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RESUMEN.

El cancer de prostata (CaP) es el segundo tumor maligno diagnosticado a nivel
mundial; en Colombia, es la segunda causa de muerte en hombres mayores de 65
afnos. Actualmente, los métodos para el diagndstico y prondstico son inadecuados.
En los ultimos afios un gran niamero de nuevos marcadores potenciales para el
CaP se han descubierto, sin embargo, aln se encuentran en fase de
experimentacion, por lo que se recomienda continuar investigando en este campo.
En este sentido, este estudio evalu6 el potencial del proteoglicano fibromodulina
como nuevo biomarcador del CaP en dos etapas: en la primera, validé el perfil de
expresion del transcrito FMOD en lineas celulares con diferentes fenotipos
metastasicos y en muestras clinicas comerciales de CaP vy tejido benigno, y en
biopsias de pacientes lo evalu6 a nivel de transcrito y proteina. La segunda etapa,
evalué los niveles proteicos en suero y orina de individuos sanos, con CaP y otros
desordenes prostaticos; luego, se calcularon las caracteristicas operativas como
nuevo biomarcador. La linea LNCaP tuvo una expresion de FMOD
significativamente mayor que la linea PC-3 de fenotipo altamente agresivo
(p=0.0001), comparado con la linea no tumorigénica (PWR-1E). En las muestras
clinicas comerciales fue mayor en individuos con céancer (n=10) vs sin cancer
(grupo normal, HPB y prostatitis (n=38)) (p = 0.0284). En la cohorte de 90
pacientes, los niveles del transcrito FMOD fueron mayores en el grupo de CaP vs
HPB (p=0.003). La tincion inmunohistoquimica de la proteina fibromodulina fue
mas intensa en los acinos glandulares malignos que en los benignos adyacentes

dentro de la misma muestra. En el tejido canceroso la tincion fue tanto en el
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citoplasma como en el nucleo de las células epiteliales y con mayor expresion que
en el estroma circundante. En el tejido benigno, la tincién fue negativa en las
células epiteliales y débil en el estroma. No se encontrd correlacion significativa
entre la expresion de FMOD vy la edad, grado de lesidon del tumor (Gleason score)
y volumen prostatico (VP). Los niveles séricos en CaP (media: 12.09 ng/mL/VP;
IC:7.414 — 16.77) fueron significativamente mayores que en los pacientes con
HPB (media: 5.705 ng/mL/VP; IC: 3.586 — 7.825) (p=0.031), comparados con el
grupo control (media: 0.45 ng/mL; IC: 0.129 — 0.771 ng/mL). En orina los niveles
fueron mayores en los tres grupos comparados con los niveles séricos. Para el
grupo control (14.77 ng/mL; IC: 5.076 — 24.47ng/mL); HPB (16.16 ng/mL; IC: 6.95
— 25.41 ng/mL) y CaP (36.96 ng/mL; IC: 25.25 — 48.68 ng/mL). Las caracteristicas
de FMOD en orina para diferenciar un individuo con cancer de un individuo sano o
con una enfermedad benigna fue significativa en las tres categorias analizadas,
independientemente del VP. En la categoria C el area bajo la curva (AUC=0.76)
fue mayor a la categoria B (AUC=0.73) y A (AUC=0.71). Lo mas significativo que
se observo entre las tres categorias fue el hecho que el VP aument6 el
desempefio de la prueba tanto en sangre como en orina, indicando que este
pardmetro influye positivamente en la sensibilidad y especificidad de la prueba.
Este es el primer estudio que indica que fiboromodulina tiene el potencial de nuevo
biomarcador, de facil deteccion y minimamente invasivo para el CaP. La validacion
de estos resultados requiere de estudios prospectivos que utilicen una cohorte
mayor de pacientes, asi como de ensayos clinicos multicéntricos para definir el

valor de FMOD como un biomarcador del CaP.
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ABSTRACT.

Prostate cancer (PCa) is the second malignancy diagnosed worldwide; in
Colombia, it is the second leading cause of death in men over 65 years. Currently,
methods for the diagnosis and prognosis are inadequate. In recent years a large
number of new potential markers for PCa have been discovered, however, they are
still in the experimental stage, so it is recommended to continue research in this
area. In this regard, this study evaluated the potential of fibromodulin proteoglycan
as a new biomarker for PCa in two stages: in the first, we validated the expression
profile of the transcript FMOD in cell lines with different metastatic phenotypes,
commercial clinical samples of both PCa and benign tissue, and biopsies of
patients. Additionally, we also assessed protein level in biopsies samples. In the
second stage, we assessed protein levels in serum and urine of healthy individuals
with PCa and other prostate disorders (BPH); Then, the operating characteristics
as a new biomarker were calculated using ROC analysis. The LNCaP line had a
significantly higher expression of FMOD the line PC-3 highly aggressive phenotype
(p = 0.0001), compared to non-tumorigenic line (PWR-1E). In commercial clinical
specimens it was greater in individuals with cancer (n = 10) vs non-cancer (normal
group, BPH and prostatitis (n = 38)) (p = 0.0284). In the cohort of 90 patients,
FMOD transcript levels were higher in PCa vs BPH group (p = 0.003). In the same
histological core, fibromodulin staining was more intense in malignant glandular
acini than in adjacent benign one. In cancer tissue staining it was in both the

cytoplasm and nucleus of epithelial cells and increased expression in the
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surrounding stroma. In benign tissue, the staining was negative and in epithelial
cells in the stroma the expression was weak. No significant correlation between the
expression of FMOD and age, degree of injury tumor (Gleason score) and prostate
volume (PV) was found. Serum levels in PCa (mean: 12.09 ng/mL/VP CI| 7.414 -
16.77) were significantly higher than in patients with BPH (mean: 5.705 ng/mL/VP
Cl1 3586-7825) (p = 0.031) compared with the control group (mean: 0.45 ng/mL, CI:
0.129 to 0.771 ng/mL). Urine levels were higher in the three groups compared with
serum levels. For the control group urine levels were 14.77 ng/mL (Cl: 5,076 -
24.47ng/mL); for BPH, 16.16 ng/mL (CI: 6.95 - 25.41 ng/mL) and for PCa, 36.96
ng/mL (CI: 25.25 - 48.68 ng/mL). FMOD present in urine allowed to distinguish
between a PCa patient and a healthy individual with or without benign disease,
being significant in all three categories analyzed, regardless of the VP. In category
C the area under the curve (AUC = 0.76) was higher than category B (AUC = 0.73)
and A (AUC = 0.71). The most significant was observed between the three
categories, and it was that VP increased test performance in both blood and urine,
indicating that this parameter has a positive effect on the sensitivity and specificity
of the test. This is the first study indicating that fiboromodulin has the potential as a
new biomarker, easy detection and minimally invasive for PCa. Validation of these
results requires prospective studies using a larger cohort of patients, as well as

multicenter clinical trials, to define the value of FMOD as a biomarker for PCa.
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INTRODUCCION.

El cancer es una enfermedad del genoma, por lo tanto, todos los canceres surgen
como resultado de los cambios que han ocurrido en la secuencia de ADN de los
genomas de las células cancerosas (1). Durante el ultimo cuarto de siglo se ha
aprendido mucho acerca de los cambios y los genes anormales que operan en los
canceres humanos gracias a los avances en las tecnologias de alto rendimiento,
como el andlisis de los perfiles de expresion génica, la secuenciacion de préxima
generacion, la proteémica y la metabol6émica, que en conjunto han permitido la
caracterizacion molecular detallada de diversos tumores (2). La integracion y el
andlisis de estos datos de alto rendimiento han desentrafiado nuevas alteraciones
moleculares en los tumores, llegando al punto de caracterizar genes con
mutaciones conductoras de cancer que confieren ventaja de crecimiento a las
células cancerosas y genes con mutaciones pasajeras que no confieren ninguna
ventaja de crecimiento a las células tumorales ni contribuyen al desarrollo del
mismo (3); ademas, muchos de estos eventos gendmicos estan siendo utilizados
en el diagnéstico del cancer, mientras que otros son dirigidos terapéuticamente.
Como resultado de todo lo anterior, las investigaciones sobre biomarcadores se ha
desplazado hacia la utilizacion de los métodos “émicos” para el descubrimiento y
andlisis de las aberraciones en el ADN, el ARN y mas recientemente, para el

analisis de los mecanismos epigenéticos del tumor (2, 4).
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El cancer de prostata (CaP) es el segundo tumor maligno diagnosticado en
hombres a nivel mundial; actualmente se estima que aproximadamente uno de
cada 6 hombres sera diagnosticado con cancer de préstata y uno de cada 36
morird por esta causa (5). En Colombia, el Instituto de Nacional de Cancerologia
indica que el adenocarcinoma de préstata es la segunda causa de muerte en
hombres mayores de 65 afios, representando una enfermedad de alta carga socio-
econdmica para el pais, alcanzando incidencias de 6.521 casos por afo
(30/100.000 habitantes) (6). El gran impacto que tiene esta enfermedad en la
poblaciébn se debe en parte a los métodos de deteccion, los cuales son
inadecuados para su diagnéstico y prondstico, trayendo consigo un manejo clinico

inadecuado Y tardio (7, 8).

Actualmente, en la practica clinica el diagnostico del CaP se basa en el uso del
examen rectal digital (ERD), el antigeno prostatico especifico (PSA) y la biopsia
transrectal guiada por ecografia (TRUS biopsy), los cuales forman la triada
diagnéstica. La evidencia actual indica que el método ERD a pesar de que es
rapido, simple y relativamente sin dolor, este aprecia s6lo una pequefia area de la
préstata, por lo que un examen sospechoso soOlo confiere la oportunidad de
detectar entre el 20 y 25% de los canceres (9, 10). Por su parte el PSA, que es
utilizado de forma masiva como el unico marcador bioldgico, no es especifico de
tumor, y a menudo, esta elevado en condiciones benignas como la hiperplasia
(HPB) y prostatitis, o que resulta en la aplicacion de tratamientos excesivos en

hombres con bajo riesgo de cancer (11, 12); ademas, una proporcion significativa
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de hombres con niveles normales de PSA (< 4.0 ng/ml) tiene CaP (9, 13). La
biopsia transrectal es el ultimo recurso de la triada diagnostica; un procedimiento
claramente invasivo que tiene una baja tolerabilidad y conlleva a un riesgo
significativo de bacteriemias en el paciente (10); su principal limitante es que solo
una pequeia porcion de la glandula prostatica se logra muestrear, por lo que
canceres clinicamente significativos pueden perderse, lo que reduce Ila

sensibilidad (32 %) y especificidad (51 %) del diagndstico (10).

En conjunto, todo lo anterior pone de manifiesto la necesidad de desarrollar
nuevos y mejores marcadores que permitan un diagndstico oportuno, una
adecuada prediccion del comportamiento clinico, o que de alguna forma permitan
potenciar el valor clinico del PSA (11, 14). En este sentido, en los ultimos afios un
gran numero de nuevos marcadores potenciales para el CaP se han
descubierto(14, 15), sin embargo, estos aun se encuentran en fase de
experimentacion, por lo que expertos recomiendan continuar con las
investigaciones en este campo con el fin de mejorar el panorama actual (14, 15).
Siguiendo este orden de ideas, nuestro grupo de investigacion en un estudio
previo (12), a través de un analisis de micro matrices de ADN (microarrays) en
lineas celulares de prostata de rata determino que la expresion génica de
fioromodulina (FMOD) estuvo asociada a fenotipos metastasicos en el modelo
estudiado (12), y con base en este analisis, es que FMOD se convirtid en nuestro

objeto de estudio para ser validado en humanos.
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Fibromodulina es un miembro de los proteoglicanos pequefios ricos en leucinas
(SLRPs) cuya funcion principal esta relacionada con la maduracion y ensamblaje
de las fibras de colageno en la matriz extracelular (16-18); sin embargo, para este
proteoglicano funciones adicionales han sido descritas recientemente, incluyendo
su accion moduladora en la actividad del TGF- durante la reparacion de tejidos
(19, 20); su papel como estimulador de procesos angiogénicos, especialmente en
el crecimiento de células endoteliales, migracion y formacion de redes capilares
(21), y adicionalmente, también ha sido asociado con la respuesta inflamatoria a
través de la activacion de la via clasica del sistema de complemento (22). En
cuanto a su relacién con cancer, los primeros hallazgos provienen de estudios en
lineas celulares de leucemia linfocitica crénica de células B (CLL-B) donde se
encontré significativamente sobre-expresado (23, 24); luego fue caracterizado
como un antigeno asociado a tumor (TAA), debido a su potencial para generar una
respuesta antitumoral especifica, permitiendo seleccionar linfocitos T CD8+
especificos de tumor (25). Otro aspecto que resulto interesante en la biologia de
FMOD es el hecho de que otros miembros de la misma familia de proteoglicanos
SLRPs han sido relacionados con la regulacién del crecimiento celular y el inicio
de la tumorogénesis (26, 27). Cabe resaltar que para nuestro conocimiento, este
gen no ha sido reportado previamente en cancer de préstata (28, 29); por lo tanto,
tiene el potencial de ser evaluado como nuevo biomarcador para esta enfermedad.
Para lograr este proposito, en este estudio inicialmente se valido el perfil de
expresion del transcrito FMOD a nivel de lineas celulares de cancer de prostata

epiteliales humanas con diferentes fenotipos metastasicos, asi como en paneles
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comerciales de cancer de préstata y tejido prostatico benigno. De igual forma se
determind la expresion de FMOD como transcrito y proteina en biopsias de
pacientes con cancer y también se evaluaron los niveles proteicos en sangre y
orina de pacientes diagnosticados con cancer de prostata y otros desordenes
prostaticos. Finalmente, se evaluaron internamente sus caracteristicas operativas
como nuevo biomarcador de cancer de préstata en un grupo de pacientes y
controles.

Los hallazgos mas relevantes de este estudio se encuentran reportados en las

siguientes publicaciones:

1. Bettin A, Reyes | and Reyes N. Gene expression profiling of prostate
cancer-associated genes identifies fibromodulin as potential novel
biomarker for prostate cancer. Int J Biol Markers. 2016; 31(2): e153 - e162.

2. Reyes, N. Benedetti |, Bettin A, Rebollo J and Geliebter J.. The small
leucine rich proteoglycan fibromodulin is overexpressed in human prostate
epithelial cancer cell lines in culture and human prostate cancer tissue.
Cancer Biomark, 2016. 16(1): p. 191-202.
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MARCO TEORICO.

Glandula prostatica.

La palabra "préstata” proviene de la expresion griega mpoorarng (prostates) que
significa "que esta delante”, es decir, indica la posicion de la glandula que vista del
suelo pélvico se encuentra ubicada delante de la vejiga urinaria (Harper, Douglas.
"Prostate". Online Etymology Dictionary). La prostata es la glandula universal del sistema
reproductor de todos los mamiferos machos conocidos, la cual realiza funciones
de secrecion durante tres cuartas partes de la vida, gracias al efecto que ejerce la
hormona androgénica testosterona y otras hormonas como estrogenos y
esteroides suprarrenales, los cuales, en conjunto, producen diferentes efectos
sobre la préstata dependiendo de la etapa del desarrollo (vida fetal, neonatal, la
pubertad, la edad adulta, y el envejecimiento). En principio, la préstata es muy
sensible a los estrégenos, a los 5 meses de gestacion se desarrolla una extensa
metaplasia de células escamosas que alcanza su maximo desarrollo a las 36
semanas. Después del nacimiento, este crecimiento de células escamosas
disminuye y a la edad de 3 mes, la prostata se ha reducido en tamafio (30).
Durante el curso de la vida, en respuesta a la regulacion endocrina, la préstata
pasa por una fase rapida de crecimiento en la pubertad, luego mantiene su
tamafio y finalmente, en algunos casos, se ve sometida a un crecimiento anormal
con el envejecimiento lo que puede conducir al desarrollo de cualquiera de las
enfermedades benignas o malignas conocidas. Aunque el tamafio varia de
persona a persona durante la vida, en promedio puede estar entre 20 y 25 gramos

(1 onza) y aproximadamente 4 cm de ancho y 3 cm de espesor, por eso se dice
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gue su tamafo va desde el de una nuez hasta el de una manzana pequefia (30).
En conclusion, la prostata presenta dos tipos de crecimiento: uno fisiolégico que
es parte de la maduracion de dicho 6rgano, el cual se presenta durante la
pubertad o juventud temprana, y otro que es de tipo degenerativo el cual se da
después de los 45 afos y que es el causante de trastornos urinarios 0 motivo de

enfermedad en dicho érgano.

La prostata dista mucho de ser un érgano accesorio o prescindible en el hombre.
Su ubicacién la convierte en un Organo esencial para la funcién sexual,
reproductiva y urinaria. Se encuentra debajo de la vejiga y rodeando la uretra,
comparte vascularizacion con las vesiculas seminales, la vejiga, el recto y la
uretra; ademas, forma parte del aparato esfinteriano urinario (ver Figura 1A).
Todas las enfermedades que la afectan pueden conllevar a sintomas relacionados
con estos sistemas y de ser permanentes, pueden generar dafios irreversibles, asi
como llegar a comprometer la vida del individuo (31). La préstata tiene como
funcién principal producir el liquido prostatico que forma parte del semen. Esta
secrecion prostatica contiene muchas enzimas, como el antigeno especifico de la
préostata (PSA) y esperminas que en conjunto aumentan la movilidad del semen y
evitan su coagulacién, ademas proporciona al semen, nutrientes y un medio

adecuado para la supervivencia de los espermatozoides.
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La prostata también desempefia un papel en el control del flujo de orina, debido a
que la porcion fioromuscular de la glandula ejerce una presion directa contra la
parte de la uretra que rodea y de esta manera se reduce la velocidad y se detiene
el flujo de orina durante la miccién. Estas caracteristicas anatomicas propician
gue todos los cambios y procesos tanto benignos como malignos en la glandula

provoguen alteraciones notables en la miccion (30, 32).

Anatomia prostética.

Desde el punto de vista histologico, la glandula prostatica esta cubierta por una
capa de tejido conectivo denominado capsula prostatica. Dentro de esta capsula
se encuentran diferentes tipos de células, tales como: células epiteliales
glandulares organizadas en forma de acinos, las cuales se encargan de producir el
liquido prostatico que forma el semen; las células musculares, que controlan el
fluo de orina y la eyaculacion; y las células fibrosas, que proporcionan la
estructura de apoyo de la glandula. A su vez, estas células se encuentran
organizadas de dos formas: la unidad epitelial, formada por las células secretorias,
las basales, madres y neuroendocrinas; y la unidad estromal, formada por el
musculo liso, fibroblastos, vasos sanguineos, células neuronales y las células

inmunologicas (30, 32).
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El modelo anatdmico que actualmente se acepta para la gandula, distingue tres
zonas diferentes que van desde la mas interna que rodea la uretra, hasta las mas
externa rodeada por la capsula (ver Figura 1 B). En este sentido, aparece la zona
de transicion, que se encuentra en el interior de la gldndula y es la parte mas
pequefia, ocupa aproximadamente el 10% del volumen de la glandula y rodea la
uretra entre la vejigay el tercio superior de la uretra. Esta zona puede llegar a
constituir alrededor del 20% de la glandula hasta la edad de 40 afos. Luego,
puede comenzar a aumentar, hasta que se convierte en la mayor superficie de la
préstata, produciendo lo que se conoce como hiperplasia prostatica benigna
(HPB). La zona central (ver Figura 1 B), rodea la zona de transicion y constituye
aproximadamente un cuarto de la masa total; aqui es donde el conducto comun de
la préstata, el conducto seminal y las vesiculas seminales se encuentran; este
conducto se conoce también como el conducto eyaculador (Ductus ejaculatorius).
Esta zona es la parte de la prostata que estd mas lejos del recto, y debido a esto
los tumores de prostata en esta zona no se pueden sentir durante el examen rectal
digital (DRE). Por ultimo, se encuentra la zona periférica la cual es de origen
endodérmico y a su vez es la region anatomica mas grande de la prostata
glandular, ocupa el 75% del volumen total y es el area que esta mas cerca del
recto, por lo que puede ser facilmente percibida por el médico durante un examen
rectal digital; ademas, es la zona donde la mayoria de los tumores de préstata se

desarrollan (aproximadamente 75%).
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Figura 1. Ubicacion anatémica y Representacién esquematica de las zonas
de la préstata. (A) la préstata se encuentra localizada en la cavidad pélvica del
hombre, detras del pubis, delante del recto, debajo de la vejiga urinaria (Bladder) y
por encima de los musculos de la pelvis. Ya que el recto esta detras de la préstata,
es posible palpar la glandula usando el tacto. Fuente:
https://en.wikipedia.org/wiki/Prostate#/media/File:Digital_rectal _exam_nci-vol-
7136-300.jpg). (B) La prostata puede dividirse en partes: la zona transicional, la
zona central, la zona periférica y el estroma fibromuscular. Los conductos de la
glandula desembocan en la uretra que pasa por la prostata. Fuente:
http://www.cancer.ca/en/cancer-information/cancer-type/prostate/anatomy-and-

physiology/?region=on#ixzz40lqgdqgXv.
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Fundamentalmente, son tres los procesos patologicos que pueden desarrollarse
en la préstata: la prostatitis y la hiperplasia prostéatica benigna (HPB) clasificadas
como patologias benignas, y el adenocarcinoma de préstata o cancer de prostata
(CaP) denominado la patologia maligna. A continuacién, se describiran las

principales caracteristicas de estas tres patologias.

Prostatitis.

El término prostatitis se utiliza para definir aquellos procesos de naturaleza
inflamatoria o infecciosa que afectan a la glandula prostatica. Son procesos
benignos y su padecimiento no tiene relacién directa con la probabilidad de
padecer hiperplasia benigna de prostata o cancer de prostata. La inflamacion
secundaria al proceso infeccioso se puede clasificar como prostatitis de tipo aguda
0 crénica segun su tiempo de evolucion y niamero de episodios inflamatorios (33).
Esta se puede presentar en la juventud como un fendmeno asociado a infecciones
de trasmision sexual o infecciones urinarias, generando sintomas como ardor al
orinar y deseos de hacerlo con una mayor frecuencia; dolorres lumbosacro,
perineal, en el pene y a nivel rectal; también, genera fiebre, artralgias y mialgias en
general. El tratamiento es exitoso y amerita el uso de antibioticos por largo tiempo,
y su complicacion mayor es el desarrollo de un absceso en la prostata (32).
Existen otros procesos inflamatorios de la prostata que no tienen un origen
infeccioso sino propiamente generados por diversos factores inmunoldgicos,

hormonales y humorales, que conllevan a los mismos sintomas de la prostatitis
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infecciosa; en esos casos, aunque clinicamente no se diferencian son tratados de
la misma forma y su diagnostico final es a través de la biopsia transrectal (33).

Finalmente, la prostatitis es un trastorno de salud muy comun en los hombres, y la
padecen alrededor de un 25% de los hombres jévenes que acuden a la atencion

meédica por cuestiones relacionadas con los sistemas genital y urinario.

Hiperplasia prostéatica benigna (HPB).

La hiperplasia prostéatica benigna (HPB) es un aumento del tamafio de la prostata.
Involucra la hiperplasia (un aumento en el niamero de células) tanto del estroma
como de las células epiteliales, lo que resulta en la formacion de nédulos grandes
bastante discretos en la zona de transicion que cuando son lo suficientemente
grandes, ejercen presion sobre la uretra y aumentan la resistencia al flujo de orina
desde la vejiga, causando obstruccion. Esta resistencia al flujo de la orina desde la
vejiga implica un mayor esfuerzo durante la miccion, lo que puede dar lugar a la
hiperplasia progresiva, inestabilidad o debilidad (atonia) del musculo de la vejiga
(34). Esta enfermedad es la que con mayor frecuencia se presentan en hombres
adultos de edad avanzada y constituye la primera causa de consulta en los
servicios de urologia y la segunda causa de ingreso para intervencion quirdrgica

(32).

En la génesis de la HPB se han descrito diversos factores, que en algunas
ocasiones no se puede demostrar su participacion activa pero si se puede afirmar

gue son necesarios para su desarrollo. Se ha sugerido que una edad superior a 50

27



afios y la presencia de hormonas androgénicas producidas por los testiculos
juegan un papel importante en la génesis de HPB, asi como la existencia en la
célula prostatica de altos niveles la enzima 5-a-reductasa, implicada en la
conversion de la testosterona en dihidrotestosterona (DHT), el metabolito activo
(35). Otra evidencia, indica que no se desarrolla HPB en individuos castrados
antes de la pubertad y es raro que se desarrolle en aquellos castrados después de
la pubertad, y aunque histolégicamente puede aparecer en varones de 40 afios,
clinicamente se suele manifestar a partir de los 60 afios; por esto, algunos autores
consideran la edad como un factor importante en la génesis de la enfermedad y
aseguran que con el envejecimiento se produce una serie de cambios
morfologicos a nivel de la zona cervical de la vejiga en su unién con la uretra y la
préstata, pudiendo comprimir ésta a partir del l6bulo medio, elevando la zona

cervical, variando su eje y favoreciendo la obstruccion (32).

Para el diagnéstico de la HPB se tienen en cuenta la combinacion de los
siguientes parametros: sintomas de obstruccion de flujo urinario, tamafo
prostatico determinado por el examen rectal digital, determinacion de los niveles
séricos de PSA y la edad como condicion para el desarrollo la misma (36). La
determinaciéon del PSA es util en el control y seguimiento de pacientes con HPB,
pero no es lo suficientemente especifico como para distinguir la hiperplasia del
cancer. En general, la mayoria de los pacientes que solicitan un diagnéstico y
tratamiento, lo hacen en relacion a las molestias que afectan su calidad de vida

(32).
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En conclusion, la HPB es una enfermedad progresiva que va desde el aumento
del volumen de la préstata hasta la reduccion de las tasas de flujo urinario
maximo. Ademas, El PSA y el volumen de la préstata son predictores comunes de
progresion clinica, e impactan directamente en el inicio temprano de la terapia en

pacientes identificados como de alto riesgo (34).

Céancer de prostata (CaP).

La mayoria de los canceres de prostata (CaP) tienen lugar en la zona periférica de
la préstata (hasta 80%), aunque se ha reportado CaP en un 15% en la zona de
transicion y en un 5% en la zona central. El cancer de prostata es el segundo
tumor maligno diagnosticado en hombres a nivel mundial; actualmente se estima
gue aproximadamente el 15% de los tumores masculinos son de origen prostatico
en paises desarrollados, y el 4% en las naciones en vias de desarrollo (5). En
Colombia, el Instituto de Nacional de Cancerologia indica que el adenocarcinoma
de prostata es la segunda causa de muerte en hombres mayores de 65 afos,
representando una enfermedad de alta carga socio-econdémica para el pais. Se
estiman, por diferentes fuentes, entre 6.500 y 8.000 casos nuevos de cancer de
préstata cada afio, con una tasa ajustada por edad, que oscila entre 40.5 y 45.9
por cada 100.000 hombres. La enfermedad muestra una mayor incidencia en
hombres mayores de 60 afios, con un riesgo acumulado de tener cancer de

prostata antes de los 75 afios del 4.3 % (31).
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De acuerdo con el estudio de “Evolucion de la mortalidad por cancer de préstata
en Colombia” (37), la tasa de mortalidad ha tenido una disminucién en los ultimos
4 afos (tasas < 10 por cada 100.000 fallecimientos), de forma similar a otros
paises con amplio uso del PSA, como lo reportan Reino Unido y Espafia, entre
otros. Sin embargo, el estudio recomienda que se deben optimizar las estrategias
de atencién uroldgica en regiones con predominio de raza negra y poblacion rural,
donde las tasas son superiores al promedio; siendo los departamentos del César y
Valle los que concentran las mayores tasas de mortalidad. La mortalidad actual es
comparable con otros paises latinoamericanos y en vias de desarrollo, por lo que
los investigadores concluyen que el avance de programas de atencion urolégica
deberia permitir mantener estables o continuar disminuyendo las tasas de
mortalidad, durante el envejecimiento de la poblacion colombiana, en los proximos

afos (37).

El riesgo que tienen los hombres hoy en dia de ser diagnosticados con cancer de
préstata en algin momento de su vida esta cerca del 16%,; este riesgo se
relaciona especialmente con la edad, por ejemplo, a los 50 afios el riesgo de
encontrar focos microscopicos de cancer en la prostata es de cerca del 42% y a
los 80 afios puede superar el 70% (31). Los factores de riesgo asociados con la
enfermedad pueden ser divididos en aquellos no modificables en los que se
encuentran la edad, la raza negra y la historia familiar (mutaciones, polimorfismos
y genes aun no identificados); hombres que tuvieron o tienen a su padre o un
hermano afectado por esta enfermedad tienen un riesgo dos a tres veces mayor;

este riesgo se modifica por variables como el numero de familiares afectados y la
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edad a la cual se les hizo el diagndstico: entre mayor numero de familiares y mas
jovenes, mayor el riesgo. El otro grupo de factores de riesgo son los externos, y
aungque menos estudiados, podrian tener impacto en algun grado, entre ellos se
destacan un consumo alto de grasas saturadas, un mayor indice de masa

corporal, el consumo de alcohol y el habito de fumar (31).

Clasificacion TNM del CaP.

El cancer de prostata suele tener su origen en mas del 70% de las veces en la
zona periférica, y su tipo histoléogico mas predominantemente es el
adenocarcinoma; el cual tiene la particularidad de ser multifocal (50-97% de los
casos) y se caracteriza por su progresion local inicialmente y una diseminacion
linfatica ordenada a los ganglios linfaticos iliacos, obturadores, pélvicos y sacros,
para tener finalmente el hueso como principal 6rgano solido de compromiso
metastasico (31). Como consecuencia de lo anterior, fue necesario desarrollar la
clasificacion internacional TNM para valorar la extension del adenocarcinoma de
préstata en el paciente, y asi poder clasificarlo en un estadio clinico definido. En
esta clasificacion, la T significa tumor primario y representa la extension del cancer
dentro de la prostata y en los tejidos directamente vecinos; la N significa nddulos
linfaticos e indica si el cancer de prostata ha invadido nédulos linfaticos cercanos;
la M significa metéastasis e indica si el cancer ha invadido tejidos lejanos como
hueso y pulmones. Estas letras son seguidas por un numero de 0 a 4

representando la extension del tumor y ocasionalmente alguna letra mindscula que
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representa informacion adicional. Asi, estadio TO, sin evidencia de cancer; estadio
T1, el cancer estad confinado a la prostata y ha sido detectado por los métodos
diagnésticos iniciales de mayor sensibilidad (Biopsia); estadio T2, el cancer esta
confinado a la préstata y ha sido detectado por los métodos diagndsticos iniciales
de mayor sensibilidad y ocasionalmente por los de menor sensibilidad (examen
rectal digital); estadio T3, el cancer se ha extendido a los tejidos inmediatamente
vecinos a la prostata y/o a las vesiculas seminales; y finalmente en el estadio T4,
el cancer se ha extendido a los 6rganos vecinos como la vejiga. Los estadios N y
M son representados como N+ y M+, cuando son positivas y seguidas de nUmeros
y/o letras en orden progresivo de acuerdo a su tamafio y extension. Por ejemplo, si
el reporte patologico indica T2NoMo, significa que el tumor esta confinado en la
préostata, NO tiene metastasis ganglionares regionales y mucho menos metéastasis

a gran distancia. Se trata de un cancer localizado de bajo riesgo (31).

Diagndstico del CaP.

Actualmente en la practica clinica el diagnéstico del Cancer de prostata se basa
en el uso del examen rectal digital (DRE), el antigeno prostético especifico (PSA) y
la biopsia transrectal guiada por ecografia (TRUS biopsy), los cuales forman la

triada diagnostica (7, 8).
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Examen rectal digital (DRE).

El DRE por sus siglas en inglés (digital rectal examination) es una herramienta util
en la evaluacion de la prostata en términos de su forma, simetria, firmeza y
nodularidad; ademas, es util para descartar la existencia de enfermedades
neuroldgicas, evaluar el tono del esfinter y detectar anomalias rectales que
pueden causar sintomas de hiperplasia prostatica benigna (HPB) (38). Durante la
inspeccion rectal, el urélogo anuncia su resultado como un tacto rectal normal o
anormal, en este Ultimo caso, se detecta un agrandamiento de la prostata que
puede estar asociado a dolor o la necesidad de orinar durante el examen. Este
fendbmeno se describe como un abultamiento detras de la pared del recto, lo que
generalmente se diagnostica como prostatitis o0 HPB. Para el caso del cancer de
préstata, este lo describen como protuberancias en la superficie normalmente lisa

de la préstata y generalmente asociado a una glandula reducida en volumen (38).

Antes de la llegada de las pruebas séricas del antigeno prostatico especifico
(PSA) en 1986, el examen rectal digital era el Unico método de eleccion para la
deteccién del cancer de préstata; actualmente, a pesar de que es reconocido
como un método rapido, simple y relativamente sin dolor, la evidencia indica que
este procedimiento aprecia sé6lo una pequefia area de la préstata, por lo que un
DRE sospechoso so6lo confiere la oportunidad de detectar entre el 20 y 25% de los
canceres en hombres que tienen un nivel de PSA normal (9, 10) . Por lo tanto,
este método no puede ser capaz de llegar al diagnostico definitivo del CaP, y en

todos los casos, el meéedico recomienda la cuantificacion sérica de PSA y
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dependiendo de sus niveles, puede recomendar un procedimiento mucho mas

invasivo como la biopsia transrectal guiada por ultrasonido.

Antigeno prostatico especifico (PSA).

El PSA es una glicoproteina con actividad serino-proteasa de 3.3 kDa, codificada
en por el gen KLK3 localizado en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13.41).
Pertenece a la familia de Calicreinas Humanas de la que se han descrito hasta
ahora 15 miembros (39). Su funcién principal es aumentar la movilidad del semen,
evitando su coagulacién, por medio de la degradacion de las semenogelinas | y II.
Alcanza su mayor concentracion (0.5 — 5.0 mg/ml) en el compartimento seminal de
la glandula prostatica donde la proteasa ejerce su accion primaria. Inicialmente se
pensaba que era una proteina especifica de la prostata, sin embargo,
investigaciones posteriores demostraron que el PSA es secretado en pequefias
cantidades por otros tejidos (glandulas perianales, para-uretrales, sudoriparas) e

incluso algunos tejidos femeninos (placenta, mama, endometrio) (40).

Su potencial como marcador de CaP inicio en 1986, cuando la agencia
administradora de drogas y alimentos de estados unidos (FDA), lo aprobara como
marcador de seguimiento del cancer de prostata, y luego, en 1994 le diera el aval
como el unico marcador de deteccion de CaP en hombres mayores de 45 afios,
designado como puntos de corte valores iguales o mayores que 4.0 mg/ml en
sangre (41). Con la utilizacion masiva de la prueba, se pens6 por mucho tiempo

gue una nueva era en la deteccion de cancer de préstata habia comenzado; la
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prueba de PSA revoluciono la capacidad de detectar, tratar y hacer seguimiento a
los pacientes. Antes, solo el 25% de los tumores prostaticos se diagnosticaba en
fases tempranas y con el PSA este porcentaje alcanzo el 90%. Asi, consecuente
con este cambio en el diagnostico, la mortalidad disminuyé gracias a que se
podian realizar acciones curativas. Sin embargo, una década después de su
introduccién, los ensayos clinicos aleatorizados ERSPC (42) y PLCO (43)
presentaron resultados un tanto contradictorios en cuanto a la capacidad de PSA
como herramienta de tamizaje y deteccidn del cancer. El estudio europeo ERSPC
(European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer, ERSPC), mostro
20% de reduccién en la mortalidad por cancer de préstata en comparacion con el
grupo control durante 8 afios de tamizaje; mientras que el estudio PLCO (Prostate,
Lung, Colon, Ovary, PLCO) no mostr6é ninguna reducciéon en la mortalidad, hecho
qgue fue aludido a posibles errores en el manejo del grupo control y a los escasos
eventos en el grupo de intervencion. Ademas, el tamizaje con PSA condujo
inevitablemente al sobre diagndstico y sobre tratamiento, como se demostré en el
estudio europeo, donde los 1.400 hombres que fueron tamizados con PSA, solo
48 hombres tuvieron que ser tratados para evitar una muerte relacionada con

cancer de préstata (42, 43).

Otros estudios, como los de Stamey y colegas en estados unidos (44),
demostraron que PSA no es Uutil para el diagnéstico de cancer de préstata, debido
a que tumores de pequefio tamafio pueden ser detectados en individuos con
niveles bajos de PSA (menor de 2,5 ng/ml); Stamey, también afirmé que los

niveles de PSA no se correlacionaron con el volumen del tumor, como se habia
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encontrado en estudios previos (44). También se ha encontrado, que la
probabilidad de detectar el cancer, cuando la prueba se ubica en la zona gris, es
decir, pacientes con niveles de PSA entre 4.0 a 10 ng/ml, es solo del 25% (45).
Adicionalmente, se ha evidenciado que hombres con factores de riesgo para
desarrollar CaP, presentaban niveles elevados de PSA muchos afios o décadas
antes del diagndstico del tumor (46-48). En cuanto a las caracteristicas operativas
del PSA, son muchos los estudios llevados a cabo (15, 49, 50), y varios expresan
que el area bajo la curva en los analisis ROC esta cercana a los 0.678, lo cual no
muestra claridad al momento de escoger los puntos de cortes; ademas, aunque la
especificidad esta por encima del 93%, la sensibilidad es muy baja ( 21%) (51). A
pesar de todos los argumentos en contra del PSA, actualmente es el biomarcador
mas utilizado y no existe otro método que lo haya reemplazado. De cualquier
forma, estas observaciones apoyan el argumento de seguir buscando

biomarcadores mas precisos para la enfermedad (46-48).

Uso alternativo de PSA en la deteccion del cancer de prostata.

Dada las limitaciones de PSA como una sola prueba, varios métodos alternativos
han sido investigados, y todo con el fin de mejorar la precision diagnostica del
PSA, entre ellos: Puntos de corte de PSA especificos de edad, densidad de PSA

(PSAD), velocidad de PSA (PSAV), PSA libre y PSA complejo (14).

En el primer caso, los puntos de corte de PSA especificos de edad, se basan en el

concepto de que la concentracion de PSA normalmente se incrementa a medida

36



que los hombres envejecen. Por lo tanto, el PSA ajustado por la edad, podria
mejorar la deteccion de cancer en hombres mas jovenes (mayor sensibilidad) y
disminuir el nuamero de biopsias negativas en hombres mayores (mayor
especificidad). Con este enfoque, el punto de corte para maximizar la sensibilidad
y la especificidad del PSA teniendo en cuenta la expectativa de vida en paises
como los EE.UU es 2.0 ng/ml, para hombres con edad menor de 50 afios; 3.0
ng/mL en hombres de 50 a 59 afios; 4.0 ng/mL de 60-69 afios y 7.0 ng/mL para
mayores de 70 afios (52). Sin embargo, estos valores de referencia actualmente

adoptados, no son apropiados en la poblacion asiatica (53)..

En cuanto a la densidad de PSA (PSAD), esta se define como el cociente entre la
concentracion de PSA dividido por el volumen de la glandula prostatica. Este
calculo tiene en cuenta el concepto de que los niveles séricos de PSA aumentan
proporcionalmente con el volumen del epitelio prostatico. Actualmente, varios
estudios muestran que los hombres con cancer de prostata tienen valores
significativamente mas altos de PSAD (entre 0.10 o 0.15), que los hombres con
hiperplasia prostatica benigna, mejorando de esta manera la especificidad del PSA
(54, 55); y aunque otros estudios no han logrado evidenciar estos resultados,
actualmente el PSAD, se considera un fuerte predictor de caracteristicas
patolégicas adversas y recurrencia bioquimica después del tratamiento radical

(56).

Otro aspecto de las pruebas basadas en PSA, se basan en el hecho de que el

PSA que circula en la sangre, se puede medir teniendo en cuenta las dos formas
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moleculares en que se presenta; una forma conocida con PSA libre (f-PSA, no
unida a proteinas), y otra en forma de complejo que esta unido a un inhibidor de
proteasa (a2-macroglobulina o a1-antiquimotripsina). Para que se presente una
forma o la otra, primero el PSA debe ser producido como una pre-pro-enzima en
las células epiteliales de la préstata, luego, un péptido sefal se elimina durante su
sintesis y una pro-enzima (zimégeno) es secretada. El pro-PSA secretado, que
contiene un péptido de activacion de 7 aminoacidos es escindido por una proteasa
(calicreina humana 2, hK-2), dando lugar a la forma activa del PSA, el cual puede
ejercer su funcion bioldgica en el liquido seminal, donde es rapidamente inactivado
(39). Estas dos formas de PSA, el pro-PSA y el PSA inactivado son las que se
conocen como PSA libre, y cuya fraccion oscila entre el 5 y 45% del total de PSA
en sangre. El porcentaje restante de PSA que no es inactivado se une
irreversiblemente al inhibidor de proteasa a1-antiquimotripsina (PSA-ACT) dando
lugar a un complejo enzimatico inactivo que puede ser medido en sangre como un
complejo de PSA (39). De acuerdo con esto, La FDA aprobd el uso de la prueba
porcentaje de PSA libre (fPSA / PSAtotal x 100) como un complemento al PSA-
total en hombres que presenten una concentracion sérica de PSA total entre 4 y
10 ng/ml. La interpretacién es como sigue a continuacion: Un porcentaje elevado
de PSA libre indica una menor probabilidad de encontrar CaP en la biopsia, y
aumenta la probabilidad de que la elevacion de PSA total se debe a la presencia
de Hiperplasia (HPB) (57, 58). Una evaluacion reciente del porcentaje de PSA
libre en pacientes sometidos a biopsia, ha sugerido una eficiencia mayor en el

diagnostico (59).
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En conclusion, las formas alternativas que se han desarrollado para medir este
marcador del CaP, indica la versatilidad que puede llegar a tener un biomarcador
al momento de mejorar la exactitud con que se hace el diagnostico y el

seguimiento de la enfermedad.

Biopsia de prostata.

Como se mencion6 al inicio de este estudio, la biopsia transrectal con aguja
retractil guiada por ecografia, actualmente es el ultimo y definitivo recurso de la
triada diagndéstica del cancer de préstata. En general, la ecografia transrectal se
debe realizar en hombres con un tacto rectal anormal, un PSA elevado (> 4.0
ng/ml) o una velocidad de PSA > 0.4 ng/ml/afio. También esta indicada en
hombres que han sido diagnosticados con neoplasia intraepitelial prostatica de alto
grado (PIN) y en aquellos con datos atipicos 0 negativos en una biopsia previa a

de 12 meses (60).

Para llevar a cabo el procedimiento, el paciente se coloca ya sea en posicion de
decubito lateral izquierdo o derecho, para que se puede insertar facilmente la
sonda rectal, a la cual se le ha aplicado previamente un anestésico topico, luego,
un transductor de 5.0 a 7.5 MHz es utilizado para la formacion de las imagenes
transrectales de la prostata (60). Basicamente, el procedimiento consiste en la
obtencion de cilindros o nucleos de tejido prostatico de aproximadamente 10 mm

de largo por 1 mm de ancho. Se obtiene como minimo, un nucleo de cada region
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del apice medio y de la base, asi como de los lobulos derecho e izquierdo.
Actualmente, muchos urologos obtienen hasta doce nucleos. Como se trata de un
procedimiento invasivo, las complicaciones pueden ir desde la presencia de
sangre en la orina (hematuria) que es lo mas comun (70.8%); hasta una
hospitalizacion por septicemia, la cual ocurre en el rango de 0.4% a 3.4% de los
casos. Se ha observado que la hematuria puede llagar hacer persistente en el
47.1% de los pacientes y tipicamente dura de 3 a 7 dias después de la biopsia.
Adicionalmente, complicaciones inmediatas de la ecografia transrectal incluyen un

sincope vasovagal (sensacion de desmayo) (5.3%) y sangrado rectal (8.3%) (61).

En cuanto al andlisis propio de las biopsias, una vez obtenidos los cilindros, estos
son enviados al laboratorio de patologia clinica donde son utilizados para
identificar y clasificar el grado de las lesiones tumorales a través de un andlisis
histopatolégico por microscopia. Este andlisis se basa en la puntuacion de
Gleason (GS), una herramienta histolégica que evalla la agresividad del tumor, y
forma parte de la evaluacion inicial y final en el manejo del cancer de prostata (62).
El GS se basa en la arquitectura glandular de la muestra o espécimen de la
biopsia del tumoral y se divide en cinco diferentes patrones de crecimiento y
diferenciacion. El procedimiento consiste en seleccionar 2 zonas de la muestra
(cilindros) y asignar a cada una de ellas un numero del 1 al 5. El 1 corresponde a
un tumor bien diferenciado y por lo tanto poco agresivo, mientras que el 5 a un
tumor escasamente diferenciado y altamente agresivo. Los valores comprendidos

entre el 2y el 4 se asignan a grados de diferenciacion intermedia.
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En pocas palabras, la puntuacion total se expresa como una ecuacion: X + Y = Z.
donde, X representa el patron principal (méas frecuente) y Y el patron secundario
(el mas agresivo). Luego X y Y se suman para dar Z, y esta se toma como el
grado Gleason (GS) del tumor, que puede ir desde GS = 2, hasta GS= 10. Por lo
tanto, un GS entre 2 y 6 se reporta como un cancer con escasa agresividad,
crecimiento lento y por lo tanto de mejor prondstico, mientras que un GS = 7 se
reporta como agresividad intermedia, y finalmente para aquellas biopsias con GS
entre 8 y 10 el cancer es de alta agresividad y peor prondstico para el paciente

(62).

El principal problema en la aplicacion de la puntacion de Gleason, radica en que
las muestras de biopsia reflejan la patologia de sé6lo un area especifica de la
glandula prostética y por lo tanto genera inexactitud al momento del diagndstico.
Ademas pequefias areas de tumor de alto grado pueden pasarse por alto
facilmente, con consecuencias obvias para el puntaje asignado (62, 63). También,
las biopsias son fragiles y se rompen facilmente ya sea durante el procedimiento o
durante la preparacién para el analisis lo que puede hacer dificil el examen
histolégico, ademas, no hay consistencia entre el nUmero de nucleos extraidos en
una sola sesion de biopsia. A pesar de estas limitaciones, el sistema de
clasificacion de Gleason proporciona uno de los métodos diagndsticos y
prondsticos individuales mas fuertes para analizar el comportamiento clinico del
tumor y ademas es util en el momento de instaurar el manejo terapéutico del

paciente (62, 63).
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Biomarcadores en Cancer de préstata.

Segun el Instituto Nacional de Salud (NIH) de los EE.UU, un marcador bioldgico es
una molécula que al ser medida y evaluada objetivamente es un indicador de
procesos biolégicos normales o de procesos patogénicos, o indicador de
respuestas farmacéuticas para una intervencion terapéutica (64). El biomarcador
ideal de cancer, debe ser producido por la enfermedad, cuantificable en los fluidos
corporales, sensible y especifico para el proceso de la enfermedad, y al ser
medido, se correlacione adecuadamente con la evoluciéon de la enfermedad.
También, debe ser facil de ensayar, econOmico y minimamente invasivo,
reproducible, y que no sea afectado por el método de recolecciéon o muestreo (65).
Para que todas estas condiciones se cumplan, es necesario tener en cuenta que
el desarrollo de nuevos biomarcadores es un proceso largo y dispendioso similar a
la evaluacion de farmacos terapéuticos. En este sentido, en el 2002 el Instituto
Nacional de Cancer de los estados unidos, desarroll6 un enfoque de cinco fases
de evaluacién y validacion sistematica de biomarcadores (Tabla 1). Este esquema
es un proceso intelectual y riguroso, que proporciona una escala en la cual los
investigadores, los pacientes y los financiadores juegan un papel fundamental en

la evaluacion y desarrollo del biomarcador (66, 67).
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TABLA 1. Fases para el desarrollo de biomarcadores en cancer. Se describen

las 5 principales fases actualmente aceptadas para el disefio, evaluacion y

validacion de un biomarcador (47, 66-68).

FASE

OBJETIVO

EXPERIMENTACION

MUESTRA

Exploratorio, identificacion

y perfil del candidato

Prueba pre-clinica
generacion de
hipbtesis

Pequefia por
conveniencia

Desarrollo de ensayo
clinico, resultados
reproducibles

Robusto y reproducible
no invasivo

Pequefia por
conveniencia

Prueba sobre muestras
pequefias determinar
beneficio, validacion

interna

Establecer los puntos
de corte de la prueba
retrospectivo

Pacientes controles
/ cancer previo
diagnostico
estandar

Validacion externa

Prospectivo impacto
sobre la decision
clinica

Multi céntrico a
largo plazo

Medir si el biomarcador
reduce la carga de la
enfermedad

Post aprobacion,
ensayar si funciona
para otros estados de
la enfermedad

Poblaciéon en
general
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Junto a las cinco fases de desarrollo de biomarcadores sefialadas en la Tabla 1,
se suma el hecho de que hay que tener en cuenta el tipo de biomarcador que se
desea implementar. Para esto, se han definido de forma genérica, cuatro
diferentes tipos de biomarcadores, de acuerdo con lo expresado por el doctor

Shariat SF y colaboradores (47):

1. Biomarcador de diagndstico: este biomarcador puede ayudar a evaluar las
caracteristicas histopatolégicas clasicas que determina la presencia o
ausencia de cancer.

2. Biomarcador de Prondstico: este biomarcador es usado para hacer un
seguimiento al paciente en funcién del riesgo de recurrencia o progresion
de la enfermedad, lo que permitiria un manejo individualizado.

3. Biomarcador Predictivo: este biomarcador es usado para predecir si el
tratamiento (radioterapia u hormonal) sera efectivo, y ademas supervisar la
eficacia del tratamiento. Puede ayudar a identificar la mejor modalidad de
tratamiento.

4. Biomarcador terapéutico: este biomarcador puede ayudar a identificar a los
pacientes que se beneficiardn de un régimen de tratamiento particular.
Identifica las dianas moleculares de nuevas terapias y se ve afectado por la
terapia. Actualmente no existen este tipo de biomarcadores basados en

sangre para el uso clinico de CaP.
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Evaluacion de nuevos biomarcadores para el CaP.

El nimero de publicaciones sobre biomarcadores en CaP, ha aumentado de forma
constante a lo largo de los ultimos afos (8, 11, 14, 15, 69); y a pesar de que
prometen ser Utiles en la clinica, todavia no estan disponibles masivamente. Esto
hace que el PSA sérico, siga siendo el Unico biomarcador utilizado por los
urélogos en estos momentos. Hoy en dia, existen notables barreras técnicas,
analiticas y gubernamentales para la aplicacion de nuevos biomarcadores en el
CaP (68, 70). Estas barreras incluyen, la poca disponibilidad de material estandar
para el ensayo (tejidos de biopsia, muestras de fluidos corporales), la complejidad
del formato a probar (tecnologias “omicas”), la implementacion de un control de
calidad adecuado para asegurar la reproducibilidad y precision, la correcta
fabricacion entre laboratorios, y ademas, el control de calidad para todas las fases
del desarrollo de biomarcadores, lo cual implica la estandarizacion del ensayo y la
validacion en pruebas metacéntricas con poblaciones independientes para lograr
su aprobacion final (47). Ademas, para determinar el valor de un nuevo
biomarcador en CaP, no es suficiente demostrar que existe una relacion
estadisticamente significativa con el resultado de la enfermedad, sino que debe
ser significativo en los modelos multivariados los cuales deben incluir el estandar

clinico (PSA) y factores patologicos adicionales (71).
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Cualquier nuevo biomarcador debe proporcionar un beneficio adicional, o al
menos mejorar la precision de la prueba estandar (PSA en sangre). Por ejemplo:
los médicos necesitan un mejor método para distinguir entre condiciones benignas
de prostata y el cancer. Con un marcador mas preciso para diagnosticar el cancer,
menos casos de cancer de prostata se perderian, y los pacientes con patologias
benignas o indeterminadas se evitarian el malestar y el riesgo que genera la
biopsia transrectal guiada por ecografia (7). Los médicos también necesitan,
mejores biomarcadores para detectar la invasion de las vesiculas seminales,
cuello de la vejiga, invasion peri neural, y determinar la extension extracapsular
hasta las metastasis ganglionares y 6seas (72). Los biomarcadores que
determinen la enfermedad localizada en el 6rgano frente a la enfermedad no

limitada al 6rgano prostatico son necesarios.

Finalmente, los marcadores bioldégicos que mejoren la precision de la
estratificaciéon del tumor segun su grado de agresividad, reducirian el nimero
innecesario de prostatectomia radical en pacientes con CaP avanzados, también
ayudarian al uso racional de la radioterapia y la terapia hormonal, y
adicionalmente, proporcionarian a los pacientes que tienen enfermedad localizada
en el oOrgano, otras opciones para el tratamiento curativo diferente a la

prostatectomia radical (73).
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Biomarcadores sanguineos para el CaP.

Existe una evidente necesidad de desarrollar nuevos biomarcadores que mejoren
la deteccion del cancer de prostata, y aln mas importante, que puedan distinguir
estadios indolentes de la enfermedad de aquellos clinicamente agresivos. Debido
a que los biomarcadores clinicos mas estudiados son aquellos que provienen de
muestras de sangre, muchos han sido identificados y estan actualmente bajo
investigacion (14, 15). Sin embargo, no todos han tenido el impacto que se
esperaba en los ambientes clinicos. Entre ellos, calicreina glandular humana 2
(hK-2) (74), el antigeno precoz del cancer de prostata (EPCA) (75), uroquinasa
activadora de plasminégeno (UPA) (76), cromogranina A (77), la proteina

secretada de prostata (PSP94) (78), entre otros.

Recientemente, biomarcadores potencialmente utiles para el diagnostico precoz
del cancer de préstata han sido propuestos, destacandose los microRNAs
(miRNAS), un tipo de acidos nucleicos no codificantes con funciones importantes
como reguladores de la expresién génica a nivel post-transcripcional (14). Tanto
mMiRNAs circulantes como los de tejido, tienen el potencial de ser empleados como
marcadores de diagndstico y prondstico para diversos tipos de cancer incluyendo
el de prostata (63). Por ejemplo: el grupo de Mahn et al. (79) estudiaron 37
pacientes sometidos a prostatectomia radical, 18 pacientes con hiperplasia
prostatica benigna tratados con adenomectomia retropubica, 8 pacientes con CaP
metastasico y 20 voluntarios sanos. En todos los grupos evaluaron cuatro miRNAs

oncogénicos (MiR-32, miR-26a, miR-let7i y miR-195), mas el miR-16 como control.
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Encontraron que el uso de miR-26a como marcador individual fue moderadamente
preciso para el diagnostico diferencial de la hiperplasia benigna en comparacion
con el cancer de préstata (AUC de 0.703), pero que el uso combinado de los
MiRNAs oncogénicos se asocio con un area bajo de la curva (AUC) ligeramente
mayor (AUC de 0.758). Los autores también destacan, que los niveles de
expresion de miR-195 y miR- let7i se asocidé con la puntuacion de Gleason,
indicando que los niveles séricos de estas moléculas tendrian utilidad en el

pronéstico de la enfermedad (79).

En una muestra de 82 individuos clasificados con diferentes riesgos de CaP, Shen
et al. (80), mostraron que los niveles elevados de miR-21 y miR-221 fueron
capaces de diferenciar los pacientes con un bajo riesgo de aquellos con riesgo
elevado (AUC=0.801; p = 0.002). Estos resultados confirmaron que los miRNAs
estan asociados con diferentes niveles de agresividad en el cancer de prostata

(80).
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Biomarcadores en orina.

Concomitantemente con los esfuerzos hechos en biomarcadores sanguineos, en
las dos ultimas décadas también se han hecho esfuerzos dirigidos a descubrir y
validar nuevos marcadores biolégicos de CaP en orina; entre los que tienen el
mayor potencial diagndstico se encuentra Sarcosin, el antigeno 3 del cancer de

prostata (PCA3) y el reordenamiento gendmico TMPRSS2:ERG (14).

Por su parte, Sarcosin que es un metabolito derivado de N-metil glicina se ha
encontrado significativamente elevado en pacientes con CaP respecto a individuos
controles; también se ha encontrado asociado a la progresion del cancer (81).
Este marcador se puede medir tanto en la orina como en el suero, en este ultimo
los estudios indican que Sarcosin tiene un valor predictivo mayor que el PSA total
y el PSA libre en pacientes con PSA total < 4.0 ng/ml (82); lo que sugiere que este
biomarcador puede ser una herramienta adicional no sélo para el diagnéstico, sino
también, para la seleccion de pacientes candidatos para una vigilancia activa.
Ademas, niveles elevados de esta molécula se han encontrado en suero de
pacientes con cancer metastasico resistente a la castracion en comparacion con

los pacientes con enfermedad no metastasica (14).

Otro ejemplo de tales marcadores urinarios es el producto del gen PCA3 (Prostate
CAncer gene 3), un mRNA no codificante localizado en el cromosoma 9qg21-22
que se encontré altamente expresado en tejidos de CaP comparado con los

tejidos benignos (83). En los dltimos afios se ha mostrado su utilidad y viabilidad
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gracias a un ensayo molecular que permite la deteccién del CaP a partir de las
células colectadas en la orina (84, 85). Basado en estos hallazgos se ha
desarrollado un ensayo cuantitativo para medir el PCA3 con el potencial de ser
usado de forma masiva en la practica clinica (86). Este ensayo que se denominé
APTIMA PCA3 (PROGENSA PCA3 ASSAY) y se encuentra disponible
comercialmente (86), utiliza los volimenes totales de la orina eliminada tras un
examen rectal digital (DRE) (86), el cual ayuda a liberar células prostaticas hasta
el sistema ductal donde pueden ser recogidas en la primera orina. Luego, la orina
es procesada con medio UTM, que lisa las células y estabiliza el RNA. Finalmente,
los transcriptos de PCA3 y PSA se cuantifican y la valoracion de PCA3 se
determina por la relacibn de mMRNA PCA3/PSA multiplicado por 1000,
obteniéndose una puntuacién de PCA3. Debido a que las células epiteliales de la
préostata expresan PCA3 y que los porcentajes de RNA por microgramo de tejido
pueden variar entre muestras, la prueba APTIMA PCA3 es normalizada con los
niveles del mRNA de PSA, el cual es utilizado como gen de referencia
(housekeeping). La prueba utiliza PSA como normalizador y también como
validador de las cantidades de RNA especifico de la préstata, lo cual es utilizado
para generar un resultado valido (86). El uso de PSA como normalizador esta
fundamentado en el hecho de que su expresion suele ser relativamente constante
en las células normales de la préstata y s6lo una débil sub-regulacion (1.5 veces)
de su expresion en las células tumorales se ha encontrado (87). Por lo tanto, el
transcrito de PSA se puede utilizar para corregir el nimero de células de la

prostata presentes en el sedimento de la orina. De esta manera, la razén entre el
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RNA del PCA3 y el PSA, es utilizado como la nueva herramienta de diagndéstico
para la identificacion precisa de células de cancer de prostata después de un

masaje de la prostata (88).

La utilidad clinica de este marcador se basa en su capacidad para predecir los
resultados de una segunda biopsia en pacientes que previamente hayan sido
diagndésticos con una neoplasia intraepitelial prostatica de alto o bajo grado (PIN),
0 que ademas hayan presentado una proliferacion acinar atipica pequefia en la
primera biopsia (14). En otras palabras, cuando el Score de PCA3 esta por encima
de 20 existe mayor probabilidad de que la segunda biopsia sea positiva y cuando
esta por debajo, la probabilidad de que la biopsia sea positiva es muy baja, por lo
tanto, no es necesario llevar a cabo una segunda biopsia para evitar el riesgo del
procedimiento (86). El ensayo PROGENSA PCA3 es la primera prueba molecular
de uso clinico basada en orina y aprobada por la FDA que detecta la sobre-
expresion del gen PCA3. La informacién especifica (puntuacion de PCA3)
proporcionada por la prueba, es decidir si es necesario una segunda biopsia o si
esta puede retrasarse en hombres con una o mAas biopsias negativas
anteriormente. Sin embargo, un valor bajo (puntuacién de PCA3 menor de 20) no
excluye al paciente de tener CaP, por lo cual es necesaria una biopsia para

diagnosticar el cancer.
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Por ultimo, la fusion TMPRSS2-ERG es el reordenamiento mas frecuente en el
CaP (15% en PIN y hasta 50% en CaP localizado) lo que sugiere que este
reordenamiento o bien corresponde a un evento temprano que precede la
aparicion del cancer (PIN) o se produce después del inicio del tumor (89, 90). Esto
se da cuando se fusiona el gen de la proteasa de transmembrana serin 2
(TMPRSS2) y el protoncogén homologo del virus de eritroblastosis aviar v-ets E26
(ERG). Se ha encontrado que TMPRSS2:ERG es altamente especifico para la
prediccidon de cancer de préstata clinicamente significativo en la biopsia a pesar de
la baja sensibilidad (14). Al igual que PCA3, La fusion TMPRSS2-ERG puede ser
detectada en orina después de un masaje prostatico y sus valores pueden ser
normalizados con los niveles del mMRNA de PSA, lo que permite calcular un
puntaje de TMPRSS2-ERG. Dado que ambos marcadores pueden ser medidos en
orina, Hessel y colaboradores (91), informaron por primera vez la combinacion de
PCA3 y TMPRSS2: ERG, y desde entonces varios estudios han mostrado que el
uso combinado de los dos biomarcadores (TMPRSS2: ERG y PCA3) mejora la

exactitud para detectar y predecir el comportamiento del cancer (92, 93).
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Lineas celulares de CaP como modelos de estudio.

Las lineas celulares LNCaP y PC-3 representan modelos in vitro de CaP humano
ampliamente utilizadas, las cuales tienen caracteristicas similares al cancer
clinico, y derivan de diferentes sitios metastasicos, por lo que permiten estudiar los

mecanismos de progresion y metastasis del CaP (94).

Linea celular LNCaP.

El clon LNCaP FGC fue aislado en 1977 por Julius Horoszkiewicz, et al. (95), a
partir de una biopsia en el ganglio linfatico supraclavicular izquierdo de un hombre
de 50 afios, de raza caucdsica y con diagnéstico confirmado de carcinoma de
prostata metastasico. Estas células en cultivo no producen una mono-capa
uniforme, sino que crecen en conglomerados que deben ser destruidos por
pipeteds repetidos cuando se preparan sub cultivos. Se adhieren ligeramente al
sustrato y su crecimiento es lento y rapidamente acidifican el medio de cultivo (95).
Ademas, producen glicoproteinas prostaticas, tales como fosfatasa acida y
antigeno prostatico especifico, también son sensibles a la 5-alfa-
dihidrotestosterona (DHT). La caracterizacion de esta linea celular demostré que
su inyeccion en ratones desnudos atimicos, induce adenocarcinomas pobremente
diferenciados en el lugar de la inyeccion, los cuales pueden ser palpables entre 14
y 56 dias después de la inoculacién, y al cado de las 6 semanas, la mayoria de los
tumores alcanza 1 g de peso. Ademas, no se encontraron metastasis distales
aparentes en el examen histoldgico de los érganos internos de estos ratones, por

lo que es considerado un modelo de metastasis con baja agresividad (96).
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Linea celular PC-3.

La linea PC-3 fue aislada de una lesion metastasica en vertebra de un paciente
caucasico de 62 aflos con un adenocarcinoma prostatico hormono-independiente
grado IV (97). Las células cultivadas en agar blando muestran crecimiento
independiente de anclaje tanto en mono capas como en suspension y producen
tumores subcutaneos en ratones desnudos. PC-3 no depende en gran medida de
suero para su crecimiento en comparacion con las células epiteliales prostaticas
normales, y no responde a los androgenos, glucocorticoides, factor de crecimiento
epidérmico o factor de crecimiento de fibroblastos; ademas, expresan bajos
niveles de fosfatasa acida asi como de reductasa de DHT y PSA (97). Los
estudios de microscopia electrénica revelaron muchas caracteristicas comunes a
las células neoplasicas de origen epitelial, incluyendo numerosas micro-
vellosidades, complejos de unién, ndcleos anormales y nucléolos, mitocondrias
anormales, laminillas anilladas y cuerpos lipoides (97). En general, las
caracteristicas funcionales y morfologicas de PC-3 son las de un adenocarcinoma
pobremente diferenciado (97). En conjunto, son consideradas un modelo atil en la
investigacibn de cancer de prostata avanzado de alta agresividad y en la

evaluacion de la respuesta a agentes quimioterapéuticos (94, 98).
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Linea celular PWR-1E.

La linea celular PWR-1E fue establecida a partir de células primarias de epitelio
prostatico humano adulto no neoplasico, las cuales fueron inmortalizadas con un
virus hibrido de adenovirus-12 y el virus del simio SV-40 (Ad12-SV40) (99). Se
aislaron varios clones inmortalizados libres de efectos citopaticos, que dieron lugar
a una linea celular PWR-1E, la cual expresa muchas caracteristicas de las células
epiteliales de la prostata normal, incluyendo la expresion del receptor del
androgeno y la induccion de la expresion de PSA en respuesta a los andrégenos.
La inmunotincion mostré que las células expresan citoqueratina 8 y 18
normalmente encontradas en las células secretoras prostaticas epiteliales
diferenciadas; Ademas, son positivas para el antigeno T de SV40 y muestran una
fuerte tincidn nuclear para p53. Crecen en mono capas en un medio definido libre
de suero y responden al factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) y TGF-beta (99). También se demostroé que las
células en los pasajes 23 y 40 no fueron tumorigénicas en ratones desnudos
incluso cuando fueron co-inyectados con Matrigel. Y después de 5 meses, ninguno
de los ratones inyectados con 10 millones de células habia desarrollado tumores.
Con base en esta caracterizacion, esta linea celular es considera no tumorigénica
y puede ser utilizada para estudiar la etiologia de la carcinogénesis y la progresion
del tumor; asi como la fisiologia normal de la prostata y la diferenciacion; también
puede ser util en la evaluacion de agentes quimiopreventivos del cancer de

préstata (99, 100).
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Proteoglicanos: Definicion y Clasificacion.

Los proteoglicanos (PG) son macromoléculas formadas por un nucleo proteico que
se encuentra unido a varias cadenas de polisacaridos amino-acetilados no
ramificados denominados glicosaminoglicanos (GAG) (101). Estan distribuidos en
la mayoria de los tejidos humanos de forma intracelular y a lo largo de la matriz
extracelular (MEC). Su nucleo proteico se puede dividir en diversos dominios y
una vez que estan unidos a su respectivo GAG pueden interactuar con diversas
moléculas de la matriz extracelular (e.g. fibromodulina unido a fibras de colageno),
mientras que otros poseen la habilidad de interactuar con receptores celulares

especificos (e.g. biglicano unido a receptores tipo Toll) (102).

La biologia de los PG se ha ampliado notablemente en los ultimos afios y nuevos
miembros han sido descritos; en general, se agrupan en tres familias principales:
la familia de proteoglicanos pequefios ricos en leucinas (SLRPs) donde se
encuentra fibromodulina, decorina y biglicano; la familia de PGs modulares
(distribuidos en la membrana basal) y los PGs de superficie celular como
sindecano y glipicano (ver Figura 2) (101). Debido a su variabilidad bioquimica, los
PG pueden estar implicados en muchos procesos fisiolégicos que pueden ir desde
la morfogénesis, la reparacion de tejidos, la inflamacion, la vascularizacion e

incluso la carcinogénesis (103).
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Figura 2. Familia de proteoglicanos de acuerdo a su distribucion tisular.
Serglicina es un proteoglicano intracelular distribuido en vesiculas secretoras de
las células hematopoyéticas y células endoteliales. Se observan los tres grupos de
proteoglicanos extracelulares: hialectanos (aggrecano, versicana, neurocano y
brevicano) asociados con el acido hialurénico en la matriz extracelular; Los
SLRPs (fiboromodulina, biglycanao, lumicano) y los PGs de membrana basal,
perlecano, agrino y colageno XVIII. Las dos familias mas importantes de PGs
asociados a la membrana celular son los sindecanos y los glipicanos glicosil-
fosfatidilinositol. Abreviatura: SLRP, proteoglicanos pequefios ricos en leucina.
Adaptado de Schaefer L, 2010 (101).
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Evidencia reciente, sugiere que los PG pueden secuestrar factores de crecimiento
a través de la unién especifica de sus nucleos proteicos con la molécula blanco,
modulando de esta forma su eficacia para traducir sefiales a través de sus
receptores (27, 103). Se ha evidenciado que algunos miembros de la familia
SLRPs son claves en la regulacion del crecimiento celular y en el inicio de la
tumorigénesis (26-28, 104, 105). De hecho, nuestro grupo de investigacion
identificd en un modelo de rata del cancer de préstata, un grupo de proteoglicanos
de esta familia, los cuales estuvieron asociados al fenotipo metastasico (12). Entre
los mas destacados, se encontré decorina (DCN), biglicano (BGN) y fibromodulina
(FMOD), siendo este ultimo un PG que para nuestro conocimiento aun no ha sido
reportado en el cancer de proéstata (28) y actualmente es el candidato para ser

evaluado dentro del proceso tumorogénico del CaP.

Familia de proteoglicanos pequefios ricos en leucinas (SLRPs).

Los proteoglicanos SLRPs son una familia de proteinas de bajo peso molecular
(40 a 80 KDa) distribuidas en la matriz extracelular, compuestas por un nucleo
proteico que posee dominios ricos en leucina (LRR) al que se le une
covalentemente una o varias cadenas de queratan, condroitina o dermatan sulfato
(glicosaminoglicanos) (106). A nivel de estructura primaria, los dominios LRR
constan de repeticiones de leucina en tdandem y dentro de estos hay motivos que
contienen 11 aminoéacidos distribuidos como LxxLXLxxNxL, siendo x cualquier

aminoéacido; L, leucinas consenso que pueden ser sustituidas por isoleucina,
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valina u otros aminoacidos hidrofébicos y N es usualmente asparagina. Los
dominios LRRs generalmente son de 20-29 aminoacidos de longitud, siendo 24 la
longitud mas comun. Adicionalmente, los LRRs estan flanqueadas por dominios

terminales que forman enlaces disulfuro (S-S) (ver Figura 3). (106).
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Figura 3. Organizacién estructural de los SLRPs. Estructuras comparativas de
los proteoglicanos biglicano, decorina y fiboromodulina. Estas tres proteinas de la
matriz extracelular contienen de 10 a 14 dominios LRR ricos en leucina que
abarcan aproximadamente el 80% de la proteina. Decorina y biglicano contienen
condroitina sulfato o dermatan sulfato cercano al extremo N-terminal (circulos
negros), mientras que Fibromodulina contiene 4 cadenas de queratan sulfato a lo
largo de sus regiones ricas en repeticiones de leucina. Los dominios terminales
qgue flanquean a los LRR, poseen motivos ricos en cisteina (Cx3CxCx6C). LRR:
leucine-rich repeat. Adaptado de Schaefer, L (101); lozzo, RV (106).
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La familia de SLRP esta formada por 17 miembros agrupados en cinco sub-
familias basadas en las homologias a nivel de proteico, conservacion de regiones
ricas en cisteina y la organizacion cromosomica (101, 102). Los proteoglicanos
biglicano y decorina son de clase |, conformados por 8 exones, mientras que
fioromodulina, lumicano y chondroaderina son de clase Il, y estan conformados
por tres exones, los cuales son estructuralmente similares entre si. También se ha
observado que los genes SLRP aparecen agrupados en los cromosomas, en
donde los genes de los PGs de clase | tienen una ubicacidon centromérica respecto
a los de clase Il/lll que es telomerica, indicando que posiblemente surgieron por
duplicacién de segmentos cromosémicos. La importancia de estas agrupaciones
no esta clara; sin embargo, debido a que varios de los genes SLRP se han
mantenido agrupados durante la evolucién, es probable que un grado de

redundancia funcional también se haya mantenido (101, 102).

Biologia de FMOD, organizacion gendmicay proteémica.

El gen FMOD se encuentra localizado en el cromosoma 132 y tiene 10.809 pares
de bases (Entrez gene: 2331 / Ensembl: ENSG00000122176). Este gen posee
tres exones y dos intrones. El exdn 1 contiene la secuencia 5 UTR de 457 pb y no
hace parte de la secuencia codificante; el intrén 1 abarca una region de 2755 pb y
luego aparece el exén 2 con un tamafio de 986 pb, en este exdn se encuentra el
coddén de inicio de la traduccién y contiene el 86% de la secuencia traducida
(Ensembl Genome Browser: ENST00000354955). Este exdn esta seguido del

intron 2 con 4.800 pb y finalmente aparece el exdn 3 que tiene un tamafo de 1867

60



pb y posee los ultimos 50 nucledétidos de la region traducida, asi como la region 3'-
UTR del gen (ver Figura 4) (107). A nivel de transcrito, este gen tiene 4 variantes
descritas, las cuales surgen de eventos de corte y empalme (splicing) alternativo
durante la transcripcion; sin embargo, hasta ahora se ha identificado una Unica
proteina (numero de accesidon en Emsembl: ENSP00000347041 / UniProt:

Q06828), producto de la traduccion del transcrito completo del gen (ver Tabla 2).

En cuanto a la proteina fiboromodulina, esta posee una regidén central que contiene
11 repeticiones ricas en leucina (LRR) donde se encuentran los cuatro sitios
potenciales donde ocurre la N-glicosilacion con queratan sulfato (ver Figuras 3 y
4). A su vez, esta region central estd flanqueada por los dominios N y C
terminales, que contienen enlaces disulfuros. La estructura primaria esta formada
por un nudcleo proteico de 376 aminoacidos (aa) el cual es procesado hasta la
forma madura de 358 aa. Estos aminoacidos en la proteina se encuentran
arreglados en las 11 repeticiones LRR cada una con un promedio de 22 residuos

de aminoécidos (http://www.uniprot.org/uniprot/Q06828) (108). El dominio de LRR

N-terminal (LRRNT) contiene una region conservada de 17 cisteinas y nueve
tirosinas cercanas al extremo N-terminal que sufren sulfataciones para la adicion
postraduccional de GAGs (109). No todos los sitios de N- glicosilados de la
proteina contienen cadenas de longitud completa de queratan sulfato, y de hecho
muchos permanecen como oligosacéaridos cortos lo que sugiere que este tipo de
sustitucion al parecer no es esencial para las propiedades funcionales del

proteoglicano (108).
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Tabla 2. Informacion de transcritos y proteinas para el gen FMOD. Tomado
originalmente de Archie Emsembl Home para FMOD t=ENST00000354955.

Longitud ) Longitud I
Proteina ID Biotipo

Nombre Transcrito ID
(bp) (aa)

Codifica
FMOD- ENST00000354955 3310 ENSP00000347041 376 proteina
001

Transcrito

FMOD- ENST00000464898 2714 No reporta proteina - procesado
002

Transcrito

FMOD- ENST00000493296 717 No reporta proteina - procesado
003

Transcrito

FMOD- ENST00000461936 366 No reporta proteina - procesado
004

- No existe evidencia de proteina
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Figura 4. Organizacion gendémica y estructural de FMOD. Se muestra la
direccién inversa de la transcripcion del gen, donde el exén 2 abarca el 86% de la
proteina. La estructura primaria contiene el 70 % de los aminoacidos distribuidos
en los 11 dominios LRR (59 KDa). Tirosinas en el extremo N terminal estan
representadas por los asteriscos y los glicosaminoglicanos de queratan sulfato que
se unen a las asparaginas 127,166, 201, 291 y 341 estan representados por las
barras negras. Los principales sitios de union a colageno tipo | se encuentran en la
repeticion rica en leucina 11 en el extremo C-terminal en las posiciones Glu-353 y
Lys 355 (108). La estructura terciaria fue modelada con Protein Model Portal:
(111).

interactive modeling software (110) usando como molde la estructura de decorina
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Hasta la fecha la estructura cristalina de la proteina fiboromodulina no se ha
definido; sin embargo, la estructura de otros miembros de la familia como decorina
(111) y biglicano (112) ya ha sido determinada. Todos ellos adoptan un
plegamiento curvado en forma de herradura de caballo, con laminas-p paralelas
que forman la cara concava interna y la cara convexa posee una estructura
secundaria de diferentes topologias (ver Figura 4). Estas estructuras cristalinas
han sugerido que la superficie concava puede contener los sitios de union al
ligando y se ha estimado que fiboromodulina y otros SLRPs podrian interactuar con
sus ligandos de la misma forma (111); Sin embargo, algunos analisis biofisicos de
dispersiéon de rayos X demostraron que decorina dimeriza en solucién, sugiriendo
que las superficies concavas estan implicadas en la dimerizacion haciéndolas
potencialmente inapropiadas para unir el ligando especifico (ver Figura 4) (111,

112).

Funcién celular de fiboromodulina.

Fibromodulina se aisl6é por primera vez como una proteina de 59 KDa en la MEC
del cartilago articular de bovinos adultos (113). Desde entonces se ha demostrado
gue presenta una amplia distribucion tisular, con mayor abundancia en el cartilago
articular, tendones, ligamentos y otros tejidos conectivos en una concentracion de
1-3 mg/gr de tejido (16). Su nombre se deriva de su capacidad para interactuar
con fibras de colageno tipo | y IlI, e influir in vitro tanto en la tasa de fibrogénesis

como en la estructura de las fibras resultantes (17, 18, 108). Su papel biolégico fue
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demostrado en ratones knock-out (16), quienes a pesar de ser viables, fértiles y
sin grandes defectos funcionales en el corazén, higado, pulmon, piel y cartilago,
presentaban desordenes histolégicos en las secciones transversales de la cola y
el tendon de Aquiles, en los cuales se observaba una organizacion anormal del
tejido fibrilar (114). La microscopia electronica de transmision reveld que una
fraccion de las fibras de colageno tenia contornos irregulares y presentaban una
arquitectura anormal y el defecto aumentaba en la poblacién de fibras de menor
diametro (114). Estos resultados en conjunto, apoyaron el papel de fioromodulina
en la maduracién de las fibras de colageno y su posterior ensamblaje en la matriz
extracelular; sin embrago, las consecuencias funcionales de estos cambios en las

fibras de colageno en estos roedores no se investigaron (114).

La evidencia de la dltima década ha permitido comprender que fibromodulina
también puede cumplir otras funciones, como regular la traduccidén de sefiales al
interactuar con proteinas que circulan en la matriz extracelular. Se ha observado
gue la interaccion con el TGF-B puede regular su activad mediante su secuestro
en la MEC (19). Estudios en ratones (20) y humanos (115) han mostrado que en
los procesos de cicatrizacién de heridas cuando existe una sobre expresion de
TGF- y una disminucién de fibromodulina, se genera una cicatrizacion
hipertrofica debido a la induccién masiva de sintesis de colageno en la herida. No
obstante, cuando se aumenta su expresion, las heridas se reparan sin
cicatrizacion hipertréfica, sugiriendo un papel modulador de este proteoglicano

frente a TGF-B durante la formacién de cicatriz (20, 115).
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Otro estudio, realizado por Adini y colaboradores en la Universidad de Harvard
(21), investigo la etiologia de enfermedades dependiente de angiogénesis, como
la degeneracion macular asociada a la edad y el hemangioma infantil, y encontré
gue los melanocitos del microambiente contribuyen a la regulacion local de la neo
vascularizacion observada en estas dos patologias. Mediante sus experimentos,
definieron un nuevo mecanismo en el que los melanocitos no pigmentados
secretan grandes cantidades de fibromodulina, el cual sirve como un factor
angiogénico en los tejidos tales como, el iris, los coroides y la piel. Al parecer es
un potente estimulador de multiples pasos en el proceso angiogénico, incluido el
crecimiento de células endoteliales, la migracion y la formacion de redes capilares
(21). ElI mecanismo exacto por el cual fiboromodulina realiza esta funcién, es
activando en células endoteliales la secrecion de TGF-B1. Este a su vez estimula
al receptor TGFRII, el cual inicia la via SMAD y en ultima, esto conlleva a la
activacion del factor de transcripcion SMAD, lo que resulta en una elevada

proliferacion y migracion de las células endoteliales (21).

Interesantemente, nuevos datos indican que fiboromodulina puede apagar la via de
sefalizacion del factor de transcripcion NFkB mediante el retraso de la
degradacion del inhibidor del NFkB (IKBa), lo que a su vez depende de la
sefalizacion de quinasas C-Jun (JNK) (116). En este estudio se evidencio una
nueva forma de FMOD para potenciar significativamente la estabilidad de las
proteinas IKBa y el efecto neto de estos eventos, fue la regulacion negativa de la

actividad del NFkB y la muerte celular. Los autores sugieren que estudios
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posteriores deberan abordar coémo los proteoglicanos podrian regular la
supervivencia de los fibroblastos impactando la homeostasis del estroma y su
posterior efecto sobre las células epiteliales vecinas (116). Otros estudios, también
han propuesto que fibromodulina y otros SLRPs protegen al colageno de la
degradacion de colagenasas en los tejidos conectivos, formando una capa sobre

la superficie de las fibrillas impidiendo el acceso a proteasas colagenoliticas (117).

Otra funcién, en la que podria estar involucrado este proteoglicano es en la
respuesta inflamatoria del cartilago mediante la activacion de la via clésica del
sistema de complemento (22). Estos estudios indicaron que fiboromodulina se une
directamente a las cabezas globulares de C1q y conduce a la activacion de la
proteasa C1; sin embargo, el ensamblaje del complejo de ataque a la membrana y
la liberacion Cbha (pasos finales en el mecanismo efector del complemento)
mediada por FMOD es baja, en comparacion con la IgG, el activador clasico de
esta via (22). Otras Observaciones realizadas por Bevilacqua A y colaboradores
(118, 119) han mostrado que los fibroblastos humanos cuando se encuentran en
senescencia replicativa manifiestan un patrén alterado en la expresion de genes
que participan en el remodelado de la MEC, entre ellos FMOD. Estos
Investigadores encontraron que el promotor de FMOD tenia un elemento cis que
forma un complejo ADN-proteina con el factor DDB-1 (DNA damage-binding
protein 1), y la supresion enddégena de DDB-1 mediante el uso de un siRNA indujo

una disminucioén del 50% de la concentraciéon de FMOD.
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Con estos analisis se demostré que DDB-1 era un factor clave en su activacion.
También se observo que los fibroblastos expuestos a luz UV aumentaban la
expresion de FMOD dependiente de DDB-1 y este hecho promovia el ensamblaje

de nuevas fibras de colageno en el tejido conectivo (119).

Relacién de FMOD con el cancer.

Los primeros hallazgos que relacionaron a FMOD con el cancer, vinieron de los
estudios de perfiles de expresidn génica (microarrays) en lineas celulares de
leucemia linfocitica cronica de células B (CLL-B), donde se encontré
significativamente sobre-expresado (23, 24). Mikaelsson y colaboradores en 2005
(120), utilizando PCR en tiempo real, encontré niveles elevados de FMOD en 75
pacientes con CLL-B y en 5 de 7 pacientes con linfoma de células del manto
(MCL); los analisis proteicos a través de Western blot, lo detectaron en el
citoplasma de las células BCLL y en el sobrenadante de células cultivadas, pero
no en la superficie celular de las células CLL-B (120). Ademas, no lo encontraron
en pacientes con otras leucemias y tampoco se detectd en linfocitos T/B normales,
monocitos o granulocitos. Mikaelsson lleg6 a la conclusion de que FMOD podria
estar involucrado en la fisiopatologia de CLL-B y MCL actuando como una
molécula unica que se expresaba selectivamente tanto a nivel de transcrito como
de proteina; no obstante, la razon por la cual FMOD, se expresaba en estas
células era desconocida. A partir de estos hallazgos, ellos plantearon que la sobre

expresion de otros genes ubicados en el mismo cromosoma de FMOD pudieran
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estar orquestando sefales génicas regulatorias involucradas en la carcinogénesis

de esas células (120).

Ademas, el hecho de no observar aberraciones genéticas en el locus de FMOD,
los hizo pensar, que los niveles de expresidn podrian estar mediados por
mecanismos epigenéticos aun no revelados (120). En otro estudio sobre leucemia
linfocitica crénica de células B (25), fioromodulina fue caracterizado como un
antigeno asociado a tumor (TAA), debido a su potencial para generar una
respuesta antitumoral especifica, ya que la produccidn exclusiva de este
proteoglicano por las células leucémicas generaba una serie de péptidos
antigénicos que procesados y presentados via HLA-A2 permitian seleccionar
linfocitos T CD8+ especificos del tumor. Los autores, lo calificaron como un buen
candidato para la inmunoterapia de la enfermedad (25). Por otro lado, también se
observd que su silenciamiento inducia apoptosis en las células CLL-B cultivadas,
lo que sugeria que el proteoglicano era necesario para la supervivencia de esas
células neoplasicas (121). Al parecer, fiboromodulina mantiene la supervivencia de
células tumorales por un lado y por otro promueve su muerte indirectamente
cuando este no esta presente. Los autores de este estudio, también notaron que
esos efectos biolégicos (supervivencia/muerte) parecen ser llevados a cabo

intracelularmente, debido a que las cantidades secretadas fueron bajos (121).
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Por otro lado, durante muchos afios se ha observado que las alteraciones
genéticas en ciertos genes pueden conducir (drivers genes) la iniciacion y
progresion del cancer (3). En el caso de FMOD, se han reportado 55 mutaciones,
las cuales estan descritas en el catalogo de mutaciones somaticas en cancer, una
base de datos de acceso publico en internet (COSMIC,

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/, consultado en diciembre de 2015). Estas

mutaciones fueron detectadas en 13 tipos de tejidos tumorales, provenientes de
diferente nimero de muestras y a partir de las cuales se calcul6 la frecuencia de
mutaciones (ver Figura 5). El tipo de mutacibn mas frecuente en FMOD,
independientemente del tejido tumoral donde fue hallada, son las sustituciones no
sindbnimas de cambio de sentido (Substitution missense) que abarcan cerca del
71% (39 de 55 en total); seguido de las mutaciones sin6nimas en un 23%, y las
deleciones, que alteran el marco de lectura, solo estan presentes en un 3.64% (2

de 55 en total).

En el caso especifico del cancer de préstata, el porcentaje de mutaciones para
FMOD fue del 0.71 %, para un total de 424 muestras (ver Figura 5). Con estos
datos se observé que el porcentaje de mutaciones en FMOD es muy bajo,
particularmente se encontraron dos sustituciones no sinénimas y una sindnima,
que ocurrieron en la posicion de los aminoacidos 265 (p.R265L), 331 (p.S331R) y
203 (p.T203T). El significado biolégico que tengan estas mutaciones en el cancer

de prostata es completamente desconocido. Aparentemente, las sustituciones no
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sindbnimas reportadas en COSMIC, ocurrieron en los sitios donde los
glicosaminoglicanos de queratan sulfato no se unen (asparaginas 127,166, 201,
291y 341), ni en los principales sitios de unidn a colageno tipo I, lo cual ocurre en
las posiciones Glu-353 y Lys 355, que se encuentran en la LRR nuimero 11 en el
extremo C-terminal de fibromodulina. Por ahora, solo podemos ver que existe una
baja tasa de mutaciones en fibromodulina relacionadas con canceres solidos y en
particular con el de prostata (ver Figura 5). Ademas, cabe resaltar, que en FMOD
existen otras variaciones genéticas que no estan relacionadas con canceres y que
si tienen un efecto biolégico sobre los individuos a los que se les han encontrado
[49, 50]. Un ejemplo de esto, son algunos polimorfismos de Gnico nucleétido
(SNPs) ubicados en el promotor del gen, los cuales han sido asociados con miopia
alta, una de las causas mas comunes de ceguera secundaria debido al
desprendimiento de la cérnea y la neo vascularizacion coroidea e individuos de

edad adulta [49, 50].

Lo que pudimos observar con los estudios mencionados anteriormente, es que las
funciones biolégicas que puede desempefiar la proteina fibromodulina son
diversas; sin embargo, evaluar su expresion dentro de procesos carcinogénicos en
la prostata no ha sido determinado, por lo que este estudio, para nuestro
conocimiento es el primero que se ha encaminado a evaluar su potencial como
nuevo biomarcador del cancer de prostata, y para esto se propuso una serie de

objetivos, los cuales son descritos en la siguiente seccion.
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Figura 5. Frecuencia de mutaciones en FMOD basado en muestras tumorales

provenientes de 13 tejidos diferentes depositados en COSMIC. Se escribe el

porcentaje total de muestras mutadas respecto al nimero de muestras analizadas

ubicadas en el eje de las abscisas. Fuente: Datos obtenidos de la base de datos

COSMIC y analizados en este estudio. http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

Evaluar el potencial del proteoglicano fibromodulina (FMOD) como nuevo
biomarcador del cancer de prostata en un modelo in vitro de lineas celulares y en
diferentes muestras de pacientes diagnosticados con cancer y otros desordenes

prostaticos.

Objetivos especificos.

e Evaluar la expresion del transcrito FMOD en lineas celulares de cancer de
prostata epiteliales humanas con diferentes fenotipos metastasicos.

e Determinar la expresion del transcrito FMOD en paneles comerciales de

cancer de préstata y de tejido prostatico benigno.

e Evaluar la expresion de FMOD como transcrito en biopsias de pacientes

con cancer y otros desordenes prostaticos benignos.

e Determinar la expresion proteica de FMOD en biopsias de pacientes con

cancer y con desordenes prostaticos benignos.

e Determinar los niveles proteicos de FMOD en suero de pacientes

diagnosticados con cancer de prostata y otros desordenes prostaticos.

e Determinar los niveles proteicos de FMOD en orina de pacientes

diagnosticados con cancer de préstata y otros desordenes prostaticos.

e Evaluar las caracteristicas operativas de FMOD como nuevo biomarcador

de potencial utilidad en cancer de prostata.
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METODOLOGIA.

Disefio.

El estudio comprendié dos etapas: en la primera, se valido el perfil de expresion
del transcrito FMOD en lineas celulares de cancer de prostata epiteliales humanas
con diferentes fenotipos metastasicos y en paneles comerciales de cancer de
préstata y tejido prostatico benigno. De igual forma se determind la expresion de
FMOD como transcrito y proteina en biopsias de pacientes con cancer y otros
desordenes prostéticos. En la segunda etapa, se midieron los niveles proteicos de
fiboromodulina en el suero y la orina de individuos sanos y pacientes clinicamente
diagnosticados con cancer de préstata y otros desordenes prostaticos no
tumorigénicos mediante inmunoensayo enzimatico especifico, con el fin de valorar
sus caracteristicas operativas como nuevo biomarcador de cancer de proOstata.
Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica, de la Universidad de

Cartagena.

Cultivo de lineas celulares epiteliales de cancer de préstata humana.

Las lineas celulares humanas de CaP fueron obtenidas de la compafiia ATCC
(American Type Culture Collection); estas incluyeron la linea LNCaP clon FGC
(ATCC: CRL-1740) la cual posee un fenotipo pobremente metastasico con

sensibilidad a andrégenos y la linea PC-3 (ATCC: CRL-1435) derivada de una
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metastasis O0sea con fenotipo altamente metastasico. Adicionalmente, como
control normal, se usoé la linea PWR-1E (CRL-11611).

Los cultivos celulares de LNCaP fueron mantenidos en medio de crecimiento
completo RPMI-1640 suplementado con 1% de L-glutamina (Gibco - Invitrogen),
10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco - Invitrogen) y 1% de penicilina-
estreptomicina (Gibco - Invitrogen); mientras que Los cultivos de PC-3, fueron
mantenidos en medio modificado F12K (ATCC) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (Gibco - Invitrogen) y 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco -
Invitrogen), siguiendo las recomendaciones de la ATCC. Los cultivos de PWR-1E
se hicieron en medio de cultivo para queratinocitos libre de suero (Life
Technologies) suplementado con 50 ug/mL de extracto de pituitaria bovina, 5% de
L-glutamina y 5 ng/mL del factor de crecimiento epidérmico (Life Technologies).
Las células LNCaP, PC-3 y PWR-1E fueron cultivadas en mono capas hasta
obtener confluencias de 70 a 80% en frascos de cultivo T-25 (Corning), a una
temperatura de 37 °C en una atmaosfera humidificada que contenia un 5% de CO2
y 95% de aire. Los cultivos eran pasados una o dos veces por semana con el fin
de evitar inestabilidad de los cultivos. Las células LNCaP fueron utilizadas entre
los pasajes 23 a 26; las células PC-3 se utilizaron en los pasajes 28 a 31, y la

linea PWR-1E entre los pasajes 19 a 23.
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Extraccion de RNA total a partir de lineas celulares.

Las lineas celulares LNCaP, PC-3 y PWR-1E fueron cultivadas a 37 °C, 5% CO2
hasta obtener una confluencia del 70 al 80%. Una vez en la confluencia deseada,
las células eran tripsinizadas (Life Technologies) durante 1 a 3 minutos, hasta
obtener una suspension completa de las células, luego centrifugadas a 1500 xg
durante 5 minutos y una vez contadas en hemocitometro, eran sometidas a
extraccion de RNA total usando el método de Trizol (TRIReagent - Ambion) de

acuerdo al siguiente protocolo:

A un precipitado de células de aproximadamente 5 - 10x10° se le adicionaba 1 mL
de Tri Reagent (TM), el cual permitia un lisado rapido y completo del cumulo
celular. Luego, para asegurar la completa disociacion de los complejos de
nucleoproteinas, el precipitado celular se dejaba en reposo por 5 minutos (min) a
temperatura ambiente. Al finalizar este tiempo, se le agregaban 200 pL de
cloroformo por cada mililitro de Tri Reagent(TM) utilizado. Se agitaba
vigorosamente por 15 segundos para luego dejar en reposo por 2-15 min a
temperatura ambiente. La mezcla resultante era centrifugada a 12.000xg por 15
minutos a 4.0 °C. La centrifugacién separ6 la mezcla en 3 fases: una fase organica
roja (conteniendo las proteinas), una interfase (conteniendo el DNA), y una fase
acuosa superior incolora (conteniendo el RNA). La fase acuosa fue transferida a
un tubo limpio de 1.5 mL, para luego adicionarle 500 pL de isopropanol por cada

1000 puL de Tri Reagent utilizado en la preparacion de la muestra. Se dejaba en

76



reposo por 5-10 min a temperatura ambiente, y luego se Centrifugo a 12.000 xg
por 10 min a 4.0 °C. El RNA precipitado en el fondo del tubo se dejaba al aire libre
sobre un papel absorbente por 5-10 min. Finalmente, el RNA total fue re-
suspendido en solucion de Acetato de Sodio (0.3 M pH = 5.0), o con agua libre de
RNasa (Qiagen) y llevado a calentamiento en bafio serolégico por 5 min a 65°Cy
luego almacenado a - 80 °C, hasta su utilizacion. La concentracion y pureza del
RNA total fue medido por espectrofotometria, calculando el cociente entre las
absorbancias de 260/280 (Nanodrop, Thermo scientific, USA). Una muestra con
cociente de 260/280 entre 1,8 y 2,0 fue considerada de alta pureza para el
contenido de RNA. La integridad del RNA fue monitoreada a través de

electroforesis en geles de agarosa (Bio-Rad, USA).

Sintesis de cDNA a partir de RNA de lineas celulares.

Para obtener la primera hebra del DNA complementario (cDNA), se utilizo el
estuche QuantiTect Reverse Transcription de la casa comercial QIAGEN. La
reaccion se llevo a cabo en dos etapas: la eliminacion del DNA genomico y la
posterior reaccion de transcripcion reversa. En la primera etapa, 1 ug de RNA total
de las lineas celulares LNCaP, PC-3 y PWR-1E fue incubado con el buffer “gDNA
Wipeout” durante 2 min a 42°C. Después de este tiempo, la muestra de RNA fue
adicionada a una pre-mezcla que contenia la enzima transcriptasa reversa
Quantiscript, el buffer de reaccion (Quantiscript RT Buffer), mas la solucion de

cebadores tipo oligo-dT. El volumen total de la reaccion (20 uL) fue incubado a
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42°C por 30 min, seguido de un ciclo de 95°C por 3 min para inactivar la enzima.
Los respectivos cDNA fueron almacenados a -80 °C hasta el momento de su uso

en PCR en tiempo real.

PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) a partir de cDNA de lineas celulares.

Para el analisis de la expresion génica de FMOD mediante PCR cuantitativa en
tiempo real, se disefiaron “cebadores” especificos para el gen FMOD, para el gen
de PSA (gen para comparacion), y adicionalmente se disefiaron cebadores para
los genes de referencia beta-actina (ACTB) y fosforibosil-transferasa de
hipoxantina (HPRT), como normalizadores de la expresion génica. Los cebadores
se disefiaron usando el software Primer3 desarrollado por el White head Institute
for Biomedical Research disponible en internet. Los cebadores utilizados son
listados en la Tabla 3. Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en el
equipo StepOne Real-Time PCR System de la casa comercial Applied Biosystems,
usando la quimica del SYBR Green | (QIAGEN). Para cada ensayo, las reacciones
fueron preparadas sobre hielo, mezclando 1.5 pL del producto de la transcripcion
reversa, 10 uL del kit QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 2X (QIAGEN) y 1
uL de cada cebador (ver Tabla 3) a una concentracion de 250 nM. Finalmente, se
adiciono H20 libre de RNAsas hasta un volumen final de 20 pL, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las condiciones de reaccion incluyeron una etapa
inicial a 95 °C durante 15 min para activar la DNA polimerasa HotStarTaq, seguido
de 45 ciclos de 94°C durante 15 seg, 60°C durante 30 seg y 72°C durante 30 seg.

Cada muestra se analiz6 por triplicado en la reaccién de PCR, para estimar la

78



reproducibilidad de los datos. Los productos resultantes del PCR se sometieron a
analisis de curva de fusién (melting curve) en el mismo equipo para verificar la

ausencia de amplificacion de productos no-especificos.

Los valores de expresion génica se cuantificaron como el promedio de las tres
réplicas y en cada caso los valores fueron normalizados a los niveles de expresion
de los genes de referencia (housekeeping, por su expresion en inglés) beta-actina
(ACTB) y HPRT. En todos los experimentos, los célculos de la expresién génica
de FMOD y PSA, se realizd a través del método comparativo delta-delta Cr (2~
AACT)  Se compararon las diferencias entre las lineas celulares de cancer de
prostata LNCaP y PC-3 frente a la linea no tumorigénica PWR-1E. Se utilizé el
estadistico t de student para el calculo de los valores p, y un valor de p< 0.05 fue

considerado como significativo.
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Tabla 3. Lista de cebadores utilizados en el estudio.

Simbolo Ta:jnea}no Numero de
oficial Oligonucleétido roducto accesion tm (°C)
del gen P (GeneBank)
(Pb)
GACCAGTCAACAGGGGACAT 59.82
HPRT1 132 NM_000194.2
CCTGACCAAGGAAAGCAAAG 59.85
AGAAAATCTGGCACCACACC 59.97
ACTB 142 NM_001101.3
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 59.94
ACCGTCCCCGATAGCTACTT 59.98
FMOD 145 NM_002023.3
GCAGCTGGTTGTAGGAGAGG 60.01
GGAGAGTGACATGTGCTGGA 59.08
PSA 140 NM_001030047.1
CTTGGCTCACAGCCTTCTCT 60.00
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Paneles de cDNA de muestras clinicas de préstata humana.

Para validar la expresion del transcrito FMOD, cDNA disponible comercialmente
extraido de muestras clinicas de CaP y de tejido normal de préstata humana se
obtuvo de la compafia Origene (TissueScanTM; Origene Technologies, Inc.,
Rockville, MD, USA). Para propositos de este estudio, se adquirio el panel
TissueScan HPRT-01 de CaP humano (# cat. HPRT-01, Origene Technologies),
gue contenia cDNA de 48 pacientes clasificados en diversos estadios tumorales
(n=10), hiperplasia prostatica benigna (n=27), prostatitis (n= 4) y tejido normal de
préstata (n=7). De acuerdo con la casa comercial, estos cDNA son de alta calidad,
preparados a partir de biopsias de tejido tumoral humano, normalizados bajo la
expresion de beta-actina (ACTB), y montados en un formato de 48 pozos listos
para usar en gRT-PCR. La empresa proveedora, certificO que cada muestra
incluida en el panel habia sido obtenida con el consentimiento informado del
paciente y estaba acompafiada del reporte patologico detallado, haciendo posible
analizar los resultados en un contexto clinico. La principal ventaja de esta
metodologia, es que se pudo detectar la expresién de nuestro gen de interés en
un numero significativo de muestras de tejido muy bien caracterizados y con un

esfuerzo menor.
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PCR cuantitativo en tiempo real a partir de cDNA de paneles comerciales.

Las reacciones de gPCR para FMOD y PSA (gen de referencia), se llevaron a
cabo en el equipo StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems), usando
la quimica del SYBR Green |. Primero, la placa del TissueScan HPRT-01 se
descongelo a temperatura ambiente, luego, se prepard la pre mezcla de PCR,
utilizando 750 pL de QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 2X (QIAGEN) mas
50 yL de cada cebador a una concentracion de 250 nM, y se adiciono H20 libre de
RNAsas hasta completar un volumen final de 1500 pL, siguiendo las instrucciones
de la casa comercial. Luego se adicionaron a la placa, alicuotas de 30 uL de la
pre-mezcla de PCR por cada pocillo hasta completar los 48 pozos, evitando la
contaminacion cruzada durante el pipeteado. Este procedimiento se logro
utilizando una pipeta multicanal. Al finalizar este paso, la placa se incubo en hielo
durante 15 min para permitir que el cDNA liofilizado se reconstituyera
completamente, y luego se agito suavemente para facilitar la re suspension del

ADN, evitando en todos los casos, la formacion de burbujas de aire.

Las condiciones de reaccion incluyeron una etapa inicial a 95 °C durante 15 min
para activar la DNA polimerasa HotStarTaq, seguido de 45 ciclos de 94°C durante
15 seg, 60°C durante 30 seg y 72°C durante 30 seg. Cada pozo representaba una
tnica muestra (CaP en estadios Il y Il (n=10), hiperplasia prostatica benigna
(n=27), prostatitis (n= 4) y tejido normal de prostata (n=7)). Para estimar la
reproducibilidad de los datos, se llevaron a cabo tres experimentos

independientes, tanto para el gen FMOD, como para el gen de referencia, PSA.
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Los productos resultantes del PCR se sometieron a analisis de curva de fusion
(melting curve) en el mismo equipo para verificar la ausencia de amplificacion de

productos no-especificos.

Los valores de expresion genética se cuantificaron como el promedio de los tres
experimentos y en cada caso los valores fueron normalizados a los niveles de
expresion del gen de referencia beta-actina (ACTB). En todos los experimentos,
los céalculos de la expresion génica de FMOD y PSA, se realiz6 a través del
método comparativo delta-delta Ct (2-2ACT). Se compararon las diferencias de
expresion entre las muestras de cancer e hiperplasia prostatica benigna frente a
muestras de tejido normal. Adicionalmente, se describieron los patrones de
expresion de FMOD, frente a la edad de los pacientes y frente a variables clinico-
patolégicas como, estadio del tumor y grado de lesién del tumor (gleason score).
Se utilizé el estadistico t de Student para el calculo de los valores p, y un valor de

p< 0.05 fue considerado como significativo.

Biopsias de pacientes con CaP y HPB.

Muestras clinicas.

La poblacién estudiada fueron hombres que asistieron a consulta uroldgica y
ecografica para realizacion de biopsia transrectal de prostata, por sospecha de
adenocarcinoma (niveles de PSA mayores a 4 ng/mL y Examen rectal anormal),
en el periodo comprendido de Diciembre de 2011 a diciembre de 2013 en el

Hospital Universitario del Caribe (HUC), Cartagena, quienes fueron invitados a
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donar un cilindro de tejido prostatico para el estudio, y para esto, firmaron un
consentimiento informado. Un radidlogo capacitado, realizé la ecografia transrectal
de proéstata con un transductor retractil (Avotech®) acoplado a una aguja calibre
18 (Tru-Cut®, Carefusion, UK), con la cual tom6 hasta 12 cilindros de 1.0 cm de
longitud. Las biopsias se tomaron en las zonas periféricas, parasagitales derechas
e izquierdas, en base, tercio medio y vértice prostatico, asi como en nédulos
sospechosos. Los fragmentos de tejido fueron fijados en formalina al 10% vy
procesados en forma rutinaria por el laboratorio de patologia. El cilindro de tejido
gue se tomo para los analisis moleculares, fue depositado inmediatamente en 500
puL de solucion de RNAlater® (Life Technologies) con el fin de preservar la
integridad del RNA, posteriormente trasladado al laboratorio de Biologia Molecular
de la facultad de medicina, de la Universidad de Cartagena, donde fue
almacenado a -80°C, hasta su posterior analisis. Cada cilindro estaba
acompafado del respectivo reporte radiolégico e historia clinica del paciente.
Adicionalmente, también se le anexaba el reporte histopatolégico entregado por el
laboratorio de patologia del Hospital Universitario del Caribe, con el cual se
clasifico la muestra como cancer de prostata de acuerdo al Score de Gleason
(CaP) o como hiperplasia prostatica benigna (HPB) segun los criterios del patélogo

experto.

Extraccion de RNA total a partir de biopsias.
Cada biopsia de préstata debidamente marcada y rotulada era descongelada a

temperatura ambiente durante 5 min, y el volumen de solucién de RNAlater® (life
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Technologies) era descartado. Luego de esto, cada tejido era depositado en 700
UL de solucién de lisis Tri Reagent™ (Ambion) y homogenizado con la ayuda del
TissueRuptor (QIAGEN) a maxima velocidad durante 1.30 min. Al finalizar este
tiempo se adicionaban 300 pL Tri Reagent y se homogenizaba suavemente por 30
segundos. Luego, con el tejido completamente homogenizado, se procedia a
centrifugar la suspensién a 12.000 xg durante 1 min a 4°C. Finalmente, todo el
sobrenadante era transferido a un nuevo tubo (1.5 ml) y se dejaba en reposo por 5
min a temperatura ambiente. Al finalizar este tiempo, se le agregaban 200 pL de
cloroformo y se agitaba vigorosamente por 15 segundos para luego dejarlo en
reposo, por 2-15 min a temperatura ambiente. La mezcla resultante era
centrifugada a 12.000 xg por 15 minutos a 4.0 °C y con la centrifugacion, se
obtenia la fase acuosa superior incolora (conteniendo el RNA), la cual era
transferida a un tubo de 1.5 mL, para luego adicionarle 500 pL de isopropanol, se
dejaba en reposo por 5-10 min a temperatura ambiente y nuevamente se
centrifugaba a 12.000 xg por 10 min a 4.0 °C. ElI RNA precipitado en el fondo del
tubo se secaba al aire sobre un papel absorbente por 5-10 min, y, finalmente, el
RNA total era re-suspendido con 50 pyL de agua libre de RNasa y llevado a
calentamiento en bafio serologico por 5 min a 65 °C y luego almacenado a -80 °C,
hasta su posterior utilizacion. La concentracion y pureza del RNA total fue medida
por espectrofotometria calculando el cociente entre las absorbancias de 260/280
(Nanodrop, Thermo scientific, USA). Una muestra con cociente de 260/280 entre

1,8y 2,0 fue considerada de alta pureza para RNA.
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Sintesis de cDNA a partir de RNA de biopsias.

La reaccion se llevd a cabo en dos etapas: primero la eliminacion del DNA
genomico y luego la reaccion de transcripcion reversa. En la primera etapa, 1 ug
de RNA total fue incubado con el buffer “gDNA Wipeout” durante 2 min a 42°C.
Después de este tiempo, la muestra de RNA fue adicionada a una pre-mezcla que
contenia la enzima transcriptasa reversa Quantiscript del estuche comercial
QuantiTect Reverse Transcription (QIAGEN), el buffer de reaccion (Quantiscript
RT Buffer), mas la solucién de cebadores tipo oligo-dT. El volumen total de la
reaccion (20 pL) fue incubado a 42°C por 30 min, seguido de un ciclo de 95°C por
3 min para inactivar la enzima. Los respectivos cDNA fueron almacenados a -80

°C hasta el momento de su uso en PCR en tiempo real.

PCR cuantitativo en tiempo real a partir de biopsias.

Para el analisis de la expresion génica de FMOD en biopsias de pacientes
diagnosticados con CaP y HPB, se utilizaron los oligonucleétidos que estan
listados en la Tabla 1. Las reacciones de gRT- PCR se llevaron a cabo en el
equipo StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems), usando la quimica
de SYBR Green |. Para cada ensayo, las reacciones fueron preparadas sobre
hielo, mezclando 1.0 pL del producto de la transcripcidon reversa, 7.5 pL del kit
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 2X (QIAGEN) y 1 pL de cada
oligonucledtido a una concentracién de 200 nM hasta completar un volumen final
de reaccién de 15 pL. Las condiciones de reaccién incluyeron: una etapa inicial de

95 °C durante 15 min (activacion de la polimerasa HotStarTaq), seguido de 45
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ciclos de 94°C durante 15 seg, 60°C durante 30 seg y 72°C durante 30 seg. Cada
muestra se analizé por triplicado, para estimar reproducibilidad en los datos. Los
productos resultantes del PCR se sometieron a andlisis de curva de fusion
(melting curve) en el mismo equipo para verificar la ausencia de amplificacion de

productos no-especificos.

Los valores de expresion génica se cuantificaron como el promedio de las tres
réplicas y normalizados a los niveles de expresion de los genes constitutivos
(housekeeping) beta-actina (ACTB) y HPRT. En todos los experimentos, los
calculos de la expresion para FMOD y PSA se realiz6 a través del método
comparativo delta-delta Ct (272AC€T), Las diferencias estadisticas entre las
muestras de CaP y HPB se calcularon con el estadistico t de Student para
muestras no pareadas, con el programa GraphPad Prism5 (Graph Pad, SanDiego,

CA). Un valor de p< 0.05 fue considerado como significativo.

Inmunohistoquimica (IHQ) de fibromodulina a partir de biopsias.

Todos los pacientes que firmaron el consentimiento informado, también aceptaron
que su material de biopsia podia ser utilizado en diferentes propositos del estudio.
De esta manera, el laboratorio de patologia del HUC, facilité secciones de los
tejidos embebidos en parafina y fijados con formalina (FFPE), los cuales fueron
utilizados para determinar la expresion proteica de FMOD a través de IHQ. Se
incluyd biopsias de pacientes con cancer e hiperplasia prostatica benigna (HPB).

De acuerdo con procedimientos estandares del laboratorio de IHQ de la facultad
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de Medicina de Universidad de Cartagena, secciones de parafina de 4 micras de
los tejidos fueron colocados en horno a 60°C por 30 minutos, des parafinados con
xileno por 5 min y deshidratados en alcohol al 96%, 80% y 70% durante 3 minutos
cada uno. Se realizo la recuperacion antigénica durante 30 minutos en tampoén
citrato 10 mM (pH 6.0). Luego, las laminas fueron incubadas con 100 pL del
anticuerpo primario, una IgG policlonal de conejo anti- fibromodulin humano (PA5-
26250 de ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, EE.UU.) diluido 1:100 con
UltraClean Diluent (Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) durante 3 horas a
temperatura ambiente. Después de cuatro lavados con buffer PBS, se le adicioné
el anticuerpo secundario acoplado a la enzima HRP (Ultravision ONE HRP
polimer®), y se incub6é durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para el
revelado, se le adicionaron 40 pL del cromégeno 3,3'-diamino-bencidina (DAB
Plus Chromogen® de Ultravision ONE Detection System® Kit, Thermo Scientific,

Fremont, CA, USA).

Todas las laminas de tejido se contrastaron (contra-tincibn) con hematoxilina
durante 3 min y se deshidrataron en alcohol al 70%, 80% y 96%, durante 2
minutos cada uno. Los controles negativos correspondieron a laminas incubadas
en ausencia del anticuerpo primario. Finalmente, el montaje de las laminas y la
captura de las imagenes se realizd con el microscopio Eclipse 400 conectado a la
camara DS-Fil (Nikon - Japdon) con los objetivos de 10X y 40X. La intensidad de la
expresion de fibromodulina en los tejidos con CaP y HPB, fue calculada por un

patologo entrenado, el cual asigné una escala cualitativa para la deteccién de la
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expresion, en la cual el grado de tincidon sobre el tejido fue definido como tincion
marron ausente y tincibn marron positiva dentro de una escala de 1 a 3, siendo el
1 una tincion débil, 2 moderada y 3 tincion fuerte. Igualmente se describio si la
tincion estuvo presente en citoplasma o nucleo o en ambos. En el caso de que la
puntuacion diferencial de un espécimen no pudiera ser establecida
inmediatamente, al menos dos patélogos revisaron y llegaron a un consenso para
determinar el marcador final. Las diferencias estadisticas entre los dos grupos se
calcularon con el estadistico Chi-cuadrado para muestras no pareadas, utilizando
el programa GraphPad Prism5 (Graph Pad, SanDiego, CA). Un valor de p< 0.05

fue considerado como significativo.

Inmunoensayos enzimaticos (ELISAs) para fibromodulina y PSA en

pacientes con CaP y HPB.

En esta fase del estudio, a los pacientes clasificados en subgrupos de acuerdo al
estado/grado de la enfermedad diagnosticada con base en el estudio
histopatoldégico de biopsia y los parametros clinicos, se les determind la
concentracion de la proteina fiboromodulina en suero y orina mediante ensayo
ELISA especifico. A las mismas muestras de suero y orina de cada paciente se les
determiné también, bajo las mismas condiciones, la concentracion de PSA total en
suero mediante un ensayo ELISA comercial. Adicionalmente se obtuvo una

muestra de sangre periférica y una de orina de donantes voluntarios (controles)
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que carecian de historia personal y familiar de enfermedades prostéticas, tales

como prostatitis, HPB o cancer de préstata.

Recoleccién de las muestras de sangre y orina.

Se obtuvo una muestra de sangre periférica y una de orina de los pacientes que
asistieron a la consulta urologica y ecogréafica para realizacion de la biopsia
transrectal de prostata. Ambas muestras se tomaron justo antes de la toma de la
biopsia, siempre y cuando los pacientes no estuvieran recibiendo previamente
terapias anticancerosas. Las muestras de sangre y de orina fueron transportadas
hasta el laboratorio de biologia molecular del grupo, para su posterior

procesamiento dentro de las 24 horas de su obtencion.

Muestras de suero.

Las muestras de sangre periférica de pacientes y de controles se colectaron en
tubos sin aditivo (tubos vacutainer® de 10 ml, BD), los cuales fueron centrifugados
por 15 min a 1000 xg en centrifuga refrigerada. EIl suero recolectado fue
almacenado en alicuotas de 100 pL a — 80°C hasta su posterior analisis mediante
ensayos de ELISA especificos para PSA y fibromodulina. Las muestras fueron
mantenidas a 4.0°C durante su manipulacién y las muestras donde se observé

hemolisis de globulos rojos a simple vista se descartaron.
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Muestras de orina.

Las muestras de orina de pacientes y controles se colectaron en tubos conicos de
50 mL (tubos Falcon, BD), las cuales fueron centrifugadas por 20 min a 1000 xg
en centrifuga refrigerada. El sobrenadante recuperado fue pasado por filtros de
0,45 pm, con el fin de eliminar impurezas y detritos celulares que pudieran
interferir con los analisis ulteriores; finalmente un volumen de orina entre 20 y 30
mL fueron almacenados a — 80°C hasta su analisis mediante ensayos ELISA
especificos para PSA y fibromodulina. Las muestras fueron mantenidas a 4.0°C
durante su manipulacion y en aquellas donde se observé una turbidez indicativa

de contaminacién microbiana a simple vista, fueron descartadas.

Grupo control.

como se menciond al inicio de esta seccidn, para propositos de comparacion, el
estudio incluyo muestras de sangre y orina obtenidas de individuos controles, con
caracteristicas demogréaficas comparables a la poblacion estudio pero que
carecian de antecedentes personales o familiares de enfermedades prostaticas.
Todos los individuos firmaron un consentimiento informado y llenaron una ficha
epidemioldgica de ingreso al estudio. Con el fin de establecer los valores de
referencia de fibromodulina en sangre y en orina, los controles se asignaron a tres
grupos etarios, siguiendo las recomendaciones de la sociedad americana de
urologia. Los rangos de edades de los grupos fueron: 40-54, 55-69 y mayor de 70

anos. Adicionalmente, a cada individuo control se le determiné el nivel de PSA
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total en suero. Como controles negativos se utilizarbn muestras de orina y sangre

de mujeres.

Ensayo ELISA para fiboromodulina.

Para la cuantificacién de la proteina en muestras de suero y de orina se adquirio el
inmunoensayo enzimatico tipo sandwich, ELISA Kit for Fibromodulin SEB494Hu
96 Tests, de la casa comercial Wuhan USCN Business Co, Ltd. (Houston, USA).
La placa de micro-titulacién proporcionada en este kit venia pre-cagada con un
anticuerpo monoclonal especifico para fiboromodulina humana, ademas, incluyo
una solucion stock de 20 ng/ml de fibromodulina recombinante, a partir de la cual
se prepararon las diluciones seriadas de seis estandares. La deteccion se hizo a
través de un segundo anticuerpo especifico conjugado con biotina, el cual

interacciona con la avidina conjugada a la enzima peroxidasa de rabano (HRP).

Estandares de fibromodulina.

Una vez reconstituido el estdndar de 20 ng/mL con solucién diluente (Standard
Diluent), se prepararon diluciones seriadas con concentraciones de 20ng/mL
10ng/mL, 5ng/mL, 2.5ng/mL, 1.25ng/mL, 0.625ng/mL y 0.312ng/mL. Como blanco

se utilizo solucion diluente (Ong/ml).
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Procedimiento del Ensayo:

100 pL de estandares, muestras de suero y de orina (a las diluciones apropiadas)
en triplicado se agregaron a los respectivos pozos de la placa de micro-titulacion y
se incubaron a 37°C por 2 horas. Al finalizar este tiempo, se descarto el liquido de
cada pozo y sin lavar la placa se agregé 100 pL del anticuerpo policlonal
secundario conjugado con biotina a todos los pozos, incubando por 1h a 37°C. El
exceso de anticuerpo secundario se descartd por inversion y se lavo con 350 pL
de buffer de lavado por 4 veces y cada lavado se hizo por 30 - 60 segundos. El
exceso de liquido fue eliminado colocando el plato sobre papel absorbente y se
adiciono a cada pozo 100 pL de solucién de Avidina conjugada con Peroxidasa de
Rabano Picante (HRP), incubando por 30 min a 37°C. Seguidamente se realizaron
tres lavados consecutivos y se agregaron 100 pL de sustrato cromogénico TMB
(Tetrametilbenzidina) incubando por 15-20 min a 37°C protegido de la luz.
Finalmente se termind la reaccion, agregando 50 pL de solucién de acido sulfarico
a cada pozo, mezclando suavemente e inmediatamente se midieron las
densidades 6pticas (O.D) en lector de micro placas a 450nm (Multiskan™, Thermo

Scientific).

Cuantificacion de fibromodulina.

Se promediaron las lecturas espectrofotométricas (O.D) de las réplicas de los
estandares y de las muestras sustrayendo previamente la lectura del blanco. Se
construy6 una curva estandar de la proteina mediante analisis de regresion lineal,

y con base en esta se calcularon las concentraciones del proteoglicano en las

93



muestras. Los pacientes fueron clasificados en varios grupos dependiendo del
diagnoéstico que tuviesen: HPB, Prostatitis, CaP en etapa temprana (T1/T2), CaP
en etapa avanzada (T3/T4). El grupo control, se utilizd6 para las comparaciones.
Las diferencias de los niveles de fibromodulina tanto en suero como en orina entre
dos grupos se calcularon con el test de Mann-Whitney para muestras no pareadas
gue no tienen distribucion normal. Las comparaciones multiples entre mas de dos
grupos se realizaron con ANOVA o prueba de Kruskal-Wallis, dependiendo el
comportamiento de los datos. Todos los analisis se hicieron utilizando el programa
GraphPad Prism5 (Graph Pad, SanDiego, CA). Un valor de p< 0.05 fue

considerado como significativo.

Ensayo ELISA para PSA.

La concentracion del antigeno prostatico especifico (PSA) en suero y orina de
pacientes y controles se determind mediante un inmunoensayo enzimatico
cuantitativo comercial tipo sandwich Total Prostate Specific Antigen (tPSA) Test
System (Monobind Inc, USA), el cual incluye un microplato de 96 pozos los cuales
han sido recubiertos con un anticuerpo monoclonal especifico para PSA, incluye
ademas seis estandares de PSA de concentracion conocida (0, 2, 5, 10, 25, 50 -

ng/ml).
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Procedimiento del ensayo PSA.

Se adicionaron 25 pL de cada estandar de PSA y muestras de orina y suero de
pacientes y controles a los pozos respectivos por duplicado. Seguidamente se
agregaron 100 pL de conjugado enzimatico a todos los pozos y se incubé por 30
min a temperatura ambiente. Luego se elimind el contenido de la microplaca por
decantacion y se lavo tres veces consecutivas con 350 pL de buffer de lavado y se
agregaron 100 pL de sustrato TMB (Tetrametilbenzidina) a cada pozo y se incubo
por 15 min a temperatura ambiente, al cabo de los cuales se agregaron 50 uL de
solucion de parada a todos los pozos e inmediatamente se midieron las
densidades 6pticas (O.D) en lector de microplacas a 450nm (Multiskan™, Thermo

Scientific).

Cuantificacién de PSA.

Mediante analisis de regresion lineal se construyé una curva estandar para PSA
con base en las concentraciones (ng/ml) y sus respectivas lecturas de
absorbancia. Con base en la curva estandar se determinaron las concentraciones
de las muestras desconocidas, promediando previamente las lecturas
espectrofotométricas de las réplicas y sustrayendo la lectura del blanco. Las
diferencias estadisticas entre dos grupos se calcularon con el test de Mann-
Whitney, y las comparaciones multiples entre mas de dos grupos se realizaron con
la prueba Kruskal-Wallis, utilizando el programa GraphPad Prism5 (Graph Pad,

SanDiego, CA). Un valor de p< 0.05 fue considerado como significativo.
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Caracteristicas operativas de fiboromodulina.

Una vez validado el perfil de expresion del transcrito FMOD en lineas celulares de
cancer de préstata epiteliales humanas, en paneles comerciales de cancer de
préstata y en biopsias de pacientes con cancer y otros desordenes prostaticos, se
busco determinar el potencial diagnostico de este proteoglicano para discriminar
correctamente a pacientes con cancer de individuos sin cancer (HPB, controles)
en muestras de suero y orina. Para este proposito, se llevd a cabo un analisis de
curvas ROC, calculando el estadistico de area bajo la curva (AUC >0.5) con un
intervalo de confianza del 95%. La curva ROC fue usada para graficar 1-
especificidad vs sensibilidad para todos los puntos de corte (cut-off) en el rango de
los niveles de fibromodulina observados. La sensibilidad fue definida como la
proporcion de casos con un valor de fiboromodulina por encima del punto de corte
escogido, mientras que la especificidad fue definida como la proporcion de no
casos (HPB, controles) con un valor de FMOD por debajo del punto de corte
escogido. Se realizaron pruebas individuales y en comparacion y combinaciéon con
PSA. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa GraphPad
Prism5 (Graph Pad, SanDiego, CA). Las curvas ROC se generaron utilizando el
modelo matematico DeLong (122) y se compararon en una prueba de 2 colas.
Adicionalmente, se realizé una regresion logistica univariada para los valores
séricos y las variables clinico-patologicas en los pacientes con cancer, tales como,

edad, puntuacion de Gleason, volumen prostatico y niveles de PSA.
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RESULTADOS.

Expresién del transcrito FMOD en lineas celulares de cancer de prostata.

Con base en los hallazgos de nuestro trabajo previo (12), este estudio inicio
validando el perfil de expresion de FMOD a nivel de transcrito en dos lineas
celulares de cancer de proéstata epiteliales humanas, las cuales fueron: LNCaP,
gue posee un fenotipo pobremente metastasico y PC-3, la cual tiene un fenotipo
metastasico agresivo; adicionalmente, se utilizo la linea celular PWR-1E la cual es

no tumorigénica y fue utilizada como linea control de referencia.

En cuanto a los resultados, estos indicaron una correlacion inversa entre los
niveles de expresion del transcrito FMOD vy la agresividad del fenotipo canceroso,
de tal manera que la linea LNCaP tuvo una expresion de FMOD significativamente
mayor que la linea PC-3 que posee un fenotipo de alta agresividad (p=0.0001),
comparados con los niveles basales de la linea no tumorigénica; esto indico
claramente una expresion diferencial de FMOD entre las dos lineas celulares, tal
como se ilustra a continuacién en la Tabla 4 y Figura 6. Otra forma de validar que
la expresion de FMOD en las lineas celulares se debia a las diferencias
fenotipicas de las lineas, fue determinando la expresién del transcrito de PSA (ver
Tabla 4), que en este caso fue utilizado como normalizador de la expresiéon. Se
encontré que PSA estuvo significativamente sobre-expresado en LNCaP (un valor
de expresion “Fold change” de PSA > 20, P=0.0001), mientras que sus niveles en

la linea PC-3 fueron bajos o no fueron detectados. Estos resultados de PSA,
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fueron consistentes con los datos y caracteristicas descritas en la literatura para

estos dos tipos celulares (revisado en la seccion de métodos).

Por otro lado, la eficiencia de las reacciones de gRT-PCR para detectar tanto la
expresion de FMOD como la de los genes constitutivos B-actina y HPRT fue del
100%, tal como lo indican los analisis de curva de fusién (melting curve) que se

encuentran representados a continuacion en la Figura 7.
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Tabla 4. Perfiles de expresion de FMOD y PSA en las lineas celulares de
préstata humana. Los valores de “Fold Change” indican la sobre expresion del

transcrito en PC-3 y LNCaP comparados con PWR-1E.

Cambios en la

Valor medio del Cr (xDE) expresion
y genes de referencia. (Fold Change)
Linea
celular FMOD B-actina HPRT PSA FMOD PSA p*
PWR- 16,6 22,5 34,6
1E 36,0 (+1,0) (%0,01) (£0,03) (£0,13) 1,0 1,0 -
34,5 18,3 23,7 36,9
PC-3 (+0,38) (x0,08) (+1,38) (x0,28) 4,2 ND 0,002
29,8 16,0 22,9 15,6
LNCaP (%0,16) (+0,08) (x0,05) (+0,04) 26,6 55,9 0,0001

Cr (Cycle threshold): indica el ciclo en el cual la fluorescencia detectada en la
reaccion de RT-PCR supera el umbral de deteccion, lo cual es considerado como
una amplificacién positiva del transcrito evaluado (umbral de ciclo). ElI Ct es
inversamente proporcional a la cantidad o nivel inicial de expresién del gen de
interes.

* valores de p a partir de una prueba t de dos colas. ND: no detectado.
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Figura 6. Niveles de expresion del transcrito FMOD en las lineas celulares.
los niveles de expresion se presentan de acuerdo la linea de referencia PWR-
1E. se observa que los niveles en la LNCaP fueron significativamente mayores
que en la linea PC-3. Todos los experimentos fueron llevados a cabo en triplicado
y las diferencias fueron calculadas con una prueba-t a partir del programa

estadistico GraphPad Prism V6.02.

100



Amplification FIBROMODULIN Cell Line
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Figura 7. Curvas de amplificacion para FMOD y PSA en lineas celulares. En el
eje de las Y se observa la tasa de fluorescencia detectada en la amplificacion,
mientras que el eje de las X el numero de ciclos de gRT-PCR. La curva de
amplificacion de color verde en el grafico superior indica la expresién de FMOD en
la linea LNCaP, seguido de las curvas de color violeta para la linea PC-3 y por
altimo la curva roja para PWR-1E. Las curvas del grafico inferior son para el PSA.
Los genes B-actina y HPRT estan marcados sobre la curva de amplificacion. Las
curvas melting (derecha de la figura) muestran un Unico pico, lo que indica la
ausencia de amplificacion de productos no-especificos y una eficiencia de los
cebadores del 100%.
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Expresion del transcrito FMOD en paneles comerciales de cancer de
préstata.

La siguiente etapa de validacion del transcrito FMOD se realizd en los paneles
comerciales de TissueScan Prostate Cancer cDNA Array | de CaP humano (# cat.
HPRT-01, Origene Technologies), que contenian cDNA de 48 pacientes
clasificados como CaP (n=10; estadios Il/1ll), hiperplasia prostatica benigna (HPB)

(n=27), prostatitis (n=4) y tejido normal de prostata (n=7).

Inicialmente, nuestro analisis permitié identificar de forma general una diferencia
significativa entre el nivel de expresion de FMOD en individuos con diagnostico de
cancer (n=10) respecto aquellos sin cancer (grupo normal, HPB y prostatitis
(n=38)) (p = 0.0284) (ver Figura 8 A). Estos resultados preliminares nos permiten
concluir que FMOD tiene el potencial de discriminar entre cancer y no cancer, sin
embargo, un analisis detallado por grupos entre las muestras de cancer frente a la
hiperplasia prostatica benigna y frente a muestras de tejido normal y prostatitis por
separado, permitié observar una correlacion entre HPB y el cancer (individuos en
etapa Il de la enfermedad), de tal manera que hubo una expresion
significativamente mayor en el grupo con cancer en etapa Il que en el grupo de

HPB (p=0.002) (ver Figura 8 B).
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Igualmente se observo expresion diferencial entre el grupo con cancer en etapa
respecto al grupo normal (p=0.031). Contrario a esto, FMOD no mostr6 capacidad
para discriminar entre tejido normal (n=7) y tejido en etapa avanzada del cancer

(n=3), ni entre etapas tempranas (n=7) y etapas avanzadas del cancer de proéstata.

Adicionalmente, no se encontrd correlacion significativa entre los perfiles de
expresion de FMOD vy la edad de los pacientes, asi como tampoco con variables
clinico-patolégicas como el grado de lesién del tumor (Gleason score), lo que

pudiera indicar alguna relacion con la progresion de la enfermedad.
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Figura 8. Niveles del transcrito FMOD en muestras clinicas comerciales de
CaP humano. (A) diferencias significativas entre individuos con diagndstico de
cancer (n=10) respecto a aquellos con diagnéstico de no cancer (n=38). Se aplicé
el estadistico t de Student para muestras no pareadas. (B) expresion diferencial de
FMOD entre los diferentes grupos de muestras: HPB: grupo de hiperplasia
prostatica benigna; CaP Il y Ill: grupo de individuos diagnosticados con cancer en
etapa temprana (ll) y avanzada (lll). Las diferencias se determinaron por ANOVA.
Para estimar la reproducibilidad de los datos se llevaron a cabo tres experimentos
independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado como significativo. * P < 0.05;
** P < 0.001.

104



Expresion del transcrito FMOD en biopsias de pacientes con cancer y otros

desordenes prostéaticos benignos.

La tercera etapa de validacion del transcrito FMOD se realizé a nivel de biopsias
transrectales de prostata de pacientes atendidos en el Hospital Universitario del
Caribe. La poblacion estudiada fueron hombres que asistieron a la consulta
urologica y ecografica por sospecha de adenocarcinoma. El estudio incluyé 90
pacientes que fueron remitidos debido a que presentaban un nivel de PSA >4.0
ng/mL (rango de PSA: de 4.17 a 128,2 media de 119.4 ng/ml), un examen rectal
anormal y adicionalmente presentaba sintomas de obstruccion urolégica. La edad
promedio fue de 68.5 (+8.86 afios) y solo dos pacientes informaron de una historia
familiar de cancer de prostata. Con base en los resultados del laboratorio de
patologia, 48.9% de los pacientes (n=44) recibieron un diagndéstico de cancer y el
51.1% (n = 46) fueron diagnosticados con otras patologias, principalmente
hiperplasia prostatica benigna. La tabla 5 describe las caracteristicas generales de

los pacientes incluidos en el estudio.

En cuanto a la edad, entre el grupo de pacientes con cancer y el grupo sin cancer
hubo una diferencia significativa, el promedio de edad en el grupo de cancer fue
de 71.4 aflos mientras que en el grupo sin cancer el promedio fue de 65.9 afios en
(p = 0,003). Otra variable que se describid en la poblacién de estudio fue el
volumen prostatico al momento de la biopsia. En general, el valor medio en ambos
grupos de pacientes fue de 49.4 cm?® (rango de 17 a 162 cm?®). Ademas, no se

encontré asociacion significativa entre el volumen prostéatico y/o la presencia de
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nodulos hipoeicoicos en los individuos con cancer (ver Tabla 5). Ademas, no hubo
evidencia de compromiso de las vesiculas seminales en ninguno de los pacientes
y los valores de la densidad de PSA (PSAD) fueron significativamente mayores en
el grupo con cancer (media: 4.75 ng/ml/cm3) en comparacién con el grupo sin

cancer (media: 0.41ng/ml/cm3).

También, se observd que en el 77.7% de los pacientes con cancer, el porcentaje
de tumor reportado por el patélogo en la biopsia abarco mas del 50% del tejido
evaluado, es decir, el tumor estuvo presente en por lo menos 8 de los 10 cilindros
recolectados y evaluados en el laboratorio de patologia. Ademas, ninguna de las
biopsias con diagndstico de adenocarcinoma tenia evidencia de invasion vascular
o capsular que indicara estados avanzados de la enfermedad, y la infiltracion peri
neural se observo solo en 18 de los pacientes con carcinoma. En conjunto, estos
resultados patolégicos clasificaron a los pacientes en un estadio clinico temprano
del cancer (T2). Estos resultados se tomaron como criterio para seleccionar las
biopsias con tumor gque fueron sometidas a analisis de expresion génica de FMOD

(n=28), comparadas con aquellas donde el diagnostico patolégico fue HPB (n=20).
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Tabla 5. Caracteristicas generales de los pacientes. Las categorias de
pacientes con o0 sin cancer se hizo de acuerdo al reporte patolégico. Los
parametros evaluados fueron tomados de los reportes urolégicos y ecogréficos.

Pacientes Pacientes
Parametros con cancer sin cancer va?or
(n= 44; 48.9%) (n= 46; 51.1%)
EDAD
Media (xSD) 71.4 (1.28) 65.9 (1.24) 0.003
Rango 52 -84 53 -87
Niveles de PSA (ng/mL)
Media 58.45 16.7 < 0.001*
Rango 11.8-128.2 4.17 -100
Categorias de PSA n (%) n (%)
(ng/mL)
4,01-10 5(11.3) 25 (54.3)
> 10,01 35 (79.5) 12 (26.0) <0.001%
desconocido 4 (4.4) 9 (21.7)
Volumen prostatico (cc)
Media 49.3 49.7 0.521*
Rango 19 -162 17 - 140
Rango del Volumen (cc)
<40 24 (54.5) 18 (39.1) 0.204t
> 40 20 (45.5) 28 (60.9)
PSAD ng/mL/cm?3
Media 4.75 0.41 < 0.001*
Rango 0.15 - 33.89 0.07 - 2.63
Rango de PSAD
<0.15 1(2.2) 11 (23.9)
>0.15 39 (88.6) 26 (56.5) 0.0011¢
desconocido 4 (9.0) 9 (19.5)
Nédulos Hipoeicoicos
Sl 20 22 0.835t
NO 24 24

* Mann-Whitney U test. T Fisher exact test. PSAD: densidad de PSA
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Para efectos del analisis de expresion génica, el nivel de cada transcrito de FMOD
encontrado en cada biopsia se normaliz6 con el volumen prostatico (VP) del
paciente respectivo. Esta normalizacion nos permitié encontrar que los niveles de
FMOD fueron significativamente mayores en los pacientes con adenocarcinomas
qgue en los pacientes con hiperplasia prostéatica benigna (p=0.003; Mann-Whitney
U-test), de tal manera que FMOD discrimino el grupo de adenocarcinomas del
grupo de hiperplasia prostatica benigna (ver Tabla 6 y Figura 9). Estos hallazgos
fueron coherentes con los encontrados en el panel de muestras comerciales y nos
permitié seguir avanzando en la evaluacion de FMOD como nuevo biomarcador

del CaP a nivel proteico en las mismas biopsias.
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Tabla 6. Perfil de expresién de FMOD en biopsias de tejido prostatico. Los
valores de “Fold Change” indican la sobre expresion del transcrito en cada grupo

de pacientes (HPB y CaP) normalizado frente a los genes de referencia.

Cr promedio para FMOD y genes de
referencia.

Grupo de Cambios en la expresion
pacientes (Fold Change)
FMOD B-actina HPRT FMOD p
HPB (n=20) 28,7 (22,3) 24,6 (2,9) 35,3 (£3,1) 2,90
CaP (n=28) 25,9 (¥2,5) 22,3 (+2,1) 32,6 (¢2,2) 5,09

0,0282

109



p=0.0037

a)

o]

=

L

(@)

o

—

o

2

<

z -

” 2

€

0] l

©

c 11

e

()]

0]

3 0 T T

w
HPB CaP
n= 20 n= 28

Figura 9. Niveles del transcrito FMOD en pacientes diagnosticados con HPB
y cancer de proOstata a partir de biopsia. Los niveles de mRNA fueron
cuantificados por PCR en tiempo real y normalizados con B-actina y HPRT. Los
valores se expresan como el cociente entre el nimero de copias de FMOD sobre
el volumen prostatico (VP) de cada paciente. Las diferencias se determinaron por
Mann-Whitney U-test. Para estimar la reproducibilidad de los datos se llevaron a
cabo tres experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado como

significativo.

110



Inmunohistoquimica en biopsias de tejido prostatico.

Para analizar la expresion y localizacion de la proteina fibromodulina in situ, un
total de 44 secciones de tejidos prostaticos entre cancerosos (n=17) y benignos
(n=27) se sometieron a inmunotincidén con un anticuerpo primario especifico para
fibromodulin, tal como se describié en la seccion de métodos (ver Figuras 10y 11).
De manera significativa se observd que, dentro de la misma muestra de tejido la
tincion de fibromodulin fue mas intensa en los acinos glandulares malignos que en
los acinos benignos adyacentes (Figuras 10 A-B). Ademas, la tincién positiva para
fiboromodulina en el tejido canceroso fue tanto en el citoplasma como en el nucleo
de las células epiteliales (Figuras 10 C-D). También se observé que dentro de la
misma muestra de un paciente, la proteina se expreso6 a niveles mucho mas altos
en las células epiteliales cancerosas que en el estroma prostatico circundante
(Figura 10 C-D). Contrario a estos hallazgos, en el tejido benigno, la tincion de
fioromodulina fue negativa en las células epiteliales y débil en el estroma (Figura

10 E-F).
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Figura 10. Expresion proteica de fibromodulina en secciones de tejido
prostatico. Acinos prostaticos malignos (A) con una tincion fuerte al lado de un
acino benigno con tincion débil, en la misma muestra de tejido de un paciente
diagnosticado con cancer de préstata y Gleason 6 (100x). (B) Aumento hasta 400x
de la secci6n marcada en la gréafica A. Tincion positiva a nivel citoplasmatica (C) y
nuclear (D) en células epiteliales cancerosas en una muestra de tejido de un
paciente diagnosticado con CaP un Score de Gleason 6 (400x). Tincién
citoplasmatica (E) negativa en células epiteliales y tincion estromal débil (F) en
una muestra de tejido de un paciente diagnosticado de hiperplasia prostatica
benigna.
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Para cuantificar el nivel de expresion de fibromodulina en los tejidos con CaP y
HPB, el patélogo experto, asigné una escala cualitativa para la deteccion de la
proteina, de tal manera que la intensidad de la tincion fue clasificada en cuatro
categorias dentro de una escala de 0 a 3, siendo 0 una tincidén ausente, 1 tincion
deébil, 2 tincion intermedia y 3 una tincidén elevada. De acuerdo con esto, el andlisis
revelé que en el 59.0 % de las secciones de tejido benigno, la expresion de
fioromodulina estuvo ausente, y en el 41% se observé una tincion débil (ver Figura
11). Por el contrario, en las secciones de tejido tumoral el porcentaje de tincion fue
del 82 % para las categorias 2 y 3, y en ningun caso hubo tinciones débiles, sin
embargo, en el 18 % de las muestras tumorales no se observo tinciéon (ver Figura
11). La comparacion de la distribucion de las muestras en diferentes categorias
entre el tejido benigno y maligno, reveldé una correlacion positiva y significativa
(test de Chi cuadrado, P <0,001). Por lo tanto, la expresién de fibromodulina fue
significativamente mayor en el cancer de préstata que en las hiperplasias
prostaticas benignas analizadas en esta poblacion; sin embargo, el incremento de
la expresiéon proteica de FMOD no se correlacion6 con el puntaje de Gleason en
ninguno de los adenocarcinomas analizados y tampoco hubo correlaciéon con el

estadio del tumor.
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Figura 11. Distribucion de la intensidad de la sefial de fibromodulina en
tejido prostéatico. La distribuciéon de la intensidad de la tincién en los tejidos
tumorales (n=17) respecto a los tejidos benignos (n=27) fue mucho mayor, siendo

las categorias de tincién 2 y 3 las mas predominante en tumor. ** P < 0.001 test

Chi- cuadrado.
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Niveles proteicos de fibromodulina en suero de pacientes con HPB y CaP.

En conjunto, los resultados hallados a nivel de transcrito y proteina en tejidos
justificaron la necesidad de continuar con la validacion de FMOD a nivel de
proteina en suero y orina de los mismos pacientes para definir su utilidad real
como biomarcador de diagnéstico temprano del CaP. Para esto, los pacientes
diagnosticados con HPB (n=46) y CaP (n=44) con base en el reporte
histopatolégico de biopsia, se les determiné la concentracion de FMOD en suero
mediante ensayo ELISA especifico. Ademas, también a las mismas muestras de
suero, se les determind la concentracion de PSA total. Adicionalmente se obtuvo
una muestra de sangre periférica de donantes voluntarios sanos (n=40) (controles)
que carecian de historia personal y familiar de enfermedades prostéticas, tales

como prostatitis, HPB o cancer de préstata.

En general, se encontré6 que los niveles sanguineos fueron significativamente
mayores en el grupo de HPB y cancer respecto al grupo control, y no se encontré
diferencia entre los niveles de HPB y cancer (ver Figura 12). Especificamente para
el grupo control los niveles séricos oscilaron entre 0.0 ng/mL — 4.75 ng/mL (media:
0.45 ng/mL; IC: 0.129 — 0.771 ng/mL); para el grupo de HPB los niveles estuvieron
entre 0.0 ng/mL — 13.8 ng/mL (media: 1.78 ng/mL; IC: 0.916 — 2.499 ng/mL) y para
el grupo de CaP los niveles estuvieron entre 0.0 — 14.6 ng/mL (media: 2.32 ng/mL,;
IC: 1.402 — 3.239 ng/mL). Cuando el nivel sérico de cada paciente en el grupo de
HPB y de cancer fue normalizado con su respectivo volumen prostéatico (VP)

(ng/mL dividido por su VP) se encontré que los valores fueron significativamente
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mayores en los pacientes con adenocarcinomas (media: 12.09 ng/mL/VP; IC:7.414
— 16.77) que en los pacientes con hiperplasia prostatica benigna (media: 5.705
ng/mL/VP; IC: 3.586 — 7.825) (p=0.031; Mann-Whitney U-test), de tal manera que
fiboromodulina discrimino el grupo de adenocarcinomas del grupo de HPB. Este
hallazgo fue similar al encontrado a nivel de transcrito en biopsias, en las cuales

una normalizacion con el respectivo volumen prostatico fue significativa.

En cuanto a los niveles de PSA en la poblacion de estudio, se observd que en el
grupo de cancer (media: 58.45 ng/mL, rango de 11.8 a 128.2 ng/mL) los niveles
fueron significativamente diferentes a los del grupo sin cancer (media: 16.7 ng/mL,
rango de 4.1 a 100 ng/mL), p <0,01 (ver Tabla 5). Ademas, la significancia se
mantuvo después de que los pacientes fueron clasificados en dos grupos de
acuerdo a sus niveles de PSA, de manera que la frecuencia general del cancer fue
del 11,3% en el grupo de pacientes con PSA entre 4 y 10 ng/mL y del 79.5% en
los pacientes con PSA >10 ng/mL (ver Tabla 5). Para el grupo control los niveles
de PSA estuvieron entre 0.21 y 2.72 ng/mL (promedio: 0.75 ng/mL). En
conclusién, los rangos de PSA entre los diferentes grupos analizados fue
comparable al reportado en otros estudios para este grupo poblacional (PSA CaP

> PSA HPB > Controles).
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Figura 12. Niveles proteicos de fibromodulina en muestras de suero.
Pacientes diagnosticados con cancer de préstata, con hiperplasia prostatica
benigna (HPB) y en el grupo control. Kruskal-Wallis test (p= 0.0023). Dunn's
multiple comparisons test: * p < 0.05. ** p< 0.01. Media (xSEM).
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Por otra parte, también se determind la asociacion entre los valores séricos de
fioromodulina y la edad, asi como con variables clinico-patolégicas como la etapa
del tumor (T2/T3), la puntacion de Gleason (Gleason Score) y el volumen
prostatico. Para la variable edad, no hubo correlacion significativa con los niveles
séricos, ni para el grupo de pacientes (cancer y HPB) ni para el grupo de controles
(Figura 13 A). En el caso del puntaje de Gleason y el volumen prostatico tampoco
se observo asociacion con los niveles de fiboromodulina en ninguno de los grupos
(Figura 13 B y C). Este mismo hallazgo fue observado en la expresion proteica a
nivel de tejido, donde no se correlacion6 con el puntaje de Gleason en ninguno de
los adenocarcinomas analizados y tampoco hubo correlacion con el estadio del
tumor. Lo que nos indica que, en la poblacion analizada los niveles proteicos de

este proteoglicano no tuvieron relacion directa con la progresion de la enfermedad.
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Figura 13. Distribucion de las concentraciones séricas de acuerdo a la edad,
el volumen prostatico y el puntaje de Gleason. En (A), los niveles de
fibromodulina no se correlacionaron con la edad en el grupo control, grupo de HPB
y de cancer (rs: r de Spearman). (B) Distribucién de los niveles séricos en el grupo
HPB y el grupo de cancer de acuerdo al volumen prostatico (rs HPB: 0,1142 IC: -
0,2671 a 0,4646) (rs CaP: -0,1466 IC: -0,4747 to 0,2173) (p>0.05). (C) En los
pacientes con cancer, la concentracidon sérica ajustada por el VP, no se asocié con
los puntajes de Gleason mas altos, es decir, la concentracion en pacientes con
Gleason < 7 fue mayor que en los pacientes con Gleason > 8, sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas (Mann—Whitney U tests, p> 0.05). Todos los
datos estan representados como los valores medios mas o menos el error
estandar de la media (xSEM).
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Niveles proteicos de fiboromodulina en orina de pacientes con HPB y CaP.

El analisis a nivel urinario revelé que en el grupo de cancer los niveles fueron
significativamente mayores a los del grupo HPB y el grupo control (ANOVA, p=
0.0064) (ver Figura 14). Entre HPB y controles no hubo diferencias significativas,
caso contrario a lo observado en sangre, donde los niveles de HPB fueron mas
altos que los encontrados en los controles (ver Figura 12). Especificamente para
el grupo control los niveles en orina oscilaron entre 0.12 y 50.15 ng/mL con un
valor medio de 14.77 ng/mL (IC: 5.076 — 24.47ng/mL); para el grupo de HPB los
niveles estuvieron entre 0.16 y 32.79 ng/mL con una media de 16.16 ng/mL (IC:
6.95 — 25.41 ng/mL) y para el grupo de CaP, los niveles estuvieron entre 0.46 y

84.91ng/mL con una media de 36.96 ng/mL (IC: 25.25 — 48.68 ng/mL).

En sangre, los niveles séricos de fibromodulina en el grupo de CaP respecto al
grupo HPB fueron significativamente mayores solo cuando los valores de cada
paciente fueron normalizados con el volumen prostatico, indicando al parecer un
efecto del volumen sobre dichos niveles. En cambio, en orina no se observo esta
particularidad, ya que los niveles en los pacientes con CaP fueron
significativamente diferentes a los del grupo HPB, sin necesidad de ser
normalizarlos con el volumen (ver Figura 14). Ahora bien, la normalizacion de los
niveles en orina (fiboromodulina ng/mL/VP) mantuvo la significancia entre estos dos

grupos (Mann—-Whitney U tests; p= 0.018). (ver Figura 15).
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Figura 14. Niveles proteicos de fibromodulina en muestras de orina. En
pacientes diagnosticados con céncer de prostata (CaP), los niveles fueron
mayores que en el grupo de pacientes con hiperplasia prostéatica benigna (HPB) y
en el grupo control. Resumen de ANOVA, p= 0.0064. test de normalidad de
D"Agostino-Person. Prueba de comparacion multiple de Holm-Sidak. * p < 0.05.

ns: no significativo.
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Figura 15. Fibromodulina en orina normalizado frente a los voliumenes
prostaticos. Los valores se expresan como el cociente entre el nivel en orina
sobre el volumen prostético (VP) de cada paciente. En este caso para un grupo
representativo de HPB y un grupo de cancer (CaP). Los niveles proteicos fueron
cuantificados por ELISA. Las diferencias se determinaron por una prueba Mann—
Whitney U tests. Para estimar la reproducibilidad de los datos, se llevaron a cabo
tres experimentos independientes. Un valor de p<0.05 fue considerado como

significativo. Datos expresados como la Media (tSEM).
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Por otra parte, también se determiné la asociacién entre los valores en orina y la
edad, asi como con el volumen prostatico. Para la variable edad, los niveles en
orina no se correlacionaron significativamente, ni con el grupo de pacientes
(cancer y HPB) ni con los controles (ver Figura 16 A). En el caso del volumen,
tampoco se observo asociacion con los niveles en ninguno de los grupos (ver
Figura 16 B). Estos resultados fueron muy similares a los observados a nivel de
tejidos y sangre, donde fibromodulina no se correlaciond significativamente con la
edad, el puntaje de Gleason y el volumen en ninguno de los adenocarcinomas
analizados. En conjunto estos resultados, nos indican que por lo menos en esta
poblacién analizada, los niveles proteicos (sangre / orina) de FMOD tienen el
potencial de servir en el diagnostico diferencial de patologias prostaticas

tempranas, mas no en estadios clinicos avanzados.

Por ultimo, cabe resaltar que existieron diferencias significativas entre los niveles
de expresion de la proteina en muestras de sangre respecto a los de orina, tanto
en el grupo de pacientes diagnosticados con CaP y HPB, como en el grupo de

individuos controles (ver Figura 17).
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Figura 16. Distribucion de las concentraciones en orina de acuerdo a la edad
y el volumen prostatico. En (A) los niveles no se correlacionaron con la edad en
el grupo control, el grupo de HPB o el grupo de cancer (R? de Pearson, p> 0.05).
En (B) la distribucion de los niveles en el grupo HPB y el grupo de céancer de
acuerdo al volumen prostéatico tampoco fueron significativos (p>0.05). Los datos
estan representados como los valores medios mas o menos el error estandar de la
media (zSEM).
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Figura 17. Comparacién entre los niveles séricos y urinarios en cada grupo
estudiado. El mismo inmunoensayo ELISA aplicado a las muestras de sangre y
orina, revelo que los niveles proteicos de fibromodulina estuvieron
significativamente mas elevados en la orina. Las diferencias se determinaron por

una prueba t-student con correccion de Welch.
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Caracteristicas operativas de FMOD como nuevo biomarcador del CaP.

Los valores de expresion en las muestras clinicas se representaron a través de
una curva de caracteristicas operativas (ROC; receiver operator characteristic),
con el fin de analizar el grado en que la expresion y los niveles de fiboromodulina
diferenciaran correctamente el cancer de una enfermedad prostéatica benigna. Se
calculé un area bajo la curva (AUC) y una tabla de coordenadas se utilizd para
seleccionar un punto de interseccion favorable donde existiera un equilibrio entre
la sensibilidad (eje de ordenadas) y la especificidad (eje de abscisas), que

correspondiera con un punto de corte para todos los tipos de muestras analizadas.

Se establecieron tres categorias para el analisis ROC: la primera (A) estuvo
conformada por pacientes diagnosticados con CaP, HPB y los sujetos controles; la
segunda (B) por pacientes con CaP y el grupo control; y la tercera (C) estuvo
conformada por pacientes con CaP y HPB y ambos grupos normalizados con el
volumen prostéatico (VP). Cabe resaltar que en las tres categorias se analizaron
por separado los niveles del transcrito en biopsias, y de la proteina en sangre y

orina.

Inicialmente, se realizé un analisis de curva ROC para los valores relativos de
expresion de FMOD en biopsias y en el panel de cDNA, y lo que se determino fue
una especificidad moderada (54.84%), pero una sensibilidad mas alta (75.67%) en
un punto de corte fijado en 1.937 de expresion relativa. El area bajo la curva fue

de 0.753 (SE = 0.065; ICos%: 0.625 — 0.882), y el valor predictivo positivo (VPP) fue
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del 80 % (24/30 pacientes), mientras que el valor predictivo negativo (VPN) fue del

54.8 % (17/31 pacientes).

En cuanto al desempefio de fiboromodulina en las muestras de suero, el analisis
ROC se encuentre descrito en la Tabla 7. Se observé que el area bajo la curva de
las categorias A y B no fueron significativas, a diferencia de la categoria C la cual
tuvo un AUC= 0.70 (p=0.01) y con un comportamiento muy similar a la misma
categoria de PSA (AUC=0.70; p=0.003). La sensibilidad (75.76%; 1Co5%: 57.74 —
88.91) y especificidad (52.1%; ICos%: 31.31 — 72.20) alcanzada para esta prueba
fueron discretas con un punto de corte de 3.340 ng/mL/VP lo que se denomind
densidad de fiboromodulina (DFMOD) (ver Tabla 7 y Figura 18). El VPP para esta
categoria C fue de 67.5 % y el VPN solo alcanzo el 40.0 %. Estos resultados
permiten concluir que la normalizacion de los niveles sanguineos de fiboromodulina
con el volumen prostatico (categoria C) discriminan moderadamente entre cancer
de préstata e hiperplasia prostatica benigna; mientras que las categorias Ay B no
expresan caracteristicas significativas, ademas en estos grupos no fue posible

normalizar con el VP ya que no se contd con este valor en el grupo control.

Respecto al desempefio diagnostico de fibromodulina en orina, se observo que su
capacidad para diferenciar un individuo con cancer de un individuo sano o con una
enfermedad benigna de la prostata, fue significativa en las tres categorias
analizadas (ver Tabla 8). En el caso de la categoria C el area bajo la curva

(AUC=0.76) fue mayor a la de las categorias B (AUC=0.73) y A (AUC=0.71),
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indicando una vez mas que el volumen prostatico puede influir en el resultado.
Las diferencias entre la sensibilidad y especificidad, valores de VPP y VPN en las

respectivas categorias se encuentran descritas en la Tabla 8.

Tabla 7. Niveles séricos y curvas ROC para tres categorias de acuerdo al
grupo analizado.

Niveles séricos

medios de Curvas ROC
Categoria Descripcién fiboromodulina
(ng/mL) p AUC  1C95% p
A CaP vs NoCaP* 2.32-1.16 0.033 0.61 0.48-0.75 0.10

B CaP vs Controles 2.32-0.45 0.001 0.69 0.54-0.86 0.06

Ct CaP vs HPB 12.09-4.80 0.001 0.70 0.58-0.84 0.007

* NoCaP: contiene al grupo control y HPB

t Normalizado con el volumen prostéatico (densidad de fioromodulina: DFMOD)
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Tabla 8. Caracteristicas operativas de los niveles de fibromodulina en orina

(ng/mL).
Categoria A B ct
Descripcion CaP vs NoCaP* CaP vs controles CaP vs HPB
AUC 0.72 0.70 0.75
Curvas ROC [Cos0% 0.58 - 0.86 0.54 - 0.86 0.60-0.91
p 0.007 0.043 0.010
Punto de corte 8.690 7.925 38.99
S 76 76 72
ICo5% S 54.87 - 90.64 54.87 -90.64  50.61 - 87.93
E 53.85 61.54 78.57
[Cos% E 33.37-73.41 31.58 - 86.14 49.20 - 95.34
VPP 61.3 79.2 85.7
VPN 30.0 42.3 61.1
RVP 1.647 1.976 3.360

* NoCaP: contiene al grupo control y HPB

t normalizado con el volumen prostatico.

E: especificidad; S: sensibilidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor

predictivo negativo; RVP: razon de verosmilitud positiva. p < 0.05 significativa.
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La impresion grafica de la relacion entre la sensibilidad y la especificidad en cada
una de las categorias y tipos de muestras estudiadas, fueron representadas en las
curvas tipo ROC, las cuales facilitaron la eleccidén de los puntos de corte con el fin
de valorar todo el espectro de valores que la fiboromodulina alcanzé dependiendo

del tipo de muestra (ver Figura 18).
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Figura 18. Curvas ROC por tipo de muestra y de acuerdo la categoria
analizada. Categoria A: conformada por pacientes diagnosticados con CaP, HPB
y los sujetos controles. Categoria B: pacientes con CaP y el grupo control.
Categoria C: conformada por pacientes con CaP y HPB y ambos grupos

normalizados con el volumen prostatico (VP).
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DISCUSION.

El cancer de prostata es una enfermedad Unica y heterogénea, y por tal razon,
actualmente existe una gran necesidad clinica no satisfecha de desarrollar
biomarcadores que permitan distinguir entre la enfermedad indolente, que no es
letal, de la enfermedad agresiva, que progresa rapidamente a enfermedad
metastasica (123); por lo tanto, el objetivo principal de las actuales investigaciones
sobre biomarcadores en urologia se centra en el descubrimiento de nuevas
moléculas que puedan ser traducidas a la practica clinica donde puedan mejorar
tanto la deteccion temprana del cancer como la prediccion de riesgo para los
pacientes (124). En este sentido, este estudio propuso evaluar de forma
sistematica el potencial del proteoglicano fiboromodulina como nuevo biomarcador
de diagnostico del CaP. Inicialmente, el gen FMOD, se identific6 como un
transcrito asociado a diferentes fenotipos o etapas de progresién de la enfermedad
en un modelo murino in vitro desarrollado por nuestro grupo de investigacion (12).
Con base en estos hallazgos, se seleccion6 como modelo de estudio para ser
validado en humanos, para lo cual se analiz6 su perfil de expresion en lineas
celulares epiteliales de cancer de prostata humanas con diferentes fenotipos
metastasicos, asi como en muestras clinicas comerciales de cancer de prostata y
tejido prostatico benigno. Adicionalmente, se determind su expresion como
transcrito y proteina en biopsias de pacientes con cancer y otros desordenes
prostaticos, y también se evaluaron sus niveles proteicos en sangre y orina en la
misma poblacion. Finalmente se determinaron sus caracteristicas operativas como

nuevo biomarcador de cancer de prostata.
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La fibromodulina pertenece a la familia de proteoglicanos pequefios ricos en
leucina (SLRPs) (101), los cuales son importantes componentes de la matriz
extracelular especialmente necesarios para el mantenimiento de los tejidos y su
funcién principal esta relacionada con la maduracion y ensamblaje de las fibras de
colageno en la matriz extracelular (16-18). En general, los proteoglicanos pueden
actuar como efectores moleculares en la superficie celular y en el microambiente
pericelular, y también pueden tener un papel en el inicio y progresion del cancer
debido a su capacidad para interactuar con diversos ligandos y receptores, y por lo
tanto mediar una amplia gama de efectos. Los datos de una serie de estudios
sugieren que las alteraciones en la composicién y la funcion de proteoglicanos,
pueden promover tanto la supervivencia de las células del cancer de prostata

como su metastasis (26, 27, 125, 126).

El papel de varios proteoglicanos en el desarrollo del cancer de préstata se ha
investigado e incluye el de los proteoglicanos SLRPs decorina (104, 127-130),
perlecano (131) y versicano (132-134), asi como el del proteoglicano de superficie
celular syndecano-1 (135-138). En el caso de fibromodulina, su relacién con el
cancer en general es limitada y su papel en el cancer de prdstata se desconoce.
Los estudios en lineas celulares de leucemia linfocitica cronica de células B (CLL-
B) lo encontraron significativamente sobre-expresado comparado con las lineas no
tumorales (23, 24); ademas, ha sido caracterizado como antigeno tumoral, debido
a su potencial para generar una respuesta antitumoral especifica, permitiendo

seleccionar linfocitos T CD8+ especificos (25). Recientemente, Mondal B, et al., a
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través de un analisis gendmico funcional, identificaron a FMOD como un gen
sobre regulado en glioblastoma, debido a la pérdida de la metilacion de su
promotor; ademas, demostraron que la forma secretada de fibromodulina
promueve la migracion de las células de glioma a través de su capacidad para
inducir la formacion de nuevas fibras de actina generando re arreglos en el cito

esqueleto de las células tumorales (139).

Varios miembros de la familia SLRPs relacionados estructural y funcionalmente
con fibromodulina también han sido relacionados con la regulacion del crecimiento
celular y el inicio de la tumorogénesis (26, 27), sugiriéndolos como relevantes para
el diagnostico y/o prondstico de diversos canceres (125). Por ejemplo, de los
mencionados anteriormente, se encuentra decorina, uno de los miembros de la
familia de la fibromodulina mejor estudiados. Este proteoglicano ha sido
reconocido como una molécula con funcion proliferativa y antiproliferativa (104,
128). En el primer caso, se ha observado que su deficiencia provoca un aumento
significativo en los niveles del receptor IGF-IR en comparacion con los controles,
originando un desbalance en el crecimiento celular (104, 127). En el segundo
caso, su papel como molécula anti proliferativa se ha observado en células

tumorales de préstata en las cuales induce muerte celular (104, 127-130).
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En medio de estas evidencias en la que se involucran miembros de la familia de
proteoglicanos SLRPs con el cancer de prostata, y la necesidad de contar con
nuevas moléculas que ayuden a mejorar el diagnéstico y prondstico de esta
enfermedad, nacié6 nuestro interés sobre fibromodulina y nos hizo pensar en el
racional de que su patron de expresion puede ser potencialmente evaluado como
nuevo biomarcador del cancer de prostata, una enfermedad que ha sido de interés

en nuestro grupo durante varios afos atras (12).

Las lineas celulares de cancer de prostata potencialmente proporcionan un
modelo valioso para el descubrimiento y evaluacion de nuevos biomarcadores, y a
pesar de que hay muchas lineas celulares de cancer de prostata disponibles y
generadas a partir de tumores metastasicos, las mas comunmente utilizadas
incluyen LNCaP (metastasis ganglionares), PC-3 (metastasis 0Osea), DU145
(metéstasis cerebral), VCAP (metastasis 6sea) y MDA PCa 2b (metastasis 0sea)

(140).

La ventaja potencial para los sistemas de cultivo de células, es que proporcionan
una fuente de células cancerosas que pueden propagarse de forma estable in vitro
y pueden ser validados independientemente. Ademas, son mas féaciles de
mantener y crecer en comparacion con los modelos animales, y como resultado,
son menos costosos. Estos sistemas pueden ser facilmente manipulados
genéticamente, y también ser tratados en cultivo para evaluar los efectos de

diversos estimulos. Por ejemplo, se han reportado estudios en los cuales la
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utilizacion de plataformas de analisis gendmicos globales como micro arreglos
(microarrays) y secuenciacion (RNAseq) permitieron analizar los perfiles de
expresion en LNCaP (141-144), PC-3 (145-147) y PWR-1E (148) cuando éstas
células estuvieron sometidas a diferentes concentraciones de andrégenos, acido

araquidonico, vitamina D, farmacos antineoplasicos entre otros (141-148).

En cuanto a los estudios de biomarcadores utilizando lineas celulares de cancer
de proéstata, ha habido dos enfoques principales: el primero que se encarga de
estudiar los perfiles del marcador en un nimero limitado de lineas celulares (149-
151), y el segundo que estudia perfiles en mdltiples lineas tumorigénicas e
incluyen lineas celulares no malignas como control (152-154). La principal
desventaja del primer enfoque es que las lineas celulares de préstata individuales
podrian afectar la eficacia de los nuevos biomarcadores; ya que estos marcadores
candidatos pueden no ser expresados comunmente en otras lineas células o no
tienen la capacidad de discriminar entre el cancer y las células no malignas. En
cambio, en el segundo enfoque el uso de mdltiples lineas celulares con fenotipos
variados de cancer permite relacionar el perfil del marcador no solo con la
cantidad de transcrito, si no con el crecimiento y la capacidad invasiva, asi como
también con los tipos de mutaciones en cada linea celular, lo que conlleva a un
abordaje sistematico que ayuda a mejorar el potencial del marcador y de esa
manera direccionar la forma mas apropiada de como debe ser validado
posteriormente en el paciente (152-154). Recientemente, Bita NickKholgh, et al.

(155), reportaron como un panel de biomarcadores a los que se les ha demostrado

136



un papel en la progresion del CaP presenta diferencias de expresion en lineas
celulares de hombres caucasicos (LNCaP y DU145) respecto a lineas de
poblaciéon afroamericana (EOO6AA y MDA PCa 2b), demostrando la utilidad de las
lineas celulares en el estudio de las diferencias biolégicas del fenotipo maligno
entre dos poblaciones diferentes (155). En otro estudio, lan Johnson, et al. (153),
analizaron en cuatro lineas de préstata tumorales (22RV1, CaHPV10, DU-145,
LNCaP) y tres no malignas (PWR-1E, PNTla, PNT2) el potencial de dos
biomarcadores conocidos (PSA y ACMRA), asi como la busqueda de nuevos
biomarcadores en una serie de proteinas lisosomales y endosomales. Estos
investigadores demostraron que los biomarcadores de CaP existentes y las
proteinas lisosomales no fueron capaces de diferenciar especificamente entre el
panel de lineas celulares no malignas y el panel de las tumorales, sin embargo, las
proteinas endosomales estudiadas mostraron cierta capacidad discriminatoria

(153).

En conjunto, estos estudios proponen que el primer paso de los procesos de
descubrimiento de biomarcadores in vitro para el cancer de prostata debe implicar
el uso de mdltiples lineas celulares, con el fin de establecer una buena
reproducibilidad y aumentar el potencial de discriminacion. En nuestro caso, cabe
resaltar, que las lineas utilizadas son los modelos mas estudiados en el CaP (141-
144, 156, 157), ademas representan estadios tempranos (LNCaP) y avanzados de
la enfermedad (PC-3), lo que las hace propicias para estudiar patrones de

expresion variables entre estas células, particularmente cuando los niveles de un
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transcrito especifico se mide con técnicas gendmicas diferentes; en nuestro caso
particular los datos fueron analizados por PCR cuantitativa en tiempo real.
Especificamente, nuestros resultados indicaron que la linea LNCaP que posee un
fenotipo pobremente metastasico, tuvo una expresion de FMOD significativamente
mayor que la linea PC-3 que posee un fenotipo de alta agresividad (p=0.0001),
comparado con los niveles basales de la linea no tumorigénica.

Una desventaja importante de los sistemas de cultivo celular in vitro es que las
condiciones técnicas del cultivo pueden alterar de forma independiente la
expresion de los biomarcadores, y ademas, no permiten capturar todas las
condiciones fisiolégicas y de microambiente del tejido encontradas in vivo (153).
Por lo que es importante tener en cuenta estas limitaciones en el analisis de
biomarcadores cuando se utilizan lineas celulares. Sin embargo, para controlar
estas dificultades se tienen que llevar a cabo estudios de validacion y seguimiento
que establezcan la validez in vivo del potencial biomarcador con el fin de

demostrar especificamente que no se trata de artefactos del cultivo in vitro.

En este orden de ideas, para validar los datos encontrados en las lineas celulares,
se analiz6 la expresion del transcrito FMOD en una variedad de muestras clinicas
de cancer de prostata y tejido benigno obtenidas comercialmente (Figura 8B). El
uso de este tipo de muestras clinicas para la busqueda de potenciales
biomarcadores esta suficientemente documentado (158-160), por lo que su
utilizacién es muy valiosa a la hora de validar datos que provienen de andlisis in

vitro de lineas celulares. Por ejemplo, en los estudios de Saraon P et al. (158),
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demostraron que muchas de las proteinas alteradas durante la progresion del
cancer de prostata androgeno independiente pueden ser validadas mediante este
tipo de muestras clinicas; particularmente encontraron que los transcritos de
enzimas de la ruta cetdnica (ACAT1) estaban en exceso en canceres de prostata
de alto grado, asi como altamente elevados en los canceres metastasicos.
También, recientemente, en el estudio de Thiele et al., se valido la expresion
elevada del gen WNT5A en un panel comercial de cDNA que contenia muestras
de tejido de tumores primarios, de forma muy similar al utilizado en este estudio
para fiboromodulina (159). En nuestro caso, interesantemente, encontramos que la
expresion del transcrito FMOD fue significativamente mas alta en las muestras de
cancer en estadios tempranos gque en los individuos sin evidencia de tumor; este
hallazgo valido lo encontrado en las lineas celulares donde predomind la
expresion de FMOD en la linea con fenotipo menos agresivo. También,
encontramos que los niveles del transcrito en los cDNA controles fueron bajos,

correspondiendo con lo encontrado en la linea no tumorigénica PWR-1E.

Teniendo en cuenta que los niveles de FMOD fueron mayores en tumores
primarios respecto a los individuos sin evidencia de tumor, se procedié con una
tercera etapa de validacion. En esta ocasion la estrategia utilizada fue la de medir
el transcrito directamente a partir de tejidos obtenidos de biopsias transrectales de
préstata en una cohorte de pacientes con caracteristicas demograficas propias de
individuos nativos de la region caribe colombiana. Encontramos que los niveles de

FMOD fueron significativamente mayores en los pacientes con adenocarcinomas
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gue en los pacientes con hiperplasia prostéatica benigna (p=0.003; Mann-Whitney
U-test), aun cuando la diferencia de volimenes prostaticos entre estos dos grupos
no fue significativa (ver Tabla 6 y Figura 9). Estos resultados fueron coherentes

con lo encontrado en las muestras clinicas comerciales.

Este tipo de estratega para evaluar transcritos directamente de biopsias utilizando
dos 0 més tipos de poblaciones diferentes ha sido reportado para otros genes que
previamente han sido asociados con el CaP (161, 162). El estudio del grupo de
Dimitrios K, et al., determind que el transcrito KLK-5 (calicreina humana tipo 5) en
biopsias de pacientes con hiperplasia prostatica benigna mostré niveles de
expresion mas altos que los niveles en pacientes con CaP (163). Estos
investigadores encontraron que los tumores en estadios tempranos tenian mayor
expresion de KLK-5 que aquellos en etapas avanzados y ademas, la expresion

KLK-5 se correlacionaba negativamente con la puntuacion de Gleason (163).

En otro estudio reciente (164), utilizando secuenciacion de RNA a partir de tejidos
tumorales que fueron diseccionados de piezas de prostatectomia radical
congeladas, se encontr6 que el gen ZIC5 tiene el potencial de indicar cuando una
biopsia va a ser clasificada en una puntuacion de Gleason mayor a seis, indicando

gue la opcién terapéutica en esos casos debe ser la prostatectomia (164).
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Por su parte Serafin A, et al., sugieren que los niveles de PAI-1 (inhibidor del
activador de plasmindgeno tipo-1) en biopsias de pacientes de edad avanzada,
pueden ser potencialmente Gtiles como marcador predictivo de la enfermedad, sin
embargo, falté ser evaluado en cohortes de pacientes con diferentes grupos de
edad para aclarar aun mas el papel de la edad en la expresion de PAI-1. Ademas,
sus datos sugieren que una sola biopsia de prostata de aproximadamente 5 mg
puede ser suficiente para evaluar los niveles de PAI-1 (165). Un aspecto a tener
en cuenta ya que en este tipo de andlisis los volumenes de tejido son muy

imitados.

Por otra parte, para efectos del andlisis en esta cohorte, el nivel de cada transcrito
individual (FMOD y PSA) encontrado en cada biopsia se normalizo con el volumen
prostético (VP) del paciente respectivo; esta normalizacidon nos permitié encontrar
las diferencias anteriormente descritas. La normalizacion de los niveles de FMOD
con el volumen de la préstata se hizo de acuerdo al modelo que se sigue para la
normalizacion de los niveles de PSA con el VP, parametro que se conoce como
densidad de PSA (PSAD), el cual se define como el cociente entre la
concentracion de PSA dividido por el volumen de la glandula prostética y se utiliza
clinicamente como recurso para confirmar la necesidad de hacer o repetir una
biopsia (166). Ya que los niveles séricos de PSA aumentan proporcionalmente con
el volumen del epitelio prostético, el volumen total de la glandula prostatica debe

ser tenido en cuenta cuando se pretende entender el significado de un nivel de
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PSA concreto (167, 168). Este mismo racional fue aplicado para analizar los datos
de expresion del transcrito FMOD en nuestra poblacion, y pudimos evidenciar que
al ajustar con el volumen, se obtuvieron diferencias significativas entre los dos
grupos evaluados (CaP vs No CaP); a pesar de que la correlacion entre el
volumen prostatico y el nivel de FMOD no fue significativa en ningun grupo. Estos
resultados nos permitieron concluir que FMOD tenia el potencial de discriminar
entre HPB y etapa temprana del cancer, a diferencia del PSA que no pudo

discriminar entre estas dos condiciones.

La siguiente etapa de validacion de FMOD fue a nivel de proteina mediante la
inmunohistoquimica (IHQ) de tejidos embebidos en parafina de los mismos
pacientes a los que le fue cuantificado el nivel del trascrito FMOD. En estas
muestras de tejido prostatico se demostré que la proteina fibromodulina estuvo
localizada principalmente en las células epiteliales y en menor proporcion en el
estroma del tejido (Figura 9). Ademas, la expresiéon fue significativamente mas
fuerte en las células epiteliales de los acinos cancerosos que en los acinos
benignos adyacentes del mismo paciente con cancer de préstata. Del mismo
modo, la expresién de fibromodulina fue significativamente mas fuerte en las
células epiteliales de los acinos cancerosos que en los acinos benignos de los
tejidos con hiperplasia prostatica benigna (Figura 10). Esta expresion intracelular
muy particular de fibromodulina, es consistente con lo observado en algunos

tumores de prostata, donde cambios complejos en la expresion de proteoglicanos
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se ha evidenciado, particularmente con una tendencia hacia el aumento en la
expresion desde el estroma tumoral hasta las células epiteliales (29). La IHQ como
técnica de validacion para analisis de expresion génica en células epiteliales y
estromales intersticiales de cancer de proéstata, ha sido ampliamente reportada
(169, 170), y ademas es de gran utilidad para determinar la localizacion del
marcador estudiado dentro del tejido (171), sin embargo, presenta ciertas
limitaciones debido a que se necesita de métodos invasivos para ser desarrollada.
En muchos estudios, se ha observado que el nivel de expresién relativa de ciertas
moléculas es mas alto en pacientes con cancer que en aquellos que presentan
hiperplasia prostatica. Esto ha sido atribuible al hecho de que estas dos entidades
patolégicas surgen en dos areas diferentes de la glandula prostatica (172).
Mientras que aproximadamente el 80.0 % de los canceres de prostata se
encuentra en la zona periférica, lo que se denomina la zona de transicion, la
hiperplasia prostatica casi siempre se produce en la region peri uretral. Esto indica
como la heterogeneidad de los eventos moleculares de la préstata inducen la

aparicion de una u otra patologia.

En conjunto, todos los resultados descritos mostraron la necesidad de continuar
con la validacion de la proteina fiboromodulina en el suero y la orina de los
pacientes de la cohorte en estudio, con el fin de determinar su utilidad como
potencial biomarcador de diagnostico temprano del CaP. El hecho de evaluar este

marcador en este tipo de muestras clinicas es de mucho interés actualmente en
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urologia, ya que lo que se pretende es introducir nuevos biomarcadores para el
CaP de una forma minimamente invasiva y costo efectiva. Para este analisis se
utilizé el dnico inmunoensayo enzimatico disponible comercialmente (Wuhan
USCN Business Co, Ltd. Houston, USA). Interesantemente encontramos que el
desemperio diagnostico de fiboromodulina en sangre y orina fueron muy diferentes;
mientras que en suero el mejor desempefio estuvo en la categoria C (CaP vs HPB
normalizada por VP), en orina el comportamiento fue positivo para las tres
categorias (Tabla 8), de manera que fiboromodulina fue capaz de diferenciar entre
cancer y grupo control, asi como entre el grupo de cancer y el grupo de HPB,
independientemente de que hubiese sido normalizado con el VP. Ademas, en
orina, la categoria C fue la que mejor desemperio diagnostico mostré (AUC= 0.76).
Ahora bien, lo mas significativo que se observo entre las tres categorias fue el
hecho que el volumen prostatico aument6 el desempefio de la prueba tanto en
sangre como en orina, indicando que este parametro influye positivamente en la

sensibilidad y especificidad de la prueba (Tabla 8).

Otro aspecto que vale la pena resaltar, es que se observaron diferencias
significativas entre los niveles de fibromodulina en las muestras de sangre
respecto a los de orina, tanto en el grupo de pacientes con CaP y HPB, como en el
grupo de individuos controles (ver Figura 16). Este hallazgo fue considerado
consistente entre los grupos, ya que el andlisis de todas las muestras se hizo con
el mismo inmunoensayo de ELISA. Una posible explicacion a estos resultados

podria estar relacionado con el hecho de que hayamos encontrado niveles altos
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de esta proteina en los acinos epiteliales prostaticos de los tejidos con cancer
analizados, y de esta manera pudieran estar liberando la proteina directamente al
lumen de la prostata, haciendo que las concentraciones en orina aumentasen y
gue al momento de la miccion se detecte en mayores cantidades que lo observado
en sangre. Ademas, es posible que el nucleo proteico de fiboromodulina sea filtrado
rapidamente por via renal y también este contribuyendo a aumentar sus niveles en
orina. Ahora bien, se necesitan de estudios funcionales para intentar explicar estas
hipétesis; de hecho, en nuestro grupo de investigacion se estan llevando a cabo
diversos abordajes experimentales encaminados a elucidar el papel biologico de

FMOD en este tipo de canceres.

En conjunto, estos resultados, indican que fibromodulina podria ser un
biomarcador minimamente invasivo y de facil deteccion, sin embargo, debe ser
comparado con otros biomarcadores disponibles en estudios posteriores (173,
174). Actualmente, los biomarcadores de diagndstico y predictivos, son los que
estdn mayormente desarrollados y su potencial estd siendo aprovechado desde
multiples enfoques (175). Dentro de estos biomarcadores, encontramos un grupo
gue esta comercialmente disponible, tienen uso clinico y estan aprobados por la
agencia administradora de alimentos y farmacos de Estados Unidos (FDA); dentro
de estos se encuentra el RNA no codificante PCA3 (Prostate cancer antigen 3)
(176) y el indice de salud de la prostata (prueba de indice PHI) que incluye tres

marcadores y se calcula como ([-2] proPSA / fPSA) x PSA1/2) (177).
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También estan los marcadores que se encuentran disponibles como pruebas de
laboratorio basados en modificaciones clinicas pero que no cuentan con
aprobacion de la FDA; dentro de estos se destacan con mayor grado de evidencia
la prueba para detectar la fusion TMPRSS2-ERG (178, 179), el ensayo mdltiple

Oncotype DX® (93) y la prueba ProMark que evalla la agresividad de tumor (180).

Por ultimo, se encuentran los nuevos biomarcadores emergentes que aun se
encuentran en sus etapas iniciales, los que incluyen la deteccion de células
tumorales circulantes (181), cuantificacion de microRNAs (182, 183), vesiculas
extracelulares tipo exosomas (184-187) y muchos otros de los cuales un volumen

considerable de reportes emergen cada dia (175).

Ahora bien, independientemente del estado en que se encuentren estos
biomarcadores todos apuntan a ser medidos en sangre o en orina (14, 188-190);
por esta razén, en nuestro estudio fue de suma importancia poder evaluar este
proteoglicano en ambos tipos de muestra para definir desde un inicio en donde la
proteina fibromodulina tenia mejor desempefio diagndéstico. Por ahora, se
demostré que este proteoglicano tiene un discreto desempefio diagndstico cuando
se mide en suero y aumenta cuando se mide en orina, incluso mejor que el del

PSA, el principal biomarcador de diagnostico del CaP.
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Aunque fibromodulina en este primer estudio haya tenido un valor significativo
para clasificar correctamente aquellos individuos con cancer de préstata de
aguellos que no lo tenian en la poblacién analizada, hay que tener en cuenta que
este tipo de investigaciones tienen limitaciones por varias razones, por ejemplo: se
tratd de un estudio retrospectivo, restringiendo asi las mediciones en las muestras
de suero y orina, las cuales fueron recogidas en su mayoria en pacientes con
diagnéstico temprano. ElI tamafio de la poblacion estudiada no fue lo
suficientemente grande (CaP = 44; HPB = 46; controles = 40), y ademas se tratd
de una poblacién proveniente de una Unica region del pais con caracteristicas
socio-demograficas muy similares; por lo tanto, los resultados no podrian ser
extrapolados a poblaciones de otros origenes étnicos o a la poblacion en general.
Ademas, es posible que el desempefio de la prueba aumente o disminuya
dependiendo del tipo de poblacién donde sea utilizado (191). También, los
pardmetros clinicos, como el diagndéstico patolégico, pueden variar entre las
instituciones y/o médicos individuales, por lo tanto, los resultados con esta
pequefia cohorte pueden reflejar sesgos inherentes a la adquisicion de estos datos
clinicos. Este tipo de limitaciones son inherentes al estudio de biomarcadores en

cancer en general, y asi son reportadas por otros autores (13, 172, 192-194).

Finalmente, la validacion de estos resultados requerira estudios prospectivos que
utilicen una cohorte mayor de pacientes, asi como del disefio de ensayos clinicos
multicéntricos para definir el valor real de FMOD como un biomarcador para el
cancer de prostata. Sabemos que este camino es largo y actualmente estamos

trabajando hacia este fin.
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CONCLUSIONES.

El desarrollo exitoso de biomarcadores para una determinada enfermedad es un
largo proceso, que puede iniciar con la identificacion de genes candidatos
asociados a los diferentes fenotipos o etapas de progresion de la enfermedad,
estos genes candidatos deben ser posteriormente validados en muestras
obtenidas de pacientes y clasificadas de acuerdo a los diferentes fenotipos o
estadios de la enfermedad y teniendo como referencia un grupo de muestras
control obtenidas de individuos con similares caracteristicas demogréficas pero
que carezcan de antecedentes personales o familiares de la enfermedad en
estudio (195). Para confirmar la utilidad real del biomarcador en el manejo de la
enfermedad, este debe ser validado en ensayos clinicos controlados multicéntricos

gue abarquen mayor grupo de pacientes y controles (195-197).

Este es el primer estudio que evalla la expresion génica y proteica de un miembro
de la familia de proteoglicanos pequefios ricos en leucina (SLRPs) como potencial
nuevo biomarcador de diagnéstico del cancer de préstata, y que para nuestro
conocimiento este gen no ha sido previamente relacionado con canceres solidos
(198, 199). Se valido el perfil de expresion del transcrito FMOD en lineas celulares
de cancer de préstata epiteliales humanas con diferentes fenotipos metastasicos,
demostrando que la linea LNCaP tuvo una expresion significativamente mayor que

la linea PC-3 de fenotipo altamente agresivo, comparado con la linea no
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tumorigénica (PWR-1E). Este hallazgo indico que la expresion de este gen estaba
asociada a estadios tempranos del cancer de proéstata, lo que fue validado con los
datos encontrados a través del andlisis de expresion en una variedad de muestras
clinicas de cancer de prostata y tejido benigno obtenidas comercialmente. Se
demostré que la expresion de FMOD fue significativamente mas alta en las
muestras de cancer en estadios tempranos que en los individuos sin evidencia de
tumor, concluyendo que FMOD tuvo el potencial de discriminar entre etapas
tempranas del CaP y HPB. La proteina fioromodulina, se encontr6 mayormente
expresado en epitelio que en estroma y estuvo significativamente expresado en
tumores dependientes de andrégenos, tal como se encontré en la linea celular

LNCaP.

No se encontré correlacion significativa entre los perfiles de expresion de FMOD y
la edad, asi como con variables clinico-patolégicas como el grado de lesién del
tumor (puntuacion de Gleason), estadios tumorales y volumen prostatico (VP). Por
lo tanto, la asociacion entre el nivel de fiboromodulina en suero y orina con los
estadios de la enfermedad no pudieron ser evaluados, lo que indico que este
proteoglicano por lo menos en la poblacion estudiada no tuvo potencial de ser

evaluado como marcador de pronostico.
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Encontramos que el desempeiio diagndstico de fibromodulina en sangre y orina
fueron muy diferentes. La proteina fioromodulina medida en orina, confirma tener
valor discriminatorio estadisticamente significativo entre pacientes con CaP en
etapa temprana y aquellos con HPB. Esta prueba tendria el potencial de beneficiar
un gran numero de pacientes que con la prueba actual de PSA estarian sometidos
a meétodos diagndsticos invasivos como la biopsia transrectal de prostata y/o a
terapias invasivas innecesarias. Sin embargo, este primer estudio debe ser
validado por estudios clinicos multicéntricos que permitan evaluar la prueba en la
poblacién en general, con el fin de determinar cudl seria el porcentaje de

pacientes que se beneficiarian con la prueba.
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ANEXO 1.

Bettin A, Reyes | and Reyes N. Gene expression profiling of prostate cancer-
associated genes identifies fiboromodulin as potential novel biomarker for prostate

cancer. Int J Biol Markers. 2016; 31(2): e153 - e162.
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ANEXO 2.

Reyes, N. Benedetti |, Bettin A, Rebollo J and Geliebter J. The small leucine rich
proteoglycan fiboromodulin is overexpressed in human prostate epithelial cancer
cell lines in culture and human prostate cancer tissue. Cancer Biomark, 2016.

16(1): p. 191-202.
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