (TEM) (136). La inhibicion del eje SDF1/CXCR4 conduce a la supresion
del aumento de la poblacion de células madre del cancer de prostata inducido por células
madre mesenquimales de la médula 6sea y a la regulacion a la baja de la expresion de
varios marcadores entre ellos el CXCR14 (137). Los factores inducibles por hipoxia
inducen la expresion de otras moléculas entre ellas CXCR4 todas ellas implicadas en la
TEM, pudiendo producir cambios fenotipicos persistentes incluso al desparecer las
condiciones hipoxicas (138); por lo que parece, la activacion de esta via puede
desempefiar un papel fundamental a través de multiples mecanismos: promoviendo el
crecimiento del tumor de prostata, el desplazamiento de las células del cancer de prostata
al hueso y facilitando las interacciones entre las células cancerosas y el entorno dseo

(138)(139).
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La activacion del eje en células de CaP podria deberse a fendomenos oncogénicos o por
factores microambientales. Cuando se inhibe CXCR4 podria conducir a la inhibicion de
la expresion de VEGF y MMP-9, un retraso en el crecimiento del tumor y una reduccion
de la metastasis. SDF1 puede inducir la expresion de CD164 en células de cancer de
prostata y, por tanto, aumentar su capacidad para adherirse a las células endoteliales de la
médula 6sea humana (139). En las metastasis 6seas, CXCL16 (un ligando para CXCR6)
puede estimular la diferenciacion de células madre estromales en fibroblastos asociados
al cancer (CAF), que secretan altos niveles de SDF1, pudiendo también estar aumentada
la produccion local por osteoblastos. La sobreexpresion de SDF1a y CXCR4 también
podria ser estimulada por TGF-B2, que se expresa por células de cancer de prostata
diseminadas latentes en la médula dsea. Finalmente, el factor inducido por hipoxia (HIF)

puede inducir la expresion de moléculas asociadas a la MET (140). (Fig.4) (141).
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Figura 4. Papel pleiotropico del eje SDF1/CXCR4 en la metastasis 6sea del CaP (141)
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En esta linea ya existe un inhibidor SDF1/CXCR4, es el CXCR4 antagonista AMD3100,
un fArmaco aprobado por la FDA conocido como plerixafor o Mozobil ® y se utiliza para
la movilizacion de células madre hematopoyética inhibiendo el crecimiento de tumores
primarios y reduciendo la incidencia de metastasis en multiples modelos animales. Sin
embargo, la seguridad del tratamiento crénico atin no se ha confirmado en los pacientes
(142). Una alternativa seria inhibir la expresion de SDF1 / CXCR4 en canceres de prostata
primarios y metastasicos, sin inhibir directamente la sefializacion de CXCR4. Para ello,
es fundamental identificar el mecanismo por el cual se activa la expresion de CXCR4 en
las metéstasis 0seas del cancer de prostata, en particular por la hipoxia inducida por el

crecimiento tumoral o por intervenciones terapéuticas (143).

En varios trabajos de laboratorio se ha observado que varias quimiocinas de tipo CXC,
incluidas CXCL12, promueven la proliferacion de células epiteliales prostaticas no

transformadas y transformadas, asi como células sensibles e insensibles a andrdgenos

(144).

Las interacciones CXCL12/CXCR4 también puedan mediar en la proliferacion de

células de cancer de prostata a través de mecanismos dependientes de RA:

e activa funcionalmente el RA en ausencia de andrégenos (145)

e promueve la acumulacion nuclear del corregulador RA y SRC-1 (146)

e ecstimula la transcripcion de genes regulados por RA y la proliferacion celular
(144)

e activa RA y SRC-1 a través de la fosforilacion mediada por PI3K y MAPK (147)

Por tanto, se ha identificado el eje CXCL12 /CXCR4 activado como un nuevo
mecanismo dependiente de RA que promueve el crecimiento celular prostatico androgeno
dependiente transactivando funcionalmente el RA en ausencia de androgenos. En base a
estos hallazgos se pueden desarrollar nuevas terapias que detengan eficazmente la
progresion y la consiguiente mortalidad de los tumores de prostata resistentes a la

castracion (148).
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1.6.4 Proteina activadora de fibroblastos (FAP)

La proteina de activacion de fibroblastos (FAP) es un antigeno de superficie que tiene
tanto actividad dipeptidil peptidasa como actividad colagenolitica capaz de degradar la
gelatina y el colageno de tipo I; por secuencia, FAP pertenece a la familia de las serina-
proteasas mas que a la familia de las metaloproteasas de la matriz (149). La FAP se
identific6 como un antigeno inducible expresado en el estroma reactivo y recibid el
nombre de “proteina de activacion de fibroblastos™; un segundo grupo la identificé como
una gelatinasa expresada por lineas celulares de melanoma agresivas y se le dio el nombre
de “seprasa” para la proteasa expresada en la superficie. La clonacion posterior de FAP y

seprasa reveld que son la misma serina proteasa de la superficie celular (150).

Un rasgo de los fibroblastos del estroma tumoral es la induccion de la proteina de
activacion de fibroblastos de serina proteasa unida a membrana-a (FAP), que se
sobreexpresa en la superficie de fibroblastos estromales reactivos presentes en el estroma
de la mayoria de los tumores epiteliales humanos, no ocurriendo ni en las células
epiteliales tumorales ni en fibroblastos u otros tipos de cé€lulas de los tejidos normales
(151). Las FAP son componentes del microambiente tumoral cuyas contribuciones a la
progresion maligna no se comprenden completamente, parece que desencadena la
induccion de un subconjunto de CAF con un fenotipo inflamatorio dirigido por la

activacion de STAT3 y por la regulacion positiva de CCL12 (152).

Es posible que también pueda estar involucrado en otras vias de escision esenciales para
la funcion celular, tales como proteinas adhesivas de membrana (cadherinas o integrinas)
necesarias para la union célula-célula, o anclaje celular a MEC cuando las células migran
y se dividen; otra de sus posibles acciones seria activar proteinas pro-paracrinas que

gobiernan la migracion celular dentro de la matriz(151)(153).

Se cree que la FAP digiere las proteinas de MEC a medida que los fibroblastos activados
se multiplican, migran, sintetizan y depositan simultineamente coladgeno, fibronectina y
otros componentes. Estos procesos parecen ocurrir en sincronia con la angiogénesis, de
modo que la MEC adyacente a una neoplasia se remodela a medida que se expanden las

c¢lulas malignas (154).
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Para el crecimiento de tumores epiteliales se necesita de la formacién de un estroma
tumoral de soporte para suministrar nutrientes y factores de crecimiento para la
supervivencia de las células tumorales y el crecimiento constante (155). Este crecimiento
invasivo va ligado a cambios caracteristicos en el estroma peritumoral como son la
neoformaciéon de vasos sanguineos tumorales, el reclutamiento de miofibroblastos,
linfocitos y macrdofagos estromales reactivos, la liberacion de moléculas de sefializacion
de péptidos y proteasas, y la produccion de una matriz extracelular alterada (156). El
compartimento del estroma tumoral representa un componente importante de la mayoria
de los carcinomas, llegando a suponer el 20-50% de la masa total, llegando incluso al

90% en carcinomas que tienen reacciones desmoplasicas (157) (fig.5)(158).

A diferencia de las células epiteliales malignas, los fibroblastos del estroma tumoral
activados no se transforman genéticamente y no demuestran la heterogeneidad genética
y fenotipica observada en las células malignas. Los fibroblastos del estroma tumoral
reactivos difieren de los fibroblastos de los tejidos adultos normales en lo que respecta a
la morfologia, los perfiles de expresion génica y la produccion de mediadores bioldgicos

importantes como los factores de crecimiento y las proteasas (159).
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Figura S. Interaccion de FAP en el microambiente tumoral (158)
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En estudios recientes Hallie M. Hintz y col. (153) documentaron un aumento
significativo en la expresion de ARNm FAP en la enfermedad metastasica en
comparacion con la enfermedad primaria localizada; se hicieron comparaciones para
clasificar y estratificar el aumento en funcion del tipo de enfermedad, encontrandose que
la expresion fue similar en los tumores prostaticos independientemente del grado de
Gleason, y tampoco se hallaron diferencias en los tumores metastaticos tratados con
antiandrégenos de segunda generacion (enzalutamida o acetato de abiraterona) o
quimioterapia (taxanos), al igual que los niveles fueron similares independientemente de
las localizaciones de las metéstasis (ganglio linfatico, hueso, higado, otros). Por otro lado,
se estudio la expresion de FAP en el contexto del estado del receptor de andrégenos (RA)
y la diferenciacion neuroendocrina (NE) siendo similar en todos los subtipos
metastasicos, independientemente del estado de RA o de la diferenciaciéon NE. Otras
lineas de investigacion buscan su utilidad como marcador radiologico para localizacion

de deposito en lugares de posibles metastasis y su diagndstico en PET-TC (153).

Se trabaja en el FAP como objetivo para la activacion de profarmacos, como estrategia
viable en el tratamiento de diferentes tumores; asi tenemos, la Tapsigargina (TG) que es
un agente citotoxico muy potente con un mecanismo de accion unico independiente de la
proliferacion; sin embargo, con una falta de especificidad al dirigirse a un proceso celular
esencial (160), se ha demostrado un aumento de 100 veces en la ventana terapéutica de
un analogo de TG ( ERGETGP-S12ADT) cuando se administra en forma de profarmaco
activado por FAP en modelos de xenoinjerto de CaP (161).

Estos profarmacos activados por FAP tienen una eliminacion del tejido tumoral
significativamente mas lenta que del resto de tejidos no diana (12h frente a 4,5h). El
farmaco activo se detecta en tejidos no diana; sin embargo, la evaluacion histopatolégica
no revela evidencia de toxicidad inducida por el firmaco. El efecto antitumoral es

comparable al observado con Docetaxel, con toxicidad significativamente menor.

Se contintian estudios para un mayor refinamiento del sitio de escision de FAP, en busca
de una mayor especificidad que pueda reducir la activacion del profarmaco en tejidos no

diana y mejorar el beneficio clinico (162).
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1.7 MARCADORES DE INFLAMACION DE LOCALIZACION

PREFERENTEMENTE ESTROMAL

El vinculo entre la inflamacidn cronica y oncogénesis fue propuesto por primera vez por
Rudolf Virchow en 1863, tras la observacion de que los leucocitos infiltrantes eran una
caracteristica de los tumores (163). Desde entonces, una gran cantidad de estudios han
contribuido a la caracterizacion del estroma prostatico y han complicado atn mas la ya
desafiante tarea de comprender y tratar el cancer. Mientras que anteriormente el cancer
se consideraba una enfermedad heterogénea que implicaba mutaciones aberrantes en las
células tumorales, ahora es evidente que los tumores también son diversos por la
naturaleza del microambiente y las proporciones de las células estromales o los estados
de activacioén que los rodean (164). La falta de marcadores especificos de inflamacién
prostatica ha llevado a muchos investigadores a preguntarse si existe un perfil de
expresion diferencial de citocinas proinflamatorias en el tejido del CaP (165) y si tal

expresion esté relacionada con otros parametros diagnosticos de esta neoplasia (166)

A continuacion, desarrollamos las caracteristicas de algunos marcadores de inflamacion,

de localizacion preferentemente estromal y sus posibles implicaciones en el CaP.

1.7.1 Interleucina 6 (IL-6)

Las interleucinas son proteinas solubles de bajo peso molecular que ejecutan multiples
funciones con capacidad inmunitaria para responder al cancer, asi como funciones
relacionadas con el crecimiento celular, inmunidad, diferenciacion tisular e inflamacion.
Son producidas en gran cantidad de respuestas inmunes. Su funciéon es modular el
crecimiento, la diferenciacion y la activacion celular durante una respuesta inmune, de
forma que el resultado de una respuesta inflamatoria va a depender del balance de
citocinas producidas por las células implicadas en esa respuesta teniendo las interleucinas

funciones proinflamatorias o antinflamatorias (167).

La IL-6 es una citocina pequefia de 186 aminoacidos y bajo peso molecular de 21 kDa
codificada por un gen localizado en el hombre en el cromosoma 7p21-14 que se conoce

desde 1986 (168).
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Es una citocina proinflamatoria considerandose una citocina de la respuesta inmune
innata ya que es producida abundantemente por las células de este sistema, pero tiene un
papel clave en la diferenciacion de células T y B lo que es en la respuesta inmune
adaptativa, teniendo un papel importante en la maduracion de las células B constituyendo

una citocina que promociona la respuesta inflamatoria aguda (169).

Se ha detectado en muchos tipos de células siendo las principales los monocitos y los
macréfagos en la inflamacion aguda, y las células T en la inflamacion cronica. Es una
potente citocina inflamatoria liberada no solo por las células inflamatorias, sino también

por las células epiteliales del CaP y las células del estroma de la prostata(170).

El receptor de IL-6 consta de dos subunidades: la subunidad IL-6Ro(IL-6R) y la
subunidad gp130. La union de IL-6 al receptor de IL-6 activara tres vias principales de
sefializacion: el transductor de sefial de la familia de tirosina quinasa Janus (JAK) y la via
del activador de la transcripcion (STAT), la via extracelular regulada por la sefial quinasa
1 y 2 (ERK1 / 2) — proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK), y la via
fosfoinofsitida 3 — quinasa (PI3-K)(171).

Asi la IL-6 es secretada por el monocito (y otras células) actuando sobre otras células
localmente o de forma sistémica. En situacién homeostatica los niveles de IL-6 son bajos,
mientras en condiciones de infecciones, estrés, enfermedades inflamatorias...los niveles
se elevan. En la via clasica de sefializacion la citoquina se acopla a su receptor IL-6Ra en
la superficie celular, este receptor esta presente en hepatocitos y ciertos leucocitos. El
gp130 es reclutado por el complejo IL6-IL-6Ra seguido por la activacion de JAKI,
activando STAT3 mediante fosforilacion. Con ello se consigue promover la proliferacion
celular tanto localmente como de forma sistémica e inhibe la apoptosis in vitro e in vivo.
Existe una via alternativa llamada IL-6 trans-sefializacion con el receptor soluble de la
IL-6 (s IL-6Ra) que con su union a la IL-6 senaliza cualquier célula que tenga gp130 en
su superficie, siendo la responsable de la mayoria de los efectos patologicos en la
inflamacion créonica. Toda esta cascada de activaciones dan lugar a la transcripcion de
genes diana responsables de la proliferacion celular, la supervivencia y el metabolismo

(172).

Con ello, las alteraciones en la sefializacion de la IL-6 juegan un papel clave en la

iniciacion y progresion del CaP, metéstasis y la resistencia a la quimioterapia (173).
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Se describe que estd involucrada en la biologia del CaP, estando los niveles séricos
elevados en pacientes con CaP metastasico o CPRC no tratado en comparacion con

pacientes sanos o pacientes con enfermedad localizada (174).

Okamoto y col. (175) mostraron por primera vez que las lineas celulares de CaP
insensibles a las hormonas DU145 y PC3, pero no las células LNCaP sensibles a las
hormonas, todas secretan IL-6 sefialando como la IL-6 puede actuar como un factor de
crecimiento paracrino y autocrino para las lineas celulares del CaP. Otros autores
confirman que solo las lineas celulares refractarias a hormonas expresan IL-6 (176).
Ademas, tanto las lineas celulares dependientes de hormonas como las resistentes a
hormonas expresaron las subunidades del receptor de IL-6. Sin embargo, en contraste con
Okamoto et al (175) la IL-6 exdgena inhibid el crecimiento en lineas celulares
dependientes de androgenos, mientras que no tuvo efecto en las lineas celulares
refractarias a las hormonas. Ademas, el anticuerpo anti-IL-6 inhibi6 el crecimiento en
lineas celulares refractarias a las hormonas. Por lo tanto, los autores plantearon la
hipoétesis de que la IL-6 experimenta una transicion funcional del inhibidor del
crecimiento paracrino al estimulador del crecimiento autocrino durante la progresion del
cancer de prostata (176). Las discrepancias entre resultados in vitro de diferentes grupos
de investigacion pueden deberse a las variaciones en las concentraciones de IL-6 y las
condiciones de crecimiento de laboratorio. En modelos de xenoinjerto tumoral, se
inform6 un mayor crecimiento in vivo de una sublinea de células LNCaP estimuladas
continuamente por IL-6 y mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-IL-6

demostraron la ventaja de crecimiento de las células PC3 productoras de IL-6 (177)

Las células LNCaP tratadas con IL-6 secretaron niveles mas altos de VEGF cuya
sobreexpresion se ha demostrado en muestras de CaP en relacion con el tejido normal.
Asi la IL-6 puede estar involucrada en la angiogénesis del cancer de prostata, un proceso

fundamental que confiere capacidad de crecimiento y potencial invasivo al tumor (174).

Se trata de un mediador clave en la adquisicion del potencial metastasico en el cancer de
prostata. Shariat y col. mostraron que las células LNCaP expuestas continuamente a IL-
6 desarrollan una mayor invasividad en las células del CaP, y desarrollando las células
del CaP caracteristicas neuroendocrinas cuando se exponen a IL-6 (178). La IL-6 tiene la
capacidad de mediar en la diferenciacion de osteoblastos. Los estudios experimentales
mostraron que el medio de cultivo de la linea celular PC3, un modelo para el cancer

agresivo aumenta la expresion de IL-6 en células similares a los osteoblastos y mejora la
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osteoclastogénesis, un evento clave en el establecimiento exitoso de metastasis Oseas
osteoblasticas. A su vez, la IL-6 producida por osteoblastos estimula la proliferacion
celular del CaP. Por lo tanto, puede existir un circulo vicioso en el que la IL-6 liberada
por las células de CaP en el microambiente tumoral estimula la actividad de los
osteoblastos que a su vez estimula el crecimiento tumoral de forma paracrina(174). De
acuerdo con estos hallazgos, los estudios de inmunohistoquimica en cadaveres humanos
revelaron una mayor expresion de IL-6 en metastasis 6seas y, en menor medida, en

metastasis de tejidos blandos (179).

En resumen, los niveles elevados de IL-6 en la patogénesis del cancer de prostata pueden

promover metastasis al actuar sobre el tumor y sobre el microambiente 6seo.

La activacion del receptor de IL-6 puede representar una via principal para la activacion
accesoria del RA demostrandose una regulacion positiva de la expresion del RA nuclear
por IL-6. Esta citocina aumenta la actividad del RA mediante la activacion independiente
del ligando de RA aumentando la expresion del gen de RA. La IL-6 tiene un papel
importante en la transicion del CaP dependiente de la hormona a la hormona
independiente se confirma al ver como la IL-6 es capaz de promover el crecimiento de
células de cancer de prostata dependiente de la hormona en condiciones de bajos niveles
de androgenos.in vitro. 1L-6 puede regular la expresion de genes sensibles a los
androgenos en condiciones de bajos niveles de androgenos y, por lo tanto, contribuir a la

aparicion de CRPC (180).

Se ha propuesto que la IL-6 confiere resistencia celular a los agentes citotoxicos en las
lineas de cancer de prostata independientes de hormonas viendo como los niveles de IL-
6 en suero previos a la quimioterapia en pacientes con CRPC predicen el PSA y la

respuesta clinica al agente quimioterapico (181).

En un intentado de evaluar si la expresion de IL-6 en muestras de CaP es un factor
prondstico de supervivencia, se encontrd que esta citocina se asocia positivamente con
los tumores que presentan un mayor grado Gleason, pero no ocurria asi con los niveles
de PSA. Gleason bajo se relacion6 con un mayor tiempo de supervivencia libre de

recurrencia bioquimica (182).

Con todo esto se ha visto como la IL-6 es un mediador clave en varios pasos de la
patogénesis del CaP. Incluyendo desde el inicio de la tumorgénesis de prostata, la

estimulacion del crecimiento tumoral, la inducciéon del fenotipo agresivo de céncer de
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prostata, la progresion del cancer de prostata al estado resistente a la castracion, la
promocién de metastasis tumoral y la resistencia a la quimioterapia. Decir que con un
mayor desarrollo de marcadores inflamatorios en el CaP podria ayudar a identificar a los
mejores candidatos para las terapias dirigidas a IL-6 utilizando anticuerpos anti-IL6

(174)(182).

1.7.2 Receptor de la interleucina 17 (IL-17R)

LaIL -17 (también llamada IL-17A) se descubrié en 1993 y es el miembro prototipo de
la subclase més nueva de citocinas constituyendo una citocina proinflamatoria clave. Es
una glicoproteina de 155 aminoacidos con un peso molecular de 35kDa. La familia de la
IL-17 esta compuesta por seis miembros (IL-17A o IL-17, IL-17B, IL-17C, IL-17D e IL-
17F) siendo la IL-17F la que presenta homologia mas alta con la IL-17A, estando los
genes que codifican estas citocinas en el cromosoma 6pl2 en el humano. La IL-17A
participa en el desarrollo de la autoinmunidad, inflamacion e inmunidad tumoral, ademas
de participar en la defensa del huésped contra infecciones bacterianas y fungicas; en
cambio, la IL-17F participa principalmente en la inmunidad a mucosas. La I[L-17E es un
amplificador de la respuesta de tipo Th2 y la funcion de los miembros restantes es aun

desconocida (183).

La IL-17 es secretada por las células T helper 17 (Th 17) y otras células inmunes. El
factor de crecimiento transformante B (TGF-f) y la IL-6 desencadenan la produccion de
IL-17A por células T CD4+; a éste se le denomind un tercer subgrupo de células T
cooperadoras que constituyen las células Th17 conformando un tercer linaje junto con las
células Thl y Th2. Ademas de las células Th17, existen otras fuentes de IL-17, tales como
las células Tyd, las células T natural killer (NK), y las células T CD8+, y células de
inmunidad innata como los neutr6filos o monocitos que tienen la capacidad de producir

IL-17 en condiciones patoldgicas (184).

Se trata de una citocina inflamatoria capaz de estimular diferentes tipos celulares como
las células epiteliales, las células endoteliales o las células fibroblésticas para secretar
moléculas proinflamatorias. La IL-7 induce la expresion del factor estimulante de
colonias de granulocitos (GCSF), de la IL-6 y de otras quimiocinas, las cuales

incrementan la granulopoyesis reclutando neutrofilos hacia el sitio de infeccion (185).
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Los receptores para la IL-17 (IL-17R) también constituyen una familia diferente de
receptores de citocinas. La familia incluye a: IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD e
IL-17RE, los cuales son proteinas transmembrana de tipo 1. El IL-17RA fue el primer
receptor descrito y éste se une con mas afinidad a la IL-17* que a la IL-17F en humanos
(186). Se cree que el receptor IL-17RA se expresa en el tejido hematopoyético, células
mieloides, células epiteliales, fibroblastos, células endoteliales y osteoblastos. A
diferencia de otros receptores de citocinas, las subunidades del IL-17RA son
preensambladas en la membrana plasmatica antes de unirse a su ligando respondiendo
mas rapido y de forma especifica a su ligando. La transduccion de sefiales por la I1L-7
culmina en la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) que constituye el puente
molecular entre la inflamacion y el cancer resultando crucial para la accion de IL-17

favoreciendo el desarrollo de la inflamacion cronica intraprostatica (187).

La IL-17 ha sido implicada en enfermedades autoinmunes que incluyen artritis
reumatoide, esclerosis multiples, alergias en la piel, la psoriasis, el rechazo en trasplantes
de 6rganos, y el proceso inflamatorio en los infartos (188). Esta asociacion de IL-17 con
enfermedades inflamatorias crénicas sugiere un papel en la carcinogénesis y en el
crecimiento tumoral promoviendo el desarrollo de céncer a través de una mayor

proliferacion celular, actividades anti apoptoticas y una mayor angiogénesis (189).

Se ha demostrado que la IL-17 promueve el desarrollo de cancer de colon, cancer de
pulmon, cancer de piel, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de pancreas,
mayor invasion celular en el cancer de mama, cancer de vejiga, y en el CaP (190). La
inflamacién cronica esta implicada en el papel protumorgénico de la IL-17 de tal forma
que se ha visto que los anticuerpos anti-IL-17 consiguen disminuir la inflamacion y
retrasar la aparicion de diferentes tumores. Entonces, la IL-17 promoveria esa formacion

como hemos dicho con el crecimiento de los tumores nombrados (188).

En el CaP los macréfagos y neutrdfilos estan en relacion con la atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA) constituyendo como producto la IL-17 en el adenocarcinoma
prostatico. Vykhovanests et al. indicaron que la acumulacion de 1L-17 que expresan los
macréfagos y neutrofilo, presentan niveles mas altos en las lesiones de PIA. Asi las zonas
de tejido prostatico tumoral, las lesiones de PIA y las areas benignas no afectadas por PIA

presentan microambientes diferentes (187).
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El primer informe de la presencia de un receptor similar a [L-17R en células de prostata
fue en 2002, posteriores estudios confirmaron que la expresion de IL-17A era baja en las
células de préstata normales, mientras que estaba elevada en el 58% de las células
cancerosas (al igual que los receptores de IL-17RA e IL-17RC que se expresan en el CaP),
y el 79% en las células de HBP. Posteriormente sobre el IL-17-RC se informaron varias
isoformas tanto en los CaP dependientes de hormonas como en los independientes (191).
Estudios en modelos murinos indican que la que la promocion del CaP mediada por IL-
17 puede ocurrir a través de la transicion epitelial a mesenquimal a través de la de
metaloproteinasas 7 (MMP7). Este mecanismo es concordante con una transformacion
progresiva de las células de CaP expuestas a la inflamacion cronica mediante el
reclutamiento de células inflamatorias por IL-17 y, en ultima instancia, una pérdida de
adhesion. La invasividad mejorada a través de la expresion de metaloproteinasas les
permite digerir la MEC, asi como la membrana basal y asi expandirse y mediante el eje
de sefializacion de IL-17-MMP7 se produciria la transicion de una neoplasia intraepitelial

prostatica (PIN) a un adenocarcinoma de prostata (190).

Son muchas las investigaciones que parecen demostrar que la familia IL-17 puede influir
en el desarrollo de HBP y en el CaP. Se ha demostrado que los niveles de las células Th
17 aumentan durante el desarrollo tumoral. Sin embargo, hay estudios que demuestran
como los niveles de expresion de IL-17A, IL-17F e IL-17RC fueron mas altos en CaP de
grado inferior, en grado histologico de Gleason 6 y 7, lo cual sugiere que aquellos
pacientes con CaP con mayor expresion de IL-17A, IL-17F e IL-17RC tienen un mejor
prondstico que los pacientes cuyas células cancerosas no expresan estas interleucinas
(192). Cuando la IL-17 se une al IL-17RB en el estroma prostatico su soprexpresion se

relaciona con altos grados de Gleason (193).

La IL-17 promueve el desarrollo de adenocarcinomas de prostata invasivos en
condiciones de castracion, potencialmente mediante la creacion de un microambiente
tumoral pro-angiogénico. Esta citocina promueve la formacion y el crecimiento de
adenocarcinoma de prostata sin hormonas, datos que sugieren que bloquear la
sefalizacion de IL-17 a través de intervenciones farmacoldgicas puede tener potencial en
la prevencion y el tratamiento de CPRC (194). Por todo lo anterior, el eje IL-17/IL-17R

se convierte en un objetivo inmunoterapéutico prometedor en el manejo del CaP (191).
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1.7.3 NFkp1

El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFkB) es un factor de transcripcion principal inflamatorio del ADN responsable de
regular la expresion de muchos genes para la respuesta inmune, adhesion celular,
diferenciacion, proliferacion, angiogénesis, regulacion de la supervivencia, y la apoptosis

(195).

Una proteina identificada por Sen y Baltimore en 1986 (196) que posteriormente se
observo en el citoplasma de las células animales, y que se encuentra implicado en la
respuesta celular frente a agentes infecciosos, citoquinas pro-inflamatorias (IL-1 o TNF-
a), estrés, radiacion ultravioleta, factores de crecimiento y sefales liberadas por células
necroticas (197). Ademas su funcionamiento adecuado interfiere en la transcripcion de
multiples genes, factores de crecimiento (FG), moléculas de adhesion, proteinas de fase
aguda y se ve como tiene su importancia en cuanto a la regulacion de las citocinas
humanas, siendo esencial en la regulacion de la transcripcion de dichas proteinas

inflamatorias (198).

La familia NFkP consta de cinco subunidades: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p5S0 (NFkB1) y

p52 (NFkB2). A diferencia de las otras subunidades, NFkB1y NFkB2 se sintetizan como
precursores (p105 y p100) que se escinden tras sufrir un procesamiento proteolitico a las
formas maduras p50 y p52, respectivamente. Los factores de transcripcion NFkP son
dimeros formados practicamente por cualquier combinacion de los cinco miembros de la
familia. Las subunidades NFkP} se mantienen inactivas en el citoplasma por el inhibidor
de las proteinas kB (IkB). Una vez que la célula es estimulada por FG, citocinas... la
activacion de NFkP se produce la fosforilacion de las proteinas Ikp por el complejo
quinasa de IkB (complejo Ikk) provocando su degradacion. Asi el dimero NFkP se
transloca al nucleo produciéndose acetilacion y fosforilacion que lo activa regulando la
transcripcion de numerosos genes. Entre ellos, la forma principal de NFkf es un
heterodimero de las subunidades p50/p105 y p65/RelA que estan codificadas por
los genes NFkPB1 y NFkB2 respectivamente (199).

La familia de factores de transcripcion NFk tiene un papel esencial en la inflamacion y
la inmunidad, también descrito como regulador de la proliferacion y supervivencia celular
reconociéndole cada vez mas como un factor clave en muchos pasos del inicio y de la

progresion del cancer. Existen tumores en los que el NFkP se encuentra mal regulado
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siendo asi que si el NFk se encuentra activado e induce aquellos genes que evitan la
proliferacion celular y protegen a la célula. Importante su papel con el control de varios
genes implicados en la inflamacion. Los defectos de NFkB producen apoptosis
conduciendo al aumento de muerte celular, ya que el NFkf regula genes antiapoptoticos
lo que proporciona un mecanismo de supervivencia celular para resistir el estrés

fisiologico que desencadeno la respuesta inflamatoria (200).

La contribucion de la inflamacién en general y del NFkPB en particular al inicio y
progresion del cancer es multiple y compleja. Ejemplo de esta complejidad la vemos en
el papel de NFkp en el cancer de higado. Los tumores asociados con la inflamacion
cronica parecen requerir NFkf dentro de los hepatocitos como factor de supervivencia
anti apoptotico. Sin embargo, en ciertos tipos de cancer de higado inducido
quimicamente, el NFkf en el hepatocito actia por el contrario como supresor de tumores.
En general, la actividad aberrante de NFkP parece tener un papel importante como
cofactor en tumores sélidos al actuar como factor de supervivencia para las células
transformadas, que de otro modo se volverian apoptoéticas. Esta elevada actividad de
NFkp se logra mediante la liberacion continua de citocinas por parte de los macrofagos
en el microambiente tumoral (201). Ademas del papel de NFkf para la supervivencia de
las células cancerosas o la respuesta de las células inmunes al cancer, recientemente se ha
demostrado que NFk se activa en las cé€lulas madre cancerosas, donde puede promover
un entorno proinflamatorio inhiben la apoptosis y estimulan la proliferacion celular. Las
células madre cancerosas comprenden soélo una subpoblacion menor de células
cancerosas y se cree que intervienen en el crecimiento tumoral y la resistencia a la

quimioterapia (202).

NFkB coopera con muchas otras moléculas y vias de sefalizacion, asi junto con el
transductor de sefial y el activador de la transcripcion 3 (STAT3) regulan de forma
cooperativa varios genes diana, incluidos genes antiapoptdticos y de control del ciclo
controlando sinérgicamente genes que codifican citocinas. Se vio como NFkB1 y NFkB2
interactuan fisicamente con STAT3, facilitando el reclutamiento de NFkB a los
promotores de STAT3 y viceversa afectando la actividad de NFkP. La inflamacion
cronica da como resultado una actividad constitutiva elevada de NFkP y una liberacion
de citocinas como IL-6, que por si misma activa STAT3. Sin embargo, STAT3 también
puede tener una funcidn supresora de tumores observado para el cancer intestinal, donde

afecta la actividad de otros miembros de la familia STAT y la expresion de moléculas de

39



adhesion celular. Por ultimo, el NFkp también puede contribuir a la progresion tumoral
controlando la vascularizacion de los tumores mediante la regulacion positiva del factor

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y sus receptores (201).

El gen humano NFkfB1 (p105/p50), comprende 24 exones y se encuentra ubicado en el
cromosoma 4q24, codifica una proteina de unién al ADN de 50 kDa que puede actuar

como un regulador maestro de la inflamacion y el desarrollo del cancer (195).

NFkB1, una de las cinco subunidades de NFkP, ampliamente implicada en la
carcinogénesis, en algunos casos impulsa la progresion del cancer y en otros actiia como
supresor de tumores. La complejidad del papel de esta subunidad radica en las multiples
posibilidades de combinacion dimérica, asi como en los diferentes cofactores que
interactian, que dictan si la transcripcion génica esta activada o reprimida de una manera

especifica de células y 6rganos (199).

La implicacion de NFkB1 en la carcinogénesis como supresor de tumores se encuentra
en la consideracion que los homodimeros p50 reprimen la transcripciéon de genes,
amortiguan las respuestas inflamatorias y anulan la sefializacion antiapoptotica
encontrandose que en diferentes lineas celulares se inhibe el crecimiento
tumoral mediante una mayor generacion de p50 reduciéndose asi dicho crecimiento
(203). En otros casos un aumento en los heterodimeros p50: p65 unidos al ADN conduce
a una mayor expresion de genes regulados por NFkP, como los proinflamatorios,
antiapoptoticos y proliferativos, actuando como un promotor tumoral, como ocurre en el

cancer colorrectal (199).

Los polimorfismos de NFkB1 se han asociado en gran medida con defectos inmunitarios,
existiendo una vinculacién con un mayor o menor riesgo de cancer en varias poblaciones
y tipos de céancer diferentes. Se han sugerido polimorfismos en el gen de NFk1 como
factores de riesgo para el desarrollo de varios canceres como el cancer de higado, géastrico
y ovario, no siendo asi en el CaP (204). Es asi como investigadores han estudiado la
etiologia de la oncogénesis y han identificado la relacion entre el polimorfismo genético
y el riesgo de cancer, especialmente para el polimorfismo del promotor NFkpB1-94ins /
del (insercion /deleccion) ATTG y el cancer de ovario, el carcinoma oral de células
escamosas y el carcinoma nasofaringeo, no encontrando asociacion en el CaP (195). Otros
estudios realizados sobre el CaP y la asociacion con el polimorfismo NFkB1 -94 ins/del

ATTG (que codifica la subunidad p50) en poblacion china se encontrdé una asociacion
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significativa del alelo del con un menor riesgo de CaP; es asi como el alelo del podria
disminuir el nivel de transcripcidon aproximadamente a la mitad y a su vez reducir la
traduccion de proteinas, lo que resulta en una menor producciéon de p50 (NFkfB1). Dado
que p50 juega un papel en la inflamacion, los sujetos que tenian menos proteina (es decir,
los que portaban el alelo del) tenian un nivel reducido de inflamacion teniendo en cuenta
que la inflamacion esta relacionada positivamente con la carcinogénesis de prostata. El
alelo ins activa la transcripcion dando lugar a niveles elevados de NFkB1, aumentando
los niveles de inflamacion e incrementando los niveles de riesgo de CaP. En conclusion
se ve como los polimorfismos en el gen NFkB1 puede modular el riesgo de desarrollar

CaP (205).

Con lo anteriormente descrito hemos visto como las vias en las que interviene el NFkf3
se encuentran en el inicio y progresion del CaP. Se demostr6é que en las lineas celulares
independientes de andréogenos PC3 y DU145 el NFkP se encuentra activo y aumenta
constituyendo una via de supervivencia para dichas lineas celulares, mientras que la linea
celular del CaP sensible a androgenos LNCaP tiene un nivel bajo de NFkf. Este factor de
transcripcion en su progresion del CaP regula la expresion de PSA, un marcador clinico
importante de dicha progresion (206). En cuanto a la recidiva bioquimica estudios
observan que el PSA, el Gleason y el NFkf nuclear fueron predictores independientes de
recidiva bioquimica, indicando que la que la localizacion nuclear de NFk es un factor
pronostico que predice de forma independiente un alto riesgo de dicha recidiva en el CaP.
Otras investigaciones en pacientes con CaP sefialan que los margenes quirtrgicos
positivos en las muestras de prostatectomia, la localizacion nuclear de NFk se asocid
con un alto riesgo de recidiva bioquimica viendo también que la mayoria de las metastasis
en los ganglios linfaticos del CaP tenian una tincién nuclear evidente con NFkf. Algunos
estudios encuentran diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia libre
bioquimica en funcion de la expresion de NFkP sugiriendo la potencial relevancia

biologica de este marcador (207).

Muchos estudios han descrito la activacion constitutiva de NFkB en diversos tumores
como el de ovario, mama y gastricos, pero no son tantos las investigaciones en el CaP.
La sobreexpresion de NFkP nuclear en el CaP se ha relacionado con tumores de fenotipo

mas agresivo, metastasicos (208) y esta implicada en la quimio y radio resistencia (207).

Asi la inhibicion de NFkP se podria ver como una estrategia de investigacion para el
tratamiento del CaP dado su control en muchos genes implicados en la inflamacion, y
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potenciar el efecto de los antineoplasicos de los agentes quimioterapicos. Con todo, el
papel fundamental que desempenia NFkB1 en la carcinogénesis todavia no se ha
conseguido entender completamente requiriendo mas estudios para delinear el papel de

NFkB1 en el CaP y en su progresion (199)

1.7.4 STAT3

Las proteinas transductoras de sefal y activadoras de la transcripcion (STAT), y en
particular STAT3, es una oncoproteina que interviene en multiples vias de sefializacion,
regula la sefnal de transduccion desde el espacio extracelular al nicleo por medio de una
via canonica que implica su fosforilacion en Tyr705 (pY705-STAT3) en respuesta a la
activacion de citoquinas, factores de crecimiento y otras oncoproteinas. Si bien su
activacion es rapida y transitoria en las células normales, se encontré que STAT3 se activa
de una forma permanente en las células tumorales, lo que promueve una sintesis alterada
de proteinas clave responsables del inicio y progresion de la carcinogénesis (BIRCS y
MCLI, proteinas antiapoptdticas; P21 y ¢-MYC, reguladores del ciclo celular; VEGF,
factor angiogénico) (209)

Las cinasas Janus (JAK) y STAT3 se encuentran entre las nuevas dianas mas
prometedoras para la terapia del céncer. Ademas de la interleucina-6 (IL-6) y sus
miembros familiares, recientemente se identificaron multiples vias, incluidos los
receptores acoplados a proteina G (GPCR), los receptores tipo Toll (TLR) y los
microARN para regular la sefializacion JAK-STAT en el cancer. Bien conocida por su
papel en la proliferacion, supervivencia, invasion e inmunosupresion de células
tumorales, la sefializacion JAK-STAT3 también promueve el cancer a través de la
inflamacion, la obesidad, las células madre y el nicho premetastisico. Ademas de ser un
factor de transcripcion en el cancer, STAT3 regula las funciones de la mitocondria, asi
como la expresion génica a través de mecanismos epigenéticos (210). En particular, la
fosforilacion en Ser727 (pS727-STAT3) induce la localizacion de STAT3 en las
mitocondrias, donde puede regular la fosforilacion oxidativa, pS727-STAT3, junto con
la glutationilacion de STAT3 en los residuos Cys328 y Cys542, parecen estar
relacionados con un mayor estrés oxidativo y asociado a presencia de canceres mas

avanzados (211).
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Esta oncoproteina realiza sus multiples actividades biologicas a través de dos patrones
de sefializacion intracelular principales conocidos como las vias canodnica y no
canonica. En la via canoénica, la fosforilacion de STAT3 en Y705 impulsa su actividad
oncogénica a través de su homodimerizacion y translocacion nuclear. Como factor de
transcripcion, STAT3 regula directamente la expresion de una amplia gama de genes,
muchos de los cuales desempefian funciones clave en la oncogénesis. La via no canénica
abarca varias funciones que son independientes de su fosforilacion en Y705 (212) . Estas

actividades biologicas se resumen a continuacion:

e STAT3 no fosforilado (U-STAT3) puede unirse a la secuencia activada por
interferon y (GAS), ya sea como dimero o como monomero. U-STAT3 regula la
expresion génica a través de su union a secuencias de ADN ricas en AT e impulsa

la remodelacion de la estructura de la cromatina (213)

e La fosforilacion de STAT3 en S727, en lugar de Y705, es necesaria para su
actividad mitocondrial (214); controla la respiracion y el metabolismo celular
mejorando la actividad de succinato oxidorreductasa (complejo II), ATP sintasa
(complejo V) y lactato deshidrogenasa. Al afectar en el equilibrio entre los
metabolismos glucolitico y de fosforilacion oxidativa, STAT3 favorece el cambio

metabolico hacia la glucdlisis aerdbica conocido como efecto Warburg (215)

e Se asocia con una variedad de estructuras citosolicas, incluidas adherencias
focales, microtubulos y husos mitoéticos, jugando un papel importante durante el
ensamblaje de las redes del citoesqueleto, como los filamentos de actina y los

microtibulos, promoviendo asi la migracion e invasion celular (216).

STAT3 representa una proteina central en la intrincada red de vias intracelulares y sus
diferentes modificaciones postraduccionales (PTM)(p-Y705, p-S727, Ac-K685 y Glut-
(C328/(C542) orquestan su actividad pleiotropica, reflejando estados celulares especificos

como inflamacién o estrés oxidativo (217).

Al igual que STAT3, el factor de transcripcion NFkB se activa de forma aberrante en
muchos tipos de canceres, donde regula, entre otros, los genes implicados en la
proliferacion, migracion e invasion de células tumorales. Es importante destacar que se
sabe que STAT3 se une directamente, a través de su dominio de unidon al ADN, al dominio
de transactivacion de NFxB (218), y esta interaccion juega un papel clave en el control

de la interaccion entre la célula maligna y su microambiente, en parte a través de la
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induccion de ciertos subconjuntos de genes que requieren la cooperacion entre los dos
factores de transcripcion (219). Es de destacar que algunas de las proteinas de union a
STAT3 también interactiian directamente con NF«B (220). Por lo tanto, apuntar a tales
moléculas, ademas del efecto sobre los genes regulados por STAT3, podria ayudar a
inhibir la interaccion/intercomunicacion STAT3/NF«B y las actividades oncogénicas

relacionadas (221).

Uno de los genes supresores tumorales suprimidos o mutados con mayor frecuencia en
el CaP, es el Pten, con una incidencia estimada del 70% en el CaP metastasico; esta
supresion o mutacion provoca una activacion aberrante de la via de sefializacion PI3K-
AKT-mTOR (222) y conduce a la senescencia, la cual estd regulada por la via ARF-
p53 (223), la inactivacion concomitante de Pten y pS3 conduce a un fenotipo maligno de
CaP; ahora se conoce que la pérdida de senalizacion del eje IL6/STAT3, en modelo de
CaP deficientes en Pten, acelera la progresion del cancer que conduce a la aparicion de

metastasis (224).

La pérdida de la sefalizacion de IL6/STAT3 en el CaP interrumpe el eje supresor de
tumores ARF-Mdm2-p53; es por ello que se consideran STAT3 y su ARF diana
transcripcional como nuevos y potentes marcadores de prondstico, debido a que la pérdida
de expresion de los mismos se correlaciona con mayor riesgo de recurrencias
bioquimicas, progresion del tumor, formacion de metastasis y prondsticos mas precarios

(225).

Se ha trabajado sobre bloqueadores de senalizacion IL6/STAT3, pero su uso ha de ser
muy cauteloso ya que al parecer pueden convertir los tumores de bajo grado en canceres
altamente malignos, por la pérdida de la senescencia controlado por dicho eje. Otra linea
sobre la que se trabaja seria que la reactivacion de la IL-6/STAT3/ARF pueda ser una

estrategia para posibles tratamientos (226)(227).

Existen farmacos como la Galiellalactona (228) con accidn inhibidora sobre STAT3, que
frena el crecimiento tumoral y su diseminacidon metastatica, observandose accion tanto en
el entorno supresor de los tumores como en las células tumorales de forma directa; asi
mismo parece tener efecto sobre el comportamiento de las células mieloides tumorales,
interrumpiendo importantes factores inmunosupresores y promotores de tumores

derivados de monocitos y las propias células tumorales (229).
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En estudios recientes, Jie Luo y cols. (230) dirigidos al eje RA/IncRNA-p21/EZH2
/STATS3, utilizaron los inhibidores de EZH2 (potenciador de histona metiltransferasa de
Zeste Homolog 2) los cuales promueven la transcripcion de IncRNA-p21 mediante la
alteracion de la union del receptor de androgenos (RA) a diferentes elementos de
respuesta de androgenos, que cambian la funcion EZH2 de histona-metiltransferasa a no
histona metiltransferasa, en consecuencia metilando el STAT3, lo cual parece promover

la diferenciacion neuroendocrina de los tumores (230)

1.7.5 Factor de choque térmico 1 (HSF-1)

Las proteinas de choque térmico (HSP) se descubrieron por primera vez como un grupo
de proteinas inducidas en bloque por el choque térmico y otras tensiones quimicas y
fisicas, que posteriormente se caracterizaron como chaperonas moleculares, proteinas que
tienen en comun la propiedad de modificar las estructuras e interacciones de otras

proteinas (231).

Las proteinas del factor de choque térmico (HSF) interactian con los promotores de
muchos genes HSP y aseguran una activacion transcripcional rapida en situaciones de
estrés seguida de una desactivacion igual de rapida tras la recuperacion (232); la familia
de genes Asfincluye HSF1 (Asf1), el coordinador molecular de la respuesta al choque

térmico, asi como otros dos genes, Asf2 y hsf4 (233).

El factor de choque térmico 1 (HSF1) es un factor de transcripcion expresado de manera
ubicua que es crucial para la homeostasis celular y la proteccion contra el estrés que dafia
las proteinas. En células no estresadas, HSF1 esta presente principalmente en complejos
con una masa molecular aparente de aproximadamente 200 kDa, incapaces de unirse al
ADN. El tratamiento térmico induce un cambio en la masa molecular aparente de HSF1
a aproximadamente 700 kDa, concomitante con la adquisicion de la capacidad de union
al ADN. El HSF1 inactivo reside en el citoplasma de las células humanas; al activarse,
se transloca rapidamente a una fraccion nuclear soluble y poco después se asocia con el
sedimento nuclear. En el choque térmico, HSF1 activable, que ya podria haber sido
modificado postraduccionalmente en la célula no estresada, sufre una modificacion
adicional (234). Tras la exposicion al calor, HSF1 se trimeriza, se une al ADN y se
fosforila en varios aminoacidos. Aunque la hiperfosforilacion de HSF1 est4 asociada con

su transactividad, varios aminodcidos también se fosforilan en ausencia de estrés y
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reprimen la activaciéon de HSF1. Hasta la fecha, se ha demostrado que solo la fosforilacion

de S230 y S326 aumenta la capacidad transcripcional de HSF1 (235).

Este factor juega un papel fundamental en la proteccion de la estabilidad del proteoma o
proteostasis por inducciéon de proteinas de choque térmico (HSP).Si bien HSF1
permanece latente en su mayor parte en las células normales no estresadas, es
constitutivamente activo en las células malignas (236) para asi fomentar la proliferacion
y la supervivencia ante estimulos oncogénicos afectando a la oncogénesis, la progresion
del cancer y la resistencia al tratamiento al preservar la proteostasis del céncer, lo que
sugiere la interrupcion de la actividad de HSF1 como una posible estrategia contra el
cancer ya que parece que reduce la proliferacion y supervivencia de las lineas celulares
de cancer humano (237). Grandes estudios de cohortes han identificado la presencia de
HSF1 como un marcador principal de mal pronostico en una amplia variedad de canceres

y han correlacionado altos niveles de HSF1 y su localizacién nuclear con metdstasis

(238).

La propiedad oncogénica de HSF1 proviene de la activacion de distintos programas
transcripcionales, incluidos los procesos de soporte oncogénico como la regulacion del
ciclo celular, el metabolismo, la adhesion y la traduccidn, tanto en las células cancerosas
como en el estroma tumoral. La relevancia clinica se demostrd en el carcinoma de mama,
pulmén y hepatocelular, donde una alta expresion de ARNm y / o proteinas se
correlaciona con un mal pronostico (239) . Se ha demostrado que HSF1 promueve la
invasion en lineas celulares de cancer de prostata y se ha detectado una expresion elevada
en lineas celulares de cancer (240). Parece ademds que presenta una dependencia
androgénica total en su regulaciéon y abre un camino para investigar este factor en
pacientes con CaP tratados con TDA (241). La expresion de los oncogenes herregulina
betal y Ras activan HSF1, y asi, protege a dichas células contra la apoptosis y permite el
crecimiento independiente del anclaje (242). HSF1 orquesta una amplia red de funciones
celulares que actuan globalmente para apoyar la oncogénesis. Dependiendo de la
naturaleza del estimulo oncogénico, HSF1 potencia la proliferacion y/o supervivencia
celular, modula las dos principales cascadas de transduccion de sefiales que promueven
el cancer, las rutas RAS/MAPK y cAMP / PKA, y probablemente afecte a muchas mas;
mantiene una biogénesis ribosdmica eficiente y la activacion de p70 S6K en condiciones
limitadas por el factor de crecimiento. Que son particularmente relevantes para estados

malignos; y por ultimo, HSF1 promueve la glucoélisis, una via metabdlica clave para el
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crecimiento y la supervivencia del tumor; individualmente cualquiera de estos efectos por
si solo no tendria grandes efectos en la transformacion maligna; sin embargo parece que
este factor produce todas estas actuaciones en conjunto, incluso otras atn en estudio, ya
que también parece ser que no so6lo tiene accion sobre el inicio de la célula tumoral, si no
también promueve su mantenimiento; asi por ejemplo, si bien la eliminacién del factor
no tiene grandes efectos en la células humanas normales, si produce un gran compromiso

en las lineas celulares malignas y premalignas (237).
Ferrari N. y cols. (243) han observado que HSF1:

e mantiene altos niveles de DKK3 (factores promotores de tumores impredecibles
debido a sus actividades inmunosupresoras) en el estroma
e potencia la sefializacion de Wnt en los CAF

e reduce la degradacion de YAP / TAZ

Qiong Wang y cols. (244) estudiaron en 121 muestras de cancer de cavidad oral de tipo
escamoso la expresion de HSF1 en las células tumorales observando su correlacion
significativa con el grado patologico, la recurrencia y la muerte, y como la alta expresion
de HSF1 en las células cancerosas tuvo un impacto pronostico significativamente malo
en los resultados de supervivencia, coincidiendo con otros estudios que muestran que la
expresion de HSF1 fue mayor en los tejidos tumorales que en los tejidos normales y que
la alta expresion de HSF1 nuclear se relaciond significativamente con el tamafio del tumor
y el grado histopatolégico, también encontraron que la alta expresion de HSF1 en las CAF
estromales tenia una estrecha relacion con la recurrencia y la mortalidad en estos
pacientes, determinandose como un factor prondstico independiente en los analisis de
regresion multivariante. Todo esto parece indicar que HSF1 tiene un papel importante en
la regulacion de la interaccion entre el estroma y las células cancerosas para facilitar la

progresion del tumor (244).

En cuanto a los estudios sobre cancer de prostata, el aumento de la expresion estd
relacionado con mayor progresion y aparicion de metastasis (245) asi como con una
respuesta deficiente al tratamiento, lo que sugiere que la expresion de HSP estd
involucrada en los mecanismos de progresion tumoral asi como en el desarrollo de

resistencia al tratamiento (246).

Estos hallazgos abren vias de posibles dianas terapéuticas, como por ejemplo antagonizar

la expresion de HSP inducible por calor con quercitina, un fairmaco bioflavonoide que
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inhibe la activacion de HSF1, o mediante el uso de oligonucledtidos dirigidos contra el
ARNm de HSP70, ambos acciones sensibilizarian a las células tumorales a la apoptosis

lo que conduce a la regresion tumoral(247).

1.7.6 Hsp72/HSPA1A

Estas proteinas de choque térmico se localizan en varios compartimentos subcelulares y
estan involucradas en multiples procesos bioldgicos que incluyen la transduccion de
sefales, apoptosis, senescencia, autofagia e inmunorespuesta asociandose a canceres,
enfermedades neurodegenerativas e inflamatorias, teniendo entonces las Hsp funciones

clave en la respuesta al estrés celular y la modulacion inmunologica (248).

Las Hsp se clasifican en 2 familias, la familia de las chaperoninas (Hsp60, Hsp10, Hsp70
y Hsp90), y la familia de las nucleoplasminas (proteinas nucleares o nucleosomas). La
familia de las Hsp-70 es la mas conservada en la evolucion especialmente en su dominio
N-terminal (ATPasa) y en el sitio de union al sustrato. En mamiferos la familia Hsp-70
estd compuesta por 5 miembros, con un tamafio aparente de 70 kDa codificados por 5
genes distintos. Dichos miembros son: GRP-78, GRP-75, HSC-73, HSP-72 y HST-70
(249). La proteina Hsp-72 (codificado por el gen HSPA1A) se denomina también
genéricamente Hsp-70 por ser la mas representativa y la mas abundante de la familia. Se
suele expresar a muy bajo nivel en situaciones normales, induciéndose fuertemente en
respuesta al estrés, por ello se le llama proteina inducible (250). Las proteinas recién
sintetizadas bajo condiciones de estrés no pueden adoptar un plegamiento adecuado y
permanecen unidas a la Hsp-70, la cual puede presentar las proteinas en conformaciones
incorrectas a los lisosomas celulares para su posterior degradacion (251). Los genes que
codifican proteinas de estrés poseen en sus promotores una secuencia altamente
conservada, activadora en la transcripcion. Esta secuencia, conocida como HSE (“heat
shock element”), regula la expresion de estos genes por union de factores de transcripcion
conocidos como HSFs (“heat shock factor”’). En mamiferos se han identificado dos HSFs
distintos, HSF-1 y HSF-2. El factor HSF-1 estd presente en el citoplasma en forma
monomeérica o formando complejos con otras proteinas. Tras un factor de estrés, se homo-
trimeriza, se transloca al nticleo y se une a secuencias especificas (HSES) en el promotor
de los genes Hsp, promoviendo asi su expresion siendo el HSF-1 responsable mayoritario

de larespuesta celular a estrés (252). Las proteinas de la familia de Hsp70 tienen multiples
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funciones y algunas de ellas estan claramente implicadas en la mediacion de la respuesta
a estrés dependiente de HSF1 y los efectos anti-apoptdticos, asi como en el plegamiento
de proteinas post-traslacional y el trafico de proteinas y de su degradacion (253). Las
Hsp72 se consideran mediadoras en la respuesta inflamatoria. Estas proteinas son
liberadas al espacio extracelular actuando como moléculas marcadoras de sefal
intracelular para realizar su efecto proinflamatorio. Por ello, deben actuar sobre
receptores de membrana celulares. El receptor antigénico CD14, conocido como el
receptor de lipopolisacaridos de origen bacteriano en monocitos, ha sido identificado
como el receptor para Hsp70 que al unirse estimula la produccion de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-18, IL-6 y TNF-o. Asi Hsp72, afiadido de forma exogena a las células
estimula la produccion de dichas citocinas proinflamatorias por las células presentadoras
de antigeno (254). Las Hsp se expresan en niveles elevados en muchos tumores como el
cancer de mama, endometrio, pulmoén, colon, leucemias, CaP, y otros tipos, y su
produccién se relaciona frecuentemente con un aumento de la proliferacion celular,
metastasis en los ganglios linfaticos, mala respuesta a la quimioterapia y escasa
supervivencia generando un mal prondstico (255). Ademas de su ubicacion intracelular,
las Hsp también se encuentran en la membrana plasmatica y en el espacio extracelular
donde pueden activar el sistema inmunologico estando involucradas en los procesos de
presentacion de antigenos mediando las respuestas inmunitarias antitumorales
describiendo la expresion de Hsp72 en células tumorales o células infectadas por virus es

importante para la generacion de respuesta inmune celular especifica (256).

Estudios involucran a las Hsp en la capacidad de migracion celular, paso importante
durante el desarrollo neoplésico y las metéstasis (255). La Hsp72 que en condiciones
normales se expresa a niveles muy bajos se produce en niveles elevados por la
transformacion oncogénica en la mayor parte de las células tumorales (256), siendo capaz
de promover la supervivencia de las células tumorales ejerciendo un papel anti-apoptdtico
capaz de suprimir la senescencia inducida por oncogenes permitiendo asi la proliferacion
de células cancerosas al disminuir la actividad de p53/p21, y suscitar la autofagia como
mecanismo de supervivencia celular (257). La asociaciéon de Hsp72 con el desarrollo de
cancer se demostrd en varios trabajos en los que la sobreproduccion de Hsp72 promovid
las propiedades cancerosas de las células, y observan como la actividad antiapoptotica de
la Hsp72 juega un papel importante en el desarrollo de este. Hsp72 permite que las células

cancerosas resistan la apoptosis causada por factores estresantes del microambiente
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tumoral (258). El papel de las Hsp en el CaP es complejo, y su expresion se ha relacionado
con la progresion y la agresividad del tumor siendo crucial la Hsp70 en la angiogénesis,
invasion y metastasis de novo. Una faceta importante de las funciones de las Hsp en las
células CaP es como la Hsp regula la sefializacion del RA. Asi Hsp70 se une al dominio
N-terminal del RA y modula la funcion del receptor en las células de CaP, estando la
Hsp72 inducible involucrada en la formacion temprana del complejo RA-chaperona,
especialmente en el CPRC, produciendo la inhibiciéon de Hsp72 una disminucién en la
actividad transcripcional del RA convirtiendo a Hsp72 en una interesante diana
terapéutica (259). Se ha visto la elevacion de los niveles de Hsp y de HSF1 en lineas

celulares de CaP agresivamente malignas (256).

El efecto antiapoptotica de la sobreexpresion de Hsp72 estd bien establecido en lineas de
células tumorales de prostata PC-3 y DU-145, siendo estas células resistentes a la
apoptosis inducida por radiacién y quimica confirmando un aumento de Hsp72.
Inhibiendo la apoptosis, por rutas apoptoticas dependientes e independientes de caspasas,
la Hsp72 puede desempeniar un papel importante en el desarrollo de tumores
constituyendo un potente factor antiapoptotico promoviendo asi el desarrollo del cancer.
Al promover el céncer, la Hsp72 puede desempefiar un papel fundamental en el
mantenimiento de la viabilidad y la proliferacion de las células cancerosas. De hecho, se
demostrd que el agotamiento de Hsp72 por el ARN antisentido de Hsp72 codificado por
adenovirus provoca la muerte rapida de varios tipos de células tumorales, sin embargo,
en otros estudios no se observod una muerte celular significativa como resultado directo
del agotamiento de Hsp72. Asi se ha visto como el aumento de la expresion de Hsp72 en
el CaP es prescindible para su viabilidad, pero confiere resistencia a variedad de agentes
contra el CaP (260). Ademas, se descubrié que Hsp70 potencia la estabilidad y activacién
de la proteina promotora de metastasis WASF3, aumentando asi la metastasis y la
invasion (261). Es importante como la sobreexpresion de Hsp70 hace que las células
CPRC sean insensibles a la radioterapia y aumenta su resistencia a ciertos farmacos como
etoposido, doxorrubicina, y cisplatino (259). Existen estudios que demuestran que la
Hsp72 que se encuentra en el medio extracelular desempefia un papel importante en la
regulacion inmunitaria, sin embargo, el impacto de las terapias comunes contra el cancer
sobre la liberacion extracelular de Hsp72 no esta bien definido. Investigaciones
proporcionan el hallazgo de que la radioterapia (RT) administrada de forma rutinaria en

la clinica conduce a un aumento significativo de los niveles séricos de Hsp72 en pacientes
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con CaP, presumiendo asi, que la RT induce la liberacion de Hsp72 de los tumores, y que
este aumento se asocia con aumentos concomitante de citocinas proinflamatorias que
incluyen IL-6 y TNF-a. Otros estudios examinan el papel potencial de la Hsp72
plasmatica como biomarcador del CaP midiendo los niveles plasmaticos de Hsp72 en
pacientes con CaP localizado/no tratado o resistente al tratamiento hormonal y
comparando con pacientes control encuentran como los niveles plasmaticos de Hsp72 en
pacientes con enfermedad localizada no tratada fueron significativamente mas altos que
los del grupo de control. No obstante, la Hsp72 plasmatica no fue mas eficaz que el PSA
como predictor para el diagnostico o estratificacion de los pacientes en grupos de riesgo
establecidos (262). Finalmente sefialar el atractivo de como la supresion de Hsp70, que
es muy necesaria y se expresa sustancialmente en las células cancerosas, es un enfoque
atrayente para el tratamiento del CaP, especialmente en el CPRC; si bien son pocos los
estudios que han investigado los efectos de la inhibicion de Hsp70 en células de CaP
requiriendo nuevas estrategias terapéuticas e inhibidores de la Hsp altamente selectivos

para lograr resultados dptimos para los pacientes con CaP (259).
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2. Hipotesis







El CaP, dada su incidencia y prevalencia, representa un importante problema de salud.
El diagnostico del CaP se basa en el tacto rectal y/o la determinacion de PSA, si bien la
especificidad de este marcador es baja. Es frecuente la repeticion de determinaciones de
PSA y la realizacion de varias biopsias ante la sospecha de tumor que se pueden asociar
a comorbilidades para el paciente. Se han desarrollado multiples herramientas de
prediccion preoperatoria y postoperatorias (tablas, nomogramas...) para intentar predecir
la evolucion del CaP, destacando, por ejemplo, las tablas de Partin, los grupos de riesgo
d’Amico o los nomogramas de Kattan o Briganti. Sin embargo, ninguna de estas
herramientas empleadas en la fase preoperatoria o incluso en el postoperatorio, con los
datos de la pieza de la prostatectomia radical, tienen una alta fiabilidad prondstica, no
siendo posible por el momento definir con precision el prondstico de un paciente
determinado con cancer de prdstata no metastasico. Ademas, muchos problemas
subyacen en la naturaleza de los datos que se utilizan, no siempre concluyentes dada la
dificultad del muestreo de la glandula y la heterogeneidad en la interpretacion de los

resultados que frecuentemente es dependiente del patdlogo observador.

La busqueda de biomarcadores es compleja, no hay buenos biomarcadores de CaP,
pudiendo ser los marcadores tisulares Utiles dado que el diagndstico se basa en la biopsia

de prostata para la obtencion de tejido y su posterior analisis.

En los ultimos afios se esta dando mayor importancia al microambiente tumoral y el
estroma en que descansa el tumor. En el CaP se ha demostrado que, tras el proceso de
iniciacion, la progresion tumoral con invasion local y metastasis se ve facilitada por el
estroma, también bajo la influencia androgénica. Existen claras evidencias de que el
microambiente estromal influye de una manera definitiva en el desarrollo del cancer
prostatico, patologia muy comun en varones con una repercusion sociosanitaria evidente.
Sin embargo, los mecanismos por los cuales el estroma regula el crecimiento de las

células epiteliales en el CaP son desconocidos.

Es sabido que el estroma es un inductor del crecimiento y diferenciacion del epitelio
glandular prostatico asociado a androgenos, existiendo un mecanismo reciproco que
también juega un papel central en la carcinogénesis y progresion del CaP. Asi, la
existencia de los denominados fibroblastos asociados a carcinoma (CAF) ha sido
recientemente descrita en el CaP. En los tltimos afios se han determinado que algunos
factores diferenciales estarian sobreexpresados en presencia de este estroma reactivo

tumoral, analizando fibroblastos procedentes del estroma tumoral de pacientes con CaP.
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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.

El cultivo de células procedentes de prostata humana tiene ventajas evidentes,
destacando, 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 y
la de realizar cocultivos con diferentes lineas celulares epiteliales y analizar la influencia
de tratamientos en los medios celulares. En la Unidad de Investigacion del Hospital de
Jove se ha optimizado la técnica de extraccion de fibroblastos y hemos comprobado la

viabilidad del cultivo celular de los fibroblastos prostaticos en nuestro laboratorio.

Por todo ello, se ha planteado un estudio prospectivo de las muestras procedentes de
pacientes sometidos a biopsia multiple prostatica por sospecha de CaP. La finalidad es
comparar las caracteristicas del estroma de las diferentes areas de la zona periférica
prostatica en pacientes que finalmente sean diagnosticados de una neoplasia,
diferenciando las zonas con tumor de las que no lo tienen. El andlisis de algunos
marcadores producidos en el estroma y seleccionados a partir de nuestro estudio previo
permitird conocer rasgos diferenciales de la carcinogénesis prostatica. Pudiendo también
tener una traslaciéon a la clinica si se consiguen identificar marcadores pronosticos
estromales, asi como moléculas caracteristicas de estos procesos que puedan expresarse
en fases iniciales pudiendo, finalmente, aportar datos sobre potenciales dianas
terapéuticas. Aunque el numero de casos debe ser limitado por la complejidad técnica de
los cultivos celulares, obtuvimos una serie suficiente para responder a los objetivos que

se expresan posteriormente.
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3. Objetivos







1-Analizar la expresion de marcadores de inflamacion de localizacion preferentemente

estromal como IL-6, Receptor de la interleucina 17, NFkp1, STAT3, Hsp72/HSPA1A,
HSF-1; asi como el comportamiento de marcadores de interaccion estroma epitelio como
cadherina-11, CXCL14, CXCL12/SDF-1 y FAP; todos ellos expresados en los
fibroblastos peritumorales procedentes de tumores prostaticos humanos con diferentes

caracteristicas clinico-patologicas.

2-Determinar potenciales asociaciones de la expresion de dichos factores en tumores

localizados.

3-Comparar su expresion en tumores localizados en relacion con los carcinomas

metastasicos, y ambos con la del tejido no tumoral.

4-Explorar sobre la posible utilidad de dichas sustancias como potenciales marcadores

de recidiva bioquimica tras prostatectomia radical en tumores localizados.
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4. Material y metodos







4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Para la consecucion de los objetivos propuestos, se realiza un estudio de obtencion de
muestras prospectivo donde se analizan muestras de pacientes con cancer de prostata. Se
recogieron muestras de los diferentes grupos pronosticos dentro de los tumores
localizados, asi como muestras de pacientes metastasicos sin haber iniciado tratamiento
de privacion androgénica. Se compararon los resultados con los de las muestras no

tumorales alejadas del tumor (control sano).

Tras obtener las muestras mediante biopsia transrectal de prostata, se enviaron al
laboratorio para cultivar y extraer fibroblastos. En ellos realizamos analisis de distintos
marcadores moleculares con intenciéon de comparar su valor en los diferentes grupos de
pacientes. El seguimiento se realizdé en la consulta de Urologia segiin los protocolos

correspondientes a las guias de la Asociacion Europea de Urologia.

4.1.1 Poblacion de estudio

Criterios de inclusion

e Pacientes con sospecha de cancer de prostata localizado. Tras confirmar el

diagndstico se sometieron a prostatectomia radical con intencion curativa.

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

androgénica.

Criterios de exclusion

e (Cancer de prostata. Historia previa de otras neoplasias malignas, terapia
neoadyuvante, desarrollo de un segundo tumor primario e insuficiente cantidad de

tejido para la obtencion de células para cultivo.
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4.1.2 Métodos de obtencion de muestras

Biopsia de prostata

Se realiz6 la extraccion de tejido prostdtico mediante puncion guiada por ecografia
transrectal para su estudio anatomopatologico, tanto de biopsia inicial como repetida ante
la persistencia de sospecha clinica. Como preparacion se entreg6 a los pacientes un enema
rectal para aplicar la noche previa al procedimiento y una profilaxis antibidtica con
Ciprofloxacino 500 mg un comprimido cada 12 horas durante 5 dias, fosfomicina 3g dos
dosis o Cefuroxima 500 mg 4 dosis, segun el centro y el afio de realizacion. Se inyecto al

inicio del procedimiento lidocaina en el &ngulo vesiculo prostatico y en el &pex prostatico.

Como norma general, se tomaron 12 cilindros de la zona periférica prostatica, dos
muestras de cada sextante; base, medial y 4pex del 16bulo derecho y del izquierdo.

Adicionalmente, se tomaron otros 6 cilindros para el presente estudio de cada area.

Por tanto, de cada muestra prostatica habia 2 cilindros, uno para diagndstico
anatomopatoldgico y otro para cultivo celular. Todas estas muestras se recogieron en
medios de cultivo apropiados para ser trasladados en pocas horas al laboratorio donde

fueron procesadas.

@ Muestras para diagndstico

anatomopatologico

@ Muestras para nuestro estudio

Figura 6. Obtencion de muestras pareadas para el diagndstico y para nuestro estudio
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Prostatectomia radical

Se realiz6 por via abierta o laparoscopica segun las técnicas estandarizadas. Se realizo
una linfadenectomia extendida (desde la fosa obturatriz como limite inferior hasta la
bifurcacion de las iliacas, medialmente hasta el nervio obturador y lateralmente hasta el
nervio génitofemoral), en los casos con PSA mayor de 10 ng/ml y/o con un Gleason en
la muestra de la biopsia igual o mayor a siete en los que el nomograma de Briganti

indicaba un riesgo > 5% de afectacion ganglionar.

Se determinan las caracteristicas del tejido correspondiente al tumor y del de algunas

zonas periféricas no tumorales.

4.1.3 Seleccion de las muestras validas para el estudio.

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

las zonas sin tumor mas alejadas de cualquier foco neoplasico.

Inicialmente se recogieron muestras de un mayor niumero de pacientes (81 casos).
Algunos hubo que desecharlos por contaminacion durante la obtencidon de esta o durante
su procesado en el laboratorio. En el caso de los pacientes tumorales, se recogieron
muestras de multiples pacientes para seleccionar de manera equilibrada segun los grupos
de riesgo y con la confirmacion de los datos de la pieza quirrgica de prostatectomia
radical. Los casos que no cumplen los criterios de seleccion fueron congelados para

posibles estudios posteriores.
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4.1.4 Obtencion de los datos clinicos

Los datos clinicos y patologicos, tanto de la biopsia tumoral y de la pieza de
prostatectomia radical, fueron recogidos en una base de datos especifica en la que ademas
se incluyeron parametros del seguimiento para analizar la evolucion de los pacientes con
cancer de prostata localizado tras el tratamiento radical que podran ser evaluados en un
estudio de supervivencia para analizar el tiempo libre de recidiva bioquimica. De esta
manera, en todos los casos se recogieron los datos del paciente como la edad, el volumen
prostatico y el valor de PSA expresado en ng/ml. En cuanto a los pardmetros tumorales
se recogio el Gleason obtenido en la biopsia (Gleason primario y Gleason secundario), el
estadio clinico -cT- y si habia tumores multiples. Se distinguid en ellos la localizacion del
tumor del tejido sano lejano al tumor que sirvido como control (tejido sano no tumoral).
Una vez realizado el tratamiento con intencion curativa, en el caso de ser sometidos a
prostatectomia radical, se registr6 de nuevo el Gleason primario y secundario, asi como
el estadio patologico —pT-, bordes afectos y afectacion ganglionar patologica en caso de

existir —-pN-.

4.2 TECNICA DEL CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Las muestras fueron diseccionadas en piezas de 1mm?

e incubadas en presencia de
colagenasa A (Img/ml) en medio DMEM-F12 suplementado con 10% FBS (suero fetal
bovino) durante 48h en atmosfera humedad a 37°C con 5% de CO2. Tras la digestion las
células fueron lavadas con PBS y crecidas en medio DMEM-F12 con 10% de FBS. Las
células fueron cultivadas en poblacion mixta hasta la seleccion de fibroblastos por
Fluorescence Activated Cell Sorter” (FACS) con el marcador CD90 clon AS02. Se
cultivaron aparte las células epiteliales, para su uso en co-cultivos con los fibroblastos;
cultivos en pocillos separados por una membrana permeable a factores solubles. El cultivo
puro de fibroblastos fue expandido en medio DMEM-F12 con 10% de FBS. Las células
fueron incubadas en atmodsfera humedad a 37°C con 5% de CO2 hasta alcanzar una
confluencia del 70%. La pureza del cultivo de los fibroblastos fue confirmada por la

siguiente caracterizacion: vimentina, fibronectina y /o desmina positiva y alfa-actina

negativa.
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Figura 7. Iméagenes de los cultivos de fibroblastos durante el proceso de aislamiento: A)
24 a 72 horas de aislamiento. B) Una semana después del aislamiento. C) Dos tipos
celulares morfologicamente diferentes: las células en forma de huso corresponderian a
los fibroblastos mientras que las células redondeadas corresponderian a células
epiteliales o tumorales. D) Cultivo de fibroblastos puros (80),

4.2.1 Determinaciones moleculares

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

los siguientes factores:

Marcadores de interaccion estroma epitelio

Cadherina-11

CXCL14

Stromal Cell Derived factor-1 (CXCL12/SDF-1)
Fibroblast Activation Protein-o (FAP)

b=
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Marcadores de inflamacion, de localizacion preferentemente estromal

IL-6

Receptor de la interleuquina 17
NFkp1

STATS3 (stress oxidativo)

. HSF-1

10. Hsp72/HSPATA

© 0 N oW,

El estudio de expresion génica se ha llevado a cabo mediante PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) cuantitativa a tiempo real. Se utilizo un kit de extraccion que permita la
obtencion de ARN y proteinas simultdineamente (Macherey-Nagel). La fase proteica fue
conservada para su posterior uso. El ARN obtenido a partir de muestras tumorales se paso
a ADNc mediante retrotranscripcion (High Capacity Cdna Reverse Transcription kit,
Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresion de los
distintos factores se evalu6 por PCR cuantitativa a tiempo real en un termociclador ABI
PRISM® 7900 HT de Applied Biosystems, gracias a unos cebadores especificos de cada
factor. La B-actina fue utilizado como housekeeping gene (calibrador interno de la

muestra).

Con el objetivo de confirmar la expresion proteica del ARNm analizado por PCR
cuantitativa, analizaremos por Western Blot los genes la expresion de los factores con
expresion significativamente diferencial. Para ello, utilizaremos la fase proteica obtenida
durante la extraccion de ARN; determinando asi, la expresion proteica en las mismas

condiciones y cultivo que el estudio génico.

4.2.2 Aspectos éticos y de confidencialidad

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

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

Ademas del andlisis descriptico de las caracteristicas clinico-patoldgicas, se analizaron
las expresiones moleculares obtenidas mediante PCR (valor cuantitativo respecto al
calibrador basal antes referido). Se emplearon test paramétricos (estimacion de las medias

y comparacioén de medias) cuando la distribucion fue normal.

Para las determinaciones moleculares, dado el pequefio tamafio de la muestra y que en
algunas de ellas la distribucién no fue normal (test de Kolmogorov-smirnov y Shapiro-
Wilk), se emplearon pruebas no paramétricas con determinacion de medianas, rangos

intercuartiles, U de Mann-Whitney, de Kruskal-Wallis y correlacion de Spearman.

El analisis de supervivencia (tiempo hasta la recidiva bioquimica) se realizé mediante el
método de Kaplan-Meier, lo cual permitio su representacion grafica. Posteriormente, se
realizo la prueba del rango logaritmico (log-rank), comparando de forma univariante las
curvas de supervivencia y evaluando asi el efecto de cada uno de los factores prondsticos
sobre el tiempo hasta la recidiva bioquimica. Por tltimo, consideramos las variables que
fueron significativas en el andlisis univariante como covariantes en la prueba del modelo
de riesgos proporcionales de Cox, con la intencion de determinar el efecto conjunto de
los factores pronosticos que resultan significativos de forma independiente y cuantificar
los riesgos relativos e intervalos de confianza (IC) del 95% de recurrencia y progresion.
Se eligio el procedimiento por pasos hacia delante, determinando el estadistico de Wald,
que introduce y selecciona variables en un orden que depende del porcentaje de la

varianza.
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5. Resultados







5.1 CARACTERISTICAS DE LA SERIE

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

pacientes con neoplasias localizadas.

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

gran variacion en los metastasicos, con una mediana de 582,9 ng/ml (75-3971).

Las muestras obtenidas mediante biopsia de prostata transrectal (n30) se clasificaron
segun la suma de Gleason. La mayoria de los pacientes presentaron un Gleason score de
7 (n:11), de 8 (n:8) y de 6 (n:7); los scores de Gleason menos frecuentes fueron el 10 (n:1)

y 9 (n: 3).

En los tumores localizados se presentaron las sumas de Gleason mas bajas con siete casos
de Gleason 6 y once casos Gleason 7; Ademas hubo 5 tumores con suma de Gleason de

8 (3+5) y uno de 9 (4+5) (tabla 2).

Tabla 2. Distribucion del Score Gleason en los tumores localizados de la serie

SCORE GLEASON 6 7 8 9 TOTAL
N° CASOS 7 11 5 1 24
% 29,2 45,8 20,8 4,2 100
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Los 24 pacientes con tumores localizados se sometieron a prostatectomia radical como
tratamiento primario. Se compard el Gleason de la biopsia con el de la pieza de
prostatectomia radical obteniendo los siguientes resultados (tabla 3), como se puede

observar hubo 7 casos infradiagnosticados y 4 sobre diagnosticados en las biopsias.

Tabla 3. Concordancia entre los resultados de la biopsia y la pieza de prostatectomia

Gleason pieza

3+3[3+4[3+5[4+3] 4+5

Gleason biopsia |[3+3 3 | 2 | 2
3+4 31 1
3+5 4 1
4+3 3
4+5

Finalmente, empleamos el Gleason score de la pieza de prostatectomia en los tumores
localizados y el de la biopsia en los metastasicos que, tras el estudio histoldgico fueron
sometidos a privacion androgénica. Sin embargo, para realizar los analisis estadisticos,
empleamos la clasificacion ISUP (tabla 1, pagina 8) segin la cual, los tumores se

distribuyeron de la siguiente manera (tabla4):

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

e Metastasicos (sometidos a privacion androgénica). 3 pacientes tenian tumores del

grupo 4 (SG: 8) y otros 3 del grupo 5 (SG: 9y 10)
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De los 24 casos de pacientes con tumores localizados, 10 presentan tumores multiples en
los que se recogidé muestra de ambos tumores, tejido tumoral 1 y tejido tumoral 2. Se
realizé un analisis Chi 2 para valorar diferencias significativas entre el tipo de tumor,
agrupandolos en 2 categorias, ISUP 1-3, ISUP 4-5; no se encontraron diferencias
significativas (p:0,536), lo que nos permitid analizar Gnicamente la muestra del tumor

mas voluminoso en la pieza de PR, como el correspondiente a cada caso.

Tabla 4. Distribucion de casos segin la ISUP

Prostatectomia M+
ISUP 1 6
2 6
3 4
4 7 3
5 1 3

La distribucion por estadio se llevo a cabo a través de las muestras de PR (pT). Hubo
pT2a (n 4), pT2c (n 14), pT3a (n 6) y ningiin pT3b como se refleja en la siguiente tabla
(tabla 5).

Tabla 5. Estadios pT, de las piezas de prostatectomia.

n
pT pT2a 4
pT2c 14
pT3 6
TOTAL 24
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Solo 2 pacientes fueron pN1 en la muestra de linfadenectomia, si bien la misma se realizé
unicamente en 7 de los 24 pacientes sometidos a linfadenectomia durante la PR (29,16%),
dado que el resto no mostraban un riesgo elevado de presentar afectacion extraprostatica

basado en los parametros clinicos previos a la intervencion (nomograma de Briganti).

Los tumores localizados 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 quirurgico. En los tumores

metastésicos, la mediana de seguimiento fue de 26 meses (12-78).

5.2 DETERMINACION DE MARCADORES

En este apartado se analiza la expresion de los marcadores del estudio, comparando como

varia esta expresion segun el tipo de paciente:

= Marcadores de interaccion epitelio-estroma
1. Cadherina-11
2. CXCL14
3. Stromal Cell Derived factor-1 (CXCL12/SDF-1)
4. Fibroblast Activation Protein-o (FAP)

= Marcadores de inflamacion, de localizacion preferentemente estromal

5. IL-6

6. Receptor de la interleuquina 17
7. NFkp1

8. STATS3 (stress oxidativo)

9. HSF-1

10. Hsp72/HSPA1A
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5.2.1 Expresion de marcadores de fibroblastos de tejido normal y de

cancer de prostata localizado

Expresion de marcadores de fibroblastos de tumores localizados segun PSA

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

ninguno de los marcadores de estudio.

Expresion de marcadores de fibroblastos de tumores localizados segun estadio

En el grupo de tumores localizados, se compardé mediante la prueba de Kruskall Wallis
(no paramétrica) la expresion de los diferentes marcadores a estudio segln el estadio

tumoral patoldgico (prostatectomia radical).

Se observaron diferencias significativas en CXCL14 (0,005) en cuanto al estadio del
tumor en la pieza de prostatectomia radical. Se objetivd que, a mayor estadio tumoral,

menor expresion de CXCL14 (Figura 8).
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Figura 8. Expresion de CXCL14 en los CAF tumorales en relacion al estadio pT.
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Expresion de marcadores de fibroblastos de tumores localizados segun ISUP (grado)

Empleamos la misma metodologia para el andlisis del grado de la pieza de
prostatectomia, agrupando los tumores en 2 grupos ISUP: menor de 3 (suma de Gleason
de 3+3 y 3+4), que incluyd 12 casos; e ISUP de 3 o mayor (suma de Gleason de 4+3 y
mayor), con otros 12. Se observaron diferencias significativas en los marcadores CDH11
(0,002) (fig.9) e IL6 (p= 0,025) (fig.10); Con ambos marcadores se observo que, a mayor

Gleason, se produce una disminucion de la expresion de estos factores.
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Figura 9. Correlacion entre el Gleason y la expresion de CDH11.
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Figural0. Correlacion entre el Gleason y la expresion de IL6.
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5.2.2 Correlacion en la expresion de los diferentes marcadores

estudiados

Encontramos una correlacion significativa y directamente proporcional en las expresiones

de:

e CDHI11 con las de CXCL14 (p= 0,024), NFkB1 (p=0,004), IL6 (p= 0,019) y
STAT3 (p=0,0006) (fig.11)

e CXCL12 con las de HSF1 (p= 0,045) (fig.12)

e CXCL14 con las de IL6 (p=10,002) y STAT3 (p <0,0001) (fig.13)

e HSPAI1A con lade HSFI (fig. 14)

e IL6 conlade STAT3 (p=0,003) (fig.14)
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Figura 11. Correlaciones entre la expresion de CDH11 y NFKBI1, CXCL14, IL6 y
STAT3
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Figura 12. Correlacion entre el aumento de CXCL12 y HSFI.
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Figura 13. Correlacién entre el aumento de expresion de CXCL14 con IL6 y STATS3.
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Figura 14. Correlaciones positivas entre HSPA1A con HSF1 e IL6 con STATS3.
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Encontramos asi mismo una correlacion significativa pero inversa en la expresion de:

e HSPAI1 con lade FAP (p=0,027) (fig.15)

Expresion FAP en tumor primario

Expresion HSPA1A en tumor primario

Figura 15. Correlacion inversa entre la expresion HSPA1A y FAP.

5.2.3 Relacion de la expresion de los marcadores en tejido tumoral y no

tumoral

En pacientes con CaP localizado se observé aumentada la expresion de IL6 (p< 0,0001),
respecto al tejido prostatico no tumoral (fig. 16). Por el contrario, disminuy6 su expresion

respecto al tejido normal de IL17RB (p< 0,0001) (fig. 17).
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Figura 16. Aumento de expresion de IL6 en fibroblastos peritumorales.
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Figura 17. Disminucién de la expresion de IL17RB en tumores primarios.

5.2.4 Expresion de marcadores de fibroblastos de tejido normal y de

cancer de prostata metastasico

Dado el limitado nimero de pacientes en este grupo, no se analizaron los aspectos

referentes a la asociacion con los parametros clinicos ni entre los propios marcadores.

Se estudid la relacion de los factores entre los tejidos normal, tumor localizado y

metastésico, con los siguientes resultados:

En pacientes con CaP metastasico fueron significativamente diferentes las mismas
expresiones que en los tumores localizados, aumentando la de IL6 (p=0,015) y
disminuyendo su expresion respecto al tejido normal la de IL17RB (p=0,005) (fig.18).
No se encontraron diferencias en las expresiones de ninguno de los marcadores analizados
al comparar los tumores localizados con los metastasicos, lo cual implica, por un lado,
que son capaces de diferenciar la presencia de una neoplasia respecto al tejido normal,

pero no si el tumor esta confinado en la glandula o es metastasico.
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Figura 18. Expresion de IL6 e ILI7RB, en tumores metastasicos. Al igual que
describiamos en las figuras 15 y 16, referente a los tumores localizados, la expresion de

IL6 aumenta y la IL17RB disminuye respecto los tejidos normales.

5.3 ANALISIS DE TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD
EN LOS TUMORES LOCALIZADOS

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

radioterapia pélvica.

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

irradiacidn, con una mediana de seguimiento total de 67 meses (17-76) en estos 6 casos.

El analisis de supervivencia (tiempo hasta la recidiva bioquimica) se realizé mediante el
método de Kaplan-Meier, comparando de forma univariable las curvas de supervivencia

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

junto a los marcadores estromales que resultaron significativos en el estudio univariable.

Se demostraron diferencias significativas en el tiempo hasta la recidiva bioquimica para
CXCL2 (p=0,006), FAP (p=0,045) y NFkB1 (p=0,015), de manera que se demostrd que
una mayor expresion de CXCL12 y NFkB1 en los fibroblastos se asociaba
estadisticamente con menor tiempo libre de enfermedad (fig.19) e, inversamente, para
FAP, cuya mayor expresion se asociaba a mayor tiempo libre de enfermedad (fig.20).

CXcL12

=M Baje
I Vhko

[F]

Probabilidad de tiempo libre de enfermedad
Probabilidad de tiempo libre de enfermedad
o

1]
il pilin] i) 0.0 B 10000 12000 ] o 400 Be00 o0 10300

MesesL Meses

Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia libre de enfermedad, en

funcion de la expresion alta o bajo de CXCL12 y NFkBI.
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Figura 20. Curva de Kaplan-Meier que muestra que a mayor expresion de FAP mayor

supervivencia libre de enfermedad.

En el analisis de regresion de Cox, CXCL12 en el estroma del tumor (en la biopsia) fue
el tinico factor que resulté independiente para recidiva bioquimica (p: 0,023) (HR: 3,15;
1C95%: 1,17-8,5) post prostatectomia, cuando se analizaron los pardmetros clinicos como
el estadio y grado de la biopsia, PSA previo y los factores estromales que habian resultado
significativos en el estudio univariable (CXCL12, FAP y NFkB1). Cuando se realiz6 el
estudio multivariable con los datos de la pieza de prostatectomia (estadio y grado
patologicos, presencia de margenes afectados) y los factores estromales significativos en
el estudio univariable, (CXCL12, FAP y NFkB1) s6lo resultaron factores independientes
de recidiva la sobreexpresion de CXCL12 (p: 0,038; HR: 4,15; IC95%: 1,08-15,97) y de
NFkB1 (p: 0,049; HR: 3,41; IC95%: 1,01-11,05) en el estroma del tumor.
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6.Discusion







Actualmente, el manejo preciso del cancer de prostata recién diagnosticado sigue siendo
un reto por conseguir. La incapacidad de los parametros clinicos-patoldgicos (niveles de
PSA, estadio TNM y puntuacion de Gleason) para distinguir con precision los pocos
canceres agresivos de los muchos cénceres indolentes continua siendo el centro del
problema del sobretratamiento que implica la prostatectomia radical y la radioterapia en
tumores con poco potencial maligno. Asi mismo, el tratamiento de la enfermedad con una
puntuaciéon de Gleason de 7 sigue siendo un desafio, lo que hace imprescindible
identificar los cambios moleculares que resultan de la enfermedad y que sirvan como
biomarcadores para predecir con mayor precision la agresividad y el resultado a largo
plazo de la enfermedad (42). Desde hace varios afios, el PSA sérico se ha utilizado con
esa finalidad; sin embargo, debido a sus limitaciones inherentes, incluida la falta de
especificidad, el cribado del PSA ha demostrado ser controvertido (cuatro de cada cinco
ensayos clinicos aleatorizados recientes mostraron poca o ninguna mejoria en la
mortalidad asociada con el tratamiento agresivo de enfermedades inherentemente
benignas) (263), lo que ha llevado a una biisqueda intensiva de biomarcadores alternativos
del céncer de prostata con un mejor potencial diagnostico y predictivo. En particular,
existe una busqueda de biomarcadores que puedan distinguir entre tumores agresivos e

indolentes, lo que conduce a mejores decisiones de tratamiento.

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

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

estroma activado del CaP.

En el presente estudio profundizamos en la importancia del estroma tumoral en el CaP
ya que evaluamos la expresion de diferentes factores derivados de los fibroblastos del
estroma prostatico en pacientes con cancer de prostata localizado y metastésico,
centrando nuestro objetivo en el analisis del impacto clinico que la expresion de dichas

proteinas pueda tener en el comportamiento del CaP.

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

terapéuticas en el CaP.

Nuestro estudio se ha podido llevar a cabo gracias a la existencia de un equipo
multidisciplinar con experiencia en trabajos de traslacion clinica en CaP que ya han sido
presentados en publicaciones internacionales en revistas de impacto. Destaca en el afio
2017, los resultados publicados de diferentes factores estromales involucrados en el
desarrollo, progresion y resistencia a la castracion de CaP en muestras procedentes de

tejido prostatico recogidas por nuestro equipo (80).

Los 10 marcadores analizados en nuestro estudio incluyen proteinas implicadas en la
interaccion estroma/epitelio (CDH11, FAP, CXCL12/SDF-1 y CXCL14), marcadores
de inflamacion de localizacion predominantemente estromal (IL-6, IL-17 RB, STAT3 y
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NFkp1) y chaperonas (Hsp72/HSPA1A y HSF-1). Nuestros marcadores se evaluaron en
los fibroblastos cultivados procedentes de tumores de prostata localizados, asi como en
los carcinomas metastasicos, tomando ademas muestras de tejido periférico al tumor (en
pacientes con neoplasias localizadas) que se han considerado como tejido control normal,
al no demostrarse en el estudio histopatoldégico de la biopsia la presencia de

adenocarcinoma prostatico en las zonas correspondientes.

La finalidad de este trabajo ha sido el estudio del comportamiento de los marcadores
estromales de interaccion estroma/epitelio y de inflamacion con diferentes caracteristicas
clinico-patologicas tumorales. A continuacion, discutiremos nuestros resultados
comparandolos con la literatura existente, en aquellos marcadores cuya expresion pudiera

tener cierta relevancia en la practica clinica.

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

En cuanto a la asociacion entre la expresion de marcadores y el PSA en nuestro estudio,
no se encontro significacion en dichas correlaciones en ninguno de los factores estudiados
en los tumores localizados. En relacion con el PSA mencionamos trabajos examinando
este papel potencial de los marcadores donde vimos como por ejemplo como la
Hsp72/HSPA1A plasmatica no fue mas eficaz que el PSA como predictor para el
diagnéstico o estratificacion de los pacientes en grupo de riesgo establecido (262). Otros
estudios que buscan la relacion entre el marcador clasico como es el PSA y algunos
factores estromales como el NFkf3 (264) y la IL-6 no observan una relacion clara con los
niveles de PSA (182). En contraste con estos resultados, Sasaki et al. (265) encontraron
varios factores de crecimiento y citocinas derivados de CAF, como la IL-6 que
aumentaron directamente la expresion de PSA en células LNCaP, lo que sugiere que los
factores solubles derivados de fibroblastos pueden funcionar como factores activadores
de RA en ausencia de androgeno (265). La transcripcion del gen PS4 normalmente esta
regulada por androgenos mediante la activacion de la sefializacion de RA , ademas de los
androgenos, la expresion de PSA se induce mediante la activacion de la sefializacion de
RA por factores de crecimiento y citocinas derivados de CAF (266). Es importante
destacar que la mayoria de las células fibroblasticas en el estroma prostatico son negativas
para RA (267) y los fenotipos de las células estromales fibroblasticas del CaP humano en

este sentido son muy heterogéneas (268). Varios estudios han informado que las
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interacciones sensibles e insensibles a los andrégenos entre las células estromales y
epiteliales determinan como las células epiteliales de la prostata responden a la ablacion
de androégenos (269)(270). En un entorno con bajo contenido de andrégenos, las
interacciones estroma-epitelial pueden ser un mecanismo importante que controla la
actividad de RA y la expresion de PSA regulada por RA (265). A partir de aqui,
podriamos afirmar que la maquinaria molecular del estroma implicada en la
carcinogénesis del CaP en la que intervienen estos factores, parece no depender
directamente de androgenos, lo cual es muy importante a la hora de buscar nuevas vias
de desarrollo tumoral diferentes a las convencionales y que pudieran explicar en fases

avanzadas la progresion tumoral y la conversion en CPRC.

6.2 Correlacion entre los factores estromales y las caracteristicas

tumorales en la muestra de biopsia prostatica

Al estudiar la relacion de la expresion génica de los factores con el estadio tumoral
encontramos una menor expresion de la quimiocina CXCL14 a mayor estadio tumoral
en los tumores localizados; en consonancia con diversos estudios donde la sobreexpresion
de CXCL14 en las células tumorales presentaba efectos antitumorales y antiangiogénicos
(271)(272), como ya comentamos previamente, ademds de disminuir la proliferacion de
las células tumorales y aumentar el reclutamiento de las células inmunes circundantes, es
posible que también inhiba la neovascularizacion dentro de los tumores solidos al
bloquear la quimiotaxis de las células endoteliales (124). Sin embargo, otros trabajos
indican actividad oncogénica de esta quimiocina, favoreciendo el desarrollo celular y el
crecimiento de vasos sanguineos y monocitos cuando se sobre expresa en los CAF y en
el estroma tumoral (113)(123). Nuestro grupo publicd en trabajos previos no haber
encontrado una asociacion significativa entre la expresion de CXCL14 por CAF en
tumores localizados y la agresividad tumoral en el carcinoma de prostata (80). Aun son
discutidos los efectos contradictorios, o al menos variables dependiendo del contexto de
CXCL14 sobre la formacion de tumores, no habiéndose aclarado los mecanismos

moleculares especificos, asi como el efecto de los niveles en la supresion de tumores.
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En otros estudios sobre marcadores, la 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 (193), no encontrando dicha relacion en nuestros

resultados.

Encontramos también una disminucién de la expresion de CDH11 y de IL-6 al aumentar
el estadio tumoral en tumores localizados. Ya mencionamos como la CDHI1 en
condiciones normales se expresa de forma muy débil en el estroma que rodea a los acinos
secretores prostaticos no malignos. La expresion elevada de CDH11 y la pérdida de
funcion de la E-cadherina como en carcinomas epiteliales se asocia a progresion tumoral,
mal pronoéstico, conduciendo la progresion a un estado invasivo-metastasico (91). En los
canceres prostaticos, existe expresion de CDH11 notablemente aumentada. Asi, en los
tumores de bajo grado la expresion se limit6 a las células del estroma, mientras que, en
los tumores de grado intermedio y alto, las células de carcinoma también la
expresaron. La expresion inducida de CDH11 en las células cancerosas se correlaciond
significativamente con un aumento en el grado de Gleason. Ademas, en muchas de las
lesiones metastasicas de CaP, se encontro sobreexpresion de CDHI11 (99). Se expresa a
niveles altos en los osteoblastos, existiendo un papel potencial de la misma en la aparicion
de metastasis Oseas. En varios estudios con modelos animales, la sobreexpresion de
CDH11 aumentaba la colonizacion de las células del CaP en el hueso (100). Estos datos
entran en conflicto con nuestros resultados, en los que se objetivo que, a mayor grado de
Gleason, se produce una disminucién de la expresion de CDH11. Los resultados pueden
ser diferentes por la poblacion celular a estudio, en nuestro trabajo con fibroblastos, y en
otros estudios en células epiteliales malignas, siendo necesario realizar investigaciones
en cocultivos de células epiteliales y fibroblastos procedentes de CaP, para determinar la
expresion diferencial de la CDHI11 en ambos tipos de células y avanzar en el

conocimiento del papel de este factor en la interaccion epitelio-estroma.

En cuanto a la IL-6 sabemos que se produce en el estroma prostatico si bien sus
receptores se encuentran tanto en el epitelio como en el estroma, habiéndose visto una
importante elevacion de sus niveles durante la carcinogénesis. La IL-6 promueve el
crecimiento de la mayoria de las lineas de células prostaticas (273), y su bloqueo
experimental ha demostrado que induce la apoptosis e inhibe la proliferacion tumoral y
la progresion hacia el estado de independencia androgénica en modelos de xenotrasplante

de tumores prostaticos (181). Las alteraciones en la sefalizacion de la IL-6, pasando de
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un inhibidor del crecimiento paracrino a un estimulador del crecimiento autocrino, asi
como su capacidad para activar RA en ausencia de androgenos, juega un papel clave en
la iniciacion y progresion del CaP, metastasis y la resistencia a la castracion y a la
quimioterapia (173). Se describe que esta involucrada en la biologia del CaP, estando los
niveles séricos elevados en pacientes con CaP metastasico o CPRC no tratado en
comparacion con pacientes sanos o pacientes con enfermedad localizada (174). Estudios
han observado que esta citocina se asocia positivamente con los tumores que presentan
un mayor grado Gleason (182). En nuestro estudio obtuvimos diferencias significativas
encontrando que, a mayor grado, se produce una disminucion de la expresion de IL6.
Existe discrepancia entre resultados de diferentes grupos de investigacion que pueden
deberse a las variaciones en las concentraciones de IL-6 y las condiciones de crecimiento

de laboratorio.

6.3 Correlacion entre la expresion de los diferentes factores

En este proyecto estudiamos la asociacion entre los propios marcadores en los tumores
localizados. Encontramos correlaciones directas entre la expresion de CDH11 con las de
CXCL14, NFkp1, IL-6 y STAT3. Relacion significativa entre CXCL12 con HSF1. El
factor CXCL14 con IL6 y STAT3. Hsp72/HSPA1A con las de FAP y HSF1, y
finalmente IL6 con la de STAT3. Decir que, en todos, salvo en Hsp72/HSPA1A y FAP
que fue una relacidon inversa, al aumentar una también lo hacia la expresion del otro
marcador. Estudios muestran la asociacion entre los marcadores; asi, por ejemplo,
observaciones de como la CDH11 se encuentra aumentada su expresion, al igual que se
encuentran concentraciones altas de CXCL12 en tumores metastasicos. Vimos ya la
relacion de como cuando IL-6 se une a su receptor, se produce la activacion de STAT3
que se transloca al nticleo e inicia la transcripcion de genes. Uno de los papeles clave es
la activacion de NFkP1, que a su vez regula la transcripcion de proteinas inflamatorias.
Asi la inflamacion cronica da como resultado una actividad elevada de NFkp1 y una
liberacion de citocinas como la IL-6, que por si misma activa STAT3 (201). Estudios ya
han demostrado la asociacion entre los niveles de HSF1 y las proteinas de la familia de
Hsp70 en lineas celulares de CaP agresivamente malignas (274). En nuestro estudio

hemos dicho la relacion inversa de Hsp72/HSPA1A y FAP en tumor localizado.
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HSPAI1A intracelular es necesario para el crecimiento y la supervivencia de las células
cancerosas, protegiendo las células cancerosas del estrés oxidativo, hipoxia, citocinas
inflamatorias y bloqueando las vias apoptoticas. Curiosamente, numerosos informes
demuestran que los niveles basales de HSPAI1A, tanto en suero como en el
microambiente tumoral de pacientes con varios canceres como en el CaP , a menudo se
correlacionan con una mala supervivencia y respuesta a quimioterapia (80). La FAP es
una proteina que se expresa significativamente en pacientes con CaP, y estudios previos
han demostrado una expresion elevada de FAP en respuesta a TGF- B1 como parte de la
regulacion estromal en PIN y el desarrollo de estroma reactivo durante la progresion del

CaP (275).

Otro hallazgo destacable de nuestro trabajo es el incremento de expresion de IL-6 cuando
comparamos los la de los fibroblastos de tejido normal con la de los CAF en pacientes
con CaP localizado (CPL), objetivando que la expresion de IL-6 se encuentra elevada.
Por el contrario, aparece una disminucion de IL-17RB en los fibroblastos de CPL
respecto al tejido normal. En cuanto a los factores relacionados con la inflamacion,
nuestros resultados muestran una elevacion de IL-6 en pacientes con CaP, lo cual esta en
consonancia con que la inflamacion cronica mantenida pueda tener un papel en el CaP
significativo (276). Con respecto IL-17RB, ya fue publicado por nuestro equipo, su
expresion aparecia elevada en los CAF en pacientes con CaP, por lo que podria plantearse
como un nuevo marcador de CaP en pacientes con biopsia de prostata negativa y sospecha
de CaP (80). La IL-17 es una de las citocinas que se encuentra elevado en muestras con
inflamacién linfocitica en el estroma del CaP que se correlaciona tanto con el estado del
cancer como con el grado de inflamacion (165). 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.

6.4 Estudio de expresion de los marcadores en los tumores metastasicos

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

parametros clinicos ni entre los propios marcadores, dado el limitado nlimero de pacientes
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en este grupo. Se estudio la relacion de los factores entre los tejidos normal, tumor

localizado y metastasico.

En pacientes con CPM+ encontramos que existe una elevacion génica de la IL-6,
disminuyendo su expresion respecto al tejido normal la de IL-17RB. No se encontraron
diferencias en las expresiones de ninguno de los marcadores analizados al comparar los
tumores localizados con los metastésicos, lo cual implica, por un lado, que son capaces
de diferenciar la presencia de una neoplasia respecto al tejido normal, pero no si el tumor
estd confinado en la glandula o es metastasico. El hecho de que en nuestros resultados
aparezca un patron de factores que aumentan o disminuyen en el CaP, e incluso en todos
los estadios de CaP, tanto en CPL como CPM+ , como la IL-6 ¢ IL-17RB, favorece la
teoria de que en el estroma de la prostata se producen una serie de cambios, probables
cambios en el estroma del tumor localizado o metastasico, cambios que podriamos decir
que son compartidos respecto al tejido normal de la préstata, viendo claro como los
fibroblastos del estroma tumoral reactivo difiere de los fibroblastos del tejido normal,

siendo importante en ello la influencia probablemente por otros factores del estroma.

6.5 Relacion entre la expresion estromal y el tiempo libre de enfermedad

en el cancer de prostata localizado

Una parte importante del estudio es que realizamos un andlisis de tiempo libre de
enfermedad en tumores localizados. Se demostraron diferencias significativas en el
tiempo hasta la recidiva bioquimica tras prostatectomia radical para CXCL12, FAP, y
NFkp1, de manera que se demostrd que una mayor expresion de CXCL12 y NFkB1 en
los fibroblastos del tejido de tumoral de la biopsia ya se asociaba estadisticamente con
menor tiempo libre de enfermedad y de forma inversa para FAP, cuya mayor expresion

se asociaba a mayor tiempo libre de enfermedad.

Encontramos que CXCL12 fue el nico factor clinico que resulté un factor (incluyendo
en el estudio multivariable el estadio y grado de la biopsia, ademas del resto de factores
significativos en el estudio univariable) independiente de recidiva bioquimica en el
estroma del tumor. Cuando se incluyeron los datos histologicos de la pieza de

prostatectomia (estadio, grado y presencia de margenes afectados) en lugar de los clinico-
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patologicos de la biopsia, solo resultaron factores independientes de recidiva la

sobreexpresion de CXCL12 y de NFkp1 en el estroma del tumor de la biopsia.

CXCL12 es secretado por las células estromales, activando su receptor CXCR4 en las
células tumorales induciendo vias carcinogénicas e incrementando la angiogénesis.
Demostrado es su papel en la progresion de tumores malignos y dicho ya como sus altos
niveles inducen un fenotipo mas agresivo en las células de CaP (130). Y visto ya su papel
fundamental en las metéstasis 6seas(131). Se podria ver el factor CXCL12 como un
factor pronostico de supervivencia, asi que fenotipos menos agresivos se relacionarian
con mayor tiempo de supervivencia libre de recurrencia bioquimica. En nuestro estudio
una mayor expresion de CXCL12, en concordancia con otros estudios en los que su
expresion elevada da fenotipos mas agresivos, se asocia con menor tiempo libre de
enfermedad. En cuanto su utilidad con diana terapéutica, las observaciones actuales
sugieren que los antagonistas de la via CXCL12-CXCR4 pueden ser agentes potenciales

para el tratamiento del cancer de prostata (277).

NFKkp1 juega un importante papel en la proliferacion y diferenciacion celular. Ademas,
participa en la regulacion de la supervivencia y la apoptosis (278). Muchos estudios han
descrito la activacion constitutiva de NFkB1 en diversos tumores como en el CaP. La
sobreexpresion de éste en el nlcleo de las células prostaticas se ha relacionado con
tumores de fenotipo mas agresivos, metastasis (208) y quimiorresistenica (207).
Investigaciones en cuanto a la recidiva bioquimica observan que el PSA, el Gleason y el
NFKkp1 nuclear fueron predictores independientes de recidiva bioquimica, indicando que
la que la localizacion nuclear de NFKB1 es un factor pronostico que predice de forma
independiente un alto riesgo de dicha recidiva en el CaP. Otras investigaciones en
pacientes con CaP sefialan que los margenes quirurgicos positivos en las muestras de
prostatectomia, la localizacion nuclear de NFKB1 se asoci6 con un alto riesgo de recidiva
bioquimica viendo también que la mayoria de las metastasis en los ganglios linfaticos del
CaP tenian una tincion nuclear evidente con NFkP1. Algunos estudios encuentran
diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia libre bioquimica en
funcion de la expresion de NFkp1 sugiriendo la potencial relevancia biologica de este
marcador(207). Estos datos son congruentes con nuestro estudio, en el que una mayor

expresion de NFKB1 conlleva un menor tiempo libre de supervivencia.
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FAP es una glicoproteina que esta sobreexpresada 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 de factor
pronostico y de diana terapéutica (162). Estudios intentan estratificar el aumento de FAP
en funcion del tipo de enfermedad, encontrando que la expresion de FAP fue similar en
los tumores prostaticos independientemente del grado de Gleason (153). En nuestro
estudio lo que se encontrd fue que una mayor expresion de FAP se asociaba a mayor
tiempo libre de enfermedad, por lo que se necesitan mas estudios para aclarar su
significado. En la actualidad multiples estudios, trabajan sobre su potencial como objetivo

terapéutico tumoral (151).

Asi, la sobrexpresion estromal de CXCL12 y de NFKkB1, resultaron los tinicos factores
predictores de recidiva bioquimica, siendo importantes como factores predictores de
tiempo hasta la recidiva incluso solo con parametros de la biopsia antes de la
prostatectomia, si bien el nimero de casos es escaso y los indices de confianza amplios
por este escaso nimero de casos. Sin embargo, es un dato para tener en cuenta y merece
un estudio mas amplio para conocer posibles factores patologicos de recidiva bioquimica
y de este modo tener nuevas herramientas mas precisas para etiquetar aquellos pacientes
de alto riesgo y su tratamiento mas adecuado ya que en el momento actual la mayoria de
los pacientes con cancer de prostata que desarrollaran enfermedad metastasica debutan
con una enfermedad localizada de alto riesgo (279). Los enfoques de tratamiento varian
dentro de este grupo de hombres de alto riesgo y el tratamiento inicial Optimo para estos
pacientes aun no estd claro y es ampliamente debatido. Los cénceres de prostata
avanzados local y regionalmente representan una poblacion heterogénea de tumores con
riesgos variables de recidiva bioquimica y desarrollo metastasico después del tratamiento
(280). Aunque la monoterapia sola puede controlar adecuadamente un subconjunto de
estos canceres, las guias de practica clinica generalmente apoyan los enfoques de
tratamiento multimodal, que incluyen prostatectomia radical (PR) seguida de
radioterapia adyuvante (RT) o RT primaria con terapia adyuvante de privacion de
androgenos (TDA) asi como quimioterapia neoadyuvante y/o adyuvante, terapia
hormonal o terapia combinada quimio-hormonal. Sin embargo, el beneficio de la
quimioterapia o la terapia quimio-hormonal ain no se ha demostrado fuera del entorno
metastasico (281). Ademas, no se ha demostrado el beneficio de las terapias sistémicas

neoadyuvantes y / o adyuvantes en combinacion con la prostatectomia radical (279), lo
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que enfatiza la importancia de una mayor precision de clasificacion de estos enfermos
para mejores enfoques terapéuticos; en este sentido nuestros resultados en la expresion

de CXCL12 y de NFkp1 resultan prometedores y objeto de nuevos estudios.

Con todo, parece que el estroma tumoral alberga procesos profundos en la progresion
tumoral demostrando los resultados la heterogeneidad de los CAF en el CaP. Su atractivo
radica por su genoma mas estable que el de las células epiteliales y el estar presente en el
seno del propio carcinoma de los pacientes. El empleo en cultivos favorece la
identificacion de biomarcadores mas fiables en el CaP, y destacar el papel prometedor del
estroma en la carcinogénesis y una opcidén atractiva para futuras estrategias de

tratamiento.

Se espera que la terapia dirigida al compartimento estromal sea clinicamente
prometedora, y un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares subyacentes a las
interacciones entre el tumor y el estroma puede producir nuevas dianas terapéuticas para
el cancer de prostata. En definitiva, se requieren mas estudios para comprender
completamente las complejas interacciones entre las células cancerosas y el
microambiente tumoral, siendo el papel de los factores estromales cada vez méas destacado

en las estrategias futuras para abordar la enfermedad.

6.6 Limitaciones

La principal limitacion de nuestro trabajo es el pequefio tamafio muestral debido
especialmente a la compleja metodologia para el procesado del tejido obtenido durante el
cultivo celular. De todos modos, consideramos que el numero de casos es suficiente para
obtener datos fiables para verificar los objetivos establecidos. En una fase inicial se ha
optimizado el cultivo de estas células, proceso muy delicado por la facilidad de la
contaminacion del material obtenido por biopsia transrectal con la flora intestinal comun,
lo cual requiere una serie de pasos y procesos complejos que se han conseguido llevar a

cabo.

Por otro lado, dada la complejidad para obtener tejido tumoral prostatico de la pieza de
PR para cultivo, durante la fase de recogida de las muestras, realizamos biopsias de
prostata transrectales sistematicas. Para asegurar la obtencion de tejido, se recogieron

muestras pareadas durante la biopsia previa (figura 6, pagina 63) existiendo la posibilidad
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de que en la muestra para nuestro estudio no se presentase un carcinoma y si en la usada
para diagnostico. Esta dificultad junto con la contaminaciéon de la muestra, pueden
minimizarse mediante las biopsias transperineales dirigidas por fusion de iméagenes, ya
que son mucho mas precisas en la zona a biopsiar en los focos tumorales y las zonas

normales, y no ser a través del recto la contaminacion bacteriana es mucho menor.

Aunque en los pacientes con tumores localizados se utilizé la suma de Gleason de la
pieza de PR, en los pocos casos de tumores metastasicos empleamos la suma de Gleason
de la biopsia prostatica pudiendo no haber concordancia con la del tumor, por lo que

serian resultados menos precisos.
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7. Conclusiones







1-Expresion de los marcadores estromales de interaccion estroma epitelio y de

inflamacion:

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

de ninguno de los marcadores de estudio.

* A mayor estadio tumoral se demostré una menor expresion de CXCL14.

= Una suma de Gleason mas alta en la pieza de prostatectomia radical se asocid

significativamente con una disminucion de las expresiones de CDH11 e IL6.

2-Correlaciones entre la expresion de marcadores estromales en tumores

localizados:
Fueron significativas las correlaciones entre las expresiones de los siguientes factores:

= CDH11 con las de CXCL14, NFkBI1, IL6, STAT3
= CXCL12 con la de HSF1

= CXCL14 conlasde IL6 y STAT3

= HSPAIA con las de FAP y HSF1

= L6 conlade STAT3

3-Comparar la expresion en tumores localizados con la de los metastasicos y ambos

con la del tejido no tumoral:
* La expresion de IL6 aumentd respecto al tejido prostatico no tumoral. Por el

contrario, disminuy¢ la expresion respecto al tejido normal de IL17RB.

* En pacientes con tumores metastasicos, se encontraron aumentadas las mismas
expresiones que en los tumores localizados, es decir la de IL6, y disminuyd

igualmente su expresion respecto al tejido normal la de IL17RB.
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= No se encontraron diferencias en las expresiones de ninguno de los marcadores

analizados al comparar los tumores localizados con los metastasicos.

4-En el analisis de supervivencia, la sobreexpresion estromal de CXCL12 y NFkBI1,
asi como una menor expresion de FAP resultaron en el estudio univariable ser factores
clinicos predictores de recidiva bioquimica. En el analisis de regresion de Cox, solo la
sobreexpresion estromal de CXCL12 en el tejido de la biopsia de prostata resulté un

factor predictor de recidiva bioquimica.

5-En el estudio multivariable incluyendo los parametros patoldgicos de la pieza de
prostatectomia radical, solo la sobreexpresion estromal de CXCL12 y de NFkB1 en el
tejido de la biopsia de prostata, resultaron los tnicos factores predictores de recidiva

bioquimica.
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8.Significado

de nuestros resultados







Seguimos ante la incertidumbre de no poder clasificar con precision algunos de nuestros
pacientes con CaP para ofertarles el tratamiento mas individualizado posible. Ante un
screening masivo acabaremos diagnosticando y sobretratando pacientes con tumores de
bajo riesgo que, o bien no iban a dar problemas, o de darlos, su tratamiento y posteriores
secuelas se retrasarian a 10 anos o incluso mas. Por el contrario, de no hacerlo, muchos
tumores agresivos pueden hacer disminuir la supervivencia de estos enfermos.

Investigamos la forma de poder diagnosticar tumores de prostata de la forma menos
invasiva posible, ayuddndonos de todas las pruebas que retrasen o eviten la biopsia. Una
vez que tenemos la biopsia, junto con las caracteristicas clinicas del paciente ( PSA,
tacto), sabremos en muchos casos las mejores opciones terapéuticas; sin embargo, en
tumores de alto riesgo o riesgo intermedio ( ISUP 3, Gleason 4+3), seguimos necesitando
nuevos parametros para asi decidir, por ejemplo, a qué paciente no merece la pena
someterlo a una prostatectomia radical dado su mal pronostico, o por el contrario, cual se
beneficiara de un adyuvancia quimiohormonal previa; las opciones son multiples y
desgraciadamente atun existen dudas sobre qué terapias serdn las mas acertadas en cada
caso.

De este trabajo destacamos el estudio del estroma prostatico como fuente de marcadores
que sirvan para ayudar al diagndstico, para el pronostico incluso como dianas
terapéuticas. Nos centramos en cultivos celulares de fibroblastos del estroma prostatico
por sufrir importantes cambios durante la carcinogénesis y por ser una destacada fuente
de expresion de los marcadores estudiados.

A destacar entre los resultados obtenidos en el estudio:

e El hecho de que muchos tumores sobreexpresan marcadores estromales sin que se
relacione con elevaciones del PSA, nos lleva a pensar que la maquinaria molecular
del estroma implicada en la carcinogénesis parece no depender directamente de
androgenos, lo cual es muy importante a la hora de buscar nuevas vias de
desarrollo tumoral diferentes a las convencionales y que pudieran explicar en
fases avanzadas la progresion tumoral y la conversion en CPRC

e La sobreexpresion de CXCL12 y de NFkp1, resultaron predictores de recidiva
bioquimica, al incluir los datos de la prostatectomia radical

e Lo mas importante del estudio: la sobreexpresion de CXCL12 ya predice
un mal prondstico desde el momento de la biopsia. Es necesario hacer estudios

con mayor numero de casos, pero en esencia es lo que la uro-oncologia busca, un
marcador que haga diferente dos tumores iguales y, por tanto, que nos planteemos
dos tratamientos distintos ante casos que hoy en dia son iguales.
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e CXCL12 también se postula como diana terapéutica, ya que existe un antagonista
de su receptor, que inhibe el crecimiento tumoral y las metéstasis en modelos
animales y estd siendo estudiada en la actualidad su seguridad en pacientes.

Para que los “clinicos” podamos avanzar y ofrecer mejoras en la calidad asistencial a los
pacientes, es esencial la investigacion con nuevos estudios, con mas casos, que aporten
mas certeza a los conocimientos actuales.
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10. Anexos







10.1 ANEXO I

Nombre del Médico que le informa: ...................... i
Fecha: .......... ...

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO:

“CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DEL ESTROMA PROSTATICO
NORMAL, TUMORAL E HIPERPLASICO ESTUDIADO MEDIANTE
CULTIVOS CELULARES”

Se le solicita permiso para participar en el estudio de investigacion titulado:
“Caracteristicas diferenciales del estroma prostdtico normal, tumoral e hiperplasico
estudiado mediante cultivos celulares”, cuyo investigador principal es el Dr. Jesus M.
Fernandez 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
investigacion que pretendemos llevar a cabo con las muestras de su prostata si usted
finalmente nos lo autoriza mediante la firma de este Documento.

DESTINO DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO OBTENIDAS EN LA BIOPSIA

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

NATURALEZA DE LA INVESTIGACION

Lo que le solicitamos es utilizar esta otra parte de tejidos restante para realizar en ella
investigaciones que nos ayuden a comprender el papel que 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 estan compuestos de células
anomalas epiteliales, sino también de otros tipos de células aparentemente normales del
organismo, tales como fibroblastos, células de los vasos sanguineos o células
inflamatorias. Investigaciones recientes de nuestro Grupo de investigacion, y publicadas
recientemente en revistas cientificas internacionales, demuestran que los cambios que se
producen en el los estos fibroblastos pueden explicar parte de la progresion del tumor
prostatico y de la HPB, lo que puede constituir una base solida 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.
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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 traslacion a la préctica clinica. Ahora lo que
pretendemos en esta investigacion es caracterizar los fibroblastos y analizar con detalle
sus caracteristicas propias y su capacidad de influir sobre el crecimiento de células de la
HPB o del cancer de prostata 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 tendrén acceso a los mismos el investigador y su equipo de colaboradores,
asi como las autoridades sanitarias y/o miembros del Comité Etico de investigacion
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 proteccion de las personas fisicas en lo que respecta
al tratamiento de los datos personales, y a la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre,
de Proteccion de Datos de Caracter Personal y su normativa de desarrollo, entre la que se
encuentra el Real Decreto 994/1999, de 11 de junio, por el que se aprueba el Reglamento
de medidas de seguridad de los ficheros automatizados que contengan datos de ese
caracter.

COSTES/COMPENSACION

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

DERECHO A REHUSAR O ABANDONAR ESTE ESTUDIO

Usted no tiene ninguna obligacion de participar en este estudio. Su médico le
proporcionara los mismos cuidados y atencién 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 entrego este documento cualquier duda que le
pueda haber surgido.

Gracias por haberse planteado su participacion y por el tiempo dedicado a leer esta
informacion.
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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 intervencion quirtrgica y que
se utilizaran para el diagnostico anatomopatoldgico, en vez de ser destruido, pueda ser
utilizado para la investigacion que se indica en este documento.

Firma del paciente Firma del médico

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

FIrma . oo e eeeeeeeeeeeeeeeeereaeeeneneee e W DUNLL
Testigos:
NOIMDIE . e e e D.N.I

Firma del médico
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