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Quienes no se han formado en Quimica o Medicina tal vez no comprendan lo
verdaderamente arduo que es el problema del tratamiento del cancer. Es casi —y subrayo
el «casi»— tan dificil como encontrar un agente que disuelva el oido izquierdo, digamos, y
deje intacto el derecho. Asi de leve es la diferencia entre la célula cancerosa y su ancestro

normal.
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Resumen y Abstract IX

Resumen

El cancer de préstata (CaP) es una enfermedad multifocal heterogénea histoldgica y
molecularmente, tanto a nivel interindividual como intraindividual cuya biologia no esta bien
entendida. A partir del uso de muestras FFPE de prostatectomias radicales de diferentes grados de
lesion de 20 pacientes colombianos con CaP, se determiné cuantitativamente la expresion de ERG,
EZH2, NKX3.1y SPINK-1, y se determing la presencia/ausencia de la fusion TMPRSS2-ERG, para

evaluar con estos biomarcadores la multiclonalidad y su asociacion con subtipos del CaP.

La concordancia molecular por paciente, evaluada con las 5 alteraciones moleculares estudiadas,
mostré que 6 pacientes podrian presentar un origen monoclonal, con 2 pacientes con concordancia
completa y 4 pacientes con concordancia parcial, atribuida a la progresion de la enfermedad y no a

un origen multiclonal; mientras que 14 tuvieron un aparente origen multiclonal (70%).

34% de los focos evaluados presentaron la fusién, sin embargo, por la sobreexpresién de ERG,
60% de los casos se tomaron como ETS(+). La expresion alterada de EZH2, NKX3.1 y SPINK-1,
no fue excluyente entre ETS(+) y ETS(-); solo la ausencia de la fusion y una baja expresién de ERG
clasifico 40% de los casos en ETS(-), Al hacer la evaluacién por paciente, sélo se pudo hacer una
clasificacién de 70% ETS(+) vs 30% ETS(-).

Se encontrd que, tanto los bajos niveles de expresién de NKX3.1 como la aparicion de casos ETS
(+), presentan asociacion de forma significativa con el grado de displasia. Todas las alteraciones

son de aparicién temprana desde HGPIN.

La discordancia molecular multifocal intratumoral apoya el origen multiclonal del CaP vy resalta la
importancia de este tipo de andlisis en el prondéstico, apuntando hacia la busqueda de un posible
tratamiento personalizado del paciente, aunque los subtipos evaluados no presentaron patrones

homogéneos y excluyentes para dicha tarea.

Palabras clave: Cancer de préstata, Marcadores de tumores biolégicos, Heterogeneidad genética,

Evolucién Molecular, Tejidos embebidos, Prondstico.
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Abstract

Prostate cancer (PCa) is a histologically and molecularly heterogeneous multifocal disease, both, at
the interindividual and intraindividual levels, whose biology is not well understood. From the use of
FFPE samples of radical prostatectomies of different degrees of injury of 20 Colombian patients with
PCa, the expression of ERG, EZH2, NKX3.1 and SPINK-1 was determined quantitatively, and the
presence/absence of the fusion TMPRSS2-ERG was determined, to evaluate with these biomarkers

the multiclonality and its association with PCa subtypes.

Molecular concordance per patient, evaluated with the 5 molecular alterations studied, showed that
6 patients could present a monoclonal origin, with 2 patients with complete concordance and 4
patients with partial concordance, attributed to the progression of the disease and not to a multiclonal

origin; while 14 had an apparent multiclonal origin (70%).

34% of the foci evaluated presented the fusion, however, due to the overexpression of ERG, 60%
of the cases were taken as ETS(+). The altered expression of EZH2, NKX3.1 and SPINK-1, was not
exclusive between ETS(+) and ETS(-); only the absence of the fusion and a low expression of ERG
classified 40% of the cases in ETS(-). When the evaluation per patient was done, it could only do a
classification of 70% ETS(+) vs 30% ETS(-).

It was found that both the low levels of NKX3.1 expression and the appearance of ETS (+) cases
present a significant association with the degree of dysplasia. All alterations are of early onset from
HGPIN.

The intratumoral multifocal molecular mismatch supports the multiclonal origin of PCa and highlights
the importance of this type of analysis in the prognosis, pointing towards the search for a possible
personalized treatment of the patient, although the evaluated subtypes did not present homogenous

and exclusive patterns for this task.

Key words: Prostate cancer, Biological tumor markers, Genetic heterogeneity, Molecular evolution,

Embedded tissues, Prognosis.
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Introduccioén

De acuerdo con el informe de la Agencia Internacional para la Investigacion en Céancer
(IARC, por sus siglas en inglés), a nivel mundial el cancer de préstata (CaP) es el segundo
tipo de cancer con mayor incidencia y la quinta causa de muerte por cancer en hombres.
En Colombia, el CaP es el cancer con mayor incidencia y la segunda causa de mortalidad
por cancer en hombres (IARC 2018). El problema con el manejo de esta enfermedad es la
dificultad para estratificar apropiadamente el CaP entre casos indolentes o agresivos.
Muchos casos solo requieren manejo expectante y el tratamiento excesivo puede resultar
en una morbilidad significativa, sin embargo, también hay CaP que requiere tratamiento
con terapia hormonal, prostatectomia radical o radioterapia, y también CaP resistente a
andrégenos o CaP resistente a Castracion, que es el responsable de la mayor mortalidad
debida al CaP (Yu, Gulati, et al. 2010).

El CaP se presenta de manera multifocal con una heterogeneidad histopatolégica
caracteristica, por lo cual se desarroll6 el sistema de clasificaciéon de Gleason, que se
define como la suma de los dos patrones mas comunes de diferenciacion celular (Epstein
et al. 2005), que es muy usado a nivel clinico, pero no es suficiente para determinar el
pronostico de esta enfermedad. Por esta razén, los pat6logos informan sobre la
multifocalidad y las caracteristicas patolégicas de los focos tumorales independientes en

el estudio histopatologico del CaP (Huang et al. 2014).

Debido a la dificultad desde la clinica de discriminar entre los casos indolentes de los
agresivos, en los Ultimos afios la investigacion del CaP, como en otros tipos de cancer, se
ha centrado en la determinacién de biomarcadores moleculares que permitan establecer
subtipos que contribuyan a predecir la progresion de la enfermedad y respuesta a terapia,
siendo destacado el estudio realizado por el TCGA (The Cancer Genome Atlas) (Cancer

Genome Atlas Research Network, 2015).



2 Introduccién

En la mayoria de los estudios, incluyendo el realizado por el TCGA, aproximadamente el
50% de los casos de CaP, presentan fusiones recurrentes principalmente entre el gen
regulado por andrégenos, TMPRSS?2 y el factor de transcripcion que pertenece a la familia
ETS, ERG, y esta fusion conduce a una sobreexpresion de ERG, por lo que la
determinacion de los subtipos moleculares comienza a partir de la presencia/ausencia de
este ETS(+)/ETS(-)(Tomlins et al. 2005).

La pérdida de expresion del gen supresor tumoral NKX3.1 y el incremento de la expresion
de EZH2 se han asociado con CaP ETS(+) de mal pronéstico (Bowen et al. 2000,
Varambally et al. 2002, Kunderfranco et al. 2010, Lapointe et al. 2007, Borno et al. 2012,
Melling et al. 2015). Sin embargo, también se ha encontrado que los niveles de mRNA de
EZH2 pueden ser significativamente mayores en ETS(-) con respecto a los ETS(+), debido
a una mayor alteracion de eventos epigenémicos en los ETS(-) (Bérno et al. 2012), aunque
en ambos casos, ETS(+)/ETS(-), la sobreexpresién de EZH2 implica un mal prondstico,

pero significativamente mayor en los ETS(-) (Melling et al. 2015).

La proteina codificada por SPINK-1 es un inhibidor de tripsina, que puede funcionar como
un factor de crecimiento autocrino, que se secreta de células acinares pancreaticas en el
jugo pancreatico, que se sobreexpresa especificamente en un subconjunto de canceres
ETS(-) (Paju et al. 2007, Tomlins et al. 2008) y se asocia con una disminucion de la
supervivencia (Ateeq et al. 2011), aunque su papel la carcinogénesis del CaP no esta bien
definido.

Como se ha mencionado anteriormente, el CaP es una enfermedad multifocal, lo que
supone un reto mas complejo en la tarea de dilucidar la carcinogénesis del CaP, puesto
gue la presencia de diferentes origenes focales de la enfermedad se han asociado con
heterogeneidad molecular y patolégica, tanto en cada paciente como entre diferentes
pacientes (Wei et al. 2017), que podria asociarse con un origen multiclonal del CaP. Hasta
el momento los estudios han demostrado que las metastasis tumorales anatémicamente
distintas de CaP se derivan de un Unico clon progenitor, sin embargo en el CaP primario
hace falta una mayor investigacion para entender de una mejor forma su compleja

dinamica.



Introduccién 3

En este estudio se evaluod la presencia de fusiones cromosémicas ETS (TMPRSS2-ERG)
y el nivel de expresion de los genes ERG, NKX3.1, EZH2 y SPINK-1, en muestras de tejido
fijado en formalina y embebido en parafina (FFPE, por sus siglas en inglés) en al menos 4
0 6 focos con diferentes grados de lesién (incluyendo HGPIN y ganglio), en 20 pacientes
con mal prondstico de CaP (metastasico o resistente a castracion), para definir el origen
clonal del CaP intratumoral a partir de la determinacion de la concordancia molecular de
las cinco alteraciones moleculares evaluadas entre los diferentes focos y grados de lesion
por paciente, teniendo en cuenta también la evolucién de la enfermedad como factor de
discordancia, con el fin de contribuir al entendimiento del origen de la heterogeneidad en
el proceso de carcinogénesis de la enfermedad.






1.Planteamiento del problema

1.1. Descripciéon del problema

De acuerdo al informe de la IARC, a nivel mundial el cancer de préstata (CaP) es el
segundo tipo de cancer con mayor incidencia y la quinta causa de muerte por cancer en
hombres. En Colombia, el CaP es el cancer con mayor incidencia y la segunda causa de
mortalidad por cancer en hombres (IARC 2018). El control del cancer implica un
conocimiento integral de los procesos de carcinogénesis que llevan al desarrollo de este.
En algunos tumores se conoce bastante de este proceso (como en el cancer de colon),

mientras que en otros, como es el caso del CaP aln no se sabe lo suficiente.

No existe en la actualidad una herramienta adecuada que permita diferenciar pacientes
con CaP de mal pronéstico de aquellos con enfermedad indolente que solo deberian tener
un seguimiento controlado. El principal medio de determinacion del tratamiento apropiado
para un paciente con CaP se basa en la clasificacion de Gleason, una evaluacion de su
heterogeneidad morfol6gica que esta fuertemente relacionada con el prondstico. A pesar
de la estrecha asociacion de la clasificacion de Gleason al comportamiento del tumor, la
relacion de la heterogeneidad morfolégica y la heterogeneidad molecular no ha sido
dilucidada(lrshad et al. 2013, Kovtun et al. 2013, Sowalsky et al. 2013).
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1.2. Formulacién del problema

Los estudios moleculares del CaP han revelado numerosas alteraciones recurrentes del
DNA, principalmente complejas redes de reordenamientos cromosomicos, que puede
resultar cuando extremos rotos de DNA se barajan y se vuelven a ligar el uno al otro en
una configuracién novedosa, que desregulan genes implicados en el desarrollo de la
préstata, la modificacién de la cromatina, la regulacion del ciclo celular y la sefializacion de
andrégenos, entre otros procesos (Baca and Garraway 2012, Baca et al. 2013).

En los ultimos afios el estudio del CaP esta apuntado hacia la determinacién de aparentes
eventos moleculares excluyentes en la evolucion del CaP, que podrian estar
representando eventos tempranos y divergentes que direccionan el curso de la
enfermedad (Barbieri et al. 2012). Varios autores postulan que clasificar los CaP de
acuerdo a estas alteraciones moleculares ayudaria a comprender la gran variabilidad de
la enfermedad e identificar subtipos homogéneos asociados con el riesgo y tal vez
susceptibles de terapias dirigidas (Tomlins et al. 2015, Cancer Genome Atlas Research
Network 2015, Barbieri et al. 2013).

El CaP se manifiesta con la presencia de multiples focos (separados anatomicamente por
tejido benigno o de hiperplasia benigna prostatica), en muchos casos con diferentes grados
de lesién en un mismo Organo prostatico, segin manifiesta la escala de Gleason. Sin
embargo, no queda claro si los focos tumorales pueden surgir como clones independientes
y en caso afirmativo, en qué medida la heterogeneidad molecular y patoldgica, entre estos
clones es un factor determinante de la historia natural de la enfermedad (Barbieri,
Demichelis, and Rubin 2014).
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1.3. Hipétesis

Ho: En el CaP, de un mismo individuo, los diferentes focos tumorales tienen todos los

mismos tipos de alteraciones genéticas y corresponden a un solo subtipo molecular.

Ha: En el CaP, de un mismo individuo, los diferentes focos tumorales tienen diferentes

alteraciones genéticas (origen multiclonal) asociadas a diferentes subtipos moleculares.

1.4. Justificacion

El CaP es un cancer muy frecuente en nuestro pais y desde el punto biol6gico se
caracteriza por ser heterogéneo histolégica y molecularmente, no solamente entre los
individuos, sino también a nivel de los muiltiples focos originados en la glandula prostética
de un solo individuo. Cuando se analiza y cuantifica la heterogeneidad tumoral molecular,
los estudios a menudo sélo se basan en el analisis de un foco por paciente y los CaP se
clasifican en un subtipo molecular. Sin embargo, un segmento de tejido no puede

representar completamente la biologia de un cancer multifocal.

La evaluacion de distintos focos con diferentes grados de lesion en un mismo paciente
(Minner et al. 2013, Fontugne et al. 2016), incluyendo la lesién precursora HGPIN, con la
cual también se han encontrado discordancias entre diferentes focos de una misma
prostata (Cheng et al. 1998, Bostwick et al. 1998) y metastasis, en cuanto a la presencia
de alteraciones moleculares, pueden aportar informacion valiosa al entendimiento del
proceso de carcinogénesis de ésta enfermedad y el origen clonal de multiples focos,
aunque esto esta actualmente en investigacion en otros paises, en nuestro pais no existen
publicaciones que demuestren que este tema esta siendo abordado y se considera que
puede ser importante para contribuir al conocimiento del CaP. Datos recientes han

sugerido que en un paciente dado, un solo clon es responsable para la dispersion de todos
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los focos metastasicos, lo que sugiere que la identificacion del clon "letal" es de suma
importancia (Liu et al. 2009, Haffner et al. 2013, Sowalsky et al. 2013).

En este estudio se propone buscar si de alguna manera el panorama genético que puede
estar definiendo la heterogeneidad del CaP multifocal y si, éste puede ser organizado a
partir de una clasificacion molecular, que permita dilucidar los pasos en la historia natural
del CaP, desde el inicio de la enfermedad hasta la progresién, metastasis, aparicion de
resistencia al tratamiento, y la muerte, tema que no ha sido abordado en nuestro pais.



2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Caracterizar algunas alteraciones moleculares de CaP (presencia/ausencia de rearreglos
cromosémicos TMPRSS2-ERG y los niveles de expresion de SPINK-1, EZH2, NKX3.1y

ERG) en diferentes focos de un mismo individuo para determinar su origen clonal.

2.2 Objetivos especificos

¢ Identificar los niveles de expresion de NKX3.1, EZH2, SPINK-1 y ERG, ademés de
determinar la presencia/ausencia del gen de fusion TMPRSS2- ERG, en tejido sano,
HGPIN y tumoral, en diferentes focos de tejidos de prostata de pacientes con cancer.

e Analizar el grado de concordancia de las alteraciones moleculares entre los focos que
permita establecer el origen clonal.

e Determinar si dichas alteraciones podrian definir diferentes subtipos moleculares del
CaP.

Analizar si existe asociacion entre la presencia o ausencia de las alteraciones moleculares

estudiadas y el grado de diferenciacién del foco






3.Marco teodrico

3.1. Generalidades del cancer de préstata
3.1.1. Préstata normal

En principio, para hablar de CaP es necesario empezar por conocer la prostata normal. La
préstata es una glandula exocrina y apocrina que rodea la uretra en la base de la vejiga,
parte del sistema reproductor masculino y produce importantes componentes del liquido
seminal. La préstata se divide en 3 zonas: periférica, transicional y central (McNeal,
Redwine, et al. 1988). Es importante destacar que la zona periférica mas externa ocupa la
mayor parte del volumen prostatico, y alli se originan la mayoria de los CaP, razones que
muestran la importancia de examinar la glandula a través del tacto rectal. Por el contrario,
la hiperplasia prostética benigna surge en la zona de transicion y es una condicién en la
cual la glandula prostatica esta agrandada y no hay CaP. A nivel histolégico, la prostata
consiste en un epitelio pseudo-estratificado con tres tipos de células epiteliales

diferenciadas: luminales, basales y neuroendocrinas (Schalken and van Leenders 2003).

Los andrégenos circulantes son esenciales para el desarrollo normal de la préstata, asi
como para el desarrollo del CaP a través de sus interacciones con el receptor de
andrégenos (AR por sus siglas en inglés) (Figura 1). ElI AR es un factor de transcripcion
gue regula la expresion génica dependiente de andrégenos. El AR se activa por la union
de alta afinidad de la testosterona o su metabolito reducido, la dihidrotestosterona (DHT),
un andrégeno mas potente requerido para el desarrollo del tracto reproductivo masculino.
En ausencia del ligando, el AR permanece inactivo en el citoplasma por su unién a
proteinas de choque térmico. Cuando el andrégeno se une al AR, las proteinas de choque
térmico se disocian del complejo, permitiendo la dimerizacion y activacion del AR, el cual
se trasloca al nacleo, donde se une a secuencias de reconocimiento especificas conocidas

como elementos de respuesta androgénica (ARE) en el promotor y las regiones
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potenciadoras de genes diana especificos de la prostata como PSA y TMPRSS2,
manteniendo el fenotipo epitelial de préstata diferenciado (Green, Mostaghel, and Nelson
2012).
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Figura 1. Mecanismo de accién androgénica en la célula blanco. La testosterona circula en la
sangre unida a la albumina (no se muestra) y/o la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG).
La testosterona libre entra en las células de la préstata y se convierte en dihidrotestosterona (DHT)
por la accion de la enzima 5-a reductasa. En el citoplasma, la union de DHT al receptor de
andrégenos (AR) induce la disociacién de las proteinas de choque térmico (HSPs) y la fosforilacion
del receptor. El AR se dimeriza y puede unirse a elementos de respuesta a andrégenos en las
regiones promotoras de los genes diana. Los coactivadores (como ARA70) y los corepresores (no
mostrados) también se unen al complejo AR-DHT, facilitando o previniendo, respectivamente, su
interaccién con el aparato de transcripcion general (GTA). La activacién o represién de los genes
diana conduce a respuestas biolégicas que incluyen el crecimiento, la supervivencia y la produccién
de antigeno prostatico especifico (PSA). No se muestran las posibles acciones de andrégenos
independientes de la transcripcion. Tomado de Feldman and Feldman 2001.
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3.1.2 Carga de la enfermedad

El CaP es un problema de salud publica puesto que de acuerdo al informe del IARC a nivel
mundial es el segundo tipo de cancer con mayor incidencia y la quinta causa de muerte
por cancer en hombres. En Colombia, es el CaP es el cancer con mayor incidencia y la

segunda causa de mortalidad por cancer en hombres (IARC, 2018).

Segun las cifras del grupo de Vigilancia Epidemiolégica del Instituto Nacional de
Cancerologia, los departamentos con mayor tasa de incidencia por edad (TAE x 100.000),
registrada entre el 2000 y el 2006, de forma descendente fueron San Andrés y Providencia,
Atlantico, Valle del Cauca, Bogota D.C, Bolivar y Chocé (INC-ESE 2006). A partir de la
informacion publicada por el DANE después del censo del 2005, se concluye que la
mayoria de estos departamentos (excepto Bogotd) tienen predominio de poblacion
afrodescendiente, que es reconocida como un factor de riesgo no modificable para CaP
(DANE 2005, INC-ESE 2006, Pardo et al. 2017). Por otro lado las regiones colombianas
en las que la incidencia es mas baja son: Amazonas (TAE 13,9 x 100.000), Putumayo (TAE
22,9 x 100.000), Narifio (TAE 26,2 x 100.000), Caqueta (TAE 29,1 x 100.000) y Guajira
(TAE 32,6 x 100.000) haciendo la salvedad que con excepcion de Narifio y la Guajira, estos
departamentos tienen menos del 10% de su poblacién afrocolombiana (INC-ESE 2006,
Pardo et al. 2017).

En Colombia, el CaP ocup6 el segundo lugar entre las muertes ocasionadas por cancer en
hombres durante el periodo 2007 a 2011, con una tasa estandarizada por edad de 11,9 x
100.000 hombres. La tasa nacional de mortalidad por CaP ajustada por edad se ha definido
entre 12,4 x 100.000 hombres y 11,0 x 100.000 hombres. Las edades con mayor afectacion
son las que superan los 65 afios durante todo el decenio, seguida por el grupo entre los
55y 64 afios de edad (INC-ESE 2006). La tendencia con respecto a la mortalidad por CaP
es preocupante, por cuanto se ha triplicado durante los ultimos treinta afios, lo cual implica
cerca de 2.400 defunciones al afio, sobre todo en mayores de 70 afios (COLCIENCIAS
and INC-ESE 2013).
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3.1.3 Factores de riesgo del cancer de prostata

En la mayoria de los casos, el CaP es una enfermedad multifactorial. Lo mas frecuente es
gue sea esporadica, pero alrededor de un 15% de los casos se pueden explicar por
asociaciones familiares y/o hereditarias (Abouassaly et al. 2012), y se ha visto que entre
mas cercano sea el antecedente familiar, un mayor nimero de familiares afectados y a una
edad de presentacién mas temprana (< 55 afios), mayor sera el riesgo (Carter et al. 1992).
Esta claramente definido que tener padre, hermano o mas de 2 familiares en primer grado
de consanguinidad con CaP, aumenta el riesgo en 2,17, 3,37 y 5,08 veces,
respectivamente (Zeegers, Jellema, and Ostrer 2003). Se han encontrado asociaciones y
un mayor riesgo en pacientes con presencia de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2,
asi como mutaciones en el gen HPCL1 (gen del CaP, por sus siglas en inglés) (Struewing
et al. 1997).

A la fecha, el principal factor de riesgo es la edad, ya que la posibilidad de presentar CaP
va aumentando a medida que una persona envejece, siendo del 2% en menores de 50
afos y del 63% después de los 65 afios. Asi mismo, en estudios de autopsias se han
encontrado focos microscopicos en el 30% de los hombres en la cuarta década de vida y

asciende a méas de 75% en mayores de 85 afios (Abouassaly et al. 2012).

Otro factor de riesgo claramente establecido es la raza. Se conoce que los pacientes de
raza negra tienen una mayor incidencia, aproximadamente del 50%, y una mortalidad 2,5
veces superior a los de raza blanca; los latinos tienen una incidencia 13% menor con una
mortalidad 17% menor (ACS 2019).

Ambientalmente se han encontrado asociaciones débiles con el componente nutricional
relacionadas con la distribucion geogréfica. Se ha visto en estudios poblacionales que las
dietas ricas en grasas y productos lacteos podria aumentar el riesgo de CaP, asi mismo,
a mayor indice de masa corporal se aumentaria la incidencia y el riesgo de CaP de peor
prondstico. Esto podria explicarse por vias moleculares similares a las de la resistencia a
la insulina (Renehan et al. 2008, Spratt et al. 2013, Price et al. 2012).
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3.1.4 Tamizacion y deteccidén temprana

En 1994, la Food and Drug Administration (FDA) aprob6 el uso del analisis del PSA en
combinacién con el examen digital del recto (DRE, por sus siglas en inglés) para examinar
si hombres asintomaticos presentan CaP (Oh WK 2003, el-Shirbiny 1994). El analisis del
PSA junto con el DRE se ha empleado como estrategia de deteccién temprana del CaP en
hombres mayores de 50 afios en Colombia (COLCIENCIAS and INC-ESE 2013).

e DRE

El DRE consiste en la palpacion de dicha glandula, a través de un tacto rectal, en busca
de un crecimiento anormal y/o cambios en la consistencia. Se utiliza para determinar si
una lesién es palpable y asi se puede efectuar la estadificacion local de la enfermedad
(clinica estadio T) con una sensibilidad del 33% (Thompson et al. 1984). Sin embargo,
debido a su escasa sensibilidad y falta de reproducibilidad, el DRE puede tanto
sobreestimar como subestimar la extension de la enfermedad. El tacto rectal se puede
utilizar en combinacion con otros parametros para ayudar a predecir la extension del tumor
(McDougal et al. 2011).

e Antigeno prostatico especifico

El PSA es una glicoproteina cuya sintesis es exclusiva de la prostata cuya funcién es
disolver el coagulo seminal. Una parte de este PSA pasa a la circulacion sanguinea.
Precisamente este PSA que pasa a la sangre es el que se mide para el diagnéstico,
pronéstico y seguimiento del cancer (el-Shirbiny 1994). Con la introduccién del PSA en la
década de los noventa, como prueba de deteccion temprana, se presenté un cambio
importante en el estadio de presentacion del CaP, disminuyendo el diagnostico de cancer
metastésico del 16% a menos del 1% (segun datos norteamericanos). Adicionalmente, la
supervivencia a 5 afios cambié de 75% a mas del 99% desde la década de los ochenta al
afio 2000, y la mortalidad especifica por cancer disminuyé un 33% aproximadamente
(Nogueira, Corradi, and Eastham 2009).
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En general se considera que valores <4ng/mL son normales, pero es importante saber que
los valores normales de PSA pueden variar significativamente segun la edad, raza y
volumen de la préstata (Jacobsen et al. 2012). Por ejemplo, por cada mililitro de aumento
del volumen prostético, el PSA puede aumentar un 4%. Es asi que la variabilidad por
volumen es del 30% y por edad del 5%. En caso de anormalidad se debe hacer una
verificacion con una nueva muestra 4 semanas despueés, idealmente en el mismo
laboratorio, ya que éste puede elevarse falsamente por alguna manipulacion prostética y
existe una variabilidad del 20-25% de la prueba entre diferentes laboratorios. Es por esto
gue los valores deben ser interpretados individualmente para cada paciente (Jacobsen et
al. 2012).

Por todo lo anterior, se han disefiado multiples estrategias para tratar de convertir este
marcador en uno mas dinamico y asi tomar la decisidn de realizar una biopsia de proéstata,
con una probabilidad mayor de deteccion de CaP, tratando de aumentar la sensibilidad
especialmente en pacientes mas jovenes y aumentar la especificidad en pacientes de edad
mas avanzada, con el fin de llevar a tratamientos mas agresivos en los primeros y mas
conservadores a los Udltimos. Dentro de estas estrategias, las mas conocidas son: la
velocidad del PSA, la relacion del PSA libre/total, la densidad de PSA y el PSA ajustado a
la edad. Cabe anotar que estas estrategias no tienen el soporte cientifico ideal. Se
recomienda aplicar estas estrategias después de una primera biopsia negativa
(COLCIENCIAS and INC-ESE 2013).

En Colombia no se recomienda la tamizacion organizada poblacional en CaP. A partir de
la opinién del consenso nacional de expertos, se recomienda la tamizacion de oportunidad
como estrategia de deteccion temprana del CaP en hombres mayores de 50 afios,
asintomaticos, que acudan a consulta médica por diferentes causas, y consiste en la
combinacion de PSA ajustado para la edad y tacto rectal en una frecuencia no inferior a 5
aflos y previa explicacion de los potenciales riesgos y beneficios para el paciente,
promoviendo una toma de decisiones concertada. En los pacientes en quienes se registre
un primer nivel de PSA alterado acorde con la edad, en presencia de tacto rectal normal,
se recomienda la repeticion de la prueba en el curso de los siguientes 6 meses (Galan,
Puerto, and Villareal 2015).
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La Asociacion Americana de Céancer realizo una revision sistematica de la literatura sobre
el rendimiento del PSA, encontrando que con disminuir el valor de corte de 4 ng/mL a 3
ng/mL, se presentaba un aumento de la sensibilidad y ligero aumento de la tasa de
deteccidn de cancer, pero a costa de disminucion en la especificidad y valor predictivo
negativo (Wolf et al. 2010). En general la sensibilidad de la prueba con un punto de corte
de 4,0 ng/mL es del 21% para cualquier cancer y 51% para canceres agresivos de alto
grado. Con éste mismo punto de corte la especificidad es del 91%. Con respecto al valor
predictivo positivo con punto de corte de 4,0 ng/mL o mayor es del 30%. Esto quiere decir
que en 1 de 3 individuos con PSA elevado, se detectara un CaP en la biopsia (Meigs et al.
1996).

Existen estudios que controvierten la tamizacion con PSA como el Estudio Europeo
aleatorizado de tamizacion para CaP y Estudios de tamizacion para CaP, pulmon, colon-
recto y ovario realizado en Estado Unidos (Schroder et al. 2009, Schroder et al. 2012,
Andriole et al. 2012, Crawford et al. 2011). El primer estudio, avala y sugiere el efecto
benéfico de la tamizacién en la patologia prostatica pero no permite aclarar los periodos y
edades de intervencion (Schroder et al. 2009, Schroder et al. 2012), mientras que el
segundo estudio (Andriole et al. 2012, Crawford et al. 2011) evidencié un aspecto
importante que fue la identificacion de los efectos secundarios de las biopsias de prostata,
no siendo esta la causa de no recomendarla, pero si la baja especificidad del PSA para
encontrar biopsias positivas, que para este grupo investigador es inaceptable usarlo en un

contexto de tamizacién basado en la poblacion.

3.1.5 Diagnostico histopatoldgico-Sistema de Gleason

e Tumor dominante/indice

Desde 1935, Moore habia reconocido que los carcinomas prostaticos son a menudo
multifocales (Andreoiu and Cheng 2010), lo cual hace que el andlisis histopatologico de
este tipo de tumores sea un proceso bastante dispendioso, debido a esta heterogeneidad.
Generalmente consiste en un tumor dominante (o indice) y uno o varios tumores mas
pequefios separados. El tumor dominante/indice (McNeal, Price, et al. 1988) en los
tumores multifocales se refiere al foco tumoral de mayor tamafio, que se correlaciona con

los parametros patoldgicos importantes desde el punto de vista prondstico (volumen
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tumoral, puntuacién de Gleason, extension extracapsular, invasién de la vesicula seminal
y parametros de estadificacién). Esto se cumple en la mayoria de los casos (88,7%); sin
embargo, estos parametros patolégicos adversos a veces no se observan en el tumor
dominante, sino en focos secundarios de menor volumen en un namero significativo de
casos (11,3%), por lo que los patdlogos informan sobre la multifocalidad y las
caracteristicas patologicas de todos los focos tumorales independientes en los estudio
histopatol6gicos de CaP (Huang et al. 2014).

e Puntuacion de Gleason para la determinacién de los grados del cancer de

préstata

Debido a la multifocalidad del CaP, se estableci6 el sistema de Gleason con el cual se
hace una determinacion de diferentes grados de diferenciacién del CaP (Epstein et al.
2005). Inicialmente, el pat6logo observa como se disponen las células cancerosas en la
préstata y asigna una puntuacién en una escala de 3 a 5 a cada foco, esto es conocido
como el patrén de Gleason (GL), los cuales a menudo comprenden patrones de

diferenciacion diferentes que reflejan la heterogeneidad del CaP. (Figura 2).

Figura 2. Sistema de clasificacion histopatologica de Gleason. A. Sistema de patrones de
Gleason de 2005. Patrones de Gleason del mas diferenciado (1) al menos diferenciado (5). Tomado
de (Epstein et al. 2005)
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Posteriormente, el patdlogo determina los dos GL mas frecuentemente encontrados y la
sumatoria de estos se denomina puntaje de Gleason (PG), que esta entre 6 y 10. Las
puntuaciones de Gleason de 5 0 menos no se usan. La puntuacion de Gleason mas baja
es 6, que es un cancer de grado bajo. Una puntuacion de Gleason de 7 es un cancer de
grado medio, y una puntuacion de 8, 9 0 10 es un cancer de grado alto. Un cancer de grado
mas bajo crece mas lentamente y tiene menos probabilidades de diseminarse que un

cancer de grado alto.

Gleason X: la puntuacién de Gleason no se puede determinar.
Gleason 6 o inferior: las células estan bien diferenciadas, lo cual significa que
tienen un aspecto similar a las células sanas.

v Gleason 7: las células estan moderadamente diferenciadas, lo cual significa
gue tienen un aspecto algo similar a las células sanas.

v Gleason 8, 9 0 10: las células estan poco diferenciadas o no diferenciadas, lo

gue significa que tienen un aspecto muy diferente a las células sanas.

Los médicos analizan la puntuacion de Gleason ademas del estadio para ayudar a
planificar el tratamiento. Por ejemplo, la vigilancia activa puede ser una opcién para un
paciente con un tumor pequefio, un nivel bajo de PSA y una puntuacién de Gleason de 6.
Los pacientes con una puntuacion de Gleason mas alta podrian necesitar un tratamiento

mas intensivo, incluso si el cancer no es grande o no se ha diseminado.

Desde el 2016 las puntuaciones de Gleason se agrupan en grupos de grados simplificados
(Epstein et al. 2016):

Grupo de grado 1 = Gleason 6
Grupo de grado 2 =Gleason3+4 =7
Grupo de grado 3 =Gleason4+3=7

Grupo Gleason 4 = Gleason 8

AN NN

Grupo Gleason 5 = Gleason 9 0 10
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3.1.6 Estadificacion

Segun la “American Society of Clinical Oncology” ((ASCO) 2018), la determinacién del
estadio es una manera de describir donde esta ubicado el cancer, si se ha diseminado o
hacia donde y si esté afectando otras partes del cuerpo. Los médicos utilizan pruebas de
diagnéstico para determinar el estadio del cancer, de manera que es posible que la

estadificacién no se establezca hasta que se hayan realizado todas las pruebas.

La determinacion del estadio del CaP también implica el andlisis de los resultados de las
pruebas para determinar si el cancer se disemind desde la préstata a otras partes del
cuerpo. Conocer el estadio ayuda al médico a decidir cuél es el mejor tratamiento y puede
ayudar a predecir el pronéstico de un paciente, es decir, la probabilidad de recuperacion.

Los tipos de determinacién del estadio del CaP son dos:

v' Estadio clinico. Esto se basa en los resultados del DRE, el andlisis del PSA 'y la
puntuacion de Gleason. Los resultados de estas pruebas ayudaran a determinar si
las radiografias, las gammagrafias Oseas, las exploraciones por tomografia
computarizada o las imagenes de resonancia magnética también son necesarias.
Si las exploraciones son necesarias, pueden aportar mas informacion para ayudar
al médico a determinar el estadio clinico.

v Estadio patoldgico. Esto se basa en la informacién que se obtiene durante la
cirugia y en los resultados de laboratorio, referidos como patologia, del tejido
prostatico extirpado durante la cirugia. La cirugia, con frecuencia, incluye la
extirpacion de toda la préstata y de algunos ganglios linfaticos. El examen de los
ganglios linfaticos extirpados puede proporcionar mas informacion del estadio

patolégico.

e Sistema TNM de determinacién del estadio

Una herramienta que los médicos utilizan para describir el estadio es el sistema TNM.
Los médicos utilizan los resultados de las pruebas de diagnostico y las exploraciones

para responder a las siguientes preguntas ((ASCO) 2018):
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v' Tumor (T): ¢Qué tan grande es el tumor primario? ¢ Donde esta ubicado?

v' Ganglio (Node, N): ¢el tumor se ha diseminado a los ganglios linfaticos? De ser
asi, ¢a donde y cuantos?

v Metéstasis (M): ¢el cdncer ha hecho metéstasis en otras partes del cuerpo? De

ser asi, ¢en donde y en qué medida?

Los resultados se combinan para determinar el estadio del cancer de cada persona. Hay
5 estadios: el estadio 0 (cero) y los estadios | a IV (1 a 4). El estadio es una forma frecuente
de describir el cancer, de manera que los médicos puedan planificar de forma conjunta los

mejores tratamientos.

Tumor (T): Mediante el sistema TNM, se utiliza la “T” mas una letra o nimero (0 a 4) para
describir el tamafio y la ubicacion del tumor. Algunos estadios también se dividen en grupos
mas pequefios que ayudan a describir el tumor ain con mas detalle. A continuacion, se
incluye informacion sobre los estadios especificos del tumor. Si se determina que el tumor
esta en un estadio clinico, a menudo se expresa como cT. Si se determina que esta en un

estadio patolégico, se expresa como pT.

T clinico:
TX: no se puede evaluar el tumor primario.
TO (T mas cero): No hay evidencia de cancer en la préstata.
T1: el tumor no puede sentirse durante un DRE y no se observa durante las pruebas por
imagenes. Se puede encontrar al hacer una cirugia por otra razén, por lo general para la
BPH, o por un crecimiento anormal de las células no cancerosas de la préstata.
v/ Tla: el tumor se encuentra en el 5 % o menos del tejido prostatico extirpado en
la cirugia.
v/ T1b: el tumor se encuentra en mas del 5 % del tejido prostéatico extirpado en la
cirugia.
v' Tlc: el tumor se encontré durante una biopsia con aguja, en general porque el
paciente tenia un nivel elevado de PSA.
T2: el tumor se encuentra en la préstata Unicamente, no en otras partes del cuerpo. Es lo
suficientemente grande como para palparlo durante un DRE.

v T2a: el tumor compromete la mitad de un lado de la prostata.
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v' T2b: el tumor compromete més de la mitad de un lado de la prostata, pero no
ambos lados.

v' T2c: el tumor ha crecido a ambos lados de la préstata.

T3: el tumor ha crecido a través de la prostata, en uno de los lados y hacia el tejido justo
en la parte externa de la prostata.

v' T3a: el tumor ha crecido a través de la prostata, ya sea en uno 0 en ambos
lados de la prostata. Esto se denomina extension extraprostatica (extraprostatic
extension, EPE).

v' T3b: el tumor invadié la(s) vesicula(s) seminal(es), el (los) conducto(s) que
transporta(n) semen.

T4: el tumor esta fijo o esta creciendo hacia el interior de estructuras adyacentes distintas
de las vesiculas seminales, como el esfinter externo, la parte de la capa muscular que

ayuda a controlar la miccion; el recto; la vejiga, los masculos elevadores o la pared pélvica.

T patologico
No existe clasificacion en TX, TO o T1 para el estadio patoldgico del CaP.
T2: el tumor se encuentra solo en la prostata.
T3: hay EPE. El tumor ha crecido a través de la prostata, en uno o en ambos lados de la
préstata.
v T3a: hay EPE o el tumor ha invadido el cuello de la vejiga.
v T3b: el tumor ha crecido en la(s) vesicula(s) seminal(es).
T4: el tumor esta fijo o esta creciendo hacia el interior de estructuras adyacentes distintas
de las vesiculas seminales, como el esfinter externo, la parte de la capa muscular que

ayuda a controlar la miccion; el recto; la vejiga, los masculos elevadores o la pared pélvica.

Ganglio (N): La “N” en el sistema de determinacion del estadio TNM corresponde a la
abreviatura de ganglios linfaticos. Estos 6rganos minasculos, con forma de frijol, ayudan a
combatir las infecciones. Los ganglios linfaticos que estan cerca de la préstata en el area
pélvica se denominan ganglios linfaticos regionales. Los ganglios linfaticos ubicados en
otras partes del cuerpo se denominan ganglios linfaticos distantes.

NX: no se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

NO (N mas cero): el cancer no se diseminé a los ganglios linfaticos regionales.
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N1: el cancer se disemin6é a uno o varios de los ganglios linfaticos (pélvicos) regionales.

Metéstasis (M): La “M” en el sistema TNM indica si el CaP se diseminé a otras partes del
cuerpo, como los pulmones o los huesos. Esto se denomina metastasis a distancia.
MX: no se puede evaluar la metéstasis a distancia.
MO (M mas cero): la enfermedad no ha hecho metastasis.
M1: hay metdstasis a distancia.
v Mla: el cancer se disemindé a uno o varios de los ganglios linfaticos no
regionales o distantes.
M1b: el cancer se diseminé a los huesos.
M1lc: el cancer se diseminé a otra parte del cuerpo, con o sin diseminacion al

hueso.

Los médicos asignan el estadio del cancer combinando las clasificaciones T, Ny M. Los

estadios también incluyen el nivel del PSA y el grupo de grado de Gleason.

Estadio I: el cancer en este estadio inicial, normalmente, tiene un crecimiento lento. El
tumor no se puede palpar y comprende la mitad de un lado de la préstata o incluso menos
gue eso. Los niveles del PSA son bajos. Las células cancerosas estan bien diferenciadas,
lo que significa que se ven como células sanas (cTla—cT1c o cT2a o pT2, NO, MO, el nivel

del PSA es menor a 10, grupo de grado 1).

Estadio II: el tumor se encuentra solo en la prostata. Los niveles del PSA son medios o
bajos. El CaP en estadio Il es pequefio pero puede tener un mayor riesgo de crecer y
diseminarse.
v/ Estadio IlA: el tumor no se puede palpar y comprende la mitad de un lado de
la préstata o incluso menos que eso. Los niveles del PSA son medios y las
células cancerosas estan bien diferenciadas (cTla—cT1lc o cT2a, NO, MO, el
nivel del PSA esta entre 10 y 20, grupo de grado 1). Este estadio también
incluye tumores mas grandes limitados a la prostata en la medida que las
células cancerosas estén bien diferenciadas (cT2b—cT2c, NO, MO, el nivel del
PSA es menor a 20, grupo 1).
v Estadio IIB: el tumor se encuentra solo dentro de la préstata y puede ser lo

suficientemente grande para palparse durante el DRE. El nivel del PSA es
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medio. Las células cancerosas estdn moderadamente diferenciadas (T1-T2,
NO, MO, el nivel del PSA es menor a 20, grupo de grado 2).

v Estadio IIC: el tumor se encuentra solo dentro de la prostata y puede ser lo
suficientemente grande para palparse durante el DRE. El nivel del PSA es
medio. Las células cancerosas estdn moderadamente o escasamente
diferenciadas (T1-T2, NO, MO, el nivel del PSA es menor a 20, grupo de grados
3-4).

Estadio lll: los niveles del PSA son altos, el tumor esta creciendo o el cancer es de grado
alto. Todos estos signos indican un cancer localmente avanzado que es propenso a crecer
y diseminarse.

v Estadio IllA: el cancer se diseminé mas alla de la capa externa de la préstata
hacia los tejidos adyacentes. Es posible que también se haya diseminado a las
vesiculas seminales. El nivel del PSA es alto. (T1-T2, NO, MO, el nivel del PSA
es de 20 0 mas, grupo de grados 1-4).

v Estadio llIB: el tumor ha crecido fuera de la glandula prostatica y puede haber
invadido las estructuras cercanas, como la vejiga o el recto (T3-T4, NO, MO,
cualquier PSA, grupo de grados 1-4).

v Estadio IlIC: las células cancerosas del tumor estdn escasamente
diferenciadas, lo que significa que se ven muy diferentes de las células sanas

(cualquier T, NO, MO, cualquier PSA, grupo de grado 5).

Estadio IV: el cancer se ha diseminado fuera de la préstata.
v Estadio IVA: el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos regionales
(cualgquier T, N1, MO, cualquier PSA, cualquier grupo de grado).
v Estadio IVB: el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos distantes, a
otras partes del cuerpo o a los huesos (cualquier T, NO, M1, cualquier PSA,

cualquier grupo de grado).

Recurrente: el CaP recurrente es aquel que reaparece después del tratamiento. Puede
reaparecer en la region prostatica o en otras partes del cuerpo. Si el cancer regresa, se

realizara otra serie de pruebas para obtener informacion sobre el alcance de la recurrencia.
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Esas pruebas y exploraciones a menudo son similares a aquellas que se realizan al

momento del diagndstico original.

La eliminacion de los andrdgenos testiculares por castracién quirdrgica o quimica en
muchos casos da lugar a la regresion de CaP. Sin embargo, también esta el CaP que
continta creciendo a pesar del hecho de que la terapia hormonal, el estado mas avanzado
del CaP, el cual es denominado independiente de andrégenos o resistente a la castracion
(CRPC), que se presenta cuando el cancer recurre pese a este tratamiento, es de muy mal
pronéstico y casi invariablemente hacen metéstasis a hueso y finalmente causa la
muerte(Grossmann, Huang, and Tindall 2001, Shen and Abate-Shen 2010).

El CRPC se puede presentar como un aumento continuo de los niveles séricos del PSA,
la progresion de la enfermedad, o la aparicién de nuevas metastasis(Ryan et al. 2006, Yu,
Gulati, et al. 2010). Se considera que existe recurrencia bioquimica cuando aquel paciente
gue ha sido tratado mediante prostatectomia radical presenta dos valores consecutivos de
PSA >0,2ng/mL y en el caso de que haya sido tratado mediante radioterapia, cuando se
constate elevacién mantenida del PSA en tres medidas consecutivas, y se ha relacionado
esta etapa con un peor pronéstico (Pound et al. 1999). Los mecanismos gue generan el
desarrollo progresivo de la resistencia a los andrégenos se desconoce, y este es un
problema central en el manejo de cada paciente en particular, por lo que una mayor

investigacion en esta area puede nominar objetivos terapéuticos clave.

3.1.7 Factores prondsticos

Segun la guia de cancer de préstata de la “American Society of Clinical Oncology” ((ASCO)
2018), ademas del estadio clinico, la Red Nacional Integral sobre el Cancer (National
Comprehensive Cancer Cancer Genome Atlas Research Network, NCCN) y la Universidad
de California, San Francisco-Evaluacion del riesgo de CaP (UCSF-CAPRA, por sus siglas
en inglés) han establecido grupos de riesgo a fin de planificar el mejor tratamiento y

predecir el éxito que este tendra.

e NCCN:
La NCCN utiliza el método D’Amico, o clasificacion de riesgo pre-quirargico para medir el

riesgo de una recaida bioquimica a 5 afos, el cual propone 4 categorias de grupos de


https://www.cancer.net/es/node/18127

26 “Analisis molecular de la multifocalidad en cancer de prostata como proceso de

entendimiento del modelo de carcinogénesis de la enfermedad”

riesgo sobre la base del nivel de PSA, el tamafio de la prostata, los hallazgos de la biopsia

con aguja y el estadio del cancer,. Conforme mas bajo sea su riesgo, mas baja sera la

probabilidad de que el CaP crezca y se disemine.

v Riesgo muy bajo. El tumor no puede sentirse durante un DRE y no se observa
durante las pruebas por imagenes, pero se detectd durante una biopsia con aguja
(T1c). El PSA es menor a 10 ng/mL. La puntuacion de Gleason es de 6 0 menos.
El cancer se detecté en menos de 3 muestras obtenidas durante una biopsia
profunda. El cancer se encontr6 en la mitad o menos de las biopsias profundas.

v Riesgo bajo. El tumor se clasifica como Tla, T1b, Tlc o T2a . El PSA es menor a
10 ng/mL. La puntuacion de Gleason es de 6 0 menos.

v Riesgo intermedio. El tumor tiene 2 o mas de estas caracteristicas:

o Se clasifica como T2b o T2c.
o EIPSA se encuentra entre 10 y 20 ng/mL.
o Tiene una puntuacion de Gleason de 7.
v Riesgo alto. El tumor tiene 2 0 méas de estas caracteristicas:
o Se clasifica como T3a.
o El nivel de PSA es superior a 20 ng/mL.
o Tiene una puntuacién de Gleason de entre 8 y 10.
v Riesgo muy alto. El tumor tiene esta dos caracteristicas:
o Se clasifica como T3b o T4.
o El patrén principal de crecimiento celular es GL5 o existen mas de 4 biopsias

profundas con puntuaciones de Gleason de entre 8 y 10.

e Puntuacién de Evaluacion de Riesgo de CaP de UCSF

La puntuacibn UCSF-CAPRA (por sus siglas en inglés, cancer of the prostate risk
assessment) predice las probabilidades de que el cancer se propague y el paciente muera.
Los puntos se asignan segun la edad (<50 (+0) o 250 (+1)) y el nivel del PSA al momento
del diagndstico (s6ng/mL (+0), 6,1-10 (+1), 10,1-20 (+2), 20,1-30 (+3) o >30 (+4)), la
puntuacion de Gleason de la biopsia ((el patron primario no es 4 0 5 (+0), el patron
secundario es 4 0 5 (+1), patron primarioes 4 0 5 (+3)), el TNM (T1y T2 (+0) 0o T3a (1)) y
el porcentaje de biopsias profundas con cancer (>34%(+0) o <34%(+1)). Estas categorias

luego se usan para asignar una puntuacion entre 0 y 10.
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La puntuacién CAPRA de 0 a 2 indica un riesgo bajo.
La puntuacién CAPRA de 3 a 5 indica un riesgo intermedio.

v La puntuaciéon CAPRA de 6 a 10 indica un riesgo alto.

3.1.8 Tratamiento inicial del cancer de prostata segun el
estadio

Segun la guia del cancer de préstata de la “American Cancer Society” (ACS 2019), ademas
de los factores prondsticos y las expectativas de vida, las preferencias personales también

deben considerarse cuando se analizan las opciones de tratamiento.

Estadio I: Para aquellos hombres que no presentan ningun sintoma de CaP y que tienen
edad avanzada u otros problemas médicos graves que pudieran limitar el tiempo de vida,
a menudo se recomienda espera en observacion o vigilancia activa. Por otro lado, la
radioterapia (radiacién externa o braquiterapia) o la prostatectomia radical pueden ser
opciones para los hombres que desean comenzar el tratamiento. Los hombres mas
jovenes y que disfrutan de una buena salud pueden considerar la vigilancia activa
(sabiendo que necesitaran posteriormente tratamiento), la prostatectomia radical o la

radioterapia (radiacion externa o braquiterapia).

Estadio Il: Los canceres en etapa Il que no son tratados con cirugia o radiacién tienen,
con el pasar del tiempo, mas probabilidades de propagarse mas alla de la préstata y causar

sintomas que los canceres en etapal l.

Al igual que con los canceres en etapa |, la vigilancia activa es frecuentemente una buena
opcidén para los hombres con canceres que no producen ningun sintoma y quienes estan
en edad avanzada o tienen otros problemas médicos graves. La prostatectomia radical y
la radioterapia (radiacion externa o braquiterapia) también pueden ser opciones
apropiadas. Todas las opciones de radiacion pueden ser combinadas con varios meses de
terapia hormonal si existe una gran probabilidad de recurrencia del cancer basada en el

nivel de PSA y/o puntuacion Gleason.
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Estadio lll: Estos cénceres tienen una probabilidad mayor de recurrir después del

tratamiento que los tumores en etapas mas tempranas.

Las opciones de tratamiento en esta etapa pueden ser:

v Radiacion con o sin terapia hormonal.

v Prostatectomia radical en casos seleccionados (a menudo con extirpaciéon de los
ganglios linfaticos de la pelvis). Después de este tratamiento se puede administrar
radioterapia.

v" Puede que los hombres de edad mas avanzada que presenten otros problemas de
salud opten por un tratamiento menos agresivo, tal como terapia hormonal (por si
sola) o incluso vigilancia activa.

v’ La participacion en un estudio clinico de tratamientos mas nuevos también es una

opcién para muchos hombres con CaP en etapa lll.

Etapa IV: La mayoria de los canceres en etapa IV no se pueden curar, pero se pueden
tratar. Los objetivos del tratamiento son mantener el cancer bajo control por tanto tiempo
como sea posible y mejorar la calidad de vida de un hombre. Las opciones iniciales de
tratamiento pueden incluir terapia hormonal, posiblemente junto con quimioterapia;
radioterapia externa; prostatectomia radical en pacientes con cancer que no se ha
propagado a los ganglios linfaticos u otras partes del cuerpo, después de este tratamiento
se puede administrar radioterapia externa. Cirugia (TURP) para aliviar los sintomas tales
como sangrado u obstruccién urinaria; también aplican tratamientos dirigidos a las
metéastasis en los huesos, tal como denosumab (Xgeva), un bifosfonato como el acido
zoledronico (Zometa), radiacion externa dirigida a los huesos o un radiofarmaco como el
estroncio-89 o el samario-153 o radio-223; vigilancia activa (para los que son de edad mas
avanzada o tienen otros problemas de salud graves y no tienen sintomas principales de
cancer), ademas de la participacién en un estudio clinico de tratamientos mas nuevos. El
tratamiento de CaP en etapa IV también puede incluir tratamientos para ayudar a prevenir

o aliviar sintomas, tal como el dolor.
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3.2 Carcinogénesis de la préstata

A continuacién se muestra una manera esguematica como se da la progresién del CaP
partiendo del tejido benigno, pasando por la lesién pre-neoplasica (HGPIN) hasta la

aparicion de la enfermedad y su posterior diseminacién (Figura 3).

El inicio de la carcinogénesis de la prostata implica una combinacién de alteraciones
moleculares adquiridas y en una menor proporcion heredadas (Koochekpour 2011). La
lesiébn precursora del CaP, HGPIN, comparte rearreglos cromosémicos con el CaP
(Hughes et al. 2006, Nupponen and Visakorpi 2000), lo que sugiere un origen comun en el
cual HGPIN es precursor del CaP (Nonn, Ananthanarayanan, and Gann 2009, Obralic and
Kulovac 2011). Tanto HGPIN como el CaP son multifocales, encontrandose que hay focos
de HGPIN que coexisten con focos de CaP en el 85% de los casos (De-Torres 2007).

>

Figura 3. Carcinogénesis en el cancer de préstata. El crecimiento benigno de la prostata esta
relacionado con los cambios hormonales, que tienen lugar a medida que el hombre envejece. El
tejido benigno puede sufrir alteraciones que conducen a la aparicion de la lesion pre-neoplasica
HGPIN, que muestra muchas de las caracteristicas genéticas y morfologicas del CaP, pero carece
de invasividad. Algunos HGPIN adquieren la capacidad de invadir, dando lugar a un CaP primario
localizado. Por ultimo, el CaP puede propagarse a los ganglios linfaticos o a otras partes del cuerpo
(metastasis), lo cual puede conducir a la muerte. Tomado de Kumar-Sinha, Tomlins, and Chinnaiyan
2008.
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Alteraciones moleculares heredadas en el CaP generan una predisposicién que podria
crear un "efecto de campo" (Lochhead et al. 2015, Nonn, Ananthanarayanan, and Gann
2009), en el gue una mayor exposicion ambiental a carcinégenos quimicos y bioldgicos
podria conducir a la formacion de mdltiples lesiones precursoras (Bostwick et al. 1998,
Cheng et al. 1998).

Datos recientes han sugerido que en un paciente dado, un solo clon es responsable para
la dispersién de todos los focos metastésicos, lo que sugiere que la identificacion del clon
"letal" es de suma importancia (Liu et al. 2009, Haffner et al. 2013, Sowalsky et al. 2013),
sin embargo, el panorama no es claro en cuanto al CaP primario. Algunos estudios,
utilizando el estado la fusion TMPRSS2-ERG, han identificado focos con diferente origen
clonal (Furusato et al. 2008, Barry et al. 2007) y aunque el peso de la evidencia indica un
origen independiente para muchos focos tumorales, la posibilidad de que los tumores
espacialmente separados pueden surgir a través de la diseminacién intraglandular no ha
sido totalmente descartada (Liu et al. 2009, Cheng et al. 1998).

e Cancer de prostata resistente a la castracion

No existe un modelo claro de carcinogénesis, pero se conoce con certeza el papel
preponderante de los andrégenos en el desarrollo del CaP. Sin embargo, existe el CaP
gue continda creciendo a pesar de la ablacién de andrégenos, el cual es denominado CaP
resistente a la castracion (CRPC), de muy mal pronéstico (Grossmann, Huang, and Tindall
2001, Shen and Abate-Shen 2010). Los mecanismos que generan el desarrollo progresivo
de la resistencia a los andrégenos se desconoce. Actualmente existen dos modelos para
explicar el desarrollo de CRPC, la seleccién clonal y el de adaptacién, y aunque estos dos

modelos de progresion son distintos no se excluyen mutuamente (Figura 4).
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A. Modelo de seleccién Célutas Independientes de

B. Modelo de adaptacion.

Figura 4. Modelos propuestos en el origen de CaP resistente a castracion. A. Modelo de
seleccion. En el modelo de seleccién cuando hay ablacién de andrégenos la mayoria de las células
luminales sufren apoptosis, mientras hay un crecimiento de las células basales y las células
neuroendocrinas, las cuales son resistentes a la castracién. B. Modelo de adaptacion. Después de
la ablacién de andrégenos, las células de CaP dependientes de andrégenos adquieren nuevas
alteraciones que les permiten pasar de un estado de dependencia de andrégenos a uno de
independencia.
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v Modelo de seleccion clonal

El CaP primario se compone de una mezcla heterogénea de células epiteliales: basales,
de secrecion luminal y neuroendocrinas. Cuando el paciente se somete a un tratamiento
de ablacion de andrégenos, la mayoria de las células dependientes de andrégenos
(luminales) sufren apoptosis, mientras las células independientes (basales vy
neuroendocrinas) persisten y sobreviven debido a su bajo requerimiento de andrégenos
(Isaacs and Coffey 1981). Es asi que, la heterogeneidad de las células del CaP con
respecto a su dependencia de andrégenos para la supervivencia y el crecimiento, podria
tener sus raices en la naturaleza intrinseca de la glandula prostatica normal (Lawson et al.
2010, Wu et al. 2012).

v" Modelo de adaptacion

El modelo de adaptaciéon, a diferencia del de seleccion, propone que la resistencia a
castracibn no es innata, sino que se produce como una respuesta de las células
dependientes de la accion de los andrégenos a sobrevivir por vias alternas con la aparicion
de novo de eventos genéticos y/o epigenéticos que le confieren resistencia a castracion y
les permite proliferar de un modo descontrolado. Sin embargo, se desconoce la jerarquia
de eventos oncogénicos que impulsan dicha heterogeneidad de respuesta a andrégenos
(Grasso et al. 2012, Taylor et al. 2010, Han et al. 2005).

v" Modelo de seleccién y adaptacion coordinados

La evidencia actual parece estar a favor del modelo de seleccién; sin embargo, todavia es
dificil establecer claramente cualquiera de estos modelos como el mecanismo definitivo o
exclusivo. También es posible que ambos modelos contribuyan de forma independiente o
cooperativa al crecimiento de CRPC en un paciente. Anteriormente, se habia demostrado
el papel de las mutaciones de AR en los dos modelos, pero debido a la baja presencia de
andrégenos, otras vias de sefializacidon con potencial oncogénico estan sobre activadas.
El N-Myc y el AKT1 activado son componentes oncogénicos suficientes para transformar

las células epiteliales de la prostata humana en CaP neurocrino (Lee et al. 2016).
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3.2.1 Rearreglos cromosomicos en cadena como evento
genético inicial de la carcinogénesis de la prostata

Los inicios del CaP podrian estar definidos por procesos complejos de reordenamientos
cromosdémicos que de manera simultdneay coordinada causan la interrupcién de los genes
supresores de tumores (TSG) y la creacion de fusiones oncogénicas, lo cual apoyaria un

modelo de evolucion puntuada en CaP (Baca et al. 2013).

Las cadenas de reordenamientos cromosdmicos pueden clasificarse como: cromotripsis o
cromoplexia. Las diferencias entre ambos fenébmenos radican en que los puntos de ruptura
asociados con la cromotripsis son mucho mayores (cientos) a los de la cromoplexia
(decenas), pero en la cromotripsis estan agrupados en uno o dos cromosomas, mientras
que en la cromoplexia incluyen multiples cromosomas (Figura 5) (Berger et al. 2011,
Stephens et al. 2011, Forment, Kaidi, and Jackson 2012, Baca et al. 2013, Jones and
Jallepalli 2012). Algunos reordenamientos estructurales coordinados pueden tener
propiedades intermedias de cromotripsis y cromoplexia.
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Figura 5. Cromoplexia y cromotripsis. Tanto la cromotripsis como la cromoplexia muestran ruptura
aleatoria y fusién de segmentos cromosOmicos, pero varian en términos de puntos de ruptura y
cromosomas involucrados en los dos fenédmenos. Adaptado de Shen 2013.
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Dzamba et al., empleando el método estadistico CouGaR identificaron cadenas de
rearreglos cromosémicos en un 63% de los CaP y en un 27% de los canceres de vejiga
analizados, hecho que contrasta con la mayoria de canceres, donde practicamente no se
encuentran este tipo de alteraciones (Dzamba et al. 2017). Esto es interesante porque se
ha reportado que los canceres de vejiga y cancer de préstata pueden ser coincidentes
(Chun TY 1997).

3.3 Subtipos moleculares en cancer de préstata

Los CaP de distintos individuos tienen comportamientos biol6gicos que ayuda a determinar
comportamientos clinicos diferentes. Se ha establecido la importancia de los
reordenamientos genémicos en CaP. Los eventos de rearreglos caracteristicos en el
genoma de pacientes con CaP podrian influir en la carcinogénesis de la prostata mediante
la desregulacion simultdnea de mdltiples genes asociados con cancer en cromosomas
separados, con una interrupcion coordinada y simultanea de TSG y la creacién de fusiones
de oncogenes, que podria estar asociada a la aparicion de alteraciones candnicas,
asociadas a subtipos moleculares. En los Ultimos afios, los estudios estan apuntando hacia
la determinacion de eventos moleculares excluyentes en la evolucién del CaP, que podrian
estar representando eventos tempranos y divergentes que direccionan el curso

heterogéneo de la enfermedad (Barbieri et al. 2013).

3.3.1 Subtipo ETS(+)

En CaP frecuentemente la fusién de genes conduce a la sobreexpresion de factores de
transcripcién ETS bajo el control de AREs de TMPRSS2. Los CaP que presentan estos
factores de transcripcion en genes de fusion son denominados ETS(+). A continuacion se

muestra una revision aspectos generales de los ETS.
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e Familia ETS de factores de transcripcion

La familia de factores de transcripcion de transformacion especifica E-26 (ETS) esta
compuesta por 30 genes identificados, 28 de los cuales se encuentran en el genoma
humano. Las ETS son fosfoproteinas con dominios de uniéon a ADN (dominio ETS) que
actian como activadores o represores de la transcripcion. Dicho dominio se compone de
85 aminoacidos que consta de tres hélices a soportadas por una hoja anti-paralela 8 de
cuatro hebras. Esto forma un motivo de hélice-vuelta-hélice alado donde la tercera hélice-
a contacta al surco mayor del ADN vy le confiere su actividad de enlace al ADN (Adamo
and Ladomery 2016).

Los miembros de ETS se subclasifican adicionalmente sobre la base de similitudes de
secuencia en el dominio ETS y la presencia de otros dominios conservados (Sharrocks
2001) (Figura 6).
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Figura 6. Dominios estructurales caracteristicos de miembros de la familia ETS organizados
por subfamilias. AD: dominio de activacion transcripcional. ETS: dominio de unién a ADN. Pointed:
dominio basico hélice — bucle — hélice. RD: dominio represor transcripcional. Tomado de Gutierrez-
Hartmann, Duval, and Bradford 2007.

Un ETS muy importante para el desarrollo y diferenciacion de la prostata es ESE3. Se ha

encontrado consecuencias similares en el transcriptoma del CaP derivadas de la pérdida
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de ESE3 y la sobreexpresiéon de ERG, y que estos dos factores ETS probablemente
podrian actuar en parte, a través de vias moleculares comunes, de forma antagdnica para
mantener el equilibrio molecular en CaP (Figura 7) (Kunderfranco et al. 2010). Ensayos
funcionales apoyan esta hipétesis, ya que la pérdida de ESE3 y la sobreexpresion de ERG,
afectan de manera similar las propiedades celulares, como la migracion celular y la
supervivencia en condiciones independientes del anclaje. Al identificar genes clave que
podrian mediar los efectos de los factores de ETS desregulados en CaP, se encontré que
la metiltransferasa EZH2 esté regulada exclusivamente por la pérdida de ESE3 y la
sobreexpresion de ERG, en comparacion con la prostata normal, y que a su vez, cuando
EZH2 metila a H3K27 conduce a la represion transcripcional del gen supresor de tumores
especifico de la prostata NKX3.1 (Kunderfranco et al. 2010).
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los ETS B. Sobreexpresion de ERG ESE3
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Figura 7. Modelo de la regulacién reciproca de EZH2 y NKX3.1 por factores ETS
competidores. Se presentan las tres posibles formas en que se da dicha regulaciéon. Mientras que
en (A) se puede observar la represion de EZH2 y la activacion de NKX3.1 debido al equilibrio de la
actividad transcripcional entre diferentes ETS en la regulacién del promotor de EZH2, lo cual se da
en CaP ETS(-). En (B) ERG desplaza a ESE3 debido a su sobreexpresién y en (C) ESE3 es
silenciado, pero con los mismos efectos sobre EZH2 y NKX3.1, que son inversos a los encontrados
en casos ETS(-). Tomado de Kunderfranco et al. 2010.
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Especificamente en el CaP, el ETS mas frecuentemente sobreexpresado es el ya
mencionado ERG (ETS-related gene) (Fernandez-Serra et al. 2011, Adamo and Ladomery

2016). Este gen se ubica en 21g22.2, esta formado por 17 exones que abarcan 300
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kilobases y genera, al menos, 9 isoformas por splicing alternativo, de las cuales 7 codifican
para proteinas nucleares, de las cuales la mas frecuente tiene de 363 residuos. Este gen
se expresa en tejidos endoteliales, células hematopoyéticas, rifidn y tracto genitourinario.
La expresidon de ERG disminuye durante el desarrollo vascular normal, pero continta
regulando la pluripotencia de las células madre hematopoyéticas, la homeostasis de las
células endoteliales y la angiogénesis. ERG regula la transcripcion de las metiltransferasas
especificas de la histona 3, pudiendo participar en el silenciamiento epigenético de otros
genes (Fernandez-Serra et al. 2011, Adamo and Ladomery 2016).

e Genes de fusiéon asociados alos ETS en CaP

Los dos primeros genes de fusion encontrados en CaP, TMPRSS2-ERG y TMPRSS2-
ETV1, fueron descubiertos en 2005 por Tomlins et al. Poco después, se identificd
TMPRSS2-ETV4. (Tomlins et al. 2005)

Otras fusiones que implican a miembros de la familia ETS que se encuentran en CaP
incluyen: HERV_K_22q11.23-ETV1, SLC45A3-ETV1, C150rf21-ETV1, HNRPA2B1-ETV1,
KLK2-ETV4, CANT1-ETV4, TMPRSS2-ETV5, SLC45A3-ETV5, SLC45A3-ERG, DDX5-
ETV4, FLJ35294-ETV1 y NDRG1-ERG (St John et al. 2012, Hermans et al. 2008).

Estos reordenamientos y translocaciones pueden ocurrir debido a una delecién, como
sucede en la fusion TMPRSS2-ERG, asi como de una translocacion, como con TMPRSS2-
ETV4. En el caso de TMPRSS2-ERG, el reordenamiento se produce ya sea por una
delecion intersticial de ~ 3 Mb en una sola copia del cromosoma 21, o por una translocacién
cromosoOmica. La alta prevalencia de las fusiones TMPRSS2-ERG sugiere que esta region
es un punto caliente para los reordenamientos cromosémicos en CaP (St John et al. 2012)
(Figura 8).

El TMPRSS2 (serin proteasa transmembrana de tipo Il, por sus siglas en inglés), es el
principal gen involucrado en las fusiones con los ETS, pero no el Unico. TMPRSS2
contribuye con la secuencia no traducida promotora en muchos transcriptos de genes de
fusion especificos de CaP, dando como resultado la sobreexpresiéon de miembros de la

familia de genes ETS (Tomlins et al. 2008).
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Figura 8. Estructura y origen de gen de fusion TMPRSS2-ERG. La proximidad inducida por el
receptor de andrégenos en los genes TMPRSS2 y ERG en el cromosoma 21 favorece las rupturas
de ADN de doble cadena inducidas por irradiacién gama, que facilita la aparicién de deleciones o
translocaciones que dan origen al gen de fusién. Tomado de (Ateeq et al. 2016).

TMPRSS2 esta regulada por androgenos, ya que tiene un elemento de respuesta a
andrdégenos en su regién promotora. La proteina se encuentra en el fluido seminal y esta
muy expresada en tejido prostatico y, en menor medida, en tejido epitelial del colon,
estbmago, epididimo y mama. Funcionalmente, al activarse esta proteina el dominio serin-
proteasa se libera de la superficie celular al espacio extracelular y activa al receptor G
activado por proteasas, el cual desempefia un papel importante en la metastasis del CaP.
No obstante, su funcibn no estd muy clara, ya que modelos murinos knock-out para
TMPRSS2 mostraron un fenotipo normal, lo que parece indicar que se trata de un gen
redundante (Fernandez-Serra et al. 2011).

Las fusiones TMPRSS2-ERG que conducen a una sobreexpresion de ERG, estan
presentes en 50% de los casos y se consideran un evento temprano en la carcinogénesis
presente desde las lesiones pre-neoplasicas, HGPIN (Barbieri et al. 2012). EI ETS mas
frecuentemente traslocado y estudiado es ERG. Debido a la prevalencia de este tipo de
lesiones, los esfuerzos para caracterizar molecularmente el CaP comienza con la division
entre los CaP que presentan o no la fusion, denominadas como ETS(+) y ETS(-),
respectivamente, especialmente asociados a la fusion TMPRSS2-ERG (Barbieri et al.
2013, Tomlins et al. 2015, Cancer Genome Atlas Research Network 2015).
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El TCGA caracterizé cuatro diferentes subtipos ETS(+) segun el ETS involucrado en la
fusion: ERG, ETV1, ETV4 y FLI1 (Cancer Genome Atlas Research Network 2015). En el
principal subtipo, ERG, se encuentra de manera predominante la fusion TMPRSS2-ERG.
Aunque TMPRSS2 fue el socio de fusion mas frecuente en todas las fusiones ETS, se
identificaron fusiones con otros genes regulados por andrégenos previamente descritos,
incluyendo SLC45A3 y NDRG1. También se ha encontrado que multiples ETS pueden
estar afectados simultdneamente, de forma coordinada, coexistiendo con TMPRSS2-ERG
(Kunderfranco et al. 2010, Esgueva et al. 2010, Hernandez et al. 2016, Hernandez-Llodra
et al. 2017).

Al ocurrir una fusién génica que coloca los ETS bajo el control de promotores de genes de
respuesta a andrégenos, estos se sobreexpresan (Wang et al. 2007), desencadenando
una cascada de eventos que incluyen la sobreexpresion de EZH2 (Kunderfranco et al.
2010, Thangapazham et al. 2014). EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) es una proteina
metiltransferasa del grupo polycomb (Deb, Thakur, and Gupta 2013). Las proteinas
Polycomb son un grupo conservado filogenéticamente, caracterizadas inicialmente en
Drosophila por su papel crucial como reguladores negativos de los genes homeoticos
requeridos para la segmentacion. Estas proteinas hacen parte de una familia responsable
de la diferenciacién celular, mediante su actividad metiltransferasa de de la lisina 27 de la
histona 3, que facilita la formacién de heterocromatina y el silenciamiento de genes de
desarrollo, como NK3 Homeobox 1 (NKX3.1) (Figura 7) (Kunderfranco et al. 2010, Deb,
Thakur, and Gupta 2013).

e Subtipo EZH2 altamente expresado-ERG dependiente

Se ha encontrado que la expresion de EZH2 generalmente se encuentra regulada de forma
dependiente de ERG, pero existen otros mecanismos ERG independientes (Figura 7)
(Boérno et al. 2012, Varambally et al. 2008, Koh et al. 2011, Sander et al. 2008). La
sobreexpresion de EZH2 independiente del mecanismo de origen, se ha asociado con
enfermedad agresiva y metastasica (Deb, Thakur, and Gupta 2013, Melling et al. 2015),
por lo cual EZH2 como blanco terapéutico ha sido ampliamente estudiado, aunque

resaltando que en estos casos es necesario discriminar entre casos ETS(+) y ETS(-), para
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determinar una combinacion de terapia mas adecuada, pese a que ambos tendrian un peor

diagnostico debido a la alta expresién de EZH2 (Tabla 1).

e Subtipo NKX3.1 bajamente expresado

NKX3.1 (NK3 Homeobox 1) es un gen supresor tumoral (GST) prostético, con
homeodominio regulado por andrégenos cuya expresion proteica se localiza
predominantemente en el epitelio prostatico normal (Abate-Shen, Shen, and Gelmann
2008). Es un miembro de la subfamilia NK de los genes homeobox, que han sido
implicados en los procesos de especificacién de destino celular y la organogénesis en
muchas especies. Durante el desarrollo murino, Nkx3.1 es el marcador mas temprano
conocido de la formacioén de la préstata y continlia expresandose en todas las etapas de
la diferenciacion de la préstata y en la edad adulta. Nkx3.1 desempefia un papel esencial
en el desarrollo normal de la préstata, ya que su pérdida de funciéon conduce a defectos en
las secreciones de proteinas prostaticas y en la morfogénesis ductal. Ademas, la pérdida
de funcién de Nkx3.1 también contribuye a la carcinogénesis de la préostata (Figura 7), ya
gue los ratones Nkx3.1 mutantes estan predispuestos al carcinoma de préstata y la pérdida
de funcion de Nkx3.1 coopera con la de otros genes supresores de tumores en la
progresion del cancer. Ademas, mediante diversos mecanismos, la expresion de NKX3.1
se reduce en el CaP humano no invasivo y en etapa temprana, lo que sugiere que su
disminucion de expresion es uno de los primeros pasos en la mayoria de los CaP humanos
(Abate-Shen, Shen, and Gelmann 2008, Gurel et al. 2010, Bowen et al. 2000) (Figura 9).

Developing epithelium Adult epithelium Pre-invasive Cancer Androgen-independence
and metastases

Ductal morphogenesis Tissue-specific transcriptional control Suppression of cancer in collaboration '
Secretory protein production Protection against oxidative damage with Pten and other tumor suppressors
Specification of prostatic epithelium Controls proliferation and differentiation

Figura 9. Varios papeles de NKX3.1 en el desarrollo de la préstata, en la prostata adulta normal, y
en el cancer de prostata. Tomado de Abate-Shen et al., 2008.
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La pérdida de expresion de NKX3.1 estd fuertemente asociada con la enfermedad
hormono-refractaria y con un estadio tumoral avanzado en CaP (Bowen et al. 2000, Gurel
et al. 2010) y ademas se asocia a CaP ETS(+) (Kunderfranco et al. 2010, Lapointe et al.
2007)(Figura 7). Lapointe (2007) habia sugerido la existencia de un subtipo molecular
agresivo asociado a deleciones en la region cromosdmica 8p21 (NKX3.1) y de 21922 (que

resulta en fusiones TMPRSS2-ERG), el cual no se ha evaluado ampliamente.

3.3.2 Subtipo ETS(-)
En el CaP ETS(-) se han propuesto mecanismos de progresion independientes de ERG.
e Subtipo EZH2 altamente expresado-ERG independiente

En los CaP ETS(-) existen tres mecanismos independientes de ERG que conducen la
sobreexpresion del gen EZH2 (Varambally et al. 2008, Borno et al. 2012, Koh et al. 2011,
Sander et al. 2008). En primer lugar se encuentra la amplificacién del gen de EZH2, la
eliminacion de su regulador negativo miR-101 y la regulacion de EZH2 dependiente de
MYC. MYC se une corriente arriba del promotor EZH2 e induce su expresion directamente
o de forma indirecta, ya que MYC reprime la transcripcion de los genes CTDSPL, CTDSP2
y CTDSP1 que albergan miR-26al, miR-26a2 y miR-26b, que reprimen la expresion
deEZH2, ya que miR-26a y miR-26b no estarian disponibles para desestabilizar el mMRNA
de EZH2 mediante la unién especificamente al 3'-UTR de EZH2 en el complejo RISC (Deb,
Thakur, and Gupta 2013). Bérno et al., 2012 también reportaron un marcado subtipo
molecular en el cual también se encontr6 una sobreexpresion de EZH2 pero con una
estrecha relacién con una baja expresién de miR-26a, independiente de ERG, que se

incluye como un subtipo fenotipicamente agresivo en CaP ETS(-).

e Subtipo SPINK-1 altamente expresado

Se desconoce como el inhibidor de serina peptidasa, Kazal tipo 1 (SPINK-1) contribuye a
la carcinogénesis del CaP y la progresion del tumor. Estudios recientes han centrado la
atencion en la interaccion de SPINK-1 y receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) (Shen et al. 2014). SPINK1 y EGF, el ligando de EGFR, comparten 50% de
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homologia de aminoacidos y varias similitudes estructurales. Similar al EGF, se ha
demostrado que SPINK-1 es capaz de fosforilar EGFR y sus moléculas corriente abajo en
células de cancer de pancreas. También se ha propuesto que SPINK-1 funciona al menos
en parte para estimular la sefializacion EGFR en un bucle autocrino. Clinicamente, la
nocion de eje SPINK1-EGFR se evidencio por la co-sobreexpresion significativa de SPINK-
1y EGFR en una cohorte de pacientes con CaP. Recientemente, se informé de que SPINK-
1 induce transicion epitelio-mesénquima (EMT) en CaP a través de la activacion de EGFR,
lo que lleva a un aumento de la capacidad migratoria e invasiva in vitro. La via EGFR /
MAPK estaba principalmente involucrada en este proceso (Figura 10). Hay que denotar
que, EMT es un programa temprano del desarrollo embrionario y juega un papel critico en
la progresion del cancer y la metastasis (Shen et al. 2014).

SPINK-1 es una proteina secretada que se sobreexpresa especificamente en un
subconjunto de canceres ETS(-) (Tomlins et al. 2008). La alta expresion atipica de SPINK-
1 se ha asociado con un mayor grado de Gleason (Leinonen et al. 2010, Johnson et al.
2016, Paju et al. 2007, Jhavar et al. 2009) y es un predictor independiente de recurrencia
bioquimica después de la reseccion con una disminucién de la supervivencia (Tomlins et
al. 2008, Ateeq et al. 2011). Sin embargo, la prediccién clinica de SPINK-1 es controversial,
pues algunos autores dicen que no hay relacién con recurrencia bioquimica (Grupp et al.
2013, Lippolis et al. 2013, Flavin et al. 2014).
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Figura 10. Papel de SPINK-1 en CaP. SPINK1 promueve la transicion epitelio-mesenquima (EMT)
a través de la via de sefalizacion EGFR en CaP como factor de crecimiento. SPINK1 se une a
EGFR como un factor de crecimiento autocrino. Existen al menos tres vias de sefalizacion en
sentido descendente de EGFR, incluidas las vias de sefalizacion PISK/AKT, JAK/STAT vy
MAPK/MEK/ERK. Los tres objetivos posteriores estan fosforilados por SPINK1 y EGF. Sin embargo,
la ruta MAPK/MEK/ERK en realidad esta involucrada principalmente en la EMT inducida por
SPINK1. Tomado de Shen et al., 2014.
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e Subtipo SPOP mutado/deleciones en CHD1

SPOP (por sus siglas en inglés, Speckle-type Poz Protein) es un componente de un
complejo de ubiquitina-proteina ligasa BCR (BTB-CUL3-RBX1) basado en cullin-RING que
media la ubiquitinacion de proteinas diana, llevando con mayor frecuencia a su
degradacién proteasomal. Curiosamente, todas las mutaciones SPOP descritas hasta
ahora afectan a los residuos evolutivamente conservados en el dominio estructuralmente
definido de MATH de union al sustrato. Las mutaciones SPOP asociadas al cancer se
acompafian a menudo de elevacion en los niveles de sus proteinas sustrato (Duan and
Pagano 2015).

Las mutaciones recurrentes en el gen de la proteina SPOP definen otro subtipo molecular
ETS(-), que ocurren en hasta un 15% de los CaP y se ha evidenciado también en HGPIN
(Barbieri et al. 2012, Blattner et al. 2014), junto con las deleciones de CHD1, con una
frecuencia de 57,9% de las muestras SPOP mutadas (Blattner et al. 2014). Las mutaciones
del gen SPOP también se encuentran asociadas a casos ETS(-) (Blattner et al. 2014,
Cancer Genome Atlas Research Network 2015). La presencia de mutaciones en SPOP
conducen a un peor prondstico en pacientes con un tiempo de vida inferior transcurrido
hasta la progresion bioguimica en comparacion con aquellos que no tienen mutaciones
SPOP (Garcia-Flores et al. 2014). La expresion de SPOP se correlaciona inversamente
con la puntuacién de Gleason; bajos niveles de SPOP predicen independientemente un

peor prondstico tanto para la progresion bioquimica como para la clinica (metastasis).

e Pérdida bialélica de CDK12

La pérdida bialélica de CDK12 se excluye mutuamente con tumores que estan
caracterizados por deficiencia de reparacién de ADN, fusiones ETS y mutaciones SPOP
(Wu et al. 2018). La pérdida de CDK12 esta enriquecida en CRPC en relacién con la
enfermedad clinicamente localizada y se caracteriza por duplicaciones focales en tandem
gue conducen a un aumento de las fusiones de genes y una marcada expresion diferencial
de genes. Las duplicaciones focales en tandem asociadas con la pérdida de CDK12 dan
como resultado ganancias altamente recurrentes en los loci de los genes involucrados en
el ciclo celular y la replicacion del ADN. Los casos de mutantes CDK12 son diploides

basales y no muestran firmas mutacionales de ADN vinculadas a defectos en la
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recombinacion homéloga. Los casos de mutantes CDK12 se asocian con una carga
elevada de neoantigenos resultante de los marcos de lectura abiertos quiméricos inducidos
por la fusién y el aumento de la infiltracién de células T tumorales de expansion clonal. La
inactivacion de CDK12 define una clase distinta de CRPC que puede beneficiarse de la

inmunoterapia por inhibicion del punto de control inmunitario (Wu et. al, 2018).

3.3.3 Subtipos propuestos por el TCGA

El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) para CaP, caracteriz6 333 tumores, analizando
la presencia de mutaciones, fusiones de genes, alteraciones del nimero de copias
somaticas (SCNA), expresion génica y metilacion del ADN (Cancer Genome Atlas
Research Network 2015). Con estos resultados, 74% de los CaP se pudieron clasificar en
siete subtipos moleculares basados en la presencia de alteraciones “conductoras” de
oncogénesis. Cuatro de los siete subtipos corresponden a distintas fusiones cromosémicas
gue involucran diferentes miembros de la familia ETS, llamados subtipos ETS(+): con alta
expresion de ERG, ETV1, ETV4y FLI1, mientras que los tres subtipos restantes llamados
ETS(-) se caracterizan por la presencia de mutaciones génicas (SPOP, FOXALl e IDH1) y
la ausencia de esta fusion (Figura 11). EI TCGA encontr6 el subtipo SPOP mutado en un
11% y de manera interesante lo encontr6 generalmente asociado al incremento en la
expresion de SPINK. Estudios anteriores habian reportado la sobreexpresiéon SPINK como
un subtipo independiente, pero en estos trabajos no se habian evaluado mutaciones en el

gen SPOP de manera simultanea (Fontugne et al. 2016, Tomlins et al. 2008).

El 26% restante de tumores no clasificados por el TCGA, podrian haber evolucionado a
partir de anomalias moleculares de baja frecuencia ain no evidenciadas o podrian
corresponder a tumores con caracteristicas moleculares de diferentes subtipos. Sin
embargo, pese a que este es el estudio mas representativo de clasificacion del CaP, otros
estudios han caracterizado algunos subtipos que concuerdan con lo encontrado por el

TCGA pero con potencial como blancos terapéuticos, que seran detallados mas adelante.
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e Subtipo FOXA1 mutado

Este subtipo se ha encontrado en el 3% de los CaP. La proteina Forkhead box protein A1
(FOXAL), es necesaria para la diferenciacion de células epiteliales en la préstata, modula
la transcripcion por AR y las mutaciones podrian afectar su unién al ADN, y promover la
progresion del ciclo celular en el CRPC (Barbieri et al. 2012). Curiosamente, en el estudio
del TCGA, el mMRNA, las SCNA y los perfiles de metilacién de los tumores con mutaciones
en SPOP, fueron similares a los que tenian mutaciones en FOXA1 (Cancer Genome Atlas
Research Network 2015).

Es controversial si las mutaciones FOXA1 representan un subtipo diferente, con una
prevalencia de tan solo 3% para el TCGA, o si las mutaciones en FOXAL harian parte del
subtipo SPOP-SPINK (Barbieri et al., 2012). Algunos de los tumores a los que no se les
identificd subtipo en el TCGA, eran genémicamente similares a los tumores mutantes
SPOP y FOXAL1 pero carecian de dichas mutaciones candnicas.

e [|DH1 mutado

La presencia de mutaciones en el proto-oncogen isocitrate dehydrogenase 1, IDH1, ha
sido descrito como un nuevo subtipo de CaP que se encuentra en el 1% de los casos
(Mauzo et al. 2014, Cancer Genome Atlas Research Network 2015). IDH1 codifica para la
enzima isocitrato deshidrogenasa cuya funcién es la produccion de NADPH vy a-
cetoglutarato a partir de isocitrato. Las mutaciones de ganancia de funcién de IDH1 activan
una nueva funcién enzimatica para la produccion del oncometabolito 2-hidroxiglutarato (R-
2-HG), a partir del a-cetoglutarato, lo que conduce a la hipermetilacion del DNA y al
aumento de la angiogénesis mediante la inhibicion de la transcripcién inducible por el factor
de hipoxia 1 a2 (Horbinski 2013, Showalter et al. 2017). Este subtipo se caracteriza por
niveles muy elevados de hipermetilacion de DNA de todo el genoma y por un mayor
namero de genes silenciados epigenéticamente (Mauzo et al. 2014, Cancer Genome Atlas
Research Network 2015, Noushmehr et al. 2010).
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e Sin Subtipo identificado

El 26% de los tumores en el estudio del TCGA no fueron clasificados en subtipos. Dentro
de estos CaP se encuentran mutaciones especificas en los genes TP53, KDM6A y KMT2D
0 SCNAs (Somatic copy number alterations) que involucran MYC y CCND1. Estos CaP
fueron clinica y genémicamente heterogéneos (Cancer Genome Atlas Research Network
2015), algunos presentan muchas SCNA y altas puntuaciones de Gleason indicativas de
un peor pronostico; aproximadamente un tercio de ellos eran genémicamente similares a
los subtipos SPOP y FOXAL, mientras otros con puntuaciones de Gleason baja (GS 6)
tenian menos alteraciones gendmicas, como SCNA y patron de metilacién del DNA similar
al del tejido normal. La figura 11 resume los posibles subtipos encontrados en el CaP:
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Figura 11. Integracion de los subtipos de CaP de diferentes estudios. . A. La taxonomia del
CaP propuesta por el TCGA, revela siete subtipos definidos por fusiones ETS (ERG, ETV1, ETV4
y FLI1) o mutaciones en SPOP, FOXAL, y IDH1. B. Esquema de integracién de los subtipos de CaP
de diferentes estudios. Debido a su alta prevalencia, los CaP se clasifican en ETS(+) o ETS(-). La
baja expresién de NKX3.1 presentan una relacién con casos ETS(+). Por otro lado, los casos que
no presentan dichas fusiones (ETS-) se han asociado a SPOP-CHD1Mut que a su vez para el TCGA
se han asociado con una alta expresion de SPINK-1. También se pueden ver casos en los que
FOXAL o IDH1 se encuentren mutados. El subtipo de perdida bialélica de CDK12 se presenta con
una cruz roja. Se resalta el papel central de EZH2, puesto que su sobreexpresion se ve
representada en casos ETS(+) (flecharoja) y ETS(-), pero con niveles mas altos en los ETS(-) (doble
flecha verde). Sin embargo existen casos que no tienen las alteraciones candénicas de ningin tipo
de subtipo planteado, por lo que a estos casos se le denominé subtipo no identificado. Las flechas
representan los niveles de expresién de los genes mencionados. Tomado de Cancer Genome Atlas
Research Network et al., 2015.
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3.3.4 Valor prondstico y predictivo de la clasificacion del
cancer de prostata en subtipos moleculares

La Tabla 1 resume los subtipos de CaP, resaltando los diferentes resultados que se han
obtenido en cuanto al significado pronéstico de forma independiente de los biomarcadores
asociados a cada subtipo estudiado y los avances en estudios terapéuticos especificos
con blancos asociados a cada subtipo, resaltando el uso del EZH2 alterado como blanco
terapéutico en combinacion con los diferentes subtipos anteriormente postulados, puesto
gue ya se encuentra en estudios preclinicos la inhibicion de su actividad de
metiltransferasa (Graga et al. 2016).

Se excluye el subtipo de FOXAL de la Tabla 1, teniendo en cuenta que éste comparte
patrones similares de metilacién del DNA, de SCNAs y de expresion génica con el subtipo
SPOP (Cancer Genome Atlas Research Network 2015), causando alteraciones similares
en la célula para provocar cancer, y que estos subtipos mostraron los niveles mas altos de
expresion génica mediada por AR, sugiriendo posibles usos preventivos y terapéuticos
similares dirigidos a los androgenos.

Tabla 1. Significado clinico-patolégico del estudio de los subtipos moleculares en CaP.

Subtipo molecular
(Prevalencia en CaP)

Pronéstico

Tratamientos especificos

EZH21/NKX3.
1|/ETS(+)
EZH2 (30%)
(61%)

Fenotipo metastasico por aumento de la
migracion celular y anoikis (Lapointe et
al. 2007, Yu, Mani, et al. 2010, Zoma et
al. 2017, Bowen, Zheng, and Gelmann
2015, Leinonen et al. 2013,
Kunderfranco et al. 2010).

PTENM'tse ha asociado con un mayor
PG y una menor sobrevida libre de
enfermedad (Leinonen et al. 2013,
Hernandez-Llodra et al. 2017, Gao et al.
2016, Silva et al. 2016, Lotan et al.
2016).

Dirigidos a EZH2 (DZNep).

Otros métodos como la inhibicion
de HDAC y DNMT, ya que estos
facilitan también el silenciamiento
epigenético mediado por EZH2
(Yang and Yu 2013).

La inhibicién directa de ERG es
dificil, el bloqueo de la funcién de
co-factores reguladores de ERG,
como PARP1, es mas factible
(Brenner et al. 2011, Williamson
and Cheng 2011).

EZH21/ETS(-)
(31%)

Similares a EZH2/ETS(+), pero con peor
pronéstico (Leinonen et al. 2013, Melling
et al. 2015).

DZNep e inhibicibn de HDAC y
DNMT (Yang and Yu 2013).

SPOPMUWYSPINK-11*

(11%)

PG alto asociado con un peor prondéstico
por recurrencia bioquimica o clinica
(metéstasis) (Garcia-Flores et al., 2014;
Jhavar et al., 2009; Leinonen et al.,
2013; Paju et al., 2007; Yun et al., 2017).

Dirigidos a los sustratos de SPOP
gue no estan siendo degradados:
RA y SRC-3; este se encuentra en
estudio en modelos animales (Lu
et al. 2015, Ferraldeschi et al.
2015, Geng et al. 2014).
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La mutacion germinal sin sentido en
SPOP (N296l) se asocia al CaP
hereditario (Zuhlke et al. 2014).

Mab anti-SPINK-1 (Ateeq et al.
2011, Stenman 2012).

IDH1Mut
(1 %).

La mutacién de IDH1 es rara pero se ha
asociado a apariciéon temprana (Cancer
Genome Atlas Research Network 2015,
Ghiam et al. 2012).

Muy pocos pacientes para extraer
conclusiones significativas (Cairns and
Mak 2013).

Es de interés su estudio como
blanco terapéutico Bloqueo de la
produccién o efectos posteriores
de la D-2-hidroxiglutarato y
agentes hipometilantes (Mondesir
et al. 2016).

Perdida bialélica de
CDK12
(6,9%)

Asociado con CPRC. Los pacientes
presentan carga elevada de
neoantigenos resultante de los marcos
de lectura abiertos quiméricos inducidos
por la fusibn y el aumento de la

Inmunoterapia por inhibicion del
punto de control inmunitario
(inhibidor anti-PD1) (Wu et al.
2018).

infiltracién de células T tumorales de
expansion clonal (Wu et al. 2018).

*. Frecuentemente asociado con sobreexpresion de SPINK-1, la pérdida de proteinas MAP3K7 y CHDL1.
DZNep: 3-deazaneplanocina-A, HDAC: Histonas deacetilasas, DNMT: DNA methyltransferase, Mab anti-
SPINK-1: Monoclonal antibody raised against a partial recombinant SPINK-1.

3.4 Heterogeneidad inter e intratumoral en Cancer de
Préstata

El CaP se caracteriza por presentar una representativa heterogeneidad de tipo inter como
intratumoral, haciendo dificil el pronéstico del paciente, pues no se ha logrado diferenciar
de manera eficiente aquellos pacientes con enfermedad agresiva de los que poseen
enfermedad indolente (Figura 12). La presencia de multiples focos en el CaP de un mismo
individuo hace posible la existencia de mdultiples clones con alteraciones moleculares
diferentes, que pueden estar asociadas con diferentes comportamientos bioldgicos y que

dificultan predecir el comportamiento clinico del CaP.

3.4.1 Analisis de multiclonalidad en Cancer de prostata

Aunqgue esté claro que el CaP es una enfermedad multifocal, no queda claro si los focos
tumorales pueden surgir de clones independientes y, en caso afirmativo, en qué medida la
heterogeneidad molecular y patoldgica entre estos clones es un factor determinante de la
historia natural de la enfermedad. También existe heterogeneidad tanto en cada paciente
como entre diferentes pacientes. Varios estudios han demostrado que las metastasis

tumorales anatdbmicamente distintas se derivan de un Unico clon progenitor, sin embargo,
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no sucede lo mismo con los CaP primarios. Datos recientes han sugerido que, en un
paciente dado, un solo clon es responsable para la dispersion de todos los focos
metastasicos, lo que sugiere que la identificacion del clon "letal" es de suma importancia
(Liu et al. 2009, Haffner et al. 2013, Sowalsky et al. 2013).

Intertumoral Intratumoral (Multifocal (75%) )

ol :

Figura 12. Niveles de heterogeneidad en cancer de préstata. La heterogeneidad intertumoral
se refiere a la diferencia de comportamiento biolégico y clinico entre los diferentes pacientes,
mientras que la heterogeneidad intratumoral, esté influenciada por la presencia de multifocalidad en
CaP, encontrandose diferentes comportamientos biolégicos entre los diferentes focos de cada
paciente, que dificultan el pronéstico y manejo clinico de la enfermedad. Modificado de (Allison and
Sledge 2014).

Varios hallazgos de la considerable heterogeneidad entre focos de un mismo paciente con
CaP resaltan las limitaciones de las herramientas de clasificacion disponibles basadas en
la premisa del uso del tumor indice. Debido a la multifocalidad del CaP, no es sencillo
establecer subtipos moleculares, ya que diferentes focos de un mismo paciente podrian

presentar diferentes subtipos.

Algunos estudios han utilizado como prueba molecular de la multiclonalidad, el estado de
la fusion TMPRSS2-ERG (por FISH o inmunohistoquimica como un sustituto) para
identificar focos espacialmente distintos con diferente origen clonal, teniendo en cuenta la
consecuente sobreexpresion de ERG en la mayoria de los casos. Dichos estudios han
encontrado resultados discordantes con respecto a la presencia de dicho marcador en
diferentes focos de un mismo paciente (Minner et al. 2013, Boutros et al. 2015, Cooper et

al. 2015, Wei et al. 2017). Cuando se compararon diferentes focos tumorales individuales



50 “Analisis molecular de la multifocalidad en cancer de prostata como proceso de

entendimiento del modelo de carcinogénesis de la enfermedad”

de pacientes sometidos a prostatectomia con respecto a la delecion de PTEN, se encontré
heterogeneidad entre y dentro de los focos tumorales separados (Yoshimoto et al. 2013).
También se ha evaluado la discordancia molecular entre diferentes focos de un mismo
paciente a partir de la expresion por inmunohistoquimica de la pareja molecular, que podria
estar representando una subclase molecular del CaP, SPINK-1/ERG, encontrandose
diferente origen clonal en el 25% de los casos (Fontugne et al. 2016).

El poder de la secuenciacion completa del genoma (WGS) reside en su capacidad para
proporcionar el catalogo completo de alteraciones, muchas de las cuales son invisibles
para otras tecnologias, especialmente los puntos de corte involucrados en
reordenamientos de cadena equilibrados, que pueden alterar multiples genes relacionados
con el cancer (Barbieri et al. 2013). Por eso, dicha tecnologia ha sido de importante
relevancia en el estudio de la multiclonalidad del CaP en los ultimos afios. En este campo
se resaltan los estudios de Boutros et al. (2015), Cooper et al. (2015) y Wei et al. (2017),
guienes han encontrado una filogenia multiclonal a partir de la discordancia intratumoral e
intertumoral a nivel de alteraciones de todo el genoma. De especial interés son los
resultados obtenidos por Wei et al. (2017), ya que revelé una variabilidad considerable
dentro y entre los focos del CaP al estudiar los niveles de expresion de los genes de los
kits diagndsticos Decipher, Prolaris y Oncotype DX, junto con la actividad del AR (evaluada
de acuerdo a la expresion de 20 genes blanco del AR), mutaciones somaticas, SCNA, la
expresion génica y las fusiones génicas. En general, este estudio evidencié que la
correlacion de los valores de los test comerciales entre diferentes focos de CaP en un

individuo es baja y no se correlaciona con la taxonomia molecular propuesta por el TCGA.

Aunque el peso de dicha evidencia indica un origen independiente para muchos focos
tumorales, la posibilidad de que los tumores espacialmente separados pueden surgir a
través de la diseminacion intraglandular no ha sido totalmente descartada (Liu et al. 2009,
Cheng et al. 1998). Bajo este panorama, se hace necesario analizar la clonalidad en
distintos focos con diferentes grados de lesién en un mismo paciente, incluyendo focos de
HGPIN, en una muestra de mayor tamafio y mediante la concordancia de diferentes
marcadores moleculares, que involucren los distintos caminos de progresion que podria
llevar un tumor, para la identificacion de posibles subtipos moleculares (Fontugne et al.
2016, Wei et al. 2017), lo cual es clave para dilucidar cada vez mejor el proceso de

carcinogénesis de la prostata.
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4.1. Diseno del estudio

Estudio exploratorio descriptivo observacional, transversal retrospectivo.

4.2 Muestras utilizadas en el estudio

4.2.1 Definicion de sujetos de estudio

Se estudiaron 20 pacientes con CaP. Para cada paciente se analizaron cuatro/seis
muestras tomadas de bloques de parafina de diferentes focos de la préstata de diferentes
grados de lesion de CaP (el CaP primario segun la escala de Gleason), provenientes del
proyecto base desarrollado en el Instituto Nacional de Cancerologia-ESE “Exploracién de
potenciales biomarcadores predictores del pronoéstico en pacientes con diagnostico de

Cancer de Proéstata (CaP)”

Criterios de inclusion:
v' Casos con diagnostico confirmado de cancer de préstata.
v' Casos sometidos a prostatectomia radical.
v' Casos con disponibilidad de multiples bloques (minimo 2 por grado de lesién) de
FFPE con presencia de tejido no tumoral, HGPIN y CaP (GL3-GL5).
v' Casos con ganglios positivos y/o recurrencia bioquimica (peores prondsticos del

estudio, de acuerdo a las historias clinicas).

Criterios de exclusion:
v Casos con insuficiente material para el procesamiento.

v" Bloques de mala calidad para el procesamiento.
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Se contaba con bloques FFPE y sus respectivas laminas, para la determinacién por el
patologo de los puntos de los cuales la histopatéloga obtuvo los respectivos “punch”
(pequefio trozo de tejido que se extrae utilizando una aguja de 2 mm de espesor). Se
obtuvieron entre 3-4 punch por microdiseccion de cada una las zonas seleccionadas por

blogue, de acuerdo a disponibilidad de material para su posterior procesamiento.

4.2.2 Tamafio de muestra

El tamafio de la muestra para el presente estudio es de conveniencia debido a que aln no
se puede hacer un célculo por desconocer la frecuencia de estas alteraciones en CaP en
la poblacién colombiana. En total se procesaron 103 muestras, provenientes de 20

pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién.

4.2.3 Controles

e Tejido fresco congelado
Como control positivo de la fusion TMPRSS2-ERG se obtuvieron muestras de tejido fresco
congelado conservado a -70°C en gel Tissue-Tek (Ted Pella Inc., USA/ Canada)
provenientes de prostatectomias radicales de dos pacientes con diagnéstico de CaP, con
puntuacion de Gleason 3+3, del Banco Nacional de Tumores Terry Fox (BNTTF) del

Instituto Nacional de Cancerologia de Colombia.

e Lineacelular PC3
PC3 es una linea celular derivada de CaP independiente de andrégenos, es negativa para
las fusiones, sobreexpresa EZH2 y no tiene expresion de NKX3.1, por lo cual se empled
como control negativo durante la estandarizacion. Esta linea fue amablemente cedida por
el profesor Fabio Aristizabal de la Universidad Nacional de Colombia. Las condiciones de
cultivo fueron 5 % de CO, a 37°C, en medio DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle's
minimal essential medium) suplementado con 10 % de suero fetal bovino y un coctel

compuesto de penicilina, estreptomicina y anfotericina B al 1 %.
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4.3 Descripcidn de las intervenciones

Este estudio es retrospectivo, y por lo tanto, no se realizaron intervenciones en pacientes.

4.4 Procedimientos

4.4.1 Extraccion y cuantificacion de RNA a partir de tejido
FFPE

El RNA fue aislado a partir de cuatro punch mediante una extraccién automatizada en el
equipo QlAcube (QIAGEN, Hilden, Alemania), usando un protocolo modificado del kit
comercial AllPrep DNA/RNA FFPE (QIAGEN, Hilden, Alemania). La modificacién consistié
en la incubacion de la muestra antes de empezar el protocolo automatizado con proteinasa
K a 56°C durante tres horas, en lugar 15 min. Se empez6 por la desparafinizacion
mediante el protocolo en el cual el xilol se mezcla a 56°C por media hora con la muestra
como disolvente de la parafina seguido de dos pasos de lavado con etanol para hidratar el
tejido. Posteriormente se preparé la muestra para la extraccién automatizada, siguiendo
las recomendaciones del fabricante consignadas en el protocolo estandar del equipo para
el uso del kit mencionado. Dicho protocolo aparece en la web en la URL:
https://www.giagen.com/us/giacube/standard/protocolview.aspx?StandardProtocolID=975. El
RNA se cuantific6 mediante el uso del fluorometro Qubit® 2.0 para RNA HS (Invitrogen,
Waltham, Massachusetts, USA) obteniéndose la concentracion (ng/uL) por muestra. El

RNA se guardé a -70°C hasta su uso.

4.4.2 Andlisis de presencia/ausencia del gen de fusion
TMPRSS2-ERG

A partir de 40 ng (10ng/uL) de RNA se realiz6 la RT-PCR para determinar la presencia del
gen de fusion con el exén 1 de TMPRSS2-ERG vy el exén 4 de ERG), empleando el kit
KAPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Kapa biosystems, Wilmington, Massachusetts,
USA) vy los iniciadores que se presentan en la Tabla 2. La RT-PCR se llevé a cabo con un
volumen final de 20uL, compuesto de 10uL de KAPA SYBR FAST gqPCR Master Mix (2X)
Universal, 0,4ul de 50X KAPA RT Mix, 2ul de cada par de iniciadores, 4ul de muestra de
RNA (10ng/ul) y 1,6ul de agua libre de nucleasas. Se uso6 el termociclador PTC-200 PCR
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System (MJ Research, Reno, Nevada, EUA) para variar la temperatura de anillamiento,
usando las demas temperaturas de termociclaje propuestas por el fabricante. El protocolo
empieza con la transcripcion reversa a 42 °C por 5 min durante un ciclo; la activacion de
la enzima reversa a 95°C por 3 minutos durante un ciclo; la denaturacién de las muestras
a 95°C por 10 segundos, las temperaturas de anillamiento por 20 segundos para cada
transcrito de la Tabla 2 y la extension a 72°C por 1 segundo durante 45 ciclos (protocolo
disponible en URL: https://www.kapabiosystems.com/product-applications/products/gpcr-
2/sybr-fast-one-step/).

Tabla 2. Iniciadores utilizados en el estudio para los diferentes ensayos de RT-PCR y qRT-PCR
con sus respectivas condiciones 0ptimas estandarizadas.

Concentracion
. .. - Temperatura de .
Transcrito Iniciadores Tamanio (pb}| final de los . . Referencia
L anillamiento (°C)
iniciadores
ERG F: TCTTGGACCAACAAGTAGCC Saramidki et
131 150 nM 63°C El-_. 2008
R: GTCGGGATCCGTCATCETTG
TMPRE52:ERG | F: TAGGCGCGAGCTAAGCAGGAG ;
125 100 nM E1°C Temlins et al.,
[exdnl:exdn 4) | R: GTAGGCACACTCAAACAACGACTGE 2005
F: TGT GGATAC TCCTCC ARG GAA _
EFHZ o) 250 nM Barnoetal.,
R: GAG GAG CCGTCCTITTTICA 2012
F: CCGAGACGCTGGECAGAGA ;
NEX3.1 81 200 nM Richter etal.,
R: GAAGGGCGCCTGAAGTGTT 2007
E5*C
F: CAAAAATCTEEGECCTTGCTGAGAALD .
SPINK-1 &2 200 nM Tomlins etal.,
R: AGGCCTCECGGETGACCTGAT 2008
F: ATT TGG GTC GCG GTT CTT G [Vand |
UBC 133 150 nM an Elmz""'&;EEE
R: TGC CTT GAC ATT CTC GAT GGT etal,

F: Forward. R: Reverse.

La determinacion de la presencia/ausencia de las fusiones TMPRSS2-ERG fue realizada
por la visualizacion de los amplimeros correspondientes en geles de agarosa al 2% con
SYBR safe.
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4.4.3 Andlisis de expresion relativa de ERG, EZH2, NKX3.1y
SPINK-1

A partir de 40 ng de RNA extraido se llevo a cabo una gRT-PCR en un solo paso con el
uso del kit comercial modificado gScript 1-Step SYBR Green (gRT-PCR (Quanta
Biosciences, Cummings Center, Beverly, MA), empleando los iniciadores descritos en la
tabla 2, para ERG, EZH2, NKX3.1y SPINK-1. La gRT-PCR se llev6 a cabo con un volumen
final de 20uL, compuesto de 10ul de One-Step SYBR Green Master Mix (2X), 0,4ul de
gScript One-Step RT, 2ul de cada par de iniciadores, 4ul de muestra de RNA (10ng/ul) y
1,6ul de agua libre de nucleasas. Las condiciones de termociclaje empleadas fueron las
establecidas por los proveedores, con excepcion de la temperatura de anillamiento, que
fue establecida usando el termociclador PTC-200 PCR System (MJ Research, Reno,
Nevada, EUA) para variar la temperatura de anillamiento en la estandarizacion, mientras
gue en la elaboracion de las curvas y la qRT-PCR con las diferentes muestras se usé el
termociclador LightCycler® 480 (Roche Life Science, Penzberg, Upper Bavaria, Germany).
El protocolo de termociclaje empieza con la transcripcion reversa a 50°C por 10 minutos
durante un ciclo; la activacién de la enzima reversa a 95°C por 5 minutos durante un ciclo;
la denaturacién de las muestras a 95°C por 10 segundos, las temperaturas de anillamiento
por 20 segundos para cada transcrito de la Tabla 2 y la extension a 72°C por 1 minuto
(donde se leian los resultados) durante 45 ciclos. Para las curvas de fusion la PCR se puso
a 95°C por 5 segundos, 65°C por un minuto, a 97°C de forma continua con 5 — 10 adg/°C
y un enfriamiento a 40°C por 10 segundos.

La temperatura de anillamiento y la concentracion de los iniciadores fueron establecidas
por la estandarizacion, siendo especificas de cada transcrito (Tabla 2). Como gen de

expresion constitutiva se usé UBC. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

e FElaboracién de las curvas estandar

La construccion de los estandares, para cada uno de los genes analizados, se realiz6 a
partir de una muestra FFPE de tejido no tumoral adyacente de préstata, excepto para
SPINK-1 que se us6 una muestra FFPE de paciente con CaP GL 4. Se utilizaron las

mismas condiciones estandarizadas para la RT-PCR, usando el termociclador
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LightCycler® 480 Real-Time PCR (Roche, Basilea, Suiza), omitiendo el paso de activacion

de la retrotranscriptasa, ya que en este caso se estaba partiendo de cDNA.

Posterior a la RT-PCR, los amplimeros fueron purificados del gel de agarosa mediante el
kit comercial lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Little
Chalfont, United Kingdom) y se cuantific6 mediante el uso del fluorometro Qubit® 2.0 para
DNA High Sensitivity (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA). El calculo del numero
de copias del stock de cDNA se realiz6 usando la calculadora online de URI-Genomics and
Sequencing-Center, 2004 (http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html).

Para la curva de calibracion se realizaron 7 diluciones seriadas, por duplicado, entre 1x10°
a 1x10! de nimero de copias/uL. La eficiencia de la amplificaciéon obtenida al realizar la
curva estandar (E), fue el parametro utilizado para valorar su validez en cada corrida de
analisis de expresion de las muestras. E se calcula a partir de la pendiente de la curva de
calibracién: E = 10 F¥rendiente] | 5 Eficiencia E=1,903 para UBC, E=1,873 para EZH2, E=
2,003 para NKX3.1 y E=1,904 para SPINK-1 con desviaciones estandar <0,2 respecto a

los duplicados de los diferentes puntos tomados en cuenta para cada curva.

La validez de los puntos, los calculos de eficiencias y errores en el equipo se hicieron por
el método de la segunda derivada. El algoritmo matematico en el que se basa este método
en el software de Roche (Penzberg, Upper Bavaria, Germany) no esta publicado, pero es
posible al ajustar modelos de curvas sigmoidales y polinomiales, con una alta significacion

(p <0,001) y un coeficiente de correlacion (r> 0,99).

e Gen dereferencia

Para controlar las variaciones experimentales en la cantidad de RNA utilizado en cada
gRT-PCR vy las variaciones de lote a lote en los reactivos de PCR, se ha utilizado la
medicion coincidente de los llamados genes de referencia para la normalizacion de los
datos de expresion de genes diana. Sin embargo, los estudios que han comparado la
expresion de varios de estos genes han demostrado invariablemente que sus niveles de
expresion difieren dramaticamente entre los tejidos, por ejemplo, entre tejido normal vs

neoplasico, puesto que tienen una tasa de proliferacion diferente. Para estudios mas
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generalizados, la variabilidad en los niveles de expresion de varios genes de referencia
comunmente usados ha significado que no hay un gen de "talla Unica" que pueda usarse
para la normalizacion de los datos de expresion génica. En consecuencia, individualmente
estos genes son generalmente inadecuados como controles de expresion, y si se usan
para normalizaciones en diferentes tejidos, se pueden introducir errores significativos, por

esto es necesaria la eleccion de uno adecuado de acuerdo al estudio.

Los analisis de la expresion del gen de referencia UBC con las muestras FFPE permitieron
verificar la integridad del RNA para los posteriores andlisis de expresion de los genes
blanco, siendo UBC un buen gen de referencia para este estudio, puesto que se
encontraron valores de CPs y de generacion de numero de copias que no varian

significativamente entre los diferentes tipos lesion de muestras FFPE evaluadas.

UBC representa un gen de ubiquitina, la ubiquitina C. La proteina codificada es un
precursor de la poliubiquitina. La conjugacion de mondémeros o polimeros de ubiquitina
puede llevar a varios efectos dentro de una célula, dependiendo de los residuos con los
gue se ubica la ubiquitina. La ubiquitinacién se ha asociado con la degradacion de
proteinas, la reparacion del ADN, la regulacion del ciclo celular, la modificacion de la
guinasa, la endocitosis y la regulacion de otras vias de sefializacion celular (encontrado en

URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7316).

e Método de Pfaffl para determinar la expresion relativa de ERG, EZH2, SPINK-1,
NKX3.1

La cuantificacion relativa se calculé como una relacion de niveles de cada molécula blanco
dividido por los niveles de UBC. Las unidades usadas para expresar niveles de mRNA
cuantitativos relativos son arbitrarias. Se incluyeron diluciones estandar en cada corrida
para permitir un célculo preciso de las eficiencias de amplificacion dentro de cada
experimento individual, lo que representa cualquier efecto de la matriz (es decir, la
variacion del dia a dia o de muestra a muestra) y permite una cuantificacion relativa mas
precisa. Esto también permitié el calculo preciso de la variacion inter-ensayo entre las
diferentes ejecuciones. Todos los resultados descritos en el estudio se refieren a los datos
cuantitativos relativos de los niveles de expresion de los genes ERG, EZH2, NKX3.1 y

SPINK-1 normalizados a UBC. El uso del método de cuantificacion relativa requiere que
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las eficiencias de PCR de todos los genes bajo investigacion sean similares y lo mas cerca
posible al 100% para garantizar la amplificacion exponencial de la plantilla, sin embargo,
esto no se cumple en todos los casos. Por lo tanto, fue necesario evaluar las eficiencias
de amplificacién para los genes diana y el gen de referencia en un amplio rango dindmico
del ensayo de cinética de la PCR, por esta razén se utilizé el método de Pfalff, en lugar del
popular 224€P ‘para determinar la eficiencia real de cada gen, ya que asumir una eficiencia

de 2 podria llevar a una sobreestimacién o subestimacion.

Con la eficiencia encontrada en las curvas estandar de los genes blanco y de UBC, y los
CP determinados a partir de la cuantificacion absoluta realizada por el equipo, se realizé
expresion relativa utilizando el método de Pfaffl (Pfaffl 2001), el cual utiliza la siguiente
ecuacion:

Erefcp el Muestra | Erefcp ref Calibrador

Etargcp targ Muestra Etargcp targ Calibrador

Expresion relativa =

Donde E corresponde a la eficiencia de la curva para el gen correspondiente, CP es el ciclo
umbral (por sus siglas en inglés Crossing point), Ref es el gen de referencia, Targ es el

gen blanco y el Calibrador es el tejido no tumoral adyacente.

4.5 Plan de analisis

45.1 Variables a analizar

e Clasificacion histolégica de los focos y presencia de ganglios: Variable
categorica.

Categorias:

Tejido adyacente no tumoral: Tejido control y calibrador.
HGPIN: Neoplasia intraepitelial prostéatica de alto grado.
Gleason 3
Gleason 4

Gleason 5

o g M~ w N e

Ganglios
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e Translocacion TMPRSS2-ERG: Variable categérica.

Categorias:

- TMPRSS2 exdn 1:ERG exdn 4 positiva (Presencia).
- TMPRSS2 exdn 1:ERG exdn 4 negativa (Ausencia).

e Niveles de expresion de los transcritos de ERG, EZH2, SPINK-1 y NKX3.1
normalizadas con el gen casero y el tejido control: Variables continuas.

Para los andlisis de la expresion relativa de los diferentes genes, los valores obtenidos
fueron convertidos en tres categorias: altamente expresados >1,20, normalmente
expresados 0,80-1,20 son tomados como expresion normal, <0,80 como bajamente
expresados.

Inicialmente se valoré si cada alteracion molecular tenia discordancia entre los diferentes
focos evaluados de cada paciente. Posteriormente se hizo el analisis para todos los
pacientes con respecto a las 4 alteraciones. Para los andlisis de concordancia en las
alteraciones moleculares por paciente solo aquellos que presentaran patrones similares de
forma totalmente homogénea para la detecciéon de la fusion TMPRSS2-ERG, la expresion
de EZH2, NKX3.1y SPINK-1 fueron determinados con la categoria concordante. Los casos
gue presentaban alteraciones que no eran concordantes en todos los focos neoplasicos
de un paciente, pero a los cuales se les podria atribuir la discordancia a la evolucion de la
enfermedad (aparicién temprana o tardia) y no al origen clonal, se les llamé parcialmente
concordantes. Finalmente, se les llamé discordantes a los que no presentaban un patrén
homogéneo en todos sus focos, sin presentar patrones de evolucién molecular de las

alteraciones.

4.5.2 Andlisis estadistico

Se analizaron los datos obtenidos por las categorias que definen los diagndsticos
histopatoldgicos del estudio, es decir la lesién pre-neoplasica HGPIN, y las lesiones de
tejido tumoral (diferentes grados de Gleason, GL3-GL5, y ganglios). Se calcularon las

medianas de cada uno. Se verificd que los datos no cumplian con el criterio de normalidad
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en cada grupo de diagnéstico histopatolégico a partir del uso del Test Shapiro-Wilk, y al
transformar con Log, cumplian con la normalidad pero no con el supuesto de
homogeneidad de varianzas de acuerdo al Test de Levene, por lo que se verificaron
diferencias significativas por grupos con las cinco alteraciones moleculares evaluadas en
el estudio (fusion TMPRSS2-ERG, la expresion de ERG, EZH2, NKX3.1y SPINK-1) con el
paquete estadistico SPSS, con el Test no paramétrico Kruskal-Wallis, el cual arrojo que
solo los niveles de expresion de NNKX3.1 tenian diferencias significativas en relacion con
el grado de lesién. De acuerdo a los resultados obtenidos por Kruskal-Wallis,
posteriormente se aplicé una comparacion pareada entre los diferentes grupos de grado
de lesién para identificar los grupos que presentaban las diferencias estadisticas con el
Test U de Mann-Whitney con un p>0,05, también con SPSS. Los resultados se visualizaron
de acuerdo a la distribucion de medianas y la dispersion de los datos, analizados en una
escala logaritmica Log. con un diagrama de cajas y bigotes con el uso del paquete

estadistico de RStudio.

4.6 Consideraciones éticas

De acuerdo a la resolucion N° 8430 de 1993 del Ministerio de Salud que establece las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en humanos (Min Salud
1993), Articulo 11, este proyecto se clasifica como “INVESTIGACION SIN RIESGO”. El
proyecto se realizard con muestras obtenidas para un proyecto Institucional base en curso
“EXPLORACION DE POTENCIALES BIOMARCADORES PREDICTORES DEL
PRONOSTICO EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE CANCER DE PROSTATA
(CaP)” el cual, al trabajar con bloques de parafina almacenadas en el archivo de patologia,
también se catalogd como sin riesgo por el Comité de Etica e Investigaciones del INC. La
informacion sobre recurrencia bioquimica y presencia de ganglios fue tomada de las bases
de datos del proyecto base. Por lo tanto, no se tuvo, ni se tendré contacto con los pacientes.
Al ser un estudio planteado para trabajar con material de archivo, es sin riesgo y no se

necesitd consentimiento informado.



5.Resultados

A continuacion, se presentaran los resultados en el orden de los objetivos.

5.1. Primer objetivo

El primer objetivo desarrollado es el siguiente:

Identificar los niveles de expresidon de NKX3.1, EZH2, SPINK-1 y ERG, ademas de
determinar la presencia/ausencia del gen de fusion TMPRSS2- ERG, en tejido sano,

HGPIN y tumoral, en diferentes focos de tejidos de prostata de pacientes con cancer.

5.1.1. Deteccion de fusiones TMPRSS2-ERG

Para la deteccién de la fusion TMPRSS2-ERG se utilizaron las condiciones de RT-PCR
consignadas en la secciéon de metodologia, utilizando el protocolo de estandarizacion
previamente establecido (Segura y Serrano, 2016). La figura 13 ejemplifica la forma en que

se obtuvieron los resultados de deteccion de las fusiones por medio de RT-PCR.

1 P 3 4 5 5} 7

Figura 13. Deteccion del gen de fusion TMPRSS2-ERG. Gel de agarosa al 2,0%. 1: Control
positivo (Tejido fresco de CaP). 2: Control negativo (Linea PC3). 3-6: Muestras FFPE de diferente
grado de lesion del paciente 1. 3: GL3. 4:GL4. 5: No tumoral adyacente. 6: HGPIN. 7: Blanco.

Al establecer la presencia de las fusiones en las 103 muestras analizadas de 20 pacientes
(focos de tejido adyacente no tumoral (n=20), HGPIN (n=17), GL3 (n=23), GL4 (n=23), GL5

(n=7) y ganglios (n=13)), se encontré que ninguno de los 20 tejidos control (tejido
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adyacente no tumoral) presentaron la fusién. Dentro de los 83 focos neoplasicos, se
encontré que 28 focos tenian la fusion evaluada y 55 no (34% vs 66%). Se hard el andlisis
detallado por grado de lesién en el objetivo cuatro para esta y las otras alteraciones

moleculares que se describiran a continuacion.

5.1.2 Andlisis de expresion relativa de ERG, EZH2, NKX3.1y
SPINK-1

Inicialmente se determinaron las condiciones 6ptimas de la RT-PCR para cada gen blanco,
ERG, EZH2, NKX3.1 y SPINK-1, y el gen de referencia, UBC. Con el amplimero obtenido
con dichas condiciones se realizo la curva estandar para cada gen evaluado. A partir de
comparacion de las curvas de fusion de los estandares con las curvas de las muestras
FFPE, se corroboré que la expresién obtenida si correspondia al gen evaluado, por lo cual
aquellas muestras cuyas curvas de fusion tenian un pico inespecifico se consideraron
negativas para la expresion del gen. Se determind la expresién del gen de referencia, UBC,
para analizar asi la calidad del RNA de las muestras FFPE y para normalizar la expresion
de cada gen. Finalmente, a partir de la eficiencia y los CPs de cada muestra, se llevé a
cabo el calculo de la cuantificacion relativa de acuerdo a lo descrito en la seccion de
metodologia por el método de Pfaffl (Pfaffl 2001).

e Expresion del gen de referencia-UBC

Inicialmente se determinaron las condiciones 6ptimas de la RT-PCR del gen de referencia,
UBC, para lo cual se realiz6 un gradiente de concentracion de iniciadores entre 50-200nM
(Figura 14A) y un gradiente de temperatura de anillamiento entre los 55-63°C (Figura 14B),
encontrandose que las condiciones 6ptimas de concentracion de iniciadores fue 150nM y
una temperatura de anillamiento de 55°C. A partir de las condiciones obtenidas por RT-
PCR se obtuvo la curva estandar (Figura 14C), con CPs entre 25,29 y 33,65
(mediana=29,61, media= 29,68), evidenciandose valores similares de expresion de UBC
en las 103 muestras de estudio. Se muestran las curvas de fusién obtenidas de las
muestras comparadas con los estandares, identificando la especificidad de los amplimeros
(Figura 14D).
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Figura 14. Estandarizacién de los analisis de expresion absoluta de UBC en las muestras
FFPE. A. Gradiente de concentracion de iniciadores de UBC (Temperatura de anillamiento: 63°C;
tejido no tumoral adyacente de FFPE). 1: Marcador de peso molecular. 2: 200 nM. 3: 150 nM. 4:
100 nM. 5: 50 nM. 6: Blanco. B. Gradiente de temperatura de anillamiento de iniciadores de UBC
(Concentracion de iniciadores: 150nM; tejido no tumoral adyacente de FFPE). 1: Marcador de peso
molecular. 2: 55°C. 3: 58°C. 4: 61°C. 5: 63°C. 6: Blanco. C. Curva estandar. La curva estandar con
siete puntos, entre 1x107 a 1x10! de nimero de copias/uL present6 una eficiencia de 1,903 con CPs
entre 7,68-29,36. D. Curvas de fusiébn de muestras FFPE y estdndares.

e Analisis de expresion relativa de ERG

Se determinaron las condiciones 6ptimas de la RT-PCR a partir de tejido no tumoral
adyacente de FFPE, para lo cual se realizd un gradiente de temperatura de anillamiento
entre los 60-66°C (Figura 15A) y un gradiente de concentracion de iniciadores entre 50-
200nM (Figura 15B), encontrandose que las condiciones Optimas estandarizadas fueron
63°C de temperatura de anillamiento y una concentracién de iniciadores de 150nM. A partir
de las condiciones obtenidas por RT-PCR se obtuvo la curva estandar para ERG (Figura
15C). A partir de la curva de UBC y la curva de ERG, se obtuvieron los datos necesarios
para normalizar la expresion de las muestras y finalmente se obtuvo la expresion relativa
respecto al tejido calibrador (tejido no tumoral adyacente), utilizando la metodologia de
Pfaffl descrita en la seccion de metodologia. De las 103 muestras, 20 eran las muestras

calibrador, por lo que los resultados de expresion se muestran en las 83 muestras
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restantes, las cuales tienen origen neoplasico. Se muestran las curvas de fusion obtenidas

de las muestras comparadas con los estandares (Figura 15D).
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Figura 15. Estandarizacion de los analisis de expresion relativa de ERG en las muestras
FFPE. A. Gradiente de temperatura de anillamiento (Concentracion de iniciadores de 200 nM; tejido
no tumoral adyacente de FFPE). 1: Marcador de peso molecular. 2: 60°C. 3: 60,6°C. 4: 62,1°C. 5:
63°C. 6: 64°C. 7: 64,4°C. 8: 64,9°C. 9: 65,5°C. 10: 66°C. 11: Blanco. B. Gradiente de concentracién
de iniciadores (Temperatura de anillamiento de 63°C; tejido no tumoral adyacente de FFPE). 1: 200
nM. 2: 150 nM. 3: 100 nM. 4: 50 nM. 5: Blanco. 6: Marcador de peso molecular. C. Curva estandar.
La curva estandar cuenta con cinco puntos, entre 1x107 a 1x10% nimero de copias/uL, con una
eficiencia de 1,971 con CPs entre 5,00 y 18,60. D. Curvas de fusién de muestras FFPE y estandares.

Los valores de expresion relativa de ERG presentaron un rango entre 0,00 y 719,75 con
una mediana de 5,71. De los 83 focos neoplasicos 49 tuvieron alta expresion (59%), 31
baja expresion (37%) y 3 expresion normal (4%), siendo predominante la alta expresion de
ERG.
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e Analisis de expresién relativa de EZH2

Se empez6 por determinar las condiciones 6ptimas de la RT-PCR a partir de tejido no
tumoral adyacente de FFPE, para lo cual se realizd6 un gradiente de temperatura de
anillamiento entre los 55-63°C (Figura 16A) con una concentracion de iniciadores de
250nM, puesto que se hizo un montaje inicial a 60°C con 200nM con una muestra de FFPE
y no se detect6 sefial (datos no mostrados), encontrandose que las condiciones éptimas
estandarizadas fueron 55°C de temperatura de anillamiento y una concentracion de
iniciadores de 250nM. Se muestran la curva estandar de EZH2 (Figura 16B) y las curvas

de fusion obtenidas de las muestras comparadas con los estandares (Figura 16C).
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Figura 16. Estandarizacion de los analisis de expresidn relativa de EZH2 en las muestras
FFPE. A. Gradiente de temperatura de anillamiento (Concentracion de iniciadores de 250 nM; tejido
no tumoral adyacente de FFPE). 1: Marcador de peso molecular. 2: 63°C. 3: 61°C. 4: 58°C. 5: 55°C.
6: Blanco. B. Curva estandar. Curva estandar de cinco puntos, entre 1x10° a 1x10! de nimero de
copias/uL, con una eficiencia de1,873 con CPs entre 12,61 y 29,63. C. Curvas de fusion de muestras
FFPE y estandares.

Los valores de expresion relativa de EZH2 presentaron un rango entre 0,01y 191,10 con

una mediana de 0,59. De los 83 focos tumorales 45 tuvieron alta expresion (54%), 33 baja
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expresion (40%) y 5 expresion normal (6%), siendo predominante la alta expresion de

EZH2.

e Analisis de expresion relativa de NKX3.1

Se realizé la RT-PCR con una temperatura de anillamiento de 55°C y una concentracion
de iniciadores de 200nM, a partir de una muestra de sangre y una de tejido no tumoral
adyacente de FFPE, detectandose la banda esperada con la muestra de FFPE (Figura
17A). En la figura 18, se muestran la curva estandar de NKX3.1 (Figura 17B) y las curvas

de fusion obtenidas de las muestras comparadas con los estandares (Figura 17C).
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Figura 17. Estandarizacion de los andlisis de expresion relativa de NKX3.1 en las muestras
FFPE. A. Amplificacion de NKX3.1 en gel de agarosa. 1: Marcador de peso molecular. 2: NKX3.1
en sangre de control. 3: NKX3.1 en tejido FFPE no tumoral adyacente de préstata. Blanco. B. Curva
estandar. Curva estandar de seis puntos, entre 1x107 a 1x102 de numero de copias/uL, con una
eficiencia de 2,003 con CPs entre 9,15y 25,01. C. Curvas de fusién de muestras FFPE y estandares.

Los valores de expresion de NKX3.1 presentaron un rango entre 0,00 y 256,50 con una
mediana de 0,67. Las frecuencias de expresion de los 83 focos tumorales fueron: 39 con

baja expresion (47%), 38 con alta expresion (46%) y 6 con expresion normal (7%).



5. Resultados 67

e Anaélisis de expresion relativa de SPINK-1

El ensayo de RT-PCR se hizo partiendo de una temperatura de anillamiento de 55°C y una
concentracion de iniciadores de 200nM, usando una muestra de tejido de CaP con GL4 de
FFPE y una de sangre, encontrdndose que se detectaba la banda esperada con ambos
tipos de muestra (Figura 18A), por lo que para manejar el mismo control que en los
diferentes ensayos, se uso la muestra FFPE. Se muestran la curva estandar de SPINK-1
(Figura 18B) y las curvas de fusion obtenidas de las muestras comparadas con los
estandares (Figura 18C).
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Figura 18. Estandarizacién de los andlisis de expresion relativa de SPINK-1 en las muestras
FFPE. A. Amplificacion de SPINK-1 en gel de agarosa. . 1: Marcador de peso molecular. 2: SPINK-
1 en sangre de control. 3: SPINK-1 en tejido de cancer de préstata con GL4. Blanco. B. Curva
estandar. Curva estandar de seis puntos, entre 1x107 a 1x10%2 de nimero de copias/uL, con una
eficiencia de 1,904 con CPs entre 13,16 y 29,95. C. Curvas de fusion de muestras FFPE vy
estandares.

Los valores de expresion de SPINK-1 presentaron un rango entre 0,00 y 680,92 con una
mediana de 0,67. Las frecuencias de expresion de SPINK-1 de los 83 focos tumorales
fueron: 42 con baja expresion (51%), 34 con alta expresion (41%) y 7 con expresion normal

(8%), siendo predominante la baja expresion de SPINK-1.
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5.2 Segundo objetivo

Analizar el grado de concordancia de las alteraciones moleculares entre los focos que
permita establecer el origen clonal, como se describi6é en la metodologia.

En la tabla 3 se resumen los resultados de la evaluacion del gen de fusion TMPRSS2-ERG
y la expresion relativa de ERG, EZH2, SPINK-1 y NKX3.1 por foco neoplasico (83 focos)
discriminado por paciente, a partir de los cuales se hizo el analisis de concordancia

completa, parcial y discordancia molecular entre los focos de cada paciente.

5.2.1 Determinacion de la concordancia con respecto a cada
alteracion molecular evaluada para todos los pacientes

e Concordanciarespecto al estado de fusion TMPRSS2-ERG

En ocho de los veinte pacientes analizados (40%), se encontr6 concordancia molecular.
Para un paciente (el nimero 18) la concordancia fue con respecto a la presencia de la
fusién en todos sus focos evaluados, mientras que hubo coincidencia respecto a la
ausencia de la fusion en todos los focos neoplasicos de los otros 7 pacientes (nimero 7,
8,11, 12,13, 14y 19).

Cinco pacientes muestran concordancia parcial asociada al grado de evolucién de la lesién
neoplasica (25%), encontrandose que los pacientes 1y 3 presentan la fusion en todos sus
focos neopléasicos y solo el foco pre-neoplasico no la presenta; en el paciente 2, HGPIN y
GL3, no presentan la fusion, pero ésta aparece en GL4 y ganglio; mientras que para los
pacientes 9 y 15 la fusién solo se presenta en ganglios. Finalmente, siete pacientes
(numero 4, 5, 6, 10, 16, 17 y 20) presentaron discordancia (35%), independiente del grado

de lesion.



Tabla 3. Presencia de la fusibn TMPRSS2-ERG y expresion relativa de ERG, EZH2, NKX3.1, y SPINK-1 por foco en los diferentes pacientes
analizados, junto con los grados de concordancia entre los focos de cada paciente.

ol ox Fusion Expresion relativa Concordancia bl ox Fusion Expresion relativa Concordancia ol ox Fusion Expresion relativa Concordancia
TMPRSS2-ERG| ERG | EZH2|NKX3.1|SPINK-1| molecular TMPRSS2-ERG| ERG |EZH2|NKX3.1[SPINK-1| molecular TMPRSS2-ERG| ERG | EZH2 |NKX3.1[SPINK-1| molecular
HGPIN [Negativo 6,37 | 1,09| 061 0,26 HGPIN [Negativo 0,03 | 346 | 21,55 0,18 HGPIN [Negativo 0,38 0,11 1,14 0,48
1]|GL3 Positivo 4355|044 0,30 1585 D 8 GL3 Negativo 0,02 | 6,15 13,23 0,07 c 15 GL3 Negativo 0,21 0,24 0,52 0,12 D
GL4 Positivo 37,50 | 2,08 | 0,74 0,73 GL3 Negativo 0,01 | 257 | 6,76 0,02 GL4 Negativo 0,91 2,71 2,33 0,65
GL4 Negativo 0,01 | 249 | 557 0,03 Ganglio|Positivo 1,43 5,90 0,74 1,55
HGPIN [Negativo 062 | 031 | 411 0,31
2 GL3 Negativo 0,20 | 0,08 | 0,31 0,08 D HGPIN [Negativo 6,60 | 1,22 | 0,67 1,02 HGPIN [Positivo 1,99 3,54 1,60 0,12
GL4 Positivo 343 | 030 | 211 0,48 9 GL3 Negativo 13,38 | 0,01 1,16 2,22 D 16 GL3 Negativo 0,84 3,34 0,11 1,60 D
Ganglio|Positivo 1,27 [ 0,06 | 0,30 0,21 GL4 Negativo 6,16 | 1,91 1,73 1,13 GL4 Negativo 0,36 2,23 0,69 1,67
Ganglio|Positivo 12,95 | 2,13 0,16 1,06 Ganglio|Positivo 1,30 0,91 0,11 1,93
HGPIN [Negativo 9,47 10,10 | 017 0,10
3 GL3 Positivo 14,56 | 0,02 | 0,15 0,02 pC HGPIN [Negativo 0,56 | 3,43 | 0,00 0,47 HGPIN [Positivo 4,75 1,78 1,24 1,19
GL4 Positivo 1,34 | 0,04 | 0,07 0,01 10 GL3 Positivo 15,41 | 8,25 184 1,89 b 17 GL3 Positivo 3,88 0,92 1,27 il {57/ )
GL5 Positivo 675,40( 5,47 0,43 1,08 GL4 Positivo 1,01 [11,00| 1,42 0,47 GL4 Negativo 2,36 0,12 0,89 12,70
Ganglio]Negativo 1,40 | 3,25 0,20 4,32 Ganglio]Negativo 1,27 1,97 0,85 1,17
HGPIN [Negativo 0,37 | 0,57 1,38 0,97
GL3 Positivo 1355 1,05| 0,54 2,02 HGPIN [Negativo 144 (0,38 | 0,08 042 GL3 Positivo 719,75(131,64| 124,80 | 189,66
4 |GL4 Positivo 1169 ) 0,62 | 517 1,74 D 11 GL3 Negativo 213,70(64,89| 100,90 | 24,48 D 18|GL3 Positivo 433,54 (158,51 256,50 | 680,92 C
GL5 Positivo 111,74| 1,44 | 1,18 2,10 GL4 Negativo 16,63 |12,33| 11,96 58,20 GL4 Positivo 17,54 | 1,70 2,72 9,19
Ganglio|Negativo 8,91 | 0,12 0,07 2,74 Ganglio|Negativo 134,1626,75( 0,01 0,17
HGPIN [Negativo 0,35 |191,10| 0,40 3,40
HGPIN [Positivo 2,16 | 081 | 0,22 0,64 HGPIN [Negativo 1,98 [ 2,07 ]| 061 0,00 GL3 Negativo 0,04 | 7414 | 1,08 2,31
& GL3 Positivo 578 [050| 0,28 0,50 o GL3  |Negativo 0,00 [ 0,06 | 0,29 0,04 19(GL3  |Negativo 0,68 [3790| 2,73 0,51 D
GL4 Positivo 564 | 097 | 049 0,59 12(GL4 Negativo 2,26 | 840 | 0,70 0,02 D GL4 Negativo 0,29 | 40,07 | 2,21 0,07
Ganglio|Negativo 148 | 061| 035 7,93 GL5 Negativo 0,27 | 0,70 | 0,35 0,00 GL4 Negativo 0,26 | 27,84 | 2,70 0,02
Ganglio]Negativo 1,16 | 2,24 0,01 0,18
HGPIN [Positivo 25,67 | 025 | 2,45 5,87 GL4 Negativo 0,70 0,17 0,65 12,78
6 GL3 Positivo 857 | 291 1,29 2,86 D GL3 Negativo 750 | 395| 7,38 0,01 GL4 Negativo 0,45 0,21 0,84 52,39
GL4 Positivo 2513|027 | 2,28 6,34 13 GL4 Negativo 13,06 | 3,23 | 7,05 0,01 pC 20 GL5 Negativo 0,63 0,09 0,15 11,39 D
GL4 Negativo 064 | 007 | 2,74 0,71 GL5 Negativo 3,16 | 7,18 | 2,30 1,52 GL5 Positivo 1,40 0,08 0,18 14,64
Ganglio|Negativo 124,77140,68( 0,04 5,67 GL5 Negativo 0,26 0,26 0,48 39,82
HGPIN [Negativo 0,84 148,16| 0,99 55,39 Ganglio|Negativo 1,22 0,04 0,00 1,34
7 GL3 Negativo 0,01 |315| 11,73 0,05 pC HGPIN [Negativo 0,13 | 0,23 | 3,39 0,57
GL3 Negativo 0,04 | 265| 2,38 0,07 14 GL3 Negativo 0,03 | 0,19 | 1,9 0,52 PC ERG | EZH2 | NKX3.1 | SPINK-1
GL4 Negativo 0,14 |13,43| 3,84 0,58 GL4 Negativo 0,24 | 020 | 224 0,40 Medianas totales 571 059 067 067
Ganglio]Negativo 3,33 | 1,74 0,00 0,43

Todos los valores de expresion son relativos al tejido control. Los valores comprendidos entre 0,80-1,20 son tomados como expresion normal (blanco), los menores
a 0,80 como bajamente expresados (azul) y por encima de 1,20 altamente expresados (rosado). La concordancia en las alteraciones moleculares entre focos: D:
Discordantes (Piel). C: Concordantes (Naranja oscuro). PC: parcialmente concordantes (Naranja claro). P: Paciente. Dx: Diagndstico histopatolégico.



e Concordancia respecto a la expresion de ERG

En la tabla 3 podemos encontrar que en once de los veinte pacientes (55%) se encontrd
concordancia completa en todos sus focos analizados. En ocho pacientes se encontrd
concordancia molecular respecto a la alta expresion (los numeros 1, 3, 5, 9, 11, 13, 17y
18), mientras que para tres (numero 7, 8 y 19) respecto a su baja expresion. Para dos
pacientes (nimero 14 y 15) hay concordancia parcial (10%), ya que tan solo el ganglio
presenta sobreexpresion de ERG, lo cual podria estar ligado a la progresion tumoral y no
asociado a un origen multiclonal. Finalmente, siete de veinte pacientes (nimero 2, 4, 5, 6,

10, 12, 16, 17 y 20) presentaron discordancia (35%), independiente del grado de lesion.

e Concordanciarespecto ala expresién de EZH2

En ocho de los veinte pacientes (40%) se encontré concordancia completa de la siguiente
forma: concordancia respecto a la alta expresién para 6 pacientes (niamero 7, 8, 10, 13, 18

y 19), mientras que para 2 (nUmero 2 y 20) respecto a su baja expresion (Tabla 3).

Para 5 pacientes (25%) hay concordancia parcial, lo cual podria estar ligado a la progresion
tumoral y no asociado a un origen multiclonal. Las concordancias parciales se presentan

de la siguiente forma:

v' Partiendo de una baja expresion y aumentando con la progresién de la enfermedad
como se ha reportado en la literatura, en el paciente nimero 3 hay concordancia
molecular respecto a su baja expresion desde HGPIN hasta GL4, pero altamente
expresado en GL5; en el paciente nUmero 11 esta bajamente expresado en HGPIN
mientras que los demas focos presentan alta expresion; en el paciente numero 14 hay
concordancia molecular respecto a su baja expresion desde HGPIN hasta GL4 siendo
altamente expresado solo en ganglios; en el paciente nimero 15 hay concordancia
molecular respecto a su baja expresién en HGPIN y GL3, siendo altamente expresado

en GL4 y ganglios.

v" Por otro lado, esta el paciente numero 16 quien presenta concordancia molecular
respecto a su alta expresion desde HGPIN hasta GL4, con baja expresion baja en

ganglios.
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Finalmente, siete pacientes (nUmero 1, 4, 5, 6, 9, 12 y 17) presentaron discordancia (35%),

independiente del grado de lesion.

e Concordancia respecto a la expresion de NKX3.1

En la tabla 3 podemos encontrar que en 8 de los 20 pacientes hay concordancia molecular
completa (40%), siendo concordante su baja expresion en cinco pacientes (niumero 1, 3,
5, 12, y 20), mientras que respecto a su alta expresion en tres pacientes (nimero 6, 8, y
18).

Para 5 pacientes (25%) hay concordancia parcial de la siguiente forma:

v" En cuatro pacientes se encontrd un patrén en el que se parte de una alta expresion y
disminuye con la progresién de la enfermedad como se ha reportado en la literatura.

o Paralos pacientes numero 13y 14, la discordancia se dio en ganglio donde se
presento baja expresion, mientras que en las lesiones menos avanzadas la alta

expresion es concordante.
o Para el paciente nUmero 16 solo se observa una alta expresion en HGPIN
mientras que en las lesiones avanzadas se ve una baja expresiéon concordante.
o Para el paciente numero 17, HGPIN y GL3 tienen una alta expresion, mientras

gue en GL4 y ganglio, hay una baja expresion.

v Por otro lado, en el paciente nimero 7 hay expresién normal en HGPIN, pero con una

concordancia de alta expresion desde GL3 hasta GL4.

Finalmente, siete pacientes (nimero 2, 4, 9, 10, 11, 15 y 19) presentaron discordancia

(35%), independiente del grado de lesion.

e Concordanciarespecto ala expresion de SPINK-1
La concordancia completa entre los diferentes focos se dio en seis de los veinte pacientes
(30%), cuatro pacientes con baja expresion (numero 2, 8, 12 y 14), y dos pacientes con

alta expresion (numero 18 y 20).
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Siete pacientes (35%) presentaron concordancia parcial. La concordancia parcial se

presenta de la siguiente forma:

v' Entre los casos en que se dio un incremento en la expresion de SPINK-1 relacionado
con el avance de la enfermedad se encuentran:
o En el paciente numero 3 se presentd concordancia respecto a la baja expresion
de HGPIN hasta GL4 con un cambio a expresion normal en GL5.
o En el paciente nimero 4 se presentd una expresion normal en HGPIN con un
cambio hacia la alta expresién concordante de GL3 a ganglio.
o Los pacientes numero 5 y 15, presentaron concordancia respecto a la baja
expresion de HGPIN hasta GL4 con un cambio a alta expresion en ganglios.
o En el paciente nimero 13, tanto GL3 como GL4 presentan baja expresion,
mientras que en GL5 y ganglios hay un cambio hacia una alta de expresion.
o En el paciente numero 16 se presentd una baja expresion en HGPIN con un
cambio hacia la alta expresion concordante de GL3 a ganglio.
v' Por otro lado, el paciente nimero 7 presentd una alta expresién en HGPIN con un
cambio hacia la baja expresién concordante de GL3 a GL4.

Finalmente, siete pacientes (nimero 1, 6, 9, 10, 11, 17 y 19) presentaron discordancia
(35%), independiente del grado de lesion.

5.2.2 Determinacion de laconcordancia con respecto atodas
las alteraciones moleculares evaluadas para todos los
pacientes

Se evalud la concordancia por paciente teniendo en cuenta simultdneamente las 5
alteraciones moleculares estudiadas, encontrdndose que dos pacientes (10%), el nimero
8y 18, son concordantes (Tabla 3). Por otro lado, cuatro de los pacientes (nimero 3, 7, 13
y 14) fueron parcialmente concordantes (20%), lo que podria estar mostrando un patron
de progresion y no un origen multiclonal. A continuacion, se detallan los patrones de

concordancia parcial:



Resultados 73

v' Tres pacientes mostraron un avance de las alteraciones en concordancia con un
avance de la enfermedad, siguiendo un patron esperado segun la literatura (aparicion
tardia de la fusién; aumento de la expresion de ERG, EZH2 y SPINK-1, en las lesiones
mas avanzadas, y disminucion de la expresion de NKX3.1 en las lesiones mas
avanzadas).

o En el caso del paciente numero 3 en HGPIN no aparece la fusién, pero en los
focos mas avanzados si, mientras que EZH2 y SPINK-1 estan bajamente
expresado hasta GL4, pero en el foco mas avanzado, GL5, aumentan su
expresion, mientras que ERG y NKX3.1 son concordantes en todos sus focos.

o En el paciente 13 hay una alta expresion de NKX3.1 desde GL3 hasta GLS5,
presentandose una baja expresion tan solo en la etapa mas avanzada, en el
ganglio, mientras que SPINK-1 aumenta su expresion de forma concordante
desde GL5 hasta el ganglio, presentandose concordancia en todas las etapas
de progresion para la presencia de la fusion, la expresion de ERG y EZH2.

o Para el paciente niumero 14, ERG y EZH2 estan bajamente expresados desde
HGPIN hasta GL4 mientras que aumentan su expresién en ganglio, mientras
gue NKX3.1 esta aumentado desde HGPIN hasta GL4, disminuyendo su
expresion en ganglio, mientras que el estado de fusién y la expresion de SPINK-

1 son concordantes en todos sus focos.

v' Por otro lado, uno de los pacientes (nUmero 7) que mostro concordancia parcial no
siguié el modelo de progresion esperado, puesto que en HGPIN se puede observar
gue tanto NKX3.1 como SPINK-1 parten de una expresion que cambia de forma
concordante en los focos mas avanzados, sin embargo, NKX3.1 parte de una expresion
normal y aumenta con el avance de la enfermedad, mientras que SPINK-1 parte de
una alta expresiéon disminuyendo con el avance de la enfermedad, mientras que el
estado de la fusién, la expresion de ERG y de EZH2 son concordantes en todos los

focos.

Finalmente, catorce pacientes (numero 1, 2, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 19 y 20)

presentaron discordancia (70%), independiente del grado de lesién.
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e Multiclonalidad en CaP primario vs monoclonalidad en CaP metastasico

Se resalta el resultado encontrado en el paciente nimero 2, puesto que pese a la
discordancia molecular, es el Unico claro ejemplo de que un solo clon podria ser
responsable para la dispersion de todos los focos metastésicos, como se ha descrito en la
literatura, puesto que en GL4 aparece la fusion que también se encuentra presente en el
ganglio, EZH2 y SPINK-1 estan bajamente expresados en ambos casos y NKX3.1 pierde
su expresion en ganglio como un evento subclonal, como se espera en las lesiones mas
avanzadas, sin embargo, en el CaP primario se podria presentar un origen multiclonal, si

se observa por ejemplo, la expresion de NKX3.1 entre GL3 y GL4 (Tabla 3).
5.3 Tercer objetivo

Determinar si dichas alteraciones podrian definir diferentes subtipos moleculares del CaP.

5.3.1 Determinacion de subtipos moleculares por foco

v ETS(+): De los 83 focos tumorales, 28 tienen la fusion TMPRSS2-ERG evaluada
(34%), de los cuales 27 presentan alta expresién y uno expresion normal de ERG,
mientras otros 22 focos (26%) tienen ERG altamente expresado sin presencia de la
fusién evaluada pero se toman como ETS(+) ya que segun la literatura la alta expresion
de ERG podria ser debido a la presencia de otras variantes de la fusién no evaluadas
en este trabajo. Tomando los 28 focos que presentan la fusion y los 22 que no, pero
gue presentan alta expresién de ERG, se determind que 50 de los focos son ETS(+)
(60%), por tanto 33 focos cumplen con el criterio de ETS(-) (40%).

v' Sobreexpresion de EZH2: De los 83 focos tumorales 45 tuvieron alta expresion de
EZH2 (54%). La sobreexpresion de EZH2 se presenta mas en los casos ETS(+) con
29 focos (64%) vs 16 focos que fueron ETS(-) (36%).

v Baja expresion de NKX3.1: De los 83 focos tumorales 39 tuvieron baja expresion (47%).
La baja expresion de NKX3.1 se presenta mas en los casos ETS(+) con 22 focos (56%)
vs 17 focos (44%) que fueron ETS(-).
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Cabe resaltar que independiente del subtipo, hubo seis patrones moleculares particulares
asociados a la expresion de EZH2 y de NKX3.1, del menos al mas frecuente, como se
puede observar en el siguiente diagrama (discriminados por la presencia/ausencia del
subtipo ETS):

+ Patrones moleculares

de EZH2 y NKX3.1
en muestras neoplasicas (n=83)

* Patrones discriminados entre
ETS(+) y ETS(-)
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Figura 19. Patrones moleculares asociados a la expresion de EZH2 y NKX3.1 en los 83 focos
neoplasicos. A la izquierda los circulos verdes y rojos, muestran la proporcién de cada patrén
gue corresponde a ETS(+) y a ETS(-), indicando en negrita el predominante. Debajo de los
circulos rojos y verdes, se muestra la proporcion de cada patron respecto al total de las 83
muestras neoplasicas, discriminado por ETS(+) y ETS(-). (n): Expresién normal. t1: Alta
expresion. |: Baja expresion.
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e SPINK-1: De los 83 focos tumorales, 34 focos presentaron alta expresion de SPINK-1
(41%). De estos 34 focos, 9 (26%) fueron ETS(-) y 25 (74%) fueron ETS(+), por lo que
no se encontro que la alta expresion de SPINK-1 fuera excluyente con la presencia del
subtipo ETS(+), aunque la prevalencia de los casos asociados con ETS(-) concuerda
con la esperada (11%).

5.3.2 Determinacién de subtipos moleculares por paciente

Después de analizar todas las alteraciones moleculares evaluadas en este estudio, se
busc6 hacer una clasificacion de los 20 pacientes de la forma en que se ha intentado hacer
en otros estudios, por lo que HGPIN y ganglios no se tuvieron en cuenta en este analisis.
Inicialmente 14 pacientes (70%) fueron clasificados como ETS(+), para lo cual el primer
criterio fue la presencia de la fusiébn en al menos uno de sus focos neoplésicos y alta
expresion de ERG, por el cual diez pacientes (50%), los numero 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 17, 18
y 20, fueron considerados ETS(+). Por otro lado, cuatro pacientes (20%), los nimero 9, 11,
12y 13, fueron considerados ETS(+) debido a la alta expresion de ERG en al menos uno
de sus focos neoplasicos. Por ultimo 6 pacientes (30%), los numero 7, 8, 14, 15, 16 y 19
fueron considerados ETS(-) debido a la ausencia del gen de fusion TMPRSS2-ERG y la
baja expresibn de ERG. Respecto al resto de alteraciones aqui evaluadas, no se
encontraron patrones definidos que lograran clasificar a los pacientes en un subtipo mas
especifico debido a la discordancia molecular que se asocia con la heterogeneidad del
CaP, lo que en la practica hace dificil la tarea de clasificar a un paciente correctamente.
Respecto a los dos pacientes que presentan concordancia en todos sus focos solo se pudo
identificar que uno es ETS(+) (paciente niumero 18) y el otro ETS(-) (paciente nimero 8),
presentandose sobreexpresion de EZH2 y NKX3.1 para ambos casos, infiriéndose que
estos casos pueden estar definidos por otros subtipos, por ejemplo, los determinados por

mutaciones. GL4.
5.4 Cuarto objetivo

Analizar si existe asociacion entre la presencia o ausencia de las alteraciones moleculares

estudiadas y el grado de diferenciacién del foco.
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5.4.1 Determinacion de la relacion entre las alteraciones

moleculares con el diaghoéstico histopatoldgico

Finalmente, se analizé la presencia de las alteraciones moleculares agrupando los focos
de acuerdo con el diagnostico histopatologico (HGPIN, GL3, GL4, GL5 y Ganglios) (Figura
20y Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de los resultados de las alteraciones moleculares estudiadas discriminadas por
grados de lesion.

HGPIN| GL3 GL4 | GL5 [Ganglios
(n=17)| (n=23) [(n=23)|(n=7) | (n=13)

ETS(+) (Fusion y sobreexpresion de ERG) | 53% | 52% 57% | 57% | 100% 0,0439

Alteracion Valor de p

Alta expresion de EZH2 47% | 57% | 57% | 43% | 62% 0,8952
Baja expresion de NKX3.1 53% | 35% | 35% | 71% | 100% 0,0010
Alta expresién de SPINK-1 18% | 48% | 35% | 71% | 54% 0,0841

Las categorias estan representadas por las alteraciones esperadas de acuerdo a la literatura de los
biomarcadores analizados. Valor de p obtenido al hacer un analisis por chi-cuadrado (color verde:
diferencia significativa).

e Analisis de relacidon de la expresion de ERG y la fusion TMPRSS2-ERG con el

diagndstico histopatoldgico

El analisis de la distribucion de la expresion relativa de ERG presentado en la Figura 20A
y E, demuestra que en todos los grupos se presentdé una mayor expresion al comparar las
medianas de los grupos vs el control, pero no existen diferencias significativas. Al analizar
la variable de expresién de ERG de manera categorica como se puede observar en la tabla
4, se puede resaltar que en todos los grados de lesion neoplasica lo mas comun fue
encontrar una expresion de ERG mayor que en el control, siendo mayor el porcentaje de
focos con sobreexpresion en los ganglios (100%), presentandose una relacion entre la
evolucion de aparicion del subtipo ETS(+) y el grado de displasia de forma

estadisticamente significativa (p=0,0439).
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Medianas de expresion relativa de acuerdo a
cinda Ox
Biomarcador | HGFIN GL3 GL4 GLS | Ganglio
ERG 1,44 3,88 1,34 140 1,40
EZH2 1,09 255 1,91 0,70 1,44
MEX3.1 0,959 129 221 043 0,20
SPINK-1 0.48 0.52 0,65 210 1.55

Figura 20. Comparacion de la expresion relativa de ERG, EZH2, NKX3.1 y SPINK-1 con los
diferentes grados de lesion de CaP presentes en el estudio. A. ERG. B. EZH2 C. NKX3.1. D.
SPINK-1. 1: Control. 2: HGPIN. 3:GL3. 4:GL4. 5: GL5. 6: Ganglios. Los puntos son datos atipicos
y las llaves con asteriscos representan diferencias significativas (p<0,05*; p<0,01**y p<0,001***)
entre los grupos, comparados con el estadistico de prueba U de Mann-Whitney (primero se usé la
prueba Kruskal-Wallis por la que se determiné que solo habia diferencias significativas al comparar
los niveles de expresion de NKX3.1 respecto a cada Dx). Un asterisco Los datos se graficaron con
escala logaritmica (Logz). Los valores comprendidos entre 0,80-1,20 son tomados como expresion
normal (blanco), los menores a 0,80 como bajamente expresados (azul) y por encima de 1,20
altamente expresados (rosado).

Andlisis de relacion de la expresion de EZH2 con el diagnostico histopatolégico

El analisis de la distribucibn de expresion de EZH2 en los grupos de diagndstico
histopatol6gico no muestra diferencias estadisticamente significativas (Figura 20B y E). El
andlisis de la expresion de EZH2 como variable categérica observado en la tabla 4

tampoco muestra diferencias estadisticamente significativas (p=0,8952).
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e Anédlisis de relacion de la expresion de NKX3.1 con el diagnostico
histopatolégico

El andlisis de la distribucién de expresion de NKX3.1 mostré que hay una mediana de
expresion normal en HGPIN, aumenta en GL3 y GL4, y finalmente disminuye en las
lesiones méas avanzadas, GL5 y ganglio (Figura 20C y E). En ganglios la expresion fue
significativamente baja con respecto a todos los otros grupos, de igual forma al comparar
la expresion de GL5 vs el control, GL4 y ganglios, es decir que hay una asociacion
inversamente proporcional entre la progresion del CaP y los niveles de expresion de
NKX3.1. Al analizar la variable de expresion de NKX3.1 de manera categdrica como se
puede observar en la tabla 4, se puede resaltar que mientras que en GL3 y GL4 el patrén
predominante fue su alta expresién, en GL5 y ganglio, el patrén predominante fue su baja
expresion, es decir, que los casos con baja expresion, la cual ha sido asociada a un peor
prondstico en otros estudios, se presenta en las lesiones més avanzadas (p=0,0010).

e Analisis de relacion de la expresién de SPINK-1 con el diagnéstico
histopatolégico
El andlisis de la distribucion de expresion de SPINK-1 en los grupos de diagndstico
histopatol6gico muestra que de HGPIN a GL4 la mediana de expresion predominante fue
baja, mientras que, en las lesiones mas avanzadas, GL5 y ganglio, la mediana de
expresion aumentd, en especial en GL5, como se espera a nivel que avance la
enfermedad, pero no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Figura
20D y E). El analisis de la expresion de SPINK-1 como variable categorica observado en
la tabla 4 muestra un patron similar al de las medianas, con una mayor presencia de casos
de sobreexpresion de SPINK-1 en GL5, pero tampoco se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos analizados (p=0,0841).



6.Discusion

El cancer de prostata (CaP) es un cancer muy comun en nuestro pais (IARC 2018),
caracterizado biolégicamente por su heterogeneidad histologica y molecular, no solo entre
individuos, sino también al nivel de los multiples focos originados en la glandula prostética
de un solo individuo (Epstein et al. 2005, Wei et al. 2017). La presencia de multiples focos
en el CaP del mismo individuo hace posible la existencia de multiples clones con diferentes
alteraciones moleculares, que pueden estar asociadas con diferentes comportamientos
biolégicos y que hacen dificil predecir el comportamiento clinico del CaP, lo que la ha hecho

muy dificil hacer una distincién entre los casos indolentes y aquellos con mal prondstico.

Actualmente, la heterogeneidad morfolégica en CaP se evalla con el puntaje de Gleason,
gue esta fuertemente relacionado con el prondstico de la enfermedad (Epstein et al. 2005),
sin embargo, esto es insuficiente, y debido a la falta de biomarcadores para la clasificacién
se han realizado esfuerzos para establecer algunos subtipos moleculares, especialmente
entre los casos con mal pronéstico, que puedan contribuir al disefio de tratamientos

especificos de acuerdo con algunas alteraciones candnicas.

El esfuerzo de la caracterizacion molecular de CaP ha llevado al estudio de la presencia/
ausencia del gen de fusion ETS(+), TMPRSS2-ERG, junto con los niveles de expresion de
transcripcion de posibles biomarcadores, como los oncogenes SPINK-1 y EZH2, y el
supresor de tumores NKX3.1, ya que podrian participar en eventos aparentemente
excluyentes en la evolucién natural del CaP, lo que apoya la posibilidad de una clasificacién
molecular para esta enfermedad (Lapointe et al. 2007, Cancer Genome Atlas Research
Network 2015, Tomlins et al. 2015, Borno et al. 2012).

TMPRSS2-ERG es, con mucho, el subtipo mas comin de fusiones con ETS

(aproximadamente el 85% de todas las muestras de ETS(+)), a menudo el tnico subtipo
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examinado, y se puede utilizar para estimar la prevalencia de las fusiones con ETS, sin
embargo, la determinacion de estas se complica por el método de deteccién (Fernandez-
Serra et al. 2013). Aunque FISH es la prueba de oro para la deteccién de fusiones
TMPRSS2-ERG, su uso tiene limitaciones. La RT-PCR ofrece algunas ventajas, como un
menor costo y su capacidad para discriminar diferentes variantes del gen de fusién
TMPRSS2-ERG que el FISH, aunque solo puede detectar isoformas de fusion especificas
con pares conocidos del 5. Ademas, los detalles de los reordenamientos genémicos
también introducen una heterogeneidad estructural considerable en la region 5 ', ya que
ademas de la transcripcion mas comun, TMPRSS2 (Exon 1)-ERG (Exon 4), utilizada en
este estudio, los exones 1, 2 y 3 de TMPRSS2 se pueden combinar con los exones 2, 3,
4,5y 6 del ERG en varios patrones de empalme alternativos que pueden generar al menos
17 transcritos de TMPRSS22-ERG diferentes (Zammarchi, Boutsalis, and Cartegni 2013,
Clark et al. 2007).

La RT-PCR es una técnica interesante como un complemento potencial de FISH, pero
debido a los problemas planteados para el andlisis de ETS(+) sin el uso de FISH, los
niveles de expresiéon de ERG se han utilizado para clasificar los casos de ETS(+), ya que
su sobreexpresion caracteriza a todo el conjunto independientemente de la fusion (Tomlins
et al. 2015, Cancer Genome Atlas Research Network 2015). El analisis de los casos de
ETS(+) en este estudio es similar al encontrado en la literatura, encontrandose en 60% por
focos y 70% por paciente, cuando el rango en la literatura esta entre 50 y 70% tanto intra
como intratumoral (Furusato et al. 2010, Cancer Genome Atlas Research Network 2015,
Barry et al. 2007, Fontugne et al. 2016). En este estudio, el uso de los cebadores del
transcrito TMPRSS2 (Exon 1)-ERG (Exon 4) identifico el 56% de los casos que finalmente
se clasificaron como ETS(+), encontrando que 27 de los 28 focos que presentan la fusién
tienen una alta expresion de ERG (96%), pero otros 22 focos presentaron alta expresion
de ERG y se consideraron ETS(+), asociados a otras variantes de la fusiéon no evaluadas
aqui, ya que aunque los cebadores utilizados son los mas comunes reportados en la
literatura, cabe destacar que este es el primer estudio de este estilo con poblacion

colombiana y se desconocia si esta variante también era frecuente en esta poblacion.

El efecto de la fusion es la sobreexpresion del oncogén ERG, que a su vez conduce a un

aumento en la expresion de EZH2, que actia como una enzima de histona metiltransferasa
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y es un factor clave en el silenciamiento transcripcional del GST NKX3.1. Se ha
demostrado que una alta expresion de EZH2 y una baja expresiéon de NKX3.1 estan
relacionadas con la enfermedad agresiva y metastasica (Varambally et al. 2002, Bowen et
al. 2000, Song et al. 2009). NKX3.1 se une directamente a las secuencias corriente arriba
de TMPRSS2 y en los casos ETS(+), regula negativamente la expresion de ERG
(Thangapazham et al. 2014), esto constituye un control de retroalimentacion negativo ya
gue ERG a su vez reprime NKX3.1.

Las relaciones encontradas en la evolucion molecular del CaP sobre la fusion TMPRSS2-
ERG, la sobreexpresion de ERG, EZH2 y la baja expresion de NKX3.1, pueden enriquecer
el subtipo ETS(+), pero estas relaciones no se han estudiado ampliamente. Los resultados
encontrados aqui mostraron que, independientemente del subtipo, habia seis patrones
moleculares particulares asociados con EZH2 y NKX3.1 (Figura 19). Es de destacar los
patrones nimero 3y 4 (Figura 19), ya que en 21,7% de los focos cuando EZH2 se encontré
altamente expresado y NKX3.1 fue bajamente expresado simultaneamente, 61% de este
patrén se asocié con ETS(+), mientras que en 15,7% de los focos cuando EZH2 tuvo una
baja expresion y NKX3.1 se expresé altamente, 58% fueron ETS(-), lo cual concuerda con
el modelo de regulaciéon reciproca entre ERG, EZH2 y NKX3.1 encontrado por
Kunderfranco et al., 2012 (Figura 7). El patron 3 sugiere que otras vias alteradas estan
dirigiendo la carcinogénesis en estos pacientes, puesto que aparentemente los ETS estan

en equilibrio y NKX3.1 esta cumpliendo su labor supresora en esta via (Figura 7).

Aunque la mayoria de los estudios ha demostrado que NKX3.1 esta regulado a la baja en
muchos CaP primarios, en la mayoria de los CaP de alto grado y de los metastasicos se
pierde, e incluso se ha informado su eliminacién completa (Akamatsu et al. 2010, Lapointe
et al. 2007, Bethel et al. 2006) y en este estudio se utilizaron casos de mal pronéstico
(casos que presentaban metastasis locales y recidiva bioquimica), y se esperaba que
NKX3.1 se presentara bajamente expresado mientras que EZH2 se sobreexpresara, los
patrones predominantes fueron el 5y el 6, en los cuales tanto EZH2 como NKX3.1 tenian
una baja expresion o una alta expresion de forma simultanea, respectivamente, y no una

relacion inversa como se esperaba.
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Los patrones 2y 5 de expresion de EZH2 y NKX3.1 (Figura 19), pueden ser explicados por
la pérdida de expresion de NKX3.1 por otros métodos independientes de EZH2. La
metilacién especifica de tumor en dinucledtidos CpG seleccionados combinada con
pérdida de heterocigosidad, podrian ser un predictor fuerte de baja expresion de NKX3.1
(Asatiani et al. 2005). Por otro lado, la disminucion de la proteina NKX3.1 se ha relacionado
con un nivel de mRNA normal o aumentado, lo que sugiere que la regulacién post-
transcripcional de NKX3.1, como la ubiquitinacion, lo cual ocurre en un porcentaje
significativo de casos de CaP (Padmanabhan et al. 2016, Bethel et al. 2006), lo cual podria
estar explicando lo encontrado en los patrones 1 y 6. La baja expresion de NKX3.1
predispone la reorganizacion de genes al afectar el ensamblaje del complejo de proteinas
reparadoras de ADN en el sitio de ruptura, lo que aumenta la frecuencia de yuxtaposicion
de TMPRSS2 y ERG inducida por la receptor de androgenos (Asatiani et al. 2005, Xu et
al. 2000), por lo que a pesar de la baja expresion de EZH2 sigue existiendo un alto grado
de asociacion con los ETS(+).

Aunque EZH2 es un gen objetivo de TMPRSS2-ERG, y de hecho se ha informado que los
casos con ETS(+) tienen niveles altos de EZH2 en comparacién con la préstata normal,
los informes también sugieren que los niveles de mMRNA de EZH2 son significativamente
mas altos en ETS(-), que en ETS(+), que puede deberse a una mayor alteraciéon de los
eventos epigendmicos en los casos ETS(-) (Borno et al. 2012) y algunos estudios han
detectado que existe un ETS(+) subtipo que también se caracteriza por la sobreexpresion
de EZH2 pero independiente de ERG (Melling et al. 2015). De acuerdo con los focos que
presentaron sobreexpresion de EZH2, en general, no se encontré6 mayor asociacion entre
los niveles mas altos de EZH2 con el ETS(-) (Prueba U de Mann-Whitney, p=0.884). La
sobreexpresion de EZH2 estuvo mas presente en el ETS(+) con el 60% de los casos frente
al 40% que fue ETS(-).

Ya que ni la expresion de EZH2, NKX3.1 y SPINK-1, se pudo relacionar con los ETS(-), la
ausencia del gen de fusion y/o la baja expresiéon de ERG fueron los criterios que
clasificaron estos casos. Se ha demostrado que en cultivos en 3D de la linea celular VCaP
con reduccion de ERG, se logra una morfologia similar a un fenotipo de células epiteliales
mas organizadas, lo que significa que la reduccién de los niveles de expresién de ERG
puede favorecer la diferenciacion y la derogacion. El programa de proliferacion celular en

respuesta al cancer, que concuerda con lo que se encontré en los casos ETS(-) de este



84 “Analisis molecular de la multifocalidad en cancer de prostata como proceso de

entendimiento del modelo de carcinogénesis de la enfermedad”

estudio, donde el hallazgo predominante fue bajo y ERG no normal (Nagai et al. 2018, Tan
et al. 2010).

El gen SPINK-1 se expresa tanto en la enfermedad prostéatica benigna como en la maligna,
y algunos estudios sugieren que el aumento en su expresion se encuentra en los canceres
con mayor puntuacion de Gleason, es decir, mas agresivo (Paju et al. 2007, Jhavar et al.
2009, Leinonen et al. 2010). EI mRNA SPINK1 se encuentra generalmente en los canceres
de ETS(-) en aproximadamente el 10-15% de los casos (Tomlins et al. 2008, Ateeq et al.
2011), sin embargo, su relacién con la progresién de CaP no esté del todo clara, ya que
aunque algunos estudios afirman que esta expresion esta vinculada a la recurrencia
bioquimica (detectada en los analisis de PSA) (Paju et al. 2007, Jhavar et al. 2009,
Leinonen et al. 2010), otros dicen que No hay relacion (Flavin et al. 2014). En este estudio,
la frecuencia de casos de SPINK-1 sobreexpresados en ETS(-) coincide con lo esperado
(11%), pero se debe tener en cuenta que los focos que dieron positivo no mostraron una
exclusividad total con el ETS(+). y de hecho, hubo mas asociados con estos (74%) que
con el ETS(-), tal vez porque la sobreexpresion de SPINK-1 da una mayor robustez al
subtipo SPOP mutado pero no es la alteracién candnica, aunque hay No hay muchos

estudios que los evallten juntos (Cancer Genome Atlas Research Network 2015).

Aunque esta claro que el CaP es una enfermedad multifocal, no esta claro si los focos
tumorales pueden surgir clones independientes y, de ser asi, en qué medida la
heterogeneidad molecular y patoldgica entre estos clones es un factor determinante en la
historia natural de la enfermedad. El tumor indice/dominante en tumores multifocales
significa un mayor foco tumoral, que puede correlacionarse con los parametros patolégicos
gue son significativos desde el punto de vista del pronéstico (McNeal, Price, et al. 1988).
Esto es cierto en la mayoria de los casos (88.7%), sin embargo, estos parametros
patolégicos a veces se encuentran en focos secundarios con un volumen menor en un
namero significativo de casos (11,3%) (Huang et al. 2014). Debido a la multifocalidad de
CaP, establecer estos subtipos no es una tarea facil, por esta razon en este estudio, los

andlisis se llevaron a cabo en diferentes focos del mismo paciente.

Aunque el peso de la evidencia puede indicar un origen independiente para los focos

tumorales, no se ha descartado por completo la posibilidad de que surjan tumores
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separados espacialmente a través de la diseminacion intraglandular (Cheng et al. 1998,
Liu et al. 2009). Sin embargo, estudios anteriores han sugerido que la evaluacion de la
aparicion de la fusion TMPRSS2-ERG por FISH en el CaP multifocal muestra que entre el
40% vy el 50% de los focos son discordantes en cuanto a la presencia o ausencia de la
fusién, pero dentro de cualquier foco, el estado de este gen de fusion es homogéneo (Barry
et al. 2007).

En este estudio, inicialmente, solo con los resultados del estado de fusion TMPRSS2-ERG
se puede definir un desajuste molecular intratumoral que apoya la nocién de evolucion
multiclonal, pero esta discordancia aumenta al observar los otros patrones moleculares y
aumenta la heterogeneidad. De los 20 pacientes evaluados, 14 pacientes (70%) mostraron
una discordancia molecular en al menos una de las cinco alteraciones evaluadas,
asociadas con un origen multiclonal, mientras que los otros 6 pacientes (30%) podrian
tener un origen monoclonal, con 4 pacientes con discordancias moleculares asociadas a

la evolucion de la enfermedad.

Boutros et al. (2015), Cooper et al. (2015) y Wei et al. (2017) (Boutros, Fraser et al. 2015,
Cooper, Eeles et al. 2015, Wei, Wang et al. 2017) encontraron resultados similares a este
estudio, en términos de la discordancia intratumoral e inter-vitamina multicelular, utilizando
el completo secuenciacion del genoma. Adicionalmente, Wei et al. (2017) también tuvieron
resultados de transcriptoma y utilizaron kits de diagndstico (Decipher, Prolaris y Oncotype
DX), que analizan los niveles de expresion de varios genes, lo que muestra que la
correlacion de puntuaciones entre diferentes focos de CaP en un individuo es baja y no se
correlaciona con la taxonomia molecular propuesta por la TCGA (Cancer Genome Atlas
Research Network 2015, Wei et al. 2017). Estos hallazgos resaltan la importancia de
evaluar el papel de la multiclonalidad, que presenta diferentes alteraciones y subtipos en
el mismo paciente y complica su aplicacién en la oncologia traslacional, ya que otras

alteraciones distintas del indice pueden ser determinantes de metastasis.

Si bien la préstata en si puede albergar focos tumorales tanto positivos como negativos
para la fusion, solo hay un patrén en los diferentes sitios metastasicos en el mismo paciente
(Mehra et al. 2008). El resultado encontrado en el paciente nimero 2 se destaca, ya que
en GL4 aparece la fusion que también esté presente en el ganglio, mientras que EZH2 y

SPINK-1 se expresan pobremente en ambos casos y NKX3.1 pierde su expresion en el
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ganglio como evento subclonal, como esperado en las lesiones mas avanzadas,
mostrando un patrén en el que un solo clon podria ser responsable de la dispersion de
todos los focos metastasicos, sin embargo, en CaP primario podria estar presente un

origen multiclonal con respecto a la evolucién de la expresion de NKX3.1.

Se espera una menor heterogeneidad intermetastésica por varias razones. Primero, las
mutaciones en el gen conductor pueden no conferir la misma ventaja en el microambiente
del tumor primario y en un sitio distante, lo que reduce la probabilidad de heterogeneidad.
En segundo lugar, el crecimiento del tumor primario puede disminuir debido a restricciones
de espacio o nutrientes o escisién quirtrgica, lo que también reduce la heterogeneidad
intermetastatica esperada. En tercer lugar, las células cancerosas avanzadas ya han
adquirido multiples mutaciones portadoras de genes en varias vias, posiblemente
reduciendo el numero de mutaciones adicionales disponibles de este gen que pueden

conferir una ventaja selectiva sustancial (Reiter et al. 2018).

Cabe sefialar que en muchos casos estudiados aqui, las alteraciones encontradas en los
ganglios linfaticos y GL5, son las que mejor se adaptan al comportamiento esperado y
estan lejos de la evolucién con canceres menos avanzados, lo que concuerda con la
observacion en otros estudios y esto puede dar una visién general de la heterogeneidad
molecular de los focos, ya que puede ocurrir que existan focos no analizados que quizas
lleven una evolucién molecular como la observada en los ganglios, y no se descarta que
otros subtipos propuestos por diferentes estudios que no se han evaluado en este estudio

puedan clasificar a estos pacientes.

Cuando se realiz6 el analisis por grado de lesion de todas las alteraciones evaluadas aqui,
se encontré que todas se pueden encontrar a partir de la lesién pre-neoplasica, por lo que
en términos generales se observo que todas las alteraciones evaluadas aqui son eventos
clonales tempranos en el estudio de la evolucién natural del CaP, aunque se encontr6 que
la alta expresion de ERG y EZH2, junto con la baja expresion de NKX3.1 tienen un patron
de evolucién similar a HGPIN, mientras que el patrén de evolucién de SPINK-1 en HGPIN
es diferente. Sin embargo, solo la sobreexpresion de ERG y la baja expresion de NKX3.1
muestran un patron de desregulacion proporcional a la progresion de la enfermedad, que

también podria evidenciarse al evaluar las discordancias moleculares encontradas en los
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pacientes numero 3, 7, 13 y 14, que muestran un patrén de progresién y no una

discordancia molecular debido a un origen multiclonal.

Finalmente, hallazgos como estos, que intentan establecer un marco para definir la
secuencia de eventos moleculares en la carcinogénesis de esta enfermedad, demuestran
gue no es una tarea facil debido a la multiclonalidad, requiriéndose un analisis exhaustivo
y multifocal, ya que debido a la alta heterogeneidad tanto inter como intra-paciente, no
existe un patrén lineal que defina el curso de la enfermedad, sino que, podemos encontrar
diferentes vias de evolucién tumoral que actdan juntas y en otros casos, vias excluyentes
entre si, que podrian definir subtipos especificos que definen la respuesta particular de
cada paciente contra la enfermedad, pero es necesario evaluar mas alteraciones para

definir aquellos subtipos.






7.Conclusiones y perspectivas
7.1. Conclusiones

¢ El material proveniente de muestras de tejido FFPE de prostatectomias radicales de
pacientes con CaP fue suficiente y adecuado para la determinacién de las alteraciones

moleculares analizadas con concentraciones finales de RNA bajas (2 ng/uL).

e Los resultados encontrados en éste estudio apoyan la nocién de que en su mayoria los
CaP multifocales se componen de mdltiples clones, sin embargo, este trabajo no
descart6 la monoclonalidad.

¢ Debido a la alta multiclonalidad (70%), la evaluacion molecular de un solo foco no
brinda un panorama completo de la enfermedad en el paciente. Aunque se pueden
asignar subtipos moleculares de esta manera, este tipo de analisis dificulta la

asociacion del subtipo molecular con el pronéstico y eleccion del tratamiento adecuado.

e Todas las alteraciones estudiadas son de aparicion temprana detectandose desde la
lesion pre-neoplasica, HGPIN, pero solo la expresion de ERG y NKX3.1 muestran un

patron de progresion.

7.2 Perspectivas

A partir de este estudio, se plantea la realizacién de un trabajo, en el cual se evalien
éstas y otras alteraciones moleculares (p.ej. mutaciones) en diferentes focos de un
grupo de pacientes, para establecer si de esta manera es posible predecir el prondstico
clinico de la enfermedad para cada paciente, de una forma mas acertada que con solo

el uso del tumor indice.
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