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En primer lugar, con objeto de generar una idea inicial global del contenido y
resultados de este proyecto, trataremos de condensar brevemente en las siguientes lineas la

informacion mas destacada de esta tesis doctoral:

El cancer de prostata (CaP) constituye un claro ejemplo de la necesidad de nuevos
biomarcadores y de la importancia del desarrollo de la biopsia liquida. EI CaP se
caracteriza por una historia natural heterogénea, probablemente debido a distintos
cambios genéticos y selecciones clonales a lo largo de su evolucion y de su tratamiento.
Ademads, mientras que en otras neoplasias la biopsia del tejido tumoral primario, o de sus
metastasis, permiten descifrar biomarcadores pronosticos y predictivos con mas facilidad,
la principal metastasis del CaP es al hueso, lo cual supone una importante barrera en la
obtencion de muestras para su analisis y monitorizacion molecular. La biopsia liquida, a
través del analisis de células circulantes del tumor (CTCs), se plantea como una potencial

solucion a estos problemas.

Las CTCs han demostrado de manera contundente su valor como marcadores
pronosticos independientes en el CaP metastasico. Sin embargo, hasta la fecha se han
realizado muy pocos estudios que analicen el papel de las CTCs en el CaP localizado,
debido principalmente a la baja tasa de deteccion de estas células en los momentos iniciales
de la enfermedad. No obstante, pensamos que la literatura a este respecto es escasa y muy
heterogénea y que la baja tasa de deteccion puede ser debida a una tecnologia todavia con
margen de optimizacion. Sobre este escenario, planteamos un estudio, basado en la practica
clinica habitual urologica, con el objetivo de tratar de comprender mejor el potencial
pronostico de las CTCs en el momento diagnostico del CaP. Del mismo modo, también
tratamos de identificar distintas subpoblaciones celulares de CTCs en el momento inicial de

la enfermedad.

Para este estudio se incluyeron pacientes con sospecha clinica de CaP e indicacion
de biopsia prostatica diagnostica segin un screening individual de PSA (PSA > 4ng/mL
con cociente PSA I/t <20%). Las muestras sanguineas para el analisis de CTCs se

obtuvieron inmediatamente antes de realizar la biopsia. Ademas, también determinamos



conocidos marcadores de CaP (receptor de factor de crecimiento epidérmico o EGFR, y
receptor de androgenos o RA) en el tejido prostatico y distintos polimorfismos genéticos de
cambio de nucledtido unico (SNPs) en la sangre de los pacientes. Posteriormente,

analizamos las relaciones de todos ellos con la presencia de CTCs.

Las CTCs se aislaron mediante técnica inmunomagnética empleando anticuerpos
anti-citoqueratina especificos y siguiendo el protocolo especifico de nuestro grupo. Para
identificar distintas subpoblaciones de CTCs se estudid la expresion o no de RA en estas
células. La expresion de EGFR y RA en el tejido se realizdo mediante Real-Time PCR. Se
seleccionaron 8 SNPs (1s56250729, 1s486907, 1rs627928, rs11545302, rs17552022,
rs5030739, rs4792311 y rs3747531) por su relacion con el CaP y su prevalencia en

poblacion caucasica.

Un total de 86 pacientes fueron incluidos para el estudio y se obtuvo una tasa de
deteccion de CTCs del 18.6%. La sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo
y negativo de la presencia de CTCs para detecta cancer de prostata fueron de 14.2%,
78.4%, 31.2% y 57.4%, respectivamente. La mayoria de las CTCs (75%) fueron CTC RA-

negativas.

Observamos una relacion inversa, no significativa estadisticamente, entre la
expresion de EGFR en el tejido y la expresion de RA en las CTCs. No obstante, este
resultado a nivel clinico es congruente con evidencias experimentales previas, que muestran
una relacion inversa entre el EGFR y el RA en las CTCs. De forma muy interesante,
comprobamos una relacion directa, esta vez si estadisticamente significativa (p<0.05), entre
la expresion de RA en el tejido prostatico y la presencia de CTCs en sangre periférica. Este
resultado también estd sustentado por evidencia reciente a nivel experimental, que ha
demostrado como los androgenos son capaces de inducir procesos EMT en lineas celulares
de CaP, lo cual es un paso fundamental para adquirir la capacidad de migracion y potencial
invasion a distancia. Por ello, nuestros resultados sugieren que un incremento en la

expresion de RA en la prostata podria ser un facilitador del proceso de diseminacion celular



a sangre periférica. Probablemente dado el bajo tamafio muestral, no encontramos ninguna

asociacion significativa entre los SNPs y las CTCs.

Como conclusiones, podriamos resumir que:

v’ La baja tasa de deteccion de CTCs en el CaP localizado limita su papel
como marcador diagnostico. Sin embargo, en este trabajo de tesis hemos demostrado
que estas células pueden proporcionar valiosa informacion prondstica y/o predictiva,
ya que se pueden detectar distintas subpoblaciones de CTCs (RA-positivas o RA-

negativas) incluso en los primeros momentos tras el diagnostico de la enfermedad.

v El RA parece guardar una relacion intima con el proceso de
diseminacion de las CTCs. Teniendo en cuenta que a via de los androgenos es la
principal diana terapéutica de esta enfermedad, creemos que nuestros resultados
justifican profundizar la investigacion con CTCs en estadio localizado de CaP. No
obstante, dada la baja tasa de deteccion, es preciso ampliar las cohortes de pacientes e
ir mas alla de su mera enumeracion, estudiando nuevas formas de caracterizacion que

aporten valor predictivo y pronodstico a estas células.

v Los biomarcadores circulantes (basicamente CTCs y también ctDNA)
hicieron su aparicion hace 10 afios y, desde entonces, el desarrollo de nuevas técnicas
de deteccion y la publicacion de resultados traslacionales han crecido a un ritmo
exponencial. A pesar de ello, ain no han sido capaces de hacerse un hueco en la
practica clinica habitual. Probablemente, esto sea debido precisamente a la desbordante
y heterogénea cantidad de informacion disponible. Resulta muy complejo reproducir de
los resultados de los distintos estudios, e igualmente dificil compararlos
sistematicamente para poder llegar a conclusiones de impacto clinico fiables. Por ello,
es necesario el consenso y la unificacion de criterios. En este sentido, resultan de
enorme importancia la aparicion de sociedades cientificas como la International
Society of Liquid Biopsy (ISLB) que promocionen encuentros de consenso especificos

y que faciliten el co-working y la investigacion colaborativa.
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Al.- Cancer de prostata (CaP)

Al.1.- Epidemiologia e historia natural.

El cancer de prostata (CaP) es la neoplasia no cutdnea mas frecuente en el varén y la
segunda causa de muerte relacionada con cancer en los hombres del mundo occidental. En
Europa, representa aproximadamente el 12% de los casos de cancer de nuevo diagnostico,

siendo el mas comun en hombres de edad avanzada (1).

En EEUU se diagnostican en torno a 233.000 casos anuales y, en 2016 murieron por
CaP casi 30.000 pacientes. El riesgo general de morir por CaP en un varén es menor del
3%. La mayoria de los fallecimientos a causa del CaP (70%) ocurren en varones mayores
de 75 anos. El 28% de las muertes se producen en varones con edades comprendidas entre

55 y 74 afios; y el 2% restante se producen en varones menores de 55 afios (2).

A nivel nacional, la Asociacion Espafiola de Urologia (AEU) y el Grupo Espafiol de
Cancer de Prostata (GESCAP), pusieron en marcha en 2010 el Registro Nacional de
Cancer de Proéstata (RNCP). Este registro recoge de forma sistematica, por primera vez,
la informacion epidemioldgica de esta enfermedad en nuestro pais. Segun los datos del
RNCP, la incidencia de cancer de prostata en Espaiia se acerca a los 20.000 nuevos casos al
ano, representando mas de 80 casos por cada 100.000 habitantes/afio. El 71% de los
pacientes tienen mas de 65 afios en el momento del diagnostico; sin embargo, hasta un
14.6% de los pacientes tienen menos de 60 afios. Solo un 4% de los pacientes se
diagnostican con enfermedad ya diseminada y en un 90% la enfermedad esta clinicamente
localizada, siendo un 37% neoplasias de grado bajo de riesgo, el 23% de riesgo intermedio

y el 28% de alto riesgo (3).
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% SLP 3 aiios

% SG 3 aiios

Localizado 84.3% (89.5-91.6) 94.9% (94.2-95.7)
Avanzado 75.6% (68.9-80.8) 84.9% (80.4-89.7)
Metastssico 30% (23.5-38.4) 50.5% (43.3-59)

Tabla 1. Supervivencia libre de progresion (SLP) y la supervivencia global (SG) en el seguimiento a tres afios
segun datos del Registro Nacional de Cancer de Prostata (3).

Los pacientes con CaP de bajo grado presentan una tasa de mortalidad <10% a los
10 afios. Si son diagnosticados en estadio localizado, la tasa de supervivencia es casi del

100% en la actualidad (3).

Los pacientes con enfermedad intermedia tienen un 13% de mortalidad especifica y
una probabilidad del 40% de progresién a los 10 afos. Por su parte, los pacientes con

enfermedad de alto grado tienen un 60% de tasa de mortalidad.

De forma general, el 40% de los pacientes presentara en algin momento de la
evolucion una progresion de la enfermedad, y el 17% desarrollaran enfermedad
generalizada metastasica. Una vez la enfermedad se hace Osea metastasica, la tasa de

mortalidad asciende al 75% a los 5 afios y al 80% a los 10 afios.
Cuando se entra en fase de cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC) la

supervivencia media clasica ha sido de 18-24 meses, si bien los nuevos tratamiento

disponibles estan ampliando estas cifras (1).
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Al.2.- Diagnéstico y screnning precoz.

Desde hace mas de 20 afios, el antigeno especifico prostatico (PSA, por sus siglas
en inglés) ha constituido la piedra angular del screening, diagnostico y seguimiento del
CaP. No obstante, la determinacion del PSA presenta una baja especficidad para el
diagnostico de la enfermedad, lo cual hace imprescindible la realizacion de una biopsia
prostatica y el examen anatomopatologico del tejido para poder establecer el diagnostico
definitivo de CaP. El screening o cribado del CaP consistiria en la determinacion
sistematica del PSA en una poblacion sin sintomas de la enfermedad; no obstante, como
veremos, actualmente la implementacion de un programa de screening en CaP es motivo de

bastante controversia.

En general, existen dos tipos de cribado: el cribado poblacional, en varones
asintomaticos (en riesgo), que suele llevarse a cabo como parte de un estudio y es iniciado
por el encargado del cribado; y el cribado individual, oportunista o deteccion precoz, que
conlleva la busqueda de casos individuales, y es iniciado por el propio paciente o por su

médico.

El objetivo principal de un programa de screening es el de reducir la prevalencia de
la enfermedad y su mortalidad especifica; pero también tiene como objetivo, mejorar la

calidad de vida del paciente afecto.

Es del todo cierto que, hasta la fecha, los programas de screening basados en el PSA
han aumentado la deteccion del cancer de prostata. Sin embargo, también existe gran
evidencia que demuestra que un gran porcentaje de los varones diagnosticados de CaP
presentan tumores indolentes, que no progresaran y no provocaran complicacion alguna a
estos pacientes en el resto de su vida. Es mas, el hecho de tratar a estos pacientes puede
estar provocando una merma innecesaria en su calidad de vida, debido a los efectos
secundarios de los tratamientos empleados. A esta situacion se le ha denominado
“sobrediagnostico” y “sobretratamiento” (4). Aunque es dificil estimar la magnitud del

sobrediagndstico asociada a un programa de screening para diagndstico y tratamiento del
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CaP, se estima que la tasa debe oscilar oscila entre el 17% y el 50%, respectivamente (5).

La eficiencia del screening poblacional y/o individual en el cancer de prostata es
motivo de gran controversia y debate en la comunidad cientifica general y uroldgica en
particular. Por ello, creemos preciso, para poder explicar correctamente al paciente la
pertinencia de realizar una determinacion de PSA y sus consecuencias, es conveniente
conocer todo el conjunto de datos procedentes de los ensayos controlados aleatorios
(ECAs) y la evidencia cientifica sobre el cribado del cancer de prostata. En los siguientes
parrafos repasaremos brevemente la evidencia publicada mas relevante, para comprender el

conocimiento actual acerca del screening del CaP.

En 2010, un importante metaanalisis de seis ECAs, que incluyé un total de
387.286 pacientes, concluyd que el screening de CaP basado en PSA no reducia
significativamente la mortalidad especifica por esta enfermedad y abogaba por no
recomendar el screening rutinario (6). Anos después, se publicaron nuevos datos de los
estudios incluidos en dicho metaanalisis, debido a la ampliacion del tiempo de seguimiento
de los pacientes. De esos estudios, los dos mas relevantes son el PLCO (US Prostate, Lung,
Colorrectal and Ovarian Screening Trial) (7) y el ERSPC (European Randomized Study of
Screening Prostate Cancer) (8). La reciente publicacion de los datos actualizados de ambos
estudios sigue sin despejar, de forma clara, la duda de si el programa de screening basado
en el PSA es clinicamente eficiente para el paciente o no. Basicamente, sus diferencias son

las siguientes:

o El estudio PLCO (7), realizado en EE.UU., asigno aleatoriamente a 76.693

hombres y comparando una atencion estdndar sin PSA (grupo control) frente a
una estrategia de screening intenso (PSA anual y tacto rectal los primeros 4 afios

con punto de corte en 4 ng/ml).
v No ha demostrado una reduccion en la mortalidad por CaP en 13 afios de

seguimiento. La incidencia de muerte por cada 10.000 personas/afio fue

de 2.0 (50 muertes) en el grupo de cribado y 1.7 (44 muertes). Razon de
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tasas: 1.13.
v" Conclusién: la mortalidad relacionada con CaP en individuos detectados
mediante screening fue muy baja y no significativamente diferente entre

los dos grupos de estudio.

o El estudio ERSPC (8), realizado en Europa, estudio a 7408 casos vs 6.107

controles sin screening con una mediana de seguimiento de 13 afios.

v" Si ha demostrado una reduccion de mortalidad del 50%, lo que supone
una reduccion de 1.07 muertes por cada 1.000 varones. La incidencia
acumulada de CaP fue del 8.2% en el grupo de cribado y el 4.8% en el
grupo control.

v' Conclusion: tendrian que someterse al screening 781 hombres y
necesitarian ser tratados 27 casos de CaP para prevenir 1 muerte por esta
causa.

v El beneficio real del screening seria evidente solo después de 10 a 15
afios de seguimiento. Este beneficio procederia, sobre todo, de la

reduccion en un 41% en la tasa de metéstasis para el brazo del screening.

Es importante resefiar que estos resultados del ERSPC estuvieron fuertemente
influenciados por los resultados de 2 paises,; y que en 5 de los 7 paises del estudio no se
encontraron diferencias significativas en la reduccion de muertes entre los pacientes

sometidos al screening frente a los que no.

Ambos estudios (PLCO y ERSPC) coinciden en un hecho de forma clara: el
aumento significativo de los casos de cancer de préstata diagnosticados en el grupo del
screening en comparacion con el grupo control. Si bien las discrepancias entre los
resultados de estos dos estudios pueden deberse a diferencias en el disefio y ejecucion, los
datos actuales parecen inclinar la balanza hacia un posible beneficio del screening
poblacional del CaP, siempre recordando que se acompafia de una serie de efectos adversos

relacionados tanto con el diagnostico como con el tratamiento.

17



Sobrediagndstico:

El test de PSA es poco especifico y produce falsos positivos. Aproximadamente el
80% de los PSA positivos resultan ser falsos positivos cuando el punto de corte esta entre
2.5 y 4 ng/ml. Estos pacientes con PSA falsamente positivos se someteran a 1 o mas

biopsias prostaticas, con sus conocidos efectos secundarios.

Hasta el 15%-20% de los varones con PSA aumentado se someterdn a una biopsia
de prostata en los 10 afios siguientes a su deteccion. Hasta un tercio de esas biopsias
presentaran complicaciones moderadas o graves derivadas (dolor, fiebre, hematuria,

rectorragia y disuria); y ademas, hasta un 1% de ellos requerira hospitalizacion (9).

Sobretratamiento:

El 90% de los CaP detectados por aumento de PSA se someteran a un tratamiento
precoz basado en la cirugia, la radioterapia o el bloqueo hormonal (10). Todas estas
opciones terapéuticas tienen importantes y frecuentes efectos secundarios como disfuncioén
eréctil, incontinencia urinaria, complicaciones quirdrgicas, rectitis y cistitis radicas,
complicaciones cardiovasculares y un largo etecétera. Muchos de estos pacientes se estaran
sometiendo a estos procedimientos sin necesitarlo, ya que se sabe que muchos de los CaP
diagnosticados durante el screening son indolentes y no produciran ninguna complicacion.
Sin embargo, en la actualidad no existe ninguna herramienta predictiva capaz de distinguir

qué tumores son clinicamente mas agresivos y cuales son clinicamente indolentes.
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A1.3.- Grupos de riesgo y Medicina Personalizada en CaP.

Como se ha indicado anteriormente, segin los datos del RNCP (3), en Espana se
detectan unos 20.000 nuevos casos de CaP al afo, y en el 90% de los casos la enfermedad
se diagnostica en fase localizada frente a s6lo un 4% que se diagnostica en fase diseminada

0 metastasica.

Clasicamente, los pacientes con cancer de prostata se pueden dividir en tres grupos

clinicos fundamentales o grupos de riesgo de D’ Amico:

Bajo riesgo PSA < 10ng/mL, Tlc-T2a, Gleason <7.
Riesgo intermedio PSA > 10 pero < 20 ng/mL, T2b, Gleason =7
Alto riesgo PSA >20 ng/mL, > T2c, Gleason > 7

Tabla 2. Clasificacion de riesgo del CaP segun grupos de riesgo de D" Amico.

A pesar de ser la forma de clasificacion mas extendida y utilizada, diversos estudios
han puesto ya de manifiesto que esta categorizacion en tres grupos de riesgo no es precisa

ni adecuada. En general, ésta y otras clasificaciones clinicas en CaP tienden a englobar

dentro de un mismo grupo a subgrupos biologicamente muy heterogéneos de pacientes vy,

aunque el CaP localizado suele tener una evolucion lenta e indolente, existe un riesgo
significativo de que la enfermedad ses agresiva y se convierta en metastasica. Ademas, los
efectos de los tratamientos pueden ser graves y limitantes para la calidad de vida del

paciente, sobre todo los referidos a la esfera sexual y la continencia de orina.

De acuerdo con la evidencia clinica actual, una clasificacion clinica, Unica y
categorizada, para elegir el tratamiento de los pacientes con CaP no parece la opcién mas

eficiciente (11). Este hecho, junto con la preocupacion acerca del sobrediagnodstico y

19




sobretratamiento han potenciado el desarrollo de nuevas subclasificaciones, nomogramas,
nuevas formas de diagnostico y nuevas estrategias terapéuticas encaminadas a la

individualizacion del manejo del paciente.
Dada su importancia clinica actual, y su relacion con la medicina de precision y

personalizada, creemos conveniente repasar en detalle estas nuevas formas de diagnostico,

prondstico y tratamiento.
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A1.3.1.- Tratamiento inicial con intencion curativa.

v' Prostatectomia radical

Actualmente la cirugia radical es el unico tratamiento para el cancer de prostata

localizado que ha demostrado un beneficio en supervivencia global (SG) vy

supervivencia cancer especifica (SCE) en un ensayo clinico prospectivo aleatorizado al

compararse con una actitud conservadora (12).

A lo largo de 23.2 afios de seguimiento, el ensayo SPCG-4 (12) demostré que la PR
se asocio a una reduccion de todas las causas de muerte. El riesgo relativo de muerte a los
18 afios fue de 0.71 (95% CI, 0.59-0.86). El nimero necesario de pacientes a tratar (NNT)
para evitar una muerte por cancer de prostata a los 18 afios fue de 8 pacientes. Esta cantidad
se reducia a 4 pacientes cuando se trataba de pacientes menores de 65 afios. La PR se
asocio también a una reduccion de la mortalidad especifica por cadncer de prostata a los 18
anos (RR = 0.56; 95% CI, 0.41-0.77). Igualmente, el beneficio de la cirugia con respecto a
la mortalidad especifica fue mayor en los pacientes menores de 65 afios y en aquellos de
riesgo intermedio. No obstante, en pacientes de mayor edad, la PR se asoci6 a una

disminucidn de las metastasis.

Posteriormente, el estudio PIVOT (13), otro ensayo prospectivo aleatorizado, no
consiguid demostrar los beneficios de la PR sobre la SG y la SCE en el conjunto de su serie
(edad media 67 afios). Tras una mediana de seguimiento de 10 afios, la PR no redujo de
forma significativa la mortalidad por cualquier causa (HR = 0.88; 95% CI, 0.71-1.08) ni la
mortalidad céncer especifica (HR = 0.63; 95% CI, 0.36-1.09).

A modo resumen del estudio PIVOT se puede decir que:

- En los pacientes de riesgo intermedio, la PR redujo la mortalidad

por cualquier causa (HR = 0.69; 95% CI, 0.49-0.98).
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- En los pacientes de alto riesgo, la PR no redujo la mortalidad por

cualquier causa (HR = 0.40; 95% CI, 0.16-1.00).

- En los pacientes con PSA > 10, la PR redujo la mortalidad por
cualquier causa (HR = 0.67; 95% CI, 0.48-0.94).

Estudio Mediana seguimiento Categoria riesgo SCE a los 18 aiios
SPCG-4 (12) 160 meses Bajo-Intermedio 84.9%
PIVOT (13) 120 meses Bajo-Intermedio 94.2%
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Tabla 3. Diferencias en términos de Supervivencia Céancer especifica (SCE) entre los dos principales

ensayos clinicos sobre prostatectomia radical hasta la fecha.



v Radioterapia externa

Los progresos tecnologicos en la captacion de imagen y en la digitalizacion de la
misma han permitido, en los ultimos 10 afios, el desarrollo de la radioterapia

conformacional 3D (3D-CRT) y, posteriormente, la aparicion de la radioterapia

conformacional con intensidad modulada (IMRT).

Estos avances facilitan, en definitiva, administrar una mayor dosis total de
irradiacién con una distribucidon espacial ajustada (conformada) de forma muy precisa al

volumen tumoral, respetando los drganos sanos en la vecindad.

La Radioterapia Conformada se basa en 3 principios:

1.- Administracién de mayor dosis en zona tumoral, con lo que se consigue mejor
control locoregional.

2.- Aumento progresivo de la administracion de dosis (escalada de dosis), con lo

que se consigue mejor control del tumor y mayor tasa de supervivencia.

3.- Disminucion de afectacidon de tejido sano con menor incidencia de toxicidad

aguda y tardia.

A diferencia de la cirugia radical, para la radioterapia no existen hasta la fecha
ensayos clinicos aleatorizados que comparen ésta con la actitud expectante o la vigilancia
activa. El unico ensayo clinico aleatorizado reciente es el estudio PROTECT (vigilancia
activa frente a prostatectomia radical frente a radioterapia) que todavia no ha dado a

conocer sus resultados definitivos.
En cualquier caso, la IMRT constituye actualmente el gold estandar de

radioterapia externa y, segin las recomendaciones de la Asociacion Europea de Urologia,

todos los centros que no la hayan incluido atin deberian tener un plan para ello.
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Diferencias entre 3D-CRT y IMRT.

El concepto de radioterapia conformacional 3D (3D-CRT) ha sustituido a las
planificaciones realizadas antes en solo dos dimensiones. La 3D-CRT conlleva la
delimitacion de volumenes tumorales y 6rganos de riesgo en cada uno de los cortes de la
prueba de imagen que se utilice (generalmente TAC), siendo estos volumenes necesarios
para la planificacion del tratamiento radioterdpico, realizaindose una optimizacion en la
distribucion de dosis en el 6rgano diana mediante un moldeado de los campos de
tratamiento (conformacion de los campos de tratamiento) al volumen tumoral dibujado en

las imagenes de TAC.

Sin embargo, a pesar de las prometedoras experiencias iniciales recogidas con los
tratamientos 3D-CRT, se sabe que aproximadamente un 30% de los pacientes tratados con
estas técnicas recidivaran. Esta alta tasa de recidivas se justifica por la existencia de
subpoblaciones de clones tumorales resistentes a las dosis maximas que se pueden
administrar con los tratamientos radioterdpicos convencionales (65-70Gy), debido
fundamentalmente a los limites de tolerancia de los tejidos sanos que rodean al volumen

blanco tumoral.

Por ello, incluso antes de que la 3D-CRT convencional se impusiera de forma
generalizada, empez6 a surgir un nuevo tipo de planificacion y administracion de
tratamiento con radioterapia conformada, la denominada radioterapia de intensidad

modulada (IMRT).

La IMRT permite una distribucion de las dosis de radiacion 3D y conformal. Esto
permite mejorar la adecuacion de la distribucion de dosis por una adaptacion a los
volimenes complejos y una mayor homogeneizacion, predefinida segun el volumen diana
anatomo-clinico. Asi se optimiza la radiacién sobre el tejido tumoral, a la vez que se
disminuye la radiacion del tejido sano circundante limitando la morbilidad asociada. Con
IMRT se puede plantear casi cualquier distribucion de la dosis de irradiacion con una

abrupta caida de la misma en los limites entre el volumen del tumor y los tejidos sanos en
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vecindad, reduciéndose en dichos tejidos tanto la dosis final como el volumen de

irradiacion.

Por tanto, la ventaja fundamental que aporta la 3D-CRT en su modalidad de IMRT

es la reduccion del volumen de tejido sano expuesto a dosis altas de irradiacion, lo cual

nos permite conseguir una escalada de dosis a nivel del tumor.

Hasta la fecha, ningiin estudio aleatorizado ha comparado los resultados de la

escalada de dosis entre la 3D-CRT convencional y la IMRT.

Escalada de dosis

Actualmente, la mayoria de pacientes que se tratan con radioterapia externa reciben

una dosis escalada fraccionada de forma convencional (dose-escalated conventionally

fractionated radiation therapy o CFRT) que consiste basicamente en una fraccion unica

diaria de 1.8-2.0 Gy durante 1 hora, 5 dias a la semana, durante 8 semanas, hasta

llegar a un total de 76-80 Gy.

En este caso si que varios estudios aleatorizados han demostrado que la escalada de
dosis (74-80 Gy) tiene un impacto significativo en la supervivencia libre de progresion
bioquimica a lo 5 afios (14). No obstante, estos estudios incluyen a pacientes de distintas
categorias de riesgo, y la adicion de bloqueo androgénico es muy variable. Ademas, ningiin

estudio ha mostrado que escalar las dosis produzca un impacto en la supervivencia global.

De acuerdo a las directrices de la Asociacion Europea de Urologia, en la practica
habitual, la dosis minima recomendada para el cancer de prostata de bajo riesgo deberia de
ser de 74 Gy (nivel de evidencia la grado, de recomendacion A), no siendo posible realizar

distintas recomendaciones para cada grupo de riesgo.
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Hipofraccionamiento

Los avances tecnoldgicos en los ultimos afios han permitido una nueva vuelta de
tuerca a la forma de aplicacion de la dosis radioterdpica con esta nueva estrategia de
dosificacion que va generando resultados cada vez mas prometedores desde hace algin
tiempo. El hipofraccionamiento consiste en la aplicacion, muy altamente conformada, de

elevadas dosis de radiacion diarias (desde 2.5 hasta 10 Gy por fraccion).

De nuevo, la base teorica de esta modalidad se sustenta en el bajo cociente o / B del
cancer de prostata, que difiere del resto de tumores en otros 6rganos. El fraccionamiento
clasico, explicado en el punto anterior, genera un dafio en el ADN que en ultima instancia
provocara una apoptosis, fallo de la mitosis o senescencia celular. Un cociente de
proliferacion muy lento, como es el caso del cancer de prostata, podria facilitar una
reparacion del dafio celular inducido a lo largo del tiempo. El punto clave, por tanto,
consistiria en una elevada y suficiente dosis total sobre la neoplasia prostatica. Dado que las
células del cancer de prostata tienen una proliferacion muy lenta, deberian responder mejor

a dosis muy elevadas por fraccion (hipofraccionamiento).

Ademas, mas alld de una radiobiologia favorable, el hipofraccionamiento supondria
una ventaja para el paciente, asi como una probable disminucidon en el coste total del
tratamiento, ya que se trata de menos sesiones y visitas programadas. Por todo ello, el

hipofraccionamiento despierta cada vez mas interés en la comunidad oncoradioterapica.

A la hora de valorar los distintos estudios existentes y por llegar, debemos saber

diferenciar entre los que utilizan un hipofraccionamiento moderado (2.5-4 Gy por

fraccion) y los que emplean un hipofraccionamiento extremo (5-10 Gy por fraccion),

también conocido como radioterapia corporal estereotdtica (stereotatic body radiation

therapy o SBRT).

Las ultimas recomendaciones europeas ponen de relieve la evidencia creciente

acerca de la eficacia y seguridad demostrada del hipofraccionamiento moderado en el
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cancer de prostata de bajo riesgo, aunque aun son necesarios datos de seguimiento a largo
plazo. Por su parte, el hipofraccionamiento extremo ha mostrado datos prometedores en
cuanto a control oncologico, aunque los datos de toxicidad son algo mas preocupantes. La
Asociacion Americana de Oncologos Radioterdpicos apunta que, aunque son necesarios
estudios randomizados, es viable y adecuado ofrecer el hipofraccionamiento extremo a
pacientes seleccionados de riesgo bajo e intermedio. Sin embargo, a nivel europeo la
recomendacion es de solo ofrecer esta modalidad a pacientes en el contexto de algun

estudio protocolizado (15).
Recomendaciones de la EAU para la radioterapia externa.

Las guias de la Asociacion Europea de Urologia (EAU) realizan una serie de

recomendaciones para el tratamiento de cancer de préstata localizado mediante

radioterapia externa (external beam radiation therapy o EBRT). Un resumen de las mismas,

se incluyen en la siguiente tabla:

Bajo riesgo IMRT con escalada de dosis y sin BA
¥Ry ety Aptos para BA: IMRT con BA (4-6 meses)
No aptos para BA: IMRT escalada de dosis (76-80 Gy) vs IMRT + BrT
Alto riesgo IMRT con escalada de dosis + cadenas ganglionares + BA a largo plazo *

Tabla 4. IMRT: radioterapia de intensidad modulada. BA4: bloqueo androgénico. BrT: braquiterapia
* la duracion del BA debe tener en cuenta el estado general, comorbilidades y factores clinicos pronosticos
(T, Gleason, PSA).

Efectos secundarios de la radiacion:

La radioterapia parece afectar a la funcion eréctil en menor medida a la que lo hace

la cirugia radical. En un metaandlisis se comprob6 que la probabilidad de mantener la
funcion eréctil al afio del tratamiento era de 0.76 tras braquiterapia, 0.60 tras braquiterapia
+ radioterapia externa, 0.55 tras radioterapia externa, 0.34 tras prostatectomia radical con
preservacion de bandeletas y 0.25 tras prostatectomia radical cldsica. Cuando dicho
metaanalisis seleccionaba solo los estudios con mas de 2 afios de seguimiento (lo que
implicaba excluir los estudios de braquiterapia) se ampliaba la diferencia entre las técnicas

radioterapicas y quirurgicas (16).
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El riesgo de desarrollar neoplasias secundarias sobre el recto y la vejiga es

significativamente mayor en los pacientes sometidos a radioterapia externa. En un estudio
retrospectivo que compard 30.552 vs 55.263 pacientes sometidos a radioterapia o PR,
respectivamente, se observd que el riesgo de desarrollar cancer de recto era 1.7 veces
superior en la pacientes sometidos a RT (17). Otro estudio mostro que el riesgo de

desarrollar cancer de vejiga era 2.34 veces superior que el del resto de la poblacion sana.

En contraposicién, uno de los andlisis de los datos de la SEER (Surveillance,
Epidemiology and End Results Programme), que incluian mas de 100.000 pacientes,
demostré que el riesgo de neoplasias secundarias a la terapia radioterapica era bajo, del

0.16% (18).

Por su parte, el MSKCC también publico sus datos con respecto a la toxicidad a
largo plazo de la radioterapia en 1571 pacientes durante una mediana de seguimiento de 10
anos. Se observd que la aparicion de toxicidad aguda, tanto gastrointestinal como
genitourinaria, se comportaba como predictor de dicha toxicidad a largo plazo. Ademas, se

puso de manifiesto que la tasa de toxicidad gastrointestinal grado 2 fue menor para la

radioterapia de intensidad modulada (IMRT) que para la radioterapia conformacional
tridimensional (3D-CRT) (5% para la IMRT y 13% para la 3D-CRT). La incidencia de

toxicidad genitourinaria fue del 20% en los pacientes tratados con 81 Gy, pero se reducia

al 12% en los pacientes tratados con menos dosis. La incidencia global de toxicidad
gastrointestinal grado III fue de 1% y de genitourinaria de 3%. Estos datos sugerian una

ventaja de la IMRT, la cual podia proteger frente a la aparicion de toxicidad

gastrointestinal. Al escalar la dosis recibida, tanto en IMRT como en IGRT, la toxicidad
grado 3 a largo plazo gastrointestinal y genitourinaria varia entre un 2-3% y 2-5%,

respectivamente.
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A1.3.2.- Nuevas herramientas terapéuticas: Vigilancia activa y terapia focal.

Segtn los datos del Registro Nacional de Cancer de Prostata, la prostatectomia

radical (PR) es la forma mas frecuente de tratamiento del CaP en nuestro pais (36,89%),
seguida de la radioterapia externa (RTE) (26,19%). Después seguirian la hormonoterapia
(19,55%), la braquiterapia (11,75%) y la vigilancia activa (4,63%) (3). La intervencion
consiste el la exéresis de la totalidad de la glandula prostatica entre la uretra y la vejiga, asi
como la reseccion de las vesiculas seminales y, frecuentemente, la técnica se acompaiia de
una linfadenectomia bilateral. Independientemente del abordaje empleado, el objetivo de la
PR es erradicar la enfermedad neoplésica, al tiempo que se trata de preservar la continencia

y la potencia sexual.

Actualmente, la PR y la RTE son las dos tnicas formas curativas de tratamiento
aceptadas para el cancer de prostata. Sin embargo, también estd demostrado que a mayor
cantidad de comorbilidades mayor es la probabilidad de fallecer por causas no relacionadas
con el cancer de prostata, y también estan claros los frecuentes efectos adversos de ambas
posibilidades terapéuticas. Por otro lado, es importante saber, que si se decide dejar a un
CaP localizado diagnosticado sin un tratamiento curativo, cabe esperar una mortalidad
cancer especifica a los 10 y 15 afios del 13% y 19.6%, respectivamente (19). Por tanto, es
muy importante una correcta seleccion e individualizacion del riesgo para que la actitud

conservadora no ponga en riesgo la vida del paciente.
Ante este escenario clinico, no tardaron en aparecer las siguientes preguntas: Jy si
no tratamos el ciancer de prostata y lo dejamos a su evolucion natural?, o bien, Jy si

tratamos solo las lesiones tumorales, evitando tratar la glindula completa?.

Estas preguntas no tienen aun respuestas firmes, pero si existe actualmente gran

cantidad de evidencia, que trataremos de resumir en los dos siguientes apartados.

31



v’ Vigilancia activa

La vigilancia activa (VA) es una de esas estrategias terapéuticas que aparece, cOmo
alternativa terapéutica individualizada, para evitar el temido sobrediagnostico y
sobretratamiento del CaP clinicamente indolente de diagnostico temprano. Podemos decir
que la VA constituye una forma de tratamiento del cancer de bajo riesgo, la cual se

beneficia de la lenta historia natural de la enfermedad para evitar un tratamiento agresivo.

La clave de esta estrategia es que la mayoria de hombres diagnosticados con un
cancer de bajo grado y volumen tumoral nunca tendran ninguna manifestacion clinica de la
enfermedad. Sin embargo, uno de las principales criticas que se le atribuye a la VA es que
también se sabe que hasta el 20% de estos pacientes, catalogados como “bajo riesgo”,
pueden estar infradiagnosticados, debido a la presencia de enfermedad de alto grado no
presente en la biopsia diagnostica o bien, debido a la progresion de la enfermedad a lo largo
del tiempo (19). Por ello, la VA precisa de un seguimiento estrecho (PSA, tacto rectal y
biopsias) que identifique a estos pacientes y que permita tratarlos de forma temprana y

eficaz.

La Asociaciéon Americana de Urologia (AUA) la Asociacion Europea de Urologia
(EAU) y la National Comprehensive Care Network (NCCN) reflejan en sus guias a la VA
como opcidn terapéutica para el del cancer de prostata localizado de bajo riesgo.

De acuerdo a las guias de la EAU la VA a es una opcion y debe realizarse en:
a. Pacientes con el menor riesgo clinico de progresion: (Grado recomendacion A)
v’ expectativa de vida > 10 afios,
cT1/2,

PSA <10 ng/mL,

v
v
v" Gleason en la biopsia < 6,
v <2 cilindros positivos

v

bajo porcentaje de afectacion de los cilindros (< 50% por cilindro).
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b. El seguimiento debe basarse en el tacto rectal, determinaciones peridodicas de PSA
y repeticion de la biopsia. No obstante, la periodicidad y protocolo de seguimiento

Optimo no esta aun definido. (Grado recomendacion A)

A pesar de la evidencia existente, todavia quedan muchas dudas y puntos criticos
sin respuestas (mortalidad cancer especifica a largo plazo, criterios dptimos de seleccion de
pacientes, protocolo de seguimiento y signos de alarma para la intervencion). Por ello,
aunque ya constituye una opcion real para determinados pacientes, sus resultados requieren
aun de una validacion a largo plazo, asi como ser comparados con los resultados de
aquellos pacientes que son sometidos al tratamiento primario curativo (PR o RTE) de su

enfermedad.

Criterios de inclusion y protocolo seguimiento en VA:

Hay que saber que no existe ain un protocolo de seguimiento establecido o
ampliamente consensuado para llevar a cabo la VA. Por esta razon, es de especial
importancia que, cuando se ofrezca esta posibilidad, se disponga de un protocolo

detallado, previamente establecido y acordado por el centro o unidad uroldgica que

ofrece esta alternativa. Se debe explicar en profundidad al paciente en qué consistird el

seguimiento y la posibilidad de precisar un tratamiento a posteriori segun los resultados.

Ademas, una vez establecido dicho protocolo, se debe valorar la posibilidad de
incluir a los pacientes en estudios prospectivos de vigilancia activa. Solo a través de estos
estudios prospectivos, con un protocolo de seguimiento detalladamente establecido de
antemano, se hace posible la correcta valoracion de los criterios de inclusion y seguimiento
de estos pacientes. De esta manera, se facilitaria la creacion de una plataforma de datos,
capaz de valorar adecuadamente el papel de nuevos biomarcadores y pruebas de imagen en
la toma de decisiones de estos pacientes; y asi, en un futuro, poder optimizar y consensuar

dichos criterios.
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Numero Un solo
Centro T PSA Gleason cilindros cilindro PSA DT
positivos positivo
Johns .
< <3+ < <500 <
Hopkins (20) <T2a Desconocido <3+3 <2 <50% <0.15
University Desconocido <10 <3+3* Desconocido  Desconocido -
Toronto (21)
UCSF (22) <T2a <10 <3+3 <33% <50%
ERSPC (23) <T2a <10 <3+3 <2 Desconocido <0.2
Royal
Marsden <T2a <15 <3+4 <50% Desconocido -
Hospital (24)
MSKCC (25) <T2a <10 <3+3 <3 <50% -
University
< < <3+ < <209 -
Miami (26) <T2a <10 <3+3 <2 <20%

Tabla 5. Criterios de inclusion de los principales estudios realizados hasta la fecha sobre Vigilancia Activa.
* Antes del 2000 se incluyeron pacientes <70 afios con PSA <15 y Gleason <3 + 4.

Supervivencia libre de tratamiento, mortalidad cancer especifica y mortalidad
por otras causas en VA:

La mayoria de las series basan sus criterios de inclusion de pacientes en el estadio
clinico, PSA, el Gleason y el numero de cilindros afectos (tabla 5). Sin embargo, hay que
resefiar que muchos de los pacientes de estas series se incluyeron de forma retrospectiva,

probablemente sin criterios tan estrictos.

En una reciente revision sobre vigilancia activa, hasta un 33% de los pacientes

que comenzaron VA precisaron de algin otro tratamiento posteriormente tras una

mediana de 2.5 afos de seguimiento estrecho (27). Sin embargo, no en todos los casos la
indicacién de tratamiento se produce por una progresion de la enfermedad. Este es otro
punto controvertido de esta estrategia, y es que, el conocimiento por parte del paciente de
tener una enfermedad neoplésica sobre la que no se esta actuando, puede llevar a una
situacion de ansiedad y demanda de tratamiento al poco tiempo de seguimiento, sin que

exista evidencia de progresion.

Uno de los estudios mas importantes en VA es el de la Universidad de Toronto (21).
Conviene conocer los detalles del estudio pues se trata del estudio prospectivo con el mayor

seguimiento a largo plazo de todos los estudios realizados sobre VA. Realizado sobre 993
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pacientes sometidos a vigilancia activa, se inicid en 1995 e incluye a pacientes con cancer
de prostata de bajo riesgo (Gleason <6, PSA <10 ng/ml) o riesgo intermedio favorable
(Gleason 3 + 4, PSA 10-20 ng/ml). Los pacientes se sometian a un control peridédico del
PSA y biopsias de prostata y se ofrecia tratamiento en caso de PSA-DT <3 afios, progresion
del Gleason o progresion clinica evidente. Desde el inicio del estudio en 1995 han muerto
149 pacientes y 819 han sobrevivido y siguen el protocolo, con un seguimiento medio
desde la primera biopsia de 6.4 afios (rango de 0.2 a 19.8 afos). De las muertes recogidas,
15 (10%) fueron por cancer de prostata, todas ellas por enfermedad metastasica. En otros
13 casos se encontraron metastasis, sin embargo 4 de ellos murieron por otras causas y el
resto estaban atn vivos. La hazard ratio acumulada de mortalidad por otras causas sobre la
mortalidad por cancer de prostata fue de 9.2:1.0. Un total de 267 pacientes (26.8% del total)
recibieron algun tipo de tratamiento adicional en algiin momento del seguimiento debido a
progresion de la enfermedad. La tasa de pacientes sin tratamiento alguno (supervivencia
libre de tratamiento), solamente en vigilancia activa fue de 75.7%, 63.5% y 55% a los 5, 10

y 15 afios respectivamente.

- Pacientes
Centro Edad Segu1~m1ent0 tratados Causa' del Muerte’CaP- Muerte por
(afios) (%) tratamiento especifica otras causas
Johns 66 2.7 33 Gleason 0% 2%
Hopkins (20) : ’ ’
University 0 0
Toronto (21) 70.3 6.8 30 PSA 1% 21.4%
UCSF (22) 61.9 3.9 30 Gleason 0% 3%
ERSPC (23) 66 3.9 32 Desconocido 0.2% 11.2%
Royal
Marsden 67 1.8 20 PSA 0% 2%
Hospital (24)
MfZKS)CC 62 1.8 11 Gleason Desconocida Desconocida
University 0 0
Miami (26) 64 2.9 25 Gleason 0% 2%

Tabla 6. Principales estudios sobre Vigilancia Activa, comparando sus datos respecto a tasa de tratamiento y
causa del mismo, muertes cancer especificas y muertes por otras causas.
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Repeticion de la biopsia en VA:

La repeticion de la biopsia de prostata durante la VA est4 incorporada en la mayoria
de los protocolos y la progresion del Gleason es uno de los indicadores principales de

tratamiento a lo largo de la VA. Es importante saber que el riesgo de infragradacion del

Gleason en una biopsia de prostata de 12 cilindros es de un 20-30% (28). Esta es la razon
de ser del seguimiento activo, pues puede tratarse de pacientes de alto riesgo que pasan
inadvertidos en la biopsia y probablemente se beneficien de un temprano tratamiento

primario agresivo.

No se sabe si los cambios en el Gleason que se describen en las biopsias de
confirmacion y/o seguimiento corresponden a una verdadera progresion o a un
infradiagnodstico previo. Probablemente sea debido a una mezcla de ambas circunstancias.
En cualquier caso, la repeticion de la biopsia sirve para detectarlo y da margen para tomar
una actitud adecuada con el paciente. Por ello la programacion de biopsias, con un minimo
de 12 cilindros y dirigidas a los aspectos laterales de la prostata, constituye una adecuada
estrategia para los protocolos de VA. Segun los datos existentes, hasta un 33% de los
pacientes dejan de ser candidatos a VA con los resultados de la segunda biopsia de

confirmacion y precisan de la administracion de un tratamiento.

Papel del PSA en VA:

El verdadero valor de la cinética del PSA como factor predictivo de progresion a lo
largo del seguimiento es todavia desconocido. El hecho de monitorizar el PSA en los
pacientes sometidos a VA tiene su justificacion tanto en la sencillez de la prueba como en
la evidencia demostrada de la correlacion existente entre velocidad de PSA elevada en el

afo previo al diagnostico y mortalidad por cancer de prostata tras tratamiento (29).
Respecto al PSA double-time (PSA DT), éste no se ha empleado de forma

sistematica en todas las series de VA. Ademas se ha de recordar que la forma de calcular el

PSA DT es muy variable. Algunos grupos, como el canadiense, si lo han tenido en cuenta,
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y lo calcularon utilizando un modelo linear mixto que considera al menos 8

determinaciones de PSA.

Aunque de una forma algo arbitraria, la mayoria de las series describen que la
determinacion de PSA debe realizarse cada 3 meses aproximadamente. Al analizar la
literatura sobre cinética del PSA como factor indicador de biopsia de seguimiento, se
observa una gran variabilidad entre los distintos estudios. Ademas, conviene apuntar que la
indicacion de biopsia por elevacion del PSA constituye un sesgo en si misma a la hora de
interpretar los datos. Esta forma de indicacion de biopsia, segun PSA, puede llevar a que
los pacientes con elevaciones progresivas del PSA se sometan a biopsias mas
frecuentemente que los pacientes con una cinética mas lenta o larvada, sin que ello asegure

que éstos ultimos no estén progresando.

En la practica, el mero hallazgo de cambios en el PSA no justifica la realizacion de
un tratamiento, pero si deberia constituir un factor de alarma para la realizacion de una
nueva biopsia de seguimiento. No obstante, en caso de ausencia de progresion del Gleason

y persistencia progresiva de la elevacion del PSA se debe valorar una accion terapéutica.

Papel de las pruebas de imagen en VA:

La ausencia de técnicas de imagen adecuadas para el diagnostico del cancer de
prostata en estadio temprano localizado resulta un asunto de crucial importancia en la VA.
La mayoria de pacientes con cancer de prostata localizado tienen una ecografia normal, y la
ecografia transrectal periodica, hasta la fecha, no ha demostrado tener un beneficio en la
caracterizacion tumoral o la deteccion de progresion durante el seguimiento de estos

pacientes.

La resonancia magnética nuclear (RMN) constituye una prueba de imagen con

resultados prometedores en la VA. Multiples estudios estan evaluando las ventajas de esta
técnica sobre la ecografia o el TAC, ya que la RMN permite un mayor realce de la
anatomia pélvica y ofrece, ademas, la posibilidad de una valoracion funcional de las

lesiones. En la VA, la RMN podria ser utilizada a modo de screening de los pacientes
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candidatos a esta modalidad de tratamiento. En este sentido, varios estudios han observado
que en los pacientes con extension extracapsular visible en RMN aumenta la probabilidad
de encontrar una progresion en la biopsia control con respecto a los pacientes que tenian
una RMN normal. En el estudio de Dall'Era et al. se realizd RMN espectroscopica al
momento del diagnostico en 114 pacientes de la serie de VA del UCSF (22). El 75% de los
pacientes tenian lesiones sospechosas, o bien, actividad metabdlica sugerente de
enfermedad tumoral. Cuando se compararon las lesiones anatomicamente visibles con las
lesiones visualizadas solamente mediante espectroscopia funcional, se observo que las
lesiones anatdmicas se asociaron a progresion en la biopsia y a necesidad de tratamiento

posterior.

Conclusiones de l1a VA:

A la espera de resultados mas a largo plazo de series prospectivas, los datos actuales
de VA muestran que la mortalidad cancer especifica es muy baja aunque la tasa de
reintervencion durante el seguimiento es moderada (hasta 33%), en parte debido a la

ausencia de biomarcadores de riesgo especificos.

Una biopsia de confirmacion durante el primer afio de seguimiento es crucial para

disminuir el riesgo de infragradacion.
La incorporacion de biomarcadores de riesgo individualizado, junto con el

desarrollo de la RMN, puede favorecer el empleo de esta modalidad y disminuir los riesgos

para el paciente.
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v’ Terapia focal

Como se ha puesto de manifiesto en el apartado anterior, hasta el 33% de los
pacientes en vigilancia activa (VA) se someteran a un tratamiento definitivo en los
primeros 2-5 afios de seguimiento, debido a la infragradacion inicial de la enfermedad.
Ademas, otra potencial desventaja de la VA, criticada por algunos autores, es la limitacién
mental y emocional que supone la ansiedad asociada al no tratamiento de una enfermedad
neoplasica. Por ello, la VA es una opcidn solo para un subtipo determinado de pacientes,

aun por definir de forma mas estricta segun avance la evidencia.

En este contexto, y con el objetivo de curar y controlar el cancer de prostata
localizado, hace su aparicion el concepto de terapia focal. Esta se encuentra a mitad de
camino entre la VA vy el tratamiento radical, ofreciendo un control del cancer con intencién
curativa con mucha menos morbilidad asociada. Aunque este planteamiento es
relativamente nuevo para la prostata, ya se habia empleado con éxito en rifidn, higado,

mama y cerebro entre otros.

La relevancia actual de la terapia focal en el cancer de prostata esta justificada de
acuerdo a una base conceptual previamente establecida. En primer lugar, existe evidencia
bastante firme de que la gran mayoria de las metastasis tienen su origen en el mismo clon
celular del céncer de prostata, derivado de la misma lesion, la cual se denomina lesion
“indice” (index lesion) (30). Ademas, las caracteristicas histopatoldgicas de esta lesion
indice pueden predecir el comportamiento clinico de toda la glandula prostatica incluso en
presencia de multiples focos tumorales sincronicos, en mas del 90% de los pacientes. Por
otro lado, aunque el céncer de prostata es tipicamente multifocal y goza de una
heterogeneidad clonal dentro de la propia glandula, no todos esos focos tumorales van a
tener un potencial letal. Ademas, respecto a esas lesiones tumorales sincronicas (lesiones no
indice), se ha observado que en mas del 80% de los pacientes con una lesion indice tumoral

clara, el volumen agregado de lesiones secundarios era muy pequeio (< 0.5cc).
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Por todo ello, la correcta valoracion de la significacion clinica y prondstica del

cancer de prostata es de crucial importancia. Asi, de forma clésica, el umbral para definir
enfermedad clinicamente significativa capaz de metastatizar se fij6 en lesiones de 0.5 cc de
volumen con un Gleason minimo de 4 en un paciente con una expectativa de vida mayor de

10 arios (31).

Ya que la mayoria de tumores metastasicos se origina de un Unico clon celular,
parece sensato y eficaz identificar y tratar focalmente estas lesiones potencialmente letales.
Por tanto, el tratamiento selectivo de la enfermedad clinicamente significativa, aceptando la

posibilidad de dejar enfermedad residual no significativa, parece razonable.

Hasta la fecha existe una experiencia muy limitada en cuanto a los resultados de la
terapia focal. En este apartado repasaremos el papel actual de la biopsia de fusion dirigida
con RMN como método diagndstico y herramienta de desarrollo de esta modalidad
terapéutica, asi como las distintas posibilidades de terapia focal en céncer de prostata

(crioterapia, HIFU y nuevas alternativas).

Biopsia de fusion (ECO-RMN):

El desarrollo de la RMN multiparamétrica (RMN-MP) ha supuesto una

importante innovacion tecnoldgica para el avance de la terapia focal del cancer de prostata.
Una RMN-MP estandar incluye secuencias T1 con secuencias realzadas con contraste
dinamico (dynamic contrast enhancement o DCE) , secuencias T2 y secuencias de difusion

(diffusion weighted imaging DWI).

Actualmente la RMN-MP es la mejor técnica no invasiva para visualizar lesiones
tumorales prostaticas. Aunque la RMN-MP no sea capaz de detectar la totalidad de los
focos tumorales si parece detectar de forma efectiva los focos clinicamente
significativos, segun los datos del Gleason y el volumen tumoral. Para estas lesiones
significativas, las sensibilidad y especificidad de la RMN-MP llega al 90%. En una serie de
83 pacientes estudiados mediante RMN-MP (T2 + DCE + DWI) antes de la biopsia, la
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RMN se asocid a una sensibilidad, especificidad y precision para la deteccion del cancer de
prostata del 95%, 74%, y 86%, respectivamente (32). Adicionalmente, el empleo de la
tecnologia 3D con la RMN-MP puede facilitar localizar los focos tumorales dentro de la

glandula prostatica y ser utilizada para dirigir una accion diagnostica o terapéutica.

Recientemente desarrollada, la tecnologia de fusion de RMN y ecografia (MRI-

ultrasound fusion technology) permite realizar biopsias dirigidas a areas sospechosas
detectadas en la RMN-MP. El sistema consiste en un rastreador espacial que permite
localizar la posicion de los cilindros a biopsiar sobre una reconstruccion en 3D de la
prostata; luego, el software del sistema permite fusionar las imagenes de la RMN con las de
la ecografia a tiempo real facilitando la biopsia de las areas sospechosas. Las series mas
actuales sugieren que solo el 63% de los pacientes con elevacion del PSA tendran una
lesion o area sospechosa en la RMN-MP. Posteriormente, la biopsia dirigida de estas areas

serd diagnostica en aproximadamente el 65% de los casos (33).

Aunque la tasa de deteccion de cancer mediante biopsias dirigidas es menor que

mediante biopsias sistematicas, la mayoria de los tumores que no se diagnostican en las

biopsias dirigidas son tumores no significativos, probablemente no letales, segin los
métodos actuales de clasificacion. La tasa de deteccion de cancer clinicamente significativo

mediante biopsia de fusion es del 42% (33).

En un interesante estudio realizado recientemente en pacientes con biopsia de
prostata previa negativa o sometidos a protocolo de VA, la adicion de la biopsia de fusion a
las biopsias sistemdticas aument6 la tasa de diagnostico de todos los canceres de prostata.

El 38% de los pacientes solo fueron diagnosticados mediante biopsia de fusion (34).

Como muestran todos estos estudios, la RMN-MP y la posibilidad de fusién con la
ecografia han llegado para quedarse en el diagnostico y tratamiento del cancer de prostata
localizado. Por ello, un conocimiento actualizado por parte del urdlogo se hace necesario

para el Optimo manejo de estos pacientes.
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Crioterapia

El primer estudio que dio a conocer la crioterapia focal fue el publicado por Onik
et al. en 2002 (35). En dicho estudio se valoraron 9 pacientes, con cancer de prostata
unilateral en la biopsia, y sometidos a crioablacion con preservacion del haz neurovascular
contralateral. A los 3 afos de seguimiento medio, el PSA se mantuvo estable en todos los
pacientes; y en 6 pacientes en los que se realizd biopsia control, ésta fue negativa. Ademas,

7 de los 9 pacientes mantuvieron la funcidn eréctil inalterada.

Tras esta primera experiencia se han sucedido los estudios sobre esta modalidad

terapéutica. En la mayoria de los estudios, la técnica consiste en una hemicrioablacion

completa del 16bulo de la prostata afectado. No obstante, los esfuerzos actuales se centran
en la optimizacidn de la colocacion de la sonda criogenizadora para destruir unicamente el

tejido diana y preservar el tejido sano.

La definicion de recurrencia tras crioterapia no esta aun consensuada. Ademas,
resulta dificil asegurar si estos pacientes sufren una verdadera recurrencia de la enfermedad
tratada o si se trata de la progresion de lesiones que pasaron inadvertidas en el momento del
diagnostico. Los datos actuales hablan de una tasa recurrencia bioquimica que varia desde

el 7% hasta el 27% (normalmente definida como una elevacion del PSA >50% del nadir o

nadir +2), observandose una confirmacion histologica mediante biopsia en el 4-47% de
estos pacientes. De forma interesante, la mayoria de estas recurrencias (70-93%) ocurrian
en el lado contralateral al de la crioablacion, por lo que es probable que se deban a fallos en

el diagnostico inicial mas que a fallos del tratamiento.

La mayor experiencia y los resultados mas amplios publicados sobre crioterapia

focal proceden del registro COLD (Cryo On-Line Data). En su tltima actualizacion, de los

1160 pacientes tratados mediante crioterapia focal, la supervivencia libre de recidiva
bioquimica (definida segiin la ASTRO como 3 aumentos consecutivos del PSA sobre el
nadir postratamiento) a los 3 afios, fue del 75.7% (36). Ademas, se ha observado que los

resultados oncoldgicos de la crioterapia focal son superponibles a los resultados de la

42



crioterapia completa de toda la prostata. Es por ello que su uso ha aumentado de forma

exponencial en los ultimos afios.

Respecto a los efectos secundarios, segun los datos del registro COLD, Ia
continencia urinaria tras la crioterapia focal ronda el 98% y el mantenimiento de la funcién
eréctil el 58%. Se observo retencidon de orina (>30 dias) en un 1.1% de los pacientes y hay

un solo caso (0.1%) de fistula rectouretral.

HIFU (high-intensity focused ultrasound)

El funcionamiento del HIFU se basa en el mismo principio que los ultrasonidos
convencionales, pero en este caso la fuente de emision de los ultrasonidos tiene la energia
suficiente para, al ser aplicada sobre un pequefio foco, aumentar la temperatura de éste
hasta los 80-90°C en 2-3 segundos, lo cual destruye cualquier tejido. Esta destruccion

tisular se debe a 3 fendmenos: coagulacion, cavitacion y calor. El aumento brusco de la

temperatura en el foco (entre 85-100°C) produce necrosis por coagulacion. Cada disparo
dura 5 segundos con un tiempo de 5 segundos entre cada disparo. El fendmeno de
cavitacion resulta por la vibracion de burbujas microscopicas de vapor de agua producidas
en el tejido con los sucesivos impulsos de ultrasonidos. Finalmente, la sumatoria de todos

los disparos en el tiempo produce un aumento gradual de la temperatura dentro del 6rgano.

Hasta el momento existen dos aparatos para realizar HIFU, el Ablatherm®
fabricado en Francia y el Sonoblate® fabricado en USA. Ablatherm® tiene como ventajas
sobre Sonoblate® el que permite adaptar la longitud de la lesion, tener el control en tiempo
real de la pared rectal, tiene multiples circuitos de seguridad para evitar focalizacion
accidental de la pared rectal, un detector de movimiento que interrumpe el tratamiento si el
paciente se mueve y una sonda ecografica para visualizar la prostata de 7,5 MHz y una de 3
MHz para realizar el tratamiento integradas en el mismo dispositivo. Las aplicaciones de
Sonoblate® son mas limitadas ya que permite tratar solamente casos de cancer de prostata
iniciales. Por el contrario Ablatherm® permite tratar casos que han fracasado al tratamiento

con radioterapia externa o realizar HIFU paliativa. Sonoblate® se realiza solamente con
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anestesia general y el paciente en posicion dorsal mientras que Ablatherm® se puede

realizar con anestesia raquidea y el paciente en posicion lateral.

El primer estudio con resultados favorables para la terapia focal de alta intensidad
guiada por ecografia (high-intensity focused ultrasound o HIFU) fue publicado en 1995
(37). Sin embargo, la mayoria de los estudios publicados han investigado la efectividad de
la HIFU como tratamiento sobre la totalidad de la glandula prostatica, mas que como una

terapia realmente focalizada.

Una de las mayores series de HIFU sobre la totalidad de la prostata es la de Ganzer
et al. (38). Con 14 anos de seguimiento sobre 538 pacientes obtienen una supervivencia
libre de recurrencia bioquimica a los 5 y 10 afios del 81% y 61%, respectivamente. El
porcentaje de pacientes con enfermedad metastasica fue de 0.4%, 6% y 15.4% segun fueran
pacientes de bajo, intermedio o alto riesgo al diagndstico. La tasa de mortalidad cancer
especifica fue de 3.3%. Los principales efectos adversos de la HIFU sobre toda la prostata
son la disfuncion eréctil (44%), incontinencia urinaria (8%), retencion urinaria (5.3%),

dolor perineal cronico (3.4%) y fistula rectoureteral (1%).

Como hemos sefialado anteriormente, hasta la fecha, pocos estudios han evaluado la
HIFU como terapia focalizada. Un estudio compard 70 pacientes sometidos a HIFU
completa vs 29 pacientes sometidos a HIFU focal sobre la hemiprodstata afecta, observando
un 82% de biopsias negativa a los 6 meses (86% para los pacientes con HIFU completa vs
75% para los pacientes con HIFU focal). No se encontraron diferencias significativas en los
sintomas urinarios entre ambas técnicas (38). En otro estudio similar se analizaron los
resultados de la hemiablacion con HIFU sobre 12 pacientes con una mediana de
seguimiento de 10 afios. La supervivencia libre de progresion fue del 90% y del 38% a los 5
aflos y 10 afios, respectivamente. Cinco pacientes precisaron tratamiento de rescate
mediante nueva HIFU o bloqueo hormonal. Las complicaciones mas frecuentes fueron la

retencion aguda (1 paciente) y la infeccion de orina (2 pacientes).
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FLA (Focal Laser Ablation)

Aunque la crioablacién y la HIFU son las dos formas de terapia focal en las que se
tiene mayor experiencia, existen otras modalidades de terapia focal en fase de investigacion

que conviene conocer como la ablacion focal por laser (FLA).

Esta modalidad utiliza la energia laser para la ablacion de lesiones visibles mediante
RMN. La ventaja de esta técnica es que se puede realizar a tiempo real guiada por RMN, lo
cual permite al cirujano asegurarse el tratamiento completo de las lesiones asi como
respetar las areas sanas y minimizar la morbilidad. Se ha realizado un ensayo en fase |
sobre 12 pacientes en el que el 50% no mostrd evidencia de enfermedad tras el tratamiento.
No se encontraron problemas de disfuncion eréctil ni sintomas miccionales. Otro estudio
reciente evalu6 a 9 pacientes sometidos a FLA y la biopsia guiada por RMN de la zona
ablacionada no encontrd evidencia de tumor en 7 de los pacientes (78%) aunque encontrd

lesiones Gleason 6 en 2 de ellos (22%).

Conclusiones de la terapia focal:

La terapia focal en cancer de prostata localizado ofrece un panorama muy
prometedor con el objetivo de conseguir un control efectivo de la enfermedad minimizando
al maximo la morbilidad terapéutica. No obstante, ain son necesarios estudios a largo plazo

para validar los resultados de estas técnicas.

No existe atn evidencia suficiente para realizar recomendaciones acerca del uso de
estas terapias ablativas en la practica clinica. Por ello, el futuro acerca de estas modalidades
terapéuticas deberian pasar por la realizacion de ensayos clinicos randomizados, que
incluyan biomarcadores pronosticos individualizados, para poder establecer la verdadera

eficacia de las mismas y que se generen datos estandarizados y comparables.
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A1.3.3.- Nuevas herramientas prondsticas

v’ Test genéticos.

Actualmente, las decisiones y el manejo clinico del CaP se basan en la conjuncion
del PSA, el estadio clinico (tacto rectal) y la puntuacion Gleason de la biopsia, los cuales
combinados en distintos nomogramas expresan las probabilidades del paciente para tener

una enfermedad agresiva.

A dia de hoy, el unico biomarcador molecular aprobado y validado, distinto al PSA,
es el Prostate Cancer Gen 3 (PCA3) que se emplea para tomar la decision de realizar una
segunda o tercera biopsia, pero no tiene utilidad para tomar decisiones terapéuticas una vez
establecido el diagnostico. Los test gendmicos como biomarcadores pronosticos, podrian

ser unos buenos candidatos para rellenar ese hueco el el algoritmo de decisiones clinicas.

El estudio genético del paciente forma parte de la medicina personalizada o

medicina de precision. Su aplicacion estd basada en el estudio del tejido prostatico (de una

biopsia o de una pieza de prostatectomia), al cual se le realiza un andlisis del DNA
gendmico (alteraciones estructurales, mutaciones) o epigenético (DNA metilacion).

También se puede estudiar el RNA, y distintas proteinas y metabolitos celulares.

Actualmente, existen distintos “kits” comercializados. Cada vez que se realiza una
prueba en un paciente, sus resultados se comparan con las grandes bases de datos que
dieron origen a dichos “kits”, realizdndose andlisis estadisticos que nos ayudan a elegir la

mejor actitud para el paciente basdndonos en probabilidades.

A continuacion, explicaremos brevemente la aplicacion y evidencia actual de

algunos de los test que han ganado mas difusion en los ultimos afios:
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a.- Test Prolaris o test de progresion del ciclo celular (Cell Cycle Progression o
CCP).

Este test genético utiliza como muestra el tejido prostatico procedente de una
biopsia o una prostatectomia radical. El tejido se puede conservar en formol, fijarse en

parafina y posteriormente ser analizado.

El test analiza los niveles de expresion de 31 genes relacionados con la
progresion del ciclo celular (CCP) (FOXM1, CDC20, CDKN3, CDC2, KIF11, KIAA0101, NUSAPI,

CENPF, ASPM, BUBIB, RRM2, DLGAPS, BIRCS, KIF204, PLK1, TOP24, TK1, PBK, ASF1B, C18orf24,
RADS54L, PTTG1, CDCA3, MCM10, PRCI1, DTL, CEP55, RAD51, CENPM, CDCA8y ORCGL).

Este panel de genes ya habia mostrado su valor prondstico en cancer de mama,
pulmon y cerebro. Los estudios de validacion de este test en cancer de prostata,
demostraron que es capaz de predecir de forma independiente el riesgo de muerte por

CaP a los 10 aiios (39, 40).

Su uso como biomarcador pronoéstico tendria dos posibilidades:

- Test post-biopsia: con el objetico de evitar el tratamiento a los pacientes
con pocas probabilidades de beneficiarse del mismo (detectar tumores

indolentes).

- Test post-prostatectomia radical: con el objetivo de detectar tumores de
alto riesgo, predecir el riesgo de recidiva bioquimica (BCR) y determinar

qué pacientes podrian beneficiarse de tratamientos adyuvantes.

Los resultados del test Prolaris se miden en unidades de -3 a 7. Cada incremento en
1 unidad en el Score Prolaris representa un aumento x2 del riesgo de muerte. Los resultados
genéticos del test, junto con el resto de datos clinico-patologicos del paciente, permiten
estimar el riesgo de muerte cancer-especifica a los 10 afios. Ademas, compara este riesgo

con el riesgo estimado segun el nomograma pronostico de la AUA.
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b.- Oncotype DX GPS (genomic, prostatic score).

Este test genético también utiliza como fuente de informacion el tejido prostatico

procedente de la biopsia diagnostica de CaP.

Analiza 17 genes de 4 vias biologicas distintas:

- Organizacion celular: FLNC, GSN, GSTM2, TPM2.

- Androégenos: AZGP1, FAMI13C, KLK2, SRD5A2.
- Proliferacion celular: TPX2.

- Respuesta estromal: BGN, COL1A1, SFRP4

Sobre este panel de genes, el test Oncotype DX GPS es capaz de predecir la
agresividad del tumor, riesgo de BCR a los 5 afos y riesgo de metastasis, aportando
informacion practica para la toma de decision en cuanto a inicio de vigilancia activa vs
tratamiento radical (cirugia o radioterapia). Fue desarrollado en distintos estudios
colaborativos con la Clinica Cleveland y la UCSF (San Francisco) y ha sido validado en
dos grandes estudios prospectivos recientes como predictor independiente de anatomia

patologica adversa (mayor Gleason y pT3) en la pieza de prostatectomia (41).

Los creadores del test lo indican especialmente en pacientes con Gleason 6 (riesgo
bajo) y Gleason 7 con bajo volumen tumoral en la biopsia. Constituye una herramienta mas

para seleccionar candidatos a vigilancia activa.
Los resultados del Oncotype GPS se informan en una escala que va del 0-100. Cada

gen tiene su peso en el algoritmo final. Seglin las valores en la escala, tendra mejor o peor

pronostico.
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c.- Test Decipher. Genomic Resource Information Database. Grid Decipher.

Si hay un test gendmico con potencial de aplicacién a la clinica ese es el Decipher.

Este test constituye la mayor base de datos gendmica en urologia.

La muestra de tejido que emplea proviene de la pieza de prostatectomia radical.
Analiza 22 genes involucrados en vias bioldgicas del cancer de préstata que estan

asociados a cancer de prostata agresivo:

- Subtipos moleculares: ERG, ETV1-5, SPINK]1.

- Biomarcadores prostaticos: PCA3, PTEN, SChLAP1, Mki-67, PCAT1, TOP2A.
- Vias biolégicas: AR, pérdida de RB, ciclo celular, reparaciéon DNA.
- Vias de respuesta a farmacos: EFGR, IGFR, MET, HER, WNT, PD1/LI.

- Células pequeiias y neuroendocrinos: Cyclin D1/p16, NEAT1, NKX3.1, CHGA, SYP.

Indicado tras la cirugia en pacientes de alto riesgo Gleason > 7, pT3a-b o con
margenes positivos. Constituye un predictor independiente de metastasis a los Sy 10
afios de la prostatectomia radical. En caso de recidiva biquimica (BCR), predice el riesgo
de metastasis a los 3 afos (42). Tras la prostatectomia radical, Decipher reclasificé al 80%
de los pacientes, con respecto a la clasificacion de riesgo clinica tradicional de la NCCN. El

60% pasod a un riesgo menor y el 20% paso a un riesgo mayor.

Identifica a pacientes como alto, medio o bajo riesgo de tener metéstasis. Los
pacientes con bajo riesgo genomico Decipher serian candidatos a actitud conservadora tras
la cirugia; y a los pacientes con alto riesgo genomico Decipher serian candidatos a
radioterapia adyuvante. El 98.5% de los pacientes reclasificados como bajo riesgo por

Decipher no desarrollaron metéstasis a los 5 afos de la cirugia (43).
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Conclusiones:

Los test genéticos como biomarcadores pronosticos son capaces de detectar la
heterogeneidad tumoral ¢ individualizar la situacion y prondstico de cada paciente. Por

tanto, podrian permitir tomar decisinones mas eficientes.

Por el momento son test bastante caros (alrededor de 3.000 euros) y por tanto de
dificil acceso en la practica diaria pues resulta dificil demostrar su eficiencia y
coste/beneficio. Segun la AMHealth Drug Benefits 2014 se ahorrarian 588 doélares por

paciente, usando un test molecular, frente a la realizacion de rebiopsia prostatica.

El futuro de este prometedor escenario de los biomarcadores gendmicos pasa por la

realizacion de grandes estudios prospectivos multicéntricos que validen su verdadero papel

pronostico.
Test / precio Muestra Resultado Compaiiia
CCP scorede -3 a 7. ) )
Prolaris Bionsia o PR Riesgo de muerte Myriad Genetics
3400 $ P CaP-especifica 0 BCR
a los 10 afios
GPS de 0-100. _
Oncotype DX GPS Bionsia Probabilidad de tener | Genomic Health Inc.
4180 $ P mas alto Gleason
score y/o pT3 en PR
Riesgo de metastasis a GenomaDX
Decipher PR los 5 afios post PR y 3 Biosciences
4250 $ afios post RB

Tabla 7. Resumen de los principales test genomicos disponibles actualmente. Adaptado de: Gomez Rodriguez

A, Loiziaga Iriarte A, Bachiller Burgos J, Borque Fernandez A. Herramientas para el manejo del cancer de

prostata. En: Actualizacion en Cancer de prostata. Desde el diagnostico a la resitencia a la castracion. Ed.
IMC. Madrid 2016.
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v' Nomogramas y modelos predictivos.

En el momento actual, el manejo y toma de decisiones clinicas en los pacientes con
CaP se apoya sobre modelos predictivos clinicos, basados en la observacion previa de la
evolucion de grandes series de pacientes. En este apartado abordaremos el estado actual

de estos modelos y sus perspectivas de futuro.

Cualquier modelo predictivo se sustenta en la existencia de una serie de parametros
o variables que constituyan factores de riesgo o proteccion para la enfermedad. Este
concepto nos lleva, en primer lugar, a una clasificacion sencilla de los sujetos en grupos de

riesgo.

Clasicamente, los grupos de riesgo en CaP se han establecido fundamentalmente en
base a tres parametros de uso rutinario: PSA, estadio clinico y puntuacion de Gleason.
Mediante la combinacion de estas tres variables se han creado distintas clasificaciones y

modelos ampliamente conocidos por los ur6logos.

La siguientes tablas reflejan las clasificaciones de riesgo mas conocidas y

empleadas en la actualidad:

* Grupos de riesgo de D’ Amico
* Grupos de riesgo de la National Cancer Comprehensive Network (NCCN)
* Grupos de riesgo de la Asociacion Europea de Urologia (EAU)

Grupos de riesgo de D"’Amico

Bajo riesgo cTlc-cT2ay Gleason <7y PSA <10 ng/ml
Riesgo intermedio c¢T2b o Gleason 7 0 PSA > 10 y <20 ng/ml
Alto riesgo cT2c o Gleason > 7 o PSA > 20 ng/ml
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Grupos de riesgo de la NCCN 2015

Muy bajo riesgo (localizado)

cTlcy Gleason <7 y PSA<10

y

<3 cilindros de biopsia (+) con < 50% afectado
en cada uno y PSAD < 0,15 ng/ml

Bajo riesgo (clinicamente localizado)

cT1-cT2ay Gleason <7y PSA < 10 ng/ml

Riesgo intermedio (clinicamente localizado)

c¢T2b-cT2c o Gleason 7 0 PSA 10-20 ng/ml

Alto riesgo (clinicamente localizado)

cT3a o Gleason >7 o PSA > 20 ng/ml

Muy alto riesgo (localmente avanzado)

cT3b-cT4 o Gleason primario 5 o > 4 cilindros
de biopsia Gleason > 7, 0 bien 2 o los 3
pardmetros del riesgo intermedio en un mismo
paciente.

Metastasico

Cualquier T, N1

Cualquier T, cualquier N, M1

Grupos de riesgo de la EAU 2017

Bajo riesgo (clinicamente localizado)

cT1-cT2ay Gleason <7y PSA > 10 ng/ml

Riesgo intermedio (clinicamente localizado)

c¢T2b o Gleason 7 0 PSA 10-20 ng/ml

Alto riesgo

Clinicamente localizado: cT2c o Gleason >7 o
PSA >20 ng/ml // Localmente avanzado: cT3-4,
cualquier Gleason, cualquier PSA.
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Estas tres clasificaciones en grupos de riesgo clinicos gozan de una amplia
aceptacion y difusion debido a que son sencillas e intuitivas y por ello son facilmente
aplicables en la rutina clinica. Sin embargo, su elaboracion no ha sido cientificamente
rigurosa y las variables seleccionadas lo fueron por motivos intuitivos, consensuados, y no
basados en una eleccion metodologica y ponderada. De esta manera cada grupo de riesgo
resulta ser, en realidad, clinicamente heterogéneo y engloba en un mismo grupo a

pacientes con evoluciones y resultados oncoldgicos muy distintos.

Las clasificaciones por grupos de riesgo, por tanto, no son utiles para responder a
la demanda actual de individualizacion y personalizacion del riesgo en cada paciente.

Para ello, a dia de hoy, nos servimos de modelos predictivos multivariantes 0 nomogramas.

Un nomograma, en su concepcidon mas general y matematica, representa
simultaneamente el conjunto de las ecuaciones que definen un determinado problema (en
nuestro caso, la enfermedad) y el rango total de sus soluciones (evolucion de dicha
enfermedad). Los nomogramas en el cancer de prostata no son mas que modelos
multivariante que analizan la asociacion entre una serie de variables independientes
predictoras (p.e: PSA, puntuacion Gleason, estadio clinico o cilindros afectos) y las
variables dependientes, resultado (p.e.: margenes positivos en el tejido, supervicencia libre

de progresion, desarrollo de metéstasis).
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o Validacion de un nomograma:

Para evaluar y validar la calidad de un nomograma clinico es preciso analizar tres

conceptos clave: calibracion, discriminacion y utilidad clinica (14).

Calibracion:

Responde a la cuestion de si las predicciones del modelo se correponden con la
realidad del medio en el que se va a aplicar. ;Las predicciones que arroja el modelo para

los diferentes hipotéticos pacientes se corresponden con lo que pasa en mi medio?

Se representa graficamente mediante una curva de calibracion, en la que en el eje de
abscisas representa una escala graduada del 0 a 100% de probabilidad, correspondiente a la
diferentes probabilidades predichas por el modelo; y en el eje de ordenadas, representa una
nueva escala graduada del 0 a 100% de incidencia, correspondiente a las diferentes
incidencias de aparicion del evento en nuestro medio habitual. A continuacion ubicamos a
nuestro pacientes en el grafico segin la probabilidad asignada por el modelo (p.e 20% de
probabilidad para tener CaP segiin nuestro modelo, en el eje de abscisas) y segun la
frecuencia de aparicion del evento en nuestro medio (de forma ideal esta probabilidad
deberia acercarse mucho al 20%, en el eje de ordenadas). Tras ello, se unen todos los

puntos y se obtiene la curva de calibracion para ese modelo en nuestro medio.

En una calibracion perfecta en la que ambas probabilidades coincidan, la linea
generada deberia ser una bisectriz del eje de coordenadas. Si la linea transcurre por debajo
de dicha bisectriz significa que el modelo sobreestima la realidad, asigna probabilidades
mas altas de lo que realmente ocurre; y a la inversa, si la linea transcurre por encima de la

bisectriz, el modelo estara infraestimando la realidad.
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Discriminacion:

Es la capacidad del modelo de asignar el verdadero riesgo de presentar el evento
a los pacientes en los que va a ocurrir dicho evento, y el verdadero riesgo de que no

ocurra a los pacientes en los que no va a ocurrir.

Este analisis se realiza mediante las Curvas de Rendimiento Diagnostico o Curvas
ROC (Receiver Operating Characteristics), que se construyen a partir de los diferentes
valores de sensibilidad y especificidad obtenidos para cada uno de los diferentes puntos de

corte de probabilidad del modelo.

Una vez representadas estas curvas ROC, se calcula el area bajo la curva (AUC,
Area Under the Curve). Un AUC de 0,50 (50%) equivale a una capacidad de
discriminacion nula ya que existe la misma probabiliad de que ocurra que de que no ocurra
el evento. Por consenso, cuando el AUC es de 0,70 (70%) se considera como aceptable
capacidad de discriminacion; es buena si es del 0,80 (80%); y perfecta cuando llega al 1,0

(100%) (figura 1).

Sensibilidad

100-Especificidad

Figura 1. Ejemplificacién sobre el plano de distintas curvas ROC y sus respectivas Areas
Bajo de Curva (AUC).
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Utilidad clinica:

Una vez hemos construido un modelo que ha demostrado estar bien calibrado y
tener una adecuada capacidad discriminatoria, hemos de demostrar que el modelo tiene una

utilidad clinica.

La utilidad clinica es la capacidad del modelo para convertirse en una herramienta
que permita tomar decisiones clinicas en la practica médica habitual. Es el fin para el cual
ha sido creado el modelo y por tanto su caracteristica mas relevante. Se trata de saber como
tomar las decisiones clinicas con las predicciones establecidas en el modelo. Por ejemplo,
saber valorar por encima de qué probabilidad (punto de corte) del evento deberiamos

considerar que el paciente precisa una intervencion.

Establecer puntos de corte es quizas la forma mas eficiente de dotar al modelo de
una utilidad clinica, pues permite la toma de decisiones sobre los pacientes de forma
sencilla. Sin embargo, no siempre se establecen puntos de corte en los distintos modelos

existentes para el cancer de prostata, lo cual limita enormemente su implementacion clinica.

El analisis matematico y estadistico que se suele utilizar para definir estos puntos de
corte es el analisis de la curva de decision. Este analisis permite visualizar de un modo
grafico el beneficio clinico neto obtenido al escoger un determinado punto de corte de la
prediccion. El beneficio clinico neto se expresa como la relacion de verdaderos positivos y
falsos positivos para cada punto de corte. De este modo, cuando la linea correspondiente al
modelo se aleja de la correspondiente a considerar a todos los casos como negativos, y

sobre todo como positivos, los puntos de corte empiezan a ofrecer un beneficio clinico neto.

Sin embargo, este método no es facilmente aplicable en la clinca. Existen otros
métodos y representaciones que resultan mucho mads intuitivas y utiles para identificar

puntos de corte:

- Diagramas de cajas: una caja representa la distribucion de probabilidades

asignada por el modelo a los pacientes afectos del evento y otra caja representa la
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distribucion de probabilidades asignadas por el modelo a los pacientes sin el evento. Cuanto
mas separadas estén las cajas entre si, mas facil es identificar un valor entre ellas por
encima del cual se sitien los pacientes con evento y por debajo los pacientes sin evento

(figura 2).
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Figura 2. En este ejemplo de diagrama de cajas se representa la probabilidad de mestéstasis cuando se expresa
un determinado marcador. Se observa como se podria establecer un punto de corte imaginario
aproximadamente a la altura del 2, por encima del cual estarian la mayoria de pacientes que desarrollan
metastasis, y por debajo del cual estarian la mayoria de pacientes que no desarrollan metéstasis.

- Funciones de densidad de probabilidad (FDP): son otra forma de representacion
grafica en la que se construyen dos curvas, una para los eventos y otra para la ausencia de
eventos. En el eje de abscisas se representan las probabilidades de evento determinadas por
el modelo, y en el de ordenadas la densidad de eventos para cada punto de corte de

probabilidad.

La situacion ideal representaria a un area espiculada en el rango de probabilidades
altas de ocurrir el evento que recogiese los eventos reales de acuerdo a las altas
probabilidades de evento asignadas por el modelo, y un area espiculada ubicada en las
probabilidades bajas de evento que recogiera los no eventos de acuerdo a sus bajas

probabilidades de evento asignadas por el modelo. Entre ambas se situaria una zona de
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valle. Cuanto mas espigadas y separadas son las &reas mayor es la capacidad
discriminatoria del modelo y intuitivo resulta escoger el punto de corte 6ptimo, el cual se

debe situar en la zona de valle entre ambas areas.

- Curvas de utilidad clinica (CUC). Probablemente, la forma mas util y practica
para identificar puntos de corte en modelos predictivos. En ellas, se traza en el eje de
abscisas una escala graduada del 0 al 100% que corresponde a los diferentes puntos de
corte de probabilidad asignada por el modelo al evento a estudio; y en el eje de ordenadas
otra escala graduada del 0 al 100% que corresponde a un porcentaje, que se lee en funcién

de la curva que se analice:

a) la curva que nos indica el porcentaje de pérdidas de diagnostico del evento
de interés segun el punto de corte escogido en el eje X, y a partir de ahi en el lugar

en que corta la curva trasladarlo al eje Y y conocer dicho porcentaje de pérdidas.

b) la curva que nos indica el ahorro en pruebas diagnosticas o tratamientos al
proyectar el punto de corte a dicha curva y desde alli observar su proyeccion en el

eje Y.

Las CUC son la herramienta mas clarificadora en la eleccion de puntos de corte de
utilidad clinica, pues muestran tanto el riesgo de pérdidas de diagndstico/tratamiento no
deseadas al elegir un punto de corte, como el ahorro en diagnosticos/tratamientos al aplicar

dicho punto de corte.
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Figura 3. Curva de utilidad clinica (CUC) para la estimacion de CaP de Alto Grado mediante
4Kscore Test, en una serie de 51 pacientes biopsiados en el Hospital Universitario Miguel Servet. En la linea
de abscisas se ubican los diferentes puntos de corte de decision clinica que coinciden con la prediccion del
test; al trazar una linea perpendicular sobre un determinado valor del punto de corte, ésta corta a la linea negra
(CaP-AG no diagnosticado) y al trazar una linea horizontal a nivel de ese punto se obtiene el porcentaje de
pacientes de CaP-AG no diagnosticado para ese punto de corte. La misma linea perpendicular anterior corta a
la linea violeta en un punto (biopsias evitadas) y su traslacion al eje de ordenadas nos indica el nimero de
biopsias evitadas para un determinado punto de corte. Adaptado de: “Herramientas para el manejo del
cancer de prostata” de Gomez Rodriguez A, Loiziaga Iriarte A, Bachiller Burgos J y Borque Fernandez A,
perteneciente al libro “Actualizacion en Cancer de prostata. Desde el diagndstico a la resitencia a la
castracion” (Ed. IMC. Madrid 2016).

Por ultimo, todo modelo debe someterse a una validacion interna y una validacién

externa:

Validacion interna: consiste en testar las capacidades del modelo sobre las propia
serie sobre las que se ha generado, mediante los pardmetros arriba mencionados
(calibracidn, discriminacién y utilidad clinica). La wvalidacién interna suele arrojar
resultados favorables al provenir de las propias series sobre las que se han creado los
modelos, hasta el punto de que en determinados casos se corre el riesgo de obtener modelos
sobreajustados para las series sobre las que han sido generados, resultando dificilmente

aplicables a otras series diferentes.
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Validacion externa: consiste en testar el modelo, con los mismos métodos, sobre
una o mas series diferentes a las utilizadas para su génesis. Cuantas mas validaciones
externas, mas fiables serdn sus resultados. SI en este analisis el modelo presenta resultados

favorables significa que éste es fiable e implementable en diferentes entornos.
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o Modelos predictivos actuales en cancer de prostata

La cantidad y diversidad de modelos predictivos existentes actualmente, requeriria
de una enorme extension de papel y literatura para nombrarlos y explicarlos en su totalidad.
Dado que este no es el objetivo de esta trabajo de tesis, en este punto se pretende
unicamente realizar una sintesis de los modelos actuales mas significativos en el escenario

clinico actual.
i i u i 1 ) i itu erramientas
Es preciso sefialar que esta sintesis esta basada en el genial capitulo “H t
para el manejo del cancer de prostata” de Goémez Rodriguez A, Loiziaga Iriarte A,

Bachiller Burgos J y Borque Fernandez A, perteneciente al libro “Actualizacion en Cancer

de prostata. Desde el diagnostico a la resitencia a la castracion” (Ed. IMC. Madrid 2016).

Podemos dividir a los modelos existentes, segin el momento de su prediccion

clinica, en:

a.- Modelos predictivos para diagndstico de cancer en la biopsia.

b.- Modelos predictivos tras prostatectomia radical.

c- Modelos predictivos tras rescate al tratamiento con intencion curativa y

tras tratamiento sistémico al cancer de prostata diseminado.
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a.- Modelos predictivos para diagnodstico de cancer en la biopsia. Comparativa de variables que tienen en cuenta.

Vas
Tacto | PSA 3 Anteced | Biopsia
PSA Edad Ecografia Raza PSAv | Cilindros | IPSS | ecto | CPK PAP
rectal | libre entes previa 3
mia
Optenberg, et al 44 X X X X
Bababian et al.45 X X X X
Eastham et al.46 X X X X
Garzotto et al .47 X X X X X X X X
Karakiewicz et al.48 X X X X
Suzuki et al.49 X X X X X
50
Thompson et al. X X X X X X X
51
Chun et al. X X X X X X
Nam et al .52 X X X X X X X

Adaptado de: “Herramientas para el manejo del cancer de prostata” de Gomez Rodriguez A, Loiziaga Iriarte A, Bachiller Burgos J y Borque
Fernandez A, perteneciente al libro “Actualizacion en Cancer de prostata. Desde el diagnostico a la resitencia a la castracion” (Ed. IMC. Madrid
2016).



a.- Modelos predictivos para diagndstico de cancer en la biopsia. Comparativa de las caracteristicas y validacién de cada modelo.

Modelos/ variables

Tipo

Validacion Interna Validacion Externa

Curvas de
Calibracion Discriminacion Curvas de Decision Discriminacion
Decision
44 Tabla de . .
Optenberg et al. 1997 . 633 Griéfico 0,80 Griéfico 0,761 --
probabilidad
. 45 Grupos de
Bababian et al. 1998 ) 151 -- 0,94 - - -
Riesgo
Eastham ez al. 40 1999 | Nomograma | 700 Grifico 0.5 - - -
Garzotto et al. 4’ 2003 Nomograma 1239 -- 0,73 -- -- --
Karakiewicz et al. 48 2005 Nomograma 6469 Grafico 0,78 Grafico 0,69 -0,77 --
Suzuki et al. ¥ 2006 | Nomograma | 824 - 081 - - -
50 Calculadora . .
Thompson et al. 2006 . 5519 -- 0,70 - 0,69 Grafico 0,56 -0,72 Si
de riesgo
Chun et al. 31 2007 Nomograma 2900 Grafico 0,76 Grafico 0,72 -0.75 --
Nomograma/
Nam et al. 52 2007 calculadora de | 3108 Grafico 0,74 -0,77 Grafico 0,67-0,72 Si

riesgo
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b.- Modelos predictivos tras prostatectomia radical.

Discriminacion
Autor Afo Estimacion N Variables
Interna Externa
Prediccion preoperatoria de recidiva bioquimica
D’ Amico et al. >3 1998 3-5 afios 888 Gleason-Bx, estadio clinico, PSA -- 65-70%
Gleason-Bx, estadio clinico, PSA,
Stephenson et al. X% 2005 1-10 afios 1978 afio de intervencion, nimero de 76% 75-79%
cilindros positivos y negativos
Prediccion postoperatoria de recidiva bioquimica
- Gleason-Bx, estadio patolégico
P A 53 ’ ’ - -
D’ Amico et al. 1998 2 afos 862 PSA, mérgenes quirtirgicos
- Gleason-Bx, estadio patolégico
55 ’ ’ -
Walz et al. 2009 2 anos 2911 PSA, mérgenes quirtirgicos 82%

Adaptado de: “Herramientas para el manejo del cancer de prostata” de Gomez Rodriguez A, Loiziaga Iriarte A, Bachiller J y Borque A,

perteneciente al libro “Actualizacion en Cadncer de prostata. Desde el diagnostico a la resitencia a la castracion” (Ed. IMC. Madrid 2016).
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c.- Modelos predictivos tras rescate al tratamiento primario (radioterapia y prstaetctomia radical) y tras tratamiento en
enfermedad diseminada.

Autor Ano Estimacion N Variables V.Int V. Ext

Prediccion de progresion tras radioterapia de rescate

PSA, Gleason-pieza, estadiopT, estadio pN, margenes,
Stephenson et al.56 2007 A 6 afios 1540 PSA postprostatectomia y prerradioterapia, PSADT, 69% --

hormonoterapia neoadyuvante, dosis de radioterapia

Prediccion de supervivencia al cancer especifica tras hormonoterapia postprostatectomia

A2,3,4y5 Estadio pT, Gleason-pieza, margenes, edad, tipo de
157 2007 Y 114 P P £ P 66% -

Porter et a 5 ..
afios recidiva

Supervivencia global tras tratamiento sistémico en enfermedad diseminada

Karnofksy, hemoglobina, LDH, fosfatasa alcalina,
I 58

Samletz et a 2002 A 1y 2 afos 409 . 71% 67%
albimina
59 Al1,2,3,4y5 PSA,PSADT, nadir de PSA, tiempo en hormono-
Svatek et al. 2006 129 o 81% -
afos sensibilidad

Estado funcional (ECOG), lugarde afectacién, LDH, uso
A 18,24, 30,36

Halabi et al.%0 2014 48 1050 de opioides analgésicos, albimina, hemoglobina PSA, 73% 76%
meses
Y fosfatasa alcalina
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A2.- Carcinogénesis y modelo metastasico del cancer de prostata.

Conceptos de EMT y “dormancy”.

La mayoria de las muertes del CaP se producen en pacientes con enfermedad
avanzada o metastasica al diagnostico. Como veremos en los siguientes apartados, las
CTCs han demostrado tener un importante papel en el desarrollo de estas metastasis y su
presencia en sangre se ha asociado claramente a un peor prondstico. No obstante, antes de
adentrarnos en las relaciones de las CTCs con el pronostico del CaP, creemos conveniente
explicar detalladamente dos conceptos clave para entender el conocimiento actual sobre el
proceso metastasico de este tumor: la latencia celular o dormancy, y la transformacion

epitelio-mesénquima o EMT (figura 4).

A2.1.- Latencia celular o “dormancy”.

La historia natural del CaP se caracteriza por largos periodos de enfermedad
asintomatica que, ahora se sabe, son debidos a un estado de latencia celular (dormancy) y
que constituyen un comportamiento tipico de distintos tumores solidos. En un momento
determinado, estas células pueden recobrar su actividad, distribuirse por el cuerpo

(principalmente el hueso) y generar metéstasis clinicas.

El término “dormancia” fue acufiado por el patdlogo Australiano Robert A. Willis
en la primera mitad del siglo XX. Se trata de un estado en que la célula permanence
quiescente, en fase GO, sin entrar en fase proliferativa. Clinicamente implica un lapso de
tiempo prolongado entre el comienzo del tumor primario y el desarrollo de recidiva. La
latencia celular o dormancia es, probablemente, una fase del proceso metastasico en la
cual las CTCs son capaces de sobrevivir en condiciones extremas durante largos periodos
de tiempo en forma de células tumorales diseminadas (disseminated CTCs o dCTCs) en
distintas localizaciones, por ejemplo, en la médula 6sea. Este proceso puede tratarse de un
mecanismo de adaptacion a nuevos microambientes que permite a las CTCs cambiar su

“apariencia” y dotarse de una gran plasticidad fenotipica y genética. Esta plasticidad celular
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se ha relacionado con la potencialidad de estas células tumorales para presentar propiedades

de células progenitoras -células progenitoras del cancer o cancer stem cells (CSC) -.

Primary Tumor

Metastasis

@
Metastatic Dormant
Growth Tumor

Tumor
Dissemination

@ Dormant Cell
&« Red Blood Cells

@ @ ( Circulating Tumor EMT and MET Cells a White Blood Cells

Figura 4. Proceso EMT. Salida de las células tumorales desde el tumor primario hasta distintas localizaciones
metastasicas y posibilidad de entrada en estado de latencia (dormancy).

Existen distintos estudios que han estudiado la biologia molecular que subyace a la
dormancia. Parece estar relacionada con el equilibrio entre las vias del RAF-MEK-ERK
y la via del p38MAPK (61,62). Sin embargo, aunque parece claro que estos mecanismos
estan implicados en el proceso, no son suficientes para explicar el modelo por si solos. La
activacion de estas vias implica, a su vez, la activacion de diferentes cascadas y
transformaciones biologicas como la transformacion epitelio mesénquima (EMT) (63), o
la reprogramacion metabdlica (MetR), las cuales pueden estar implicadas en el

mantenimiento de la dormancia y la supervivencia de las CTCs. (64).

La alteracion del metabolismo celular es una consecuencia comun de los cambios
en el microambiente celular y parece jugar un importante papel en la dormancia. La
alteracion o desequilibrio de las vias relacionadas con la hipoxia o la inflamacioén son unas

de las causas mas estudiadas. Bajo condiciones de hipoxia los factores de transcripcion
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Snail y TWIST se autoregulan al alza gracias al factor inductor de hipoxia (HIF-1a), y
cooperan de forma conjunta para aumentar la expresion del factor de transcripcion Zeb-1
(65). Mediante esta via, la hipoxia aumentaria la actividad de la B-catenina, que promueve
la expression de Snail y, en consecuencia de los procesos de EMT. De esta manera, parece
demostrado que los genes Snail y TWIST codifican factores que promueven la EMT y la
angiogenesis tumoral facilitando la adaptabilidad tumoral a nuevos ambientes. A pesar del
papel innegable del fenotipo metabolico celular en el proceso de dormancia y metastasico,
muy pocos estudios han analizado su relevancia en el plano mas clinico. Sin embargo, se
estan llevando a cabo mucha investigacion basica sobre el metabolismo tumoral
(protedmica y metabolémica) que seguro ayudara a encontrar nuevas dianas terapéuticas en

el futuro.

El gran reto de la biologia molecular oncologica actual es ser capaz de detectar y
diferenciar cuales son las células tumorales con capacidad de metastatizar y poder
desarrollar mecanismos para frenarlas (figura 5). Se sabe que solo una parte de las células
tumorales son capaces de diseminar a sangre, sobrevivir, depositarse en otros 6rganos y
producir enfermedad metastasica. El hecho de que en una enfermedad neoplasica coexistan

distintos tipos celulares se conoce técnicamente como heterogeneidad tumoral.

Actualmente existen dos modelos hipotéticos para explicar este fendémeno:

Figure 5. Imagen tomada mediante microscopia confocal de una CTC en un paciente con cancer de prostata
metastasico. El color rojo destaca la presencia de citoqueratinas especificas. El reto biolégico actual es saber
determinar cudles de estas células son capaces de metastatizar y favorecer la progresion de la enfermedad.
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- Modelo estocastico o probabilistico: basado en que todas y cada una de las

células del tumor primario tienen la misma capacidad potencial de iniciar y
mantener a progresion tumoral y metastasica. Para que esto ocurra, es necesaria la
confluencia de una gran cantidad de eventos facilitadores o errores moleculares vy,
por probabilidad, la mayoria de las células del tumor no entran nunca en esta fase.
Cuando confluyen todas las condiciones necesarias, se desarrolla la enfermedad

metastasica.

- Modelo alternativo de latencia celular: se explicaria por la capacidad del
tumor para mantener caracteristicas de moleculares de normalidad dentro del tejido
en que se encuentra. El modelo se basa en la presencia de células maduras no
proliferativas o latentes (dormant cells), representantes de una subpoblacién de
células progenitoras cancerosas (PCCs). Las PCCs tienen capacidad de
autorenovacion y capacidad de derivar en células biologicamente distintas a las del
tumor primario. De forma interesante, recientes estudios han demostrado que las
células con caracteristicas EMT pueden desarrollar capacidades pluripotenciales,
similares a las células progenitoras. Sobre este modelo, la identificacion y
caracterizacion de las células progenitoras (PCCs) o de las células durmientes

(dormant cells) podria suponer una diana terapéutica.

El proceso de dormancia como primer paso de la metastasis.

Distintos autores han propuesto que el proceso de dormancia constituye una fase
inicial en el proceso general de la mestastasis y la recidiva clinica, especialmente en el CaP
(66, 67). En un momento determinado, algunas células del tumor primario, pasarian al
torrente sanguineo, se establecerian en determinados o6rganos diana y podrian entrar en una
fase latente durante un tiempo. Posteriormente, se ha demostrado que estas células
“atrapadas” en fase GO (células durmientes, diseminadas o dCTCs) pueden volver a

reactivarse bajo distintos estimulos externos (citoquinas, nutrientes, agentes quimicos).
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La mayoria de estudios analizan el papel de los mecanismos moleculares y
funcionales implicados en la metastasis, pero son menos los estudios que analizan el papel
de la dormancia en el proceso, cuyos mecanismos intrinsecos aun no estan claros. La
hipotesis de partida son los pacientes en los cuales se ha eliminado el tumor primario de
forma completa y, mucho tiempo después, desarrollan metastasis a distancia que no se
habian observado previamente. Se ha demostrado la presencia de dCTCs en la médula 6sea
de pacientes supuestamente “limpios” de tumor (68). EI microambiente de la médula 6sea

ha sido objeto de estudio en los ultimos afos.

En un microambiente como la médula dsea, se sabe que las células pueden inducir
la liberacion de citoquinas como las proteinas Wnt, que son inhibidores de las proteinas
morfogenéticas de hueso (bone morphogenetic proteins o BMP, pertenecientes a la familia
del TGF) y activadores de la via notch-delta, capaces de mantener la autorenovacion
celular (66). En el caso de las BMP7 secretadas por el estroma de la médula osea, se ha
demostrado que son capaces de inducir senescencia en las células progenitoras de cancer de
prostata. Esta senescencia celular se desencadenaria con la activacion de la via p38 y el
aumento de expresion de p21 (inhibidor del ciclo celular) y del gen supresor de metastasis
NDRG1 (N-myc downstream-regulated gene 1). La expression de BMPR2 (BMP receptor
2) también tendria un papel en este proceso. Por todo ello, se piensa que el eje BMP7-
BMPR2-p38-NDRGT1 juega un papel crucial en el proceso de dormacia y la recidiva del
CaP en el hueso (69).
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A2.2.- Transicion epitelio mesénquima (EMT)

Para el desarrollo de las metastasis son necesarios una gran cantidad de pasos
sucesivos a nivel biomolecular. La transicién epitelio-mesénquima ha sido sefialada como
uno de los pasos mas importantes del proceso. Aunque los procesos de EMT son conocidos
desde hace tiempo por su papel embriolégico durante el desarrollo y migracion celular de
los tejidos en vertebrados, fue con muchos afios después cuando se observd que estos

mismos procesos se producian durante el proceso metastasico de distintos carcinomas.

Basicamente, este proceso consiste en la pérdida de caracteristicas o marcadores
epiteliales (E-cadherina) y la sobreexpresion de caracteristicas o marcadores
mesenquimales (vimentina, N-cadherina), resultando en la pérdida de la capacidad de

adhesion celular y en el incremento de la capacicidad de movilidad (figura 6).

Primary Tumor
EMT-MET Process

Mesenchymal/Dormancy Phenotype

EpCam
Cytokeratin

N-cadherin
Vimetine

A o—catenin
Snail

—caterin

P EMT Factors Ephitelial Phenotype
. \7/ 2 — L —
Metastasis \(JQ @men é | EpCam
\/ - N-cacles Cytokeratin
Vimetine v o—catenin
MET Factors Snail ,

—caterin

Dormant Cell
Red Blood Cells
White Blood Cells

® Tumor Cell
e @ @ Circulating Tumor EMT and MET Cells

N YE)

Figura 6. Modelo de proceso EMT-MET en cancer de prostata. Principales marcadores moleculares
implicados.

74



El proceso metastasico es “muy poco eficiente”. De todas las CTCs que pasan a
sangre, solo unas pocas seran capaces de sobrevivir, de pasar a otros tejidos y de generar
enfermedad. Distintos estudios apuntan a que la posibilidad de que todo esto ocurra
depende en primer lugar, de la capacidad de las células para adquirir un fenotipo EMT que
les permita sobrevivir en la sangre y no sucumbir a la apoptosis; y en segundo lugar, de la
capacidad de las células de revertir ese proceso, la transicion mesénquima-epitelial (MET)
para poder producir la metastasis continuando con su crecimiento epitelial en el 6rgano

diana (70).

A modo de muy brevisimo resumen, se podria decir que en cancer de prostata, la
evidencia actual indica que el proceso EMT es un evento pre-metastasico que depende del
microambiente celular y es inducido por factores como el TGF (BMP7), FGF, receptor de
estrogenos [, receptor de androégenos, Snail, TWIST, Zebl, proteinas Wnt,

microARNs y eventos epigenéticos (71).

A través de estos factores, las CTCs adquieren la capacidad de sobrevivir en la
sangre. Una vez llegan a su organo diana, las células necesitan adaptarse a un nuevo
microambiente, el propio 6rgano diana podria inhibir el crecimiento celular y facilitar la
entrada de la célula en un estado de quiescencia (dormancia) que, entre otras, depende la
activacion de vias antiapoptoticas. Asi, EMT y dormancia mantendrian una relacién

cooperativa necesaria para el desarrollo efectivo de las metastasis (72).

Recientemente, se ha observado que los microARNs juegan también un papel
importante en este proceso. Los microARN son pequefios fragmentos de ARN capaces de
modificar la expresion genética a nivel pos-transcipcional. Su estudio es complejo, ya que
se sabe que un mismo microARN puede funcionar como oncogen o como gen supresor de
tumor dependiendo del contexto del tipo celular. Es por ello, precisamente, que se piensa
que los microARN esconden la clave del proceso de transformacion y reversion del EMT-

MET, serian los “masters regulators” de la metastasis.
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En el cancer de proéstata, tienen especial importancia la familia de los miARNs 200.
La pérdida de expresion de la familia de miR-200 se ha asociado con la expresion de
fenotipo EMT vy la invasion metastasica; la sobreexpresion de miR-221 y miR222 estd
asociada al CPRC; y miR-203 y miR-205 se han relacionado con la supresion metastasica

al frenar el proceso EMT (73).

EMT y Dormancy como fuente de dianas terapéuticas en cancer de prostata.

Actualmente, la principal y casi Unica diana terapéutica en el cancer de prostata es la
via del receptor de andrégenos. Sin embargo, se sabe muy poco sobre otras vias que
pudieran constituir nuevas dianas de la enfermedad. Toda la gran cantidad de marcadores
enumerados previamente, ¢ involucrados en los procesos de dormancia y EMT, tienen una
gran importancia clinica, pues constituyen potenciales targets o dianas terapéuticas distintos

a la via de los androgenos.
En principio, habria dos formas de enfocar un tratamiento dirigido a la dormancia:
1.- Mantener las células en latencia o0 dormancia de forma indefinida.
2.- Eliminar las células latentes
El principal escollo que encontramos a la hora de dirigir los tratamiento a estas
células, es que generalemnte constituyen un conjunto celular indetectable y en
localizaciones complejas para analizar (generalmente hueso). Por ello, el estudio de las
CTCs en sangre puede aportar informacion de forma mas sencilla que el estudio de las
dCTCs..
Se sabe que entre 10 - 30% de los pacientes con cancer de prostata 0 mama presenta

metastasis Oseas, sin embargo se pueden detectar dCTC en médula 6sea hasta en el 50% de

estos pacientes (74). Esto sugiere que no todas las CTCs son activas y que no todas las
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metastasis producen enfermedad, es solo cuestion de encontrar los marcadores adecuados.
Aunque actualmente no existen ningin tratamiento especificamente aprobado frente al
EMT o la dormancia, si existen muchos trabajos prometedores. Procederemos a resumir los

mas destacados en la actualidad.

Como hemos mencionado antes, una de las vias mas importantes en el eje BMP7-
BMPR2-p38-NDRGI1. La BMP7 pertenece a la familia del factor de crecimietno tumoral
(TGF) y regula distintas funciones de crecimiento celular normal, como el crecimiento
0seo. Es secretado por las células de la médula 6sea y es capaz de inducir senescencia
celular. De forma caracteristica, se ha observado como la expresion de receptor de BMP7
(BMPR2) se relaciona de forma directa con la supervivencia libre de progresion y de forma
inversa con la presencia de metéstasis en el cancer de prostata (75). Teniendo en
consideracion que el BMP7 esta actualmente aprobado por la FDA como tratamiento para
las fracturas Oseas, este podria constituir un potencial arma terapéutica justificada en el

cancer de prostata.

Ademas, distintos estudios han encontrado acciones complementarias entre la
BMP7 y la via del receptor de androgenos que resultan muy interesantes desde el punto
de vista clinico. BMP7 parece modificarse segun el estatus de androgenos, el cual esta
asociado también a la edad. Se ha demostrado que la expresion de mARN de BMP7
aumenta con los andrégenos y disminuye tras la orquiectomia. De esta manera, tanto la
terapia de deprivacion androgénica (TDA) como la andropausia podrian ser causa de
disminucién de BMP7, lo cual podria facilitar procesos de EMT y dormancia (75). Segin
esta hipdtesis la TDA, el tratamiento mas empleado para el cancer de prostata, favoreceria
la progresion del cancer. Como veremos a lo largo de esta tesis, es una conclusion a la que
han llegado ya distintos estudios, y que supone que el propio tratamiento del cancer podria
favorecer el desarrollo de resistencias. Por tanto, esta linea de investigacion esta

plenamente justificada.

El factor de transcripcion Forkhead box M1 (FoxM1) esta relacionado con la

pathogenesis de distintas neoplasias y distintos estudios apuntan a su capacidad de inducir
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cambios EMT en cancer de mama. Un reciente experimento en lineas celulares de cancer
de prostata demostrd que la metformina es capaz de inhibir procesos EMT a través de la
inibicion de FoxM1. De esta manera, se demostrd el potencial efecto antitumoral de la

metformina, junto con un potencial uso en cancer de prostata (76).

Ya hemos hablado previamente de la importancia de los miR-200 en el céncer de
prostata. Las translocacion cromosdmica de la proteina serina transmembrana 2, sensible a
androgenos (TMPRSS2), con el factor de transcripcion oncogénico ERG (TMPRSS2-
ERG) resulta en una sobreexpresion de ERG en el 50% de los pacientes con cancer de
prostata. Pues bien, un reciente estudio observd que el miR-200c era la principal diana del
ERG y un inhibidor critico de la motilidad celular. Mas interesante aln, el experimento
demostrd que la reconstitucion celular con miR-200c era capaz de revertir completamente
los cambios EMT previamente inducidos por la sobreexpresion del ERG. De este modo, los
autores proponian que un tratamiento adecuado encaminado a recomponer los niveles de
miR-200c podria ser beneficioso para pacientes con cancer de prostata portadores de la

traslocacion TMPRSS2-ERG (77).

Como vemos, poco a poco se descubren nuevas vias y marcadores como potenciales
dianas en el cancer de prostata. Dada la conocida heterogeneidad bioldgica de esta
enfermedad, resulta imprescindible conocer al detalle la biologia molecular de la misma
para poder ofrecer tratamientos personalizados segun las caracteristicas del tumor de cada
paciente. En este sentido, los mecanismos de EMT y dormancia ofrecen enormes
posibilidades. Probablemente, en el futuro, el tratamiento clasico sobre el eje del receptor

de andrégenos se vea complementado con la accion terapéutica sobre estas nuevas vias.
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A3.- Biopsia liquida en cancer de prostata. Conocimiento actual.

A3.1.- Concepto de biopsia liquida:

El National Institute of Health (NIH) americano definié hace unos afios a la biopsia
liquida como “toda aquella prueba que se realiza en una muestra de sangre con el fin de
buscar células cancerosas circulantes en la sangre, o bien fragmentos de ADN de esas
células tumorales circulantes”. Sin embargo, esta definicion pronto quedd obsoleta. Como
veremos a continuacion, actualmente el concepto de biopsia liquida es mucho mas amplio
y engloba también otros tipos de analisis (exosomas, ARN o proteinas, entre otros),
siempre realizados a través de un fluido corporal del paciente y de forma minimamente

invasiva.

El crecimiento y desarrollo de este area del conocimiento cientifico-médico ha sido
exponencial en los tltimos afios. Durante la Gltima década, hemos asistido a una auténtica
oleada de trabajos cientificos acerca de la biopsia liquida en casi todos los tipos de tumores.
En este escenario, es preciso resaltar el papel activo que la ciencia granadina, y
concretamente el Centro Genyo, han tenido y estan teniendo en la labor de divulgacion y
desarrollo de la biopsia liquida oncolégica al mas alto nivel. La reciente creacion de la
Sociedad Internacional de Biopsia Liquida (SIBL o ISLB por sus siglas en inglés) el
pasado mes de Abril de 2016 en la ciudad de Granada, tuvo su origen en los profesionales
cientificos de este Centro, quienes consiguieron reunir la colaboracién necesaria con grupos
internacionales de reconocido prestigio para llevar a cabo el proyecto. Este hito en el
desarrollo de la biopsia liquida oncoldgica es una clara muestra del reciente e imparable

desarrollo de esta disciplina, y del destacado papel de nuestra ciudad en la misma.

La SIBL define la biopsia liquida como un “fest minimamente invasivo que se
realiza utilizando un fluido corporal (sangre, orina, semen, liquido cefalorraquideo) y
que permite la deteccion de biomarcadores celulares o moleculares con el fin de obtener
informacion diagndostica, prondostica o predictiva de la enfermedad”. En nuestro caso, la

enfermedad es el cancer, pero no es un concepto limitado exclusivamente a la oncologia.
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La biopsia liquida se puede utilizar para ayudar a encontrar un cancer en un estadio
temprano. También puede ser tutil para ayudar a planificar el tratamiento, determinar su
eficacia y detectar la recidiva. La posibilidad de tomar varias muestras de sangre a lo largo
del tiempo también ayuda a los médicos a entender la clase de cambios moleculares que
estan ocurriendo en un tumor. Este triple potencial diagnéstico, prondstico y predictivo
“a tiempo real”, ha convertido a la biopsia liquida en la principal linea de investigacion en

oncologia a dia de hoy.

El cancer de proéstata, en particular, constituye un ejemplo claro para comprender
la necesidad de nuevos biomarcadores y la importancia del desarrollo de la biopsia liquida.
Como hemos repasado en los capitulos anteriores, el cancer de prostata presenta una
historia natural muy cambiante y variable, probablemente debida a numerosos cambios
genéticos y selecciones clonales a lo largo de su evolucion y tratamiento. En otros tumores,
la biopsia tisular del tumor, o de sus metdstasis, permiten descifrar biomarcadores
pronosticos y predictivos con mas facilidad; sin embargo, la principal metastasis del cancer
de proéstata es al hueso, lo cual supone una importante barrera en la obtencion de muestras
para su analisis y monitorizacién molecular. La biopsia liquida se plantea como la solucion

a este problema.
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A3.2.- Tipos de biopsia liquida.

Existen, fundamentalmente 4 tipos de marcadores a estudiar en biopsia liquida
oncologica: células de tumor circulantes (CTCs), ADN celular libre (cfDNA), exosomas y

proteinas.

A3.2.1.- Células circulantes de tumor (CTCs)

Las CTCs son células procedentes del tumor, que se encuentran en el torrente
sanguineo en una proporcion estimada de 1:1.000.000 células. Segtiin el modelo actual del
proceso de mestastasis, estas células serian liberadas al torrente sanguineo desde el tumor
primario y, tras adquirir una serie de caracteristicas y sufrir determinados cambios aun por
esclarecer, serian capaces de alcanzar otros oOrganos diana y provocar enfermedad

metastasica a distancia (figura 7).

Si las CTCs son liberadas a sangre de forma “aleatoria” o si su paso al torrente
sanguineo se produce de forma sistematizada segun distintas expresiones moleculares, es
una pregunta aln sin respuesta. Si parece claro, que el microambiente circulatorio para una
célula epitelial (CTC) es “duro”, y una vez en la sangre, la vida media de una CTC es muy
corta (entre 1 y 2.4 horas) (78), por lo que es muy probable que deba someterse a un
proceso de seleccion muy exhaustivo, para poder sobrevivir y ser capaz desarrollar
enfermedad a distancia. Una prueba de estas duras condiciones es la frecuencia con que son

encontradas CTCs fragmentadas o en apoptosis (79).

Es posible que durante el dificil trayecto dentro del torrente circulatorio, para poder
sobrevivir, las CTCs pierdan algunas de sus caracteristicas epiteliales y adquieran
caracteristicas mesenquimales (transformacion epitelio mesénquima o EMT), y que
ademas, su diseminacion se vea facilitada por otros actores celulares. Las células del
sistema inmune (p.e. plaquetas activadas o macrofagos) parecen jugar un papel importante

(80). Ademas, se ha observado la formacion de agregados celulares capaces de adherirse a
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la barrera endotelial (81) o que la presencia de gradientes favorables de quimiocinas podria

guiar su destino a otros 6rganos (CXCR4, CCR4, CCR7, CCRY) (82).

Si bien el modelo clasico supone a la CTCs distribuyéndose desde un tumor
primario hacia otros 6rganos diana, hoy dia se ha demostrado también el proceso inverso.
En ratones a los cuales se les ha extirpado su tumor primario, se ha observado que las
distintas metastasis pueden también generar CTCs que, a su vez, pueden volver a su érgano
de origen inicial, provocando una recidiva local. A este proceso se le ha llamado “self-

seeding” tumoral (83).

Primary or Plebotomy
metastatic site Sample

Circulating tumor cells:
micro-embolism, wall
adhesion and cytokine
homing

Distant Metastasis:

Intravasation: Extravasation: metastatic Micro-environment,

Invasiveness, angiogeneis, niche, invasiveness, : dormancy, renewal,

epithelial-to-mesenchymal vascular remodeling 4 . and metastatic
development

transformation, and inflammation and neo-angiogenesis

Secondary
Q (\ O} metastasis
I ‘ . Epithelium —
Red Blood Plasma Metastatic
Cell Cell Lymphocyls M%—?:::%’:al Tumor Cells Leukocyte

Figura 7: Segun el modelo actual del proceso de mestastasis, estas células serian liberadas al torrente
sanguineo desde el tumor primario y, tras adquirir una serie de caracteristicas y sufrir determinados cambios
aun por esclarecer, serian capaces de alcanzar otros 6rganos diana y provocar enfermedad metastasica a

distancia (Dormant Circulating Tumor Cells In Prostate Cancer: Biological, Clinical And Therapeutic Implications.
Alvarez Cubero MJ, et al. Curr Drug Targets 2016;17(6):693-701).
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.Como detectamos las CTCs en sangre?
Para poder comprender el potencial clinico de las CTCs es preciso conocer los
distintos pasos y posibilidades que ofrece su andlisis. Todos los test para el analisis

cuantitativo de CTCs en sangre periférica requieren, generalmente, de 3 pasos basicos:

a.- Fase inicial preparatoria: centrifugacion, lavado y/o adicion de

conservadores celulares que evitan la entrada de la CTC en apoptosis hasta

72-96 horas.

b.- Fase de enriquecimiento o aislamiento celular: puede basarse en

técnicas inmunomagnéticas (lo mas frecuente) o en las propiedades fisicas o
eléctricas de las CTCs. Recientemente, han aparecido técnicas que

prescinden de esta fase de enriquecimiento (enrichment-free systems).

c.- Fase de identificacion/caracterizacion celular: tras el aislamiento, la

identificacion y caracterizacion celular se basa en distintas técnicas sobre las
proteinas y/o 4cidos nucleicos de las CTCs. Luego, el recuento celular se
realiza mediante diversos métodos de imagen semiautomaticos y
dependientes, en mayor o menor medida, del criterio de un técnico analista

formado especificamente.

El aislamiento inmunomagnético permite utilizar anticuerpos especificos frente a
las células y realizar una seleccion positiva (p.e: células anti-EpCAM positivas) o negativa
(p.e: anti-CD45 negativas). También se pueden detectar proteinas especificas del cancer de

prostata como el antigeno de membrana prostata-especifico (PSMA).

De forma alternativa, se desarrollaron técnicas para aislar las CTCs del resto de
células basandose en sus propiedades fisicas (tamafio, deformabilidad) o eléctricas. Estas
técnicas tienen la desventaja de tener una baja capacidad de discrimincacion dado el

solapamiento de estas caracteristicas entre c¢lulas similares (principalmente leucocitos). No
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obstante, son técnicas considerablemente mas econdmicas que las técnicas basadas en

marcadores inmunomagnéticos.

Las siguientes caracteristicas fisicas y bioldgicas estan ampliamente aceptadas como

propias de las CTCs:

morfologia oval o redondeada
tamafio > 5 pum
nucleo visible (4’ 6-diamidino-2-fenilindol positivo, DAPI+)

positividad a citoqueratina 8, 18, y/o 19 (ficoeritrina)

AN N NN

negatividad para CD45 (aloficocianina).

Las modificaciones sobre estas caracteristicas pueden aumentar el numero de

células detectadas, pero podria debilitar su valor pronostico.

El desarrollo del enriquecimiento celular también ha llevado a la apracion de

sistemas de seleccion compuesta en los que las células primero se conjugan con

anticuerpos anti-EpCAM vy posteriormente se seleccionan seglin sus caracteristicas fisicas a

través de un disefo arquitectural multiobstaculo.

Respecto a la fase de identificacion celular, nuestro grupo utiliza un microscopio
confocal que permite una visualizacion precisa de la célula precisa; si bien, esta modalidad

requiere de formacion y experiencia por parte del técnico encargado. De cara al futuro, el

escaneado con fibra optica es una nueva técnica que permitird analizar la totalidad de las
células de una muestra de manera eficiente. No precisa de la utilizacion de marcadores de
seleccion celular, sino de la lisis de eritrocitos, siendo asi menos vulnerable a la pérdida de
células. Uno de los motivos para desarrollar estas tecnologias es el estudio directo de los
clusters de CTCs (agrupaciones celulares de CTCs) mas que el analisis individual de una

sola célula.
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V' Sistemas deteccion de CTCs

En los siguientes parrafos, trataremos de explicar en detalle las diferencias entre los
distintos sistemas mas utilizados en la actualidad para la deteccion de CTCs.

¢ CellSearch System ™ test:

Aunque fue desarrollado y validado clinicamente hace mas de 10 afios, sigue siendo
el un Unico test aprobado por la FDA para la deteccion de CTCs (Veridex, LLC, Raritan,
NJ, USA). Constituye la plataforma estandar (gold estandar) sobre la cual comparar
cualquier nuevo test emergente. Este test fue aprobado por la FDA en 2012 basandose en
sus resultados en varios ensayos clinicos aleatorizados y multicéntricos en cancer de mama,
colorectal y de prostata (84). Este sistema detecta, enriquece y cuantifica células tumorales
de origen epitelial basdndose en la expresion de la molécula de adhesion epitelial

(EpCAM).

Recogida de la muestra y envio: se deben recoger 20cc de sangre periférica en 2
tubos especiales (CellSave Tubes Veridex) de 10cc cada uno. Los tubos se deben almacenar
a temperatura ambiente entre 15° y 30° durante no mas de 96 horas desde el momento de la
extraccion. Inmediataente tras la extraccidon es importante repartir bien la muestra
sanguinea por las paredes del tubo, mediante al menos 8 movimientos suaves de inversion
del mismo. No realizar esta maniobra puede provocar coagulos y la imposibilidad de

analizar la muestra.

La casa comercial establece una serie de valores limite de la normalidad de acuerdo

a los resultados de los ensayos que validaron el test:
Metastatic breast cancer: <5 CTCs/7.5 mL blood

Metastatic colorectal cancer: <3 CTCs/7.5 mL blood
Metastatic prostate cancer: <5 CTCs/7.5 mL blood
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Valores por encima de estos puntos de corte han mostrado ser predictores
independientes de supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG) en

cancer de mama, colon y prostata (84-86).

Métodologia: La plataforma CellSearch fue el primer sistema automatizado,
estandarizado y reproducible para la detaccion de CTCs de origen epitelial en sangre
periférica. Mediante una identificacion inmunomagnética, este sistema selecciona células
epiteliales que expresan molécula de adhesion epitelial (EpCAM) y citoqueratinas (CK) 8,
18y 19.

En primer lugar se realiza un enriquecimiento celular utilizando particulas
magnéticas marcadas con anticuerpos anti-EpCAM que permite separar a aquellas células
que expresen dicho antigeno. Después de la captura inmunomagnética, las células son
marcadas con un tincion fluorescente para acidos nucleicos 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI). Posteriormente, las células son enfrentadas con anticuerpos fluorescentes
monoclonales para diferenciar leucocitos (CD45 +) y células epiteliales (citoqueratinas 8,
18 y 19 +). Finalmente, se generan fotografias de las muestras que pueden ser evaluadas
por un técnico capacitado utilizando un microscopio fluorescente semiautomatico
(CellTracks Analyzer II). Con esta metodologia, una CTC se define como una c¢lula

mononuclear DAPI+/CD45-/CK+.

Una vez aisladas las células DAPI+/CD45-/CK+ se puede posteriormente trabajar
sobre ellas realizando técnicas sobre ADN (FISH), ARN (arrays) y fenotipado celular
(PSA, HER-2/neu o EGFR).

Sin embargo, el sistema CellSearch tiene importantes desventajas. El exceso de
tiempo empleado en la revision de las imagenes y la necesidad de personal especificamente
formado para realizar dichas revisiones es un handicap a la hora de implementar la técnica
en una rutina clinica. Su desventaja mas importante ha sido recientemente sefialada en
distintos estudios que han demostrado la importancia de la pérdida del EpCAM durante el

proceso celular metastasico. De este modo, el sistema CellSearch no estaria detectando una
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parte importante de las células con capacidad metastasica dando lugar a falsos negativos en

las determinaciones de CTCs mediante este sistema.

* Perspectivas de futuro de los sistemas de deteccion de CTCs:

El desafio futuro y motivo de investigacion actual en el desarrollo de la deteccion de

las CTCs es tratar de dilucidar el efecto que la heterogeneidad tumoral desempefia sobre

las CTCs. Los sistemas basados en la seleccion mediante marcadores epiteliales no detectan
aquellas células tumorales que han sufrido fendémenos de EMT (p.e. pérdida de EpCAM),
que probablemente representen los clones més agresivos del tumor. Ademas, estos sistemas
no serian validos para tumores no epiteliales (sarcomas, melanoma). Las plataformas que
utilizan varios anticuerpos a la vez para una seleccion compuesta junto con otras
caracteristicas celulares, podrian suponer un avance a este respecto. Esto, por supuesto,

influira en el coste del sistema.

Como se ha explicado anteriormente, el paso final de cualquier sistema de analisis
cuantitativo de CTCs requiere de un sistema de imagen controlado por un observador
cualificado, capaz de detectar las células seleccionadas. Este es otro punto de mejora futura
en la deteccion de CTCs. Actualmente se estan desarrollando algoritmos capaces de realizar

el contaje de forma totalmente automatizada. De esta forma se evitara el riesgo de sesgo

humano inherente a todos los sistemas de deteccion actuales.

Para ejemplificar la magnitud de este sesgo del observador, es interesante analizar
los datos que valoraron la validez del sistema CellSearch. En un analisis posterior a la
validacion del sistema, Kraan et al (87), revisaron las mismas muestras de 6 pacientes en 13
laboratorios distintos. De forma interesante, observaron importantes inconsistencias en el
contaje celular, las cuales ocurrian siempre en la fase manual del contaje y no durante la
fase semiautomatica, sobre todo en aquellas muestras con gran numero de células
apoptoticas o células muertas. Las nuevas tecnologias de deteccion totalmente

automatizada de CTCs podrian ser la solucién a este problema. No obstante, también
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deberan demostrar su validez con nuevos ensayos clinicos antes de que puedan ser

empleadas en la rutina clinica.

En conclusion, no existe en la actualidad el método ideal de deteccion y
aislaminento de CTCs. La seleccion del método dependera de la intencionalidad de
cada investigacion. Por ello, a la hora de elegir el mas adecuado, es preciso conocer sus

diferencias y las posibilidades que cada uno oftrece.
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v' CTCs y cincer de prostata.

El CaP es actualmente objeto de pioneras investigaciones, que pretenden mejorar la
comprension de la biologia molecular e historia natural de la enfermedad. De hecho,
durante los ultimos 10 afios, nuevos e importantes descubrimientos han facilitado el
desarrollo de numerosas moléculas que son ya una realidad en el armamentario terapéutico
de nuestros pacientes. Sin embargo, a la misma vez, todos estos avances han puesto de
manifiesto otra realidad: la ausencia de biomarcadores adecuados para la seleccion de los

pacientes y para la valoracion de la eficacia de estos nuevos farmacos.

La comunidad urooncologica esta muy concienciada respecto a la necesidad de
consenso en las definiciones y en los pardmetros a evaluar para medir el beneficio clinico
de los nuevos tratamiento en CaP. Desde su primera reunion en el afio 1999, el prestigioso
grupo internacional del Prostate Cancer Working Group (PCWG) se ha reunido en tres
ocasiones para publicar una serie de recomendaciones que constituyen actualmente la guia
para el disefio de endpoints y la valoracion de resultados en ensayos clinicos con

biomarcadores en cancer de proéstata (88, 89).

Estas recomendaciones establecen endpoints compuestos basados en la imagen
(RMN, TC y gammagrafia), los niveles de PSA y los resultados clinicos. A pesar de ello, se
hace referencia a las limitaciones de esta estrategia y a la necesidad de nuevos
biomarcadores. Por ejemplo, el subgrupo de pacientes en estadio de resistencia a castracion
(CPRC) con enfermedad metastasica 6sea no pueden ceiiirse a los criterios RECIST
tradicionales, pues €stos no encajan con el formato bioldgico de la enfermedad. Ademas, se
ha demostrado reiteradamente la baja correlacion del PSA con la supervivencia, y
ademas, éste no es fiable en las fases mas avanzadas de la enfermedad para realizar una
monitorizacidon de la enfermedad o valorar la respuesta a los tratamientos. En el caso de la
gammagrafia, normalmente es necesario realizar una nueva gammagrafia de confirmacion a
los 6 meses de la aparicién de nuevas lesiones, pues se ha descrito el fenomeno de “flare
up” (aumento transitorio del nimero de metastasis) en respuesta al tratamiento con

abiraterona.
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Ademas de estas limitaciones, la alta prevalencia de enfermedad metastasica
exclusivamente limitada a hueso ha limitado mucho la obtencion de tejido para su analisis
biomolecular. Los ensayos que se llevan a cabo actualmente se realizan sobre el material
histologico de la biopsia o de la pieza de prostatectomia radical, con lo cual no se tiene en
cuenta, ni se estudian correctamente, la seleccion clonal y los mecanismos de resistencia de
la enfermedad metastasica. Las biopsias de médula 6sea para estudio histologico de las
metastasis se han realizado en algunos estudios pero su dificultad técnica y morbilidad para

el paciente limitan mucho su uso en la practica clinica habitual.

Por todo ello, la biopsia liquida tiene un gran potencial clinico en el CaP. La
utilizacién de las CTCs como un biomarcador sustituto o surrogado de supervivencia
global podria acelerar el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. Ademas, el analisis
molecular de las CTCs permitiria desarrollar el concepto de medicina personalizada pues

facilita tener una “fotografia” de la enfermedad en tiempo real para cada paciente.

Repercusion clinica de la deteccion de CTCs mediante CellSearch™:

Como hemos visto anteriormente la deteccion de CTCs mediante CellSearch™ en
pacientes con cancer de mama, colon (CCR) o prostata, demostrd6 ser un potente e
independiente predictor de SLP y SG (84-86). En los ensayos clinicos que llevaron a su
aprobacion por la FDA, los pacientes se dividieron en 2 grupos segun el recuento de CTCs.
El grupo con prondstico favorable incluy6 a pacientes con una enumeracion basal de CTCs
<5/7.5mL; mientras que el grupo con pronostico desfavorable incluyo a aquellos pacientes
con una enumeracion basal de CTCs > 5/7.5mL. Los pacientes en los grupos de pronostico
desfavorable tuvieron una PFS claramente inferior a los pacientes de los grupos de
pronostico favorable. Lo mismo ocurrié con la SG. Ademas, la deteccion de CTCs en
cualquier momento del tratamiento fue un indicador de répida progresion y menor
supervivencia. En los pacientes mestastasicos, las CTCs mostraron ser predictores de
respuesta a tratamiento de forma mas precoz que la disminucion del PSA (2-5 vs 6-8

semanas) (84). Pero, ;que evidencia hay del papel de las CTCs en el CaP localizado?
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* CTCs en cancer de prostata localizado. Problema actual.

La deteccion de CTCs en los estadios iniciales de la enfermedad oncoldgica es
actualmente un desafio para la investigacion. Las tasas de deteccion de estas células son
muy bajas cuando la enfermedad es incipiente, y la sensibilidad y especificidad de los
actuales sistemas de deteccion tienen alin un amplio margen de mejora. El CaP no es una

excepcion a este respecto.

De forma especifica, el sistema CellSearch™ ha demostrado tener una baja
capacidad de deteccion de CTCs en pacientes con CaP localizado (90). Los resultados de
éste y otros estudios sugieren que la tecnologia actual para detectar CTCs en estadios
iniciales del cancer es atn limitada. Ademas, como se explico antes, hasta un 34% de
pacientes puede tener CTCs EpCAM negativas (invisibles al sistema CellSearch) debido a

cambios relacionados con la transicion epitelio-mesénquima (EMT) (91).

Otro estudio de Davis et al. (92) también empleo el sistema CellSearch para estudiar
a 97 pacientes con cancer de prostata localizado y los compar6 con un grupo control de
pacientes con elevacion del PSA sin cancer demostrable en la biopsia. En este estudio se
demostrd una presencia de CTCs similar en ambos grupos (21% y 20%, respectivamente).
Ademads, no se observo relacion entre la presencia de CTCs y el volumen de tumor, el
estadio patologico o la puntuacion Gleason, lo cual llevo a los autores a concluir que las
CTCs no tienen valor prondstico en estos pacientes. Sin embargo, estas conclusiones nos
parecen arriesgadas, sobre todo después de los resultados de distintos estudios, incluido el
nuestro. El grupo control de este estudio no fue el ideal. Es conocida la baja especificidad
de la biopsia para la deteccion del cancer de prostata y la alta posibilidad de falsos
negativos. Ademads, los pacientes no fueron sometidos a un seguimiento clinico posterior.
De forma contraria, en otro estudio de Maestro y cols. demostraron la presencia de CTCs
en el 100% de pacientes (26/26) con cancer de prostata localizado de su serie, también
utilizando el sistema CellSearch (93). Sin embargo, en este ultimo estudio la definicién de

cancer de prostata “localizado” fue probablmente demasiado laxa. Se calific6 como
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localizado a cualquier cancer de prostata en ausencia de metéstasis pero con cualquier

afectacion linfatica, sin concretar mas acerca del estadiaje de los pacientes.

Estos datos ponen de manifiesto las discrepancias actuales en torno a la deteccion de
CTCs en estadios iniciales de la enfermedad. La mayoria de estudios apunta a una baja tasa
de deteccion de CTCs en estos pacientes. Es posible que una muestra mas amplia mejore
estas tasas, pero también es posible que los sistemas de deteccion actuales no sean aun los
mas optimos. Por ello son necesarios nuevas tecnologias que mejoren las tasas de deteccion

de CTCs.

Posibilidades futuras:

a.- CTC-Chip: Stott et al. (94) idearon otra tecnologia, el “CTC-Chip”, para
mejorar la deteccion de estas células. Este chip contine un array de 78.000 micropuestos
que atrapan las células que expresan EpCAM. Posteriormente el chip se tifie para detectar
acidos nucleicos (DAPI) y PSA. De forma totalmente automdtizada, un microscopio-
procesador analiza multiples imagenes del chip y detecta las sefiales de ADN y PSA. Con
esta metodologia, Stott y cols. consiguieron una tasa de deteccion del 42% (8/19) en
pacientes con cancer de prostata localizado. Ademas, el nimero de CTCs detectadas fue
bastante mas alto que en el resto de estudios con CellSearch simple, detectando entre 38 y

222 CTCs por paciente.

Este nuevo método de deteccion soluciona el problema del sesgo del analisis
operador depediente al automatizar el proceso. Ademads, hace una seleccion mas especifica
de CTCs prostaticas al incluir el PSA en el filtro. Sin embargo, sigue basdndose en una
seleccion inicial en base al EpCAM, con los consiguientes falsos negativos que esto

entrafia. Por ello, es todavia necesaria mas investigacion en esta materia.

b.- Actividad de telomerasa: otra forma de detectar CTCs es basandose en la

actividad celular de la telomerasa. En un estudio sobre 107 pacientes se realizo el siguiente

experimento (95). Inicialmente, se seleccionaron las células mononucleares de sangre

94



periférica. Sobre estas, las células epiteliales se seleccionaron utilizando un anticuerpo
frente a un antigeno especifico de células epiteliales (BerEP4). Tras ello, se anali6 la
actividad de la telomerasa en estas células. Con esta técnica, los autores fueron capaces de
detectar CTCs en el 79% (19/24) de los pacientes con cancer de prostata avanzado y en el

79% de los pacientes con cancer de prostata localizado (55/70).

c.- Cultivos celulares: probablemente una de las capacidades mas importantes y

aun por explotar de las CTCs, sea su capacidad para cultivarse in vitro y, por tanto su
potencial para someterse en el laboratorio a tests de susceptibilidad individual a
determinados tratamientos, de la misma manera que se realizan los cultivos
microbioldgicos y sus antibiogramas (“oncograma”). El cultivo de CTCs se ha
demostrado como posible en pacientes con CPRCm, pero probablmente atin queda un largo

camino para su aplicabilidad clinica (96, 97).

Todas las perspectivas de futuro en la deteccion de CTCs pasan por conocer

en detalle y determinar su heterogeneidad y/o inestabilidad genética. Estas parecen ser

las caracteristicas clave para determinar la agresividad de la enfermedad y en ultima
instancia la resistencia a distintos tratamientos. Las nuevas tecnologias de deteccion y
caracterizacion de CTCs parecen prometedoras, pero son aun necesarios estudios mas
amplios y con segumientos a largo plazo, que demuestren la verdadera sensibilidad y

especificidad de estas células para predecir la evolucion del paciente.
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* CTCs en cancer de prostata metastasico:

A diferencia del CaP localizado, el valor de las CTCs como biomarcador prondstico
y predictivo en cancer de prostata metastasico ha sido ampliamente demostrado en distintos
estudios. Incluso se han llegado establecer niveles de referencia para diferenciar entre
pacientes de buen y de mal prondstico segun el contaje de CTCs (p.e. < o > de

SCTCs/7.5mL, respectivamente).

El mas famoso, y primero, de los estudios que validaron la capacidad predictiva y
pronostica de las CTCs en CaP metastasico fue el IMMC38 (98). Aunque ya nos hemos
referido a los aspectos técnicos de este estudio anteriormente, a continuacion,
describiremos los puntos mas importantes del mismo desde una perspectiva mas clinica. Se
estudiaron un total de 164 pacientes con CPRCm que comenzaban tratamiento con
quimioterapia y a los que se les determinaron CTC en intervalos de 3-4 semanas. Después
de ajustar los datos segun los principales indicadores prondsticos conocidos (LDH, ECOG,
hemoglobina, fosfatasa alcalina) el analisis multivariante reveld que los pacientes con un
contaje basal desfavorable (> 5 CTC/7.5mL) tenian una supervivencia global inferior a la

de los pacientes con un contaje basal favorable (<5 CTC/7.5mL).

El IMMC38 también estudid la conversion de uno a otro grupo tras el tratamiento.
Se evidencid que los pacientes que mantenian un contaje bajo (favorable) en todas las
determinaciones fueron los que cuantificaron una mayor supervivencia global (26 meses),
seguidos por los pacientes que pasaron de desfavorable a favorable (21.3 meses), los que
pasaron de favorable a desfavorable (9.3 meses) y, por ultimo, los que siempre

permanecieron como desfavorables (6.8 meses).

Ademas, el contaje cualitativo de CTCs (< o < 5 CTCs/7.5mL) demostrd ser
superior al descenso del PSA para predecir supervivencia, sobre todo en los momentos mas
iniciales. Asi, a las 12 semanas de seguimiento, las curvas ROC demostraron una
superioridad significativa de las CTCs sobre el descenso del 30% del PSA, para predecir la

muerte del paciente a los 12 meses (area under the curve AUC de 81.5% vs 67.5%,
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respectivamente) (84). Adicionalmente, en un analisis posterior, se valord la capacidad de
las CTCs como variable continua, para predecir supervivencia global antes de iniciar el
tratamiento. El analisis multivariante solo las CTCs y la LDH fueron predictores
independientes de supervivencia de forma estadisticamente significativa, hecho que no se

pudo demostrar para el PSA (98).

Sin embargo, estos nos son los unicos puntos de corte que se han propuesto y no
parece que sea sencillo establecerlos. En un estudio del Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center (MSKCC) se analizd una cohrte de 99 pacientes con CPRCm y se observo que
existia una fuerte correlacion entre CTCs y supervivencia pero no se observo un efecto
umbral. Los recuentos basales de CTCs se relacionaron de forma modesta con otros
indicadores clasicos como el PSA o la gammagrafia 6sea (99). Por otro lado, el Royal
Marsden realizo6 otro estudio en 119 pacientes CPRCm y establecié tres grupos prondsticos
de superviencia (<5CTC/7.5mL, 5-50 CTCs/7.5mL y >50 CTCs/7.5mL). En este utimo, un
descenso del 30% en el nimero de CTCs tras el inicio de tratamiento, se asocid a una
mejor supervivencia global. También se observd que la enumeracion basal de CTCs se
correlacion6 con otros factores pronosticos conocidos como PSA, LDH, fosfatasa alcalina,

presencia de mestastasis o las cifras de hemoglobina (100).

El también famoso ensayo clinico fase III COU-AA-301 valid6 los resultados del
IMMC38 de forma prospectiva. Este ensayo compard dos brazos de tratamiento:
abiraterona vs placebo en pacientes con CPRCm tras quimioterapia, y demostré que la
conversion de desfavorable (> 5 CTCs) a favorable (< 5 CTCs) a las 4 semanas de
tratamiento era un factor predictivo de mejor superviencia. En el analisis multivariante, el

contaje de CTCs redujo significativamente (101).
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* CTCs como marcadores subrogados o sustitutos

En primer lugar, conviene aclarar la diferencia entre biomarcador y marcador

subrogado.

- Biomarcador: se define clasicamente como una medida de
laboratorio que refleja la actividad de una enfermedad. EI PSA es el
biomarcador clésico del cancer de préstata. En practicamente todos los casos,
estos biomarcadores cuantitativamente se correlacionan (ya sea directamente o

inversamente) con la progresion de la enfermedad.

-  Marcador subrogado, sustituto o indirecto: se define como una

medida de laboratorio utilizada en los ensayos clinicos como sustituto de un
criterio o endpoint clinicamente significativo que refleja de forma directa como
un paciente funciona o sobrevive (p.e supervivencia global), y que se espera sea

capaz de predecir el efecto de la terapia.

La diferencia principal entre un biomarcador y un marcador sustituto es que un
biomarcador es un marcador sustituto “en potencia”, mientras que un marcador sustituto

constituye una prueba validada de la medida de los efectos de un tratamiento especifico.

La importancia de los marcadores sustitutos radica en que permiten el estudio de los
efectos de un nuevo farmaco de forma mucho mas rapida, sin tener que esperar a que se

produzca el end-point principal, que suele ser la supervivencia global.

Sobre la base de los resultados del COU-301, se han desarrollado y evaluado
modelos para evaluar la respuesta de las CTCs como marcadores subrogados o sustitutos de
supervivencia. No obstante, el grado en que la respuesta del marcador capta realmente el
efecto del tratamiento sobre la supervivencia se debe demostrar utilizando los criterios

Prentice (102).
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Los criterios Prentice requieren que:

- el biomarcador se evalue en terapias que proporcionen beneficios de
supervivencia.

- el tratamiento tenga un efecto sobre el biomarcador propuesto.

- el biomarcador tenga un efecto sobre el punto final clinico.

- el efecto del tratamiento (endpoint) sea captado por el biomarcador.

Para calificar a las CTCs como marcador subrogado o sustituto de supervivencia
en cancer de prostata, es decir, como un sustituto aceptado para la aprobaciéon de nuevos
farmacos, estos criterios deben demostrarse en distintos ensayos prospectivos amplios, y
posteriormente un metaanalisis debe corroborarlo, tanto a nivel del ensayo como a nivel

individual.

El modelo dicotomico de CTCs < 5CTC/7.5mL vs > 5 CTC/7.5mL a las 12 semanas
de tratamiento, discutido anteriormente, cumple todos los criterios Prentice a nivel
individual. Sin embargo, para demostrar que esto constituye efectivamente un marcador
subrogado de supervivencia es preciso volver a demostrarlo en nuevos ensayos clinicos mas
amplios (103). Si eso es asi, las CTCs podrian convertirse en un marcador sustituto de
supervivencia, facilitando la aprobacién de nuevos farmacos en base a los cambios de las
CTCs a las 12 semanas de tratamiento. Esto incrementaria la eficiencia y reduciria los
costes de los ensayos de nuevos tratamientos. De la misma forma, eliminaria el sesgo de la

supervivencia global que generan los tratamientos post-ensayo de los pacientes.
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v’ Caracterizacion biolégica de las CTCs

Recientemente, existe un interés exponencial en conocer al detalle la maquinaria
interna (biologia molecular) de las CTCs. La investigacion cualitiativa o fenotipica de las
CTCs a nivel gendmico y/o protedmico es imprescindible para conocer con exactitud los
mecanismos biomleculares que hay detrds de la enfermedad metastasica. Las CTCs
constituyen una genial fuente de informacion para comenzar a desenmarafiar la biologia del
proceso mestastasico y la sistematizacion de este conocimiento podria ser de ayuda para el
diagnostico, prondstico, seguimiento y tratamiento de los pacientes a nivel individual. Este
es el verdadero objetivo de la “biopsia liquida”: conocer el estado oncoldgico individual y a

tiempo real del paciente.

La adecuada caracterizacion de las CTCs permitiria estudiar de forma simultanea:

1.- La evolucion temporal del tumor y respuesta inducida por el

tratamiento.

2.- La heterogeneidad clonal intratumoral

Existen multitud de test gendmicos y protedmicos que se pueden realizar sobre estas
células (inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, andlisis de copias de genes mediante
hibridacién gendmica comparativa (aCGH), andlisis de secuencia gendémica o estudios
epigenéticos). Actualmente la técnica mas empleada para el estudio cualitativo de CTCs es
el inmunofenotipado, en el cual estd también basada la enumeracion de CTCs (anti-
EpCAM, DAPI, anticuerpos anticitoqueratinas, etc). La principal limitacion de este tipo de

tests es el solapamiento de los anticueerpos necesarios para marcar las células.

En el caso del CaP, distintos test citogenéticos basados en la hibridacion fluoresente
in situ (FISH), permiten detectar en las CTCs la presencia o ausencia (heterocigoto o
homocigoto) de PTEN, valorar el nimero de copias del gen del receptor de androgenos

(RA), o valorar la presencia de traslocaciones del ERG. La inmunofluorescencia con
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distintos colores permite estudiar todos estos genes a la vez, permitiendo dar un perfil de
expresion a las distintas CTCs. Este analisis ha demostrado tener aplicacion pronostica y
predictiva en pacientes con CPRCm sometidos a tratamiento con abiraterona (104). La
valoracion del gen del RA mediante FISH se puede complementar con la deteccion de
mutaciones de ADN en las CTCs (105). En el caso de la importante via de sefializacion del
PTEN, se puede complementar su valoracion funcional mediante la deteccion de
mutaciones ‘“‘hotspot”, dirigiendo los anticuerpos a la secuencia genética PISK/AKT

circulante (106) .

La deteccion de mutaciones en el EGFR dentro de las CTCs ha servido, en otros
tumores, para estudiar los mecanismos de resistencia a los tratamientos con inhibidores del
EGFR. Por eso, con el advenimiento de las nuevas técnicas de secuenciacion de ultima
generacion de ADN y ARN circulantes, y con la posibilidad actual real de amplificar el
genoma completo celular, es facil prever que las CTCs representaran una fuente idonea
para el andlisis gendmico y transcriptosomico tumoral a través de una simple muestra de
sangre periférica. Ademds, el ADN de las CTCs puede utilizarse incluso para estudios

epigenéticos, como el andlisis de metilacion (107).

La heterogeneidad en el cancer no es un concepto nuevo y se conoce de largo, sin
embargo las técnicas de poder estudiarla en detalle han explotado recientemente. La
heterogeneidad tumoral ocurre a distintos niveles: intra e intertumoral, intra e inter
paciente, a lo largo de la historia natural de la enfermedad neoplasica e incluso dentro de
una misma lesion tumoral pueden coexistir distintos clones celulares con diferencias muy

significativas en su expresion genética.

Recientemente, un estudio de Wyatt y cols. (108) comparo la expresion genética en
muestras de tejido tumoral y en ctDNA circulante de pacientes con CPRC. Los autores
observaron que existian pacientes en los que la genética del tejido concordaba con la
genética de la sangre, sin embargo existia otro grupo de pacientes en los que no se daba esta

concordancia.
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Un enfoque mas novedoso es el propuesto por algunos autores, que optan por
estudiar la heterogeneidad tumoral global de un paciente de forma individual, mas que
investigar las mutaciones o alteraciones de forma especifica, para asi clasificar a los
pacientes en grupos de riesgo. Scher y otros autores demostraron como utilizando el indice
de Shannon (109) se podia obtener un valor cuantificable de la heterogeneidad tumoral en
un individuo, a partir de la heterogeneidad morfologica de las CTCs. Utilizando este
planteamiento, fueron capaces de demostrar que la heterogeneidad de las CTCs se asocia a

peores resultados clinicos en pacientes con cancer de prostata (110,111).

Se ha propuesto que la heterogeneidad tumoral sea una consecuencia de la presion
terapéutica sobre el tumor. Segun esta hipotesis, la demostrada inestabilidad genémica
tumoral, sometida a una presion terapéutica selectiva, favoreceria una seleccion y
diversificacion de clones tumorales, responsables de la heterogeneidad, responsable a su

vez de la aparicion de resistencias al tratamiento y del avance de la enfermedad (esquema).

Presion terapéutica
+

Inestabilidad genética
- N

Cambios genéticos en las
células tumorales

Seleccioén positiva de clones
agresivos

y

Desarrollo resistencia a
tratamiento

~
J/

Avance de la enfermedad
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Aunque los biomarcadores circulantes, como las CTCs o el ctDNA, hicieron su
aparicion hace mas de 10 afios y consiguieron demostrar que son un marcador pronostico y
predictivo fiable, no han conseguido todavia hacerse un hueco en la practica clinica
habitual. Probablmente esto sea debido a la desbordante y heterogénea cantidad de
informacion disponible. Resulta muy complejo reproducir de los resultados de los distintos
estudios, e igualmente dificil compararlos sistematicamente, para poder llegar a
conclusiones de impacto clinico claro y reproducible. Por ello, es necesario el consenso y la
unificacion de criterios. En este sentido, la aparicion de Sociedades como la SIBL y la
promocion de encuentros de consenso especificos (workshops) que faciliten el co-working

y la investigacion colaborativa, resultan de enorme importancia.

A modo de ejemplo, recientemente se publicaron unas recomendaciones de
consenso creadas a partir de un encuentro (Workshop) de investigadores y clinicos
especializados en biopsia liquida, durante el Canadian Cancer Trial Group (CCTG)
Spring Meeting en Abril de 2016 (112). Durante el mismo, se revisaron las ultimas
tecnologias de deteccion y los resultados traslacionales més relevantes concernientes a las
CTCs y el ctDNA. Dado el interés de sus conclusiones, hemos decidio resumirlas en el

siguiente cuadro:

Consideraciones de consenso del Canadian Cancer Trial Group (CCTG) para la incorporacion de las
CTCs y el ctDNA en Ensayos Clinicos. Adaptado de Lowes LE, et al. Circulating Tumor Cells (CTC) and cell-free
DNA (cfDNA) Workshop 2016: Scientific Opportunitires and logistics for cancer Clinical Trials incorporation. Int J Mol

Sci. 2016, 17, 1505.

1.- Los ensayos clinicos deben de disefiarse basandose en criterios clinicos relevantes y no en criterios de
biomarcadores. Los biomarcadres deben considerarse solo como una herramienta adicional a la informacion

prondstica y predictiva que ya haya sido previamente validada.

2.- Los ensayos clinicos deben realizarse en un escenario clinico concreto y definido, con herramientas
diagnosticas y terapéuticas validadas, donde se pueda valorar el valor afadido de estos biomarcadores en

términos de beneficio para el paciente.

3.- El disefio de los estudios debe considerar la afectacion del tratamiento sobre el biomarcador. Es
posible, que la accion terapéutica influya sobre la carga de biomarcador, lo cual puede complicar o sesgar su

valoracion.
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4.- Es necesario el disefio, implementacion y validacion de procedimientos estandarizados de recogida y

analisis de muestras (Standard Operating Procedures o SOPs).

5.- Se debe establecer de forma apropiada el momento de la recogida de muestras (timing), el cual debe
estar basado en las caracteristicas de la enfermedad y escenario clinico (antes del tratamiento, durante,

después).

6.- Se debe establecer previamente si se va a realizar solo enumeracidbn o va a ser necesaria la
caracterizacion. Asi mismo establecer a qué nivel se va a realizar la caracterizacion (ADN, ARN, proteinas,

funcional) con el objetivo de responder a una pregunta concreta.

7.- Seleccién apropiada de la metodologia de deteccion a emplear. Reparando de forma especial en la

reproducibilidad y el coste del estudio.

8.- Analisis estadistico adecuado. Seleccion adecuada del nimero de pacientes apra poder responder a una
pregunta concreta. Dada la heterogeneidad tumoral y el comportamiento de estos biomarcadores, sera

necesario un mayor nimero de pacientes que en otros tipos de estudios.

9.- Analizar e interpretar los datos de forma adecuada, sobre todo tratando de establecer comparativas con

estudios previos, para lo cual es imprescindible seguir las recomendaciones anteriores.

Conclusiones:

El estudio minucioso de la biologia molecular de las CTCs puede ayudar a entender
mejor el proceso metastasico y facilitar el descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas.

Sus aplicaciones en el &mbito de la investigacion clinica y basica son multiples:

a.- Valor prondstico para la estratificacion de pacientes en los ensayos clinicos.

b.- Valor predictivo como marcadores de respuesta a tratamiento y para la toma de
decisiones clinicas. Su capacidad para detectar de forma temprana, y antes que los
test convencionales (PSA, gammagrafia, TAC) la respuesta a un tratamiento,
permitiria ahorrar costes innecesarios y evitar la administracion de farmacos caros y

toxicos, eligiendo la mejor opcion en cada caso.
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c.- Valor como marcador sustituto de supervivencia, lo cual podria acelerar la

aprobacion de farmacos.
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v Importancia del EGFR en CaP.

Biologia molecular del EGFR.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico o epidermal growth factor receptor
(EGFR, o también conocido como HER-1) fue el primero de los receptores de la familia
HER descubierto. En condiciones fisioldgicas, el EGFR se expresa en multitud de células
epiteliales (piel, hepatocitos o vejiga entre otras). De la misma manera, el EGFR se
sobreexpresa en distintos canceres (prdstata, pulmoén, cabeza y cuello, colon, vejiga o rifidon)

(113).

El EGFR constituye una molécula clave para poder entender el desarrollo
farmacologico de los ultimos 20 afios en la oncologia general. Por ello, es interesante
conocerlo en detalle. Molecularmente, es un receptor tirosin quinasa que juega un papel
central en la transduccion de sefales relacionadas con la supervivencia y la proliferacion
celular. Existen distintos factores de crecimiento que pueden activar las sefalizaciones
controladas por el EGFR. Entre ellos, los méas importantes son dos: el propio factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento tumoral alfa (TGFa). Al activar
al EGFR se consigue la dimerizacion o heterodimerizacion con otros recptores de la familia
HER (fundamentalmente con el HER-2). Posteriormente se produce la cascada de
activacion de la tirosin quinasa y se reclutan distintos efectores celulares que generan la

activacion de distintas vias de proliferacion y supervivencia celular.

A dia de hoy, existen fundamentalmente dos modalidades de terapias diana

(targeted therapies) oncoldgicas frente al EGFR: Anticuerpos monoclonales (monoclonal

antibodies, tarmacos terminados en -mab) ¢ inhibidores de la tirosin quinasa (7K,

farmacos normalmente terminados en —ib). Los mads utilizados son: includecetuximab

(Erbitux®), gefitinib (Iressa®) y erlotinib (Tarceva®).

Los monoclonales y los TKI difieren claramente de su mecanismo de accion sobre

su diana, en este caso el EGFR. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden
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comportarse como agonistas o antagonistas, competitivos o no, al unirse a la porcién
extracelular del receptor. Sin embargo, los TKI actiian sobre la porcidon intracelular del
receptor, compitiendo con el ATP para inhibir la fosforilacién de la secuencia tirosin
quinasa. Dependiendo del TKI esta inhibicion puede ser reversible (gefitinib and erlotinib)
o irreversible (PD-183805). Otra diferencia con los monoclonales, es que los TKI no son
estrictamente especificos para su receptor. Como ejemplo, en el caso del EGFR, los TKI
pueden tener actividad cruzada con otros receptores similares de la misma familia, como el

HER-2.

A nivel biomolecular, el bloqueo del EGFR ha demostrado alterar varios
fenomenos celulares: proliferacion, apoptosis y angiogénesis. En diversos experimentos
en laboratorio se ha observado que cuando se bloquean los EGFRs se produce un
enlentecimiento de la division celular al bloquear las células en fase G1 (114). Ademas, se
produce un desequilibrio en los niveles celulares de Bax y Bcl-2, lo cual sustenta el efecto
proapoptdtico que se consigue al inactivar este receptor. Su efecto antiangiogénico queda
patente cuando se observa que al bloquear el EGFR se produce una inhibiciéon de la

secrecion de factores proangiogénicos (VEGF y factor VIII) por parte del tejido tumoral.

También desde un punto de vista clinico, en cancer de pulmon se ha observado que
algunos TKI son mas efectivos en pacientes con determindas mutaciones del EGFR (115),
lo cual abre nuevas lineas de investigacion para la medicina personalizada con este tipo de

farmacos sobre esta diana en concreto.
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EGFR y CaP.

La via del EGFR se ha estudiado bastante en el cancer de préstata. De hecho,
algunos de los mecanismos de hormonorresistencia estan asociados a esta familia de

receptores (HER).

A nivel practico, un interesante estudio de Schlomm y cols (116), analizd6 2497
muestras de tejido con cancer de prostata y demostrd que el 18% de los casos expresaban
EGFR, lo cual se asoci6 a un mayor grado histologico y mayor riesgo de recidiva
bioquimica en el analisis univariante. Ademas, en el analisis multivariante, la expresion de
EGFR fue un factor pronostico independiente de supervivencia libre de progresion. Y no
solo eso, sino que casi la totalidad de las metastasis de los pacientes con CPRCm
expresaban EGFR, lo cual sugeria que este receptor juega un papel primordial en la

diseminacion de la enfermedad.

Un reciente estudio compard la expresion y mutacion del EGFR entre pacientes
con cancer de prostata hormonosensible vs hormonorresistente (117). No se obseraron
diferencias significativas entre ambos grupos respecto a la presencia de mutaciones del
EGFR, sin embargo, el tiempo hasta la progresion a CPRC fue mas corto para los pacientes
con una sola mutacion del EGFR. No obstante, el tamafio muestral (10 pacientes en cada

grupo) fue muy bajo como para obtener conclusiones.

Algunos mecanismos involucrados en la vascularizacion de la prostata podrian
estar implicados en la progresion a la hormonorresistencia del cancer de prostata. Otro
reciente estudio trato de demostrar cual era el mecanismo exacto de accion de los
antiangiogénicos. Para comparar el efecto de los antiangiogénicos y el efecto de la
castracion utilizaron lineas celulares de cancer de prostata independiente a androgenos
(AT-1) (a priori no respondedoras a la castracion) que se implantaron en la prostata de
ratas, las cuales fueron tratadas con castracion vs un inhibidor comtin de VEGFR 2 y EGFR
(ZD6474, Zactima™, Astra Zeneca). Con este modelo, el efecto de la castracion seria solo

patente en las células normales y no en las células AT-1, mientras que el efecto del TKI
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seria patente en ambas células. Ambos tratamientos demostraron una disminucion de la
densidad vascular en el tejido (en el caso de la castracion en el tejido normal circundante al
tumor, y en el caso del TKI en el propio tejido tumoral) provocando una hipoxia, apoptosis
y disminucion del crecimiento tumoral de forma conjunta. Estos hallazgos sugieren que
tanto la castracion como los TKI tienen mecanismos de accidon antitumoral similares.
Ademas, se observo que el tratamiento combinado con ambos farmacos era mas efectivo en
generar hipoxia tumoral que la castracion sola o el TKI solo. Por ello, concluyen que el

tratamiento combinado con estos agentes (castracion + ZD6474) podria ser beneficioso

en pacientes con cancer de prostata (118).

De forma similar, el equipo de Guerin y cols (119) comparo, también en
condiciones de laboratorio con animales, la actividad de sunitinib (TKI antiangiogénico),
cetuximab (monoclonal anti-EGFR) y docetaxel. Cada uno de estos farmacos resulto tener
una actividad similar respecto a la inhibicion del crecimiento tumoral (inhibicion del 50%
del crecimiento a las 3 semanas, reduccion de la proliferacion celular (Ki67) y reduccion de
la angiogénesis (factor de Von Willebrand). Ademas, observaron que la combinacion de
sunitinib-cetuximab-docetaxel tenia un efecto antiapoptdtico mayor que cualquiera de las
otras combinaciones. Como veremos a continuacion, la investigacion actual se dirige a una
estrategia farmacologica basada en la inhibicion de miultiples formas del EGFR que

pudiera ser beneficiosa para los pacientes con CaP avanzado.

Ensayos clinicos con inhibidores del EGFR en CaP.

En base a esta evidencia a nivel de laboratotio, se han realizado distintos ensayos
para probar la efectividad clinica de los inhibidores del EGFR, tanto en monoterapia como
en combinacion, en situaciones reales. Los resultados hasta ahora, sin embargo, no han sido

demasiado alentadores. Repasaremos algunos de los més significativos.

En un ensayo clinico fase II con erlotinib sobre 29 pacientes con CPRC tras

quimioterapia (120), se observo que solo el 14% de los pacientes consiguieron una
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estabilizacion del PSA. Los pacientes recibieron 150mg/dia de erlotinib durante el primer
mes y, si la tolerancia era buena, subian a 200mg/dia. La toxicidad en términos generales
fue moderada. Del mismo modo, otro ensayo fase II, esta vez con gefitinib sobre 100

pacientes con CPRC, tampoco logré demostrar respuestas clinicas significativas.

Si a nivel de laboratorio tenian un gran potencial y en otros tumores han demostrado

su efectividad, ;por qué no funcionan estos farmacos en el CaP?.

Probablemente sea debido a la existencia de otras vias paralelas. Se ha observado
que la cascada de la tirosin quinasa no es el unico mecanismo de accion del EGFR. De este
modo, la hiperactividad de la via del PI3K/Akt o la estabilizacion del receptor SGLT
(un EGFR tirosin quinasa independiente que participa en la estabilidad y supervivencia
celular) (120) en las células tumorales del CaP se han propuesto como posibles

explicaciones a esta falta de actividad clinica de los inhibidores del TKI en el CaP.

Por ello, los tratamientos combinados sobre distintos mecanismos del EGFR
han ido ganando mas interés, aunque hasta la fecha se han realizado muy pocos ensayos y
sin demasiado ¢éxito. A modo informativo resumimos a continuacién, muy brevemente,

algunos de estos ensayos.

Dado que el docetaxel es un tratamiento estandar en el CPRCm, ha sido con este
farmaco con el cual se han realizado los primeros intentos de combinacion. Asi, Chiorean y
cols (121), realizaron un ensayo fase II probando la combinacion de docetaxel
(30mg/semanal) + erlotinib (150mg/dia) con el objetivo de valorar la posibilidad de reducir
la dosis de docetaxel en estos pacientes. Aunque el reclutamiento fue muy escaso,

observaron respuestas significativas en los pacientes.
En otro ensayo fase Il multicéntrico se reclutaron 22 pacientes con CPRC mayores

de 65 afios y se sometieron a terapia de docetaxel + erlotinib (122). No se evidenciaron

respuestas clinicas significativas mas alld de una reduccion del 50% del PSA en algunos
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pacientes, ademas acompafiados de considerables efectos adversos, por lo que se concluyé

que esta combinacion no parecia tener un beneficio clinico claro.

En un estudio fase II mas amplio, sobre 86 pacientes con CRPCm, se estudio la
efectividad de vandetanib (100mg/dia) + docetaxel (75mg bisemanal) + prednisolona
(10m/dia) vs placebo + docetaxel (75mg bisemanal) + prednisolona (10m/dia). En la misma
linea de los estudios previos, los resultados de este ensayo mostraron mayores tasas de
progresion de enfermedad o muerte en el brazo de vandetanib (65% vs. 60%, HR = 1.13, p
=0.67) con tasas de efectos adversos similares en ambos grupos. Por tanto, se concluy6 que

la combinacion de este TKI con docetaxel no aportaba tampoco beneficio clinico alguno.

Como vemos, estos intentos de combinacion han tenido solo en cuenta al docetaxel
como terapia central. La realidad terapéutica del cancer de prostata cambia muy répido y no
se ha probado aun a combinar los inhibidores del EGFR con las nuevas y mas potentes
moléculas antiandrogenos (abiraterona, enzalutamida). En el futuro, ésta puede ser una

nueva linea de investigacion clinica.

Conclusiones:

El EGFR constituye una diana terapéutica logica en CaP, ya que los receptores de
la familia HER estan con frecuencia hiperactivos en esta enfermedad y participan en la

proliferacion, neoangiogénesis e invasion celular.

A nivel clinico, los inhibidores del EGFR han demostrado su efectividad en otros
tumores. Sin embargo, aunque los estudios preclinicos fueron prometedores, los ensayos
clinicos no han conseguido demostrar claramente su efectividad en el CaP avanzado.
Probablemente, el futuro pase por los ensayos en combinacién con otros fairmacos (multi-
TKIs, docetaxel, abiraterona, enzalutamida) que quizas puedan arrojar nuevas evidencias en
términos de supervivencia y, sobre todo, en términos de calidad de vida, que debe ser el

end-point fundamental en esta poblacion de pacientes.
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V' Receptor de andrégenos en CaP.

El receptor de androgenos (RA) juega un papel primordial en la aparicion,
desarrollo y progresion del cancer de prostata. En este capitulo describiremos la evidencia
actual acerca del papel de este receptor en la células del CaP, asi como el pasado, presente

y futuro de este receptor como diana terapéutica en esta enfermedad.

El RA es un miembro de la superfamilia de receptores intranucleares, el cual es
activado por sus ligandos (androgenos) para regular la expresion de su gen diana (gen del
RA). Se sabe que el RA participa y regula distintos mecanismos de proliferacion, pero

también de muerte celular.

* RA y mecanismos de proliferacion celular:

El conocido estudio de Huggins (123), el cual le vali6 el premio Nobel, fue el
primero en demostrar el papel clave del RA en el desarrollo del CaP. Tras publicar sus
resultados, la castracion quimica se convirtidé en el estandar de tratamiento de esta
neoplasia. Sin embargo, se fue observando que un alto porcentaje de pacientes terminaban
presentando resistencias a la terapia de deprivacion androgénica (TDA), y pasaban a un
estadio final y diferenciado de la enfermedad que hoy se conoce como “cancer de prostata

resistente a castracion” (CPRC).

En un principio, se le atribuy6 al RA la sola capacidad de favorecer la proliferacion
celular en el CaP. No obstante, con el paso del tiempo, se descubrid6 que el RA podia
también regular negativamente el crecimiento de este tumor, en funcion del tipo de células

que lo componian y del microambiente al que éstas estuviesen sometidas (124).

Y es que se sabe que el CaP es una mezcla de células en distintos estadios de
diferenciacion. Estas cé¢lulas podrian derivar de células madre progenitoras de CaP que

serian CK5+, CK8—y RA—.
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Para entender este proyecto de tesis creemos imprescindible explicar este concepto

algo mas en detalle.
En el tejido prostatico normal existen 3 tipos de células epiteliales (figura 8):
1.- Células luminales CK5—/CK8+

2.- Células intermedias CK5+/CK8+

3.- Células basales CK5+/CK8—

Tipo célula Marcador Papeldel RAen  Respuestatras la
su crecimiento TDA

Células luminales % CK5-, CK8+, RA+ Estimula Disminuye
Células intermedias CK5+, CK8+ RA- Inhibe Aumenta
Células basales . CKS+, CK8-, RA- Inhibe Aumenta
Célula progenitora @ CD133, Inhibe Aumenta
(stem cell) CK5+, CK8-, RA-

Células estromales vimentina Estimula Disminuye
(musc. liso, [ — calponina

» fibroblastos)

Figura 8: EI RA puede facilitar la supresion o el crecimiento del CaP dependiendo de las células
predominantes. Igualmente, la deprivacion androgenica puede producir diferentes resultados segun el tipo
celular individual. TDA: Terapia de deprivacion androgénica. Adaptado de Weng et al. Cancer Treat Rev.

2014 February; 40(1). doi:10.1016/j.ctrv.2013.07.008 (125).
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Las células madre progenitoras del cancer de prostata CK5+/CK8—/AR- son capaces
de diferenciarse a cé€lulas basales intermedias (CK5+/CK8+) y luminales (CK5-/CK8+)
(126). Ya en 1994, Bonkhoff y cols (127) demostraron que la deprivacion androgénica
solo era capaz de eliminar la mayoria de las células luminales (CKS5-/CK8+/RA
positivas), mientras que la mayoria de las células basales permanecian indemnes. Segin
este modelo, la TDA actual eliminaria solamente las células luminales, pero favoreceria que
las células madre generaran nuevas células basales e intermedias provocando el estado de

resistencia a la castracion.

En condiciones experimentales de laboratorio y con modelos animales, se han
estudiado todos estos tipos celulares y se han sometido a) predominantes en cada paciente.
De este modo, parece demostrado que en lineas generales el RA inhibiria el crecimiento
de las células progenitoras, basales e intermedias (CK5+), y por el contrario,

estimularia el crecimiento de las células luminales (CKS5-/CK8+).

* RA y mecanismos de muerte celular:

En el tejido prostatico normal, el mantenimiento de la homeostasis celular y la
estabilidad de los mecanismos de muerte celular son cruciales para evitar el desarrollo
tumoral. Pues bien, estudios recientes han observado que el RA juega un papel
determinante en la regulacion de este equilibrio (128, 129). Existen distintos mecanismos

de muerte celular (apoptosis, anoikis, entosis, necrosis, autofagia).

Al igual que sobre los mecanismos de proliferacion celular, el RA parece también

jugar un papel ambiguo en la muerte celular. E1 RA es capaz de inhibir la apoptosis,

necrosis y autofagia, pero a la vez es capaz de favorecer la apoptosis, anoikis y la entosis.

Aclaremos los términos:

- Apoptosis, necrosis, autofagia: mecanismos de muerte celular con una accion
reguladora predominante sobre el mantenimiento del nimero de células en el tumor

(crecimiento tumoral).
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- Anoikis, entosis: mecanismos de muerte celular (inducidos por desintegracion de
matriz extracelular, o ECM) con una accion reguladora predominante sobre la EMT

y, por tanto, el desarrollo de metastasis.

Muchos estudios demuestran que, mientras que la apoptosis, necrosis y autofagia
estan relacionados con el crecimiento tumoral; la anoikis y la entosis parecen mas
relacionados con las metéstasis. Estos hallazgos son muy interesantes pues estan en linea
con la hipotesis de que el RA tenga una actividad positiva muy activa en el crecimiento y
proliferacion del cancer de prostata, mientras que juega un papel negativo en el desarrollo
de las metastasis (125). De esta manera, en la mayoria de CaP hormonosensibles, el RA
favoreceria el crecimiento tumoral y por tanto, su supresion generaria una adecuada
respuesta al tratamiento. Sin embargo, el algunos casos de CaP hormonorresistente, el RA
funcionaria como promotor de la apoptosis, y su supresion explicaria parte de los fallos

terapéuticos y progresiones que se observan con la TDA actual.

En resumen, el desarrollo, crecimiento y progresion del CaP no depende de forma
mayoritaria de ninguno de los mecanismos de proliferacion o de muerte celular descritos
previamente. Lo que queda claro es que el RA puede funcionar en uno o en otro sentido

dependiendo de las sefiales, receptores y células sobre las que actia. Eso explicaria la

efectividad inicial pero posterior resistencia a la TDA. Por tanto, un conocimiento al

detalle de su funcionamiento puede ayudar a resolver las incognitas que aun quedan

respecto a la deprivacion androgénica en esta enfermedad.

Perspectivas de futuro:

Bajo esta hipdtesis y modelo de probable funcionamiento del RA, es tentador inferir
que quizas la aplicacion de TDA, administrada de forma unica, en los estadios finales de la
enfermedad pueda llegar a ser incluso contraproducente. Algunos autores incluso se atreven
a sugerir que la deprivacion androgenica, de la forma que se administra actualmente, podria
favorecer la progresion metastdsica en determinados pacientes a través de los mecanismos

antes citados (125). Por ello, parece justificado, investigar tratamientos combinados junto
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a la deprivacion androgénica, capaces de eliminar las células que la deprivacion estimula a

través de la anoikis y la entosis (TDA + agentes pro-anoikis y/o pro-entosis).

Para buscar potenciales fArmacos que hagan que esta combinacion sea efectiva es

necesario conocer al detalle las potenciales dianas del proceso de anoikis y de entosis.

Muy brevemente. Probablemente, el RA estimula la anoikis a través de la supresion
del p38 (130). Por tanto, estimuladores del p38 constituirian una potencial combinacidén con
la supresion androgénica. Con este objetivo, se ha propuesto a la platicodina D, un
inductor del p38 que se ha utilizado para estimular la anoikis en otros tipos de cénceres

(131) y que podria convertirse en un potencial candidato a combinar con TDA.

Respecto a la entosis parece demostrado que se produce, en gran medida, a través de
la estimulacién de la via del RhoA/ROCK por parte del RA. Por tanto, un activador de esta

via, el RhoGEF2, podria igualmente ser considerado para su combinacion con TDA (132).

* RAyCTGCs:

Dada su versatilidad y capacidad de cambio durante el desarrollo y progresion del
cancer de préstata, como hemos visto anteriormente, la deteccidon y correcta caraterizacion
del RA en las células circulantes del tumor puede suponer un gran avance para el
conocimiento a tiempo real de la enfermedad, y asi poder optimiazar el tratamiento que mas

conviene en cada momento.

En este capitulo resumiremos la evidencia actual, desde una perspectiva mas

traslacional, acerca de la deteccion de RA en las CTCs.

Hasta donde sabemos, salvo el nuestro, ningun estudio ha evaluado la presencia de
RA en las CTCs de pacientes con cancer de prostata localizado, y toda la evidencia actual

esta referida a pacientes metastasicos o CPRCm.

Un reciente e interesante trabajo de Crespo et al. (133) estudio6 la expresion de RA

en 94 muestras de CTCs procedentes de 48 pacientes con CPRCm tratados con abiraterona
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y enzalutamida. La metodologia empleada para la deteccion de CTCs fue el CellSearch,

seguido de un algoritmo automatico de identificacion y cuantificacion del RA en las

células. Sus resultados mas destacados podrian resumirse en dos ideas princpales:

- Gran heterogeneidad “intra e inter paciente”. La expresion de RA fue
muy diferente tanto entre las CTCs de un mismo paciente de forma individual como
entre las CTCs de distintos pacientes, sin encontrar diferencias significativas. Este
hecho estd en linea con todo lo expuesto anteriormente. EI RA tiene un mecanismo
de accion complejo y se expresa de forma desigual dependiendo del tipo de célula y

microambiente en el que se encuentra.

- El tratamiento previo con abiraterona o enzalutamida no modifico la
expresion del RA en las CTCs. Mutaciones no detectadas del RA podrian ser la
explicacion a este hecho. La metodologia empleada utilizé un anticuerpo sobre el
extremo aminoterminal del RA, el cual no es capaz de discriminar entre el RA
completo o las variantes splice mutadas, causantes de la resistencia a estos fAirmacos

(134).

Ademas, en algunos pacientes detectaron manualmente CTCs AR+/CK-. Estas

células normalemente se perderian o no se analizarian con el sistema de deteccion

CellSearch (basado en las CKs). Si bien, estos resultados podrian corresponderse con un

problema técnico de deteccion de las CK, también podrian corresponderse con una

expresion del proceso de EMT (pérdida de CKs), asociada al proceso metastasico.

Por todo ello, son necesarios estudios en series de pacientes mucho mas amplias y

optimizar la metodologia de deteccion (incluir variantes mutadas del RA) para esclarecer

los posibles cambios del RA en las CTCs en estos pacientes.
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A.3.2.2.- ADN libre circulante (cell-free tumor DNA o ctDNA)

Como vimos anteriormente, el término biopsia liquida incluye también el andlisis
de 4cidos nucleicos libres en sangre, como es el ctDNA. Al igual que un tumor es capaz de
liberar al torrente sanguineo células (CTCs), la necrosis y apoptosis de las células
tumorales, tanto del tumor primario como de sus metastasis, pueden también liberar a

sangre fragmentos de ctDNA, susceptibles de ser detectados con la tecnologia actual.

Existe actualmente un debate (probablemente, de cardcter inicamente comercial)
que trata de ver a a las CTCs y el ctDNA como competidores, luchando por ver cual de los
dos es capaz de aportar una informacion clinica mas util. No obstante, la informacion de
CTCs y ctDNA es distinta y es por tanto probable, que sea la correcta compresion y

conjuncion de ambas fuentes la que mas utilidad aporte.

El cfDNA ha sido la piedra angular del diagndstico prenatal desde hace muchos
aflos, sin embargo ha estado infrautilizado e infravalorado en el terreno oncologico, debido
principalmente a cuestiones técnicas en su deteccion. De la experiencia en diagnodstico
prenatal, es precisamente de donde se conocen muchas de sus propiedades bioldgicas. Si la
vida media de las CTCs es corta (de 1 a 2.4 horas) la vida media del cfDNA vy,
consecuentemente del ctDNA, es atin més corta (16 minutos) (135). Se elimina a través del
higado y los rifiones. Se estima que el cfDNA estd constituido por fragmentos de unas 140-
180 pares de bases, procedentes del ADN protegido del nucleosoma. En sangre, el cfDNA

se encontraria en concentraciones de 0 a 50 ng/mL.

Como vemos, a la hora de hablar de DNA libre en sangre, conviene diferenciar dos

conceptos similares que pueden llevar a confusion: cell-free tumoral DNA (ct-DNA) vs

cell-free DNA (cf-DNA).

son fragmentos de ADN liberados a sangre por
ct-DNA
la necrosis y apoptosis de células tumorales.

son fragmentos de ADN liberados a sangre por
cf-DNA . .
la necrosis y apoptosis de células NO tumorales.
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Se estima que la fraccion de ADN libre correspondiente especificamente a ctDNA
(ADN tumoral) constituye solo el 0.1%-10% de todos los acidos nucleicos libres en
sangre (cfDNA) (136). Por tanto, es facil inferir que los fragmentos de cfDNA pueden
dificultar la deteccion del verdadero ctDNA, sobre todo en situaciones que favorecen los
procesos de muerte celular (cirugia, radioterapia, quimioterapia, ejercicio intenso,
inflamacion), en los cuales la concentracion de cfDNA puede subir de 50 a 50.000ng/mL de

sangre.

Para diferenciar ambos tipos de ADN libre en sangre es util el estudio de la
longitud del fragmento (137). No obstante, se han desarrollado distintas técnicas
ultrasensibles capaces de detectar con garantias alteraciones especificas conocidas en los
genes de distintos tumores. En cualquier caso, todavia resulta necesario conocer mas en
profudidad la biologia del ctDNA para evitar el importante sesgo de confusion con el ADN
libre “normal” (cfDNA).

Ademas, es preciso sefialar, que el ctDNA libre en sangre no es solo un marcador de
enfermedad. De forma muy interesante, se ha observado en modelos experimentales que el
ctDNA puede ser “absorbido” por otras células del organismo, teniendo la potencial

capacidad de generar cambios en las mismas (138). Esta hipotesis de “genometastasis”

aun no se ha comprobado explicitamente en modelos clinicos, pero da idea del potencial

que el ctDNA puede tener como nueva diana terapéutica oncologica.

Métodos de deteccion:

Existen distintas técnicas ultrasensibles disponibles para detectar mutaciones
simples de nucledtido (single nucleotide mutations) en el ctDNA o en genoma completo.
Tecnicamente existirian 2 posibilidades basicas: RealTime-PCR de mutaciones
especificas o PCR Digital, incluyendo BEAMing PCR (beds, emulsions, amplification,
magnetics) o Droplet Digital PCR. Mas recientemente, se han comenzado a emplear
técnicas de secuenciacion de ultima generacion (next-generation sequencing o NGS) a

través de PCR o captura-hibridacién de loci genomicos especificos. La mayoria de estas
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técnicas se dirigen a multiples exones en distintos genes diana, pero recientemente se ha
conseguido realizar analisis de exoma completo (whole-exome sequencing), analisis de
aberraciones cromosOmicas e incluso cambios en el nimero de copias a nivel del genoma

completo (whole-genome sequencing).

Como para un clinico, esta terminologia puede resultar algo confusa, de forma mas

practica, podriamos decir que estas técnicas se pueden dividir basicamente en dos tipos:

o Técnicas para detectar mutaciones especificas. Detectan mutaciones
conocidas en genes determinados (p.e. KRAS, EGFR)

o Técnicas para detectar alteraciones inespecificas. Realizan un cribado
del genoma y tratan de descubrir nuevas alteraciones (p.e. array-CHG,

whole exome sequencing o secuenciacion de exomas).

Los analisis especificos con secuenciacion de Ultima generacion requieren un
importante coste tanto econdémico como humano y técnico. Por ello, la estrategia o técnica
de secuenciacion a emplear dependera de la aplicacion clinica en concreto que se desee.
Asi, por ejemplo, para la deteccion y comparacion de cambios en el nimero de copias se
emplearan técnicas inespecificas de whole-genome sequencing, con una profundidad de
secuenciacion x0.1; mientras que para la deteccion de mutaciones o cambios genéticos
especificos, se emplearan técnicas especificas mas costosas, con alta profundidad de

secuenciacion (x50).

En general, a pesar de las mejoras en los limites de deteccion, las técnicas
especificas tienen una mayor sensibilidad analitica que las técnicas inespecificas. No
obstante, recientemente han ganado terreno las técnicas ultrasensibles, capaces de detectar

cantidades infimas de ctDNA (139).

La tendencia futura en la detecciéon de ctDNA es ir mas alla del estudio de
mutaciones especificas y pasar al estudio de grandes paneles multigenes para obtener una

instantanea lo més completa posible del genoma tumoral.
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V' ctDNA y cancer de prostata:

Las dianas terapéuticas suelen ser normalmente proteinas, por ello, el ctDNA puede
aportar informacion muy valiosa acerca de alteraciones en los genes que codifican dichas
proteinas y que, por tanto, pueden alterar la eficacia de los farmacos dirigidos a estas
dianas. Asi, por ejemplo, se pueden detectar mutaciones del EGFR para el cancer de
pulmoén, del KRAS en el cancer de colon, TP53 o PIK3CA para el cancer de mama, o

también mutaciones del RA en el caso del cancer de prostata.

La historia natural del cancer de préstata en general, y del CPRCm en particular,
presenta una variabilidad genémica muy diversa y cambiante. El andlisis y
monitorizacidon del ctDNA en la sangre de estos pacientes, ofrece la posibilidad de detectar
cambios en el tumor a tiempo real, sin necesidad de realizar biopsias de forma repetida, lo

cual es en muchos casos imposible.

Dado el interés clinico del RA en CaP, la mayoria de estudios con ctDNA han ido
normalmente encaminados a la deteccion de acidos nucleicos involucrados en la expresion
mutada de este receptor. Uno de los primeros trabajos al respecto (140) realizé un genome-
wide analysis de ctDNA en pacientes con CPRC, observando la presencia de multiples
aberraciones en el locus del RA (pérdidas en el 8p y ganancias en el 8q). Mas
recientemente, Azad y cols (141), demostraron que la amplificacion del RA era
significativamente mas frecuente en los pacientes que progresaban a enzalutamida que en
los pacientes que progresaban a abiraterona. En otro trabajo, la presencia de la mutacién
AR F876L, se ha asocid a resistencia al tratamiento con un nuevo antiandréogeno (ARN-
509) en pacientes con CPRCm (142). De forma similar, en un reciente estudio de Wyatt et
al. (108), los autores detectaron ctDNA en muestras seriadas (antes y a los 3 meses del
tratamiento) de 65 pacientes con CPRCm sometidos a tratamiento con enzalutamida. Para
la deteccion del ctDNA emplearon hibridacion gendmica comparativa basada en
microarrays para monitorizar mutaciones en 19 genes asociados al cancer de prostata, y
técnica de PCR para la deteccion de mutaciones del RA mas frecuentes. Los autores
observaron que el 23% de los pacientes presentaban, al menos, una mutacion del RA antes

de comenzar el tratamiento. Este dato es creible, puesto que se sabe que entre el 10-20% de
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los pacientes con CPRCm presentan mutaciones del RA en la biopsia tumoral. Ademas,
demostraron que los pacientes con ganancias en las copias de RA, amplificaciones de RA,
mutaciones multiples del RA, pérdidas de RB1, ganancias de MET o de MYC; todos ellos,
tenian mas riesgo de tener resistencia a enzalutamida que aquellos pacientes sin estas

caracteristicas genéticas en su ctDNA.

Como vemos, todos los estudios apuntan a la misma direccion: las aberraciones en
el gen del RA detectadas en el ctDNA demuestran ser predictores de respuesta a la

terapia de deprivacion androgénica.
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A.3.2.3.- (CTCs vs ctDNA?

Tanto CTCs con ctDNA han demostrado su potencial como biomarcadores en
cancer de prostata, pero es facil que inmediantamente surja la simplista duda de: ;cual es

mejor?.

Existe actualmente un debate (probablemente motivado solo por intereses
comerciales) que trata de ver a a las CTCs y el ctDNA como competidores, luchando por
ver cual de los dos es capaz de aportar una informacion clinica mas util. No obstante, la
informacion de CTCs y ctDNA es distinta y es por tanto probable, que sea la correcta

compresion y conjuncion de ambas fuentes la que mas utilidad aporte.

La industria tecnoldgica para la deteccon de CTCs y ctDNA esta totalmente
saturada en el momento actual. Existe una continua aparicion de nuevos y mejorados
equipos y plataformas de deteccion, con lo cual es facil perderse en la literatura y el los
cambiantes objetivos. En este apartado trataremos de resumir y comparar de la forma mas

practica posible las ventajas e inconvenientes de ambas tecnologias.

La cuantificacion de ambos (CTCs y ctDNA) se ha asociado de forma clara con el
pronostico de la enfermedad, lo cual refleja su buena correlacion con la agresividad
tumoral. Ademads, ambos permiten una fotografia a tiempo real de la biologia molecular del
tumor, incluyendo la valoracion del RA. Por tanto, probablemente esta dicotomia no se
solucione eligiendo al mejor, sino combinando ambos de la forma adecuada. Mientras
que el ctDNA es probablemente mas adecuado para la deteccion de mutaciones gendmicas
sobre las que actuar, las CTCs probablemente lo sean mas para la deteccion de alteraciones
en la expresion del ARN, expresion de proteinas, valoracion de heterogeneidad celular y

establecimiento de cultivos a largo plazo.

El ctDNA tiene la ventaja de ser mas facil y mas barato de detectar que las CTCs,
por tanto, es mas adecuado para analisis seriados a gran escala de mutaciones especificas
tumorales. El rapido avance y la disminucion progresiva en los costes de estos analisis,
probablemente faciliten mas la implementacion del ctDNA en la rutina clinica antes que las

CTCs. Sin embargo, la deteccion de ctDNA no esta todavia estandarizada y/o validada
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clinicamente, y aparecen continuamente nuevos y mejores métodos de deteccion que ain
tendran que validar sus resultados. Hasta la fecha, existe inicamente un test estandarizado y
validado clinicamente: el Test Cobas ® v2 de la mutacion del EGFR (Roche Molecular
Systems, Pleasanton, CA, USA), empleado especificamente para la prediccion de respuesta

a Tarceva® (erlotinib) en cancer de pulmon de no células pequenas (143).

Una desventaja del ctDNA es el sesgo de dilucion por ¢fDNA. Actualmente, en
una muestra sin cambios en el nimero de copias o sin mutaciones (negativa para ctDNA) es
imposible discriminar si se trata de una ausencia verdadera de ctDNA (verdadero negativo)
o de un sesgo por dilucién en el cfDNA (falso negativo). Ademas, a diferencia de las
ganancias, la deteccion de pérdidas es especialmente dificil de detectar con una baja
cantidad de ctDNA disponble, y se estima que es preciso al menos una ratio minima del

10% para poder determinarlas.

La presencia de ctDNA se correlaciona con un peor pronostico de la enfermedad.
Incluso parece demostrada la correlacion entre el ctDNA y un recuento de CTCs >5

(141).

Respecto a las CTCs, su deteccion requiere mas recursos econdmicos y técnicos.
Sin embargo presenta la ventaja con respecto al ctDNA de que existe en el mercado una
plataforma estandarizada aprobada por la FDA para su deteccion (CellSearch), la cual ha
demostrado el valor predictivo y potencial marcador sustituto de supervicencia global de las
CTCs en distintos estudios. A pesar de la gran cantidad de evidencia prospectiva que han
cosechado las CTCs como marcadores prondsticos, no se ha conseguido aun implementar
su deteccion en la rutina clinica. Probablemente, desde el punto de vista clinico es mas
interesante la cualidad predictiva, capaz de condicionar el tratamiento y manejo de un

paciente, que la cualidad pronostica de un marcador.

Esta capacidad predictiva, todavia no ha sido firmemente demostrada por las CTCs.
El reciente y famoso estudio de Antonaraikis (134) demostrd recientemente que la
deteccion de una variate splice del RA (AR-V7) en las CTCs, era capaz de predecir la
respuesta al tratamiento con abiraterona/enzalutamida en pacientes con CPRCm. Este fue el

primer ejemplo de la capacidad predictiva de estas células, sin embargo todavia son
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necesarios mas estudios que validen estos resultados. Este tipo de analisis ulterior a la
enumeracion de las CTCs, con analisis mas complejos, no tienen una metodologia
estandarizada y deben ser todavia sometidos a validacion. En las CTCs se pueden realizar
multitud de analisis de expresion: expresion de ARNm del RA y sus variantes splice,
secuenciacion del transcriptosoma completo del ARN, expresion de PSA/PSMA,
determinacion de Ki-67 o incluso determinacion de la actividad de telomerasa, la cual
recientemente demostrd ser un predictor independiente de supervivencia global en el
ensayo SWOG 0421. Ademas, las CTCs ofrecen la posibilidad de analizar la
heterogeneidad tumoral, a través del analisis genético y morfologico de las distintas

células.

Por tultimo, probablemente una de las capacidades mas importantes y aun por
explotar de las CTCs, sea su capacidad para cultivarse in vitro y, por tanto su potencial
para someterse en el laboratorio a tests de susceptibilidad individual a determinados
tratamientos, de la misma manera que se realizan los cultivos microbioldgicos y sus
antibiogramas (“oncograma”). El cultivo de CTCs se ha demostrado como posible en
pacientes con CPRCm, pero ain queda un largo camino para su optimizacion y

aplicabilidad clinica (96, 97).

En la siguiente tabla se exponen, de forma resumida, las principales diferencias

entre CTCs y ctDNA que hemos descrito anteriormente (tabla 9).
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CTCs

ctDNA

Mas adecuadas para analisis de:

v
v
v

expresion del ARN y proteinas
valoracion de heterogeneidad tumoral

posibilidad de cultivos y tests susceptibilidad

Mas adecuado para analisis de:

v/ mutaciones genémicas.

Dificil almacenamiento a largo plazo

para analisis posterior.

Facil almacenamiento a largo plazo

para analisis posterior.

Baja tasa de deteccion en enfermedad metastasica.

Mas ttil para enfermedad minima residual o

localizada.

Deteccion mas compleja y costosa pero técnica

estandarizada y validada (CellSearch).

Mas facil y mas barato de detectar pero técnicas
NO estandarizadas NO validadas.

Dificil traslacion a la clinica por alto coste técnico y

econodmico.

Facil traslacion a la clinica pero aun problema

con sesgo por dilucion con cfDNA.
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A.3.2.4.- Exosomas y AR-V7.

Ademas de las CTCs y el ctDNA, recientemente han irrumpido en el escenario de la

biopsia liquida un nuevo integrante: los exosomas.

Los exosomas son vesiculas intracelulares, de entre 50-200 nm, que pueden ser
secretadas por las células tumorales y pasar a sangre, donde pueden ser detectados. Estas
vesiculas contienen distintas moléculas, como son proteinas y moléculas de RNA
procedentes de la membrana y el citoplasma de las células tumorales de las que provienen;
y se piensa que pueden tener un papel importante en la transferencia de informacion y
sustancias activas de cé€lula a célula durante el proceso de desarrollo tumoral. Como
ejemplo, se han demostrado niveles altos de la proteina multidrug resistence protein 1
(MDR1/ABCBI1) en los exosomas de pacientes con CPRC tras tratamiento con docetaxel

(144).

Pero quizas es el estudio mas impactante y relevante con exosomas en cancer de
prostata sea el recientemente publicado por Del Re y cols. en European Urology en Abril
2017 (145). Es su trabajo, los autores desarrollan y describen un método para detectar la
variante splice del receptor de androgenos AR-V7 en el ARN exosomal plasmatico
circulante de pacientes con CPRCm. Ya habiamos hablado previamente de esta variante
splice que apareci6 por primera vez, como importante biomarcador prondstico y predictivo
en CPRCm, con el trabajo de Antonarakis publicado en New England Journal of Medicine
en 2014, en el cual demostré que la presencia de AR-V7 era un predictor de resistencia a
abiraterona o enzalutamida (134). En dicho estudio, Antonarakis consiguid detectar la
variante AR-V7 en las CTCs de estos pacientes; sin embargo, esta metodologia de
deteccion, a partir de las CTCs, generd bastante controversia al ser costosa, técnicamente
compleja y sujeta a potenciales falsos negativos por la fragilidad y heterogeneidad de las
CTCs (146). Del Re y cols, en su trabajo fueron un paso mas alla al conseguir detectar la
variante directamente de una muestra de plasma del paciente. Para ello emplearon la digital

droplet PCR (ddPCR) sobre el ARN contenido en los exosomas tumorales circulantes.

Aunque todos los estudios parecen coincidir en la capacidad del AR-V7 para
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predecir la resistencia a la terapia de deprivacion androgénica en CPRCm, su deteccion atn

no ha conseguido introducirse en la rutina clinica, probablmente debido al bajo numero de

pacientes incluidos en todos los estudios (p.e.: Antonarakis: 62 pacientes; Del Re: 36

pacientes).

Tanto los estudios en tejido tumoral (147) como los estudios en CTCs (134, 148) y

en exosomas (145) han demostrado que la presencia de AR-V7 en pacientes con CPRCm

reduce la tasa de respuesta de PSA y acorta el tiempo libre de progresion con respecto a los

pacientes AR-V7 negativos. Incluso, un reciente estudio en CTCs ha demostrado que la

presencia y cantidad de AR-V7 aumenta en las sucesivas lineas de tratamiento, lo cual

confirma su papel como mecanismo adquirido de resistencia (149).

Podriamos resumir 3 ideas clave acerca del AR-V7 de la siguiente manera:

1.- Los estudios de AR-V7 en tejido prostatico estan limitados por la baja
disponibilidad del tejido en estos pacientes (enfermedad 6sea metastasica), asi como
porque no son representativos de la heterogeneidad del tumor en su conjunto y no

permiten una monitorizacion evolutiva.

2.- Los estuidos de AR-V7 en CTCs son caros, complejos y sujetos a sesgo

de deteccion por la fragilidad de las células.

3.- La deteccion de AR-V7 en exosomas tumorales circulantes y el andlisis
de su contenido resulta considerablemente mas barato y sencillo que la deteccion y
procesamiento de las CTCs, ademas permiten tener informacion de la
heterogeneidad tumoral y también permiten la monitorizacion evolutiva de la

enfermedad al ser facilemnte accesibles (sangre periférica).

Por todo ello, los exosomas constituyen una importante linea de investigacion

futura, aunque todavia sean necesarios estudios que optimicen y estandaricen su deteccion,

asi como ensayos clinicos mas amplios que validen sus resultados.
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B.- MATERIALY
METODOS

B1.- Diseiio del estudio y criterios de inclusion.

B2.- Procesamiento de las muestras.

B2.A .- Enriquecimiento y deteccion de las CTCs.
1°.- Separacion por gradiente de densidad
2°.- Seleccion inmunomagnética
3°.- Deteccion de células epiteliales por inmunohistocitoquimica.

4°.- Identificaciéon y enumeracion.
B2.B.- Andlisis de expresion de ARNm de EGFR y RA en tejido prostatico

B2.C.- Genotipado de polimorfismos de cambio tinico de nucledtidos

(Single Nucleotide Polymorphisms o SNPs).

B3.- Medida y analisis estadistico de los resultados .
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B1.- Diseiio del estudio y criterios de inclusion:

Este estudio se basa en un analisis transversal de pacientes con sospecha clinica de
cancer de prostata que fueron sometidos a biopsia prostatica entre Mayo y Diciembre de

2014 en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada.

Baséndonos en un screening de PSA individual, se incluyeron en el estudio todos
aquellos pacientes que reunieran criterios para biopsia prostatica (PSA>10 ng/ml o PSA

entre 4 y 10 ng/ml con un cociente libre/total PSA <0.2).

Se excluyeron del estudio aquellos pacientes con historia previa de cancer de

cualquier otro tipo.

Inmediatamente antes de la biopsia, se realizd una extraccion de 20cc de sangre
periférica para el analisis de CTCs y estudios de genotipado (SNPs). Tras la extraccion
sanguinea, el paciente pasaba a quir6fano donde se le realizaba una biopsia de prostata
sistemdtica ecodirigida. De todos los pacientes se extrajeron 20 cilindros (biopsia por
saturacion) sistematizando su extraccion en 6 cuadrantes (3 apex, 4 centro y 3 base

derechos; y 3 apex, 4 centro y 3 base izquierdos).

El analisis de las muestras se realizdo en el Centro Pfizer-Junta de Andalucia-
Universidad de Granada de Genomica e investigacon Oncologica (Genyo). En todo
momento los técnicos de laboratorio fueron ciegos para el PSA y para el resultado de las
biopsias. Este proyecto se realizd siguiendo la normativa de proteccion bioética del
protocolo de Helsinki. El Comité Etico del Hospital aprobé el protocolo del estudio y todos

los pacientes fueron informados y firmaron su consentimiento antes de entrar en el estudio.
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B2.- Procesamiento de las muestras:

B2.A.- Enriquecimiento y deteccion de las CTCs:

La muestra sanguinea se depositaba en tubos EDTA, o bien en tubos CellSave
(Veridex, LLC, Johnson & Johnson Company) si el procesamiento se iba a realizar més alla
de las 24 horas desde la extraccion. En cualquiera de los casos, la muestra se procesaba
siempre antes de 48h, segun el protocolo previamente establecido por nuestro grupo,
utilizando el kit de Carcinoma Cell Enrichment and Detection de MACS (Miltenyi
Biotec, Germany) (154) (Esquema 1).

Para identificar las CTCs, se realiz6 una seleccion positiva inmunomagnética
basada en la tincidon con anticuerpos especificos anticitoqueratinas (CK) (CTCs CK+).
Como controles negativos se emplearon las muestras sanguineas de 17 voluntarios sanos
sin antecedentes de patologia tumoral. Como controles positivos, se emplearon las muestras
de voluntarios sanos enriquecidas con células de lineas de cancer de préstata conocidas
(LNCaP, DU145), que se procesaban de forma separada a la sangre de los pacientes para

evitar la contaminacion.

Estos serian los pasos detallados del proceso de seleccion y deteccion de las CTCs:

1°.- Separacion por gradiente de densidad:

Enriquecimiento de la muestra mediante el uso de un gradiente de ficoll. En nuestro
caso se utilizo el ficoll de Sigma Histopaque-1119. El protocolo consiste en afiadir con
cuidado sobre 10ml de ficoll 10ml de sangre previamente diluida en Sml de PBS. La
muestra es entonces centrifugada a 750 g 30" y con freno. Una vez centrifugada se recoge
la interfase donde estaran las células hematopoyéticas de densidad similar al ficoll y las
CTCs que presenten la misma densidad. Una vez recogida la interfase se procede a su

lavado en 15ml de PBS.
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Esquema 1. (A) Extraccion sangre periférica en tubo EDTA; (B) transferencia a tubo de centrifugacion
mediante gradiente de densidad; (C) centrifugado a 750 x g durante 30 min; (D) Se recoge la interfase que
contiene células mononucleares y tumorales, y se realiza etiquetado inmunomagnético con Ac conjugado

anticitoqueratina (E) Separacion celular magnética utilizando el separador MiniMACS; (F) lavado celular;
(G) colocacion de las células en cristal de polilisina utilizando centrifugador CytoSpin; and (H) Reaccion
inmunocitoquimica de la fosfatasa alcalina con FAstRed/Naphthol.

2°.- Seleccion inmunomagnética:

Posteriormente las células se enriquecian y detectaban de forma magnética de
acuerdo con el protocolo del fabricante del kit Carcinoma Cell Enrichment and Detection

de MACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

Segtn este protocolo, las células se diluian en 35ml de buffer dilutor 1x de MACS.
Luego, se permeabilizaban anadiendo 5ml de solucion MACS CellPerm y se incubaban
durante 5 minutos a 20-25°. Por ultimo, se fijaban con 5ml de solucion fijadora Cellfix

MACS en otro periodo de incubacion de 30 minutos a 20-25°.

Tras esto, las células se lavan dos veces en una solucion CellStain x1 de MACS y se
resuspenden en 600 pl de la misma solucion. Para bloquear los receptores Fc, se afiaden

200 ul de Agente bloqueador de FcR (FcR Blocking Reagent) y las células son captadas
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magnéticamente a través de MACS Cytokeratin MicroBeads (colloidal super-paramagnetic
MicroBeads conjugated to a monoclonal anti-cytokeratin 7/8 antibody; Clone: CAMS.2)

mientras se incuban durante 45 minutos a 20-25°.

Después de la seleccion magnética propiamente dicha, las células se tifien con 100
ul de conjugado anticitoqueratina-isotiocianato de fluoresceina (FITC) durante 10 minutos
a 20-25° Después, las células se lavan y se resuspenden en 500 pl de solucion CellStain
para tefiirse finalmente con 10 pl de conjugado antiFITC + fosfatasa alcalina durante 10

minutos en condiciones de oscuridad a 20-25°.

Tras el paso anterior, se obtiene una solucion de células magneticamente
seleccionadas. Esta solucion se pasa por una columna de separacion positiva por campo

magnético de la plataforma MiniMACS (columna de separaciéon MiniMACS, tipo MS).

Las células pasan por la columna y se lavan tres veces con 500 ul de buffer de
dilucion x1 MACS. De etsa manera, las células negativas (magnéticas negativas) se lavan y
eliminan de la columna. Tras este lavado, la columna se retira del campo magnético creado

y se recogen las células que han quedado atrapadas en ¢l (células magnéticas positivas).

3°.- Deteccion de células epiteliales por inmunohistocitoquimica.

Las células magnéticas positivas se extienden en portas impregnados con polilisina
(Sigma) y se introducen en la citocentrifugadora (Hettich, Tuttlingen, Germany) a 1.500

rpm durante 10 minutos. Los portas se secan a temperatura ambiente durante toda la noche.

Al dia siguiente, los portas se lavan en x1 PBS y las células que expresan
citoqueratinas (CK+) deben aparecer como rojas tras incubarse durante 15 minutos en una
camara humeda a temperatura ambiente con un sustrato Fast Red TR/Naphthol AS-MX. Se
emplearon los criterios citomorfolégicos de Meng (150) (p.e.: elevada ratio

nucleo/citoplasma, mayor tamafio que las células blancas) para caracterizar a una célula CK
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positiva como CTC. De esta manera, con microscopio de luz directa se visualizaron las
CTCs y se determinaron como tales segiin un analisis combinado citomorfolégico

(criterios de Meng) e inmunofenotipico (CK+).

Adicionalmente para la deteccion del receptor de androgenos (RA) en estas
CTCs, los portas con CTCs detectadas se lavaban en 1x PBS y se tefiian con anticuerpos de
cabra policlonales anti-RA humano (Abcam), seguidos de una incubacidén con anticuerpos

de burro policlonales anti-cabra Alexa Fluor® 350 (Molecular Probes. Invitrogen).

Asi, las células epiteliales se caracterizaron como CTCs segtn su color rojo (CK +)
y su color azul (RA +). La tincién del color se puede diferenciar bien en las células debido
a su distinta distribucién intracelular y la combinacion de inmunofluorescencia directa e
indirecta. La tincidn roja ocurre en la membrana, periferia celular y la tincion azul acontece

en el nucleo (figura 9).

CK-FITC AR-Alexa 350 Merged CK-AP

DUI45
(CONTROL -)

DU145

aP

LNC

bm

PRAB 3

Figura 9. Galeria de imagenes después del aislamiento, analisis citomorfologico y deteccion de células
positivas a citoqueratina (CK +, tincidn roja) y expresion del receptor de androgenos (AR, tincidon azul).
A) Se utiliz6 la linea de tumor de células LNCaP como control positivo para la expresion de AR. B)
Expresion heterogénea de RA en dos pacientes diferentes: B.1) Paciente 1 con expresion positiva de AR en
CTC. B.2) Paciente 2 con expresion negativa de AR en los CTC. Los CTC de inmunofluorescencia (IF)
especificos de AR se determinaron con Alexa Fluor® 350.
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4°.- Identificacion y enumeracion combinando microscopia convencional con
microscopia confocal:

La identificacion y enumeracion final de las células se realizd a través de las
imagenes obtenidas con un microscopio laser cofocal / multi foton Zeiss LSM 710,
equipado con laser Argon/2 (458, 477, 488, 514 nm) y un laser Titanio Sapphire (750 nm).
Las células se visualizaron con varios objetivos apocromaticos y se inmortalizaron distintas
imagenes confocales con magnificacion x60 (figura 10). El contaje se realizd con el

programa de imagen microscoOpica fluorescente computerizada Zeiss AXIO Imager.

Se consideré como CTC positivo, a cualquier paciente con 21 CTCs CK+/10 ml.

Figura 10: visién de una CTC con microscopia confocal.
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B2.B.- Analisis de expresion de ARNm de EGFR y RA en tejido prostatico

Para este estudio también se recolecto tejido prostatico fresco, que se almaceno a -
80°C hasta su posterior procesamiento. Un patologo selecciond una muestra representativa
de la biopsia para someterla a este analisis. EI ARN tisular total se extrajoutilizando un
procedimiento siguiendo protocolos de extraccion orgdnica usando Trizol (Life

Technologies, Foster City, CA, USA).

Sobre este ARN, se realiz6 Real-Time PCR (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN). La tabla siguiente muestra el detalle de los primers utilizados para este analisis. Todos
los primers fueron disefiados utilizando el software Primer 3, y fueron sintetizados por

Sigma Aldrich®.

Disefio de los primers para analisis de la expresion de ARNm en el tejido.

ombre de e Detalle secuencia del p

EGFR (Epidermal growth factor receptor)
Forward 5'-TGCACCTACGGATGCACTG -3',
Reverse 5'- CGATGGACGGGATCTTAGG -3’
AR (Androgen Receptor)
Forward 5'- GACATGCGTTTGGAGACTGC-3'
Reverse 5'- TTCCCTTCAGCGGCTCTTTT-3'
GADPH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase)

Forward 5'- ATCACCATCTTCCAGGAGCGAGA -3’

5'- CATGGTTCACACCCATGACGAACA -
Reverse 3

HPRT1 (Hypoxanthine Phosphoribosyl transferase 1)

Forward 5'- TGACACTGGCAAAACAATGCA-3’
Reverse 5'- GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3’

La expresion del gen del EGFR y RA en el tejido prostatcio se analizdé mediante el
sistema 7900 Real-Time PCR (Life Technologies, Foster City, CA, USA). Cada test se

realizd 4 veces para evitar errores de expresion.

Para demostrar la expresion relativa de cada gen aplicamos el método ACt, con el
cual se normaliza la expresion del gen en base a dos genes control o housekeeping (en
nuestro caso, GADPH y HPRT1). Los valores de Ct > 35 fueron descartados del estudio

para evitar falsos positivos.
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B2.C.- Genotipado de polimorfismos simples de nucledtido (Single Nucleotide

Polymorphisms o SNPs).

Se eligieron 8 SNPs (rs56250729, rs486907, 1rs627928, rs11545302, rs17552022,
rs5030739, 154792311, rs3747531) prevalentes en la poblacion caucasica, procedentes de 3
importantes genes claramente asociados al cancer de prostata (RNASEL, ELAC2 y MSR1).
La siguiente tabla muestra mas en detalle las sondas de la casa comercial TagMann

utilizadas para el genotipado.

Detalle de las sondas de SNPs utilizadas.

ombre del Gene Detalles de la sonda
rs56250729 (C_ 28997511 10)
RNASEL rs486907 (C 935391 1)
rs627928 (C_ 1914241 10)

rs11545302 (C__ 25981758 10)
rs17552022 (C__ 25981570 10)

ELAC2
15030739 (C_ 25981698 10)
14792311 (C_ 25981579 20)
MSRI1 13747531 (C_ 16172249 30)

Para cada reaccion, se utilizaron 10ng de DNA gendmico con una mezcla 2 X
TagMan® Universal PCR Master Mix (Life Technologies). Las condiciones de PCR fueron
las siguientes: activacion inicial a 95°C durante 10 minutos, seguida de 50 ciclos de 15
segundos a 92°C y extension a 10 minutos a 90°. Un 10% de las muestras fueron
amplificadas y secuenciadas por método Sanger en un HIDI 3130 (Life Technologies,

Foster City, CA, USA) para confirmar los datos.
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B3.- Medida de resultados y analisis estadistico.

La presencia de CTCs se analiz6 como marcador diagndstico de la presencia de
cancer de prostata. Los resultados de la biopsia se tomaron como el gold estandar con el
que comparar. De esta manera, se calcularon la sensibilidad, especificidad y valores

predictivos de las CTCs para el diagndstico de cancer de prostata.

Se estudiaron las relaciones entre la presencia de CTCs y las principales variables
clinicas y patologicas de los pacientes. También se estudiaron las relaciones entre la
presencia de CTCs y la expresion de EGFR, RA y SNPs en el tejido y la sangre de los

pacientes.

La comparacion de medias se realizo con la t-Student. Para los datos categoricos, se
uso el test de Fischer. Los datos de RT-PCR se expresaron como ACt: la diferencia en Ct
entre el gen en cuestion (RA o EGFR) y el Ct medio de otros dos genes control (GADPH
and HPRT1). La significacion estadistica de la expresion diferencial entre los grupos se
analiz6 mediante test de Wilcoxon. Todos los andlisis se realizaron con el formato

estadistico R.
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C.- RESULTADOS

Cl1.-

C2.-

C3.-

C4.-

CsS.-

Enumeracion de CTCs.

Deteccion de RA en las CTCs.

CTCs como marcadores diagndsticos de cancer de prostata.
Expresion de EGFR y RA en el tejido vs presencia de CTCs.

Genotipo SNPs vs presencia de CTCs.
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C1.- Enumeracion de CTCs

Se analizaron las muestras sanguineas de un total de 86 pacientes, segiin los

criterios de inclusidn antes mencionados.

En primer lugar, se analizo la presencia de CTCs en la cohorte de pacientes. Solo se

detectaron CTCs en el 18.6% de los pacientes (16/86). El resto (81.4%) fueron negativos

para la presencia de CTCs. Ademas, la mayoria de los pacientes con CTCs solo presentaban

1 02 CTCs (tabla 1).

Table 1: Results of CTC counting in the 86 patients

Number of CTC (cells / 10mL)

Number of patients (%)

None

N S

70 (81.4%)

6 (7.0%)
7 (8.1%)
1(1.2%)
2(2.3%)

Posteriormente, estratificamos las caracteristicas clinicas de los pacientes segin la

presencia o ausencia de CTCs para establecer diferencias entre los dos grupos. La presencia

de CTCs se asocid Unicamente con una edad menor (p=0.030). No se encontraron

diferencias signifiactivas con el resto de caracteristicas, incluyendo PSAt, volumen

prostatico, cociente PSAI/PSAt o niveles de testosterona (tabla 2).

Table 2: Comparison of mean values for the different clinical characteristics of patients according to their CTC

status

CTCs negative Mean + CTCs positive Mean + p value
SEM (n=70) SEM (n=16)

Age (years) 69.77 +/ 0.9 6531 +/-2.4 0.030
Prostate volume (mL) 48.42 +/-21.21 56.58 +/—40.53 0.871
tPSA (ng/mL) 11.74 +/- 9.64 10.66 +/- 6.77 0.336
fPSA (ng/mL) 1.05 +/- 0.56 0.98 + +/~0.40 0.346
fPSA/tPSA ratio 0.16 +/- 0.97 0.14 +/~1.21 0.235
Testosterone (ng/mL) 5.74 +/-2.74 4.88 +/- 1.78 0.132

CTCs negative: patients with none CTCs detected. CTCs positive: patients with 1 or more CTCs detected. tPSA: total PSA.

fPSA: free PSA. SEM: standard error of the mean.
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C2.- Deteccion de RA en las CTCs.

De los 16 pacientes en los cuales se encontraron CTCs, 12 (75%) fueron RA
negativos y 4 (25%) fueron RA positivos. No encontramos asociaciones significativas entre
la presencia de RA en las CTCs y las caracteristicas clinicas de los pacientes (PSA,
volumen de prostata, niveles de testosterona). Tampoco se encontréuna asociacion

significativa entre la presencia de RA en las CTCs y la presencia de cancer en las biopsias.

CTCs RA-positivas CTCs RA-negativas

25% (4/16) 75% (12/16)

C3.- CTCs como marcadores diagnodsticos de cancer de prostata.

Un total de 35 (40.7%) pacientes fueron cancer positivos en la biopsia, mientras que
en 51 (59.3%) no se detectd enfermedad maligna en las biopsias. Entre los pacientes con
biopsia positiva, solo el 14.3% (5/35) presentaron también CTCs en sangre, mientras que
el 85.7% restante (30/35) no presentaron CTCs. Entre los pacientes con biopsia negativa,
hasta el 21.6% (11/51) presentaron CTCs en sangre, mientras que la mayoria (40/51,
78.4%) no presentaron CTCs (table 3). Con estos datos, la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo de las CTCs para el diagnostico de cancer de prostata serian

14.2%, 78.4%, 31.2% y 57.4%, respectivamente.

Table 3: CTCs and biopsy results. According to this data, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values of CTC testing to detect PCa were 14.2%, 78.4%, 31.2% and 57.4%, respectively

Biopsy + (n=35) Biopsy — (n=70)
CTC+ 5(14.3%) 11(21.6%) 16
CTC 30 (85.7%) 40 (78.4%) 70
35 51 86

CTC +: >1cell/10mL. Biopsy +: pathologic evidence of prostate cancer.

152



Ademas, no se encontrd ninguna asociacion significativa entre la presencia de CTCs
y los principales hallazgos anatomopatoldgicos de la biopsia, como el nimero de cilindros
afectos, score Gleason, presencia de invasion perineural o la categoria de riesgo de

D’ Amico (table 4).

Table 4: Prostate cancer characteristics of biopsy + patients (n=35)

CTC - CTC + p value

Number cylinders affected (mean) 8.06 58 0.157
6 15 (50%) 1 (20%)

Gleason score 0.227
=7 15 (50%) 4 (80%)

Perineural invasién 4 (13.3%) 0 (0%) 0.523

Risk category Low 12 (40%) 1 (20%) 0.482
Intermediate 8 (26.6%) 3 (60%)
High 10 (33.4%) 1 (20%)

C4.- Expresion de EGFR y RA en el tejido vs presencia de CTCs.

La expresiéon de EGFR y RA en el tejido biopsiado fue analizada en 55 pacientes.

La expresion de EGFR no se asoci6 ni con la presencia de cancer en las biopsias
(p=0.950) ni con la presencia de CTCs (p= 0.255). De forma interesante, observamos que
la presencia de RA en las CTCs se asoci6 de forma inversa a la presencia de EGFR en el
tejido. Todos los pacientes (100%) con CTCsRA-positivos fueron EGFR-negativos en el
tejido; mientras que la mayoria (75%) de pacientes CTCsRA-negativos fueron EGFR-
positivos, si bien esta diferencia no estadisticamente significativa dado el bajo nimero de

Ccasos.

De forma similar, la expresion de RA de andrégeno en el tejido no se asocio con la
presencia o ausencia de cancer en la biopsia. Sin embargo, observamos una relacion diracta
estadisticaemnte significativa entre la expresion de RA en el tejido y la presencia de CTCs
en sangre periférica (p=0.03) (Figura 1). Cuando se compar6 la expresion de RA enn el

tejido y en las CTCs no se encontr6 ninguna asociacion (p=0.340).
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-« Figura 1:
Representacion de la expresion de RA en el
tejido prostatico (valores dCT) vs presencia de
CTCs (0: CTC-negative; 1: CTC-positive)
° (p=0.03).

dCT_AR

La linea dentro de la caja representa la
expresion media de RA para cada grupo.
Cuanto mayor es el valor de dCT, menor es la
expresion de RA.

10

CTC status

C5.- Genotipo SNPs vs presencia de CTCs.

El genotipo de los 8 SNPs antes mencionados fue determinado también en 55 de los
86 pacientes. Cada SNP fue contrastado de forma individual con la presencia / ausencia de
cancer en la biopsia y con la presencia / ausencia de CTCs en sangre. No se encontrd
ninguna asociacion significativa. Dado que su interpretacion es compleja y no se encontrd

ninguna asociacion hemos decidido no mostrar estos datos.
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D.- DISCUSION
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Discusion:

Hasta donde sabemos, este trabajo de investigacion representa el primer y mayor
estudio, con un panel de biomarcadores sanguineos circulantes (biopsia liquida), en
pacientes con sospecha de cancer de prostata basada en el screnning individual de PSA.
Nuestro estudio no solo analiza la mera presencia de CTCs, sino que también las
caracteriza segun su expresion de receptor de androgenos (RA). Ademas, estudia la
asociacion de las CTCs con otros marcadores tisulares relacionados con el cancer de

prostata.

Las CTCs se ha estudiado extensamente en el escenario metastasico, donde han
demostrado su asociacion clara con el prondstico del paciente (84). Sin embargo, muy
pocos estudios han analizado el papel pronostico de las CTCs en el escenario clinico
localizado. Los estudios con CTCs en cancer de prostata localizado no han conseguido
demostrar el potencial valor de estas células (90, 92, 151, 152). Una posible explicacion a
este hecho, es la baja tasa de deteccion celular en estos pacientes en estadios tempranos de
la enfermedad. Sin embargo, estos estudios han sido realizados en cohortes de pacientes
muy pequeias y heterogéneas como para poder extraer conclusiones y desterrar las CTCs

de los estadios iniciales de la enfermedad.

Uno de los estudios mas relevantes sobre CTCs en cancer de prdstata en estadio
localizado es el de Davis y cols (92). En este estudio se enumeraron las CTCs mediante la
plataforma CellSearch® en 96 pacientes con cancer de prostata localizado antes de
someterse a prostatectomia radical y se compararon con 25 controles con elevacion del
PSA y biopsia negativa. Los autores detectaron CTCs en el 21% vs 20% de los pacientes
con cancer localizado y pacientes controles, respectivamente. Estos resultados son
consistentes con los de nuestro estudio, con una tasa de deteccion de 18.6% en pacientes
con elevacion del PSA. Al igual que nosotros, los autores tampoco encontraron ninguna
relacion entre las CTCs y el volumen tumoral, estadio patolégico o puntuaciéon Gleason.

Otro estudio similar y mas reciente sobre 152 pacientes tratados con prostatectomia radical,
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tampoco consigui6 encontrar ninguna relacion entre las CTCs y el PSA, el Gleason o la tasa

de recidiva bioquimica durante dos afios de seguimiento (151).

La mayoria de estudios demuestran que las CTCs no se correlacionan con las
caracteristicas clinicopatologicas de la enfermedad localizada y el tumor primario. Asi fue
también en nuestro estudio, excepto para el caso de la edad. Los pacientes mas jovenes
tuvieron mas probabiliad de tener CTCs en sangre que los pacientes mayores. Este hallazgo
ya se habia demostrado en otros estudios (153) donde se observd que pacientes mayores de
60 afios tenian un mayor numero de CTCs en sangre que los menores de esa edad. Se
piensa que esto puede ser debido a una mayor capacidad proliferativa y facilidad de
diseminacion en los pacientes jovenes. También estd en sintonia con el hecho de que el
cancer de prostata en los pacientes mas jovenes parece tener comportamientos mas

agresivos.

La ausencia de correlacion de las CTCs con las variables clinicopatologicas cléasicas
hace pensar que la presencia de estas células esté realmente mas determinada por la
biologia intrinseca del tumor (todavia no bien dilucidada) que por la simple extension

clinica o gradacion patoldgica de la enfermedad.

Las CTCs no pueden ser consideradas como marcadores diagnosticos de cancer de
prostata (90, 92). Su tasa de deteccidon es muy baja en pacientes con enfermedad localizada
y nuestros resultados vuelven a confirmar este hecho. Sin embargo, es posible que la mera
enumeracion de CTCs sea un abordaje demasiado simplista para este tipo de pacientes, mas

aun conociendo la complejidad de la biologia molecular del cancer de prostata.

La caracterizacion especifica de las CTCs esta ganando cada vez mas importancia
por su potencial valor pronostico y predictivo (154). Por ello, a diferencia de los estudios
previamente descritos, en nuestro trabajo tratamos de caracterizar fenotipicamente las
CTCs segtin su expresion de receptor androgénico (RA). Nuestros resultados muestran que
las mayoria de CTCs en este estadio clinico son RA-negativas. Liu y cols (155) sugirieron
que el tumor de prostata primario podria albergar tanto células RA-positivas como RA-

negativas, lo cual seria consistente con nuestros hallazgos; ya que, ademas, observamos que
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las CTCs podian mostrar expresion heterogénea del RA tanto entre pacientes distintos
como en un mismo paciente. Por tanto, es factible que tumores RA-positivos liberen al
torrente sanguineo CTCs RA-negativas y viceversa. Este fendmeno ha sido también
estudiado en otros tipos de tumores hormono dependientes, como el cancer de mama (156)
y tiene importantes implicaciones predictivas de cara a la estrategia terapéutica a tomar. Es
posible que el estatus de RA en las CTCs pueda ser un potencial marcador predictivo de
respuesta a las terapias de deprivacion androgénica, sin embargo aun no sabemos la manera

optima de cuantificar su heterogénea expresion en estas células (136).

Por otro lado, es destacable el valor del EGFR en el proceso metastdsico y su
relacion con el RA. ElI RA puede ser activado indirectamente por distintos receptores y
factores de crecimiento, sobre todo por el EGFR. Si bien, la forma en que ejerce su
influencia sobre la enfermedad no esta atn clara del todo. Por un lado, existe evidencia
consitente de que la sobreexpresion del EGFR contribuye a la progresion del cancer de
prostata de hormonosensible a CPRC (157, 158) y de que es un promotor de los procesos
de transformacion epitelio-mesénquima (EMT) (159). Por otro lado, a nivel experimental se
ha observado una relacion inversa entre la expresion de RA y la adquisiciéon de
caracteristicas EMT, es decir, menor expresion de RA favoreceria procesos de EMT (160).
Un reciente estudio in vitro sobre lineas celulares de cancer de prostata con diferentes
sensibilidades al androgenos observo que la expresion de EGFR era médxima en las células
RA-negativas (161). Nuestros resultados a nivel clinico son congruentes con estas
evidencias experimentales, mostrando una relacion inversa entre el EGFR y el RA en las
CTCs. En otras palabras, en nuestro estudio la mayoria de pacientes fueron CTC-RA-
negativos con tejido EGFR-positivo. Por tanto, se puede hipotetizar que aquellos pacientes
EGFR-positivos en tejido y RA-negativos en CTCs, puedan constituir un subgrupo de

riesgo prondstico, dada su potencial capacidad para desarrollar procesos de EMT.

Esta ampliamente aceptado que los androgenos juegan un papel clave en el
desarrollo y progresion del cancer de préstata. En nuestro estudio observamos una relacion
estadisticamente significativa entre la expresion de RA en el tejido prostatico y la presencia
de CTCs, lo cual sugiere que un incremento en la expresion de RA en la prostata puede ser

un facilitador del proceso de diseminacion celular a sangre periférica. Este hallazgo clinico
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esta sustentado también por evidencia reciente a nivel experimental. Se ha demostrado
como los andrégenos son capaces de inducir procesos EMT en lineas celulares de cancer de
prostata, lo cual es un paso fundamental para adquirir la capacidad de migracion y potencial

invasion a distancia (160).

Con respecto a las variantes genéticas que detectamos, estd claro que tienen un
papel en el cancer de prdstata y que pueden generar cambios en la expresion genética de
estos pacientes; sin embargo, su verdadero valor pronostico es aln incierto y existen datos
contradictorios (162). Nuestros resultados respecto a los SNPs estan claramente limitados
por el tamafio muestral. Es posible que estudios sobre cohortes mas amplias de pacientes

aclaren mejor el verdadero papel de estos potenciales biomarcadores.

Limitaciones:

Somos plenamente conscientes de que nuestros resultados deben interpretarse con
cautela. El tamafio de muestra es limitado y es de sobra conocida la baja especificidad de la
biopsia prostatica para el diagndstico de cancer. Aunque tratamos de controlar este ultimo
potencial sesgo con la sistematizacion y extraccion de 20 cilindros (biopsia por saturacion),
el nimero de falsos negativos puede ser aun elevado. Estd programado un seguimiento a
largo plazo de estos pacientes y es probable que algunos de ellos, catalogados como biopsia

negativa para cancer, puedan tener un resultado positivo en futuras biopsias.
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E.- CONCLUSIONES
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Conclusiones principales:

v La baja tasa de detecciéon de CTCs en el cancer de prostata localizado limita su papel
como marcador diagnostico. Sin embargo, en este trabajo de tesis hemos demostrado
que estas células pueden proporcionar valiosa informacion pronostica y/o predictiva, ya
que se pueden detectar distintas subpoblaciones de CTCs (RA-positivas 0 RA-

negativas) incluso en los primeros momentos tras el diagndstico de la enfermedad.

v' Creemos que estd justificado profundizar la investigacion con CTCs en estadio
localizado del céncer de prostata. No obstante, dada la baja tasa de deteccion, es
preciso ampliar las cohortes de pacientes ¢ ir mas alld de su mera enumeracion,
estudiando nuevas formas de caracterizacion que aporten valor predictivo y

prondstico.

Conclusiones secundarias:

v' Los biomarcadores circulantes (CTCs y ctDNA, principalmente) hicieron su
aparicion hace 10 afos y, desde entonces, el desarrollo de nuevas técnicas de deteccion
y la publicacion de resultados traslacionales han ido creciendo a un ritmo exponencial.
A pesar de ello, ain no han conseguido hacerse un hueco en la practica clinica
habitual. Probablemente, esto sea debido precisamente a la desbordante y
heterogénea cantidad de informacion disponible. Resulta muy complejo reproducir
de los resultados de los distintos estudios, e igualmente dificil compararlos
sistematicamente para poder llegar a conclusiones de impacto clinico fiables. Por ello,
es necesario el consenso y la unificacion de criterios (Standard Operating
Procedures o SOPs). En este sentido, resultan de enorme importancia la aparicion de
sociedades cientificas como la International Society of Liquid Biopsy (ISLB) que
promocionen encuentros de consenso especificos (workshops) que faciliten el co-

working y la investigacion colaborativa.
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