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1-. CANCER DE PROSTATA
1.1. EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma prostatico es la cuarta neoplasia fréiente del hombre en el
mundo y posiblemente la enfermedad oncoldgica mé&fente (Parkin y cols., 1993).

La Internacional Agency for Research on Cancer JARue forma parte de la
OMS vy se considera la principal fuente de informdaanhundial para conocer la incidencia
y prevalencia de éstas enfermedades, en datos(fs @6scribe una incidencia en el
mundo de 85.7 casos por cada 100000 habitantesirmmortalidad de 9.9 por cada
100000 habitantes. En 2002 la incidencia era d@ @&sos por cada 100000 habitantes y
la  mortalidad era de 8.2 casos por cada 100000 tamabs
(http://globocan.iarc.fr/factsheets/ populationgfheet.asp?uno=905

Su incidencia es mayor en regiones occidentalearmdiadas, pudiendo existir
factores ambientales relacionados con la etioldgika enfermedad. En Estados Unidos es
la segunda neoplasia con mayor mortalidad, degtrlésancer de pulmén (Landis y cols.,
1999). En 2005 se diagnosticaron 232900 nuevosscasourieron por ésta enfermedad
30350 varones (Jemal y cols., 2005).

La incidencia de éste tipo de neoplasia, es supenida poblacién afro-americana,
siendo la prevalencia del carcinoma prostatico@nbres caucasicos mayores de 65 afios
de 1180 nuevos casos de cada 100000 habitantestrasieque en la poblacion afro-
americana con la misma edad es de 1698 nuevos dasmzsla 100000 habitantes en éste
pais. Mas del 75% de los tumores se diagnosticgnessonas mayores de 65 afios. En
menores de 65 afos, la incidencia de carcinomdgpias para los blancos americanos es
de 45 de cada 100000 habitantes, y en los afroicemes es de 81 nuevos casos de cada
100000 (Landis y cols., 1999).

En Europa, el cancer de prostata es el tumor s@fidle comin con 214 nuevos
casos por cada 1000 hombres (Jemal y cols., 28688)alrededor del 15% de los canceres
masculinos son cancer de prostata en los paisasralkgios en comparacion con el 4%
de los canceres de los hombres en los paises amrales Hay grandes diferencias
regionales en las tasas de incidencia del cancprddata con un rango de 68.8 en Malta
a 182 en Bélgica (Ferlay y cols., 2010; Heidenrgicbls., 2011).

En Espafia es la tercera localizacion mas frecu&rienado de la Orden y col.,

2006). Se estima que en el afio 2000 la inciderci@cerco a 120 nuevos casos de cada
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100000 habitantes y en la Comunidad de Madrid de41por cada 100000 habitantes
(Herranz-Amo, 2000).

Desde un punto de vista cronologico, teniendo cpaie de referencia a Estados
Unidos, la incidencia del cancer de préstata, @elodo comprendido entre 1973-1986
aument6 en un 178%. El aumento se acentud espeai@mnentre 1986-1991, cuando se
impuso la biopsia transrectal a la reseccion tnatsal y se multiplicé por 10 el uso
diagndstico del PSA para justificar la biopsia désfata y diagnosticar un mayor niamero
de casos de cancer de prostata (Potosky y col§).199

La repercusion clinica de esa mayor incidencia ditela un aumento en el
diagnédstico del cancer de préstata, esta tambitmenciada por la disminucion de la
mortalidad observada respecto de la esperada.

La probabilidad de que un hombre desarrolle unerate prostata en su vida es de
15.4%. El aumento de la incidencia se ha relacionamh el uso de procedimientos
diagnosticos para detectar enfermedad precoz (Boaydols., 1992).

1.1.1. Incidencia en el cancer de préstata
A) La Edad

Es el factor de riesgo mas importante para desaricdncer de préstata. Desde el
nacimiento hasta los 39 afos tiene una probabilkidice 10000; de los 40 a los 59, de 1
entre 103; de los 60 a 79 afios, de 1 entre 8.

Entre los 30 y los 40 afos, los hombres tienen gfemgl focos neoplasicos
evolucionando en personas mayores hacia lesioneserténsas con caracteristicas de
progresion tumoral.

Se estima que un 33.3% de los hombres en la 8Halém la vida (Sanchez
Chapado y cols, 2003) y hasta un 70% de los varomesnas de 80 afios tiene cambios
histol6gicos compatibles con cancer de prostaen{Riy Esper, 1993).

A pesar de lo anterior, se considera que un 10%osldumores prostaticos no
progresan clinicamente, resultando poco probal#epguduzca manifestaciones clinicas a
lo largo de la vida del paciente.

Se considera tumor insignificante a aquel con dammen tumoral inferior a 0.5 cc
y se acepta como un tumor sin significacion clifg@amey y cols., 1993; Huland y cols.,
2002; Allan y cols., 2003; Rabets y cols., 2004}r0® autores consideran tumor
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insignificante a aquel con un volumen tumoral iigiea 0.2 cc y tumor minimo a aquel

con un volumen tumoral entre 0.2 y 0.5 cc (Epsgasnls., 1994)

B. Factores étnicos:

En un mismo ambito geogréfico, el cancer de prastidcta con incidencia diversa
a grupos étnicos. Teniendo como parametro la exfaddentifican mas lesiones PIN y
tumores mas avanzados en las préstatas de varooasaricanos que en los ciudadanos
norteamericanos de origen europeo o residentedremaANatarajan y cols., 1989; Sakr y
cols., 1993; Pientla y cols., 1995). Asi, las tad@snortalidad son generalmente altas en
poblaciones predominantemente, de raza negra (#eC26.3 por 100.000 y en el Africa
subsahariana, ASR 18 a 19 por 100.000), muy bajssen(en el sudeste de Asia Central
4.1 por 100.000 por ejemplo) e intermedios en EargpOceania. (Globocam, 2008:

http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/prosiate

Se ha podido relacionar el aumento de la incidetieiacancer de prostata precoz
en 3 niveles: Un primer nivel lo constituiria laaed de inicio mas precoz, en
afroamericanos en relacion con altos niveles degsesona sérica; un segundo nivel, lo
constituirian los de origen caucasico, mientras gudos de raza asiatica el riesgo es
inferior pudiendo estar en relacion con ésta mémodencia descrita. Se ha demostrado
una actividad reducida de-feductasa (Ross y cols., 1992; Pientla y col€95)19

Las diferencias en supervivencia se han cuantiicad 66% a los cinco afios en
pacientes afroamericanos y un 81% en norteamesa@arigen europeo (Wingo, 1995).
Estas diferencias eran especialmente acusadasiemtea con menos de 70 afios (Pientla
y cols., 1995).

En pacientes afroamericanos el pronéstico en sivesisia libre de recidiva después
de prostatectomia radical para estadios localizaddaferior a otros grupos étnicos, con
un “risk ratio” de 1.6 (Klotz, 2007).

El diagndstico en estadios avanzados se ha intentalhcionar con factores
culturales, econdmicos y raciales. Aunque en p#eseafroamericanos la presencia de
estadios avanzados al diagndstico inicial era fsogivamente mas frecuente que en el
resto de los grupos étnicos (49.5% frente a 35@%0.05), asociandose asimismo a un
nivel educativo inferior, el aparente efecto dac#n desaparecia al ajustar el analisis en
grupos con niveles educativos, de edad y residesaigiriendo una desviacion en el

momento del diagndstico (Bennett y cols., 1998).
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C) Incidencia geogréfica:

Tomando como punto de partida el periodo comprendidire 1988-1991, la
incidencia clinica del cancer de prostata en paise® Suiza, Suecia y Noruega, es de 20
O superior por 100000 hombres, mientras que ewrginente americano es de 16.8 por
100000 hombres y en el continente asiatico es&lerPHong Kong, 3.8 en Japon y de 4.2
en Singapur por cada 100000 hombres (Ferly y @094).

En los paises desarrollados la incidencia y maidalipor cancer de prostata en
2008 era de 61,7 nuevos casos por cada 10000@ihizsity 10,5 la mortalidad, mientras
gue en los paises poco desarrollados, la incidesscde 12 nuevos casos por cada 100000
habitantes y 5,6 la mortalidad (Globocam, 2008:
http://globocan.iarc.fr/factsheets/populationsfaeet.asp?uno=902

En concreto en la Europa del norte, la incidenaioytalidad son respectivamente
de 100.4 y 35.9 (tasa anual por cada 100000 varoBesembargo, en los paises menos
desarrollados, la incidencia y mortalidad es dey63%. En Asia oriental la incidencia es
de 3.9 y la mortalidad es de 1.9 por cada 10008&hes al afio (Ferly y cols., 2004).

Esto sugiere que a pesar de que la prevalenciard®icde prostata es similar en
paises con sistemas sanitarios desarrolladoscilentia clinica varia (Ballentine y cols
1990).

D) Dieta:

En Estados Unidos se ha realizado una evaluacianditintos tipos de dieta,
tamafio corporal y actividad fisica, entre pacierdesdistinto origen racial, frente a
individuos con edad, origen étnico y lugar de rexsaib similar. Se ha establecido una
asociacion estadisticamente significativa entnéesjo de cancer de prostata y la ingesta
total de grasas en cualquier tipo étnico. Al ajuéste dato a las grasas saturadas el riesgo
se moderd y desaparecié en otros componentesdiktday calorias.

Se ha sugerido que un factor con participaciéraendidencia de este tumor es la
ingesta de grasas saturadas, pudiendo aumentarZgtB veces el riesgo, sin depender
éste de la masa corporal, factores de actividadafie ingesta de micronutrientes
(Giovannucci y cols, 1993)

Otros nutrientes que pueden tener relacion coaraeter de prostata son los &cidos
grasos esenciales (como omega-3); licopenos (temateus derivados con alto poder

antioxidante); zanahoria y carotenoides; vitamigad, A y retinoides (los productos
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derivados de la vitamina A ejercen una accion trovsuprimiendo la accién de la-b
reductasa y por tanto de la dihidrotestosteromdgnso.

Los fitoestrogenos presentan actividad estrogénintabicion de la enzimaod
reductasa y de la aromatasa, inhibicion de la pkiteasas tiroxina-especificas y la
inhibicion de las topoisomerasas del ADN (arrojasoereales, Té verde) (Romero y
cols., 2003).

E) Predictores hormonales:

En un metaandlisis que evalu6 de forma restriceégtudios que contenian
informacion sobre valores hormonales séricos, exldddice de masa corporal, se ha
descrito que varones con valores de testosterof@aFel en el limite superior de la
distribucion normal de la poblacién estudiada trensn riesgo dos veces superior a
desarrollar cancer de préstata. Sin embargo, Ilmsesade dihidrotestosterona y estradiol
no se relacionaban con incidencia aumentada (Sfelhgyols., 2000).

F) Predisposicion Genética:

En estudios epidemiolégicos se observé que elaidsgpadecer cancer de préstata
se duplicaba si existia el antecedente en un fandlrecto, mientras que se multiplicaba
por cuatro si existian dos o mas familiares die@fectados (Brandt y cols, 2010). En
concreto, la incidencia de cancer de prostata &letd.4% frente a 29% (p < 0.001) si
existia 0 no el antecedente oncologico, respectwsen (Aprikian y cols., 1995). Esta
diferencia era similar en los distintos gruposasi(Whittemore y cols., 1995). Tanto en
afroamericanos como en norteamericanos de origapeo el riesgo es superior si existe
el antecedente de cancer de prostata en el pagrelyplica si es en un hermano (Hayes y
cols., 1995). En los tumores diagnosticados preeotenhasta el 40% tienen componente
hereditario (Carter y cols., 1992, 1993). El cidede predisposicion genética se define
como el diagnéstico de cancer de préstata, enggasraciones, mas de tres individuos
afectados familiares directos entre si, o dos \ewomle la misma generacion
diagnosticados antes de los 55 afios de edad. Beaegtie en Estados Unidos la
predisposicidn genética representa el 9% del cateerdstata total diagnosticado (Carter
y cols., 1992). Se ha sugerido que la presenciaaldéd que predispone a cancer de

prostata implica hasta un 90% de posibilidad dameko de la enfermedad a los 85 afios.



J. Ramoén Cansino

Respecto al papel del screening de cancer de fa@stastos pacientes con riesgo

familiar, podemos decir que ha demostrado consegbirediagndéstico y sobretratamiento
(Barry y Muller, 2009; Welch y Albertsen, 2005) wagno existen diferencias entre el
prondéstico de cancer de prostata familiar y espooadel riesgo incrementado de muerte
en hombres con historia familiar de cancer de ptastes consecuencia de la mayor
incidencia en ésta poblacién (Roehl y cols. 20G&Reling y cols., 2006).
Otros trabajos recientes detectan un leve desadns$a mortalidad en los pacientes con
historia familiar que los esporadicos, quizas idfupor realizar screening en éstos
pacientes o realizarlo antes que a otros paci€¢Btaadt y cols., 2010) ya que el screening
puede reducir levemente la mortalidad (Andriolels ¢ 2009; Schroder y cols., 2009).

1.1.2. Etiologia del cancer de prostata

ALTERACIONES GENETICAS Y MOLECULARES EN EL CANCER D E
PROSTATA. CARCINOGENESIS

El fenomeno de carcinogénesis es consecuenciaalei@n de diferentes factores
(téxicos, hormonales, genéticos, infecciosos y )trsobre la célula que acaban
confiriéndole una ventaja adaptativa. El dilemailesten decidir cual es la causa de esta
inestabilidad somatica acumulada durante los 30 @s que se precisan para desarrollar
los cambios fenotipicos. Parece que un paso irgoiasiste en la inactivacion del gen de
la transferasa S del glutation o GSTPI por mediarde hipermetilacion que lo transforma
en un gen “silente”, enzima que se encuentra iagécen la detoxificacion de factores
ambientales que pudieran actuar de promotores @gmy cols., 2004; Nelson y cols.,
2009).

Se revisa a continuacion las alteraciones cromasa@ren el desarrollo fenotipico
del carcinoma de prostata desde lesiones precsréehd), invasivas, metastasicas y en

situacion de refractariedad al tratamiento hormonal

A) Alteraciones cromosomicas

Las anomalias gendmicas detectadas en diferentesrds prostaticos son muy
variables, si bien predominan las pérdidas de mahggnético sobre las ganancias (Cheng
y cols., 1998). Las delecciones o inactivacion eieeg localizados en los cromosomas 8p,

169 y con menor frecuencia sobre los cromosomad7®y 18q (Isaacs y Carter, 1993)
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se encuentran en los primeros pasos de la célhpmoceso de adquisicion del fenotipo
maligno.

El defecto mas comun en los PIN consiste en p&diiael cromosoma 8p. Se
pueden detectar alteraciones en los loci 8p11-8@22 en el 20% de los PIN, y hasta en
el 70% de los carcinomas (De Marzo y cols., 1999).

En el cancer incipiente de prostata se han ideati6 numerosos cambios
genéricos en los cromosomas 17p, 10q y 16q (IspaCarter, 1993). El significado
funcional de estos cambios es desconocido. El csoma 17 parece ser especialmente
importante en el proceso de la carcinogénesis gircat ya que en él se sitia el gen
GSTP1 mencionado previamente y, ademas, codificgerl de p53. La deteccion de
alguno de los cambios genéticos precoces en msekdrarostata podria tener valor como
técnica de diagnostico precoz (Isaacs y cols., 1994

En la enfermedad metastasica, la deleccion del distal del cromosoma 10
(10g23) sé identifica con méas frecuencia en muedile metastasis que en piezas de
cancer prostatico localizado (Brothman y cols., @990 que sugiere que el area
codificada por este cromosoma contiene genes mpeslel crecimiento a distancia sin
impedir el crecimiento local. La existencia de gesepresores con actividad como la
descrita tiene ya confirmacion experimental y par@garcar también genes localizados en
el cromosoma 11 (Ichikawa y cols., 1992), en cdocta introduccion en modelos
tumorales en ratas de este cromosoma limito eladdieade metastasis.

La activacion o represion de determinados genedepoeurrir como consecuencia
de la alteracion de segmentos reguladores espexifia deleccién del brazo largo del
cromosoma 16 (16922, 1) se identifica en el 30%osleanceres localizados y en el 70%
de las células procedentes de metastasis de admpeodstata (Umbas y cols., 1992). Esta
region contiene el gen para la E-cadherina, glimi@ina de superficie que se encuentra en
las células epiteliales y funciona como una mokicld adhesién dependiente del calcio.

Una menor expresion de esta molécula se asocia mmayor capacidad invasiva.

B) Crecimiento no dependiente de androgenos:

Inicialmente la mayoria de los canceres de prosesponden a maniobras que
reducen el ambiente androgénico. La adquisicionladeapacidad para crecer en un
ambiente deficitario en androgenos parece esteioglado con la amplificacion del brazo

largo del cromosoma 8, donde se expresa el oncoyen ganancias en el Xpl11-g13,
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donde se codifica el receptor androgénico, y aume@atia expresion de genes localizados
en 7p, donde se localiza el receptor para el fatgarrecimiento epidérmico, y 5qg, donde
reside el gen supresor APC. Estos cambios no smifirian el crecimiento en este
nuevo ambiente hostil, sino que serian ademaspagéables para la progresion de la
enfermedad. Mas adelante se menciona el papetckgbtor androgénico. En cuanto a los
factores de crecimiento polipeptidico, entre los ga encuentran factores de crecimiento
similares a la insulina y las familias de factadescrecimiento epidérmico y fibroblastico,
son fundamentales para el crecimiento de las &ldéd cancer de prostata. Aunque
algunos de estos factores podrian ser los respessdb la progresion en situacion de
deprivacién androgénica, la manera final en la atéan ain no es conocida (Steiner,
1993).

C) Dependencia hormonal del cancer de préstata

En el vardn la testosterona es el androgeno cirtilaas importante, 95% de la
cual es producida por las células de Leydig testiea bajo el estimulo de la
gonadotropina hipofisaria (LH). La testosterona als andr6geno responsable del
crecimiento de la glandula prostatica. Sin embasga;omporta como una prohormona, ya
gue la forma activa en la prostata es su metab@docido por la enzimasSeductasa, la

dihidrotestosterona, metabolismo que tiene lugeecthmente en la glandula prostética,

T@

5{alfa reductasa 2)

|

SHBG
Célula prostatica

Figura 1. Conversion de testosterona en DHT y stidacen la célula T:
Testosterona; SHBG: Globulina transportadora,DHT: Dihidrotestosterone
Tomado de Uribe, 2005.
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donde constituye la forma en mayor concentracigibé,)2005).

La accion de los androgenos se realiza a travésagptores de esteroides de alta
afinidad. El complejo hormona-receptor se une aegmas de reconocimiento nucleares
reguladoras de la transcripcion del DNA, lo queutella transcripcion de genes por un
mecanismo no completamente dilucidado, pero que rigpodabarcar cambios
conformacionales en la cromatina y acetilacionagehistonas, proteinas que forman parte
del nucleo celular (Calvo y Pérez-Manga, 2002)

En los primeros estadios de desarrollo, los andwigese unen a receptores de
andrégenos (RA) localizados exclusivamente en aglohesenquimaticas. Por tanto, la
diferenciacion de la prostata y su posterior cremimo depende inicialmente del estroma
prostatico. Posteriormente las células epiteliadeguieren el RA y presentan un
crecimiento autbnomo con respecto a las célulasmeates. La regulacion endocrina de la
préostata es la consecuencia de la accién de unadwdexdgeno, la testosterona, que
desencadena la expresion de factores de crecimiundose encuentran, a su vez,
modulados en forma autocrina o paracrina por dac®res inhibidores del crecimiento o
inductores de la apoptosis. El efecto sobre ebaelular ocurre a través de proteinas
reguladoras como quinasas (CDKI, CDK2, CDK4), oa$ (D3 y A) y otras con accion
inhibidora (p21, p27 y p16). Ademas, aumenta laesipn de factores estimulantes del
crecimiento vascular, asegurando la nutricion aagawe la prostata en desarrollo (VEGF
o factor de crecimiento del endotelio vascular)mA¢mo tiempo, dentro de este complejo
entramado de factores estimulantes e inhibidoresrablejo androgeno-RA activa genes
que limitan el crecimiento prostatico como bcl-Bediene una correlacion inversa con la
expresion del RA en el tejido prostatico y cuyactiacion induce apoptosis celular
(Calvo y Pérez Manga, 2002).

D) Endocrinologia del carcinoma de prostata
El comportamiento clinico del carcinoma de proéstafieja su dependencia de los
andrégenos circulantes, de forma que no existe karhabido exposicion a androgenos y,
una vez desarrollado, la deprivacion androgénioa tfredio de la castracion quirdrgica o
medicamentosa) induce respuestas clinicas en &%0de los pacientes (Denis, 1991).
Durante el desarrollo inicial la glandula supraaleaporta el ambiente androgénico
necesario para el crecimiento y diferenciacionadprbstata hasta que el testiculo inicia la

produccion de testosterona, si bien su aportac®rpasteriormente insuficiente. La
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castracién quirargica soélo reduce en un 60% laddibéstosterona en la glandula
prostatica, por lo que para evitar la aparicioncimes sensibles a dosis reducidas de
dihidrotestosterona algunos autores defienden ilZzagion de blogueo androgénico
completo (BAC) como tratamiento supresor de eleccikiin con BAC, invariablemente
el tumor progresara en uno o dos afios como resuliaedla seleccion de clones de
crecimiento no dependiente de androgenos. Lasaséhdquieren la habilidad de evitar la
via de crecimiento activada por el RA, posiblemgrde medio de la induccion de otros
factores de crecimiento o por la produccion aut@crde sus propios factores de
crecimiento como IGF-l y Il, EGF, TG&; DGF, FGF y otros que se sobreexpresan en
muestras de adenocarcinomas prostaticos cuandongeacan con la glandula prostatica
normal (Steiner, 1993)

La presencia de testosterona en el torrente saa@uEs un prerrequisito para el
desarrollo de la hipertrofia prostatica benigna gl darcinoma de préstata, como
corroboran observaciones clinicas y de laborat@rasis altas de testosterona inducen en
modelos animales cancer de prostata (Pollard y. d8182). Los inhibidores de laa5
reductasa han demostrado poder de quimioprevereiGel cancer de prostata e incluso
podria retrasar la progresion a la fase de sigwiin clinica en pacientes sometidos a
actitud de vigilancia activa tras el diagnoésticostiecancer de prostata. Por ello, la FDA
(Federal Drug Administrataion) ha etiqguetado a$sthibidores de ladreductasa como
quimioprofilacticos para el cancer de préstatadHiry cols., 2011).

La castracion o el hipopituitarismo antes de lagpiatal elimina el riesgo de cancer
de préstata y un ambiente hiperestrogénico o l&ramadn después de la pubertad lo
reduce considerablemente. Por tanto, aunque uneateb&androgénico es imprescindible
para la carcinogénesis prostatica, no queda ctanadon por la que se desarrolla la
enfermedad en unos varones y no en otros. Lasndetmiones de andrégenos en
pacientes con carcinoma de préstata no son sigtifaanente mas altas que en la
poblacién normal, ni siquiera cuando se examinanpewativamente poblaciones con una
menor incidencia de este tumor, como ocurre eroldapion japonesa en relacion a la
occidental (Winder y cols., 1971). Por otra padese ajusta por otros factores que
influyen en los niveles de testosterona, como soedad, consumo de alcohol, habito
tabaquico, si se evidencia hasta un 15% superioaeEmes de raza negra, aunque no se

objetivan diferencias significativas con respecta poblacidén japonesa, que, en cambio,
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presenta niveles inferiores, hasta en un 25-50%ndeostanediol y androsterona, ambos
marcadores de la actividad de la enzimadgductasa (Ross y cols., 1986).

Los resultados controvertidos en cuanto a un arteiiperandrogénico en la poblacion
de riesgo elevado de cancer prostatico no exclaypokibilidad de un hiperambiente
androgénico limitado a la prostata que condiciohalesarrollo del tumor. Algunos
estudios demostraron diferencias en niveles deégedos cuando se analiza el fluido
seminal en pacientes con y sin carcinoma prostddconoff y cols., 1982; Wynder y
cols., 1984; Petrow, 1986).

E) El receptor androgénico (RA) y su papel en lecicengénesis

El RA forma parte de la familia de proteinas dadcaipcion, en la que se incluyen
otros receptores de hormonas esteroideas (Eva88), Xflie se encuentran codificados en
el brazo largo del cromosoma X. El RA esta compudstcuatro dominios diferentes. De
ellos, el dominio aminoterminal presenta una celdrigletes de nucleétidos que codifican
el aminoéacido glutamina y que varia entre indivelde 8 a 39 residuos de longitud. Una
menor longitud se asocia con una mayor actividhéR@ey ademas se correlaciona con un
mayor riesgo de presentar cancer de prostata, t@mayor agresividad de los tumores
(Jenster y cols., 1994; Giovanucci y cols., 1998 \aparicion en edades precoces (Hardy
y cols., 1996). La correlacién entre fragmentos-@é8lG mas cortos y el desarrollo de
cancer de prostata podria explicar la mayor ind@ede esta neoplasia en la comunidad
negra americana, que presentan fragmentos genetalmes cortos de CAG que otras
razas (Edwards y cols., 1992).

Ademas de la variabilidad descrita en la cola deledtidos del gen RA, se
describieron también mutaciones, mas frecuentestaios avanzados, que se identifican
hasta en el 50% de los pacientes (Suzuki y cd93;1Taplin y cols., 1995; Evans y cols.,
1996) La mayoria de estas mutaciones consistem sadtitucion de aminoécidos, que
pueden ser “silentes”, aparentemente sin afectduriaion del RAin vitro, alterar la
especificidad del RA por el ligando o inactivalRA. El primer grupo de mutaciones no
parecen conferir ninguna ventaja a las células tales, mientras que el segundo y tercer
grupo podrian ser cambios inherentes al crecimientgituacion de baja impregancion
androgénica o independencia de andrégenos. Par, tahRA podria participar en los
mecanismos que gobiernan la transicion del caneeprdstata hormonodependiente a

hormonoindependiente. El RA esta amplificado eb8B0% de los tumores de pacientes
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en tratamiento con antiandrégenos (Visakorpi y .cdl995; Koivisto y cols., 1997).
Pequefios cambios, como sustituciones de aminoéei@s$ centro activo o de ligadura
del receptor, modifican la afinidad y especificidd& receptor. Como consecuencia, el
tumor puede crecer en la presencia de antiandrégear@rogenos adrenales y otros
esteroides como estrogenos y progesterona (Elolsy, d®95; Hakimi y cols., 1996;
Bentel y cols., 1997). Finalmente, a medida quetuehor progresa no precisa de
andrégenos ni del RA por mecanismos aun no comulesd

Visakorpi y cols. (1995) comunicaron la existeragaun gen de amplificacion AR
en los tumores hormonorrefractarios, o que sugare el aumento del nUmero de copias
de RA, influiria en la progresion de los tumoresirdgeno-independientes. (Koivisto y
cols., 1997). Se han informado también mutacionesRA& en tumores andrégeno-
independientes que vuelven al RA susceptible andiga no androgénicos y pueden
contribuir a la progresion del cancer de préstaen{om y cols., 1997).

Varias investigaciones han indicado que citoquit@®o la interleuquina-6, que
intervienen en la iniciacion y progresion del cande préstata podrian interferir con el
RA. Culig y cols. (1994) demostraron interferenaasre el Oncogen her-2/neu y el RA
pudiendo existir un mecanismo mediante el cualréxeptores de la tirosin quinasa

desempefarian un papel importante en la progrégiécancer de pristata.

F) Hipotesis de la carcinogénesis en el cancer rdstata

Todos los hallazgos que se han descrito deben @rmrsa en una hipétesis
plausible que explique el proceso que termina enaacer de préstata. Por lo dicho
anteriormente, es muy improbable que no haya upandiencia del ambiente androgénico
en el desarrollo inicial del tumor, ya que los @génos son indispensables para la
carcinogenesis. Esta evidencia tiene una gran ¢anpbn terapéutica, ya que una
maniobra de supresién androgénica no soélo destriad células tumorales, sino que
actuaria sobre los mecanismos patogénicos de taaréafermedad. El siguiente eslabén
parece situarse en anomalias de funcionamientdRéelhue inducirian un desarrollo
acelerado de la enfermedad. A medida que el tunemecse hace menos dependiente de
los androgenos, quiza por medio de un RA exquigitden sensible a los pocos
andrégenos circulantes o bien menos especificodo puie es capaz de activarse por otras
hormonas esteroideas, y como resultado de una magponderancia de diversos factores

y receptores de factores de crecimiento en el abe#lular, que ya son capaces de
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perpetuar la multiplicacion de manera absolutamamependiente del medio ambiente

androgénico.

1.2. HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE PROSTATA

Una vez que el CP ha sido diagnosticado su pragres particularmente lenta. En
los casos de enfermedad metastasica la supresigrohal consigue controlar el proceso
durante 2 a 4 afos hasta que vuelve a progresanento desde el cual la muerte
sobreviene en 1 a 2 afnos (Flanigan y cols., 1996)embargo, en casos de enfermedad
localizada, la progresion de la enfermedad es munés lenta. En muchos casos es
heterogénea, lo que sugiere la existencia de @distsubcategorias celulares dentro de la
enfermedad que justifican un comportamiento distinfda una con su propia velocidad
de progresién y agresividad.

A pesar de todo ello todavia existen muchas somdmasl conocimiento de la
historia natural de esta enfermedad. A este resplest mejores estudios sobre el
comportamiento del CP han sido los realizados stbigase de lineas de tratamiento
conservador-observacional y de los estudios depigairurgicas y de autopsia.

El tratamiento conservador-expectante consiste aecmbistencion terapéutica y
estrecha vigilancia de los pacientes, reservanttataimiento hormonal para los casos que
durante el seguimiento desarrollen sintomas localesdistancia. Muchos autores han
sugerido esta modalidad de tratamiento para p&sen esperanzas de vida inferiores a
10 afos, mientras que en el caso de que se trgiacilentes con una esperanza de vida
estimada superior a los 10 afios esta linea deniextto es controvertida (Klotz 2007).

El “watchfull waiting” o tratamiento diferido comtambién se le conoce al
tratamiento guiado por los sintomas, se instaurdaeera pre-PSA refiriéndose a un
manejo conservador del cancer hasta el desarr@lgrdgresion local o a distancia
momento en el cual el paciente sera tratado deafgafiativa con RTU-P desobstructiva
y terapia hormonal o radioterapia para las lesiometastasicas.

Vigilancia Activa o monitorizacion activa describma actitud de no tratar al
paciente de forma inmediata y realizar un seguitniestrecho para tratar cuando
aparezcan criterios claramente predefinidos dereso@n como un corto periodo de
duplicacion de PSA (Guias Europeas de Cancer dagafa®010)

Por otra parte, diferentes autores definen una i criterios que van desde
menos de dos cilindros afectados en la biopsiardigtgia, a menos del 20% del cilindro
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afectado por el tumor, independientemente de |@raspa de vida estimada para el
paciente, haciendo por tanto mas hincapié en l@niga activa de casos seleccionados de
tumores de bajo volumen y bajo grado (Albertsed02&pstein, 1994; Soloway, 2010)

Lo que se desprende de los distintos estudioszaglms a este respecto es la
importancia del grado histologico de la enfermepia predecir el comportamiento de la
misma y la supervivencia. Segun Albertsen y col$99%), de 451 pacientes
diagnosticados de CP y tratados de forma conseraatiosupervivencia a este tumor a
los 15 afios se sitla en torno al 91%, 76% y 54%osncasos bien diferenciados,
moderadamente y pobremente diferenciados, respawivte. Estos resultados apoyan los
obtenidos por Chodak y cols. (1994) quienes demastrla presencia en el CP de una
dependencia directamente proporcional del estadidely grado histolégico para la
progresion tumoral y mortalidad.

Por otro lado, también el volumen tumoral ha deradst tener influencia en el
comportamiento del CP. Las principales observasioluieron hechas por Stamey y
McNeal sobre piezas de prostatectomia, cistopexdtahia y estudios de autopsia
(McNeal y cols., 1986; McNeal y cols., 1990; Stameyols., 1993). Estos autores
pusieron de manifiesto la relacion entre el volurh@moral, el grado histolégico y la
agresividad tumoral. Demostraron que al aumentavodimen tumoral, aumenta la
probabilidad de que se trate de un tumor indifeeslic y de que exista enfermedad
extraprostatica. Asi, el volumen tumoral encontradolas piezas de prostatectomia es
mucho mayor que el observado en las piezas depuistatectomia realizadas para el
tratamiento de tumores vesicales o, que el medidosestudios de necropsia, ya que en
estos ultimos dos casos se trataria de carcinoroagficos latentes.

Lo que parece seguro es que el CP se compone tietadislineas celulares,
algunas de las cuales presentan un lento crecionrargntras que otras tienen tasas de
crecimiento més elevadas. Estos hallazgos se lmmsah comportamiento que presentan
los pacientes tratados mediante tratamientos expest, cuya evolucion heterogénea, en
muchos casos, sugiere la presencia de diferenteaslicelulares. Asi mismo, también
apoyan esta hipotesis los hallazgos de clones acetul altamente indiferenciados

integrantes de pequefios volumenes tumorales.
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1.3. HISTOPATOLOGIA

1.3.1. Histologia de la prostata

La glandula prostatica esta formada por dos compgese estroma y epitelio
glandular. Estos componentes estan delimitadokpmpsula prostatica. El estroma rodea
el epitelio y ambos tejidos interaccionan entrensidiante la secrecion de androgenos,
hormonas esteroideas, citoquinas y reguladores cdetimiento, diferenciacion y
homeostasis. El epitelio glandular esta formadogtémmdulas ramificadas y sus conductos.
Epitelio y estroma estan separados por una membas, una capa de tejido conjuntivo
y una capa de glucosaminoglicanos, polisacaridgtugolipidos que forman la matriz
extracelular. Dicha matriz tiene una funcidn coaexty de comunicacion (Nieto y cols.,
2007; Cunha, 2008).

El estroma estd formado por musculo liso, colaggnfibroblastos. Contiene
ademas terminales nerviosos, vasos sanguineoslg#ifiltradas del sistema inmune.

El epitelio esta formado por diferentes tipos leeks:

+ Las células luminales secretoras. Son altas, doplasma palido, las mas
abundantes en préstata normal y las mas cercal@ahia de la glandula.
Son células diferenciadas que secretan antigemeiéisp prostatico (PSA)

y fosfatasa acida prostatica (PAP). También expredtos niveles de
receptores de andrégenos.

+ Las células basales se sitlan por debajo de ladasébkecretoras y
neuroendocrinas (Figs. 2-3). Tienen forma fusiforon@broblastica y se
orientan de modo paralelo a la base de la membdandas células
secretoras. Pueden identificarse por su reacciGgtocduimica con
anticuerpos especificos para citoqueratinas depako molecular (Molinie
y cols., 2006; Man y cols., 2006; Ng y cols., 20(&3te tipo celular esta
menos diferenciado que las células secretorasay esisi desprovistas de
productos de secrecién tales como antigeno espepifbstatico y fosfatasa
acida prostatica, aunque expresan receptores rogesos.

+ Las células neuroendrocrinas localizadas entrecéhislas secretoras, se
encuentran irregularmente distribuidas tanto psrclinductos como por los

acinos. Di Sant’Agnese y cols. (1992) han desctits tipos de células
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neuroendocrinas: las abiertas y las cerradas. &émsgas neuroendocrinas

abiertas tienen una morfologia que les permite estaontacto con la luz

Estroma

Figura 2. Esquema de la distribucion y relacioneseeepitelio
estroma, (AR: receptor androgénico; PSA: Antigeno espec
prostéatico; GF: Factores de crecimiento). Tomadbt/idee, 2005.

de laglandula. Las células cerradas no estdn en contactda luz de la
glandula. La mayoria de estas células endo-paescdontienen serotonina
aungue también pueden poseer calcitonina, kataeafproteina semejante
a la bombesina), somatostatina, gonadotropina mcda6 humana y
hormona estimulante del tiroides. Ademd&s, son ipasit para
Cromogranina A. Estas células co-expresan el amigespecifico
prostatico y fosfatasa acida prostatica. Derivariadecélulas de la cresta
neural. Muy poco se conoce de su funcion, perospecella que podrian
jugar un papel muy importante en la regulaciénalglandula prostatica
mediante liberacion paracrina de péptidos que actabre las células
adyacentes (Lang y cols., 2009).

#+ Las células madre originaran los demas tipos aelsilal diferenciarse (Sun
y cols., 2009).
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Figura 3. Prdstata normal con tincién de HematoailEosina. Asterisco: luz del acino. Flecha: céhalsal.
Punta de flecha: célula secretora. Barraud(A), 20um (B) y 5um (C).

1.3.2. Otras patologias de la prostata
HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA

La Hiperplasia Benigna de Prostata (HBP) es unerer@dad que afecta al 50-80%
de los hombres mayores de 50 afios. Se caractenizanp proliferacion anormal de las
células de la préstata en la zona de transicionineéral de la glandula (Emberton y cols.,
2008). Este crecimiento permanente de la prostaduce progresivamente a retencion

urinaria, disfuncion renal e infeccién (Gonzéalezois., 2005).

Oclusion ol | BT ’I F
parcial H ;. x

Uretra
Obstruida

Prostata

igura 4. Desarrollo de hiperplasia benigna prasiatA: prostata normal, B: primera fase, C: seguiada
Tomado dénttp://www.nlm.nih.gov/

Factores de crecimiento, testosterona, dihidraséstona y estrogenos desempefian
un papel fundamental en el desarrollo de esta guitol(Roehrborn y Rosen, 2008)
Participan en la regulacion de la proliferacionutal y la produccion de la matriz
extracelular en el estroma prostatico. Eaton (2@@3gribe que en prostata normal existe
un equilibrio entre factores de crecimiento: TGKBactor de crecimiento transformante-
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B) que induce la produccién de la matriz extrace)daprimen la degradacién de colageno
y la proliferacion celular; FGF2 (Factor de cre@ntop de fibroblastos); y, IGF-I/1l (Factor
de crecimiento semejante a la insulina, tipo pwtil), que ejercen una accién mitogénica
en el compartimiento estromal. El equilibrio entos factores de crecimiento y los
inhibidores de éste mantiene el crecimiento nodedh glandula durante el desarrollo y la
detencion del crecimiento en el estado adulto. Goiagste equilibrio es alterado, se
manifiesta esta patologia.

La HBP, aunque no es considerada un estado premoapgdria ser usada como un

factor pronéstico de cancer de prostata (Alcarealy., 2009).

NEOPLASIA INTRAEPITELIAL PROSTATICA (PIN)

Se trata de una proliferacion preneoplasica quie slagse en la zona periférica de la
glandula prostatica, conservando la estructuragbende acinos y ductos. Se puede
producir por dafios repetidos en el epitelio progludd un exceso de proliferacién al
intentar ser reparados, lo que en ocasiones coralulagios irreversibles en el genoma.
Asi, se produce un incremento de células epitslieten caracteristicas intermedias entre
las basales y secretoras. Algunos de estos camsbiosrreversibles, dando lugar en
numerosas ocasiones al cancer (De Marzo y col87)2&studios recientes, muestran que
se incrementa la secrecion de enzimas proteolitices degradan la membrana basal,
facilitando la invasion del estroma y en ocasioaestyos tejidos (Kryczek y cols., 2009).

Inicialmente, Mc Neal y Bostwick (1986) describierwes grados de PIN 1, 2 y 3,
segun la gravedad de las alteraciones del epiteiaval. En la actualidad, hablamos de
PIN de bajo grado (PIN 1) o bien PIN de alto gréleltN 2 y 3) (Arzoz-Fabregas y cols.,
2005). La similitud morfolégica y molecular mangta el PIN de alto grado como
precursor de cancer de préstata (Bostwick y Qi@@42Joniau y cols., 2005).

En préstatas con carcinoma hay un incremento dehfia y nimero de focos de
PIN de alto grado, en comparacion con las préstatascarcinoma. Igualmente al
aumentar la cantidad de PIN de alto grado, aparecés carcinomas multifocales
(Dickinson, 2010). Varios estudios informan de @ra2un 43% de riesgo de cancer en las
biopsias posteriores (Arzoz-Fabregas y cols., 208i5)embargo, no debemos olvidar que

no es necesario que haya PIN para que surja umcara.
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1.4. CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA DEL CANCER DE
PROSTATA.

1.4.1. Desarrollo y Evolucién del cancer

Como hemos descrito anteriormente la HBP y el iiBden ser factores biologicos
de riesgo en la progresion del cancer de prodtatae las posibles causas moleculares que
influyen en el desarrollo se encuentran las mutesppero también participan oncogenes
y genes supresores tumorales (Ramsay y cols., 2B88Jucen alteraciones que afectan a
hormonas y citoquinas que en condiciones normagalan los procesos normales de
desarrollo, maduracion y crecimiento tisular (LiaoJs., 2009).

En el 95% de los casos de cancer de prostata pormés a adenocarcinomas que se
originan en las células secretoras de los acinugtod prostaticos procedentes de las
células basales. Topograficamente, su origen masircoes en la zona periférica del
epitelio glandular. El porcentaje minoritario regga de carcinomas de proéstata,
corresponde a tumores de estirpe epitelial (cancendransicional primitivo), estromal
(rabdomiosarcoma o leiomiosarcomas) o secundadpsqntigliidad de Grganos vecinos
(vejiga o recto) o metastasis (melanoma, etc.dsi@xcepcionales los casos de sindromes

mieloproliferativos (linfomas, leucemia linfaticedaica...) (van Bokhoven y cols., 2003).

1.4.2. Gradacion histoldgica

El grado histologico se refiere al grado de anoidadl de las células cancerosas
comparadas con las células normales. La evaluatgbrgrado de diferenciacion en el
cancer de prostata por el sistema Gleason (Gleds®66) ha adquirido progresiva
consolidacion desde que fuera inicialmente adoptamlael Veterans Administration
Cooperative Urological Research Group (VACURG).agstntuacion considera 5 grados
0 patrones de carcinoma prostatico, basicamentelgparapacidad de formacién de
glandulas y la delimitacion del tumor, con respeaitdejido prostatico adyacente y no
afectado (Fig. 5).

+ Grado 1. Microglandulas uniformes de distribucién compactan douena
delimitacién tumoral. Es poco frecuente. No se ddiagnosticar en biopsias,
nddulo circunscrito o microacinos redondeados.

+ Grado 2.Glandulas algo irregulares, mas separadas y con gmimitacion

tumoral.
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# Grado 3.Mayor variacion en el tamafio de las glandulasroafa delimitacion
tumoral, admitiendo patrones de crecimiento papilebiforme.

4+ Grado 4. Glandulas fusionadas en masas de contornos amfiés. Hay una
variante de células claras o de patrén hipernefroid

% Grado 5. Forma poco diferenciada con poca o nula tendeaciformar

glandulas (patron solido), a veces organizando snasa necrosis central.

Figura 5. Esquema del sistema de puntuacion Gledsonmado de
http://www.upmccancercenters.com/cancer/prostadiggsystems.html

Este sistema asigna 2 grados a cada area tumaahdise en los patrones
principal y secundario de la diferenciacion glaadwlel area estudiada. La puntuacion de
Gleason corresponde a los casos bien diferencipdi@s Gleason 2-6, moderadamente
diferenciados en los Gleason 7, y pobremente ditéados para los Gleason 8-10.

Los adenocarcinomas prostaticos bien diferenciadasaracterizan por grupos de

glandulas pequefas, con poco estroma circundanggérglida de la capa celular
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mioepitelial que rodea a las glandulas. Los adewowanas moderadamente
diferenciados poseen unos elementos glandularesdesmganizados y una anaplasia
nuclear mas pronunciada. Las glandulas también tnanegfiltracion de las glandulas
normales circundantes, pudiendo adoptar un aspedtwforme. En los canceres
pobremente diferenciados hay una absoluta ausdeaderenciacion glandular y hay una
presencia de cordones celulares infiltrando; addmamaplasia celular estd acentuada
(Bostwick y Cheng, 2008).

Ademas del Gleason, el estadio clinico y los nsvaléricos de PSA representan
variables preoperatorias importantes para predelciestado anatomopatoldgicos del
paciente (Arellano y cols., 2004).

1.5. TRATAMIENTO DEL CANCER DE PROSTATA

1.5.1. Tratamiento del cancer de préstata clinicaeniecalizado

Existen numerosas opciones terapéuticas para eticda prostata cuya aplicacion
depende del prondstico, y la decision y condiciénsdlud del paciente (Heidenreich y
cols., 2011a).

Se sabe que la mayoria de los casos de cancebstatprno causaran la muerte del
individuo debido a su lento crecimiento, de mode da mayoria de los pacientes
afectados moriran por otras causas distintas akecgmmostatico.

El tratamiento conservador del cancer de prostt@zonable para hombres con
una esperanza de vida de menos de 10 afios, ya qupmbable que se beneficien y/o
toleren un tratamiento agresivo (Bhatnagar y Kap2fi05). En aquellos pacientes con
cancer de prostata clinicamente localizado de begsgo, la vigilancia activa (el
tratamiento sintomatico retrasado no curativo degodes que no son candidatos para una
terapia local agresiva) se contempla como una opdErapéutica conservadora
encaminada a reducir el sobretratamiento (Largeoly.,c2009; Klotz y cols., 2010;
Thompson y cols., 2010). Se ha visto que la vigienactiva con tratamiento ante
evidencia de un rapido incremento en niveles de,PSsumento de volumen o grado del
tumor, esta asociada con un bajo riesgo (3%) datmper cancer de préstata (Klotz y
cols., 2010).

La prostatectomia radical retropubica constituyegaion terapéutica de primera

linea en pacientes operables con malignidad |l@ddizKarnes y cols., 2010). Es el Unico
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tratamiento que conlleva un beneficio en la supendia especifica frente a la vigilancia
activa(Bill-Axelson y cols., 2005, 2008).

La privacion androgénica neoadyuvante no confiere wentaja en la
supervivencia total ni en el tiempo libre de pregia y por tanto no tiene un papel en el
tratamiento quirdrgico de la enfermedad (Shelleyols., 2009). Sin embargo, los datos
publicados sobre la terapia de privacion androgéadtyuvante tras prostatectomia radical
son contradictorios. Messing y cols. (2006) en gtudio retrospectivo aleatorizado,
concluyen que existen ventajas en la supervivetieigpacientes con nodulos linfaticos
positivo. En cambio, otros estudios no describarefieios con la privacién androgénica
como terapia adyuvante tras la prostatectomia (ldLg cols., 2006; Wong y cols.,
2009).

La radioterapia postoperatoria inmediata podriaoraej significativamente la
supervivencia clinica o bioldgica a 5 afios en ut Z9<0.0001) (Bolla y cols., 2005;
Thompson y cols., 2009; Wiegel y cols., 2009). Ntias que en hombres con cancer de
prostata de bajo riesgo y menos del 50% de nudeobiopsia positivos el riesgo de
implicacién de ganglios linfaticos es bajo (Heidgahn y cols., 2011b). En hombres con
tumores de riesgo intermedio y alto se deberia @mierievar a cabo linfadenectomia
pélvica extensa al realizar la prostatectomia @riigy cols., 2006).

Hay diferentes tipos de radioterapia. La ajustadariensional es la modalidad de
referencia. La radioterapia de intensidad modulesta siendo cada vez mas utilizada
(Heidenreich y cosl., 2011a). En ella, la intendigidrecuencia de la dosis de radiacion a
aplicar varia dependiendo del grupo de riesgo (Kampe/ cols., 2005; Peeters y cols.,
2006; Bolla y cols., 2009; Jones y cols., 2011). tekmmpia de privacibn androgénica
concomitante (con o sin neoadyuvancia) durante & aBpresenta el estandar en el
tratamiento radioterapico del cancer de prostataaltte riesgo (Heidenreich y cols.,
2011a). La braquiterapia se contempla también came opcion terapéutica segura y
eficaz para pacientes de bajo riesgo (Ash y cBB00; Voulgaris y cols., 2008; Taira y
cols., 2011).

1.5.2. Diagndéstico y Tratamiento del cancer detptégecidivante
Se conoce como recidiva bioquimica la elevaciémuhar 2 veces consecutivas del
valor de PSA sérico por encima de 0.2 ng/ml (MdM@ Boccon-Gibod y cols 2004.

Stephenson vy cols., 2006). Tras radiacion comaptardefinitiva, se considera recaida
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cuando se registran valores séricos de PSA den2l pgt encima del nadir (Roach y cols.,
2006).

Aunque en la mayoria de los varones con enfermeliaidamente localizada la
prostatectomia radical proporciona un excelentérabdel cancer, aproximadamente un
35% de los pacientes experimenta elevacion eniletes de PSArecaida o progresion
bioquimica) dentro de un periodo de 10 afios trasirlegia (Catalona y cols., 1994;
Trapasso y cols., 1994; Zincke y cols., 1994; Poyncbls., 1999). Un 34% de los
pacientes que progresa desarrolla metastasis ddatnan periodo de 15 afos tras la
prostatectomia, en una mediana de 8 afos trasdaleebioquimica (Pound y cols., 1999).
Una vez que el paciente desarrolla enfermedad tasies el paciente muere debido a la
enfermedad en una mediana de 5 afios (Pound y T988).

La radioterapia proporciona un beneficio en cuanta recurrencia como terapia
definitiva del cancer de préstata clinicamentellpado (Stephenson y cols., 2004). En un
estudio multi institucional con mas de 4800 pa@smon cancer de prostata clinicamente
localizado tratados con radioterapia, se encont® un 22-51% de los hombres con
recurrencia bioquimica evidenciaba metastasis & &%s, y un 42-54% a 10 afios, segun
el grupo de riesgo (Kuban y cols., 2003). En caso pdogresion bioquimica tras
eliminacién quirargica de la prostata, se emplears @strategias terapéuticas: la
radioterapia de emisidn externa dirigida localmenlz terapia hormonal (Roberts y cols.,
2009).

El uso de terapia hormonal como adyuvante (Shgrifpls., 2005) tiene como
objetivo es disminuir el efecto que tienen los agdnos en el crecimiento del tumor
prostatico. En este sentido, como procedimientopleinde bajo riesgo, se realiza
orquiectomia (castracion quirdrgica) aunque popoa va siendo reemplazada por otras
alternativas médicas (castracion médica), de miemaeicto fisico y psicolégico (Sharifi y
cols., 2005). Asi, existen diferentes medicamegtes disminuyen la accidon androgénica
y que difieren en su modo de accién. En la pradiiceca actual, el uso de agonistas de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es alionde eleccion para conseguir
niveles anorquideos de testosterona en suero {iIShadls., 2005; Harris y cols., 2009).
La estimulacidn ciclica de la adenohipéfisis poRBnenddgena estimula la liberacién de
la hormona luteinizante (LH), que a su vez estimialasintesis de andrégenos. La
administracion continuada de agonistas de GnRHanstplel efecto de la hormona

endogena, y se cree que disminuye la expresiousieeseptores en la hipdfisis, dando
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lugar a niveles de testosterona de castracidnesnsgmanas (Sharifi y cols., 2005). La
administracion de niveles elevados de estrogermegesterona resulta en una supresion
similar en la liberacion de LH a través de la retnicion del eje hipotalamico-
hipofisario (Harris y cols., 2009). Antagonistas ideeptor de androgeno (como flutamida
o bicalutamida) e inhibidores de la sintesis der@ehos (como ketoconazol 6
finasteride) son usados frecuentemente, solos obioawgos con la castracion, para
bloquear el efecto de los andrégenos.

En pacientes con enfermedad sintomatica metastaeausan frecuentemente
antagonistas del receptor de androgenos al iniciespués de la terapia con agonistas de
GnRH, para prevenir los efectos adversos de laeién inicial de testosterona. La terapia
androgénica tiene beneficio sobre la supervivetaial, el dolor 6seo, la obstruccidon
ureteral, la compresion de la médula espinal yiswglos niveles de PSA en un 80-90%
de los pacientes con cancer de prostata metas{&®iaifi y cols., 2005; Harris y cols.,
2009). No obstante también tiene efectos adversm®io la desmineralizacion 0Osea,
incremento en el riesgo de fracturas (Shahiniawly.,c2005), sofocogHolzbeierlein y
cols., 2004) o la pérdida de la funcion sexual fdi@o (Fowlery cols., 2002), entre otros
(Sharifi y cols., 2005). Aunque es comun una resfaudramatica inicial a la terapia, la
privacion androgénica se considera paliativa, yalgienfermedad suele progresar a pesar
de niveles anorquideos séricos de testosterona(tasistente a la ablacion androgénica)
en una mediana de 2-3 afos, sobrellevando la muaeles 16-18 meses desde la
progresion (Sharifi y cols., 2005; Pienta y cdi2€06).

Se han propuesto varios mecanismos que explicasurgimiento de tumores
resistentes a la privacion androgénica (Nelsonly.,c@003; Nieto y cols., 2007; Zhu y
Kyprianou, 2008) como: a) amplificacion génica deteptor de andrégenos (RA); b)
mutaciones en el RA que permiten su activacidénlgonion de hormonas esteroideas no
androgénicas; ¢) mutaciones en el RA que posibibia activacion en ausencia de unién
de ligando; d) sintesis de andrdgenos por partasdeélulas cancerosas; €) activacion del
RA independiente de ligando, via sefalizacion nuadigor citoquinas/factores de
crecimiento (EGF, IL-6); f) estimulacion de protéeion independiente del RA, via
sefalizacion mediada por citoquinas/factores deirmiento o desencadenada por

mutaciones oncogénicas.
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1.5.3. Factores Prondsticos del cancer de préstata

Existen varios modelos predictivos aplicables dirdas etapas clinicas de la
enfermedad que podrian ser utiles para: a) predegorobabilidad de que un cancer
diagnosticado sea clinicamente insignificante @atly cols., 2003); b) estimar la
extension de la enfermedad en el momento de ldgpectomia radical (tablas de Partin)
(Partin y cols., 1997); c) determinar la probalaitidde recurrencia bioquimica después de
la terapia (prostatectomia radical, radioterapiagbiterapia) (Kattan y cols., 1998; 2000,
2001); d) evaluar la probabilidad de progresion etastasis 6sea y muerte tras fallo

quirurgico (Pound y cols., 1999). Algunos de ehasores son:

PUNTUACION GLEASON.

Es un indicador importante e independiente del @stamiento del tumor. Se trata
de un parametro crucial en las tablas y nomogramaslos para guiar las decisiones
clinicas en el tratamiento, como las tablas derPgiibs nomogramas de Kattan (Partin y
cols., 1995; Kattan y cols., 1999). Los pacienteesagrupan usualmente en Gleason <7
(bajo riesgo), =7 (riesgo intermedio) y >7 (altesgo). Los pacientes con Gleason =7 son
agrupados frecuentemente como de alto riesgo cuasddo indican otros factores
(Oefelein y cols., 1997; Steinberg y cols., 199%ay numerosas publicaciones que
muestran que el Gleason 8-10 es un fuerte margadoéstico de recurrencia (Swanson y
Basler, 2010). Asi por ejemplo, Antonarakis y c(®€11) encontraron que el tiempo libre
de metastasis tras recurrencia bioquimica en pasiaaon Gleason 8-10 (mediana = 4
afos) es significativamente menor que en paciamessleason 7 (mediana = 11 afos) y
Gleason 6-4 (mediana > 15 afos).

PSA SERICO.

Al igual que ocurre con su utilidad en la detecciénvalor predictivo del PSA no
esta claro. Stamey y cols. (2004) en un estuditizeg® en hombres tratados con
prostatectomia radical entre 1999 y 2003, descdbiana minima asociacion entre PSA 'y
el riesgo de enfermedad avanzada. Posteriorment@svérabajos mostraron una
correlacion significativa entre el PSA sérico, gesle enfermedad avanzada y progresion
bioquimica después de prostatectomia radical (kEnegd/ cols., 2004, 2005; Antenor y

cols., 2005). Freedland y cols. (2008) encontrawoa correlacion significativa entre
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valores elevados de PSA preoperatorio y un aumetdgb riesgo de extension
extracapsular, implicacion de margenes quirdrgidosasion de vesicula seminal y
recurrencia bioquimica tras prostatectomia. El pierie duplicacion de PSAs el tiempo
para el cual se detecta un aumento del doble eniletes de PSA comprendiendo al
menos tres medidas separadas por un minimo deniess cada una) se comienza a
considerar como otro factor importante en la evafimde nuevos casos diagnosticados
de cancer de prostata o de cancer de prostataeetry se ha usado también como un

marcador de muerte especifica de cancer prost&asiham, 2005).

EXTENSION EXTRAPROSTATICA.

Consiste en la presencia de glandulas neoplasieaa tle la prostata, en el tejido
periprostatico. Este término fue aceptado por amwwsen 1996, sustituyendo a otros como
invasion extracapsular o extraglandular, penetragiperforacion (Sakr y cols., 1996). La
extension extraprostatica debe ser diagnosticada)@resencia de glandulas neoplasicas
contiguas a, o en el interior de grasa periprastatl) glandulas neoplasicas alrededor de
nervios del paquete neuromuscular (posterolaterdbiie c) presencia de extension
nodular del tumor més alla de la prostata o debest fiboromuscular (Magi-Galluzzi y
cols., 2011). La extension extraprostética es unca®r prondstico independiente de
progresion bioquimica tras prostatectomia radithéiss y cols., 1995).

ESTATUS DEL MARGEN QUIRURGICO.

Se define margen quirdrgico positivo a la presemgatumor extendiéndose a
través de la superficie tintada que representagelr lpor donde el urélogo ha incidido para
extirpar el tumor (Srigley, 2006; Epstein y col2005). Se han descrito margenes
quirurgicos positivos entre un 10 y un 48% de lasigntes tratados con prostatectomia
radical, correspondiendo las tasas mas bajascalestes mas recientes (Eastham y cols.,
2003, 2007). Un margen quirargico positivo tiengatto adverso en la probabilidad de
supervivencia libre de progresion, tanto local cobmequimica, y en el desarrollo de
metastasis tras prostatectomia radical en andhsisifactoriales (Blute y cols., 1997;
Swindle y cols., 2005; Pfitzenmaier y cols., 208&hateeb y cols., 2010). El riesgo de
progresion bioquimica con margen quirdrgico positiene una razon de riesgo de 1.5-2.6

en comparaciéon con un margen negativo (Blute y.,c4897; Swindle y cols., 2005;
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Simon y cols., 2006; Kench y cols., 2011). Sin embala mayoria de los estudios
sugieren que solo un tercio de los pacientes corgenaquirdrgico positivo tendra
progresion bioquimica (Blute y cols., 1997; Swingleols., 2005; Simon y cols., 2006;
Kench y cols., 2011).

METASTASIS EN NODULOS LINFATICOS.

La metastasis en nodulos linfaticos es un marcadonostico independiente y
adverso bien establecido (Srigley y cols., 2006st&p y cols., 2005; Kench y cols.,
2011). Es un componente de los nomogramas comuameatios para predecir el riesgo
de recurrencia tras prostatectomia (Partin y cb®95; Kattan y cols., 1999). Los intentos
de estratificar a los pacientes en grupos de ribsgados en factores adicionales de la
implicaciéon de nodulos linfaticos ha dado lugareauitados contradictorios (Kench y
cols., 2011).

INVASION DE VESICULA SEMINAL.

La vesicula seminal extraprostatica podria eststadla por carcinoma prostatico
a través de varios mecanismos: a) diseminaciortdira través del complejo del ducto
eyaculatorio; b) a través de la capsula, disemamapor el tejido blando extraprostatico
hasta la vesicula seminal; c) por metastasis digaen (Villers y cols., 1990; Ohori y
cols., 1993; Potter y cols., 2000). Se han usadias/adefiniciones de invasion de
vesiculas seminales a lo largo de los afios, coami@ la comparacion de los estudios
publicados (Potter y cols., 2000). En el congresdadnternational Society of Urological
Pathology (ISUP) de 2009 se consensud definirlaoclamnvasion cancerosa de la pared
muscular de la vesicula seminal exterior a la ptas€ench y cols. (2011). La invasion de
la vesicula seminal se ha establecido como faatmmgstico independiente (Epstein y
cols., 2005; Debras y cols., 1998; Tefilli y cold998) y es componente de los
nomogramas comunmente usados para predecir el origsg recurrencia tras
prostatectomia (Partin y cosl., 1995; Kattan y.c@801). La presencia de metastasis en
vesicula seminal confiere un riesgo de recurreswiamente superado por la presencia de
metastasis en nodulo linfatico (Debras y cols. 81 9%filli y cols., 1998; Epstein y cols.,

2000). La presencia invasion de vesicula seminalaygen quirdrgico positivo puede
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influenciar la respuesta a radioterapia adyuvaRuté¢r y cols., 2000; Swanson y cols.,
2008).

2-. HOMEOSTASIS TISULAR

En los organos y tejidos de los seres vivos exis@mplejos mecanismos para
mantener la homeostasis mediante la regulacion ode procesos de proliferacion,
diferenciacion y muerte celular. Del equilibrio enfas tasas de proliferacion y muerte
celular depende el crecimiento de cada Organo.édstisnulos que determinan, muerte o
supervivencia llegan a la célula mediante la imtgda de los receptores de superficie
celular que reconocen sus ligandos en el mediau(8etOsthoff y cols., 1998).

La muerte de las células en los tejidos de losssketenanos y otros organismos
multicelulares no siempre es anormal y no siemmeif&ca un perjuicio. Esa muerte se
produce principalmente por dos caminos: necrosipgptosis. Mientras que la necrosis se
produce a través de una agresion celular exteenandyoria de las células del cuerpo
mueren de una manera mas sutil, no inflamatori@peddiente de energia, denominada
apoptosis.1118

La necrosis es un proceso agudo y no fisiologioo éemplo un tejido infartado, la
presencia de toxinas, hipoxia severa, etc.). Eqmunerte pasiva, que ocurre después de una
bajada aguda en los niveles de ATP. Se inactivgumak canales idnicos dependientes de
ATP permitiéndose una alteracion de la homeostadidar. La célula se hincha debido a
alteraciones en los canales dé M&C&*, y a la entrada se agua. Se produce la ruptula de
membrana plasmatica y el derrame del conteniddacelgenerando muerte de parte del
tejido y principalmente inflamacion (Jordan, 2003).

La apoptosis o muerte celular programada es un misgoa innato del propio
organismo para eliminar las células que se harrmddlsdo de una forma inapropiada o en
las que se ha producido un dafio genético irrepgrédialy situaciones en las que es un
proceso patolégico. Puede desencadenarse por Gagresiular externa pero no es la
agresion en si lo que causa la muerte celular gnoggla sino la iniciacion del mecanismo
interno de eliminacién. Este es un mecanismo clattop activo y dependiente de energia
(Thompson, 1995; Rathmell y Thompson, 2002) querecde forma habitual durante el
desarrollo embrionario, la remodelacion de tejid@segulacion de la respuesta inmune y la

regresion de tumores. Ademas contribuye en la edioidn de todas aquellas células que
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surgen de un episodio de proliferacién incontrolgdgue favorecen la aparicién tanto de
hiperplasias como de neoplasias (Thompson, 1998o#ivsky y Orrenius, 2003).

Las células que mueren por esta via apoptoticaseterizan por desarrollar una
secuencia concreta de cambios morfolégicos cuyetiabjes evitar el dafio a las células
adyacentes. Por ello, las células apoptéticas eraami integra su membrana plasmaética,
impidiendo asi la salida al exterior de su contenidracelular y la consiguiente respuesta
inflamatoria. La membrana sufre alteraciones bimigds, como por ejemplo el cambio de
localizacion de la fosfatidilserina que se translaesde la cara interna de la membrana
plasmatica hasta la cara externa de ésta (Fadodlsy, d992). Ademas, disminuye el
volumen celular, facilitando la eliminacién de oesstcelulares por células fagociticas. La
condensacion citoplasmatica ocurre por la pérdel@godes K, CI e iones organicos, que
conlleva pérdida de agua (Maeno y cols., 2000)e&ie proceso el ADN de las células
apoptaticas sufre una condensacion y posterionfeagacion en unidades caracteristicas de
alto peso molecular (50 kpb) y otras de bajo pesolecnlar: la fragmentacion
internucleosomal (200 pb).

Sin embargo, el evento bioquimico mas importantentado durante la apoptosis
responsable de la mayoria de las alteracionesi@mt@nte mencionadas es la rotura
especifica de multiples proteinas celulares, llavadcabo por una familia de cistein-
proteasas denominadas caspasas. Estas proteimasasgan del desmantelamiento celular,
ya que desintegran el citoesqueleto y la lamindeanc Ademas, eliminan el contacto
célula-célula, inhiben la replicacion y las sefiaessupervivencia celular, y activan las
endonucleasas. Una vez finalizado este procesatddigestion, los restos celulares quedan
englobados por fragmentos de la membrana plasméfmanando los “cuerpos
apoptoticos”. Posteriormente, y antes de su depeden, los cuerpos apoptéticos son
fagocitados por células vecinas o del sistema imnumpidiendo asi una respuesta
inflamatoria (Vaux y Dorsmeyer, 1999).

La apoptosis desempefia un papel primario en vesi@aslos patolégicos como son el
cancer, la neurodegeneracion, autoinmunidad, eeftades cardiacas y otros trastornos. El
conocimiento de los caminos metabdlicos seguidaslgp@potdsis permitira prondsticos
MA&s precisos y nuevos tratamientos de muchas exdedes.

La prostata adulta normal se encuentra en un estadwostético, producto del
equilibrio entre las tasas de proliferacion y meiecelular. EI proceso apoptético esta

controlado por factores inductores y represores.eBra forma, el balance entre éstos
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determina si la célula sufre mitosis o apoptosiyld/ 1992; Buja y cols., 1993). Segun
recientes hipétesis, en la fase previa al desarrdé malignidad, se produciria un
crecimiento exponencial debido a la alteracionste balance. Este crecimiento se produce
cuando la tasa de proliferacion excede a la tasaudete celular, o cuando la tasa de muerte
cae por debajo de la tasa de proliferacion celular.

Mediante la inhibicion del camino apoptético lasuls normales se desrregulan
proliferando casi continuamente, pudiendo llegkariamortalidad. Este proceso hace que la
célula no tenga tiempo de detener su ciclo y repata ADN, pudiéndose generar
mutaciones que conducen a la formacion de un tajichoral.

En la regulacion de todos estos procesos celulpraxipalmente participan
citoquinas, receptores hormonales, factores desitapcion, oncogenes y genes supresores
de tumores.

Es bien sabido que las interacciones entre lasaséliel tumor y su microambiente
pueden afectar al crecimiento del tumor y el delarde metastasis. EI microambiente
tumoral depende del tipo de tumor y de sus difesestapas de desarrollo. Dentro de los
factores que afectan al microambiente tumoral se p@puesto las citoquinas como
importantes moduladores de estas interaccionegjugapueden afectar al desarrollo y
progresion del tumor (Ben-Baruch, 2003). Entresesttoquinas, se encuentra el factor de
necrosis tumoral (TNE) y la Interleukina-1 (IL-1), que van a estar r@daadas mas

directamente con diferentes rutas de transducaiérfigalizan con la activacion de NF-kB.

3-. CITOQUINAS EN EL CANCER DE PROSTATA
3.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CITOQUINAS

Las citoquinas son una familia de proteinas quedi@m caracterizadas por estar
involucradas en el control de la diferenciacidngmacion, activacion y proliferacion de
células mieloides y linfoides. También son concgigdias funciones en otros tejidos como
regeneracion tisular, angiogénesis, etc. En gesasataracteristicas son:

v PLEIOTROPIA: poseen diferentes efectos cuando act&abre
diferentes células diana.

v REDUNDANCIA: varias citoquinas pueden ejercer usmmb efecto.

v' SINERGISMO: varias citoquinas producen un efecte ga potencia

mutuamente.
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v" ANTAGONISMO: Ilos efectos de varias citoquinas sehiben
mutuamente.

La produccion de estas citoquinas suele ser tmrssitimitada solo al tiempo que
dura el estimulo. Suelen actuar a muy baja coramaotr, por lo que la afinidad de sus
receptores suele ser bastante alta, del ordennfietdo (10'°) o picomolar (13?). Pueden
ejercer sus efectos de forma autocrina, paracraragpcrina (Alberts y cols., 2010).

Uno de los criterios para clasificar las citoquieassegun sus propiedades funcionales

predominantes, en este caso se distinguen cuagogr

» Citoquinas de la inmunidad inespecifica o naturabg actividad proinflamatoria
(IL-1o e IL-18; IL-6; Factor de Necrosis Tumoral o TNf-IL-8 y otras

quimiocinas; IL-17).

» Citoquinas que regulan la inmunidad especificaZ(Ilt-15, I1L-12, IL-18, IL-16,
IL-4, IL-13, IL-6, IL-10, IL-14 e IFNy).

» Citoguinas con actividad antiinflamatoria e inmuepcesora (IL-4; IL-13 e IL-10;
TGF; interferones alfa y beta o IFdNe IFNJ).

» Citoquinas que regulan la hematopoyesis (Stem E€Ealitor o SCF, Factor
Estimulador de Colonias Granulocito-Macréfago o GMEF, Factor Estimulador
de Células Precursoras, Factor Estimulador de NeEgné o M-CSF, Factor
Estimulador de Colonias de Granulocitos o G-CSF3,ILL-5, IL-7, IL-9, IL-11 y

Céllas wecinas

Feceptor
@: 0-:
Estimulo Estimulo Estimulo
autocrino paracrino endocrino

oS3 LA ..

& ) e Clo1l

®8 o o E o -~ L"""""_"J(
citoquinas *"\'

Figura 6. Efecto autocrino paracrino y endocrindagecitoquinas.
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Eritropoyetina o EPO) (Kufe y cols., 2003)
Una vez producidas las citoquinas se unen a reespéspecificos de la membrana de
las células donde van a ejercer su funcion, intwamna cascada de transduccion
intracelular de sefal que altera el patron de aijmegénica, de modo que esas células

blanco producen una determinada respuesta biol@gibarts y cols., 2010).

3.2. RECEPTORES DE CITOQUINAS

Son proteinas de transmembrana de cadena sendilege yse dividen en cinco

grupos:

+ Receptores de la superfamilia de las inmunoglobslinPoseen varios
dominios extracelulares de tipo Ig. Forman parteesa superfamilia los
receptores de IL-1.

+ Receptores de factores de crecimiento hemopoyétwoLASE |.
Pertenecen a la familia de receptores alfa, bg@nyma. Se han reconocido
en este grupo, las siguientes citocinas: IL-2, L35, IL-6, IL-7, IL-9, IL-
13, IL-15, GM-CSF (factor estimulante de coloniaanmlocitos-monocitos)
y G-CSF (factor estimulador de colonias de grantdel

« Familia de receptores de interferones o familia GIASE 1l. Tienen
receptores alfa y beta. Ejemplos: interferon (ieW-B) y el IFN-y.

% Familia de receptores del Factor de Necrosis Tum&uas miembros se
caracterizan por un dominio extracelular rico esteihas. Estarian en este
grupo los ligandos de TNé&-TNF-B, CD40.

% Familia de receptores de quimioquinas. Son praseiimdegrales de
membrana, con 7 hélices alfa insertas en la bitipfifica. Interaccionan,
con la porcidon citoplasmatica con proteinas de lgit@dn triméricas

(Proteina G) que unen GTP.

3.3. FACTOR DE NECROSIS TUMORADL-(TNF-a)

El Factor de Necrosis Tumoral-(TNF-0), es una citoquina involucrada en
inflamacién, inmunidad y organizacion celular (Lsldy y cols., 2001). Se aisl6 por
primera vez en suero de ratones infectados conlli&adCalmette-Guérin tratados con

endotoxina (Carswell y cols., 1975).
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TNF-a es una glicoproteina localizada en la superfigelad membrana celular,
contiene 233 aminoacidos, pesa 26 kDa, es bioldginée activa y participa en la
citotoxicidad e inflamacién por interaccion celul@fracey, 1994; Ibelgaufts, 1995;
Dinarello y Moldawer, 1999). La molécula de TMFsoluble corresponde a una proteina
de 17 kDa, con 157 aminoacidos, producida a paetiTNF-a procesada por cortes en el
residuo 76 mediante la enzima convertasa del #INFACE), una metaloproteina que esta
también en la membrana celular. Estudios cristafagys muestran que TNGr-esta
conformada por tres mondmeros asociados no coeabemte y cuyo extremo N-terminal
se encuentra expuesto en la superficie. Esta fnad¢iterminal no parece importante en la
interaccion con el receptor (TNFR) (Tracey, 19%&ldgaufts, 1995; Dinarello y Moldawer,
1999).

En la década de los 80, también se caracteriz0 cora@aquectina, identificada en
conejos infectados cofirypanosoma bruceiy como un factor de diferenciacion de
linfocitos T (Takeda y cols., 1986). El gen de TiBe clon6 en 1984, dando lugar a toda
una década de experimentacién clinica que culmimé eoncesién de una licencia por
parte de la Agencia de Evaluacion de Medicina Eesiopara permitir su uso en el
tratamiento del sarcoma inoperable (Lejeume y dl898). Sin embargo, la terapia
sistémica con TNFer resultd inefectiva ya que la respuesta por patduwinor desaparece
con el tiempo causando serios efectos secundaoim® cson hipotension y fracaso de
organos. Por todo ello, las investigaciones serigéglion hacia formas alternativas
centradas en la administracion local del factori(selbaum y cols., 2002).

La principal y mas conocida accion biologica delFT$é ha descrito en el sistema
inmunologico donde estimula el reclutamiento detndéilos y monocitos en los focos de
infeccién asi como la activacion de estas célutaa prradicar microorganismos (Tracey,
1994).

En condiciones fisiologicas, forma un homotrimeeo5% kDa, no-covalentemente
estabilizado. Posee 2 receptores de transmembnapnage 55 kDa (TNFR1 6 p55R 0
CD120a) y otro de 75 kDa (TNFR2 6 p75R 6 CD120bg gerian parte de una familia
emergente de receptores. Producto de digestionésofiticas del dominio extracelular de
TNFR1 y TNFR2 se generan dos tipos de receptotables TNF binding proteing que
estarian involucrados en la regulacion de los as/eirculantes de la citoquina (Chen y
Goeddel, 2002; Garcia-Tufioregls, 2006a).
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Esta familia de receptores se caracteriza por temdtiples regiones ricas en
cisteinas, principalmente en su dominio N-termextacelular ademés de la presencia de
dominios de muerte dentro de su estructura. Sept@es presentan una alta promiscuidad
molecular con respecto a sus ligandos. Generalmlantiestribucion TNFRI es mucho mas
amplia que la del TNFRII. La expresion de TNFRIoesstitutiva en muchos tipos de
células, mientras que la expresion del TNFRII sel@forma inducida. Ambos receptores
participan de forma cooperativa o independienteuanamplio rango de respuestas
celulares, como es el caso de proliferacion, di@eeion, citotoxicidad o apoptosis
(Dinarello y Moldawer, 1999). Generalmente se asd®FRI con la induccion de muerte
y TNFRII con su inhibiciébn o incluso con proliferdo. Ademas, se han identificado
formas solubles de ambos receptores (STNFR) esioiubiologicos que parecen afectar de
alguna manera la actividad bioldgica y la biodisbitidad sistémica de TNE- (Dinarello
y Moldawer, 1999). La cinética de interaccion ligafsreceptor para TNE-difiere entre
sus dos receptores. Mientras que TNFRI se une denamarreversible, TNFRII presenta
una asociacion muy baja y una cinética (unién-éibEgm) muy rapida (Grell y cols., 1998).

TNFRII podria estar desarrollando una funcién denada “paseador del ligando”
ya que puede “ligar” TNEr y luego pasarlo a TNFRI para potenciar la unig@arido-
receptor y por lo tanto la accién de la propiaguioa cuando las concentraciones de TNF-
a son muy bajas (Grell y cols., 1995, 1998; Dinarathd Moldawe, 1999).

A pesar del papel fisiolégico descrito para estaqeiina, el aumento de sus niveles

Receptor TNF
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Figura 7. Receptores de TNF- Estructura general (A) (http://bionmr-c1l.unl.edu
/ITNFDD /TNFDD.htm). Receptor | y Il y sus diferestevias de sefializacion
(http://www.sgul.ac.uk /depts/immunology/~dash/apsis/signaling.html).
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se ha relacionado con la patogénesis de enfermedmieiadas al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC), especialmente en aq@etlan un componente inflamatorio y
autoinmune, tales como artritis reumatoide, lupitereatoso sistémico, diabetes mellitus
insulino-dependiente o tipo 1, diabetes mellitusnsulino dependiente o tipo 2 y obesidad
asociada a insulino-resistencia, procesos infegsiagyudos como sindrome de shock
séptico y cronicos como sindrome de inmunodeficgeadquirida (Li y Lin, 2008).

TNF-a puede inducir la necrosis del tumor afectandaakcularizacion del mismo
e iniciar la apoptosis, pero paradojicamente, témles capaz de promover la proliferacion
celular. Es capaz de producir la muerte de ladaslde varios tumores in vitro y posee
efectos antitumorales in vivo (Aggarwal y cols.020Li y cols., 2004). Estos efectos
antitumorales de TNE-incluyen la produccion de proteinas proapoptoteashibidoras
del ciclo celular, entre los cuales esta la acibrade p53. Esto produce la parada del ciclo,
reparacion del ADN vy la activacion, a su vez, dg&, fi#ax y bcl-2 (Miyashita y Reed, 1995;
Chang y cols., 2002; Yamada y cols., 2004; Royyeals., 2008).

3.3.1. Mecanismos de accion de ThiF-

La maquinaria de transduccion de TNFse compone de una gran cantidad de
proteinas y adaptadores proteicos. La sefial dedwanion intracelular comienza con
diferentes miembros de receptores de la familidME, incluyendo los que van a activar
factores de transcripcion como son NF-kB y AP-1 yMaGosh, 1998; Royuela y cols.,
2008), proteinas quinasas (p38 y JNK) (Schaeff@/gper, 1999; Bubici y cols., 2004,
Ricote., 2006; Sigala y cols., 2011) y proteasadvéSen y Dixit, 1997; Deep y cols.,
2010; Moon y cols., 2010). Se han identificadordifdées proteinas adaptadoras capaces de
iniciar la sefalizacion intracelular, una familie proteinas que contienen en su secuencia
los denominados dominios de muerte (DD) que conextas receptores de muerte con las
proteasas que activan a las caspasas necesargaglpaesarrollo de apoptosis y otras
proteinas que son generalmente quinasas. El dontdeiomuerte es un motivo de
interaccion proteina-proteina que consta de apr@mente 90 residuos, altamente
conservados (Huang y cols., 1996). Hay dos reptastas de esta familia: FADD (Hsu y
cols., 1996; Cohen, 1997) y TRADD (Hsu y cols., @99

Cuando TNFRI interacciona con FADD se desencadaeaaapoptosis dependiente
de caspasas pues interacciona con procaspasa-Seajuitocataliza liberandose la
subunidad activa (caspasa-8) (Boldin y cols., 1986zio y cols., 1996) la cual a su vez
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activa caspasa-3 y esta Ultima va a promover lgaaidn de diferentes endonucleasas y
proteasas que fragmentaran a diferentes niveleshiaa de ADN (Cohen, 1997).

FADD (Mortl) o proteina que se asocia al dominiondgerte de Fas, tiene la
habilidad de asociarse s6lo con Fas (Boldin y c@@95; Chinnaiyan y cols., 1996). Mas
tarde, se observé que determinadas mutaciones & F#oducian la inhibicién de la
apoptosis inducida por TN&; Fas y DR3 pero no la activacion NF-kB, concluysssel
que la activacién de NF-kB y el desarrollo de lafpsis eran fendmenos separados (Yeh
y cols., 1998; Zhang y cols., 1998; Parrondo y.c@l310).

TRADD (TNF receptor-associated DD) es un componestncial en el complejo
TNFR1 y su funcion consiste en reclutar otros miersbdel complejo del receptor.
Cuando TNFR1 se une al TNF, éste se trimeriza piemdp la formacién de TRADD, el
cual se asocia al dominio de muerte y sirve comatafiirma para unir varias moléculas
incluyendo: FADD Fas-associated D)) TRAF-2 y RIP (eceptor-interacting protein
(Tsao y cols., 2007).

Los factores asociados a receptores de factor ctesie tumoral (TRAFs) son una
familia de proteinas que poseen un dominio estralctomdn en su extremo carboxilo-
terminal. Esta region conservada permite a TRAEsacstuar con receptores de superficie

de otras moléculas sefiales (Bradley y Pober, 2001).

TNF-a

DD
TRADD
FADD

Procaspasa-8 ' a TRAF-2
)}

Via apoptética

Figura 8. Esquema del receptor | de Fdlly proteinas asociadas.
Tomado dénttp://www.sgul.ac.uk/depts/immunology
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La familia de las proteinas TRAF se compone deé&nhios que, excepto TRAF-
4, contienen un dominio de anillo y de dedo de Einsus extremos N- y C-terminal que
parecen ser los responsables de la asociacion elldeey de la interaccion con otras
proteinas. Para la interaccion de TRAF-1, TRAF-ZIRAF-5 con varios dominios
citoplasmaticos de los receptores de la familia BNFequiere de una regién especifica en
el receptor (que es PXQXT). A diferencia de estakaulas, TRAF-6 reconoce un motivo
diferente (que es QXPXE) que se ha identificad@amiente en los receptores CD40 y
RANK (Pullen y cols., 1999; Rowland y cols., 200TRAF-2, TRAF-5 y TRAF-6 son
capaces de activar JNK y NF-kB (Pullen y cols., &9B8iang y cols., 2010). En la
actualidad se esta describiendo el papel fisiobbgice desempefian estas proteinas en las
diferentes cascadas de sefializacion iniciadas [6ryTcabe destacar que dentro del pool

de proteinas descritas las mas relevantes son TRARRDD, caspasa 8 y FAN.

TRAF-2 es esencial en la activacion de JNK y NFgdB TNF-a. En un principio
se describi6 como una proteina que promovia lava@in de NF-kB pero mas tarde,
mediante experimentos de sobreexpresion en culteiogares, se llegé a la conclusién de
gue era también necesaria para la activacion de (INK y cols., 1997; Royuela y cols.,
2008).

TRAF-6 inicialmente fue identificada como una sef@transduccion para IL-1. Se
ha descrito que TRAF-5 y TRAF-6 median en la aciiva de NF-kB y JNK. La proteina
TRAF-6 funciona como sefial de transduccién en & deé NF-kB que activa Ikk en
respuesta a citoquinas proinflamatorias (Bradl®plger, 2001).

RIP o proteina de interaccién con el receptorifiemtiicada como una proteina
gue se asociaba al dominio de muerte (DD) de Fas|goque tendria un papel mas
relevante en la induccidon de apoptosis a travésateque en la activacion de NF-kB
inducida por TNFa (Devin y cols., 2003; Lee y cols., 2004; Li y LEQO08).

3.4. INTERLEUQUINA 1 (IL-1)

IL-1 es una familia de glicoproteinas descrita @&nlécada de los 40. Participa en
procesos inflamatorios aunque también puede aphaanoviendo el crecimiento celular
(Voronov y cols., 2003). La familia de IL-1 estarfmda por: IL-&, IL-1B, IL-1RI, IL-
1RIl e IL-1Ra (el receptor antagonista de IL-1)r{@ello, 1996).
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Tanto IL-1o como IL-1B son sintetizadas como precursores topeso molecular
de 31 kDa. Tras el procesamiento, mediante pratesszecificas del precursor, se genera
la proteina madura que, en ambos casos, tendraasnmpolecular de 17 kDa. En cambio,
IL-1Ra posee en su estructura molecular un pépdial que facilita el transporte rapido
fuera de la célula y se denominada slL-1Ra pousarforma soluble (Kong y cols., 2006).

A su vez, la familia de la IL-1 tiene dos recepsordpo | (IL-1RI) y el de tipo II
(IL-1RII). ILI-RIl es incapaz de iniciar una sefid transduccion. La funcion de IL-1RII
consiste en retener moléculas de [,-por ello se le denomina “receptor sefiuelo” (dg¢coy
(Colotta y cols., 1994; Apte y cols., 2006). Cuandl se une a IL-1RI se forma un
complejo al que se unira la proteina accesorialdgé (IL-1R-AcP), formandose un

complejo de union de alta afinidad (Greenfederlg.c@995; Apte y cols., 2006).

J L

IL- 1RI IL-1R-AcP

No sefial

ACTIVACION

ACTIVACION BLOQUEADA

Figura 9. Unién de IL-1 con su receptor IL-1RI (@ugido de Bresnihan, 2001).

3.4.1. Receptores de IL-1

Se ha descrito una amplia familia de receptore§, Iabarcando al menos nueve
miembros en la familia. Todos los miembros de failia poseen tres inmunoglobulinas
(Ig) como dominios en su regidn extracelular. Canekcepcién de IL-1R2, todos los
miembros de la familia también tienen un domintoaicelular (TIRToll-like receptor/IL-1
R signaling. Seis de los miembros de la familia IL-1R (IL-1RR2, R4, R5, R6 y R7)
estan relacionados y localizados en el cromosorkh r2ceptor IL-1R3 esta localizado en

el cromosoma 3, IL-1R8 y IL-1R9 estan localizadoset cromosoma X (Boraschi y
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Tagliabue, 2006). De ellos, solo IL-1RI e IL-1Rigrien como ligando a ILel, IL-1B e
IL-1Ra (Ricote y cols., 2004).

IL-1RI es una glicoproteina de 80 kDa que se ertcai@m células endoteliales, de
musculo liso, epiteliales, hepatocitos, fibroblastgueratinocitos, dendriticas epidérmicas
y linfocitos T (Mancilla y cols., 1992). Las célalgue responden a la presencia de IL-1
presentan principalmente IL1-Rl en la superficidulee ya que es el receptor
biolégicamente activo (Rosoff y cols., 1988; Voronp cols., 2007). Este receptor esta
formado por un segmento de transmembrana y un domitoplasmatico. Este dominio
citoplasmatico aparentemente carece de actividasiritquinasa intrinseca, pero cuando
IL-1 se une a un numero bajo de receptores se peodw fosforilacion, por la
participacion de algin miembro de la familia de tpimas quinasas activadas por
mitégenos (MAPKSs) (Gallis y cols., 1989).

IL-1RIl unido a la membrana celular no parece faro@nplejo con IL-1RI (Gallis
y cols., 1989; Slack y cols., 1993) y no traducaténtracelular (Sims y Dower, 1994;
Sims y cols., 1993; Dower y cols., 1994). La un@di-1RIl evita que IL-1 se una a IL-
1RI, o al menos lo hace en menor cantidad, lo gqe®igne que se desencadene la
sefalizacion intracelular y la consecuente respy€xilotta y cols., 1993; Voronoc y cols.,
2007). Algunas veces la porcion extracelular deepgor de tipo Il es proteolizada y se
produce la aparicion del llamado IL-1sRII, que &$drma soluble del receptor de tipo Il
pudiendo aparecer en los fluidos organicos. Tameégposible encontrar IL-1RI soluble
en individuos saludables aunque aparece en unamiacion 10 veces menor a la de IL-
1RII (Orencole y cols., 1995).

La afinidad de los dos receptores por los difeetifgos de IL-1 no es la misma.
IL-1RI presenta una afinidad mayor por IL-1Ra y fofla que por IL-1B mientras que
IL-1RII tiene mayor afinidad por IL-1B que por Ilale IL-1Ra (Boraschi y cols., 1996;
Voronoc y cols., 2007).

La union de IL-1 al receptor de membrana va a degbnar una serie de cambios
bioquimicos asociados a una cascada de transdupegen su mayoria son especificos de
cada tipo celular. En algunos tipos celulares Itelha considerado como un factor de
crecimiento cuya sefalizacion intracelular estaciasa a la fosforilacion de ERK
(Huwiler y Pfilschifter, 1994), p38 (Freshney y £0I1994) o NIK (Nufiez y cols., 2008).
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3.5. SENAL DE TRANSDUCCION ANTI-APOPTOTICA/ SUPER-
VIVENCIA (NF-kB)

El factor nuclear kappaB (NF-kB) desempefia unaifumcentral en inflamacion y
promueve la expresion de genes implicados en adguaspectos del cancer como
supervivencia, proliferacion y control del cicloldar, angiogénesis e invasividad. Por
tanto, NF-kB podria proporcionar un nexo mecaroséintre inflamacion y cancer, como
componente clave de vias de sefializacion extraceldésencadenadas por agentes
infecciosos, citoquinas pro-inflamatorias (IL-1 BIF-a), factores de crecimiento y sefales
“de peligro” liberadas por células necroticas (Ka2006; Royuela y col., 2008). Cuando
TNF-a llega a la superficie celular se forma el complERRADD/ TRAF-2, se produce la
activacion de Ikk (quinasa del inhibidor del faek®), para lo que es necesaria la
presencia del factor RIP (proteina que interacciooa el receptor). Sin embargo, la
activacion de Ikk, también puede ocurrir por lavaaion de la IL-1 sobre IRAK/ TRAF-6
(Stylianou y Saklatvala, 1998; Jackson-Bernits@8,72 Nufiez y cols., 2008). EI complejo
kinasa de IkB (Ikk), est4 constituido por las subades cataliticas Ikk-e Ikk-B, y la
subunidad reguladora IikkEn condiciones normales NF-kB se encuentra itean el
citoplasma junto con IkB (inhibidor del factor-kB)ymando el complejo IkB/ NF-kB (Beg
y Baltimore, 1996; Palkowitsch y cols., 2008). Pque se produzca la activacion de NF-

kB es necesaria la fosforilacion de IkB por la aqim Ikk produciendo la separacion del

TNF-a IL-1

— MNFR1 =] -1r1/ IL1-RA =
M. plasmatica

TRADD

IRAK
TRAF-2 RIP
2
IRAK/ TRAF6
ASK‘1/ TSNKF
¥
4 Ikk o/ IkkB
MEK4 l
INK IkB/ NF-kB
Citoplasma

A
AP-1 NF-kB
(muerte) (supervivencia)

Nucleo

Figura 10. Ruta de transduccién del ThFRL-1.
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complejo, NF-kB penetra en el ndcleo actuando déofade transcripcion de una gran
variedad de genes como son bcl-2, bcl-xI (Tamayaools., 1999; Lugman y Pezzuto,
2010) e IAPs (proteinas inhibidoras de la apoptdkisgman y Pezzuto, 2010). IKB sufre
ubiquitinacion y se degrada en el proteosoma (Ghgmols., 2004).

NF-kB/Rel es una familia génica cuyos miembros garen Dominio de
Homologia a Rel (Rel Homology Domain, RHD) y quenpoende cinco miembros: NF-
kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), ctReRelB (Ghosh y Karin, 2002).
NF-kB1 and NF-kB2 se sintetizan como moléculasymsaras, respectivamente de p105 y
pl00, las cuales, tras experimentar un procesamoteolitico dan lugar a las formas
maduras p50 y p52 (Karin y Ben-Neriah, 2000). Lastdres de transcripcion NF-kB
funcionales son dimeros formados por practicamemdquier combinacién de los cinco
miembros de la familia. Aunque todas las subunisi@datienen el dominio RHD de unién
a DNA, solo p65, c-Rel, RelB, pero no p50 o p52sgem el dominio C-terminal de
transactivacion. Por tanto, solamente los dimebs@#65, p50/c-Rel, p65/p65, y p65/c-Rel
son transcripcionalmente activos, mientras quehlmsodimeros de p50 y p52 actian

como represores de la transcripcion (Neumann y,@097).
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4-, HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

El cancer de préstata, es una de las enfermedadbégnas mas comunmente
diagnosticadas en varones. Los factores etiopatoi®gon diversos y dada su elevada
incidencia, es imprescindible el desarrollo degis utilizables en el tratamiento precoz
de dicha patologia. Aunque se han realizado saatifios avances y nomogramas
diagnésticos, es necesario profundizar mas en tsphistoldégicos-moleculares que nos
permitan predecir el estadio local del carcinonséa,camo identificar y conocer todos los
factores relacionados con la progresion de dichalggia. PSA es un marcador érgano-
especifico, con alta sensibilidad pero baja esipataid para la deteccion del cancer de
préstata, existiendo situaciones que provocan lm&a&on temporal de sus niveles no
relacionados con procesos tumorales como puedemasipulaciones de la glandula
prostatica (tacto rectal o biopsias) (Polascik ¥5.¢01999) y enfermedades benignas
(hiperplasia) (Bozeman y cols., 2002; Alapont ysgo2008). Ademas, se han observado
niveles normales en pacientes con patologia tumasal PSA no es indicativo del grado
de evolucidon de la enfermedad (Roddam vy cols., 2@0&pont y cols., 2008). Seria
necesario encontrar nuevos marcadores pronostimgunto con el PSA, aumentaran la
especificidad diagnéstica de la enfermedad. Elrdalém del cancer implica una serie de
cambios homeostaticos en los tejidos que afectdnsaprocesos de proliferacion,
diferenciacion y muerte celular (Sensibar y cdl895). En los ultimos afios, se cree que
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-que activan importantes rutas de transduccion
celular, podrian estar relacionadas con la carénegjs. Los datos bibliograficos
encontrados hasta este momento en prostata namnidis procesos que esta favoreciendo
TNF-a, pero teniendo en cuenta resultados recientedres tjidos, en los cuales esta
citoquina parece favorecer procesos proliferatiwds progresion del cancer, planteamos
que TNF-a en prostata podria estar sobreactivando la ruta ddransduccion de
supervivencia mediada por el factor de transcripcia NF-kB en detrimento de la ruta
proapoptotica mediada por AP-1, como se demostrd dmabajos anteriores (Nufiez y
cols., 2008). Si esto fuera asi, NF-kB y sus actilmes podrian ser considerados como
dianas terapéuticas Por ello, nos planteamos profundizar en la dadlide TNFa en la
glandula prostética en situacion normal y cancetiamee el estudio de las diferentes rutas
de transduccidn que desencadena su llegada a tfisigp celular. Este factor de

transcripcion actia mediante la induccion de P3@quzo de la expresion del receptor de
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andrégenos, etc. La correlacion de los datos denoimstoquimica con niveles de PSA
(pre- y post- operatorio), Gleason, presencia dé&stesis, situacion de los margenes
quirurgicos, recidivas y supervivencia del paciemtes cinco afios de la prostatectomia;
podria ayudar a predecir las posibles recidivas laaprostatectomia radical, asi como

encontrar algun factor prondstico de la evoluciéradmalignidad.

OBJETIVOS

1.- Determinar las variaciones de expresion y distifou mediante
inmunohistoquimica de TNE&-e IL-1 asi como sus receptores, en los tres gragos
pacientes con cancer (Gleason bajo, medio y altor@mparaciéon con aquellos que

presentan una prostata normal.

2.- Testar las variaciones en cuanto expresion, adbiwag localizacién de las
proteinas implicadas en las rutas de transducaiéiadas por TNF y/o IL-1, mediante
inmunohistoquimica y Western blot en prostata nbrgjna&ancer de prostata, con la

finalidad de conocer si la senalizacion intraceldiesencadenada esta mediada NIK.

3.- Correlacionar los resultados obtenidos en inmuwgtoguimica con datos
clinicos, como son niveles de PSA (pre- y post-rafoeio), Gleason, presencia de
metastasis, situacion de los margenes quirdrgiecgjivas y supervivencia del paciente a

los cinco afios de la prostatectomia.

4.- Encontrar algun factor prondstico, que junto aAR®s ayude a predecir

posibles recidivas tras la prostatectomia radycpbr tanto, la evolucion de la malignidad.
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Materiales y Métodos

1.- MATERIALES

1.1. MATERIAL BIOLOGICO
1.1.1. MUESTRAS

Se utilizaron muestras de préstata humana, protesielel Hospital Principe de

Asturias (Alcala de Henares, Madrid), obtenidas iamd prostatectomia radical,
reseccion transuretral y autopsias. Todas las masestcluidas en el estudio fueron
diagnosticadas clinica e histologicamente en eligerde Anatomia Patoldgica, y su
utilizacion fue aprobada por el Comité Etico debpital.

El material usado fue:

1.- 20 préstatas histolégicamente diagnosticadas camuoailes (PN), obtenidas de
autopsias (8-10 horas después de la muerte).

2.- 93 proéstatas procedentes de varones (de 51i%) diagnosticados de cancer
de prostata (CP), a los que se les habia practipadstatectomias radicales o bien
resecciones transuretrales. Estas muestras a ssevelzvidieron en tres subgrupos: bajo
(21 muestras), medio (51 muestras) y alto (21 masspuntuaciéon (grado) Gleason.

Tras la revision de la historia clinica, se comprajue los pacientes no habian
recibido terapia hormonal antes de la cirugia bidradesarrollado metastasis.

Cada una de las muestras se dividié en dos pocméyual tamafio. Una de ellas
se congel6 en nitrdgeno liquido y fue mantenid8G@GC para realizar las técnicas de

Bradford y Western blot. La otra porcion se proges@ técnicas de microscopia Optica.
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1.1.2. ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS (TABLA 1)

Tabla resumen de anticuerpos usados en las téct@dasmunohistoquimica (IHQ)

y Western blot (WB), diluciones utilizadas y susrespondientes pesos moleculares (Pm).

Anticuerpo athiiréaedr;eoo Casa comercial IHQ WB Pm (kDa)
TNF-a Policlonal cabra SANTA CRUZ 1/50 1/200 17
TNFRI Policlonal cabra SANTA CRUZ 1/50 1/200 55

TRAF-2 Monoclonal ratén SANTA CRUZ 1/25 1/500 52
IL-1a Policlonal conejo SANTA CRUZ 1/25 1/500 17
IL-1B Policlonal conejo SANTA CRUZ 1/25 1/500 17

IL1-Ra Policlonal cabra SANTA CRUZ 1/25 1/500 17
IL-1RI Policlonal conejo SANTA CRUZ 1/25 1/500 80

IL-1RII Monoclonal ratén R&D SYSTERI 1/200 1/1000 68

IRAK-1 Policlonal conejo SANTA CRUZ 1/100 1/500 70

TRAF-6 Monoclonal ratén SANTA CRUZ 1/50 1/250 60

RIP Policlonal conejo SANTA CRUZ 1/50 1/100 74
NIK Monoclonal ratén SANTA CRUZ 1/100 1/100 130

Ikk a/lkkB Policlonal conejo SANTA CRUZ 1/50 1/250 85

p-Ikk a/B Policlonal conejo SANTA CRUZ 1/50 1/250 85

IkB Monoclonal ratén SANTA CRUZ 1/50 1/100 37
p-1kB Monoclonal ratén SANTA CRUZ 1/50 1/250 37

NF-kB (p50) Monoclonal ratén SANTA CRUZ 1/25 1/250 50

NF-kB (p65) Monoclonal ratén SANTA CRUZ 1/25 1/250 65

a-Actina Monoclonal ratén AMERSHAM 1/4000 1/10000 40

! santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CaliforoigA.
2 R&D Systems Inc, Minneapolis, USA.
® Amersham, Buckinghamshire, UK.
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1.1.3. ANTICUERPOS SECUNDARIOS UTILIZADOS (TABLA 2)

Anticuerpo Origen Casa Comercial IHQ™ wB*
Anti-raton Conejo DAKC 1/500 1/4000
Anti-conejo Raton DAKO 1/500 1/4000
Anti-cabra Cerdo DAKO 1/500 1/4000

1 DAKO, Barcelona, Espafa.
" Anticuerpos unidos a biotina
# Anticuerpos unidos a peroxidasa.

2.- METODOS

2.1. WESTERN BLOT

2.1.1. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA PARA WESTERN BLOT
Las muestras congeladas en nitrdgeno liquido setienen a -80°C hasta el

momento de la extraccion proteica. Las muestradsosgogenizan en un homogenizador
con 200 pl de soluciébn de homogenizacion (junto con inhibédo de proteasas y
fosfatasas) por cada 100 mg de tejido fresco.

Los homogenizados se tienen 30 minutos en hiela faanilitar la disociacion de
los complejos nucleoproteicos.

Se centrifuga a 11000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

A continuacion, se determina la concentracion fratele la solucion con el

método Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Ca

Método Bradford
Para la valoracion proteica de cada una de lastragese utiliz6 una curva patrén
entre cuyos valores se encuadran las concentraoiteneuestras muestras. La curva patron

se realizd con las cantidades indicadas en edta(fEdibla 3).
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Neo BSA H,O R. Bradford
0 0 800l 200ul
1 10l (2 ug) 790pl 200l
2 40l (8 pg) 7604l 200l
3 50l (10 ug) 750l 200l
4 90 ul (18 pg) 710ul 200l
5 110ul (22 pg) 690l 200l
6 150l (30 ug) 650l 200l
7 250l (50 ug) 5504l 200l
8 350l (70 ug) 450l 200l

Para las muestras a valorar se afiadede la muestra, 798l de agua destilada y
200l de reactivo Bradford, también se hacen por trgulo. A continuacion se mide cada
muestra en el espectrofotometro (Perkin Elmer, ldariBio UV/VIS Spectrometer) a una
longitud de onda de 590 nm. Este espectrofotometatiza automaticamente la curva
patron y por extrapolacion nos facilita tambiércdacentracion de proteina de la muestra

problema emqug/ul.

2.1.2. ELECTROFORESIS

Se equilibraron las muestras de tal forma que séapd0ug de proteina en 14

de tampdn de carga y se hirvieron durante 5 minlRosteriormente se centrifugaron
durante otros 5 minutos a 11000 rpm.

Las proteinas se separaron por electroforesis ks ge poliacrilamida, usando
tampon de electroforesis, con un gradiente varia@ale9-15% (dependiendo del peso
molecular de la proteina objeto de estudio) a utajeoconstante de 160 V. En cada gel se
reservaba el primer pocillo para los marcadorepa® molecular. Anteriormente estos
pesos moleculares (LIFE SCIENCE Full Range Rainb&mwershan) se hirvieron durante

5 minutos.
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Figura 11. Camara electroforesis vertical, Miniteem® Tetra Cell, BIO-RAD y Fuente de
poder (Power Supply EPS 301).

2.1.3. TRANSFERENCIA PROTEICA

Las proteinas se transfirieron en un sistema seatu-§Amersham Biosciences, TE

77) a membranas de nitrocelulosa, con un tamafpoede 0.45.m, como se indica en

la siguiente figura.

La transferencia se realiz6, usando tampdén de féiameia, a un amperaje
constante de 75 mA (dos geles) durante 1.5 ho#&Carespetando adecuadamente la
polaridad. A continuacion, tras detener la tramsfela, se tomaron los geles, se tifieron
con Azul de Comassie durante 2 minutos y se desmm@orcon metanol al 20% - acido
acético 7% durante toda la noche con agitaciontantes

Las membranas se tifieron con Rojo Ponceau duramialios, posteriormente se
decoloraron con acido acético al 5%, permitiendo dslimitar perfectamente las calles
gue tenian proteina. Se lavan durante 5 minutosagaa destilada (varios bafos) y PBS
durante 30 minutos para eliminar completamentesd¢a®restos de Rojo Ponceau.
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Figura 12. Cubeta de transferencia conectada aefuen

2.1.4. INMUNOMARCAJE

Las membranas se sumergieron en Blotto (SIGMAYaleh TBS durante 1 hora a

temperatura ambiente en agitacion. Se incubarala (8 noche a temperatura ambiente y
con agitacion) con anticuerpo primario (ver tablailuido en solucion de bloqueo diluida
1+9 en TBS.

Se lavaron tres veces con solucion de lavado (bitwsncada uno) y se incubaron
con el anticuerpo secundario unido a peroxidasaadilucion 1:4000 en solucion de
bloqueo (diluida 1+9 en TBS) durante 1 hora a teatpea ambiente con agitacion.

Tras tres lavados de 10 minutos cada uno se réveldividad peroxidasa usando
el kit ECL de Amershan. Se impresioné una placaay®s X (AGFA Curix).Para el
revelado de las placas se utilizo el revelador GAélfijador G350 de AGFA.

TAMPONES Y REACTIVOS UTILIZADOS PARA WESTERN BLOT
PBS (FOSFATE BUFFER SALINE)

KClI 0.2g
KH,PO, 0.2g
NaHP O, 115¢
NaCl 0.8¢g
Agua destilada 900 mi

El pH se ajusta a 7.4 y se enrasa a 1 litro denveitufinal con agua destilada.
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TBS (TRIS BUFFER SALINE)

Trizma base 6.05¢g
NaCl 85¢g
Agua destilada 700 ml

El pH se ajusta con HCI concentrado a 7.4 enrasaridlitro de volumen final con

agua destilada.

SOLUCION DE HOMOGENIZACION

EDTA 2.92 mg (1 mM)
2{3-mercaptoetanol 100 mg (1%)
PMSF 1.6 mg (1 mM)
Tris0.1 M 10 ml

NaF (Sigma) 10 mM
Ortovanadato Sodico (Sigma) 1 mM
Leupeptina fo/ul
Aprotinina Tug/pl

SOLUCION DE AZUL DE BROMOFENOL
Azul de Bromofenol 10 mg
Etanol absoluto 1ml

Congelar a -20°C.

TAMPON DE CARGA (Laemmli)

STK (4X) 2.5 ml
Solucién de SDS 2ml
Glicerol 55ml
Solucién de bromofenol 30
2{3-mercaptoetanol 10a@

Congelar a -20°C.

SEP
Tris 36.33g (1.5 M)
Agua destilada 200 ml

Ajustar pH a 8.8 con HCI concentrado.
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STK
Tris 6.05 g (0.5 M)
Agua destilada 100 ml

Ajustar el pH a 6.8 con HCI concentrado.

SOLUCION DE ACRILAMIDA / BIS-ACRILAMIDA

Acrilamida 7.5 g (30%)
N-N-metilenbiscrilamida 0.2 g (0.8%)
Agua destilada 25 ml

Filtrar y almacenar en oscuridad a 4°C.

SOLUCION DE SDS
Dodecil sulfato sédico 1 g (20%)

Agua destilada 5ml

SOLUCION DE APS
Persulfato sédico 0.25 g (10%)

Agua destilada 1ml

Se almacena a 4°C.

SOLUCION TRIS / GLICINA (10X)

Trizma base 15.14 g (250 mM)
Glicina 72.06 g (1.92 M)
Agua destilada 500 ml

Ajustar pH a 8.3.

TAMPON DE ELECTROFORESIS
Solucién Tris / Glicina (10X) 100 ml
Solucion SDS 5ml
Agua destilada 895 mi

TAMPON DE TRANSFERENCIA

NaHCG; 2.52 g (10 mM)
Na,CO3 0.954 g (3 mM)
Metanol 600 ml
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Agua destilada
Almacenar a 4°C.

SOLUCION DE ROJO PONCEAU

2400 ml

Solucion madre de Rojo Ponceau S al 2% en acidmrivacético 30% y acido

sulfosalicilico 30%. Solucion usada para tefimsmbranas:

Rojo Ponceau S
Agua destilada

20 ml
180 ml

SOLUCION DE AZUL DE COMASSIE

Azul de Comassie
Etanol absoluto
Acido acético glacial

Agua destilada

250
200 ml

50 ml (10%)
250 ml

Disolver el Azul de Comassie en etanol. Filtrafigdir el agua y el acido acético.

ACIDO ACETICO 5%
Acido acético

Agua destilada

SOLUCION PARA DESTENIR
Metanol

Acido acético glacial

Agua destilada

SOLUCION DE BLOQUEO
Blotto (SIGMA)

TBS
Tween 20

Almacenar a -20°C.

SOLUCION DE LAVADO
Tween 20

PBS 5X
Agua destilada

25 ml
475 ml

200 ml (20%)
70 ml (7%)
730 ml

2.5
49.75 ml (10 mM)

250

2.5 ml (0.5%)
100 ml
397.5 ml
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GELES DE POLIACRILAMIDA.
Véase la tabla 4:

Soluciones Concentradora Separadora

% Acrilamida 3% 6% 9% 12% 15%
SEP (4X) ml 2.5 2.5 2.5 25
STK (4X) ml 1.25
Acrilamida ml 0.5 2 3 4 5
SDS il 25 50 50 50 50
H,Od mi 3.2 5.4 4.4 3.4 2.4
APS 1] 20 40 40 40 40
TEMED pl 10 20 20 20 20

2.2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA
OPTICA
2.2.1. FIJACION DE MUESTRAS

Las muestras frescas se lavan en una solucionete gsiologico y mas tarde se

fijan con formol al 10% en tampon fosfato SérenagoH 7.3 durante 24 horas. Tras la
fijacion se lavan en tampdn Soérensen a pH 7.3 teihhoras (con cambios sucesivos).
La preparacion del tampon Sérensen se realizota dardos soluciones A y B:

tres partes de la solucidén A y una parte de lacgmhuB. Finalmente se ajusta el pH a 7.3.

Solucion A Fosfato bisddico anhidro 0.1M 14.2 g

Agua destilada 1L

Solucion B Fosfato monosédico 0.1M 1569
Agua destilada 1L
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2.2.2. INCLUSION EN PARAFINA

La deshidratacion se hace usando alcohol etiliac@banentraciones crecientes:

Alcohol 70° 1 hora ({

Alcohol 80° 1 hora

Alcohol 90° 1 hora

Alcohol 96° 1 hora

Alcohol 100° 1 hora

Alcohol 100° 1 hora Figura 13. Moldes de parafi
Butanol 24 horas (se hacen varios cambios)

Parafina | 1 hora

Parafina Il 12 horas

Parafina lll 3 horas

Los bloques se hacen usando moldes de 2x1x1 craréFi@) que se rellenan con
parafina nueva fundida, se hunde la pieza en & grienta adecuadamente. Los bloques
se dejan a temperatura ambiente el tiempo necgsariola solidificacion y enfriamiento
de la parafina.

2.2.3. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

1.- Se realizaron cortes dqu de espesor con un microtomo LEYCA RM 2255.

2.- Se recogen los cortes en un bafo de aguateatien portaobjetos previamente
recubiertos con 3-aminopropyl-triethoxysilane “8da (SIGMA, Barcelona, Espafia) al
3% en acetona.

ah s

Figura 14 MicrotomoLEYCA RM
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3.- Desparafinar e hidratar
Xileno 15 min
Xileno 15 min
Alcohol 100° 10 min
Alcohol 100° 10 min

Alcohol 96° 5 min
Alcohol 80° 5 min
Alcohol 70° 5 min

Agua destilada 5 min
4 .- Teiiir con Hematoxilina de Carazzi durante 5utos.

Hematoxilina de Carazzi

Agua destilada 400 ml
Glicerina 100 ml
Alumbre potasico en polvo 259
lodato potasico 0.10g
Hematoxilina 05¢g

5.- Lavado en agua corriente durante 20 minutosm(b de viraje de la
hematoxilina).
6.- Tefir con solucion de eosina durante 30 segaindo
Eosina Eosina 19
Agua destilada 100 ml
7.- Lavado en agua.
8.- Deshidratar
Agua destilada 5 min
Alcohol 70° 10 seg
Alcohol 80° 10 seg
Alcohol 96° 3 min
Alcohol 100° 5 min
Alcohol 100° 5 min
Xileno 15 min

Xileno 15 min
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9.- Montar con pegamento miscible con Xileno (ENTEN ®, Merk, Darmstadt,

Alemania).
Los resultados que se pueden observar en el mopiasoptico son: ndcleos color

violeta y tejido conjuntivo (colageno) aparecercd®r rosa.

2.2.4. PROCESAMIENTO PARA INMUNOHISTOQUIMICA

1.- Se realizan cortes deush de espesor con el micrétomo.

2.- Se recogen los cortes en un bafio de agua tealmn un portaobjetos
previamente recubierto con Silano al 3% en acetona.
3.- Las secciones se mantienen toda la noche eestmia a 37°C.
4.- Se pasan los cortes a una estufa de 60°C duz@nninutos antes de comenzar
a desparafinar las muestras.
5.- Desparafinar e hidratar las muestras
Xileno 15 min
Xileno 15 min
Alcohol 100° 10 min
Alcohol 100° 10 min

Alcohol 96° 5 min
Alcohol 80° 5 min
Alcohol 70° 5 min

Agua destilada 5 min

Método Peroxidasa-Antiperoxidasa

1.- Blogueo de la peroxidasa endogena mediantaclabacion de las secciones,
desparafinadas e hidratadas, con 0.3% g@,ldn agua destilada durante 20 minutos en
agitacion a temperatura ambiente.

2.- Dos lavados en tampon Tris salino (TBS) a p# durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

3.- Se colocan los portaobjetos enraok especial de plastico, se sumergen en una
olla a presién convencional que contiene 2 litregampon citrato 0.01 M a pH 6 durante
2.5 minutos a maxima presion.

4.- Dejar enfriar los cortes dentro de la olla dig&20 minutos.

5.- Lavar las muestras 3 veces con TBS durantenbtos cada lavado.
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6.- Bloquear la unién no especifica incubando kEisnes en TBS con 3% de
suero de burro (NDS) y 0.05% Tritébn X-100 durar@en8nutos a temperatura ambiente.

7.- Eliminar el exceso de solucion de bloqueo stdseortes, afiadir el anticuerpo
primario diluido (ver diluciones en tabla 1) en T 8ejarlo toda la noche a 37°C.

8.- Lavar las muestras 3 veces con TBS durantentitos cada lavado.

9.- Incubar las secciones con anticuerpo secundan@spondiente (ver tabla 2)
dependiendo del origen del anticuerpo primario.dilacion se hace 1:500 en TBS y se
incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.

10.- Lavar las muestras 3 veces con TBS durantmbtaos cada una de ellas.

11.- Incubar las muestras con el complejo estrahtaarbiotina peroxidasa (Dako,
Barcelona, Spain) diluido en TBS durante 1 horassuridad a temperatura ambiente.

12.- Lavar las muestras 3 veces con TBS durantmbtos cada lavado.

13.- Lavar en tampdn acetato 0.1 M durante 1 mguto

14.- Proceso de revelado usando diamino-benzidioa el método de
intensificacion de la enzima glucosa oxidasa. Seordrolando al microscopio oOptico la
reaccion para detenerla con tampon acetato (tadopdrtas a la vez) cuando se obtenga
una sefal fuerte.

15.- Lavar las muestras 3 veces con TBS durantmbtos cada lavado.

16.- Deshidratacion de las muestras

Agua destilada 5 min

Alcohol 70° 3 min
Alcohol 80° 3 min
Alcohol 96° 3 min

Alcohol 100° 5 min
Alcohol 100° 5 min
Xileno 15 min
Xileno 15 min

17.- Montar con pegamento miscible con Xileno (ENTEN ®).

La especificidad de la técnica se chequed realzamdah serie de controles
negativos y positivos. Como control negativo pdrargicuerpo primario, se incubaron
secciones de cada grupo con suero preinmune encauskel anticuerpo primario. Como

control positivo para el anticuerpo primario, seuiparon secciones de piel, amigdala y
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timo (dependiendo del anticuerpo) con los mismdgaerpos y diluciones utilizados en
este estudio. Como control del anticuerpo secundariobvio el anticuerpo primario y se

incubd con el mismo tampodn usado para la dilucgradticuerpo secundario.

TAMPONES PARA INMUNOHISTOQUIMICA

TBS (TRIS BUFFER SALINE)

Trizma base 6.05 g
NaCl 85¢
Agua destilada 700 ml

El pH se ajusta con HCI concentrado a 7.4 enrasaridlitro de volumen final con

agua destilada.

TAMPON CITRATO (0.01 M)
Citrato Trisddico 29.41 g (en 1 litro de aguatiizda)

Acido Citrico 21.01 g (en 1 litro de agua destd)
A patrtir de las dos soluciones stock se mezclannléde citrato sédico + 36 ml de

acido citrico y se enrasa a 2 litros con agualddsti El pH final del tampon es 5.6.

TAMPON ACETATO
Acetato Sédico 16.4 g (en 1 litro de agua chasdi)

Acido acético 12 ml (en 1 litro de agua dedtla
A patrtir de las soluciones stock, se toman 226 erdaktato sédico, 24 ml de acido

acético y se lleva hasta 500 ml con agua destiEdampoén se queda a un pH de 6.
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2.3. DENSITOMETRIA OPTICA

Con el fin de poder analizar cuantitativamente eldg de expresion de las
diferentes proteinas, se evalu6 la densidad 6peceada muestra. Para ello se utilizo el
sistema de andlisis digital de imagenes compuestagamara digital “Moticam 2000” y
el software informatico “Motic Advanced 3000 y 3@1otic China Group Co., China).

Figura 15. Microscopio 6ptico acoplado al sisteraadalisis de imagen.

2.3.1. INMUNOHISTOQUIMICA
Se utilizo el sistema de andlisis de imagen acopkdun microscopio oOptico
(Olympus Vanox-T AH-2).

Para cada anticuerpo utilizado se tomé como vatoo © “blanco” la densidad

Optica del control negativo. Para cada muestradesta se tomaron 5 campos de vision

con el objetivo 20X, tomados al azar y se mididasrespectivas densidades opticas.

2.3.2. WESTERN BLOT

Se analizaron las densidades Opticas para caddeulog anticuerpos y cada una de

las bandas obtenidas para cada grupo de muestslacas radiograficas previamente

impresionadas, se convirtieron a formato electemiediante un escaner. Posteriormente
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se tomaron las intensidades mediante el programarddisis de imagen descrito

anteriormente.

2.3.3. EVALUACION Y PUNTUACION DEL INMUNOMARCAJE
Para realizar la correlacion y poder simplificar ftaximo posible asi como

trasladar su aplicacion en la clinica, se realima uwaloracion personal de las muestras.
Primero los pacientes fueron estratificados conusitpvos” (aquellos con mas del 5% de
la superficie tefiida) o “negativos”. Para aquetlesteinas analizadas mostrando menos de
un 10% de pacientes positivos se asigné a cadatraugsa puntuacion que integro el
porcentaje de superficie tefiida y la intensidadir®6n y, en concordancia, los pacientes
fueron estratificados como “negativos’, “de baja’intermedia” o “elevada”

inmunotincion.

2.3.4. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de todos los resdtadtenidos (inmunohistoquimica y

Western blot) anteriormente por las diferentesitésn y también para los datos clinicos,
empleamos los programas informaticos SPSS (velifidh para Windows de Microsoft),
Statgraphics y Prisma 3.0. En el andlisis se imcluy los marcadores
inmunohistoquimicos en estudio y variables prooasti clasicas (PSA sérico
preoperatorio, estadio patologico T, estadio abinic, puntuacion Gleason, invasion
perineural, metastasis en ganglios linfaticos kxakstatus de los margenes quirdrgicos,
supervivencia total y progresion bioquimica). Einpipal endpoint del estudio fue el
tiempo hasta la progresion bioquimica, definide €stmo el tiempo transcurrido desde la
prostatectomia hasta el registro de la primerd deeaos dos elevaciones consecutivas en
los niveles de PSA total sérico por encima de §/thh

A modo descriptivo, se proporcioné la mediana yaslgo en el caso de las de
variables cuantitativas, como la edad y el niveP&A sérico preoperatorio total, asi como
las frecuencias de las variables cualitativas.rhadidas de PSA, en un principio variables
cuantitativas continuas, fueron transformadas emalas cualitativas utilizando como
criterio de estratificacion el umbral de 10 ng/uhl cual estad establecida su capacidad
pronéstica (Freedland y cols., 2008). Para vargablentitativas se usaron la t de Student

y el analisis de la varianza (ANOVA) con el test Benferroni para el andlisis de
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significacion entre distintas variables. Para campeaariables cualitativas ordinales entre
los distintos grupos se utilizé el test de Spearman

Para el analisis de la supervivencia se realizaztarvas de Kaplan-Meier
(utilizando la prueba ddbg-rank para estimar la significacion) y el analisis desge®
proporcional unifactorial de Cox. Con el objetoad@luar la capacidad prondstica de los
marcadores en estudio en conjuncién consigo misfwoson los marcadores prondsticos
tradicionales, se utilizd el analisis de riesgopprcional multifactorial de Cox. En ambos
casos el tiempo de seguimiento de los pacientsdarprostatectomia fue definido por la
progresion biogquimica (paciente que experimenté&ited o la Ultima visita (paciente
censurado, que no experimenta recidiva).

En todos los analisis se consideraron valoresfgigtivos aquellos asociados a un

valor de p < 0.5.
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Resultados

1.- ACTIVACION DE TRAF-2

MF

TRADD

Citoplasma

Activacion de TRAF-2

1.1. WESTERN BLOT

Mediante Western blot se observé una Unica banda PBIFa, TNFRI,
TRAF-2, y actina (control positivo) en su corresgiente peso molecular (17, 55, 52 y
40 kDa respectivamente) y en cada uno de los gregtasliados: normal (PN) y cancer
(CP) (Fig. 16).

El andlisis densitométrico de las bandas para aaua de los factores
estudiados, no muestra diferencias entre PN y @BIgT5).
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TNF- o TNFRI TRAF-2 ACTINA

250 -
160-

105-
75-

50 -

as-
30 -
a5-

—

PN CP PN CP PN CP PN CP

Figura 16. Western blot para TNE-TNFRI y TRAF-2 en préstata normal (PN) cancer)(CP

TNF-a TNFRI TRAF-2
PN 68.5t4.1° | 62.1+4.6" | 39.4+1.2
CP 73.8t5.6° | 70.76.6" | 36.6+2.5

Tabla 5. Andlisis densitométrico de las bandasnitiés mediante Western blot para cada anticuergo y

cada uno de los grupos estudiags®).001.
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1.2. INMUNOHISTOQUIMICA

INF-a

En PN (Fig. 17A) el 80% de las muestras fuerontpasi. Este factor se expresoé en
mas del 85% de los pacientes con cancer (Figs.)7B&sefal siempre fue intensa y se
localizé exclusivamente en el citoplasma de laslaglepiteliales. Cuando se compararon
las densidades Opticas no se observaron diferesamificativas entre los diferentes

grupos de pacientes (Tabla 6).

Figura 17. TNFa localizado en el citoplasma de las células epitdien PN (A) y CP de bajo (B), medio
(C) y alto (D) Gleason. Barra: 1bn (C, D) y 2%um (A, B).
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INFRI

Se localizo en las células epiteliales de PN yEIPlas células estrométicas apenas
se observé marcaje. En cuanto a la densidad 6pticase observaron diferencias
significativas entre el grupo normal y el de losipates con cancer del grupo (Figs. 18A-
B).

TRAF-2
El 60% de las muestras de PN fueron positivas. [iistaina se encontré en la zona
apical de las células epiteliales. El porcentajendestras positivas en cancer (Fig. 18C-D)

disminuy6 con la malignidad (Tabla 6).

Figura 18. Inmunorreaccion para TNFRI (A, B) y TRRRC, D) en el citoplasma de las células epitesial
tanto en pacientes con bajo (A, C) como alto Gle¢Bo D). Barra: 1um (C), 15um (A, D) y 20um (B).
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TNF-a TNFRI TRAF-2
Muestras % D.O. % D.O. % D.O.
PN (20) 80 36.30+4.5 80 16.27+4.43 60 19.08+3.68
CP,c(21) 100 31.88:4.17 85.71 22+4.54 38.09 18.74+2.87

CP .c(51) 82.35 34.28t:5.29 94.1 22.34t4.76 37.25 18.66+3.64

CP,c (21) 100 33.38:4.12 100 22.064.53 28.57 20.65+5.30

Tabla 6: Porcentaje de muestras positivas (%) ysidades Opticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para TN&; TNFRI y TRAF-2 en cada uno de los grupos estufiguk0.001.
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2.-1IL-1 Y SUS RECEPTORES

IL-1a IL-18 IL-1Ra

®@ O w

Familia de la IL-1 (IL-1q, IL-1B e IL-1Ra) y sus receptores (IL1-Rl e IL-1RlI).

2.1. WESTERN BLOT

Mediante Western blot se observo una Unica bangalpdla, IL-1Ra en sus pesos
moleculares correspondientes (17 y 17 kDa resautwte) en el grupo de pacientes con
cancer (Fig. 19; Tabla 7).

IL-1B (17 kDa) se observo en los dos grupos estisdiagPN y CP) (Fig. 19),
observando mayor densidad Optica en el grupo deecdhabla 7).

En el caso de los receptores, tanto IL-1Rl comd&ILse detectaron en su peso
molecular (80 y 64 kDa respectivamente) (Fig. 200LRI se observo en los dos grupos
estudiados (PN y CP) y la mayor densidad se obsamvGP (Tabla 8). IL-1RII sdlo se
detect6 en CP (Tabla 8).
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g/

30-

15

L la IL-1B

PN CP PN

PC

IL-1Ra
Pl OP

Actina

PN CP

Fig. 19. Western blot para ILal IL-1B e IL-1Ra en prostata normal (PN) y muesttacancer de

prostata (CP).
IL-1a IL-1B IL-1Ra
PN 9.44+1.8
CP 29.5:2.3 20.111.9° 22.26:1.3

Tabla 7. Andlisis densitométrico de las bandasriiiés mediante Western blot para cada
anticuerpo y en cada uno de los grupos estudipe©s001.
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IL-1RI IL-1RIT ACTINA

5 = -
5

15

PN CP PN PC PN CP

Fig. 20. Western blot para IL-1RI e IL-1RIl en piEts normal (PN), muestras de cancer de
prostata (CP).

IL-1RI IL-1RII
PN 8.34t1.5°
CP 16.24:2. 9 19.23:4.2

Tabla 8. Andlisis densitométrico de las bandas obtenidasiantsl Western blot para cada
anticuerpo y en cada uno de los grupos estudipe©s001.
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2.2 IMNUNOHISTOQUIMICA

IL-1a
En PN se obtuvieron resultados negativos. En AR@%o, 96.07% y 52.38% de las

muestras con bajo, medio y alto grado Gleason éotispamente) (Figs. 21A-B) mostraron

IL-1a en el citoplasma de las células epiteliales. Adlimia densidad Opti

ca no se observaron diferencias significativaseelos distintos grados Gleason en

este grupo (Tabla 9).

; i AR

N . a I 4 L \L -
Figura 21. IL-Tx localizado en el citoplasma de las células eplagdien CP de bajo (A) y alto (B) Gleason.
Barra: 15um.

IL-1B

En el 75% de las muestras normales (PN) observamosinorreaccion
citoplasmica en las células epiteliales. En muestid grupo CP con bajo (Fig. 22A) y
medio Gleason (Fig. 22B), el 47.61% vy el 25.49%ademuestras presentaban un marcaje
similar a PN, aunque en el grupo de bajo Gleasdeaidad Optica fue significativamente

mayor (Tabla 9). En tumores con alto grado Gledsseial desaparecié (Tabla 9).
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"
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Figura 22. IL-1B en el citoplasma de las célulagetiples. En bajo Gleason (A) la densidad Optica
observada fue mayor que en Gleason alto (B). Basam (A-B).

IL-1Ra

No se observé sefal para IL-1Ra en PN (Fig. 23Anoestras con alto grado
Gleason. En muestras con bajo y medio grado Gle@dgn23B) la inmunoreaccion se
encontré en el citoplasma de las células epitslidla densidad 6éptica disminuyé con el

grado Gleason (tabla 9).

A *E\" ﬁ"_‘ -
-t o . 4
;j 4""'“ ’ Lo : A
; 4 )
¢ / .
-’:’ -

. :

Figura 23. Aunque en PN IL-1Ra fue negativo, ens€Eletecto en el citoplasma de las células epéslia
Barra: 15um.
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IL-1RI
Mediante inmunohistoquimica se encontré un ligeavaaje (Tabla 10) en el 100%

de las muestras de PN (Fig. 24A) en el citoplasenéas células estromales. En muestras
del grupo CP con bajo grado (85.71%), medio (80.8%ljo (71.4%) grado Gleason (Fig.

24B) apareci6 en el citoplasma de células epiedigldel estroma.

Figura 24. Control negativo para IL-1RI en PN (Bh CP (B) se detecto en el citoplasma de las clula
epiteliales. Barra: 20m (A) y 15um (B).

IL-1RII

Mediante inmunohistoquimica IL-1RIl fue negativo BN. En CP, la sefial sélo
aparecio en la zona periférica del citoplasma dectulas epiteliales. El porcentaje de
muestras positivas con bajo grado Gleason (57.14%G) 25A) fue muy similar al
encontrado en muestras con medio (70.5%) y altdogfleason (66.4%). La densidad
optica fue significativamente mayor en bajo queradio (Fig. 25B) y alto Gleason (sin
diferencias entre estos dos grupos) (Tabla 10).

Figura 25. En CP, la densidad optica para IL-1Rllbajo Gleason (A) fue mayor que la observada en
medio (B) y alto Gleason. Barra: p.
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IL-1a IL-1B IL-1Ra
Muestras | % D.O. % D.O. % D.O.
PN (20) 0 75 | 32.58+1.59| 0
CP.c(21) | 100 | 39.22+2.45| 47.61 | 39.6+2.84 | 47.61 | 26.04+2.81
CP.c(51)| 96.07 | 40.75+1.83| 25.49 | 31.02+1.94 | 35.29 | 20.13+2.84
CP,c(21) | 52.38 | 40.93+2.68| 0 0

Tabla 9. Porcentaje de muestras positivas (%) ysidades opticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para ILel IL-1B e IL-1Ra en todos los grupos estudiags€.001.

IL-1RI IL-1RII
Muestras % D.O. % D.O.
PN (20)
Epitelio
Estroma 100 8.52+1.62
CP,c(21) 85.71 57.14
Epitelio 37.88+1.7% 43.42+2.2%
Estroma 42.69+1.8%
CP .c(51) 80.3 70.5
Epitelio 36.34+1.6% 36.22+1.78
Estroma 39.3+1.99
CP,c (21) 71.42 66.6
Epitelio 36.65+1.68 35.52+3.68
Estroma 35.52+2.4

Tabla 10. Porcentaje de muestras positivas (%) nsidades 6épticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para IL-1RI e IL-1RIl en todos Qrupos estudiadgsx<0.001.
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3.- ACTIVACION DE NIK

Niicko | NEXE !

Activacion de NIEK

3.1. WESTERN BLOT

IRAK y TRAF-6 se detectaron en su correspondiesspmolecular (70 y 60 kDa
respectivamente) en los dos grupos estudiados @dy. En ambos casos, la mayor

densidad se observé en CP (Tabla 11).
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IRAK TRAF-6 ACTINA
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Fig. 26. Western blot para IRAK y TRAF-6 en proatabrmal (PN) y muestras de cancer de préstata
(CP).

IRAK TRAF-6

PN 12.5+4.1° 9+1.5

CP 36.43.9F | 27.5+3.8

Tabla 11. Analisis densitométrico de las bandasrotas mediante Western blot para cada anticuegio y
cada uno de los grupos estudiags®).001.
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3.2. INMUNOHISTOQUIMICA

IRAK_

En la gran mayoria de las muestras de PN (Fig. 37éancer (Figs. 27B-C) se
detectd en el citoplasma de las células epitelidescuanto a la densidad Optica, no se
encontraron diferencias significativas entre |egidios grupos estudiados (Tabla 12).

TRAF-6

En el 80% de las muestras de PN (Fig. 27D), TRAde-8ocalizé en las células
epiteliales. En CP aumento ligeramente el nimerpadéentes positivos (mas del 90%) y
se localizé también en células epiteliales. La id@asoptica fue significativamente mayor
en los pacientes de CP (Figs. 27E-F), sin obsailifarencias entre los distintos grupos
estudiados (Tabla 12).

IRAK TRAF-6
Muestras % D.O. % D.O.

PN (20) 100 13.39+3.93 80 7.7242.12
CP,c(21) 100 20.77+4.01 95.23| 21.1+2.98

CP.c(51) 100 18.65+5.76 92.15| 20.47+2.08

CP,c (21) 100 21.52+4.45 95.23| 21.76+3.09

Tabla 12. Porcentaje de muestras positivas (%) rysidades Opticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para IRAK y TRAF-6 en cada uedas grupos estudiadgs<0.001.
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Figura 27. IRAK (A-C) y TRAF-6 (D-F) siempre se &izaron en el citoplasma de las células epitdiaie
PN (A, D) y CP (B-C, E-F). En CP, no se encontradif@rencias significativas entre bajo, medio (ByElto
(C, F) grado Gleason. Barra: pin (A, C, D), 20um (B, E) y 15um (F).
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4.- RUTA DE TRANSDUCCION DE NIK/NF-KB

b ey :
Nucleo % _AP1: tNELE 3

Activacion de NF- kKB

4.1. WESTERN BLOT

Mediante Western blot se observdé una Unica banda P#P y NIK en su
correspondiente peso molecular (130 y 74 kDa réisjp@cente) en cancer (Fig. 28). En

PN sélo se observo sefal para NIK (Fig. 28).
NIK se detectd en los dos grupos estudiados, siemmr la sefial en cancer que

en PN (Tabla 13).
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RIP NIK  ACTINA
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Figura 28. Western blot para RIP y NIK en préstatemal (PN), muestras de cancer de préstata
(CP).

RIP NIK
PN 3.5:1.1% | 57.146.9
CP 52.82.8 | 85.2:2.1°

Tabla 13. Analisis densitométrico de las bandasrotbas mediante Western blot para cada anticuegio y
cada uno de los grupos estudiag@s®.001.
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4.2. INMUNOHISTOQUIMICA

RIP

El 100% de las muestras de PN fueron negativas.skiipre se localiz6 en el
citoplasma de las células secretoras. La mayolidih$ptica se observo en los pacientes
de Gleason bajo (Fig. 29A) y medio (Fig. 29B), nias que descendi6 significativamente
en los pacientes de Gleason alto (Fig. 29C, Tabla 1

RIP NIK

Muestras % D.O. % D.O.

PN (20) 0 0 100 | 21.47+1.78

CP,c(21) 66.6 23.34t4.65 66.66 30.962.47°

CP .c(51) 39.21 | 18.0%3.6% 96.07 | 36.3%:5.27

CP.c (21) 57.14 9.91+1.43 100 36.20:3.99

Tabla 14: Porcentaje de muestras positivas (%) wsidades Opticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para RIP y NIK en cada uno deglmpos estudiados<0.001.

NIK

En todas las muestras normales (Fig. 29D) la safiehcontro en el citoplasma de
las células secretora. En cancer, el porcentajgadentes positivos fue superior al 80%
(Tabla 14). En cancer (Figs. 29E-F), la densidaticépfue mayor (estadisticamente
significativa) respecto al grupo de los pacientesmales y ademdas, no se encontraron
diferencias significativas entre los distintos g&leason (Tabla 14).
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A

Figura 29. RIP se localiz6 mediante inmunohistodeanen el citoplasma de las células secretoras. En
cancer (A-C), la densidad optica fue significatiemte mayor en los pacientes de bajo (A) y medio (B)
Gleason (sin diferencias entre ambos) que en logmas de alto Gleason (C). En PN (D), NIK se lia6a

en el citoplasma de las células secretoras. Erardet (E-F), la densidad éptica fue significativatee
mayor que en PN. En este grupo, no se encontraferertcias significativas entre los distintos gdo

Gleason. Barra: 1pm (A-C), 20um (F) y 30um (D-E).
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5.- ACTIVACION DE NF-kB

Miicleo

Activacion de NF kKB

5.1. WESTERN BLOT

Mediante Western blot se observo una Unica banagampikk, Ikk, p-IkB e 1kB en
su correspondiente peso molecular (85, 85, 37 K[3q respectivamente) tanto en PN

como en cancer (Fig. 30).
La densidad 6ptica para Ikk, p-IkB e kB fue magor CP que en PN (Tabla 15).

No se observaron diferencias significativas patekp-
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p-Tkk
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50-
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PN CP

Figura 30. Western blot para p-lkk, Ikk, p-IkB eBllen préstata normal (PN) y cancer de prostata

(CP).

PN CP

Ikko/Tkkp p-IkB

PN CP

IkB

PN CP

ACTINA

PN CP

p-Ikk Ikk p-1kB kB
PN 18.5:2.1% | 22.5:1.7% | 9.1+2.5 | 10.1+2.4
CP 23.8:4.8 | 47.82.8 | 45.23.1° | 39.4+1.9

Tabla 15. Andlisis densitométrico de las bandaerotbas mediante Western blot para cada anticuegsocada

uno de los grupos estudiadps0.001.
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5.2. INMUNOHISTOQUIMICA

p-1kk

En PN so6lo se observé en el 25% de los pacierstesliados, mientras que en
cancer, se observo en mas del 47% de los paci@iteembargo, al estudiar la densidad
Optica, no se encontraron diferencias significatiatre ninguno de los grupos (Figs. 31A-
B, Tabla 16).

Figura 31.p-lkk se detectd en el citoplasma decédslas epiteliales tanto en bajo (A) como en &
Gleason. Barra: 2(m.

Ikk

En el 80% de los pacientes con PN se observo @itogllasma de las células
epiteliales. La densidad optica, fue mayor en caque en PN (Tabla 16). En CP (Figs.
32A-B), disminuy6 el numero de pacientes positiyoe,o no se observaron diferencias
significativas entre los distintos grados Gleaskab(a 16).

Figura 32. IKK se detecté en el citoplasma de &slas epiteliales tanto en medio (A) como en @hp
Gleason. Barra: 2(m.
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Ikk p-1kk
Muestras % D.O. % D.O.
PN (20) 80 10.29+1.31 25 9.4+2.0
CP,c(21) 66.6 21.69+2.18 | 47.6 11.4+0.8

CP .c(51) 62.74 17.43+2.34 | 49.01 13.2+1.3

CP.s (21) 85.71 18.24+2.81 | 66.66 12.3+2.75

Tabla 16. Porcentaje de muestras positivas (%) gsidades opticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para Ikk y p-lkk en cada undadegrupos estudiadog<0.001.

p-1kB.

Se observo en el citoplasma del 40% de PN. El ptaje de pacientes positivos
aumento por encima del 70% en el grupo de Canags.(83A-B). Aunque el aumento de
la densidad Optica fue estadisticamente signifioatin el grupo de CP respecto a PN, no
se observaron diferencias estadisticamente sigtiifas entre los distintos grados Gleason
(Tabla 17).

. &_ 4 - A S A R . b e .
o G ’ LN, WS
Figura 33. p-IkB se detectd en el citoplasma decédslas epiteliales en todos los pacientes cooezan
sin observar diferencias significativas entre libsrdntes grados Gleason. Barra:|20.
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kB

En el 60% de los pacientes con PN (Fig. 34A) seemidsescasa sefial en el
citoplasma de las células epiteliales (Tabla 1739. sefial aumento considerablemente
(estadisticamente significativo) en mas del 75%odepacientes pertenecientes al grupo
cancer, sin encontrar variaciones significativaseebajo (Fig. 34B), medio (Fig. 34C) y
alto (Fig. 33D) grado Gleason (Tabla 17).

.“

it
ﬁ

R
k19
RN

{

4 e

-

Figura 34. En PN (A), kB se localiz6 mediante immhbistoquimica en el citoplasma de las células
epiteliales. En cancer (B-D), la densidad épti@dignificativamente mayor que en PN. En este gmpse
encontraron diferencias significativas entre Iatidios grados Gleason. Barra: |28 (A-B) y 25um (C-D).
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kB p-1kB

Muestras % D.O. % D.O.

PN (20) 60 8.71+1.88 40 8.88+2.3%

CP,c(21) 80.9 27.83+t4.60 | 66.6 21.75+2.25

CP .c(51) 76.47 26.52+3.68 78.43 21.18+2"0

CP.c (21) 66.6 26.21+3.86 85.71 23.77+236

Tabla 17. Porcentaje de muestras positivas (%) nysidades Opticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para kB y p-IkB en cada undadegrupos estudiadog<0.001.
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6.- NF-kB

Miickeo FNELE
e e s 00

NF-EB

6.1. WESTERN BLOT

Mediante Western blot se observdé una Unica banda p&0 y p65 en su
correspondiente peso molecular (50 y 65 respectwée) y en los pacientes con cancer
(Fig. 345). En prostata normal, solo se enconti@lsgara p50 (Fig. 34).

La densidad oOptica de p50 fue mayor en CP que efTRiNa 18).

95



J. Ramén Cansino
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Figura 35: Western blot para p50 y p65 en préstatenal (PN), y muestras de cancer de prdstata (CP).

p50 p65
PN 19.53+3.51
CP 42.86+3.38| 25.53+5.1

Tabla 18. Analisis densitométrico de las bandasrotbas mediante Western blot para cada anticuegio y
cada uno de los grupos estudiag@s®.001.
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6.2. INMUNOHISTOQUIMICA
NFE-kB (p50)

En el caso de los pacientes normales p50 aparacgh €% de las muestras con
escasa sefial en el citoplasma de las célulasielgitey estromaticas (Fig. 36A). En cancer
se encontrd, en el 100% de los pacientes, tantel eitoplasma como en el nucleo. La
densidad 6ptica de p50 fue mayor en cancer quéNeIRcomparar los diferentes grados
Gleason, no se observaron variaciones entre bajedio (Fig. 36B), mientras que fue

significativamente mayor en los pacientes de aleasbn (Fig. 36C) (Tabla 19).

NF-kB (p65)

No se obtuvo sefial para p65 en PN (Fig. 35D). BPd@e las muestras de cancer
con bajo grado Gleason fueron positivas, de é$tB8% presentd localizaciéon nuclear. La
densidad 6ptica aumento con el grado Gleason (B4ds.F, Tabla 19).

NF-kB (p50) NF-kB (p65)
Muestras % D.O. % D.O.
PN (20) 60 7.22+ 1.8 - -
CP,s(21)
Citoplasma | 80.9 28.012.2% 100 23.8:2.93
Nucleo 30.1 32.08:2.96 19 28.34:2.04
CP . (51)
Citoplasma | 94.1 29.1%#1.22 92.1 29.09:1.9¢°
Nucleo 41.2 33.82+4.07 45.1 34.914.3%
CP,s (21)
Citoplasma 100 39.37%4.15 80.9 36.712.18
Nucleo 476 | 41.26:223F | 714 | 47.56:1.20

Tabla 19. Porcentaje de muestras positivas (%) gsidades Opticas (D.O.) obtenidas mediante
inmunohistoquimica para p50 y p65 en cada unosigrigpos estudiadog<0.001.
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Figura 36: La densidad Gptica para p50 fue sigatifil]amente menor PN que en Cancer. A su vez, Isidkeh
fue menor en bajo y medio (B) que en los pacietdéealto Gleason (C). p65 no se expresé en PN (D¢ y
aumentando progresivamente con la malignidad (HBeF)a lesion (tanto en citoplasma como en nucleo).
Barra: 15um (A, E), 20um (B), 25um (C-D, G) y 30um (F, H).
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7.- CORRELACION CLINICA DE LOS COMPONENTES DE
LA RUTA DE TRANSDUCCION ESTUDIADA

7.1. ANALISIS DE FRECUENCIA DE LOS PARAMETROS CLIRIDS

Los pacientes se distribuyeron segun los parametioscos establecidos (PSA
preoperatorio, Gleason score, margenes quirdrgiceasion perineural, ganglios, estadio

clinico, estadio patoldgico, progresion bioquinjigpervivencia) (Tabla 20).

Media (rango)
Edad (afios) 64,48 (51-74)
PSA sérico preoperatorio (ng/ml) 18,67 (0,0-167,0)
% (n)
PSA sérico preoperatorio
0-<4 ng/ml 11,8 (11)
4-<10 ng/ml 28,0 (26)
>10 ng/ml 60,2 (56)
Estadio patol6gico *
I 58,8 (51)
] 20,4 (19)
V] 8,6 (8)
Estadio clinico T
I 51,6 (48)
Il 43,0 (40)
Gleason score
<6 22,6 (21)
7 54,8 (51)
>8 22.6 (21)
Invasion perineural® (Si) 7.5 (7)
Invasién en ganglio(Si) 7.5 (7)
Margenes quirargicos afectadogSi) 31,2 (29)
Progresién bioguimica(Si) 45,2 (42)
Supervivencia(Si) 12,9 (12)

Tabla 20: Parametros clinicopatoldgicos de los guaies estudiados (n=93). 15 perdidos (n=78)% 5
perdidos (n=88)% 1 perdido (n=92)%: 10 perdidos (n=83).
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7.2. ANALISIS DE FRECUENCIA DE LOS FACTORES DE LAWRA DE
TRANSDUCCION ESTUDIADA

Para cada uno de los factores estudiados, los datoenidos mediante
inmunohistoquimica se agruparon como positivos gatmeos, excepto TNFR1, p50 y
p65, al ser practicamente positivos todos los péese En ambos casos se asignaron
valores relativos a la intensidad de tincién enfignegativo) y 4 (muy positivo). Este
andlisis se representa en la Tabla 21 y 22.

% (n)
TNF-a 90,3 (84)
TNFR1 93,5 (87)
TRAF2 35,5 (33)
I--1a 95,7 (89)
IL-1B 26,9 (25)
IL-1RI 90,3 (84)
IL-1RII 79,6 (74)
IL-1Ra 33,3 (31)
IRAK 82,8 (77)
TRAF6 91,4 (85)
RIP 49,5 (46)
NIK 94,6 (88)
Ikk 69,9 (65)
p-1kk 52,7 (49)
IkB 74,2 (69)
p-1kB 77,4 (72)
p50 98,9 (92)
p65 97,8 (91)

Tabla 21: Porcentaje de pacientes que mostraronnameaccion positiva para los componentes detéa ru
de transduccion estudiada. Véase que BTNFNFRL1, IL-1a, IL-1RI, TRAF-6, NIK, p50 y p65 son positivos
en mas del 90% de los pacientes estudiados.
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Tabla 22: Distribucién de pacientes segun el gadglimunotincion para TNEk; TNFR1, NIK, p50 y p65.
Las agrupaciones realizadas atienden a los valel&s$vos a la intensidad de tincion entre O (tiegay 4
(muy elevada).

101



J. Ramoén Cansino

TNF-a
TNFR1
IL-1a
IL-1RlI
TRAF6
NIK
p50
p65

Tabla 23: Distribucion de los pacientes segun adg@de inmunotincion. Abreviaturas: N-B, negatizgab

I-A, intermedia-alta

7.3. CORRELACION ENTRE MARCADORES EN ESTUDIO Y
MARCADORES CLASICOS (TEST DE SPEARMAN)
Para explorar las correlaciones de los marcadoresestudio con los marcadores

establecidos se utiliz6 el test de Spearman (Tadla donde r es el coeficiente de
correlacion (cuyo signo y valor indica respectivateela direccion y el grado de

N-B
% (n)

28 (26)
29 (27)
35.5 (33)
22.6 (21)
50.5 (47)
15.1 (14)
17.2 (16)
23.7 (22)

I-A
% (n)

72 (67)
71 (66)
65.5 (60)
77.4 (72)
49.5 (46)
84.9 (79)
82.8 (77)
76.3 (71)

correlacion) y p indica la significacion estadiatic
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Tabla 24. Correlacién de los marcadores prondspeos recurrencia bioquimica clasicos con los nukmess en

estudio (prueba de Spearman).
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7.4. CURVAS DE SUPERVIVENCIA PARA LOS PARAMETROS
CLINICOS

El andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier pas pardmetros clinicos mostro los

siguientes resultados (Fig. 37):
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Figura 37. Analisis de Kaplan-Meier de los marcad@stablecidos para tiempo libre de recurrencia
bioguimica. El valor de p corresponde al tegtrank
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Con estos datos se observé que algunos paraméing€ como PSA preoperatorio,
ganglios positivos, Gleason score, invasion peraleestadio clinico y patolégico son
significativos. Esto significa que estan asociaadiempo libre de recurrencia bioquimica.
Por ello, el grupo de pacientes estudiados curaplis predicciones clasicas. Sin embargo,
el parametro “margenes quirdrgicos” no es sigrificay, por tanto, no se asociarian con

el tiempo libre de recurrencia.

7.5. CURVAS DE SUPERVIVENCIA PARA LOS FACTORES
ESTUDIADOS

El analisis de supervivencia de Kaplan-Meier pasdiferentes miembros de la ruta de
transduccion estudiados, mostro los resultadosgudservan en las tablas 38 y 39.

Los pacientes con grado de inmunotincion intermattim para TNFe, TNFRI, IL-1RI1 y
p50 tuvieron tiempos de progresion bioquimica mégos que aquellos con grado
negativo-bajo. Por el contrario los pacientes coa disminucion de expresion en IRAK1
tuvieron tiempos de progresion mas cortos. Se vbsera tendencia para I3y TRAF-6
habiendo una correlacion entre disminucion de swesion y tiempos mas cortos de

progresion bioquimica.
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Figuras 38 y 39. Analisis de Kaplan-Meier de losraadores estudiados (miembros de la ruta de
transduccion) para tiempo libre de recurrencia tiimica. El valor de p corresponde al fegtrank
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7.6. ANALISIS DE COX UNIFACTORIAL PARA LOS PARAMETRS
CLINICOS

Mediante el analisis de riesgo proporcional undeat de Cox para los parametros

clinicos estudiados, se obtuvieron los siguiergssltados (Tabla 25):

Hazard ratio (IC 95%) valor de p

p;f)ﬁesri:g:r(i)o 3348 (1537-7.292)  0.002
Estadio patologico T
Il Referencia
1l 2.062 (1.013-4.196) 0.046
\Y) 1.635 (0.616-4.339) 0.323
Puntuacion Gleason
<6 Referencia
7 2.479 (0.854-7.200) 0.095
=8 4.894 (1.590-15.063) 0.006
Invasion perineural 2.789 (1.163-6.690) 0.022

Implicacion de ganglios 6.097 (2.529-14.697) 0.000

Margenes quirdrgicos

positivos 1.294 (0.627-2.493) 0.440

Tabla 25: Anélisis de Cox unifactorial para losgmaétros clinicos'Los pacientes se agruparon en valores
segun un punto de corte de 10 ng/ml.

En la presente cohorte de pacientes PSA séricp@ramrio, estadio patologico,
puntuacion Gleason, invasion perineural y met&stasiganglios linfaticos locales (no el
estatus de los margenes quirdrgicos) se correlamarcon el tiempo libre de recurrencia

bioquimica.
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7.7. ANALISIS DE COX UNIFACTORIAL PARA LOS FACTORES
ESTUDIADOS

Mediante el analisis de riesgo proporcional undeat de Cox para los factores de

la ruta de transduccion estudiada, se obtuvier®sijuientes resultados (Tabla 26):

Hazard ratio (IC 95%) valor de p

TNF-a' 2.719 (1.138-6.500) 0.024
TNFRI* 2.432 (1.072-5.515) 0.033
TRAF2 0.800 (0.405-1.580) 0.521
IL-1a 1.181 (0.607-2.299) 0.624
IL-1B 2.322 (0.971-5.549) 0.058
IL-1RI* 2.887 (1.025-8.123) 0.045
IL-1RII 1.156 (0.510-2.619) 0.729
IL-1Ra 0.788 (0.399-1.555) 0.492
IRAK-1 0.466 (0.226-0.960) 0.038
TRAF6" 0.539 (0.282-1.027) 0.060
RIP 0.968 (0.621-1.510) 0.887
NIK® 1.015 (0.549-1.879) 0.961
IkkB 0.942 (0.582-1.524) 0.806
p-1kkB 0.931 (0.597-1.452) 0.754
IxB 1.164 (0.687-1.973) 0.572
p-1kB* 1.487 (0.804-2.750) 0.207
p50°* 5.187 (1.273-21.137) 0.022
P65’ 1.334 (0.748-2.380) 0.328

Tabla 26: Andlisis de Cox unifactorial para lostémes estudiadosSe establecieron dos grupos: negativo o
de muy baja intensidad de marcaje (score 0-1)igtdasidad media-alta (score 2-4).

Los pacientes con un aumento en la expresion dead NENFRI, IL-1RI y p50
tuvieron significativamente mas riesgo de progresi®s pacientes negativos para IRAK-
1 estuvieron asociados a mayor riesgo de recuardnoguimica. Por otro lado, IL-1B y
TRAF-6 permanecieron como factores prondsticos iprox a la significacion. Estos

resultados concuerdan con los obtenidos para ktiande Kaplan-Meier.
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7.8. ANALISIS DE COX MULTIFACTORIAL

Con el objetivo de analizar el valor predictivolds parametros estudiados en conjuncién
con las variables clasicas, realizamos un anafisisriesgos proporcionales de Cox
multifactorial. Para evitar un sobreajuste, se diécincluir en el modelo los marcadores
clasicos mas importantes (PSA sérico preoperat@iojtuacion Gleason y estadio
patolégico T) combinados los tres con cada uno de marcadores estudiados
significativos (TNFe, TNFRI, IL-1RI, p50, IRAK-1) o préximos a la sidiwancia
(p<0.060; IL-1B y TRAF-6) en el Cox unifactorial pagmarado.

Unicamente IL-1B resulté ser significativo al aparspara los efectos de PSA sérico

preoperatorio, puntuacion Gleason y estadio pai@dh, como se muestra en la Tabla 27.

Hazard ratio (IC 95%) valor de p

PSA sérico

preoperatorio 2.812 (1.182-6.692) 0.019

Estadio T patologico

Il Referencia

I 2.467 (1.045-5.824) 0.039

1% 1.026 (0.370-2.843) 0.960

Puntuacion Gleason

<6 Referencia

7 1.964 (0.663-5.820) 0.223

=8 3.248 (1.025-10.293) 0.045
IL-1B 0.295 (0.130-0.844) 0.023

Tabla 27: Andlisis de Cox multifactorial combinarfei8A sérico preoperatorio, puntuaciéon Gleasondista
patoldgico T y expresién de IL-1B.
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Discusioén

Podemos definir al cancer como un proceso en ¢ltieunse lugar una proliferacion
desordenada e incontrolada de las células de ido tepn el resultado de invadir,
desplazar o destruir localmente y/o a distanciasatiejidos del organismo. Se trata de una
enfermedad multifactorial, en la cual se ven ingums factores externos e internos. La
enfermedad comienza a partir de la acumulacionlgcsién sucesiva de alteraciones
genéticas. Aungue en el organismo existe un cogtrelmantiene el equilibrio entre las
tasas de crecimiento de las células y la apoptississtas, el cancer es una patologia que
evade este control, permitiendo que una célulaifprelde manera descontrolada. Los
mecanismos responsables de mantener y reparar Al fidden verse afectados por
mutaciones hereditarias o esporadicas.

Los diferentes tipos de tumores se denominan ietedal al tejido donde se
originan, de forma que los denominadascinomasse originarian en el tejido epitelial, y
dentro de éste grupo, estan &menocarcinomascuyo origen seria el epitelio glandular.
Células epiteliales y estromales producen factques modifican la matriz extracelular
local, estimula la migracion y promueve la probfgon celular y supervivencia (Liotta y
Kohn, 2001). Las sefiales de interaccion entre éadas de cancer y su microambiente
determinan el fenotipo del tumor. Las células d@hcer pueden alterar su estroma
adyacente siendo capaz de modular la producciorfadi®res de crecimiento para
establecer un entorno propicio para la progresiérotal (Zinsy cols, 2007).

En el inicio de la metastasis la angiogénesisifadd expansion del tumor primario
y proporciona un incremento del area de superfreiscular que permite que el tumor

escape dentro de la circulacion y la expansiommdaintes metastaticos (izicols, 2004).

La mayoria de los estudios epidemioldgicos sugigtenla incidencia del cancer de
préstata se ha incrementado a lo largo de los qi@ws, esto puede deberse en parte al
perfeccionamiento en la deteccion y comunicacioriodecasos de cancer de proOstata.
Estudios epidemiolégicos muestran que las inflaoms créonicas frecuentemente
preceden la aparicion del cancer (Schyutols, 2003; Nahoum, 2006).

Es bien conocido que la interaccion entre las asludle un tumor y su
microambiente puede afectar al crecimiento del tuynel desarrollo de metastasis. En
este microambiente poseen un papel fundamenteittagiinas, pro-inflamatorias que son
importantes mediadores de respuestas inflamatoniescas y tienen efectos en procesos
malignos (Dinarello, 2002; Nahoum, 2006). Entreagsiitoquinas estarian TNFe IL-1,

requeridas para la activacion de los factores dmstripcion relacionados con
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supervivencia y proliferacion celular. Por ellojnlamacion podria estar implicada en el
desarrollo de cancer de préstata.

TNF-aY SU RECEPTOR (TNFRI)

TNF es una citoquina multifuncional, descrita ennmayoria de los dérganos e
involucrada en apoptosis, supervivencia celulaflanmacion e inmunidad actuando
mediante la unidon a dos receptores (Goodsell, 206, Horssen y cols., 2006, Zins y
cols., 2007, Balkwill, 2009).

TNF-o se expreso en el citoplasma de las células egéslde la gran mayoria de las
muestras estudiadas (prostata normal y cancerinteasidad de la inmunorreaccion fue
similar en los dos grupos y no se observo difeeerignificativa entre los grupos. TNF-
ha sido detectado frecuentemente en biopsias derégnde origen epitelial como son
cancer renal, de ovario, mama o pancreas (Balk@@06). Szlosarek y cols. (2006) en
lineas celulares de cancer de ovario y células ralew primarias de ovario encontraron
gue solo las células malignas eran capaces detaedidFo. En ratones deficientes de
TNF-o se ha descrito que la sobreexpresion de estaigiibgqumentaba significativamente
las metastasis de pulmoén (Balkwill, 2009). Todm elbnfirma que el aumento en las
concentraciones de TNik-dentro del microambiente del tumor se correlaciooan un
mayor riesgo de mortalidad al promover la propagadel tumoral (Zins y cols., 2007).

TNF-0. no siempre actla de la misma forma en cada p&olgg algunos tumores
provoca necrosis en algunas células mientras tpigez promueve el crecimiento de otros
tipos celulares. Aunque inicialmente se descuboiospl actividad antitumor, actualmente
es considerado como uno de los principales mediadie la inflamacion (Pirtskhalaishvili
y cols., 2001Van Horssen y cols., 2006Jambién es producido por tumores y por ello
puede actuar como un promotor de tumor endégetamioaandose su funcion con todos
los pasos involucrados en tumorogenesis (Dempseysy, 2003; Sethi y cols., 2008a). El
amplio rango de respuestas biologicas deriva dentkraccion de TNF con sus dos
receptores TNFR1 y TNFR2.

En este estudio se observé que el numero de msegiaitivas para la
inmunoexpresion de TNE&-aumentd en muestras diagnosticadas de cancerdidsstu
previos realizados en estos mismos pacientes @icabls., 2003) muestran un elevado
aumento de la proliferacion celular. Asi, TNRpodria tener relacion con la proliferacion

celular y por ello, con el aumento de la malignig@dodsell, 2006; Zins y cols., 2007).
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TNFR1 tiene una importante funcién en la inmunidathta por la regulacién de la
actividad de distintos factores de transcripciomed\F-kB (Verstrepen y cols., 2008).
Los receptores de TNF son TNFR1 y TNFR2. TNFR2 resgmta cinco veces mas que
TNFR1. Sin embargo, TNFR1 se expresa en todos tiposlulas, mientras que TNFR2
se expresa principalmente en células inmunes. lrcipal diferencia entre los dos
receptores es el dominio de muerte (DD) de TNFR4 egtd ausente en TNFR2 (van
Horssen y cols., 2006; Balkwill, 2009). TNFRI clZinente se ha relacionado con la
inhibicion de proliferacion, diferenciacion, citaioidad y apoptosis a través de variados
mecanismos: dependiente de caspasas a travésdecandn con FADD (Boldin y cols.,
1996; Muzio y cols., 1996) o independiente de csapamediante la interaccion con
TRADD (Silke, 2011). Por esta razon, TNFR1 es updrtante miembro de la familia de
receptores de muerte pues posee la capacidad deirirmpoptosis. EI aumento de la
produccion y liberacion de TNé&-se acompafia de la elevacién plasmatica de las
concentraciones de sus receptores. Un desequiéiteiie nivel causa efectos patolégicos.
Ademas, TNFR1 se ha estudiado mas ampliamenteiastudebido a su doble funcion:
induce apoptosis y puede participar en la transdonabe sefiales de supervivencia celular
(Van Horssen y cols., 2006).

En nuestro trabajo hemos observamos que TNFRImesx en mas del 80% de los
pacientes en el citoplasma de las células episli&e observé un aumento de expresion
del receptor TNFRI entre pacientes normales y disfigados con cancer. Sin embargo,
estos datos no fueron estadisticamente signifasti8imilares resultados fueron descritos
por Ricote y cols. (2006) y Nufiez y cols. (2008NFRI se ha descrito en células
estromaticas de cancer renal humano mientras TNER# presente generalmente en el
infiltrado de leucocitos (Harrison gols, 2007; Balkwill, 2009). Estos datos sugieren
posibles acciones autocrina y paracrina de tNBSzlosarek y Balkwill, 2003). Rivas y
cols (2008) demostraron que TNFinducia proliferacion de lineas células tumorales
mama de raton C4HD y T47D, a través de la activad® la via p42/p44 MAPK, JNK,
PI13-K/Akt y la activacion transcripcional de factarclear-kappaB (NF-kB).

Estudios moleculares en diferentes lineas celuttgesncer de prostata describen la
presencia del mMRNA de TNé-y TNFRI (Golovko y cols., 2005). Por ello, deduosmue
el TNF-a y TNFRI detectados en nuestras muestras son pdoduen el mismo tejido
donde va a ejercer su accion, desarrollando upaiesta tanto de caracter autocrimo como
paracrino dentro de la glandula prostatica. Aunaue encontramos diferencias de
expresion de TNy TNFRI entre las muestras normales y las de c&ae@rostata. Sin
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embargo, TNFx en cancer podria estar promoviendo un aumentoosieoiocesos de
proliferacion, que estarian frenados en préstatmalomediante diferentes factores como

moléculas que permitan la inhibicion de NF-kB o écolas inductoras de apoptosis.

TRAF-2

TRAF-2 es un intermediario en las rutas de tranddncde TNF/Ap-1 (Ricote y
cols., 2003; Xiong y cols., 2011) y TNF/NIK/NF-kRde y Lee, 2002; Nuiiez y cols.,
2008). Una vez que TNé&-se ha unido al TNFR1, el complejo requiere dert@gina
adaptadora TRADD, cuya funcidon es reclutar otrastginas con el dominio DD al
complejo receptor. TRADD contiene dos dominios fanales distintos: un dominio N-
terminal que media la union a TRAF-2 y promuevadavacion de NF-kB; y un dominio
de muerte en el extremo C-terminal que es requgrada la union con proteinas como
FADD y RIP (Bendely cols, 2005; Tsao ycols, 2007). TRAF-2 y RIP son proteinas
efectoras de TNlg; y median la activacion de NF-kB, pero tambiéadtivacion de p38,
ERK y JNK (Deviny cols, 2003).

TRAF-2 se expreso en el citoplasma apical de lagaseepiteliales mostrando una
localizacion similar a la observada para TNFRI.Z@sise estaria estableciendo una unién
entre ambas proteinas, que activaria la via dedracion de NF-kB. Cuando TNFR1 esta
presente, TRAF-2 se une al complejo, iniciandosesarmie de fosforilaciones secuenciales
que desencadenan la activacion de factores dectieién (Van Horssen cols, 2006).

Sin embargo, observamos que el porcentaje de raggsisitivas para TRAF-2 disminuyo
en las muestras de cancer de préstata respectonarimales. Este descenso de muestras
positivas se acentud en alto del grado Gleason.

Trauzold ycols (2005) describen mediante inmunohistoquimicaysattiveles de
TRAF-2 en muestras de cancer de pancreas en caripai@n muestras sin patologia
descrita, donde la expresion era escasa o nulan@sldescriben que la sobreexpresion de
TRAF-2 produce en estos tumores mayor invasion. gamamdo estos resultados con los
obtenidos en este estudio, la diferencia que serabtl encontrar una baja expresion de
TRAF-2 segun aumentaba el grado Gleason, podriersiela que segun aumenta el grado
Gleason, podria inactivarse nuestra ruta de tracgniu

La accion de TRAF-2 y RIP finaliza con la activacide NF-kB a través de NIK y
del complejo Ikk (Van Horssencols, 2006). RIP al comienzo fue identificada como una
proteina de interaccion con Fas, posteriormeniges®stré que es un componente clave
del complejo de sefalizacion TNF/TNFRI/NF-kB (Jamk®8ernitsas yols, 2007) pues es

116



Discusion

una molécula adaptadora de esta ruta de sefahlz@devin ycols, 2003; Lee ycols,
2004; Li y Lin, 2008). Devin yols (2000) investigaron las funciones respectivasade
activacion de Ikk mediada por TNFRI utilizando &@blastos RIP-/- y TRAF-2-/-,
concluyendo que la activacion de Ikk mediada poFRN requiere de ambas proteinas:
RIP y TRAF-2.

En préstata normal no hemos observado sefial p&.aFRl ello, se cree que en estas
condiciones la ruta estaria inactivada. En caneeprdstata, se expreso en las células
epiteliales de mas del 40% de los pacientes, lohgise considerarlo como un marcador
tumoral.

Los dominios intracelulares de TNFRI se unen aginas de interaccién con
receptores (RIP), que con la participacion de TRARRden generar una bifurcacién en
las rutas de sefalizacion, ya sea hacia apoptoBacia proliferacion mediante NF-kB.
Nuestros resultados indicarian que es posible guaith de transduccién iniciada con
TNF-a/TRAF-2 esté participando en la activacion de NIKpgr tanto en una ruta de

transduccion que finalizaria con la activacion diekis.

FAMILIA DE IL-1 Y SUS RECEPTORES

IL-1 es una citoquina reguladora cuya llegada eméanbrana plasmatica y tras la
unién a sus receptores de membrana, produce lgaciéin de diferentes rutas de
transduccion. Debido a su habilidad para estimalaxpresién de genes asociados con la
inflamacién es considerada como una citoquina flemiratoria (Dinarello, 2002).

En nuestro trabajo no hemos observado inmunoexprese IL-lu en préstata
normal lo que sugiere que lledno ejerceria ningun efecto. En las muestras diemias
diagnosticados con cancer de proOstata, dlLs& detecté en el citoplasma de las células
epiteliales quizas favoreciendo la proliferaciétulze. Aunque el porcentaje de pacientes
positivos disminuia seguin aumentaba el grado Gleadmbservar las densidades Opticas,
no se encontraron diferencias significativas. Hstalizacion citoplasmatica ha sido
descrita también por Ricote y cols. (2004), quecilesn que la presencia de lixr1
citoplasmatica se produce ligada a IL-RI, correlaéndolo con el incremento de sefial de
transduccion. El aumento de expresion de dLsk ha descrito en varios tipos de cancer
como son colon (Baier y cols., 2005), estbmago Uef cols., 2005) y pancreas

(Tjomsland y cols., 2011) indicando un aumento leamalignidad.
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En tejido nervioso se describié la presencia déBLeon una localizacidon semejante
a IL-1RI y asociada con la secrecion del factorcdecimiento neural, asociando la
presencia de esta isoforma a la homeostasis tigulanic y Carman-Kran, 2001).
Observaciones realizadas sobre cultivos normalestiléas epiteliales atribuyen a IL-1B
una funcion antiproliferativa (Markovics y cols.01). En prostata normal IL-1B se
expresO en el citoplasma de las células epitelid@@wilar localizacion se observd en
cancer con bajo y medio grado Gleason, pero cordanaidad 6ptica significativamente
menor en normal y medio grado Gleason respecteeasGh de bajo grado. En muestras
con alto grado Gleason no se detecté esta protearaanto, hay una pérdida de sefial a
medida que aumenta el grado Gleason. El porced&jeacientes positivos también fue
disminuyendo con la malignidad de la lesion. En8 99ammerberg y colaboradores
describieron en células epidérmicas procedentgsaigasis una estrecha relacion entre el
grado de diferenciacion celular y la expresiéon HdelB, por lo tanto cuanto mas
indiferenciada es la célula mas reducida es laesigm de IL-1B (Kong gols, 2006).

Durante el desarrollo embrionario de la prostataldLe IL-1B se encuentran
sobreexpresadas mientras que en la préstata atuttaal su expresion se ve reducida
(Apte y cols, 2006). Ambas son inducidas significativamenteadte la inflamacion
prostatica aguda y cronica. Estos factores indeterecimiento del epitelio de la préstata
y la expansion del estroma en cultivos celulargagAycols, 2006b; Lewis yols, 2006).
En este estudio se concluye que IL-1 media la eeftabn necesaria para el desarrollo
normal de la préstata y sus efectos en la protiféracelular del epitelio y del estroma.

IL-1Ra es un antagonista natural de IL-1 y miemdeda familia IL-1 que se libera
en la circulacion sanguinea e impide que IL-1 s& airsus receptores. En los casos de
prostata normal y cancer con alto grado Gleasosenobservo sefal de IL-1Ra. En los
casos de bajo y medio grado Gleason la inmunori@ace observé en el citoplasma de
las células epiteliales y con una densidad optarafecativamente menor en medio que en
bajo Gleason. En los resultados obtenidos pareB).1L-1Ra, se observd que el numero
de pacientes positivos disminuye con el grado @legsor ello concluimos que su accion
desapareceria en los pacientes cuyo tumor se d@reewnun grado muy avanzado. Hay
determinadas situaciones en las que se ha degugtta sobreproduccion de IL-1 y la baja
expresion de IL-1Ra predispone al desarrollo deremédades de naturaleza variada. Asi,
la administracion local de IL-1Ra provoca una renar significativa de la enfermedad en
el caso de la artritis inflamatoria (Arend, 200En el caso de células de leucemia

mieloblastica que producen IL-1, y no es comunrés@ncia de ARNm de IL-1Ra, cuando
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se obtuvieron cultivos primarios de estas células kes administré IL-1Ra se observé que
se detenia la proliferacion celular, sugiriendo lguestura del balance entre IL-1 e IL-1Ra
jugaba un papel decisivo en el control de la peadi€ion celular (Lindmark y cols., 2005).

Los receptores de IL-1 (IL-1R) han sido reconocidosio parte de la superfamilia
de los receptores IL-1/Toll-Like (TLR), cuyos mierab participan en la respuesta
inmunitaria innata y en la inflamacion (Apte y cpl2006b, Magne y cols., 2006). El
receptor tipo | (IL-1RI) es responsable de todasdfectos bioldgicos de IL-1. En préstata
normal IL-1RI se detect6 en el 100% de las muegteas la sefial se restringe al estromay
la intensidad de marcaje es muy baja. El aumen®dagtacado aparece en muestras con
cancer. Ademas, la sefal aparece tanto en el esttomo en el epitelio por lo que se
deduce que la accion de IL-1 es mas intensa coauelento de la malignidad. La
correlacion de este dato con el marcaje enconfpad® IL-lo sugiere que efectivamente
ésta ejerce su accion proliferativa en cancer. Gudb-1o se une a IL-1RIl desencadena
una via de sefializacion intracelular que incluydoksforilacion proteica mediada por
quinasas conocidas como IRAKs (quinasas asociddaseptor de IL) y responsables de
los efectos biolégicos de la citoquinas (DinareB611). Asi, IL-1RI se ha descrito como
responsable del inicio de la sefial de transdudditbacelular que activa la proliferacion
celular (Apte y cols., 2006b). Resultados similaiesron descritos por Ricote gols
(2006) sugiriendo que esta interaccion activa difegs rutas de transduccion que finalizan
con la activacion de distintos factores de trapséin como NF-kB, Elk-1 6 ATF-2, que
favorecen la proliferacion celular.

En préstata normal no se obtuvo sefial para IL-1RH. cancer de préstata, se
observé seial en la zona periférica del citopladenkas células epiteliales, disminuyendo
la expresion en medio y alto Gleason respecto jal B&eason. IL-1B es el ligando con
menor afinidad por la forma de membrana de IL-JRI, lo cual este ligando se une con
mayor afinidad a IL-1RIl (Apte y cols., 2006a; Diako, 2011). Debido al descenso de
expresion de IL-1B, deducimos que esta unidn s maenos activa con el aumento de la
malignidad.

El aumento de expresion de li-Je IL-1RI en y cancer de prostata, unido al
descenso de expresion de IL-1B e IL-1Ra podriaifgign que IL-lo podria ser el factor
mas relacionado con la malignidad. Por ello, ldwa@on de estas moléculas podria servir
para conocer el grado de malignidad del cancerasgia.

La dimerizacion del dominio citoplasmatico de IL{IRIL-1a inicia la sefal. La

asociacion de estas dos moléculas es necesarisebagalutamiento de las proteinas-
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quinasas asociadas a IL-1R (IRAK-1, IRAK-2, IRAK-MDosteriormente IRAK se disocia
de este complejo y se asocia con el factor 6 ado@hreceptor de TNF (TRAF-6). Una
cascada de multiples fosforilaciones y defosfoidlaes secuenciales de diferentes
quinasas provoca una activacion de proteinas qtieipan en la traduccion y traslocacion
de factores transcripcionales (particularmente BFykAP-1) al nucleo (Jiang cols,
2012).

IRAK

IRAK-1 es un miembro de la familia IRAK que se kdacionado tradicionalmente
con el cancer de préstata (Sun y cols., 2006). Adeie ha descrito que tiene una funcion
esencial en la activacion de NF-kB asociada a TL-RR (Toll-like receptor/interleukin-1
receptor) al mediar la asociacion y disociacion ette complejo de sefalizacion,
funcionando como un organizador y transportadolaesefalizacion dependiente de IL-1
(Liu y cols, 2008).

IRAK se detectd en el citoplasma de las célulasckglies en todas las muestras
analizadas tanto en préstata normal como en caWaEmas no se han observado
diferencias significativas entre los grupos estoa En estudios realizados en ratones
transgénicos se observaron variaciones genéticamr@rs genes IRAK vinculados con
diversas enfermedades tales como infeccién, adlerosis, sepsis, enfermedades
autoinmunes y cancer (Ringwood y Li, 2008).

Tradicionalmente se ha implicado a IRAK-1 en la d&a NF-kB facilitando la
ubiquitinaciéon de TRAF-6 (Cao y cols., 1996). Pdio,ecreemos que IRAK esta
participando activamente en esta ruta de transdiuc€lao ycols (1996) describieron en
células HEK transfectadas, que IRAK es rapidamenésiocado y comienza una
multifosforilacion seguida de la estimulacion dellL Posteriormente, en estudios de
células MRC-5 (células humanas de fibroblasto dengn), se demostréo que la rapida
translocacion y fosforilacion de IRAK ocurre a dantcion de la activacion de IL-1, pero
no la activacion de TNk-(Qin y cols, 2004). Estudios vitro demostraron que IRAK-1
participa en la activacion de NF-kB por la sefali@a de IL-1R-TLR (Janssens y Beyaert,
2003).
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TRAF-6

Muchas de las funciones de la superfamilia TNFR reguladas por las proteinas
TRAF debido a la union del dominio citoplasmatice dstos receptores a proteinas
quinasas o ligasas (Chunggls, 2002). Se conectan a los receptores de sugecktular
involucrados en vias de sefializacion relacionadadacregulacion de diversas respuestas
celulares, que incluyen activacion, diferenciacyosupervivencia. Por las caracteristicas
estructurales de las proteinas TRAF, funcionan cadaptadores citoplasmaticos al
promover la transduccion de sefal intracelular por capacidad para unirse a los
receptores y potenciar el reclutamiento de prosefraeia un complejo de sefalizacion. A
excepcion de TRAF-4 que se localiza principalmameel nucleo celular, el resto de los
miembros de la familia se localizan en el citoplasie las células (Chungcpls, 2007).
TRAF-2, TRAF-5 y TRAF-6 parecen ser los inductodss sefiales positivas para el
crecimiento y proliferacion de células que estamiagas por cascadas de quinasas, asi
como por la induccion de NF-kB y AP-1 (Chungaols, 2002; Manna y cols., 2010). De
ellos, es TRAF-6 el que interacciona con la regiéterminal de IRAK-1 el cual contiene
tres sitios de unidn para TRAF-6.

TRAF-6 se localizo en las células epiteliales destata normal. El nimero de casos
y la densidad Optica aumenté ligeramente en pasearin cancer de prostata y la sefial se
localiz6 en las células epiteliales. TRAF-6 fun@i@omo sefial de transduccién en la via
de NF-kB que activa NIK en respuesta a citoquimagflamatorias (Sun y cols., 2011).
Esto nos sugiere que TRAF-6 tiene un importantelpap la sefializaciéon de IL-1, como

ya sugerian Xiong y cols. (2011).

RIP

RIP es una serina/treonina kinasa que realiza yori@nte papel en la ruta de
transduccion TNR/NF-kB. En nuestros resultados no se encontré expresn prostata
normal pero si en cancer, disminuyendo significatiente su expresion con el aumento
del grado Gleason. Aunque se ha descrito que elnimrkinasa de RIP es prescindible
para la activacion de NF-kB, este dominio es ne@egara la asociacién con el complejo
TNFR. Es el dominio intermedio el necesario paradavacion de NF-kB mediado por
RIP y tiene una importante funcion para interactt@r los componentes de sefalizacion
como NEMO, la subunidad reguladora del complejo ykkbtras moléculas. RIP tiene
funciones de molécula adaptadora para mediar la@e/igefializacion de TN&{Devin y
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cols., 2003; Lee y cols., 2004; Li y Lin, 2008) cquadria no siempre encontrarse activada
en pacientes con cancer de prostata.

NIK

NIK (NF-kB inducible kinase) es el primer comporesde la via de transduccion de
TNF-0 que esta encaminada exclusivamente a la activdeidt--kB (Yang y cols., 2005;
Lee y cols., 2008; Sun y cols., 2011). En linedslaes de cancer de mama y pulmén se
observé un aumento de la actividad de NIK. Estéssdsugieren que la activacion de NIK
puede ser un evento comun en la progresion delrt(vMamaguchi y cols., 2009; Saitoh y
cols., 2010). Dhawan y Richmond (2001) demostrapaom la actividad de lkk asociado a
NIK, asi como la expresion de NIK es alta en célude@ melanoma. En las muestras
analizadas en este estudio se observo que NIKmesaba en el citoplasma de las células
epiteliales de prostata normal y cancer de praswatkemas, la expresion aumentaba
significativamente en cancer de prostata, quizdsddea que podria estar activada por
diferentes rutas de transduccién: TNF/TRAF-2 o NIRAK/TRAF-6. Sin embargo,
TRAF-2 se detecté en un bajo numero de pacientssiiftlye con el grado Gleason). A
su vez, todos los pacientes negativos para TRASRssitivos para NF-kB p-50 y solo
hemos observado un paciente negativo para TRARNE-YB p65. A su vez, sélo hay 4
pacientes negativos para NIK y TRAF-2. Todo elliddora la elevada expresion de IL-1,
IRAK y TRAF-6 que hemos observado nos sugiere queaacer de prostata NIK estaria
estimulado mayoritariamente por IL-1. La activacia@e NIK se produciria en
determinados procesos patolégicos y conlleva lfoffitecion del complejo de quinasas
inhibidoras de kappa B (lkk) y con ello la activati de NF-kB, relacionado

tradicionalmente con proliferacion celular.

Ikk/p-IKk/IkB/p-1kB

Ikka e IkkB conforman un complejo proteico denominado “sigeaioa”, el cual en
presencia de sefal inducen la fosforilacién de l&Rual induciria la activacion de NF-kB
(Gasparian yols, 2002).

En préstata normal, Ikk se detectd en el citoplasimdas células epiteliales. En
cancer de préstata disminuyé el nimero de pacig@aissvos en bajo grado Gleason, pero
aumentd en medio y alto Gleason. La densidad ofteaignificativamente mayor cancer
gue en normal, pero no se observaron diferenci&® déos distintos grados Gleason.
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Similar localizacién fue observada para p-lkk, sircontrar diferencias significativas en
cuanto a la densidad 6ptica, aunque el nimero diergas positivos aumentaba con el
grado Gleason. Estos resultados nos podrian ingieaeste factor estaria participando en
la cascada de sefiales para la activacion de IkBu ypasterior fosforilacion y
ubiquitinacion.

En un modelo de colitis asociado a cancer de cdksarrollado en ratén, se ha
vinculado cancer e inflamacion, describiéndose lguenactivacion de Ikk atenua la
inflamacion (Greten y cols., 2004). En otro estudiambién se describio que la
inactivacion de IkkB en enterocitos se traduce maa disminucion drastica de tumor
debido al aumento de la apoptosis, pero no tiemgini efecto sobre la proliferaciéon de los
enterocitos o el crecimiento del tumor (Luocygls, 2005). Actualmente se cree que
Ikk/NF-kB estaria relacionado con la inflamaciopor ello, podria ser considerado como
una Diana terapéutica y de prevencion del cancelirégh y Greten, 2009; Arkan y cols.,
2011).

En prostata normal se observo escasa sefial paweetkBl citoplasma de las células
epiteliales. En cancer de prostata no solo aums&gtoficativamente la densidad Optica,
también aumentd el nUmero de pacientes positivesgper6 el 70%. Sin embargo, no se
encontraron variaciones significativas entre lostigios grados Gleason. Ross y
colaboradores (2004) describen en cancer de padstat disminucidn en la expresion
IkBa correlacionada con el aumento en la expresioneauale NF-kB y al grado de
tumor.

p-IkB se observo en el citoplasma de las célulaelegges en préstata normal. En
cancer de préstata aumento significativamentefialggero no se encontraron variaciones
significativas entre los distintos grados Gleas8e. ha descrito un mecanismo de
activacion de NF-kB en células tumorales que inapit aumento en la fosforilacion de
IkBa (Sethi y cols., 2008b). Gasparian y cols. (20685cdben que en todos los estudios
de células de cancer de préstata independientendi®genos, incluyendo células CL2
derivadas de células LNCaP, kkBsta muy fosforilada. IkiBse expresa mas en células de
cancer de préstata independiente de androgenasnqeedulas dependientes de androgenos
(Gasparian y cols., 2002).

La activacion (mediante fosforilacion) del compléfk y consecuentemente de kB
(p-1kB), “libera” al dimero NF-kB y permite su trelocacion nuclear donde actuara en la
regulacion de determinados genes (Karin 2006; Rerkk012). ElI aumento de la

expresion de kB e p-lkB que hemos observado en cancer de préo@aja grado
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Gleason) sugiere que la fosforilacion de IkB ydgmhdacion de Ik&3 que aumenta con la
translocacion nuclear de NF-kB. Aunque la activaalé la Ikk es un evento clave en la
via del NF-kB, la ubiquitinacién y la posterior dagacion de los multiples factores que
regulan el complejo Ikk, son también mecanismosiates para la regulacion de la via del
NF-kB.

FACTOR NUCLEAR KAPPA B (NF-kB)

La activacion del factor nuclear kappaB (NF-kBaessociada a la fosforilacion de
su inhibidor kB (IkB) el cual esta relacionado amm complejo quinasa conocido como
IkB quinasa (lkk). Cuando IkB se fosforila permétiedimero NF-kB que se trasnloque al
nacleo donde actuara en la regulacion de determsnagnes (Karin, 2006; Perkins,
2012). NF-kB desempeiia una funcion central ennmdi@on y promueve la expresion de
genes implicados en algunos aspectos del canceo soervivencia, proliferacion y
control del ciclo celular, angiogénesis e invasaddPor ello, NF-kB podria proporcionar
un nexo entre inflamacion y cancer, al ser un carapte clave en las vias de sefalizacion
extracelular desencadenadas por agentes infeccimsmguinas pro-inflamatorias (IL-1 6
TNF-0), factores de crecimiento y sefiales procedentesétidas necréticas (Perkins,
2012).

En prostata normal, el citoplasma de las célulatelgges aparece escasamente
marcado para NF-kB-p50. Sin embargo no se encaefial para NF-kB/p65. Es posible
que la baja expresion de p-1kB sea incapaz deaadavdegradacion de IkB; necesaria a
su vez para la translocacion nuclear de NF-kB. BFp&dria activarse mediante distintas
rutas de transduccién como TNF/TRAF-2 6 IL-1/IRARAF-6 (de Miguel y cols., 2000;
Ricote y cols., 2003). Sin embargo, la activaciériNd--kB requiere la sucesiva activacion
de NIK, el complejo Ikk e IkB y ya se ha descritodscasa sefial detectada para estos
intermediarios de la ruta. Por ello concluimos NiekB esta inactivo en prostata normal.

En cancer de préstata NF-kB/p50 cambia su locafimadesde el citoplasma al
nucleo, a la vez que NF-kB/p65 también se expresa alcleo. Esto estaria relacionado
con el aumento de IkB-y p-lkB observado en CP. Shukla y cols. (2004) bigm
describieron en cancer de prostata, un aumentaoqsiog de la expresion de NF-kB/p65
(pero no NF-kB/p50). A su vez, éste se correlacianaon el aumento de expresion
observado para IkB (Wu y cols., 2009). Cuando NF-kB se localiza emigtleo (forma

activa) puede promover la proliferacion celulaicancer de prostata, regulado mediante la
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expresion c-myc, cyclin D1 o IL-6 (Chen y cols, 208uh y Rabson, 2004); pero también
por diferentes factores anti-apoptéticos como Bcl{€hen y cols., 2002), proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAP) (Gyrd-Hansen y ¢&@610) o TRAF- 1 y -2 (Shanmugam
y cols., 2006). La localizacion nuclear de NF-kEYp€e ha descrito anteriormente por
diferentes autores (Ross y cols., 2004; Domingo-8wauh y cols., 2005; Lessard y cols.,
2006), aunque sus resultados eran contradictovieentras que Domingo-Domenech y
cols. (2005) lo describian como un factor indepemid del prondstico de recidivas
bioquimicas, Shukla y cols (2004) asi como Lesgardls. (2006) lo describen como un
activador de progresién de cancer de préstata,epddi ser considerado como un
marcador predictivo para cancer de préstata. Tamé#éha descrito NF-kB (p50—p65)
como formas activas en algunos cancer de mamadgDplmls., 2005).

En células de carcinoma cervical se correlacionauetento de la sefial nuclear y
actividad de p65-p50 con la progresion celular (Naicols., 2003). También en este
estudio la activacion de NF-kB en cancer de prasiadrece estar estrechamente
relacionada con la malignidad. Si fuera asi, efbbm de alguno de los elementos que
contribuyen a su activacion podria ser utilizadekfuturo como una posible terapia para
el tratamiento del cancer de préstata.

En estudios previos se sugiere que en prostatarfautaauta de transduccion TNF-
a/AP-1 no induce apoptosis en cancer (Ricote y c@B03). En cancer de prostata el
efecto pro-apoptoético de la ruta TNFAP-1 disminuye, en parte por ser inhibida por p21
(a nivel de ASK-1), y con ello la ruta se desvieih@38 (Ricote y cols., 2003). A su vez,
TRAF-2 (disminuye con el grado Gleason) puede astarlucrado en la activacion de
NIK, aunque se detectd en una baja proporcion deps (Ricote y cols., 2003). Sin
embargo, la mayoria de estos pacientes son paspia@ NF-kB/p50 y NF-kB/p65. Estos
datos sugieren que nuestra ruta de activacion gaani estimulada por otras rutas de
transduccion, quizas activadas por IL-1, IL-6, TBB- EGF. Estas citoquinas ademas de
NF-kB, son responsables de la activacién de otrct®ifes de transcripcion como ATF-2 y
Elt-1. Por ello la inhibicion de estas citoquinasdpa ser una posible diana en el
tratamiento de cancer de proOstata, pues evitarg&dlmola expresion de los intermediarios

sino la de factores de transcripcion relacionadwosla proliferacion.
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CORRELACION ENTRE LOS PARAMETROS
INMUNOHISTOQUIMICOS ESTUDIADOS Y LOS
MARCADORES CLASICOS

Cuando TNFe es producido por las células tumorales ejerceafqmotumorales a
través de diferentes mecanismos. En un modelo eleoadrcinoma de pulmén en ratén se
observé que TNk derivado de tumores contribuyd a la efusion pleprabamente al
promover la permeabilidad de los vasos sanguingasgénesis y supervivencia de la
célula tumoral (Stathopoulus y cols., 2007). Kulbeols. (2007) sugieren que TNF-
liberado por tumores de ovario establece una redcitiguinas/quimioquinas que
promueve el crecimiento del tumor y la invasionfalena autocrina/paracrina. TNEde
origen tumoral también incrementa el crecimientodtal en otros modelos animales de
cancer de mama, pulmén y melanoma (Li y cols., 20BA el modelo de melanoma se
demostré que la accién protumoral de TélEra mediada por células de tipo endotelial
que se diferenciaban a partir de monocitos quéraifan el tumor (Li y cols., 2009). En
pacientes de cancer de prostata niveles elevadblliEe en suero fueron correlacionados
con enfermedad avanzada y supervivencia reducidaoBcordancia con estos resultados,
en el presente trabajo se observd que la expra@dMNFoa y TNFRI en tumores
prostaticos se asociaba positivamente con los esvekricos de PSA preoperatorios,
extension tumoral, recurrencia bioguimica y supemntia reducida. Ademas la expresion
de TRAF-2 (componente clave en la ruta de transdoncde TNFe) también se
correlaciond positivamente con la extension tumerahvasion perineural. En conjunto
todos estos resultados apoyan que la ruta de trecisd de TNFe contribuye al cancer
de préstata. Podria descartarse un efecto direciiNdFo de manera autocrina en células
tumorales de prostata, ya que experimeimostro han evidenciado el papel citotoxico de
esta citoquina cuando se administra a lineas cetulderivadas de cancer de prostata
(Sherwood y cols., 1990; Rodriguez-Berriguete ysG¢oR012). TNFs podria estar
ejerciendo sus acciones protumorales al estimalsed¢recion de mediadores paracrinos en
las células no cancerosas del microambiente tumdi@ctamente y/o a través de una
interaccidn con las células tumorales.

Diferentes estudios usando distintos modelos aesndescriben que IL-1B tiene
tantos efectos pro- como anti-tumorales. Cuandoingecta en ratones células de
fibrosarcoma transfectadas con formas secretadad.-d8 se observo una elevada

proliferacion, inducciébn de angiogénesis, supresitin la inmunidad antitumoral y
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reduccion de la supervivencia del animal en congi@macon ratones inyectados con
células de fibrosarcoma no transfectadas o “mo8kih( y cols., 2003). Sin embargo, la
sobreexpresion de IL-1B en células de melanomgaedcrecimiento tumoral en ratones,
muy probablemente mediante la promocion de inmuhéditumoral mediada por células
T (Bjorkdahl y cols., 2000). Estudi@s vivo han descrito también el papel tumoral de IL-
la. En ratones inyectados con células de fibrosarctraresfectadas con ILely que
expresan IL-& unida a membrana (pero no secretada), se obsaavdisminucion en la
tumorigenicidad de los tumores formados acompafddo infiltracion de células
mononucleares en el tumor, promocién de la inmuhiatitumoral y una mejora en la
supervivencia del animal (Song y cols., 2003). Goigmente la secrecion de l-1
procedente de células de melanoma A375P humanastagas en ratones “desnudos”
promovié la expresion de moléculas de adhesion gcu@am-1) en células endoteliales
de la microvasculatura pulmonar induciendo asidheaion y el reclutamiento de las
células cancerosas y la subsecuente metéastasigvi{Ghicols., 1996). En el presente
estudio se encontré una correlacion significatintreela reduccion de la expresion de la
IL-1B en células tumorales prostaticas y la pragresioquimica. Por otro lado, la
expresion de IL-1RI en las células cancerosas dtioas se correlaciond positivamente
con el estadio patoldgico T, la puntuacion Gleagda progresion bioquimica. A la vista
de todos estos resultados se podria afirmar queedeecion de IL-1B por las células
tumorales prostéticas influencia negativamente rizgnesion bioquimica de forma no
autocrina, quizas favoreciendo la inmunidad antittah Por otro lado, la sefializacion por
IL-1B en la célula maligna podria estar favorec@rd progresion de los tumores
localizados asi como la recurrencia bioquimica.uAlgs autores han demostrado que IL-
1B inhibe el crecimiento de las lineas celularasceeosas prostaticas humanas JCA-1,
LNCaP, PC3 y DU-145 (Hsieh y cols., 1995; Culigojsc, 1998). En células LNCaP esta
supresion de crecimiento mediada por IL-1B estéiada a diferenciacién neuroendocrina
(Chiao y cols., 1999), la cual a su vez se ha adoccon mal pronéstico. IL-1B podria
influenciar la progresion del cancer de préstataiamge la induccion de la secrecion de
citoquinas-quimioquinas que promueven el mantemtoiele un microambiente tumoral
como por ejemplo TNé& (Balkwill, 2009; Apte y Voronov, 2008). Como senuentd
anteriormente, se ha observado una correlaciértiyms®ntre la expresion tumoral de
TNF-a y la progresion del cancer de prostata.

IL-1Ra e IL-RII podrian ejercer un efecto inhibitoen la sefalizacién por IL-1, el

primero al competir con IL€lB por la unién a IL-1RI y el segundo al secuestirat o/B.
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En este estudio no se ha observado asociaciénaaknne IL-1RIl y cancer de préstata,
mientras que una reduccion en la expresion de &-&& correlaciond débilmente con
elevada puntuacion Gleason y una disminucion esupeervivencia. Es dificil atribuir un
papel para IL-1Ra en cancer de prostata ya quenisakes podrian reflejar los de IL-1
(Bargetzi y cols., 1993) y los efectos de IL-1Raeatelen de los niveles de IL-1 derivado
del tumor (Apte y Voronov, 2008).

IRAK-1 y TRAF-6 son mediadores criticos de la rd&a sefalizacion de IL-1. En
este trabajo una reduccion en la expresion de IRAKTRAF-6 se asocié con un mayor
estadio patoldégico T. Ademés, IRAK-1 se asocid ifigativamente a progresion
bioguimica, mientras que para TRAF-6 se observd smla tendencia. TRAF-6 fue
también negativamente correlacionado con los rsvele PSA sérico preoperatorio y
supervivencia total e inversamente a margenes rgigas positivos. La ausencia de
paralelismos entre las relaciones encontradas lpalla1RI| y aquellas para IRAK-1 y
TRAF-6 podria ser en parte explicado por la exigterde sefializacion mediada por
IRAK-1/TRAF-6 y desacoplada de IL-1RI. Asi IRAK-1TYRAF-6 participarian en vias de
sefalizacion activadas por otros receptores exgwsspor tumores prostaticos como |IL-
17R (TRAF-6) (Schwandner y cols., 2000; SteineQ3 receptores de tigoll (tanto
TRAF-6 como IRAK-1)(Takeda y cols., 2004; llvesgrools., 2007).

Las rutas de transduccion de TdNE IL-1 confluyen a nivel de TRAF2 y TRAF-
6/IRAK-1 en la via canonica de la activacion de MB-a través de RIP/NIK/Ikk. A pesar
de encontrar numerosas correlaciones entre laggprde los componentes de esta ruta de
transduccion “aguas arriba” de RIP/NIK/IKk, conpesto a los componentes de la via
canonica de NF-kB soélo se encontraron correlaciopasa plkB, p50 y p65. La
fosforilacion de IkB fue positivamente correlacidaacon el estadio patologico T. IkB
ejerce un efecto inhibitorio sobre NF-kB al evartranslocacion nuclear. La fosforilacion
de kB induce la degradacion del mismo y la coneeta activacion de NF-kB. La
asociacion encontrada entre el aumento de la fdosi@rilada de IkB y el grado de
extension del tumor localizado podria ser reflgaud aumento en la translocacion nuclear
de NF-kB, el cual mediaria su efecto protumoral iargeé la induccion de genes
antiapoptoéticas y prosupervivencia. Asi, la exgnesle p65 se correlacioné positivamente
con el estadio clinico T y la expresion de p50 estadio clinico T, puntuacion Gleason,
margenes quirdrgicos positivos y progresion biodgeamlo cual apoya aun mas la

implicacidon de las rutas de transduccion de NF-HkBagprogresion del cancer de préstata.
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD PRONOSTICA DE LOS
COMPONENTES DE LA RUTA DE TRANSDUCCION TNF/IL-
1/NF-kB PARA RECURRENCIA BIOQUIMICA EN CANCER
DE PROSTATA

Numerosos componentes de la ruta de transduccidiNfea e IL-1 se han
propuesto como marcadores prondstico para numercdoseres humanos. Asi, por
ejemplo variantes alélicas o niveles séricos déBlpredicen la respuesta del paciente en
numerosos tumores como los pancreaticos (Barbeisy, 2000), colon (Lurje y cols.,
2009) e higado (Okamoto y cols., 2010); y se haxiado al riesgo de padecer leucemia
linfocitica (Ennas y cols., 2008) y cancer de puin(§iyohara y cols., 2010) y gastrico
(Yu y cols., 2010; Xue y cols., 2010). La expresiamoral de IL-1B también se ha
propuesto como factor prondstico para pacientescémeer esofagico (Cheng y cols.,
2012). Varios polimorfismos en el gen que codifpara IL-1Ra se han asociado por
ejemplo al pronéstico de cancer de colon (Lurjeols.¢c 2009) y gastrico (Xue y cols.,
2010); y sus niveles séricos pronosticaron la resaude pacientes con tumores de cervix
(Fujiwaki y cols., 2003) y hueso (Rutkowski y cpl2003). Niveles séricos elevados de
TNF-o también se han correlacionado con un prondstigerad en pacientes con tumores
hematoldgicos (Herrmann y cols., 1992; Warzochaolg.c 1997), y cancer de rifion
(Dosquet y cols., 1997) y prostata (Michalaki yscoR004). Variantes alélicas de TNF-
también han sido propuestas como marcadores proogsbara numerosos tumores
(Shimura y cols., 1994; Seidemann y cols., 2005).

La mayoria de los estudios que evalla la capag@daabstica de IL-1 y TNk se
han centrado en sus niveles séricos o variantésaaléno habiendo ningun estudio que
relacione su expresion tumoral y la respuesta deiepte en cancer de prostata. En el
presente trabajo se analizaron las diferencia®®nidmpos y los riesgos de recurrencia
bioquimica entre los grupos estratificados de aluarsus niveles relativos de expresion
proteica mediante curvas de Kaplan-Meier y teslodeank. Se observd un incremento
en la expresion de TNé&- TRAF-2, IL-1RI o p50 que se asocié a tiempos E@$0s y
mayores riesgos de progresion bioquimica. Por efraoo, los pacientes negativos para
IRAK-1 y los pacientes con expresion reducida deARF, se correlacionaron con
prondéstico adverso (débilmente para TRAF-6). Estssiltados manifiestan el potencial
de TNFea, TRAF-2, IL-1, IRAK-1 o p50 como marcadores bidtdgs para predecir la
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recurrencia bioguimica. Ademas de los ya conocgydestablecidos marcadores prondstico
para el cancer de prostata, IL-1B tuvo valor prtindstras ajustar estos test para los
efectos del estadio patolégico T, puntuacion GleagoPSA sérico preoperatorio en
nuestra cohorte. Por tanto la expresion de IL-1Bléamor prostatico podria constituir un
marcador prondstico independiente y complementzaia la recurrencia bioquimica tras

la prostatectomia radical.
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Conclusiones

. En préstata normal, el citoplasma de las célulatelgges aparece marcado para
NIK, Ikka/B, IkBa, p-IkB y NF-kB-p50. Esta ramificacion de la rutadpia ser
activada mediante TNF/TRAF-2 6 IL-1/IRAK/TRAF-6. rSiembargo, esta ruta
estaria desactivada, pues no se encontro sefiaNpak& p65, a la vez que NF-kB

p50 se localizo en el citoplasma de las célulaskgles y estromaticas.

. La elevada expresion observada en el citoplasntasd=elulas epiteliales para IL-1,
IRAK, TRAF-6 y NIK y la escasa expresion de TRAB®gieren que en cancer de

préstata nuestra ruta de activacion podria senektda por IL-1.

. La activacion de NF-kB, evidenciada por su traretain nuclear en cancer de

prostata parece estar estrechamente relacionada oalignidad.

. Algunos componentes (TNé&-TNFRI, TRAF-2, IL-1B, IL-1RI, IRAK-1, TRAF-6,
plkB, p50 y p65) de estas rutas se asocian a eaistatas clinicopatoldgicas

adversas de cancer de prostata.

. Componentes como TNé-TNFRI, IL-1RI, IRAK-1 o p50 (cada uno por separad

podrian ser marcadores pronostico de recidiva looiga.

. IL-1B podria ser un factor pronostico independientecomplementario de

recurrencia bioquimica tras prostatectomia radical.
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