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A

avB3: receptor de vitronectina de tipo integrina
AA: Acetato de abiraterona

ADP: Adenosine diphosphate

ADT: Terapia de privacion de andrégenos

AF-1: Funcién de la activacion transcripcional 1
AIS: sindrome de insensibilidad a los andrégenos
AR: Receptor de andrégenos
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1 Cancer de Prostata

1.1 Aspectos generales del cancer

El término cancer engloba un grupo de enfermedades caracterizadas por una
division descontrolada de células cuya consecuencia es la proliferacion
anormal de las mismas, dando lugar a un tumor (Seyfried & Huysentruyt, 2013).
Estas células cancerigenas, ademas de crecer sin control sufren nuevas
alteraciones y adquierenla facultad de invadir tejidos y organos para
diseminarse y proliferar a otras partes del organismo a través de la sangre o el

sistema linfatico, dando lugar a nuevos tumores (Lazebnik, 2010).

Segun los ultimos datos publicados por la Sociedad Espafnola de Oncologia
Médica (SEOM), el cancer sigue constituyendo una de las principales causas
de morbi-mortalidad en el mundo, con aproximadamente 19,3 millones de
casos nuevos en el afio 2020 (ultimos datos disponibles a nivel mundial dentro
del proyecto de GLOBOCAN).

El numero de canceres diagnosticados en Espana en el afio 2021 se estima
que alcanzara los 276,239 casos segun los calculos de la Red Espanola de
Registros de Cancer (REDECAN), de los que 158,867 se espera sean en
hombres y 117,372 en mujeres. Las estimaciones por GLOBOCAN 2020,
indican que el cancer de mama es el tipo de cancer con mayor incidencia
(11,7%), seguido por el cancer de pulmén (11,4%), colorrectal (10%) y el
cancer de prostata (CaP) (7,3%). Si bien el CaP es el tumor mas frecuente del

varon siendo la segunda o tercera causa de muerte entre paises (Figura 1).

En Espanfa los canceres mas frecuentemente diagnosticados en 2021 seran los
de colorrectal (43,581 nuevos casos), prostata (35,764), mama (33,375),
pulmédn (29,549) y vejiga urinaria (20,613).

16



INTRODUCCION

Breast
2261419(11.7%)

Lung
2206771 (11.4%)

Other cancers
8275 743 (42.9%) Colorectum

1931590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)

Stomach
1089 103 (5.6%)

Oesophagus
604 100 (3.1%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 cases

Figura 1. Tumores mas frecuentemente diagnosticados en el mundo. Estimacién para el
afio 2020, ambos sexos (Global Cancer Observatory, n.d.).

1.2 La glandula prostatica

La préstata es la principal glandula del aparato genitourinario masculino, tiene
forma de piramide invertida y se encuentra frente al recto, por debajo de la
vejiga, recubriendo la primera parte de la uretra (Figura 2). Su funcién principal
es secretar la mayor parte del liquido seminal, cuyos componentes brindan
nutrientes y proteccién a los espermatozoides. Su crecimiento y la formacion de
las secreciones prostaticas estan controlados por hormonas esteroideas y
factores de crecimiento producidos local y sistémicamente (Balk et al., 2003). Si
bien el rol especifico del fluido prostatico en el semen aun se desconoce, se
cree que su funcion principal esta relacionada con la coagulacion, la movilidad

espermatica y la licuefaccion del semen (Verze et al., 2016).

Las secreciones prostaticas son levemente alcalinas, estan compuestas
principalmente por azucares y su contenido proteico es menor al 1%. Entre
ellas se encuentran la fosfatasa acida prostatica (PAP), el antigeno prostatico
especifico (PSA) y la B-microseminoproteina (B-MSP). El PSA pertenece a la
familia de las calicreinas, es sintetizado en la prostata y su produccion depende
tanto de la presencia de andrégenos como del tamafio de la glandula. La
funcion del PSA es escindir las proteinas seminogelina | y Il permitiendo la

licuefaccion del semen (Balk et al., 2003).
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Gléandula prostatica
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Figura 2. Esquema anatdmico de la glandula prostatica.

En los hombres sanos, una pequena parte del PSA pasa a la circulacion
sanguinea, por lo que un aumento de su concentracidon en la sangre se utiliza
como indicador de un crecimiento anormal o inflamacion de la glandula
prostatica, siendo considerado actualmente como un marcador importante para
la deteccion precoz de CaP (Stamey et al., 1987).

La préstata es un organo complejo y heterogéneo que presenta componentes
diferentes desde el punto de vista patolégico, morfolégico y funcional. Como se
muestra en la Figura 3 y segun el desarrollo de McNeal de divide en cuatro
zonas (McNeal, 1981):

Zona central (ZC), constituye el 20-25% del volumen del tejido glandular
prostatico y es atravesada por los conductos eyaculadores. En esta region se
localizan aproximadamente el 10% de las neoplasias malignas.
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Zona de transicion (ZT) y periuretral, representan el 5-10% del volumen de la
préstata; es la zona donde se desarrolla la hiperplasia benigna de préstata
(HPB) por la accion androgénica y el 10-20% de los tumores malignos de la
préstata.

Zona periférica (ZP), corresponde al 70% de la prostata glandular, es la zona
donde se localizan alrededor del 80% de los carcinomas, siendo ademas la
mas afectada por la prostatitis créonica (De Marzo et al., 2007).

Zona anterior o estroma fibromuscular (ZA), ocupa un tercio de la masa total
prostatica. Esta constituida por tejido no glandular y no se asocia habitualmente
con enfermedades de la prostata (Selman, 2011).

Vejiga
urinaria

Vesicula
seminal

zc Zona central

zt Zona de transicion
zp Zona periférica
rp Region periuretral

Conducto
eyaculador

Figura 3. Esquema de las distintas zonas de la préstata. Adaptacion (De Marzo et al., 2007).

Histolégicamente, la glandula prostatica esta formada por el estroma (células
musculares lisas, colageno, fibroblastos, vasos, nervios y células inmunes) y el
epitelio glandular (glandulas ramificadas y conductos), delimitados por la
capsula prostatica. En el epitelio prostatico normal se pueden diferenciar tres
tipos de células: secretoras luminales, basales y neuroendocrinas (Figura 4)
(Lang et al., 2009).
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Las células epiteliales secretoras (luminales), de aspecto cilindrico, secretan
glicoproteinas ubicadas en la region luminal, como el PSA (Sinha et al., 1987) y
la fosfatasa acida prostatica, que sirven como marcadores tumorales. Expresan
altos niveles del receptor de andrégenos (AR) y tienen alta dependencia por la

testosterona para su supervivencia (Kyprianou & Isaacs, 1988).

Las células basales estan poco diferenciadas. Estas células se caracterizan por
no ser secretoras y expresar niveles bajos de AR, por lo que son

independientes de los andrégenos para su supervivencia (Man et al., 2006).

Las células neuroendocrinas, son de origen neural y presentan prolongaciones
de tipo dendritas que conectan con células vecinas. Permiten a la préstata
segregar sustancias como la serotonina y una gran variedad de neuropéptidos:
somastotatina, cromogranina A, gonadotropina coriénica humana (HCG).
Carecen de receptores de androgenos y en el CaP agresivo se produce una
hiperproliferacion de esta capa de células.

Membrana basal

Células epiteliales secretoras

T@ Células basales

Cés Células neuroendocrinas

V Células del estroma

Lumen glandular

Figura 4. Tipos de células diferenciadas en la prostata. Esquema de los tipos de células en la
prostata adulta. EI compartimento epitelial esta compuesto de células basales que recubren la
membrana basal, las células luminales secretoras (epiteliales secretoras) y las células
neuroendocrinas. Estos conductos epiteliales son adyacentes a un compartimento estromal que
incluye células musculares lisas, fibroblastos y componentes vasculares. Adaptacion (Middleton
et al., 2019).
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1.3 Regulacion hormonal de la prostata

El desarrollo y las funciones de la prostata son dependientes de los
androgenos. Los androgenos son los principales esteroides sexuales en el
hombre y son los responsables del desarrollo fenotipico masculino. Del 90 al
95% de los androgenos son producidos en las células de Leydig del testiculo
siendo los mas importantes la testosterona (T), la dihidrotestosterona (DHT) y
la androstenediona (Taplin & Ho, 2001). De éstas tres hormonas la
testosterona se sintetiza en mayor concentracion, por lo que es considerada
como el principal andrégeno testicular, representando el 95% de la

testosterona presente en el plasma de hombres sanos.

Tanto el crecimiento de la prostata como el mantenimiento de su epitelio
secretor estan regulados por andrégenos y por su receptor. La sintesis de los
andrégenos se regula en el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas (Figura 5). En el
hipotalamo se libera la hormona luteinizante (LH), que viaja a través del
sistema circulatorio hasta llegar a los testiculos donde se estimula la accién de

las células Leydig que secretan testosterona a nivel circulatorio.

Posteriormente, la testosterona se unira a la albumina o a la globulina
transportadora de hormonas sexuales para llegar hasta la prostata y ejercer
sus efectos (Heemers & Tindall, 2007; So et al., 2003). Tanto la fraccion libre
como la fraccion unida de la testosterona se difunden a través de las
membranas y entran en la célula prostatica, donde la enzima 5-o-reductasa
biotransforma la testosterona en su metabolito mas activo, DHT, que es
transportada por difusion al citoplasma de la célula epitelial, siendo el principal

andrégeno mediador del crecimiento prostatico (Bartsch et al., 2000).

La union de DHT al AR de las células glandulares prostaticas, induce la

traslocacion del receptor al nucleo de la célula.
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Figura 5. Sintesis de las hormonas esteroideas que actuan sobre la prostata. A) Representa la
regulacion de la sintesis y liberacion de la testosterona, a través del eje hipotalamo-hipofisis-
testiculo. Las lineas continuas representan la activaciéon (+) y promocion de la liberaciéon de las
hormonas. Las lineas discontinuas representan una retroalimentacién negativa, dada por la
liberacion de la T cuyos niveles inhiben negativamente la liberacion de la LHRH, de la hormona
luteinizante y la estimulante de foliculos (FSH).
B) Se representa la sintesis prostatica de la DHT gracias a la accion de la enzima 5-a-
reductasa. Una porcién de la T y de la DHT se unen en el plasma a la globulina de unién a las
hormonas sexuales (SHBG). La DHT se une al AR y esta unién hormona-receptor se transloca
al nacleo para unirse a los elementos de respuesta en el DNA para ejercer su accion (Garcia-
Figueredo et al., 2015).

La testosterona y la DHT se unen a un receptor AR y activan genes
dependientes de andrégenos. En algunos o6rganos diana, entre ellos la
prostata, la testosterona se convierte en DHT por accién de la enzima 5-a-
reductasa. La familia de la enzima esteroidea 5-a-reductasa (SRDS5A) en
humanos incluye cinco miembros, SRD5A1-3 y otras menos caracterizadas
como la glicoproteina sinaptica 2 (GSPN2) y de tipo GSPN2 (Azzouni et al.,
2012). Las proteinas SRDSA se expresan de manera diferente en el cuerpo

humano para desempeniar diversos roles funcionales.
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Se ha visto que la enzima 5-a-reductasa tipo 1 (SRD5A1) esta implicada en el
metabolismo de los neuroesteroides (Compagnone & Mellon, 2000) y
predomina en tejidos extraprostaticos como piel y el higado, aunque también
esta presente en la préstata. La enzima 5-a-reductasa tipo 2 es la isoforma
predominante en la préstata y esta codificada por el gen SRD5A2 localizado en
2p23. Mutaciones identificadas en el gen SRD5A2 pueden resultar en niveles
insuficientes de DHT, lo que lleva a un transtorno autosémico recesivo
denominado deficiencia de 5-a-reductasa, que se asocia con genitales

subdesarrollados y atipicos.

Por otro lado, la sobreproduccién de DHT mediada por la enzima SRD5A2 se
asocia con la HPB, alopecia androgénica y cancer de prostata debido a la

sefalizacion excesiva del AR (Xiao et al., 2020; Robitaille & Langlois, 2020).

1.4 Enfermedades asociadas a la Prostata

Las enfermedades de la prostata pueden ser causadas por diferentes factores
etiologicos y dan lugar a dificultades al momento de orinar, como por ejemplo
una alta frecuencia de miccién, sorpresiva y urgente necesidad de orinar, entre

otros sintomas. Entre las enfermedades mas frecuentes se encuentran:

Prostatitis

La prostatitis es la inflamacion de la préstata, aparece entre un 10% y un 15%
en los hombres. Este sindrome benigno, comun en los hombres, se divide en
dos tipos: bacteriana y no bacteriana. El patron de inflamacidon mas
caracteristico es el de un infiltrado linfocitico a nivel del estroma. La prostatitis
no bacteriana o sindrome del dolor pélvico cronico es la mas comun de las
prostatitis, de etiologia desconocida y puede ser inflamatoria (con presencia de
leucocitos en las secreciones prostaticas) y no inflamatoria (Krieger et al.,
2008). La prostatitis bacteriana a su vez puede ser clasificada en aguda o
cronica, la infeccion aguda de la prostata es causada en su gran mayoria por
microorganismos gram-negativos, enterobacterias, que provienen del tracto

urinario inferior o de la via linfatica de la zona rectal.
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En la prostatitis cronica el proceso inflamatorio e infeccioso recurrente de la via
urinaria  inferior es producido por una bacteria gram-negativa
enterobacteriaceae, que se localiza en la glandula prostatica. Esta inflamacion
cronica provoca dafios en el estroma y en las células epiteliales (De Marzo et
al., 2007), asi como cambios en la estructura y funcion de las proteinas,
alteraciones genéticas y modificaciones en el DNA (Olinski et al., 2002), que
pueden inducir a un tumor prostatico. Un 27% de los pacientes que deben
someterse a biopsias prostaticas debido a un alto nivel de PSA muestran
evidencias de prostatitis (Harik & O'Toole, 2012).

A pesar de que no hay datos concluyentes, estudios epidemiologicos
realizados en pacientes con prostatitis cronica se han asociado con un
aumento del PSA (Stancik et al., 2004), mientras que otros han sugerido que
una historia de prostatitis puede estar relacionada con la HPB (Begley et al.,
2008) o incluso con el CaP (Wong et al., 2009).

Hiperplasia benigna de préstata

La hiperplasia benigna de prostata se caracteriza por la proliferacion no
maligna de las células epiteliales y estromales en la zona de transiciéon que
rodea la uretra. Se cree que su etiologia es multifactorial involucrando tanto
factores ambientales como genéticos. Se han descrito diferentes factores
implicados en la etiologia del crecimiento de la glandula prostatica: la edad
avanzada, la accidén paracrina o autocrina de los factores de crecimiento
modulada por hormonas sexuales, el incremento de los estrogenos y el
aumento de la actividad de la enzima 5-a-reductasa, que biotransforma la
testosterona en DHT en el estroma, desempefiando un papel clave en el
desarrollo de esta enfermedad (Roehrborn & Rosen, 2008). El aumento de los
estrogenos tiene efectos sobre el crecimiento andmalo en las células epiteliales

y un incremento en la proliferacion de células del estroma de la prostata

Aunque la HBP y el CaP son hormono-dependientes, no se ha podido

identificar una relacion directa entre el desarrollo de HBP y el cancer prostatico.
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Teniendo en cuenta la division anatomica de la glandula prostatica mas del
80% de los tumores prostaticos se dan en la zona periférica, y un 10%-20% a
nivel periuretral, sin embargo, las areas afectadas por la HBP se ocasionan en

la zona transicional (McNeal, 1981).

La incidencia de la HBP se incrementa con la edad y se estima que el 65-70%
de los hombres de 70 afos han desarrollado esta patologia. Aunque
generalmente es asintomatica, algunos pacientes pueden sufrir sintomas

obstructivos del tracto urinario (Chughtai et al., 2016).

1.5 El cancer de préstata: aspectos generales

El cancer de prostata se clasifica como adenocarcinoma dado que el 95% de
los casos se desarrolla a partir de una proliferacion desmedida de las células
luminales en los ductos prostaticos, con ruptura de la membrana basal e

invasion del estroma (Udensi & Tchounwou, 2016).

Es el tumor mas frecuente en el varon y se presenta generalmente en
pacientes de edad avanzada de forma latente sin manifestar sintomas clinicos.
Sin embargo, puede tornarse sumamente agresivo y diseminarse mas alla de la
préstata invadiendo tejidos cercanos como vejiga, vesicula seminal y recto o
metastatizar a los nédulos linfaticos, hueso, pulmon y otros érganos (Schulz et
al., 2003). Se estima que entre el 15% y el 30% de los hombres mayores de 50
afnos, y el 80% de los hombres mayores de 80 afios, presentan CaP no
diagnosticado y microscopico (Taichman et al., 2007). Muchas lesiones en la
prostata contienen infiltrados inflamatorios crénicos o agudos que se asocian
con atrofia focal del epitelio de la glandula, desencadenando un estadio
premaligno, que implica una serie de mutaciones en las lineas germinales,

alteraciones cromosémicas, hipermetilacion del DNA, etc.

En la zona periférica de la prostata y como respuesta a un proceso inflamatorio
de forma cronica o aguda debida a factores desconocidos (patdégenos,
enfermedades autoinmunes, dieta, etc.), se observa un incremento en la
proliferacion de las células epiteliales, posiblemente estimulado por el estado
inflamatorio, adquiriendo un fenotipo intermedio entre las células basales y las

luminales; este tipo de lesion se denomina atrofia proliferativa inflamatoria (PIA)
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(De Marzo et al.,, 2007). Estas células epiteliales estan sujetas a procesos
moleculares de estrés, que en algunas células puede desencadenar
inestabilidad gendmica y promover la transicion hacia un estadio de mayor

progresion de la enfermedad.

En zonas adyacentes a las lesiones de PIA se observan zonas con otro tipo de
lesion preneoplasica denominada neoplasia prostatica intraepitelial (PIN)
(Figura 6). Estas lesiones son consideradas las precursoras del
establecimiento y desarrollo del tumor en el tejido prostatico. Las PIN se
caracterizan por una proliferacion intraluminal de las células epiteliales
secretoras del sistema ductal-acinar; normalmente afectan a la zona periférica
de la glandula prostatica y son consideradas unas lesiones precursoras del
cancer, ya que presentan caracteristicas genéticas similares e histologicamente
una perdida de la diferenciacién celular, aunque este tipo de tumor no sea
invasivo. Se pueden clasificar en dos grados: un PIN de bajo grado, donde se
incluye un grado | (baja malignidad), y otro de alto grado que incluiria los
grados Il y lll (alta malignidad), el ultimo de los grados se asocia con carcinoma
en el 80% de los casos (Bostwick & Cheng, 2012).

En las PIN de bajo grado la capa de células basales esta intacta u
ocasionalmente interrumpida, al contrario que en las lesiones de alto grado,
donde la interrupcién es frecuente. La afeccion de bajo grado puede aparecer
en hombres a temprana edad, pero no necesariamente padeceran cancer; sin
embargo, la incidencia y extensién en los hombres que tienen PIN de alto
grado aumenta a partir de los 50 afios. En una biopsia prostatica, la
importancia clinica de las PIN de alto grado radica en la asociacion que tiene
con el riesgo aumentado de CaP, identificandose en casi el 82% de las

prostatas con adenocarcinoma (Vasioukhin, 2004).

En sus etapas iniciales, cuando el CaP esta confinado en la prostata, la
enfermedad puede ser manejada con tratamientos activos quirurgica y/o
radioterapia o si es de bajo riesgo/intermedia con vigilancia activa (Mottet et al.,
2021). Si no es detectado a tiempo, el CaP puede invadir las vesiculas

seminales y metastatizar.
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El desarrollo de metastasis es un evento alarmante ya que, en estadios
avanzados de la enfermedad, mas del 80% de los pacientes desarrollaran
metastasis 6seas que producen lesiones que generan dolor y disminuyen
drasticamente la calidad y la supervivencia de los pacientes (Sturge et al.,
2011). En estos estadios la enfermedad se torna incurable y la terapia se
centra en mejorar la calidad de vida de los pacientes con cuidados paliativos.
Aunque el tumor se encuentre restringido en la glandula, ya es dependiente de
androgenos para su crecimiento; al metastatizar, se puede volver
independiente de esta hormona, estadio que se conoce como ‘“resistente a la
castracion” (CRPC) (Mottet et al., 2021).

Histolégicamente, el CaP es un aumento de la proliferacion celular asociada
con una pérdida progresiva de la membrana basal en la glandula prostatica,
seguido de anormalidades en los marcadores de diferenciacion, incremento en
el tamafo nuclear de las células y variacion del contenido gendmico
ocasionando inestabilidad genomica, y un aumento en la proliferacion celular
(Figura 6).
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Figura 6. Modelo de progresion del cancer de prostata. Las caracteristicas morfolégicas de las
diferentes etapas de progresion del cancer se correlacionan con eventos genéticos y
epigenéticos especificos. La delecion o la inactivacion de la mutacion de los genes supresores
de tumores se denota como pérdida. La sobreexpresion de un gen se muestra con una flecha
apuntando hacia arriba, mientras que la regulacion negativa de la expresién se muestra con una
flecha apuntando hacia abajo. Adaptacion (Rybak et al., 2015; Vasioukhin, 2004).

27



INTRODUCCION

1.6 Metastasis en el cancer de proéstata

La enfermedad metastasica es la principal causa de muerte asociada al cancer
de prostata. Los ganglios linfaticos adyacentes a los tumores primarios son a
menudo el primer sitio de metastasis, seguidos del higado, los pulmones y los
huesos. Las metastasis 0seas en el cancer de prostata se presentan con
mayor frecuencia como lesiones osteoblasticas con caracteristicas osteoliticas
mixtas, que causan dolor intenso, hipercalcemia y fracturas frecuentes (Datta et
al., 2010).

El desarrollo de metastasis requiere que ocurran una serie especifica de
eventos que involucran una compleja sucesion de cambios en las células
epiteliales que conforman el tumor: 1) invasidén local a través de la matriz
extracelular (ECM), 2) intravasacion, 3) supervivencia en el torrente sanguineo,
4) extravasacion, 5) formacion de nichos y establecimiento de micrometastasis
y 6) reinicio de los programas proliferativos generando crecimientos
neoplasicos detectables. Esta serie de eventos es conocida como la cascada
de invasion y metastasis y se postula que es posible gracias a la activacion de

un proceso denominado transicion epitelio mesénquima (EMT) (Thiery, 2002).

La EMT confiere a las células epiteliales las caracteristicas necesarias para
iniciar los procesos de invasion y metastasis, aumento de la movilidad, la
capacidad de degradar los componentes de la ECM y de invadir el estroma

circundante (Lamouille et al., 2014).

Se ha establecido que el desarrollo de metastasis es un proceso que comienza
una vez avanzada la enfermedad, en etapas tardias del proceso tumorigénico.
Algunos autores han encontrado caracteristicas asociadas a EMT en estadios
tempranos, incluso en lesiones preneoplasicas (Harper et al., 2016). Por otro
lado, se ha observado que las células neoplasicas que inician los programas de
EMT adquieren la capacidad de actuar como células iniciadoras de tumor, una
caracteristica definitoria de las células madre tumorales (CSCs) (Zhou et al.,
2016).
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La diseminacion de células con caracteristicas de CSCs seria un evento clave
para la progresion de la cascada de invasion y metastasis, ya que dichas
células deben poder actuar como células iniciadoras de tumor y ser las
fundadoras de una colonia metastasica. En relacion con esto, algunos autores
han encontrado que células con caracteristicas del tipo mesenquimal son mas
resistentes a radio y quimioterapia. La resistencia a estas terapias es otra

caracteristica fundamental de las CSCs (Kurrey et al., 2009).

Las células de cancer de préstata se diseminan a la circulacion como células
tumorales circulantes (CTC) y superan varias barreras fisicas para establecer
metastasis 0seas, atravesar las paredes sinusoides y el estroma de la médula
0sea y luego migrar a la superficie del hueso endosteal a través de sinusoides

dentro de la cavidad de la médula 6sea (Body et al., 2015).

Una vez que las células de cancer de prostata colonizan la médula 6sea, la
interaccidn entre las células cancerosas y el microambiente 6seo da como
resultado un "ciclo vicioso" de formacion y destruccidn 6sea, un proceso que
apoya la supervivencia de las células cancerosas y el crecimiento tumoral. Los
factores de crecimiento secretados por las células de cancer de prostata,
incluida la endotelina 1 (ET-1), la adrenomedulina, los factores de crecimiento
de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y
las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), pueden estimular la activacién de
osteoblastos (Body et al.,, 2015). Ademas, las proteasas secretadas por
tumores, como las metaloproteinasas de matriz, el PSA y el activador de
plasmindégeno de tipo uroquinasa, promueven la liberacidon de factores de
crecimiento que inducen osteoblastos, incluido el factor de crecimiento
transformante 3 (TGF-B), factores de crecimiento de tipo insulina, y PDGF, para
promover aun mas la diferenciacion de osteoblastos de las células madre
mesenquimales (G. Wang et al., 2018). Todo ello puede dar lugar a un

microambiente favorable para la progresion del tumor (Arap et al., 2020).
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1.7 Clasificacion del cancer de préstata

Los sistemas para clasificar en qué fase se encuentra un tumor de préstata son
variados en funcién del método utilizado e imprescindibles ya que la terapia
depende del estadio clinico del tumor. La clasificacion del paciente con CaP se
suele hacer en base a la extensién del tumor (TNM), el grado histopatolégico

(Gleason), el estadio clinico y el factor de riesgo o prondstico.

Clasificacion TNM. Estudio de la extension del cancer de prostata

Se fundamenta en la evaluacion de la extension del tumor, el numero de
ganglios afectados y la presencia o no de metastasis a distancia, segun la
clasificacion de la Union Internacional Contra el Cancer (UICC), (Tabla 1). En
el TNM, se define como T1 al tumor que es clinicamente no evidente,
impalpable y no visible en estudios de imagenes. El cancer detectado sin
extension extra glandular se considera T2 y cuando se extiende por fuera de la
capsula se establece como T3. Se clasifica como T4 cuando existe una
invasion de organos adyacentes distintos a las vesiculas seminales. Si los
ganglios linfaticos regionales estan comprometidos, se considera N1; mientras
que la afectacion de ganglios linfaticos no regionales y/o la presencia de
metastasis (en los huesos o en otras localizaciones) son clasificadas como M1
(Vallejos et al., 2013).
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Tabla 1. Clasificacion TNM del cancer de prostata.

T: Tumor Primario

Tx No se puede evaluar el tumor primario

TO No hay evidencia de tumor primario

™ Tumor no evidente clinicamente, no palpable ni visible mediante pruebas
de imagen

T1a | Tumor detectado como hallazgo fortuito en una extensién menor o
igual al 5% del tejido resecado

T1b | Tumor detectado como hallazgo fortuito en una extensiéon mayor al
5% del tejido resecado

T1c | Tumor identificado mediante puncion bidpsica

T2 Tumor confinado en la prostata

T2a | El tumor abarca la mitad de un lébulo o menos

T2b | El tumor abarca mas de la mitad de un Iébulo, pero no ambos
I6bulos
T2c | El tumor abarca ambos l6bulos

T3 Tumor que se extiende mas alla de la capsula prostatica

T3a | Extensidn extracapsular unitareal o bilateral

T3b | Tumor que invade la/s vesicula/s seminal/es

T4 | Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes distintas de las vesiculas
seminales: cuello vesical, esfinter externo, recto, musculos elevadores del
ano y/o pared pélvica

N: Ganglios Linfaticos Regionales

Nx | No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO | No se demuestran metastasis ganglionares regionales

N1 Metastasis en ganglios linfaticos regionales

M: Metastasis a distancia

Mx | No se pueden evaluar las metastasis a distancia

MO0 | No hay metastasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

M1a | Ganglio/s linfatico/s no regionales
M1b | Hueso/s

M1c | Otra/s localizacion/es
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Clasificaciéon del grado histopatologico (puntuacion de Gleason)

El sistema de puntuacion desarrollado por Gleason es el mas utilizado para la
determinacién de los grados de diferenciacion glandular y el patrén de
crecimiento en relacion con el estroma del adenocarcinoma de préstata. El
sistema de Gleason tiene en cuenta la disposicion de las células tras el analisis
histolégico de la muestra tumoral y asigna una puntuacién en una escala de 1 a
5 (de mayor a menor diferenciacion) (Figura 7), identifica cinco patrones
histologicos de crecimiento del adenocarcinoma prostatico en una escala
progresivamente decreciente de diferenciacion glandular que se determina a

partir de las muestras de tejido que se han recogido de la prostata.

Grado 1: Glandulas uniformes, Unicas con escaso
estroma entre ellas.

Grado 2: Las glandulas presentan algo mas de
variabilidad de tamafo y forma, presentando mas
estroma entre las células.

Grado 3: El tumor infilira por dentro y entre las
glandulas prostaticas no neoplasicas, las glandulas
presentan un tamafio mas pequefio que en grados
anteriores.

Grado 4: Infiltracion del estroma que se extiende
entre las glandulas normales. Existe una fusion de
las glandulas.

Grado 5: El tumor se infiltra formando etapas
difusas, no se aprecia formacion de glandulas.

Figura 7. Representacion anatomopatologica del estadio Gleason. Adaptacion (Cancer de
Proéstata: Estadios y Grados | Cancer.Net, n.d.)

Los patrones arquitectonicos primarios (predominante) y secundarios (el
segundo en cuanto a prevalencia) son identificados y se les asigna un grado de
1 a 5, siendo 1 el mas diferenciado. Como los patrones primario y secundario
influyen en el prondstico, existe una suma o puntuacion de Gleason que se

obtiene por la adicién de ambos grados.
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Si un tumor tiene s6lo un patron histoldgico, por razones de uniformidad a los
patrones primario y secundario se les asigna el mismo grado. Las puntuaciones
de Gleason van desde 2 (1+1=2), que representa tumores de composicion
uniforme con patrén 1 de Gleason, hasta 10 (5+5=10), que representa a

tumores totalmente indiferenciados (N. Chen & Zhou, 2016).

Sistema de puntuacién de Gleason modificado

La escala de Gleason se ha categorizado como la clasificaciéon global y
estandar para el cancer de préstata por numerosas organizaciones, incluyendo
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y UICC. El sistema de puntuacion
de Gleason ha variado con el paso de los afos, sus dos mayores
modificaciones se realizaron en 2005 con el consenso de la Sociedad
Internacional de Patologia Urologica (ISUP) y en 2014 en su segunda

convocatoria.

En el primer consenso se confirmd que los patrones de Gleason 1y 2 no deben
ser asignados en los informes de biopsia por aguja fina en especimenes de
préstata, sino que estos patrones poco comunes se deben restringir a tumores
ocasionales usualmente originados en la zona de transiciéon y que solamente
son diagnosticados mediante una reseccion transuretral de prostata o
prostatectomia radical. Ademas, se decidié que todas las areas cribiformes del
tumor son mejor catalogadas en un patron 4 de Gleason, no asi en un 3 como
se venia realizando hasta ese momento. Como consecuencia de estas
decisiones, las puntuaciones y la suma de los patrones primario y secundario
ya no abarcan de 2-10, sino que se limitan a una puntuacion de 6-10
(Pierorazio et al., 2013).

Las recomendaciones resultantes del consenso de 2014 fueron un desarrollo
adicional de la clasificaciéon de Gleason modificada por ISUP en 2005. En el
sistema del 2014, los criterios morfolégicos se aclaran, incluidas las
definiciones actualizadas del patron de Gleason 4. Ademas del informe que las
puntuaciones de Gleason sean <6, 3+4=7, 4+3=7, 8 y 9-10, respectivamente,
se informaron como cinco grupos, es decir grados ISUP 1-5 (Tabla 2) (Egevad
et al., 2016).
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Las modificaciones de mayor importancia realizadas a la escala fueron la
eliminacién de los patrones 1 y 2 de Gleason y la inclusién de todo patrén

cribiforme en la categoria de Gleason 4.

Tabla 2. Sistema Gleason modificado de la ISUP. Adaptacion (Srigley et al., 2016)

Grado Puntuacién Definicion
ISUP de Gleason
1 26 Glandulas individuales, discretas y bien formadas
Predominantemente glandulas bien formadas con un menor
_ componente de glandulas cribiformes, fusionadas o
2 3+4=7
pobremente formadas.
Predominantemente glandulas cribiformes, fusionadas y mal
_ formadas con un menor componente de glandulas bien
3 4+3=7
formadas.
4+4=8 Glandulas cribiformes, mal formadas, fusionadas.
Predominantemente glandulas bien formadas y un menor
4 3+5=8 componente sin glandulas o con necrosis.
Ausencia de diferenciacion glandular o necrosis y un menor
5+3=8 componente de glandulas bien formadas.
Ausencia de diferenciacion glandular o necrosis con o sin
5 9-10 glandulas cribiformes, mal formadas o fusionadas.

Las modificaciones realizadas a la escala de Gleason y el sistema de
gradacion ISUP representan un avance significativo y permiten categorizar a
los pacientes de una manera mas precisa segun los hallazgos histopatolégicos

del tumor y su prondéstico.
Clasificacion segun factores de riesgo (clasificaciéon de D amico)

El modelo desarrollado por D amico en 1998 se utiliza para evaluar el riesgo de
recidiva y determinar las opciones de tratamiento mas adecuadas en pacientes
con CaP localizado. Clasifica a los pacientes en categorias de riesgo: bajo,
intermedio o alto, tomando en cuenta factores predictivos como: la puntuacion
de Gleason, el tamafo del tumor y la concentracion de PSA (D’Amico et al.,
1998).
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Tabla 3. Factores de riesgo, clasificacion de D amico.

Bajo Riesgo Riesgo Intermedio Riesgo Alto
PSA <10 ng/ml PSA 10-20 ng/ml PSA >20 ng/ml <> PSA
Definicion GS <7 GS7 GS 8-10 <>GS
cT1-2a cT2b cT2c cT3-4y cN+
. Localmente
Localizado
Avanzado

La supervivencia de los pacientes sin recidiva bioquimica a los 5 afios estando
estratificados en riesgo bajo es del 80%, en el riesgo intermedio 60% y en

aquellos que se encuentran en la categoria de riesgo alto, un 30%.

1.8 Etiologia del cancer de prostata

Como en muchos otros tipos de cancer, el CaP se desarrolla por una
acumulacion de mutaciones somaticas y cambios epigenéticos (Arap et al.,
2020), resultando en la activacion de oncogenes y en la inactivacion de genes
supresores tumorales (Witte, 2009). A pesar de que no se conocen con
exactitud las causas que desencadenan el CaP, factores de riesgo como la
edad, el nivel hormonal, la dieta, la historia familiar o el estilo de vida, pueden
influir en el desarrollo de la enfermedad. La incidencia del cancer aumenta a
medida que aumenta la edad. Su diagndstico es raro en hombres menores de
44 afos, pero a partir de esta edad su incidencia se incrementa. El
envejecimiento en los hombres va acompafiado de una progresiva disminucion
en la produccion de testosterona sérica, especialmente a partir de los 40 afos.
Se ha sugerido que, en cierta medida, la prostata puede mantener los niveles
funcionales intra-prostaticos de andrégenos incrementando la expresion del
receptor de androgenos y de las enzimas implicadas en la biosintesis de
androgenos. Pero estos mecanismos de adaptacion podrian intensificarse con
la edad llegando a alcanzar el limite de capacidad compensatoria, lo cual
podria incrementar las tasas de mutacion y procesos de evolucion maligna en

las células prostaticas (Sridhar et al., 2014).
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La adquisicién de los factores de riesgo descritos previamente, promueven la
progresion tumoral al menos en parte a la sefalizacion aberrante del AR que
conducen a la tumorigénesis prostatica y su transicion hacia el fenotipo

resistente a la castracion.

1.9 Diagnéstico del cancer de prostata

Generalmente el CaP se diagnostica por la medicién repetida en un periodo de
tiempo de un nivel elevado del PSA y por un examen rectal digital anormal
(DRE).

El PSA, como mencionamos anteriormente, es una serin-proteasa secretada
por las células epiteliales de la prostata que puede ser detectada en sangre. El
valor critico de PSA en suero es de 4 ng/ml, si bien valores por debajo de estos
niveles entre 2,5 y 4 presentan un numero importante de tumores y hemos de
ajustarlos en relacion con factores como la edad, o las formas libres o
complejas del PSA (Mottet et al., 2021; Thompson et al., 2004).

Este es un marcador dérgano-especifico, con alta sensibilidad pero baja
especificidad para la deteccion del cancer de prostata, existiendo situaciones
que provocan una elevacion temporal de los niveles de PSA, como son las
manipulaciones de la glandula prostatica (tacto rectal, ultrasonografia
transrectal y biopsia, entre otras) (Cabarkapa et al., 2016). Patologias no
tumorales se han relacionado con elevaciones de los valores de PSA sérico
provocando falsos positivos en la deteccion de CaP basada en la
determinacion de los niveles de esta enzima. Bajo esta condicion, se realizan
biopsias de prostata innecesarias y, en ocasiones, pueden mostrar la presencia
de patrones de inflamacion de la glandula pese a no asociarse a

sintomatologia.

El DRE es una prueba que examina la parte inferior del recto y la glandula
prostatica para identificar anormalidades en el tamafo, forma o textura.
Actualmente este marcador es un indicador para la deteccidon temprana de una
patologia prostatica, ya que los casos hallados por DRE suelen ser tumores

avanzados.
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Sin embargo, el DRE permite detectar casos de CaP con PSA normal, ya que
este marcador puede elevarse temporalmente por otras afecciones prostaticas
no-tumorales (Naji et al., 2018). Por lo tanto, suelen usarse ambos métodos en

paralelo (Catalona et al., 1998).

La prueba determinante en el diagndstico del CaP es una biopsia tradicional,
que consiste en la obtencion de muestras de tejido tumoral y analizarlos
mediante histoquimica o inmunohistoquimica, suponiendo una practica muy
invasiva y en ocasiones arriesgada para el paciente. El tejido tumoral es la
muestra de referencia en el estudio de biomarcadores para el uso de terapias
dirigidas; sin embargo, su obtencién presenta multiples limitaciones (Kleppe &
Levine, 2014).

La préstata es un organo de dificil acceso, por lo que obtener una muestra
representativa y suficiente para realizar un estudio molecular adecuado puede
ser complicado (Jamal-Hanjani et al., 2015). Si la muestra no es adecuada,
debe plantearse la re-biopsia, con el consecuente riesgo para el paciente que

debe volver a someterse a un procedimiento invasivo.

Ademas, los tumores presentan una enorme heterogeneidad, de forma que
cada zona del tumor puede presentar unas caracteristicas propias y provocar
que la muestra analizada no sea representativa de la totalidad de las células
tumorales, lo que puede producir resultados discordantes entre muestras de un
mismo paciente (Mattox et al., 2019). Las caracteristicas moleculares pueden ir
cambiando con el desarrollo de la enfermedad debido a que los tumores no son
estaticos. La seleccion de subclones resistentes debido al uso de farmacos
dirigidos puede intervenir en la aparicién de nuevas alteraciones genéticas, que

producen diferencias moleculares entre el tumor primario y sus metastasis.

De las limitaciones de la biopsia tradicional (dificultad para obtener el tejido,
muestra poco representativa de la heterogeneidad del tumor y dificultad o
incapacidad para obtener muestras seriadas a medida que avanza el
tratamiento) emergen las “biopsias liquidas” como estrategia alternativa para el

estudio de biomarcadores (Hench et al., 2018).
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2 Biopsia Liquida

La biopsia liquida es un nuevo concepto de diagnodstico que proporciona
informacion importante para monitorizar e identificar genomas tumorales en

muestras de fluidos corporales.

En la sangre periférica se pueden detectar tanto células tumorales circulantes
como biomoléculas de origen tumoral, tales como DNA tumoral circulante
(ctDNA), RNA de transferencia (tRNA), microRNA (miRNA), RNA largo no
codificante (INRNA), exosomas, etc. También se pueden detectar plaquetas
‘educadas” por el tumor (TEPs) (Figura 8). La determinaciéon de estos
marcadores permite la deteccion del cancer, el diagnostico en etapa temprana
y la evaluacion de la respuesta a la terapia a través de medios minimamente
invasivos (Mattox et al., 2019; Soda et al., 2019).

Las biopsias liquidas pueden detectar recurrencias tempranas antes de que los
tumores se vuelvan radiografica o clinicamente aparentes, lo que
potencialmente brinda una oportunidad mas amplia durante la cual los
regimenes de tratamiento podrian ser modificados. Una vez que un paciente
recae, las biopsias liquidas pueden revelar nuevas mutaciones no presentes en
el tumor primario que podrian guiar las elecciones para la terapia de segunda

linea.

Las biopsias liquidas en el diagndstico inicial pueden ser utiles para el
pronostico y una ventaja es que reflejan un muestreo aleatorio de todas las
alteraciones en un tumor, mientras que las biopsias individuales de tumores
primarios son inadecuadas para revelar heterogeneidad dentro de los tumores
(Mattox et al., 2019).
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Figura 8. Fuentes de biopsia liquida. La sangre se puede separar en diferentes fracciones para
enriquecer los biomarcadores asociados a tumores. A partir de la fraccion de células
mononucleares, las CTCs pueden proporcionar informacién gendmica, transcriptomica vy
protedmica sobre el tumor. Desde plasma o suero, los nucleétidos (DNA-RNA) y exosomas
libres. Las plaquetas educadas por tumores llevan informacién adicional sobre la ubicacion del
tumor en su mRNA. Adaptacion (Joosse & Pantel, 2015).

2.1 Plaquetas “educadas” por tumores

Las plaquetas son células hematopoyéticas anucleadas con un tamafo de 2-4
pum liberadas por megacariocitos de médula 6sea en el torrente sanguineo. En
personas sanas, la concentracion de plaquetas circulantes es de
aproximadamente 150-350 x 10°%/L y tienen una vida media de 7 a 10 dias. Los
principales organulos de la plaqueta son la membrana plasmatica, el
citoesqueleto, el sistema canalicular abierto, el sistema tubular denso y los
granulos. La membrana plasmatica de la plaqueta, media las interacciones con
el medio externo, por lo que cumple un papel central en su fisiologia. Es una
tipica unidad de membrana con un contenido particular de fosfolipidos,
glicolipidos 'y (glicoproteinas. Las glicoproteinas clasicas han sido
subclasificadas en distintas familias: integrinas, glicoproteinas ricas en leucina

y selectinas.
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Las integrinas son una familia de proteinas de adhesion celular que median el
entorno celular y extracelular para regular la union, la supervivencia y la
motilidad. Ademas, modulan diversas patologias que incluyen enfermedades
trombadticas, enfermedades infecciosas, inflamacion, fibrosis y cancer
(Goodman & Picard, 2012). A través de la comunicacion entre la célula y el
entorno extracelular, la activacién de sefales de los receptores de crecimiento
y las funciones potenciales en la neoangiogénesis inducida por tumores, las
integrinas desempefian un papel importante en el crecimiento y la metastasis

en el cancer.

La integrina alfa-llb (ITGA2B), también conocida como glucoproteina
plaquetaria Ilb del complejo llb/llla, es el receptor mas abundante en la
superficie plaquetaria. Al mediar la comunicacion plaqueta-plaqueta, asume un
papel muy importante en la hemostasia (Rivera et al., 2009). Las mutaciones
en el gen ITGA2B estan asociadas con transtornos hemorragicos de tipo
plaquetario, que se caracterizan por un fallo de la agregacion plaquetaria,

incluida la trombastenia de Glanzmann (Nurden & Pillois, 2018).

Las plaquetas estan equipadas con mecanismos de procesamiento de RNA,
como el empalme previo al mMRNA, el procesamiento y la traduccion del mRNA.
Como las plaquetas carecen de nucleo, la mayoria de las transcripciones de
RNA en las plaquetas se derivan de los megacariocitos durante la
trombocitogénesis. Sin embargo, las plaquetas también pueden ingerir
moléculas de RNA durante la circulacion o interaccionar con otros tipos de

células, como las células tumorales (Sol & Wurdinger, 2017).

Las células tumorales pueden "educar" a las plaquetas al modular sus perfiles y
fenotipos de RNA. Diversos estudios sugieren cambios en los perfiles de RNA
de las plaquetas en varios tipos de cancer, incluidos los de pulmén, prostata,

glioma y carcinoma de mama.
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21.1 Plaquetas “educadas” por tumores (TEPs) en cancer

Las plaquetas estan implicadas en la biologia tumoral y la metastasis (Figura
9) (McAllister & Weinberg, 2014), y las células tumorales pueden, directa e
indirectamente, imponer cambios en su contenido de RNA y proteinas (Nilsson
et al., 2011). Como resultado, estas TEPs tienen una funcién alterada y pueden
promover la supervivencia y metastasis de las células tumorales, asi como

otras caracteristicas distintivas del cancer (Hanahan & Weinberg, 2011).

Las células tumorales interactuan con las plaquetas indirectamente a través de
diferentes moléculas de sefializacidén o directamente a través de diferentes
receptores, principalmente el receptor de activacion plaquetaria P-selectina
(Borsig, 2008).

Tras la activacion, las plaquetas pueden liberar varios factores de crecimiento y
pro-angiogénicos como PDGF, BFGF, EGF, TGF-B, VEGF-A y VEGF-C
(Menter et al., 2014). Las plaquetas pueden liberar estos factores en un nicho

metastasico, proporcionando asi un microambiente de crecimiento pro-tumoral.

Ademas, las plaquetas alteran a las células cancerosas para evadir la
deteccion por parte del sistema inmunitario, transfiriendo proteinas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | a las células
tumorales, lo que da como resultado la proteccidn contra las células NK (Placke
et al., 2012).
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Figura 9. Representacion esquematica de la educacion de plaguetas mediada por tumores. (A)
Los megacariocitos en la médula 6sea y los pulmones clasifican RNA y proteinas especificas
en precursores de plaquetas. (B) Las plaquetas circulantes contienen una variedad de
transcripciones de RNA y proteinas. Durante su vida util de 7 a 10 dias, las plaquetas
interactian con las células inmunes, las células tumorales y las células del estroma. Estas
interacciones directas, asi como la sefalizacion de células distantes, por ejemplo, a través de
la comunicacion mediada por vesiculas en sangre, cambia el contenido de la funcion
plaquetaria. (C) Este proceso conduce al desarrollo de TEPs. A continuacion, las plaquetas
educadas por tumores pueden influir en el proceso de formacioén de metastasis al estimular o
bloquear las células inmunes, las células endoteliales, las células del estroma y las células
cancerosas, ya sea por contacto directo de célula a célula o mediante la liberacion de colas
extracelulares. (D) Finalmente, la metastasis podria afectar la clasificacion de RNA especificos
y proteinas de megacariocitos en plaquetas. Adaptacion (Sol & Wurdinger, 2017).

Las plaquetas pueden ademas proteger mecanicamente a las células
cancerosas de su destruccion a través de las células NK al formar un agregado
de células-fibrina-plaquetas que rodea las células tumorales circulantes o las
células tumorales detenidas. Este escudo fisico evita la deteccion inmune
mediada por células y apoya la supervivencia de las células cancerosas
(Labelle et al., 2011). Tales propiedades protectoras de las plaquetas son
importantes para la metastasis al promover la supervivencia de las células

cancerosas en la circulacion (Buergy et al., 2012).
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Las células tumorales liberan numerosos agonistas de plaquetas, incluidos
ADP, trombina y tromboxano. Ademas, las células cancerosas, a través de su
transformacion oncogénica, tienen la capacidad de producir microparticulas
que se liberan en el torrente sanguineo y participan en la activacion
plaquetaria, contribuyendo a los estados protrombéticos presentes en

pacientes con cancer.

Las plaquetas contienen una gran cantidad de factores de crecimiento que
contribuyen al crecimiento del tumor y la angiogénesis. Ademas, la agregacion
plaquetaria alrededor de las células tumorales brinda numerosas ventajas a las
células cancerosas: escape de la vigilancia inmunoldgica, sefiales pro-
supervivencia, adhesion al endotelio y extravasacion. La activacion de
plaquetas parece ser critica para el crecimiento tumoral y la metastasis (Sol &
Wourdinger, 2017).

Todo lo anterior sugiere que el concepto emergente de plaquetas educadas en
tumores puede proporcionar herramientas interesantes para el diagndstico del

cancer.

2.2 RNA circular

En las ultimas décadas se ha visto una lista cada vez mayor de variantes de
RNA no codificantes (ncRNA) con capacidad funcional (Morris & Mattick, 2014).
Mas del 75% de los RNA no codificantes se han encontrado en la transcripcion
del genoma humano (Wallaert et al., 2017). Los RNA circulares (circRNA), de
100 pb a 4 kb de tamafo, se consideraron subproductos no funcionales del

procesamiento aberrante en el RNA (Qu et al., 2015).

Algunos circRNA son abundantes y estan conservados evolutivamente, y
muchos otros ejercen funciones bioldgicas importantes al actuar como miRNA
o inhibidores de proteinas (esponjas), al regular la funcién de las proteinas o al
traducirse ellos mismos. Ademas, se han implicado en enfermedades como
diabetes, trastornos neurologicos, enfermedades cardiovasculares y cancer
(Kristensen et al., 2019).
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Los circRNA son biomoléculas enddgenas, cuyos extremos 3" y 5" estan unidos
covalentemente, constituyen una clase de RNA recientemente descubierto
como extendido y abundante (Salzman et al, 2012). Los circRNA
generalmente se forman mediante un empalme alternativo de pre-mRNA
(Figura 10), en el que un aceptor de empalme aguas arriba se une a un
donante de empalme aguas abajo formando un /loop continuo en un proceso

conocido como “back splicing” (empalme posterior) (Starke et al., 2015).

Los circRNAs generalmente se clasifican en tres tipos: circRNAs exonicos
(ecircRNAs), circRNAs exdnicos-intronicos (EICIRNAs) y circRNAs intronicos
(ciRNAs). La mayoria de los circRNA exonicos existen en el citoplasma,
mientras que los otros dos se encuentran principalmente en el nucleo celular.
Existen algunos circRNA en los fluidos del cuerpo humano, por lo que son
faciles de detectar. La mayoria de los circRNA son extremadamente
abundantes, relativamente estables y se expresan ampliamente en las células
eucariotas, lo que sugiere que los circRNA tienen funciones reguladoras
potenciales (L.-L. Chen & Yang, 2015).

pre-mRNA ‘" Exon ~.

A -

Backsplicing

VAV
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Figura 10. Empalme de circRNA y diversidad de isoformas. Se puede generar una gran
diversidad de circRNA a partir de un sélo locus genémico, éstos se crean a través de un
proceso de empalme no candénico conocido como empalme posterior. Dichos circRNA pueden
consistir en uno 0 mas exones e incluso contienen secuencias intrénicas no empalmadas.
Adaptacion (Barrett & Salzman, 2016).

44



INTRODUCCION

Algunos circRNA descubiertos en tejidos humanos se han relacionado con
diversos procesos celulares, como la senescencia, el crecimiento y la
apoptosis, etc. Ademas, se han identificado perfiles de expresion de circRNA
desregulados correlacionados con algunos tipos de cancer, lo que sugiere que

los circRNA pueden funcionar como inhibidores o aceleradores tumorales.

La evidencia emergente de que los circRNA son reguladores importantes en el
cancer implica que podrian servir como nuevos biomarcadores clinicos (Z.
Zhang et al., 2018).

2.21 Mecanismos de regulacién de los circRNA

El mas notable de los mecanismos de regulacion de los circRNA es que
pueden funcionar como esponjas de miRNA. Los circRNAs pueden bloquear la
unidn de mMiRNAs con el extremo 3'-UTR de un gen especifico al unirse
directamente a miRNAs, regulando indirectamente la expresion génica
(Ashwal-Fluss et al., 2014). Por ejemplo, ciRS-7 puede funcionar como una
esponja de miR-7 y, en consecuencia, reprime su funcion en el cancer (Peng et
al., 2015). Un segundo mecanismo es que los circRNA juegan compiten con la
produccion de mRNA en el procesamiento del pre-mRNA. Un tercer
mecanismo implica a las proteinas de unién a RNA (RBP) a las cuales se unen

actuando como reguladores de la transcripcion.

Ademas, los circRNA pueden servir como trampas de mRNA, otra forma de
empalme alternativo, y eliminar los codones de inicio de los mMRNA maduros
para reducir la traduccién de proteinas en el cancer (Figura 11) (Song et al.,
2018).
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Figura 11. La regulacion de los circRNA en el cancer. A) Los circRNA funcionan como
esponjas de miRNA. B) Los circRNA se unen a las RBP como reguladores de la transcripcion.
C) Los circRNA eliminan los codones de inicio de los mRNA maduros para reducir la traduccion
de proteinas. D) La produccién de circRNA compite con el empalme candnico de pre-mRNA en
la regulacién génica. E) La traduccion de circRNAs es impulsada por N6-metiladenosina (m6A).
F) Los circRNA con sitios de entrada ribosomal internos (IRESs) se pueden traducir. G) los
EIciRNAs y ciRNAs promueven la transcripcion. H) Los exo-circRNA son eliminados por el RES
0 excretados a través del higado o los rifiones. 1) Exo-circRNAs regulan la inmunidad del
cancer. J) Exo-circRNAs promueven metastasis de cancer. Adaptacion (Z. Zhang et al., 2018).

Asimismo, se ha descubierto que los circRNA son una nueva forma de IncRNA
que se expresan abundantemente en el citoplasma, lo que supone un nuevo
mecanismo de regulacion en cancer al estar implicados en la regulacion de la
traduccion (M. Wang et al., 2017; S. Yang et al., 2018).

Los circRNA pueden detectarse facilmente debido a su relativa estabilidad,
expresion generalizada y abundante presencia en exosomas de sangre y
saliva, lo que indica que los circRNA podrian ser nuevos e ideales

biomarcadores de diagnostico y prondstico en el cancer.
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2.2.2 Implicacion de los circRNA en cancer

Cada vez hay mas evidencias de que los circRNA estan implicados en la
regulacion de las vias de sefalizacion que influyen en la progresiéon y el
desarrollo del cancer, lo que hace que sean un posible objetivo terapéutico (Yin
et al., 2018) (Figura 12). Los circRNA desregulados actuan como supresores
de tumores u oncogenes al alterar funciones celulares, como la resistencia a la
apoptosis, la regulacién del ciclo celular, el mantenimiento de la sefalizacion

proliferativa y la migracion e invasion celular (Z. Zhang et al., 2018).
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Figura 12. Regulacion de circRNAs en cancer. CircRNA puede actuar como una esponja de
miRNA o combinarse con proteinas para regular indirectamente la expresion génica en el
cancer. Circ-Foxo3, circDOCK y circUBAP2 estan involucrados en la regulacion de la apoptosis
en el cancer. CircMTO1, circ100284, hsa_circ_0013958 y circTCF25 pueden regular el ciclo
celular a través de la regulacion indirecta de las proteinas del ciclo celular en el cancer. CiRS-7,
circlTCH, ciR-MYLK, circ-TTBK2 y circ_0009910 estan involucrados en la proliferacion celular
en parte a través de la via PI3K/AKT, via Wnt/B-catenina, via VEGFA/VEGFR2 y JAK1/STATS3,
respectivamente. CircHIAT1, circLARP4 y circHIPK3 estan involucrados en la invasion o
metastasis a través de la regulacion indirecta de CDC42 y LATS1 en cancer. Los diferentes
colores indican diferentes tipos de moléculas: el naranja representa los circRNA, el rosa
representa el miRNA, en azul el gen de codificacion y el gris representa la via de sefializacion.
Adaptacion (Z. Zhang et al., 2018).
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2.2.3 Importancia clinica de los circRNA en cancer

Los circRNA se pueden detectar no solo en los tejidos tumorales, sino también
en fluidos corporales como sangre, saliva y orina (Bahn et al.,, 2015). El
enriquecimiento y la expresion anormal de los circRNA en fluidos corporales de
pacientes con cancer los convierten en candidatos ideales como
biomarcadores a partir de biopsia liquida. Un estudio realizado por Yin et al.
comparo los niveles de circRNA de plasma entre pacientes con cancer de
mama y donadores sanos, encontrando que los circ_0001785 estan regulados

positivamente en el cancer de mama (Yin et al., 2018).

Los circRNA también podrian ser usados como marcadores de prondstico. Por
ejemplo, un estudio sugiere que el RNA circular de la proteina quinasa C de
tipo iota (circPRKCI) esta desregulado en los tejidos de adenocarcinoma de
pulmén, observandose que los pacientes con mayor expresion de circPRKCI
tuvieron una peor supervivencia global, lo que sugiere que la presencia de
circPRKCI podria ser un factor de mal prondstico en pacientes con esta
patologia (Qiu et al., 2018).

La alta abundancia, la estabilidad, asi como las firmas de expresion unicas y
sus efectos en las vias de regulacion asociadas con diversas enfermedades,
resaltan el potencial de los circRNA como marcadores diagnosticos y
pronosticos. Ademas, ciertos circRNA se han caracterizado como moléculas
funcionales que contribuyen a la progresién del cancer, convirtiéndolos en

dianas terapéuticas prometedoras en cancer de préstata (J. Li et al., 2020).
3 El Receptor de Andrégenos (AR)

El gen AR, también conocido como NR3C4, forma parte de una familia de
receptores nucleares (NR) que actuan como factores de transcripcion
especificos; estos receptores se acoplan a elementos regulatorios en las
regiones promotoras en respuesta a su unidn a ligandos hidrofébicos y
desempefian un papel fundamental en la regulacion de la expresion génica
(Owen & Zelent, 2000; Pardee, 2004).
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AR es un receptor nuclear de tipo | (receptores clasicos o esteroides), que
incluye a los receptores de progesterona (PR), andrégenos (AR), el receptor de
estrogenos alfa (ERa) y beta (ERP), mineralocorticoides (MR) y el de
glucocorticoides (GR). En humanos se han identificado 48 genes que codifican
receptores nucleares, que estan involucrados en casi todos los procesos
fisiologicos y tienen un papel importante en la regulacion del metabolismo, la
diferenciacion, el crecimiento y la homeostasis celular, asi como la inflamacién
(Carlberg & Molnar, 2016).

El efecto de los glucocorticoides en el CaP es controvertido (Duma et al.,
2006). Los glucocorticoides regulan diferentes efectos fisiologicos en
practicamente cada organo del cuerpo y su efecto es mediado por el receptor
de glucocorticoides. Existen dos isoformas del GR: GRa y GRB, ambas
producto del gen NR3C1, que consta de 9 exones. La expresion de ambas
isoformas depende del splicing alternativo del exon 9 (N. Z. Lu & Cidlowski,
2005). Se ha visto que las terapias con glucocorticoides podrian promover el
crecimiento tumoral debido a la similitud estructural con AR y GR, sus ligandos
y la similitud de secuencia de sus elementos de respuesta. Ademas, dada la
similitud en las secuencias, el GR puede sustituir a AR y activar sus genes
diana, entre ellos el PSA, dependiendo del contexto celular y la expresion de

cofactores, favoreciendo el crecimiento tumoral (Sahu et al., 2013).

El gen AR (NR3C4) se localiza en el cromosoma X, en la region q11-12. Su
secuencia comprende 2757 nucledtidos y 8 exones, codificando una proteina
de 110 kDa formada por 919 aminoacidos. Se expresa principalmente en los
organos reproductivos (prostata, ovario, endometrio), tejido adiposo, musculo
esquelético, el higado y el sistema nervioso central, pero no en la médula 6sea
(Rahman et al., 2004). EI AR media las acciones fisiolégicas de los
andrégenos, los cuales estan involucrados en la diferenciacion sexual
masculina, en el desarrollo y el mantenimiento de los tejidos reproductivos
(Dalton & Gao, 2010).
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3.1 Estructura del AR

El AR esta formado por dominios funcionales que permiten la dimerizacion del
receptor, su union al DNA y el complejo via cofactores con la maquinaria basal
de transcripcion. Consta de cuatro dominios funcionales (Figura 13): el dominio
de transactivacion N-terminal (NTD); el dominio de union al DNA (DBD); la
region de la bisagra; y por ultimo el dominio de union a ligando (LBD)
(Claessens et al., 2008).

El dominio NTD codificado por el exdn 1, generalmente se considera
constitutivamente activo, alberga la funcion de activacion transcripcional 1 (AF-
1) y es critico para el complejo de transcripcion celular. Dentro de AF-1 hay dos
unidades de transactivacion (TAU): TAU-1 (aminoacidos 142-485) y TAU-5
(aminoacidos 351-528). Entre los dos, TAU-5 es responsable de la mayoria de
la actividad transcripcional constitutiva, y se ha asociado con la activacion del
AR aberrante en células CRPC.

El DBD esta codificado por los exones 2 y 3, consta de dos dominios de dedos
de zinc que coordinan la union de la proteina AR a secuencias de DNA

especificas y facilitan la homodimerizacion del receptor.

La region bisagra, codificada por el exon 4, separa el DBD del LBD y contiene
la senal de translocacion nuclear, que es necesaria para la importacion nuclear
del AR. El dominio LBD codificado por los exones 5-8, contiene el AF-2 y
facilita la union de los ligandos de andrégenos, que actuan como el mecanismo

de control primario del eje de sefalizacion del AR (Lonergan & Tindall, 2011).
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Figura 13. Estructura del receptor de andrégenos. El AR esta ubicado en el cromosoma X
(Xg11-12) y esta compuesto por ocho exones. El gen AR contiene el exdn 1 que codifica
para el NTD que contiene la funcion de activacion de AF-1, los exones 2 y 3 corresponden al
DBD. El exdn 4 codifica la region bisagra, la cual representa una sefal de localizacion
nuclear y junto con los exones 5-8 componen al LBD en donde se encuentra la funcién de
activacién de AF-2. Dos unidades de transactivacion principales estan presentes en el AF-1:
TAU-1 y TAU-5. Adaptacién (Crona & Whang, 2017).

3.2 Mecanismos de accion del AR
a) Via gendmica

En ausencia de testosterona, el AR se encuentra principalmente en el
citoplasma, formando un complejo con diversas proteinas, entre las cuales
estan las proteinas de choque térmico (HSPs) hsp90, hsp70 y hsp56, y con los
microtubulos del citoesqueleto (Smith & Toft, 2008). Las HSPs mantienen al
receptor en una conformacion optima para su union a ligando, por lo que son
esenciales para una activacion eficiente del receptor. La entrada de
testosterona en la célula y su unién al receptor induce un cambio
conformacional que rompe la union con las HSPs. Esta disociacion permite que
queden expuestos los motivos de dimerizacion y se genere la sefial de
localizacion nuclear, permitiendo que el receptor sea translocado al nucleo
(Gobinet et al., 2002).

En el nucleo, el receptor forma un homodimero que interactua con secuencias
cortas de DNA llamadas elementos de respuesta a andrégenos (ARE) que
estan localizadas en las regiones promotoras de sus genes diana, compuestas

por secuencias palindromas.
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Algunos de los genes diana mas conocidos son PSA, la proteasa
transmembrana serina de tipo 2 (TMPRSS?2), calicreina 2 (KLK2) y hexocinasa
2 (HK2). La uniébn a los ARE facilita el reclutamiento de histonas
acetiltransferasas, demetilasas, quinasas y otros correguladores, asi como la
activacién de la maquinaria de transcripcion. La liberacion del ligando permite
que se vuelvan a exponer los sitios de exportacion nuclear y que el receptor
sea reciclado al citoplasma para unirse al citoesqueleto y prepararse para la

union con el siguiente ligando.

Las acciones gendmicas del AR estan ampliamente reguladas por su unién a
los correguladores, las cuales pueden interactuar con el AR via NTD y/o el
dominio LBD. El reclutamiento de cofactores especificos esta modulado por los
cambios conformacionales del AR inducidos por su union al ligando, asi como
por modificaciones post-traduccionales de los dominios del receptor (Dalton &
Gao, 2010).

b) Via no genémica o independiente de ligando

Diversas moléculas, como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor
de crecimiento insulinico (IGF) o citosinas como la interleucina 6 (IL-6), pueden
activar a los receptores nucleares aun en ausencia de sus ligandos, pudiendo

modificar su actividad (Simoncini & Genazzani, 2003).

Las vias no gendmicas de sefalizacion de testosterona son un grupo de vias
que actuan de manera independiente de la transcripcion génica o dependiente
de ella mediante factores de transcripcion distintos al AR o, en el caso de ser a
través del AR, por transactivacion del receptor y no por union directa con el

ligando (Figura 14).

Los mecanismos descritos para esta regulacion positiva involucran el
reclutamiento de coactivadores que funcionan como remodeladores de la
cromatina e incrementan el posicionamiento de la maquinaria de transcripcion
basal, modulando asi la transcripcion de los genes diana aun en ausencia de
hormonas. Asimismo, la fosforilacion puede sensibilizar al AR a niveles bajos

de andrégenos o a esteroides alternativos (Rochette-Egly, 2003).
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Las células del cancer de prostata muestran repuesta no gendmica medida por
el AR citoplasmatico que facilita la activacion de las cascadas de kinasas
incluyendo Ras-Raf, PISK/AKT y PKC, que convergen en las vias de las MAPK.
Asi, la activacion de ERK piede fosforilar AR y sus coactivadores; ademas, la
sefal se puede activar independientemente de ERK por activacién de mTOR.
Estas observaciones son importantes porque indican que las estrategias
dirigidas a evitar la via genomica de activacion de AR pueden no ser
suficientes en el CaP (Liao et al., 2013).
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Figura 14. Integracion de la sefializacion no gendmica y la sefalizacion genémica del receptor
de androgenos. En presencia de niveles bajos de andrégenos, las interacciones del AR con la
quinasa Src y la subunidad reguladora p85a de PI3K activan a MAPK y las rutas Akt para
mejorar la proliferacién celular y la supervivencia de una manera independiente de ligando. En
presencia de altos niveles de andrégenos, el AR se activa en una via candnica para regular la
expresion de genes diana. La activacion de MAPK y Akt por sefalizacién no genémica también
mejora las sefiales gendmicas de AR al fosforilar los coactivadores transcripcionales en el
nucleo. Adaptacion (Leung & Sadar, 2017).
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3.3 Importancia del AR en cancer de préstata

El AR se expresa en la mayoria de los tumores de préstata y el crecimiento de
estos tumores es, al menos inicialmente, dependiente de andrégenos (Rawla,
2019). El desarrollo de la prostata se inicia en el compartimiento estromal, que
expresa el AR y produce factores paracrinos que regulan el crecimiento y
diferenciacion del epitelio prostatico. En el CaP, el epitelio crece en respuesta a
androgenos, lo que sugiere que el desarrollo del cancer es resultado de un
mecanismo autocrino. La terapia de privacion de androgenos (ADT) continua
siendo el tratamiento de eleccion, con un 80-90% de remision clinica (Vander
Griend et al., 2010).

La ADT es un término empleado para referirse a la castracién quirurgica, la
castracion farmacoldgica a través de analogos de la hormona liberadora de LH
(LHRH) que suprimen la secrecion testicular de andrégenos, en combinacion
con antiandrégenos (bicalutamida) que se unen al AR e inhiben su actividad
transcripcional (Vis & Schroder, 2009). Estos tipos de terapia son los
tratamientos sistémicos estandar para el CaP localmente avanzado, en recaida
o metastasico (Dehm & Tindall, 2011).

Inicialmente, estas terapias pueden inhibir eficazmente la actividad
transcripcional del AR en las células de CaP, lo que conduce a una expresidon
reducida de genes diana de AR como el PSA y la regresion tumoral. Sin
embargo, eventualmente se producen cambios en la biologia de los tumores
durante la ADT que permiten la reanudacion del crecimiento tumoral y la
diseminaciéon metastasica. Esta etapa de la enfermedad es denominada CRPC
y, es una causa importante de morbilidad y mortalidad por CaP (Dehm &
Tindall, 2011).

Los estudios sobre los mecanismos de progresion del CaP durante la ADT han
demostrado que, en casi todos los casos, la reanudacién de la actividad
transcripcional del AR es un evento critico (Knudsen & Scher 2009); por lo

tanto, como parece ser el caso con otras terapias dirigidas contra el cancer, la
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resistencia del CaP a ADT generalmente ocurre a través de cambios en la

diana del farmaco.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar como el AR puede
estimular la proliferaciéon celular en un medio deplecionado a andrégenos,
como la amplificacion o mutacidn del AR, alteraciones en los niveles de
cofactores o activacion de otras rutas de sefalizacion que no utilizan

andrdégenos para la activacion del receptor (Agoulnik & Weigel, 2006).

3.4 Mecanismos moleculares implicados en la activaciéon del AR

Los mecanismos de resistencia a farmacos en el CaP se deben principalmente
a que la senalizaciéon del AR se mantiene activa aun en niveles bajos de
androgenos circulantes. Los mecanismos moleculares implicados en la
reactivacion del AR son complejos y heterogéneos, algunos de ellos son: la
amplificacion y sobreexpresiéon de AR, mutaciones puntuales, variantes de
procesamiento de AR constitutivamente activas y la biosintesis de androgenos

intratumoral alterada (Jentzmik et al., 2016).

Amplificacion y sobreexpresiéon del AR

La amplificacion del numero de copias del AR permite explicar la progresion del
fenotipo CRPC en un 20-30% de los pacientes y, probablemente, es importante
para el desarrollo de la resistencia al tratamiento. La sobreexpresion del
receptor se presenta también en tumores sin amplificacién génica, debido a un
aumento en la tasa de la transcripcion del gen del AR y a un incremento en la
estabilidad de la proteina como consecuencia de modificaciones post-
traduccionales (Datta & Tindall, 2013).

Se han identificado proteinas que promueven la estabilizacion del AR, entre
ellas el transductor de sefales y activador de la transcripcion 5 (Stat5), las
quinasas dependientes de ciclinas (cdk) 1y 5, ademas de proteinas de union a
RNA como proteinasa de cisteina 1 (CP1) y proteinasa de cisteina 2 (CP2) que
se unen al MRNA del AR y afectan su estabilidad (Thomas et al., 2011).
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Mutaciones puntuales del AR

En CRPC, las mutaciones del AR se encuentran en un 5-30% de los tumores,
(Coutinho et al.,, 2016). La mayoria de las mutaciones somaticas puntuales
clinicamente relevantes se encuentran en el dominio LBD. Una de las
mutaciones puntuales mas frecuentes del gen AR es T878A (previamente
denominada T877A), que es una mutacion de ganancia de funcion y puede
activarse tanto por las hormonas esteroideas como por antiandrogenos de
primera generacion como la bicalutamida o flutamida. Esta mutacion amplia la
especificidad de unién al ligando del AR para que pueda ser activada por
progesterona, glucocorticoides y estrégeno (Boudadi & Antonarakis, 2016); por
lo tanto, la mutacion crea clones malignos que pueden superar la inhibicion de

la abiraterona.

Los estudios sobre las mutaciones en el AR sugieren que estas proveen una
ventaja de supervivencia a las células de cancer de prostata y promueven la

resistencia a anti-androgenos (Crona & Whang, 2017).

Los estudios sobre los posibles mecanismos de produccion de androgenos
intratumorales y las diversas formas de activacion del AR han llevado al
desarrollo de farmacos (abiraterona-MDV3100) como nuevas terapias en
hombres con CRPC (Attard et al., 2009; Tran et al., 2009). El estudio de
posibles mecanismos responsables del cancer de prdstata independiente de

androgenos es esencial para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

3.5 Las variantes del AR

Se han identificado aproximadamente 20 variantes de procesamiento del
mMRNA de AR (AR-V) desde 2008. Estas variantes se han clasificado en funcion
de su actividad transcripcional en tres grupos diferentes: las que son
constitutivamente activas, que incluyen a las variantes 7 (ARv7 o AR3) y 567
(ARv567es o AR-12); los condicionalmente activos, como las variantes ARv1 y
ARV9, y las variantes inactivas como ARv13 y ARv14 (Zhu & Luo, 2020). La
mayoria de estas AR-V tienen un dominio de transactivacién N-terminal intacto
y un dominio de unidn al DNA, seguido de un péptido corto especifico de la

variante que reemplaza al dominio LBD C-terminal (Antonarakis et al., 2014).
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Las variantes de procesamiento del AR en las células tumorales del cancer de
prostata se han asociado con el desarrollo de resistencia a la ADT, siendo
ARv7 y ARv567 los mas estudiados y clinicamente significativos (Ware et al.,
2014).

ARvV7 es una variante con un exén criptico 3 en lugar de los exones 4-8, este
empalme alternativo conduce a una proteina que ha perdido la region bisagra y
el dominio LBD. Por otro lado, ARv567 es una variante que contiene
secuencias de los exones 1-4 y del exon 8; sin embargo, carece de los exones
5,6y 7; la combinacién de exdén 1/2/3/4/8 desplaza el marco de lectura abierto
(ORF) de esta variante a un coddn de parada prematuro justo después de los
primeros 29 nucledtidos en el exdn 8. Estas variantes son independientes de
androgenos y codifican proteinas que pueden unirse al DNA para promover la

trascripcion de genes diana.

El receptor de androgenos de longitud completa (AR-FL) y las principales

estructuras de variantes de empalme se representan en la Figura 15.
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Figura 15. Variantes de empalme clinicamente relevantes. Esta figura representa las
estructuras de genes y proteinas para las variantes de empalme ARv7 y ARv567es.
Abreviaturas: ARv567es, variante de empalme del receptor de andrégenos con los exones 5-7
omitidos; AR-V7, variante de empalme del receptor de andrégenos V7; CE3, exon criptico 3;
NTD, dominio de transactivacién de N-terminal; S, codén de parada prematuro; UTR, regién no
traducida. Adaptacion (Crona & Whang, 2017)

Variante 7 del receptor de andrégenos (ARv7)
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La variante ARv7 se ha asociado con un mayor riesgo de recurrencia de la
enfermedad después de la prostatectomia radical, con un aumento de la
transicion epitelio-mesénquima que contribuye a la diseminacién metastasica y
con mal prondstico en el CaP metastasico. Esta variante se puede expresar en
tejidos de préstata benignos y malignos,y participa en el desarrollo de
resistencia a los tratamientos anti-andrégenos que conducen a un estado de

resistencia a la castracion (Mollica et al., 2019).

Diversos estudios sugieren que la expresion de ARv7 es especifica en CRPC
(Hu et al., 2009), regulada negativamente por la sefalizaciéon mediada por el
AR-FL que coexiste en la misma célula (Bitting et al., 2014; Watson et al.,
2015) y puede conducir a un fenotipo agresivo cuando se suprime la
sefalizacion del AR en la via gendmica (Robinson et al., 2015). Aunque ARv7
y AR-FL comparten sitios de union de cromatina comunes, ARv7 también
muestra sitios de unidon distintos al interactuar con diferentes

correguladores/represores.

Se han encontrado datos insuficientes sobre el MRNA de ARvV7 y la expresion
de su proteina en CaP primario, aunque algunos estudios sugieren que se
expresa. La expresion de la proteina ARv7 aumenta a medida que los
pacientes desarrollan CRPC vy resistencia a enzalutamida o acetato de
abiraterona (Fizazi et al., 2014). La proteina tiene un motivo de secuencia de
localizacion nuclear que se expone a través de cambios conformacionales tras
la unién de androgenos, lo que permite la translocacion nuclear necesaria para
la union del DNA. La expresion nuclear de ARv7 es heterogénea en diferentes
metastasis de CRPC en el mismo paciente y puede asociarse con una firma

genética unica en pacientes con CRPC (Sharp et al., 2019).
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Se ha sugerido que la expresidn de la proteina ARv7 es mas frecuente en las
biopsias de CRPC que lo que se informé previamente en los estudios de mRNA
de ARV7 y de expresion de proteinas en biopsias liquidas (11-46%) (Sharp et
al., 2019). Las biopsias de pacientes resistentes a la castracion que muestran
metastasis en los ganglios linfaticos expresan niveles mas altos de ARv7 que
otras localizaciones, lo que puede explicar la menor incidencia de ARv7

detectada en biopsias liquidas (De Laere et al., 2017).
Variante ARv567 del receptor de andrégenos

ARvV567 es la unica variante que conserva el dominio bisagra completo,
codificado por parte de los exones 3 y 4; este dominio contiene secuencias

importantes para la localizacién y actividad del AR.

ARv567 activa genes que responden a los androgenos (como KLKS3,
TMPRSS2 y NKX3.1) de manera independiente de las hormonas cuando se
expresa ectopicamente en la linea celular LNCaP (C. Lu & Luo, 2013). La
secuencia de ARv567 es idéntica a ARv12 y contiene los exones 1/2/3/4/8/9
(Hu et al., 2009). Esta variante, al igual que ARv7, se puede expresar en tejidos
de prostata benignos y malignos; sin embargo, sus niveles aumentan durante
la ADT creando un estado de resistencia a la castracion (Wadosky &
Koochekpour, 2017).

Mientras que ARvV7 es independiente de los microtubulos y las células que lo
expresan muestran una resistencia relativa a los taxanos, ARv567 presenta
una disminucion de la afinidad por los microtubulos a pesar de la presencia del
dominio bisagra (Thadani-Mulero et al., 2014). Estudios previos en pacientes
con CRPC no han mostrado una asociacién significativa entre la expresion de
ARV7 y la respuesta a la quimioterapia con taxanos, mientras que el impacto de
ARvV567 no ha sido evaluado (Tagawa et al., 2019).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Justificacion

El cancer de prostata representa alrededor del 12% de los casos de cancer de
nuevo diagnostico en Europa. Es uno de los tumores mas prevalentes en
Espafa y uno de los mas frecuentemente diagnosticados en el mundo (Ferlay
et al., 2010) . El carcinoma de prostata es el cancer no cutaneo mas comun que
reduce la calidad de vida y es causante de muertes prematuras entre hombres

a nivel mundial (llic et al., 2013).

Los biomarcadores de origen tumoral, como las células tumorales circulantes,
los acidos nucleicos especificos de tumor, las proteinas, etc., pueden ser
detectados a través de la biopsia liquida, basada en la toma de una muestra de
sangre periférica, que proporciona un medio para el diagnéstico minimamente
invasivo, superando las limitaciones de la adquisicion de la muestra de tejido
tumoral, ya que muchas veces no es posible la obtencién de la muestra o
puede presentar un riesgo demasiado alto para el paciente (Yu et al., 2012).
Estudios recientes sugieren que tanto las plaquetas educadas por el tumor,
como una de los RNAs no codificantes, los circRNA, pueden estar implicados

en la regulacion del CaP.

En los pacientes con CaP, la causa principal a la progresion de la enfermedad
y la resistencia a la castracion es la alteracion genética en el gen AR o en sus
variantes clinicamente significativas como ARv7 y ARv567 que son

constitutivamente activas y se asocian con peor prondstico.

La deteccion precoz, diagnostico clinico y monitorizacion del cancer se
consideran aplicaciones importantes de las biopsias liquidas, ya que pueden
permitir un diagnéstico mas temprano, mejorar la supervivencia global y la

supervivencia libre de enfermedad (Alix-Panabiéres & Pantel, 2014).
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Hipotesis
El uso de biopsia liquida a partir de sangre periférica es una herramienta

potencial no invasiva para detectar biomarcadores que permitan diagnosticar y

monitorizar pacientes con CaP.

Objetivos

Por todo ello en este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1. Estudio del gen AR y sus variantes en sangre periférica de pacientes

con cancer de prostata metastasico “de novo”.

2. Estudio del gen AR y sus variantes en plaquetas circulantes de

pacientes con cancer de prostata metastasico “de novo’.

3. Estudio de circAR en sangre periférica de pacientes con cancer de

prostata metastasico “de novo”.

4. Estudio gendmico mediante aCGH y NGS de cancer de prostata en

tejido tumoral.
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PACIENTES Y METODOS

1. Pacientes

En este estudio se han incluido 42 pacientes diagnosticados de cancer de
préstata metastasico de novo, sin tratamiento en el momento de la toma de
muestra, en el Hospital Clinico Universitario de Salamanca entre los afios 2015
y 2019. Como grupo control para los estudios genéticos se utilizaron muestras
de 16 varones menores de 35 afios sin historial clinico de enfermedades de la
préstata. En todos los casos se obtuvieron muestras de sangre periférica bajo

consentimiento informado.

Los datos clinicos de los pacientes: edad, plaquetas, PSA, indice de gleason y
el tipo de metastasis (M1a, M1b y M1c), se obtuvieron en el Servicio de
Urologia del Hospital Clinico Universitario de Salamanca a partir de una base

de datos anonimizada (Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes incluidos en el
estudio.

Caracteristicas Total
clinicas n= 42
Edad (SD, rango) 75 (10,13; 50-91)
Plaquetas (SD) 274,45 (113,42)
PSA (SD, rango) 351,46 (528,34; 0,003-2215)
indice 7 5(11,90)
de >8 28 (66,67)
Gleason ND 9(21,43)
M1a 2 (4,76)
Tipo M1b 34 (80,95)
de M1c 3(7,14)
Metastasis ND 3(7,14)
Hueso 25 (59,52)
assasaa| ST |3
distancia
ND 10 (23,81)
Status Vivo 20 (47,62)
Exitus 22 (52,38)

SD: Desviacion estandar, ND: No dato.
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El analisis de anomalias mediante microarray gendémico y NGS se realizé en 8
muestras de tejido tumoral en bloques FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded) procedentes de pacientes anonimizados con cancer de prostata
recolectadas entre los afios 2015 y 2019 por el Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Clinico Universitario de Salamanca, las caracteristicas

clinicas de los pacientes se recogen en la siguiente tabla:

Tabla 5. Caracteristicas de los tumores estudiados por microarrays genémicos.

N° de Grupo de PSA Indice Status
. Edad de .
muestra Riesgo ng/ml Paciente
Gleason
40358 Mtx de novo | 84 1374 8 Exitus
40365 Mtx de novo | 63 198,3 10 Vivo
40361 Mtx de novo | 56 3191 10 Vivo
40352 CRPC 53 4,93 8 Vivo
40354 CRPC 76 8,17 8 Vivo
40373 Alto Riesgo 49 26,7 8 Vivo
40369 Bajo Riesgo | 49 5,51 6 Vivo
40367 Bajo Riesgo | 44 9,15 6 Vivo

Mtx: metastasico, CRPC: cancer de prostata resistente a la castracion

Criterios de inclusién
Pacientes diagnosticados con cancer de prostata metastasicos de novo y que

otorguen su consentimiento informado por escrito para participar en el estudio.

Criterios de exclusién

Pacientes diagnosticados con cancer de prostata metastasicos no de novo,
resistentes a la castracion o que sean catalogados dentro de algun grupo de
riesgo (bajo, intermedio, alto) o que no otorguen su consentimiento informado

por escrito para participar en el estudio.

Aspectos éticos
Los datos personales de los pacientes incluidos en el estudio han sido
archivados y custodiados por los investigadores, unicamente se han utilizado

para fines relacionados con este estudio.
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El estudio obtuvo la aprobaciéon del Comité de Etica del Hospital Clinico
Universitario de Salamanca, referencia CEIm: Pl 2021 03 714.

Esquema general de trabajo

Sangre periférica

Y AR
—{ Plaquetas. }— RNA —» RT-gPCR —> ARV7
— ARvV567
D
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Figura 16. Esquema General de Trabajo empleado en este estudio.

2. Métodos
2.1Cultivos celulares
En este trabajo hemos utilizado tres lineas celulares derivadas de cancer de

préstata como control positivo en los estudios genéticos y cuyas caracteristicas
de detallan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas de las lineas celulares de cancer de prostata.

Linea Tipo Genes
celular tumoral Edad sobre expresados
p53+
59 AR+
VCaP Metastasis vertebral - ARvV7+
afios PSA+
PAP+
Carcinoma 50 AR\gg;es +
LNCaP | Metastasis en ganglio linfatico "
A A, anos ER+
supraclavicular izquierdo PSA+
Ad i do IV 62 AR-
PC3 enocarcinoma grado 6 EGF-R+
Metastasis en hueso afios
TGF-a+

Las lineas celulares se cultivaron en un incubador (Cultek S.L.U., Madrid,
Espafa) a 37°C en una atmosfera humeda con un 5% de CO2. Para el cultivo
de VCAP se utilizé el medio DMEM vy para las lineas celulares de LNCaP y PC3
se utilizé el medio RPMI con glucosa (4.5 g/l), L-glutamina y L-piruvato. El
medio de cultivo se suplementd con suero fetal bovino (FBS) al 10% y
antibioticos al 1% (penicilina/estreptomicina) (/nvitrogen, Life Technologies,

California, Estados Unidos).

2.2 Obtencidén de células mononucleadas y plasma

A partir de 10 mL de sangre periférica con EDTA se aislaron las células
mononucleares, plaquetas y plasma de pacientes con CaP metastasico de
novo y donadores sanos. Las muestras fueron procesadas mediante el método
de centrifugacion por gradiente de densidad con Ficoll-Hystopaque
(Lymphoprep), relacion 3:2 (Ficoll/Sangre) a 2,500 rpm durante 20-30 minutos
a temperatura ambiente. Después de centrifugado en el tubo distinguimos tres
fases: la fase superior que contiene el plasma y plaquetas, la interfase que
presenta un aspecto blanquecino que contiene las células nucleadas y la fase

inferior o fase eritrocitaria (Figura 17).
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— Plaquetas + Plasma
— Células mononucleares

— Ficoll

—» Fase eritrocitaria

Figura 17. Representacion del gradiente de densidad en sangre periférica por el método de
ficoll. Adaptacion (Leukocyte Preparation Protocol: R&D Systems, n.d.).

2.3 Aislamiento de plaquetas
El plasma previamente obtenido, se centrifugd 10 min a 1,300 rpm a
temperatura ambiente para eliminar restos celulares y se recogi6 el plasma rico
en plaquetas (PRP) en un tubo nuevo. Se centrifugd nuevamente 20 min a
1,000 rpm para obtener el pellet plaquetario y se prosiguié a la extraccion de
RNA (Dhurat & Sukesh, 2014).

3. Estudios con RNA

3.1 Aislamiento de RNA a partir de células mononucleares

A las células mononucleadas se les afadi6 500 ul de TRizol (Life
Technologies) y se incubaron durante 3 min. Posteriormente, se afadio 200 pl
de cloroformo, se agitdé por inversion y se incubd nuevamente por 5 min a
temperatura ambiente, tras lo cual la muestra se centrifugé a 9,000 rpm por 15
min a 4°C, obteniendo tres fases: la fase inferior que contiene restos de
proteinas y TRizol, la fase intermedia que contiene el DNA, y la fase acuosa u

organica que contiene el RNA.

Se recogi6 la fase acuosa, se transfirid a un tubo eppendorf y se afadié 500 pl
de isopropanol, se mezcld por inversion y se almaceno a -80°C toda la noche

para precipitar el RNA.
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A continuacion, se descongelaron los tubos a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos. Después, se elimind el
sobrenadante por pipeteo y se observé el pellet de RNA. El pellet se lavo con
500 ul de etanol al 70% y se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min, seguido se
eliminé el sobrenadante nuevamente por pipeteo y se dejo secar al aire
aproximadamente de 5 hrs. Se resuspendié el pellet en 40 ul agua libre de
RNAsas.

3.2 Aislamiento de RNA a partir de lineas celulares

El aislamiento de RNA se realizé a partir de una placa de 10mL, se aspiro el
medio y se lavo con PBS. Se afiadi6 1mL de TRizol (Life Technologies), se
resuspendio bien para recoger todas las células y se transfirié a tubos nuevos
manteniéndolos en hielo. El protocolo que siguio fue el previamente descrito en

el apartado anterior.

3.3 Aislamiento de RNA a partir de plaquetas
Para la extraccion de RNA, se resuspendio el pellet de plaquetas en 600 ul de
buffer de lisis RLT de RNeasy mini kit (QIAGEN) y se sigui6 el procedimiento
especificado por el fabricante. Se mezclé vigorosamente con tal de disgregar el
pellet por completo, el lisado se transfirio a la columna RNeasy y se centrifugd

a maxima velocidad por 2 minutos.

Después de centrifugado, se conservo lo eluido y se mezclé con 600 ul de
etanol al 70%, la mezcla se transfiri6 a la misma columna RNeasy y se
centrifugo a 8,000 x g por 1 minuto. Se lavo la columna con 700 ul de buffer
RW1, seguido de dos lavados con 500 ul de buffer RPE a 8,000 x g por 1 min.
Se elimind lo eluido y se centrifugd la columna a maxima velocidad por 2
minutos para eliminar exceso de buffer RPE. Seguido, se transfirid la columna

a un tubo nuevo y se resuspendio en 30 ul de agua libre de RNasas.
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3.4 Cuantificacion del RNA

La concentracion de RNA de las muestras se determind en un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) midiendo la
absorbancia de la muestra. El cociente entre las absorbancias A260/A280
permitid determinar la pureza de las muestras, comprendiendo valores entre
2.0-1.8. Las muestras que se encontraran con valores inferiores a los
sefalados anteriormente se procedi® a una purificacion, para eliminar

contaminacion por etanol.

Todas las muestras de RNA se almacenaron a -80°C para evitar su

degradacion.

3.5 Purificacion de RNA

Para eliminar la contaminacién en las muestras de RNA, se purific6 empleando
el kit RNeasy PowerClean® Pro Cleanup (Qiagen), a partir del RNA extraido se
ajusto hasta un volumen de 100 pl con agua, se anadié 50 ul de solucion CU y
solucién IR respectivamente, se mezclé por vortex y se centrifugd a maxima

velocidad por 2 minutos.

Sin tocar el pellet, se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, se afiadié 200
ul de solucion SB y etanol absoluto, la mezcla se transfirié a la columna MB-

RNA y se centrifug6 a 10,000 x g durante 1 minuto.

Se le realizaron dos lavados a la columna afadiendo 500 pl de solucion RW y
se centrifugé a 10,000 x g durante 1 minuto. Posteriormente, se transfirio la

columna a un tubo nuevo y se anadioé 40 ul de agua libre de RNasas.

3.6 RT-PCR

Para la sintesis de DNA complementario (cDNA) se uso la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR). La RT es una técnica que
permite sintetizar cDNA a partir de un RNA de cadena simple usando para ello
la enzima transcriptasa reversa, el cDNA obtenido es la cadena

complementaria de la cadena molde de RNA.
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Para la cual se utilizé un maximo 2ug de RNA previamente extraido en un
volumen 10 ul. La composicion de la mezcla de reaccion se prepard en hielo
adicionando 2 ul de 10X RT Buffer, 0,8 ul de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 ul de
10X RT Random Primers, 1 ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 1 pl de

RNase Inhibitor y 3,2 ul de H20, obteniendo un volumen final de mezcla de 20

ul.

La reaccion de sintesis se llevo a cabo en un termociclador utilizando el

programa como se muestra en la Tabla 7:

Tabla 7. Condiciones para la RT-PCR.

Condiciones Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min 00

Posteriormente los tubos de reaccion se almacenaron a -20°C hasta su uso o

cuantificacion en el Nanodrop para la amplificacion del DNA mediante qPCR.

3.7 PCR cuantitativa-comparativa a tiempo real (qQPCR)

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y la
deteccidon en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada
uno de los ciclos con una sefal de intensidad de fluorescencia. Para la
amplificacion del DNA se emplea un termociclador acoplado a un sistema
optico, que monitorea la sefial de los fluoréforos usados para detectar el
producto amplificado, asi como un Hardware y un Software para la captura y el

analisis de los datos, respectivamente.

El Ct, del inglés cycle threshold, equivale al numero de ciclos necesarios para
que cada curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia y es un valor

directamente proporcional a la cantidad inicial del DNA molde.
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La gPCR permite, empleando un fluorocromo de union inespecifica a la doble
hebra de DNA (generalmente SYBR Green) identificar fragmentos amplificados
de DNA concretos a partir de la temperatura de fusion (también denominado
valor Tm (melting temperature), especifica para el fragmento amplificado que
se esta buscando. La derivada de la curva revela un pico maximo que

corresponde a esa temperatura de fusidon como se muestra en la Figura 18.

Melt Curve

34000.0

20000.0

24000.0

19000.0

14000.0

Derivative Reporter (-R)

9000.0

4000.0

-1000.0

Tm: 77.36
Temperature (°C)

Figura 18. Grafica de la curva de fusion del producto de amplificacion

Comparando el Ct del fragmento de referencia con el Ct del fragmento
problema en la muestra de los pacientes y en las lineas celulares usadas como
controles, se pueden determinar las amplificaciones en el gen de interés. Para
el ensayo de cuantificacion de la qPCR se utilizé el método de expresion
relativa de ACt, este método es un modelo matematico que calcula los cambios
de expresion génica como un cambio relativo en ésta (numero de veces) entre

un gen de interés vs un gen enddgeno.
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3.8 Estudio de la expresidon de las variantes de AR en células

mononucleares

El analisis de los niveles de expresion de las variantes del AR se llevd a cabo
en un total de 20 pacientes diagnosticados con cancer de prostata metastasico
de novo a partir de RNA de células mononucleares. No se pudo realizar el
estudio en las otras 22 muestras que previamente se habian incluido en el

estudio por falta de material genémico.

El estudio mediante RT-gPCR requiere la amplificacion del fragmento
correspondiente a la secuencia de interés comparado con el fragmento de
referencia que, en nuestro trabajo, corresponde a un fragmento del gen
GAPDH. Ademas, fue necesario utilizar un control (la linea celular VCaP que
expresa AR y sus variantes) que se amplific6 en condiciones iguales que las

muestras de los pacientes.

Tabla 8. Primers utilizados para la amplificacion de las variantes del receptor de andrégenos.

Gen Primer Forward Primer Reverse
GaAPpH | 5 -CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3" | 5-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3’
AR 5-CATCAAGGAACTCGATCGT-3" 5-GAACTGATGCAGCTCTCTC-3"
ARV7 5-CTGTGCGCCAGCAGAAAT-3’ 5-TCAGGGTCTGGTCATTTTGA-3"
ARV567 5-CTTTGCAGCCTTGCTCTCTA-3’ 5-CTTGCCTGATTGCGAGAGAG-3’

Con el fin de obtener la misma cantidad de DNA inicial en todas las muestras,
se cuantifico la concentracion en el Nanodrop y posteriormente, se realizaron
las diluciones pertinentes con la finalidad de dejar todas las muestras de DNA a

una concentracion de 100 ng/pl.

Las PCRs se prepararon en placas Opticas de 96 pocillos (MicroAmp® Fast
Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode 0.1 mL (Life Technologies-
Invitrogen, California, U.S.A.).

Por cada muestra a analizar, se llevaron a cabo dos reacciones diferentes: una
reaccion de amplificacion del fragmento de interés y una reaccion del
fragmento de referencia del gen GAPDH, todas las muestras se realizaron por

triplicado.
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El equipo empleado para llevar a cabo la PCR a tiempo real fue
StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Life Technologies-Invitrogen,
California, U.S.A.). El programa utilizado para analizar los resultados fue el
StepOne software 2.1 (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A.).

La reaccion de amplificacion para todas las muestras se prepard en un
volumen de 11 ul por pocillo con las siguientes condiciones: 5 ul de SYBR®
Green PCR Master Mix, 4 ul de H,O libre de nucleasas, 1 ul de los primers y 1
ul de la dilucion de cDNA a una concentracién de 100 ng/ul. Para asegurar la
ausencia de contaminacion en las muestras, se incluyeron controles negativos

segun el gen de estudio respectivamente.

El programa de amplificacién utilizado para la obtencién de las curvas de fusion

se expone en la Tabla 9.

Tabla 9. Representacion del programa de amplificacion de los genes incluidos en el estudio.

Etapa Temperatura Tiempo
1 95°C 10 min
2 95°C 15 seg
GAPDH 60 °C
AR 56 °C
3 ARv7 56 °C 1 min
ARv567 60 °C
4 72°C 10 min
5 - Repetir las etapas 2, 3 y 4 por 40 ciclos
6 Melt curve

3.9 Estudio de la expresién de AR y sus variantes en plaquetas

circulantes

El analisis de los niveles de expresion de las variantes del AR se llevd a cabo
en un total de 16 donadores sanos y en 42 pacientes diagnosticados con
cancer de prostata metastasico de novo a partir de RNA de plaquetas
circulantes. El estudio mediante RT-qgPCR utilizamos las mismas condiciones
que en el apartado 3.8 previamente descrito. Ademas, utilizamos como control

interno el gen ITGA2B como marcador plaquetario.
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Tabla 10. Primers utilizados para la amplificacion de las variantes del receptor de andrégenos.

Gen Primer Forward Primer Reverse
GAPDH 5"-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3’ 5-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3’
ITGA2B 5- TTCACTGGACTTCCACAAGG-3’ 5’- ACACGTGCCACAAAAGGATG -3’
AR 5-CATCAAGGAACTCGATCGT-3" 5-GAACTGATGCAGCTCTCTC-3’
ARV7 5"-CTGTGCGCCAGCAGAAAT-3’ 5-TCAGGGTCTGGTCATTTTGA-3"
ARV567 5-CTTTGCAGCCTTGCTCTCTA-3’ 5-CTTGCCTGATTGCGAGAGAG-3’

Con el fin de obtener la misma cantidad de DNA inicial en todas las muestras,

se cuantifico la concentracion en el Nanodrop y posteriormente, se realizaron

las diluciones pertinentes con la finalidad de dejar todas las muestras de DNA a

una concentracion de 100 ng/ul. Por cada muestra a analizar, se llevaron a

cabo dos reacciones diferentes: una reaccion de amplificacion del fragmento de

interés y una reaccion del fragmento de referencia del gen GAPDH, todas las

muestras se realizaron por triplicado.
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4. Estudio del circAR en sangre periférica

4.1 Obtencién de RNA circular a partir de plasma y lineas celulares

Para el aislamiento de circAR en pacientes, donadores sanos y lineas celulares
se utilizé el siguiente esquema de trabajo que se divide en tres pasos y se
muestra en la Figura 19.

Pl
Aislamiento de Paso 1
RNA Total
RNA Total %" “%Mgr@ ?
(mRNA, circRNA, g
miRNA, snRNA, tRNA, O
rRNA...) O
Digestién con
l RNasa R ol
circRNA y RNA lineal g
parcialmente deplecionado o-itoo,\ o % =
(mRNA, miRNA, snRNA, O
tRNA, rRNA...)
Aislamiento de
l L Paso 3
_ £
RNA circular o f g

Validacion y analisis
RT-gPCR

Figura 19. Esquema representativo de los pasos a seguir para el aislamiento de RNA circular.
Adaptacion (Pandey et al., 2019).
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411 Extracciéon de RNA Total en plasma

Para la extraccion de RNA de plasma de pacientes y donador sano, se utilizo el
kit miRNeasy Suero/Plasma (Cat #217184, Qiagen, Helden, Germany).
Partiendo de 200 pl de plasma se anadi6 1mL de QIAzol, se mezclé por
inversion y se incubsd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Seguido, se
afiadio 200 ul de cloroformo, se incubé nuevamente y se centrifugd a 12,000 x

g durante 15 minutos.

Se separo la fase acuosa que contiene el RNA en un tubo nuevo y se anadio
800 pl de etanol absoluto. Se mezclo por pipeteo y se transfirié la muestra a la
columna RNeasy MinElute y, se centrifugé a 8,000 x g >1 min a temperatura
ambiente. Se lavd la columna con 700 pl de buffer RWT centrifugando a 8,000
x g >1 min y eliminado lo eluido. Se realiz6 un segundo lavado con 500 ul de
buffer RPE, seguido de un ultimo lavado con 500 ul de etanol fresco al 80% y
se centrifug6 a 8,000 x g por 2 minutos. Para secar la membrana y eliminar el
resto de etanol se centrifugd a maxima velocidad durante 5 minutos. Se
transfirio la columna a un tubo nuevo y se afadio 24 pul de agua libre de

RNasas.

41.2 Extracciéon de RNA total a partir de lineas celulares

A partir de una placa 90-100% confluente, se aspird el medio y se lavd con
PBS. Se afiadi6 700 ul de QlAzol (Life Technologies), se resuspendio bien para
recoger todas las células y se transfirid a tubos nuevos manteniéndolos en
hielo. Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se afiadio 140 ul de
cloroformo, se mezclé por inversion y se centrifugé a 9,000 rpm durante 15
minutos. A continuacion, se transfiri6 la fase acuosa a un tubo nuevo, se
afiadié 500 ul de etanol absoluto y la mezcla se transfirid a la columna mini
RNeasy® vy, se centrifugd a 9,000 rpm por 1 minuto. Se lavé la columna con
700 pl de buffer RWT y se centrifugd 8,000 x g por 1 minuto, después se
hicieron dos lavados con 500 pl de buffer RPE y se centrifugd a 8,000 g x 2
minutos. Se transfirid la columna a un tubo nuevo y se afiadié 30 ul de agua

libre de RNasas.
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4.2 Degradacion de RNA lineal
Después de extraer el RNA total tanto de la linea celular de VCaP como de los
pacientes y donadores sanos, se prepar0 una reaccion de digestion para
eliminar el RNA lineal con un maximo 2 uyg de RNA en un volumen de 12 pl, se
anadio 1 ul de RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific), 2 ul de 10x
RNasa R buffer, 1 ul de RNasa R (Lucigen, Epicentre) y 4 ul H2O. La muestra
se incubd a 37°C durante 30 minutos, transcurrido el tiempo se procedio al

aislamiento de RNA circular.

4.3 Extraccion de RNA circular en plasma
Para la obtencion del RNA circular se partid6 de los 20 pl de la muestra
previamente digerida y se afiadié 300 ul de QIAzol se mezcld por inversion y se
incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Seguidamente, se afiadio 100 pl
de cloroformo, se incub6 nuevamente por 3 minutos y se centrifugo a 12,000 x
g durante 15 minutos. Tras obtener las fases, se separo la fase acuosa que
contiene el RNA en un tubo nuevo y se continu6 con el mismo procedimiento

que para la extraccion de RNA total a partir de plasma.

4.4 Extraccion de RNA circular a partir de lineas celulares
A partir del RNA digerido se afnadié 500 ul de QlAzol se mezclo por inversion y
se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, se anadié 140
ul de cloroformo, se incub6 3 minutos y se centrifugé a 12,000 x g durante 15
minutos. Se separd la fase acuosa en un tubo nuevo y se procedié a la

extraccién de RNA total a partir de lineas celulares.

4.5 Estudio de la expresién del AR circular

El analisis de los niveles de expresion del AR circular se llevé a cabo en las
muestras de 42 pacientes con cancer de prostata metastasico de novo y en 9
muestras de donadores sanos, a partir del RNA circular previamente extraido

en plasma.
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En este caso para la qPCR, el protocolo que utilizamos fue igual al descrito
previamente. Los “primers” que usamos para la amplificacion de AR fueron

disefados en la plataforma de CircInteractome

(https://circinteractome.nia.nih.gov) como “primers” divergentes, para ello
introducimos el gen de interés y seleccionamos el ID del RNA circular para AR
hsa_circ_0090923 en el que el fragmento a amplificar estuviera entre 120 y 200
pb (Figura 20).

| hsa_circ 0090922 || chrX:66788682-66950461 || 161779 [ 8107 || Hihesc |
| hsa_circ 0090923 || chrX:66863097-66863249 || 152 [ 152 | Huvec |
| hsa_circ 0090924 || chrX:66863097-66937464 || 74367 [ 702 || Hihesc |
| hsa_circ 0090925 || chrX:66905851-66905968 || 117 [ 117 | Hihesc |

| hsa_circ_0090923 junction sequence (3' End - 5' End of circRNA) |

GATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAGCTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAG
TTTGGAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCAGAAGACCTGCCTGATCTGTGGA

Divergent primer design tools

| Primer3 " NCBI Primer Design |

Figura 20. Ejemplificacion de la seleccion del RNA circular para AR y el disefio de los primers
divergentes.

Por cada muestra se prepararon tres réplicas para la amplificacion de circAR y
GAPDH, para todas las muestras se prepard un volumen de reaccion de 11 pl

por pocillo. La concentracion de la dilucion de cDNA fue de 100 ng/pl.

Los valores de Ct se normalizaron utilizando GAPDHm como control interno
para estimar la diferencia de expresion de genes. La expresidon relativa de

circAR se calculé usando el método ACt.

Tabla 11. Primers utilizados para la amplificacion de los genes analizados mediante qPCR.

Gen Primer Forward Primer Reverse

GAPDH 5-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3" | 5-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3’

Covergente

AR 5-GGCGATCCTTCACCAATGTC-3’ 5-CCACAGATCAGGCAGGTCTT-3’

Divergente
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El programa de amplificacién utilizado para la obtencién de las curvas de fusion

se expone en la siguiente Tabla:

Tabla 12. Representacion del programa de amplificacion del AR circular.

Etapa Temperatura Tiempo
1 95°C 10 min
2 95°C 15 seg
GAPDHmM .
3 circAR 60°C 1 min
4 72°C 10 min
5 ) Repetir las etapas 2, 3 y 4 por 40
ciclos
6 Melt curve

4.6 Electroforesis en gel de agarosa

Para asegurarnos que el producto de PCR amplificado correspondiera con
nuestro gen de estudio, se analiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa
al 2% en tampon TBE 0.5X (Tris 0.045M, acido bérico 0.045 M, EDTA 1.0 mM
pH 8.0) con Syber Safe. El fragmento de la muestra tenia un tamano

aproximado de 170 pb.

La migracion del DNA en el gel se monitorizd utilizando dos colorantes
incluidos en el tampdén de carga: el azul de bromofenol, que migra
aproximadamente con los fragmentos de 0.5Kb. La electroforesis se llevo a
cabo con un potencial constante de 120 voltios durante 40 minutos. Los

resultados obtenidos fueron capturados en un transiluminador.

4.7 Purificaciéon de DNA por Columna

La purificacion de fragmentos de DNA, procedentes de la amplificacién por
PCR se realiz6 para corroborar nuestro gen de estudio y se realiz6 mediante
PureLink® PCR Purification kit (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A).
Se mezclo el producto de PCR con 30 ul de la solucidn de Binding. Se paso6
esta mezcla por la columna y se centrifugé a 8,000 rpm durante un minuto.
Posteriormente, para limpiar el DNA, se lavo la columna con 200 ul de EtOH al
70%.
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A continuacion, se centrifugdé a 2,500 rpm durante un minuto. Se decanto y se
volvié a centrifugar a maxima velocidad para secar la columna. Finalmente, el

DNA pegado en la membrana se eluyé con 30 ul de ddH20.

4.8 Secuenciacion

Para llevar a cabo la secuenciacién por Sanger, las muestras se prepararon
con 40ng de DNA purificado con 3 pmol de los primers forward y reverse
correspondiente, llevado a un volumen final de 10 pl. La reaccién de

secuenciacion por Sanger se llevo a cabo en el secuenciador automatico.

La lectura y tratamiento de las secuencias automaticas se realiz6 utilizando el
programa Chromas lite 2.01. La determinacion del grado de homologia con las

secuencias de referencia se llevd a cabo con el programa Serial Cloner.

5. Estudio genémico en tejido tumoral

5.1 Extraccion de DNA a partir de tejido tumoral parafinado

A partir del tejido tumoral parafinado, se realizaron 4-6 cortes de 10 ym de los
bloques FFPE y se extrajo el DNA de la muestra utilizando el kit QlAamp DNA
Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). Se elimin6 la parafina afiadiendo a la
muestra 1 mL de xileno, seguido se incubo en el bafio a 37°C durante 15-30
minutos y se agitd vigorosamente cada 5 minutos para disolver la parafina.
Posteriormente, se centrifugé a 13,000 rpom durante 5 minutos y se eliminé el
sobrenadante. Se realizaron tres lavados con etanol absoluto al pellet para

eliminar el xileno.

Una vez que eliminamos la parafina de la muestra, se afiadieron 180 ul de
buffer ATL, 20 ul de proteinasa K y se agito por vortex. La mezcla se incub6 a
55°C durante 8-16 horas. Transcurrido este tiempo, se le afiadié a la muestra
200 pul de buffer AL, se incub6 a 70°C en bario seco por 10 min y se centrifugo.

Seguido, se le afiadio 200 ul de etanol absoluto y se centrifugé nuevamente.
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Se transfirié la mezcla a la columna QIAamp Mini, se centrifugé a 8,000 rpm
durante 1 min y se elimind lo eluido. Después, se realizaron lavados con 500 pl
de buffer AW1 y buffer AW2 respectivamente. Se colocé la columna en un tubo

nuevo y para la elucion final de la muestra, se afiadio 30 ul de buffer AE.

5.2 Cuantificacion de DNA

La concentracion de DNA de los tejidos tumorales parafinados y sangre
periférica se mididé inicialmente con un fluorometro Qubit® 3.0 (Life
Technologies). La concentracién de las muestras procede de la senal que

emite una molécula fluorescente sélo cuando se encuentra unida al DNA.

Para asegurar que la cantidad y calidad de DNA gendémico (gDNA) en nuestras
muestras de FFPE fuera 6ptimo, medimos el DIN que es valor del niumero de
integridad del DNA fuera superior a 5. Para ello utlizamos
el equipo Agilent 4200 Bioanalyzer que analiza fragmentos de DNA y RNA

mediante electroforesis capilar a partir de 2 ul de muestra.

Esta técnica permite la determinacion del tamafio y concentracion de
fragmentos de PCR o librerias genomicas para secuenciacion masiva e
integridad de las muestras de DNA (DIN) y RNA (RIN).

Este sistema incorpora un software de analisis que determina de forma
automatizada el tamafo de los fragmentos y los cuantifica. En las muestras que
obtuviéramos valores de DIN por debajo de 5 o que estuvieran degradadas,

fueron descartados del estudio como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Imagen representativa del DIN en diferentes muestras de DNA. Los valores del DIN
que se encuentren mas cercanos al 10 significa que la muestra es de muy buena calidad y los
valores que se encuentren por debajo de 5 pueden indicar que la muestra esta degradada o es
insuficiente.

5.3 Estudio citogenético en muestras tumorales mediante MIP array con
la plataforma OncoScan™

El estudio mediante microarrays gendmicos con tecnologia MIP (Molecular
Inversion Probe) se realizé en 8 tumores de préstata. Esta técnica permite
identificar diversos tipos de variacion genética, incluidas las inserciones y
deleciones focales, variaciones relevantes en el numero de copias (CNV),
pérdida de heterocigosidad (LOH). Esta tecnologia que utiliza la plataforma
OncoScan™ FFPE Assay permite detectar 220000 SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) ofreciendo una amplia cobertura del numero de copias del

genoma.
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A Anillamiento B Polimerizacion C Ligacion

—
Identificador

Sonda

DNA La sonda se vuelve circular

CGGAGATGGCCCA« CGGAGATGGCCCA CGGAGATGGCCCA
GCCTCT CCGGGT GCCTCTACCGGGT*— GCCTCTACCGGGT
Espacio \/

Un nucleétido rellena

el espacio del SNP lleno

D  Adicion de exonucleasa E Rupturadelasonda [ Amplificacion (G Hibridacion

gy 1 i
- ¥ - . _’-

Figura 22. Ensayo MIP. A) Los extremos de la sonda se alinean al blanco. Un nucleétido se
integra a la sonda en el SNP de interés. B) La brecha se llena agregando DNA polimerasa y
dNTPs. C) La sonda se somete a ligacion, se vuelve circular y se rellena el hueco del SNP. D)
La exonucleasa elimina las sondas sin reaccion y cualquier DNA restante. E) La sonda se
rompe y el blanco se convierte en parte del segmento interno de la sonda. F) Los primers
universales amplifican la secuencia. G) Hibridacién en array a través de un oligo biotinilado
(Rowe et al., 2013).

El DNA gendmico se anilld6 con mas de “330,000 sondas” en hielo a 20°C
durante 4 min, posteriormente a 95°C por 5 min y luego a 58°C durante 16-18
horas. Después, cada muestra se divididé en dos para llenar el hueco del SNP
mediante la adicion de dATP (A) y dTTP (T) (A/T) en una reaccion y dGTP (G)
y dCTP (C) (G/C) en la otra. A continuacion, se procedié a la digestion
mediante la adicion de exonucleasas, dejando solo aquellas sondas que han
llenado el hueco en la region hibridada, conduciendo a la circularizacién de la
sonda de interés. Las sondas seleccionadas son linealizadas mediante el uso
de enzimas de restriccion y amplificadas por PCR. Una vez linealizada, los
sitios de cebado estan presentes en el extremo 5y 3" de la sonda, lo que
permite realizar una segunda amplificacion PCR. La sonda amplificada esta

lista para la hibridacion sobre un array.
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Las muestras se mezclaron con el buffer de hibridacion y se colocaron en los
arrays donde hibridaron durante 16-18h. Al final de la hibridacion, los arrays se
tineron y lavaron en la GeneChip® Fluidics Station y fueron cargados en el
GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) donde se escaneo la fluorescencia

del array y se generaron las imagenes.

Analisis

Los datos de intensidad de fluorescencia (CEL) se obtuvieron por medio de la
consola de Affymetrix® GeneChip® Command Console® (AGCC) Software V.
4.0. (Affymetrix). Estos ficheros CEL procesados por la consola OncoScan®
Console software generan unos datos OSCHIP los cuales seran cargados en el
programa Chromosome Analysis Suite (ChAS) 4.0 (ThermoFisher), que
proporciona el numero de copias de cada sonda a partir de los datos

proporcionados por el scanner de Affymetrix.

89



PACIENTES Y METODOS

5.4 Analisis de genes implicados en la via de andrégenos por NGS

5.41 Diseno del panel

Para la determinacién de mutaciones puntuales de los genes implicados en la
via androgénica se disefié un panel custom de enriquecimiento de captura por
la compania CELEMICS (Seoul, Korea), en el cual se incluyeron los siguientes
genes diana: SRD5A1, SRD5A2, NR3C1y AR.

El enriquecimiento basado en la captura hibrida emplea sondas para capturar
secuencias farget en una biblioteca NGS. La secuencia de captura hibrida es
sensible y adecuada para detectar variantes de un solo nucleétido,
translocaciones, variantes estructurales, inserciones y deleciones, y variaciones

en el numero de copias.

En este método, el DNA gendmico se corta primero en fragmentos de tamario
especifico ya sea con fragmentacidn mecanica o enzimatica. Los adaptadores
que llevan secuencias especificas de la muestra se agregan mediante una

reaccion de ligadura.

Un conjunto de sondas de oligonucledtidos biotiniladas (dirigidas a genes,
exones y regiones gendmicas de interés) se agregan al DNA ligado para unirse
al adaptador en solucion, para llevar a cabo la reaccidén de hibridacién con las

regiones de interés especificas.
Las sondas hibridadas son capturadas y purificadas por perlas magnéticas de

streptavidina, posteriormente amplificadas y secuenciadas. El equipo utilizado

para detectar los genes implicados en la via androgérica fue el MiSeq.
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Preparacion de la libreria de captura

El siguiente esquema de trabajo se siguid para la amplificacion de todos los

genes implicados en la via de andrégenos.

Muestra de
DNA

\ Buffer de Celemics
Muestra de DNA hibridacion Sondas de captura

(Fragmentacién del DNA)
\NAY A

= I+ 0w
L | J

Hibridacion
Perlas magnéticas

X recubiertas de
YOO IOOTK £ streptavidina
DO YO
X AOOK

L J
!
00ROl QA *‘”0
X
X po w204 i Perlas de
captura
20000k
Lavado
de perlas
Amplificacién
de la libreria
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20X Pooling de .
las muestras Secuenciacion

Figura 23. Amplificacion de librerias de enriquecimiento por captura.
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5.5 Preparacioén de la muestra

Fragmentacion del DNA

Después de confirmar la calidad de DNA extraido en bloques de parafina en el
TapeStation, se corté el gDNA en fragmentos de 100-500 pb para ello se utilizd
una fragmentasa a 37°C durante 20 minutos. Se purifico la muestra con las
perlas magnéticas (CeleMag) y se realizaron dos lavados con EtOH al 80%
fresco. La purificacion de las muestras se realiz6 como indica el fabricante y se
midié en el TapeStation para asegurar que el tamafio del DNA fragmentado
fuera entre 200-250 pb (Figura 24).
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Figura 24. El diagrama de electroforesis muestra el tamafio del pico entre 200 y 250 pb.

Reparacion de los extremos y a-tailing

El DNA fragmentado no produce fragmentos homogéneos de blunt-end o
“‘extremo romo”, estos extremos son generados cuando la enzima corta las dos
hebras de DNA por el mismo lugar, generando dos extremos doble cadena. Se
necesita una reparacion final en los extremos para garantizar que no
sobresalga una sola cadena. El a-tailing es un método enzimatico para agregar
un nucledtido al extremo 3° de una molécula de DNA de doble cadena blunt-
end. Este proceso se lleva a cabo por la accién de una polimerasa de alta
fidelidad que da como resultado la eliminacion de cualquier nucleétido no

agregado.
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Para ello se preparé la mezcla en hielo con 35 pl de la muestra, se agregaron 5
pl de 10x ERA buffer y 10 pl de la enzima 5x ER/A-Tailing, siguiendo las

especificaciones del fabricante (Tabla 13).

Tabla 13. Programa del termociclador.

Etapa Temperatura Tiempo
1 4°C 1 min.
2 20°C 30 min.
3 65°C 30 min.
4 4°C o

Ligacion de los adaptadores y tratamiento con la enzima USER

La estructura en forma de bucle de los adaptadores aumenta la eficacia de la
ligadura y minimiza la formacion de dimeros. Para ello una DNA polimerasa
extiende el oligo upstream a través de la regién del DNA diana para que una

DNA ligasa lo ligue al extremo 5° del oligo downstream.

En el DNA, las lesiones de uracilo se eliminan mediante la enzima USER que
es una mezcla de uracilo-DNA glicosilasa (UDG/UNG). Los estudios sobre el
tratamiento con UDG han mostrado reducciones significativas en la frecuencia

de mutaciones artificiales C: G> T: A.

El proceso se realizé siguiendo especificaciones del fabricante afadiendo 10 pl
de los adaptadores directamente en la mezcla y se prepar6é una reaccion de
ligacion con WGS ligasa, 5x Rapid Ligase Buffer y H20. La reaccion se incubo
a 20°C durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se afadieron 3 ul de la
enzima USER a cada muestra y se incubd nuevamente a 37°C durante 15

minutos. Posteriormente, la muestra se purific con las perlas magnéticas.
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5.6 Amplificacion de la libreria ligada por adaptadores (Dual Index)

La indexacidn dual se habilita agregando un index unico a ambos extremos de
la muestra para ser secuenciada e identificada en el analisis, se utilizan dos

indices de 8 bases dentro de cada primer, el index 1 (i7) y el index 2 (i5).

Durante esta etapa se amplificaron los productos resultantes de la ligacién y
tratamiento con la enzima USER para ello se realiz6 una mezcla afadiendo 5
ul de cada index por muestra, 25 ul de la polimerasa CLM y 15 pul de la libreria,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Seguido, se llevo a cabo la reaccion

de PCR siguiendo las etapas que se indican en la Tabla 14.

Tabla 14. Programa de PCR para el dual index.

Etapa Temperatura Tiempo
1 98°C 45 seq.
2 98°C 15 seq.
3 65°C 30 seg.
4 72°C 1 min.
5 - Repetir las etapas 2, 3 y 4 por 8 ciclos
6 72°C 10 min.
7 4°C 0

Después de obtener el producto de PCR de la libreria, se purificd con las perlas
magneéticas Cele-Mag, seguido se midié la calidad y cantidad de DNA con el
TapeStation para asegurarnos de que el tamario de la libreria fuera 120-150 pb

mas largo que el del DNA fragmentado inicialmente.

5.7 Hibridacion

En la hibridacion por captura, primero se prepara una libreria genémica a partir
de una muestra de DNA que se hibridara con las moléculas de los indexs
agregados. Esta se puede utilizar para enriquecer fragmentos que varian en
longitud desde unos cientos de bases hasta muchas mega bases (Mb) de

tamano.
Después de medir la cantidad de DNA con el TapeStation, utilizamos un

vacuum para concentrar cada muestra en un volumen de 3.4 ul a una

concentracion de 750 ng.

94



PACIENTES Y METODOS

En primer lugar, la mezcla se prepardé en una placa de 96 pocillos, en la
primera columna se afadio los 3.4 ul de muestra y el block mix, siguiendo
especificaciones del fabricante, se incubé a 95°C durante 5 minutos y se

mantuvo la muestra a 65°C.

Pasado el tiempo de incubacioén, en la columna 2 se afiadieron 25 pl del buffer
de hibridacion y se incub6é nuevamente a 65°C durante 5 minutos. Para la
preparacion de la libreria de captura, se prepardé una mezcla en un volumen de
7 ul con las Target Capture Probe #1-2 y se afadieron a la tercera columna,

seguido se incubaron a 65°C durante 2 minutos.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se transfirieron 16 ul del buffer de
hibridacién de la columna 2 a la columna 3. Seguido, se transfiri6 9 ul del
volumen total de la libreria de la columna 1 a la columna 3, siguiendo
indicaciones del fabricante se incub6 a 65°C por 16 horas como se muestra en
la Figura 25.
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Figura 25. Representacion del proceso de hibridacion en placa.
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Para garantizar que la hibridacion resultante fuera la adecuada, se utiliz6 un
recubrimiento de perlas de streptavidina como indica el fabricante. De esta
manera, el DNA se encontrara retenido dentro de estas perlas durante la

amplificacion posterior a la captura.

5.8 Amplificacion de la libreria de captura

Las librerias de gDNA son amplificadas por PCR a partir del uso de 2.5 ul de
un par de primers post captura, 25 ul de CLM polimerasa y 15 ul de la muestra.

Posteriormente se llevo a cabo la PCR en un termociclador siguiendo las

etapas que se indican en la Tabla 15.

Tabla 15. Programa de PCR para la amplificacion de la libreria.

Etapa Temperatura Tiempo
1 98°C 45 seq.
2 98°C 15 seq.
3 60°C 30 seg.
4 72°C 1 min.
5 Repetir las etapas 2, 3y 4 por
) 14 ciclos
6 72°C 10 min.
7 4°C o0

5.9 Purificacion de la libreria

En esta etapa de nuevo se purificaron los productos de las PCRs siguiendo las
indicaciones del fabricante. Posteriormente se cuantific6 con el TapeStation

que la libreria estuviera en la region de 300 pb.

5.10 Secuenciacioén en el equipo MiSeq (lllumina)

Una vez cuantificadas y normalizadas todas las muestras, se procedi6 a la
secuenciacion de estas en un equipo MiSeq (lllumina) siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para la secuenciacion de estas muestras se

utilizé un cartucho V3.
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Analisis de las variantes

Los resultados obtenidos en la secuenciacion fueron analizados utilizando los

siguientes programas de analisis:

Variant Studio Software lllumina™ 3.0 (lllumina, San Diego, CA). Es una
poderosa herramienta de analisis y generacion de datos, permite identificar,
filtrar y clasificar las variantes mas relevantes para la enfermedad y generar un

informe.
Bases de datos

En este trabajo hemos utilizado diversas bases de datos que se explican a

continuacion:

PUDMED. Es un archivo gratuito de revistas biomédicas de libre acceso,
creada por la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos.

UCSC. Es un navegador que ofrece acceso a los datos de la secuencia del
genoma de una variedad de especies, proporcionados por la universidad de

California Santa Cruz.

ClinvVar-NCBIl. Es un archivo publico y de acceso gratuito de variantes
genéticas humanas, aportando informacién sobre el significado clinico de una
variante o un conjunto de variantes. Ademas, contiene evidencia bibliografica

sobre las variantes estudiadas por diversos grupos de investigacion.

gnomAD. Es una base de datos de agregacion del genoma, es una plataforma
de acceso gratuito, con el objetivo de agregar y armonizar los datos de
secuenciacion del genoma y del exoma de una amplia variedad de estudios de

secuenciacion a gran escala.

Varsome. Es una herramienta de busqueda, que permite la identificacién de

variantes gendmicas, ya que recopila datos de multiples bases de datos.

97



PACIENTES Y METODOS

6. Estudios con Proteinas

6.1 Extraccion de proteinas a partir de lineas celulares

La extraccidn de proteinas a partir de lineas celulares de cancer de préstata, se
llevé a cabo a partir de las células de una placa confluente 90-100%, se
lavaron con PBS y se utilizo el “scraper” para levantar las células de la placa. A
continuacion, se afiadio 1mL de buffer de lisis (NaCl 140nM, EDTA 10mM, 10%
glicerina, 1% Nonidet P-40, Tris 20mM pH 8.0) con inhibidores de proteasas y
se transfirio a un tubo nuevo en hielo. La muestra se incubd durante 30
minutos, se mezcld por vortex cada 10 minutos y se centrifugd a 14,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C, se recogié el sobrenadante a un nuevo tubo

eppendorf.

Tras obtener todos los extractos se procedid a realizar la mediciéon de la
concentracion proteica por Bradford. Los extractos fueron almacenados a -80°C

para su posterior uso.

6.2 Extraccioén de proteinas en plasma

La albumina puede constituir del 50-70% de las proteinas séricas totales y la
inmunoglobulina G (IgG) del 10- 25%. El kit de eliminacion de Albumina/lgG
ProteoExtract® proporciona un meétodo rapido, reproducible y altamente
especifico para eliminar simultaneamente la albumina sérica y la IgG de
muestras de fluidos corporales como plasma, suero o liquido cefalorraquideo.
La complejidad de la muestra se reduce significativamente eliminando la
albumina y la IgG, lo que permite la deteccion de proteinas de baja

abundancia.

Se partié de 30 ul de plasma y se siguid el procedimiento especificado por el
fabricante. Se afiadieron 850 ul de binding buffer ProteoExtract® a la columna
y se dejo pasar por flujo de gravedad y se elimind lo eluido. En un tubo nuevo,
se diluyo la muestra con 270 ul de binding buffer, se transfirié a la columna y se
recolectd lo eluido en un tubo nuevo. Utilizando el mismo tubo de recoleccidn,
se lavé dos veces la columna con 600 pl de binding buffer por flujo de gravedad

y se recogieron las fracciones eluidas que contienen la muestra deplecionada.
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6.3 Electroforesis capilar con imnunoensayo

La electroforesis capilar con inmunoensayo o el analisis de SimpleWestern se
realizaron con la maquina WES™ (ProteinSimple Santa Clara, CA) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Esta técnica, permite que las proteinas se
separen por tamafno, se inmovilicen y se incuben con anticuerpos especificos.
La intensidad de la sefial se detecta mediante un sistema de
quimioluminiscencia conjugada con peroxidasa y los datos se muestran como

un electroferograma.

El ensayo de proteinas totales (ProteinSimple) se utilizé para la deteccion de
proteinas en las muestras de plasma, previamente deplecionadas y en las

lineas celulares usadas como controles para AR y ARv7.

Se prepararon los reactivos liofilizados contenidos en el standard pack: DTT,
5X Master Mix y el marcador, y se siguid el procedimiento especificado por el
fabricante. Los reactivos y las muestras se preservaron en hielo para evitar su
degradacion. Se agregaron 40 ul de agua desionizada al tubo con DTT para
obtener una solucion 400 mM, para preparar el 5X Master Mix se anadi6 al
tubo 20 ul de sample buffer 10X y 20 pL de la solucion preparada de DTT. Para
el marcador se afadi6é 16 ul de agua desionizada, 2 ul de sample buffer 10X y
2 ul de la solucion preparada de DTT. El sustrato se prepard en un tubo nuevo

afiadiendo 200 ul Luminol-S y 200 pl de peroxidasa.

La muestra se preparo en un tubo nuevo afadiendo 12 ul proteina y 3 ul de 5X
Master Mix. Después, se desnaturalizé la muestra junto con el marcador a 95°C
durante 5 minutos. Los anticuerpos utilizados en el estudio y las condiciones

optimizadas para cada anticuerpo se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Anticuerpo Isotipo Tivo Concentraciéon Casa Tamaiio de
P p p wWB comercial la proteina
GAPDH Primario Rabbit 1:50 Ce”éﬁ%";‘"”g 42 kDa
L . . Santa Cruz
AR Primario Rabbit 1:25 sc-7305
. . . . abCam
ARvV7 Primario Rabbit 1:25 (ab198394)
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Después de desnaturalizar las muestras, se dispensaron los reactivos dentro

de los pocillos de la placa usando los volumenes indicados por el fabricante

(Figura 26). Una vez colocados los reactivos y muestras en la placa se

centrifugaron a 2,500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente para eliminar

burbujas.
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A Evaporation sensitive

Peel off immediately before
placing in instrument

5 ul Marcador

3 ul Muestra

10 pl Antibody diluent

8 ul Anticuerpo primario

8 pl Streptavidina-HRP

8 ul Anticuerpo secundario

15 pul Mix luminol-peroxidasa

Figura 26. Representacion de una placa empleada para el inmunoensayo.

Los datos se analizaron utilizando el software Compass™. Cada pico de

proteina se midi6 automaticamente y se normalizé con respecto al area media

de GAPDH debajo del pico. La expresion de cada proteina se presenta como

su abundancia en relacién con GAPDH.
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Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el software SPSS version
25.0.

Los parametros clinicopatologicos (edad, PSA, plaquetas) se contrastaron con
la presencia de los genes diana de mRNA por el T de Student y para la

puntuacion de gleason y tipo de metastasis se uso el test de chi-cuadrado.

Los datos de RT-gPCR se expresaron como ACt: la diferencia en Ct entre el
gen control (GAPDH) y el Ct medio del gen de estudio (ITGA2B, AR, ARv7,
ARVv567 y circAR). El modelo de clasificacion que utilizamos para separar los

grupos de expresion fue un log- likelihood ratio para cada gen de estudio.

Por lo que, como medida de tendencia central fue utilizada la mediana y como
medidas de dispersion se usaron los percentiles 25-75%. Los valores de
medianas fueron comparados entre pacientes de alta expresién vs baja
expresion y alta expresion vs donador sano, utilizando la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Para representar graficamente los resultados
obtenidos, se seleccionaron graficas de tipo box plot, las cuales se realizaron

utilizando el programa GraphPad Prism 6.

La relacion entre la probabilidad acumulada de la supervivencia global
comparacion entre los factores predictivos analizados se calculé con el método
de Kaplan Meier, mientras que las diferencias significativas entre las curvas se
evaluaron con el test long-rank. Para ello, se considero la fecha de diagndstico

(2015) hasta la fecha de fallecido o ultimo seguimiento (2020).

Los valores de P<0.05 fueron considerados como diferencias significativas para

todos los estudios analizados.
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RESULTADOS

1. Estudio del gen AR y sus variantes en sangre periférica de
pacientes con CaP metastasico de novo

1.1 Estudio de la expresion de AR y sus variantes en células
mononucleares de sangre periférica por qPCR

El estudio del perfil de expresion del gen ARy sus variantes a partir de RNA de
células mononucleares de sangre periférica se realiz6 mediante RT-qPCR en
20 pacientes. Para poner a punto la técnica utilizamos la linea celular VCaP. El
analisis de los resultados mostro la expresion de AR-FL y sus variantes (ARv7
y ARv567) en la linea VCaP. El estudio en sangre periférica de los 20
pacientes no detectamos niveles de expresion de AR-FL (Figura 27-A) ni ARv7
(Figura 27-B) en ningun paciente, unicamente se detectd la presencia de la
isoforma ARv567 en 3 pacientes (15%) (Figura 27-C).
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Figura 27. Representacion grafica de la amplificacion de AR y sus variantes en pacientes a
partir de células mononucleares. A) Expresion de AR. B) Expresion de ARv7. C) Expresion
de ARvV567.
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Las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes que expresaban
ARVv567 se describen en la Tabla 17. La edad al diagnéstico vario, siendo el

mas joven con 56 afos el paciente 22.

Se encontré que todos los pacientes presentaban un indice de Gleason alto
>8 y predominada la metastasis de tipo M1b. También, observamos que los
pacientes 18 y 22 presentaban un alto numero de metastasis 6seas. Por otro
lado, el paciente 18 tenia altos niveles de PSA (1750 ng/ml) y recibio
tratamiento de ADT.

Tabla 17. Caracteristicas de los pacientes que expresan ARv567.

N°de Edad PSA | indice de | Tipo de N° de Mtx 110 | Status
paciente ng/ml Gleason Mtx Oseas paciente
15 61 3,24 9 M1b ND ND Exitus
18 84 1750 10 M1b Generalizada (16) | ADT Exitus
22 56 234,2 9 M1b Generalizada (14) | ND Vivo

Mtx: Metastasis, M1b: Metastasis a distancia/Hueso, TTO: Tratamiento, ADT: Terapia de
deprivacion de andrégenos, ND: No dato.

2. Estudio de la expresién del gen AR y sus variantes en
plasma de pacientes con cancer de prostata metastasico de
novo

2.1Deteccién de proteinas de AR mediante la técnica de Simple West

Numerosos estudios confirman que la proliferacion del CaP esta impulsada por
la activacién de la via de sefializacion del AR, siendo la isoforma ARv7 la que
se expresa con mayor frecuencia; sin embargo, el mecanismo regulador que
controla la estabilidad de la proteina ARv7 no se comprende completamente.
Por esta razén, evaluamos la presencia de AR-FL y ARv7 en el plasma de

pacientes de pacientes con cancer de prostata mestastasico de novo.
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En 39 de 42 pacientes (86%) se detectd expresion de AR-FL, no detectandose
en sangre periférica de donador sano. En la Figura 28 se muestra la
representacion de un pseudogel en el que se observa un fragmento de
aproximadamente 60 kDa en VCaP y en las muestras representativas de los
pacientes M1-M3.
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Figura 28. Representacion de la deteccion de AR. Imagen representativa, datos presentados
en formatos de pseudogel y electroferograma. A) Pseudogel para la deteccion de AR
presentando una banda de aproximadamente 60 kDa, positivo para VCAP y M1-M3, DS
negativos. B) Picos de la sefial de AR en la linea celular y pacientes. En azul la linea celular
VCaP, en verde la M1 y en gris la M2.

Una vez estandarizado el estudio de AR por el método del Simple West, se
realizé una correlacién con los parametros clinicos. No obstante, este analisis
tiene un valor muy limitado debido a la diferencia de pacientes que alberga
cada grupo: 3 casos en el grupo que no expresa (AR-) y 39 casos en el grupo
que lo expresa (AR+) (Tabla 18). El grupo de pacientes AR+ presentaban una
media de edad de 75,15 afos, con un indice de Gleason de >8 (69,23%) y un
12,8% con grado 7. Las metastasis eran mayoritariamente de tipo M1b
(82,05%).

107



RESULTADOS

Tabla 18. Caracteristicas clinico-patolégicas y su asociacion con la deteccion de AR en plasma
de pacientes.

Parametros AR- AR+
Clinicos (n=3) (n=39) p-valor
Edad (SD) 70,6 (3,79) 75.15 (10,42) 0,467
Plaquetas (SD) 221 (141,31) 279.02 (112,03) 0,402
PSA ng/ml (SD) 739,91 (1277,46) 320,79 (447.62) 0,628
indice 7 0 5(12,8)
de >8 1(33,33) 27 (69.23) 0,668
Gleason ND 2 (66,66) 7 (17,94)
To | Mia 0 2(5.13)
B M1b 2 (66,66) 32 (82,05) 0212
ge M1c 1(33.33) 2 (5,13) :
ND 0 3(7.69)
Vivo 2 (66,66 18 (46,15
Status | i 1 233,33; 21 E53,85; 0,398

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.

2.2Deteccidn de proteinas de ARv7 mediante la técnica de Simple West

Como se muestra en la Figura 29, el inmunoensayo de electroforesis capilar
detecto un fragmento especifico en la linea celular de VCaP con un tamario de
80 kDa aproximadamente, correspondiente a ARv7. Esta isoforma estaba

presente en 14 casos (33,33%) y en ningun donador sano.

A B ARv7
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Figura 29. Representacion de la deteccion de ARv7. A) Resultado de la deteccion de ARv7 C-
VCaP y cuatro muestras de pacientes fueron positivas, 3 muestras de DS y C-PC3 fueron
negativos. B) Picos de la sefial de AR-v7. En azul la linea celular VCaP y en verde la M-1.
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Al relacionar la presencia de ARvV7 con las caracteristicas clinicas se observo,
que el numero de plaquetas y los niveles de PSA estaban ligeramente
incrementados en el grupo de pacientes ARv7+ en comparacioén con el grupo
de ARv7-. La edad media al diagnostico fue de 74,35 aios en el grupo ARv7-y
para el grupo de ARv7+ fue de 75,8 afos.

En la Tabla 19, se puede observar que en ambos grupos mas del 60% de los
casos presentaban un indice de Gleason >8 y una metastasis de tipo M1b. Sin
embargo, en el analisis estadistico de estos dos grupos no se encontraron

diferencias significativas.

Tabla 19. Caracteristicas clinico-patolégicas y su asociacion con la deteccion de ARv7 en
plasma de pacientes.

Parametros ARv7- ARV7+ I
Clinicos (n=28) (n=14) p-valor
Edad (SD) 74,35 (10,01) 75,8 (10,68) 0,672
Plaquetas (SD) 2435 (81,25) 314,76 (154,23) 0,115
PSA ng/ml (SD) 320,45 (547,71) 411,26 (503,06) 0,608
indice 7 4 (14,28) 1(7,14)
de >8 19 (67,86) 9 (64,29) 0,586
Gleason ND 5 (17,86) 4 (28,57)
Tipo M1a 1(3,57) 1(7,14)
- M1b 23 (82,14) 11 (78,57) 0.876
e Mi1c 2 (7,14) 1(7,14) ’
ND 2 (7,14) 1(7,14)
Vivo 16 (57,14 4 (28,57)
Status | pritus 12 542,86; 10 (71,43) 0,070

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.

Si analizamos los datos tras 60 meses de seguimiento, los pacientes que
presentaban ARv7+ al diagnostico tenian una menor supervivencia global
(28,57%) comparada con los del grupo de ARv7- (57,14%). Como se muestra
en la Figura 30, las curvas Kaplan y Meier muestran una tendencia a la

significacion (p=0.070).
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Figura 30. Supervivencia global segun la presencia o ausencia de AR y ARv7 en el plasma de
pacientes con CaP.

Con el fin de estudiar estos dos marcadores juntos y establecer una correlacion
con la supervivencia global (SG), analizamos en conjunto los pacientes en los
que se detect6 AR+/ARv7+ (14 pacientes) y en los que expresaban AR, pero

no ARv7 (25 pacientes).

Como podemos observar en la Figura 31, existe una tendencia a la
significacion estadistica entre la supervivencia global y la deteccion de
AR+/ARv7+ (p= 0.065), la mortalidad de este grupo resulté ser de 71,43% (10
pacientes), mientras que la del grupo AR+/ARv7- fue de 44% (11 pacientes).

— AR+/ARV7+
— AR+/ARv7-

Probabilidad de Supervivencia Global

p=0.065

0.00 T T T

0 20 40 60
Numero de riesgo

AR+/ARV7+| 14 4 9 10

AR+/ARV7-| 25 4 8 11

0 20 40 60
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Figura 31. Supervivencia global segun la presencia o ausencia de AR+/ARv7+y AR+/ARv7- en
el plasma de pacientes con CaP.
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2.3Estudio de circRNA derivados del gen AR
Para determinar el patrén de expresion de circAR en los pacientes con CaP,
primero realizamos una RT-gPCR para poner a punto la técnica utilizando
como control positivo la linea celular VCaP y la muestra de un paciente. Las
curvas de amplificacion por qPCR incluyeron una porcién lineal como se
muestra en la Figura 32-A. La deteccion de un unico pico en la Melt curve
representa un solo producto de PCR de la reaccion de amplificacion (Figura
32-B); finalmente, el producto de PCR se separ6 en un gel de agarosa al 2%,
encontrandose un fragmento unico de aproximadamente 170 pb como se
muestra en la Figura 32-C. Con el fin de confirmar que el producto de PCR
correspondia al RNA circular del AR, se purificaron las muestras y se

secuencio por Sanger (Figura 32-D).
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Figura 32. Amplificacion y validacién de circAR. A) Grafico de amplificacion por RT-gPCR en los
pacientes. B) Representacion de una Melt Curve, un sélo pico indica que se amplificé un unico
producto de PCR. (C) llustracion esquematica de los productos RT-qPCR visualizados por
electroforesis en geles de agarosa. (D) Analisis de secuenciacion de DNA del producto de PCR de
la imagen C.
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Después de validar la presencia de circAR, se evaluaron los niveles de
expresion en las muestras de 42 pacientes y 9 donadores sanos. Para ello se
realiz6 una RT-gPCR, normalizando los niveles de expresion con el gen
GAPDH. La cuantificacion relativa de los niveles de expresion de circAR se
calculé mediante el método de ACt.

Se determind el valor de la mediana e intervalos 25-75% de la expresiéon de
circAR en pacientes y donadores sanos. Se observo que, de los 42 pacientes
incluidos en el estudio, 26 presentaban alta expresion de circAR (61,90%) y 16
presentaban expresion normal (38,09%) (Figura 33). Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de alta expresion y el
de expresion normal (p= <0.001).

5.0

2.57

00 "-l‘-" . ‘

-

Expresion circAR (delta CT)

Alta expresion circAR Expresion normal circAR Donadores
Pacientes Pacientes sanos

Figura 33. Comparacién de medianas e intervalos entre grupos de expresion de circAR en
pacientes con CaP y DS. *P<0.001 (Prueba Kruskal-Wallis).

Las caracteristicas clinico-patoldgicas de estos pacientes se describen en la
Tabla 20. Los pacientes que presentan alta expresion de circAR tienen una
edad media de 76,07 anos. El indice Gleason es alto en la mayoria de los
casos 19 pacientes (73,07%). El tipo de metastasis que predomina es de tipo
M1b (84,61%); sin embargo, los niveles de expresion de circAR no se

correlacionaron con los niveles de PSA.
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Tabla 20. Caracteristicas clinico-patolégicas y su asociacion con la expresion de circAR.

Parametros

circAR expresion normal circAR alta expresion

Clinicos (n=16) (n=26) P-valor
Edad (SD) 72,81 (9,30) 76,07 (10.60) 0,317
Plaquetas (SD) 257,94 (91,68) 286,45 (127,69) 0,452
PSA ng/ml (SD) 328,59 (598.16) 366,09 (490,95) 0,828
ndice 7 3 (18,75) 2 (7.69)
de >8 9 (56.25) 19 (73.07) 0,233
Gleason ND 4 (25) 5(19,23)
Too | M2 1(6.25) 1(3.85)
b M1b 12 (75) 22 (84,61) 0,531
ge | Mic 2 (12,5) 1(3,85) :
ND 1(6,25) 2 (7.69)
Vivo 8 (50) 12 (46,15)
Status | s 8 (50) 14 (53.84) 0,727

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.

Si analizamos los datos de supervivencia global de acuerdo con los niveles de

expresion de circAR, tampoco observamos diferencias significativas (Figura

34).
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Figura 34. Curva de supervivencia global en relacion con los niveles de expresion de circAR.
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3. Estudio del gen AR y sus variantes en plaquetas de
pacientes con cancer de préstata metastasico de novo

El estudio del perfil de expresion del gen ARy sus variantes (ARv7 y ARv567)
a partir de RNA de plaquetas circulantes de pacientes con cancer de préstata

metastasicos de novo se realizd en varias etapas.

Primero comprobamos la expresion del gen ITGA2B, también conocido como
CD41. Este gen codifica la cadena o2b de la integrina, que se encuentra
abundantemente en la superficie de las plaquetas, por lo que se utilizd como
marcador plaquetario. Para ello, se realizé un estudio mediante RT-gPCR a
partir del RNA de plaquetas aisladas en plasma de pacientes con CaP y de

donador sano.

En segundo lugar, evaluamos los niveles de expresion de AR-FL, ARv7 y
ARv567 mediante RT-qPCR utilizando GAPDH para normalizar los niveles de
expresion. La cuantificacion relativa de los niveles de expresién del gen
ITGA2B, asi como del gen AR-FL y sus variantes, se calculé6 mediante el
método de ACt. Para el analisis de los resultados se determind el valor de la
mediana e intervalos 25-75% de la expresion de los genes de estudio (/ITGAZ2B,
AR, ARv7 y ARv567) en 42 pacientes y 16 donadores sanos.

En la Tabla 21 se comparan los niveles de expresién de cada gen incluido en
el estudio, divididos en dos grupos segun los niveles de expresion: alta
expresion y expresion normal (este grupo presentaba niveles de expresion
similares al de los sujetos sanos). Se observa que 13 pacientes presentaban
alta expresién del gen ITGA2B, 23 pacientes de AR-FL, 28 pacientes de ARv7
y 24 pacientes de ARv567.

Tabla 21. Comparacion de los niveles de expresion de mRNA en los diferentes genes de
estudio en pacientes con cancer de prostata metastasico de novo.

cende | g M o
estudio
(n) (n)
ITGA2B 13 29
AR 23 19
ARv7 28 14
ARv567 24 18
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En la Figura 35, se representa el comportamiento de las medianas e intervalos
25-75% de la expresion de mRNA a partir de plaquetas para cada gen de
estudio.
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Figura 35. Expresion relativa de los genes analizados en pacientes y donador sano. A)
ITGA2B, B) AR, C) ARv7 y D) ARv567. Los extremos de la caja indica el primer y el tercer
cuartil, la linea dentro de la caja representa la mediana.

Se realiz6 un analisis para determinar si existia correlacion entre las
caracteristicas clinico-patolégicas y los grupos de expresion de cada gen
incluido en el estudio, incluyendo variables como la edad, niveles de PSA,
indice de Gleason y el tipo de metastasis. Ademas de los parametros clinicos,
analizamos los grupos de expresidon en relaciéon con la supervivencia global,
con el fin de corroborar si niveles altos de expresion en los pacientes se

asociaba con una SG mas baja y una mayor tasa de mortalidad.
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3.1 Estudio de la expresion del gen ITGA2B

El grupo de pacientes con expresion normal del gen ITGA2B presentaba una
media de edad de 73,93 anos, mientras que, los de alta expresién tenian una
media de 77,46 afos. Ademas, se observd que los pacientes con expresion
normal tenian un nivel de PSA mayor (381,49 ng/ml) en comparacion con los
de alta expresion (288,50 ng/ml). No se encontraron diferencias de los niveles

de plaquetas entre ambos grupos de expresion.

En ambos grupos predominaba un indice de Gleason >8. También presentaban

una metastasis de tipo M1b en la mayoria de los casos (Tabla 22).

Tabla 22. Caracteristicas clinico-patologicas y su asociaciéon con los niveles de expresion de

ITGA2B.
Parametros ITGA2B expresion normal | ITGA2B alta expresion P.val
clinicos (n=29) (n=13) ~valor
Edad (SD) 73,93 (10,31) 77,46 (9,54) 0,300
Plaquetas (SD) 277,77 (124,02) 276,58 (77,18) 0,976
PSA ng/ml (SD) 381,49 (562,37) 288,50 (459,59) 0,606
indice 7 4 (13,79) 1(7,69)
de >8 18 (62,07) 11 (84,62) 0,438
Gleason | ND 6 (20,70) 1(7,69)
M1a 1(3,44) 1(7,69)
. M1b 25 (86,21) 10 (76,92)
T'KA"the Mic 1 (3,45) 1(7,69) 0.679
ND 2 (6,90) 1(7,69)
Vivo 17 (58,62) 3(23,08)
Status | eitus 12 (14.38) 10 (76,92) 0,011

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.

No obstante, s6lo se encontraron diferencias significativas en relacion con la
supervivencia global entre ambos grupos (p= 0,011). Como se muestra en la
Figura 36, encontramos que el grupo de pacientes que presentaba niveles de

expresion altos del gen ITGA2B presentaban una peor supervivencia global.

Estos datos sugieren que, la presencia de altos niveles de expresion del gen

ITGAZ2B esta relacionado con una mayor mortalidad (76,92%).
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Figura 36. Curva de SG en relacién con los niveles de expresion del gen ITGAZ2B.

3.2 Estudio del transcrito AR-FL

El estudio del transcrito completo del gen del receptor de andrégenos mostro
que 23 pacientes presentaban alta expresion (54,76%) y 19 pacientes
presentaban expresion normal (45,24%) del mismo. El grupo de alta expresion
presentaba una media de edad menor (73 afos) en comparacion con el grupo

de expresion normal (77,05 afios).

18 pacientes con alta expresion de AR presentan un indice de Gleason alto >8
y metastasis de tipo M1b en el 78,26% de los casos. En el grupo de expresion
normal se observa que tienen niveles de PSA ligeramente mas elevados,

364,44 ng/ml, en comparacion con el de alta expresion, 341,29 ng/ml.

También se encontré que el 52,63% que tenian expresion de AR normal
presentaban un indice de Gleason alto, con una metastasis de tipo M1b en 16
pacientes (Tabla 23). No obstante, no se encontraron diferencias entre los

grupos.
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Tabla 23. Caracteristicas clinico-patologicas y su asociaciéon con los niveles de expresion de

AR.
Pare’zn_\etros AR expresion normal AR alta expresion P-valor
Clinicos (n=19) (n=23)

Edad (SD) 77,05 (10,42) 73 (9,73) 0,201
Plaquetas (SD) 261,37 (78,62) 283,95 (134,26) 0,552
PSA ng/ml (SD) 364,44 (541,99) 341,29 (529,42) 0,891

indice 7 4 (21,05) 1(4,35)
de >8 10 (52, 63) 18 (78,26) 0,065
Gleason ND 5 (26,31) 4 (17,39)
Tioo M1a 1(5,26) 1(4,35)
dF:a M1b 16 (84,21) 18 (78,26) 0,284
Mix M1c 0 3(13,04)
ND 2(10,52) 1(4,35)
Vivo 9 (47,37 11 (47,83
Status | e itus 10((52,63)) 12 252,17; 0,907

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.

Al analizar la supervivencia global en funcién de la expresion del gen AR, no

encontramos diferencias significativas (Figura 37).

— AR alta expresion
AR baja expresion

AR
Z 1.00-
o
o
S
2 0.754
[
2
<
[
2 0.50
(7]
(]
T
B 0.25-
z
3 p=0.907
$ 0.00 T T 1
a 0 20 40
Numero de riesgo
AR baja expresién| 19 3 8 10
AR alta expresién| 23 6 10 12

0 20 40

Tiempo (meses)

Figura 37. Curva de supervivencia global en relacion con la expresion del gen AR.
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3.3 Estudio del transcrito ARv7

El analisis de expresion de la variante ARv7 puso de manifiesto que 28
pacientes (66%) presentaban alta expresion, con una media de edad de 73,10
afnos. Por otro lado, 14 pacientes (33%) presentaban niveles de expresion
normales con una media de edad de 78,28 afios. Estos datos demuestran una
tendencia a la significacién (p=0,069) sin embargo, habria que aumentar el

numero de pacientes para confirmarlo (Tabla 24).

También observamos que el grupo de alta expresion de ARv7 presentaba
niveles de PSA mas altos (402 ng/ml) y una mayor mortalidad 60,71% en
comparacion con el grupo de expresion normal (237,61 ng/ml y 35,71%

respectivamente), aunque las diferencias no son significativas.

Tabla 24. Caracteristicas clinico-patologicas y su asociacion con los niveles de expresion de la
variante ARvV7.

Parametros ARvV7 expresiéon normal ARV7 alta expresion P-valor
Clinicos (n=14) (n=28)

Edad (SD) 78,28 (6,68) 73,10 (11,18) 0,069
Plaquetas (SD) 237,61 (55,25) 293,6 (131,10) 0,151
PSA ng/ml (SD) 240,85 (468,17) 402,81 (554,52) 0,368

indice 7 1(7,14) 4 (14,28)
de >8 11 (78,57) 17 (60,71) 0,409
Gleason ND 2 (14,28) 7 (25)
M1a 1(7,14) 1(3,57)
Tipo M1b 12 (85,71) 22 (78,57) 0911
de M1c 1(7,14) 2(7,14) ’
Mtx ND 0 3 (10,71)
Vivo 9 (64,29 11 (39,29)
Status | it 5 535,71; 17 (60,71) 0.177

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.

El analisis de los niveles de expresion de la variante ARv7 tras 60 meses de
seguimiento mostroé que el grupo de alta expresion presentaba una mayor tasa
de mortalidad 60,71% (17 pacientes) en comparacién con el grupo de

expresion normal 35,71% (5 pacientes).

En el conjunto de pacientes, se observa que los que presentan baja expresion

de ARv7 tienen una mayor supervivencia global (Figura 38).
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Figura 38. Curva de supervivencia global en relacion con la expresion del ARv?7.

3.4 Estudio del transcrito ARv567

El analisis de expresion de la variante ARv567 mostré que 24 pacientes (57%)
presentaban alta expresion y 18 (43%) expresién normal. No se encontraron
diferencias entre la media de edad entre ambos grupos 75,83 y 74,08 afios,

respectivamente.

Como se muestra en la Tabla 25, el 75% de los pacientes con alta expresidn
presentaban un indice de Gleason >8, con metastasis de tipo M1b en el
91,66%. Por otro lado, los pacientes de expresion normal también
presentaban un gleason de alto grado en el 55,55% de los casos y metastasis
de tipo M1b en el 66,67 %.

Los niveles de PSA se encontraban ligeramente incrementados en el grupo de

alta expresion 380,72 ng/ml frente al de expresion normal 314,07 ng/ml, pero

sin alcanzar significacion estadistica.
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Tabla 25. Caracteristicas clinico-patologicas y su asociacion con los niveles de expresion de

ARV567.
Parametros ARv567 expresion normal| ARv567 alta expresion
Clinicos (n=18) (n=24) P-valor
Edad (SD) 75,83 (7,64) 74,08 (11,77) 0,563
Plaquetas (SD) 267,47 (96,15) 280,09 (127,79) 0,738
PSA ng/ml (SD) 314,07 (560,7) 380,72 (512,40) 0,694
indice 7 3 (16,67) 2 (8,33)
de >8 10 (55,55) 18 (75) 0,306
Gleason ND 5 (27,78) 4 (16,67)
Tipo M1a 2 (11,11) 0
de M1b 12 (66,67) 22 (91,66) 0125
Mix M1c 2(11,1) 1(4,17) ’
ND 2 (11,11) 1(4,17)
Vivo 11 (61,11) 9 (37,5)
Status | p s 7 (38,89) 15 (62,5) 0,172

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.

Al analizar la supervivencia de los pacientes a 60 meses, no encontramos

diferencias entre grupos de pacientes.
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Figura 39. Curva de supervivencia global en relacion con la expresion de la variante ARv567.
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3.5 Correlacion de las caracteristicas clinico-patologicas en relaciéon con

la supervivencia global y la expresion de las variantes ARv7-ARv567

Al analizar los niveles de expresidén de las AR-V por separado encontramos

que ambas variantes (ARv7 y ARv567) podrian estar relacionadas con una

menor SG y con una mayor tasa de mortalidad en los pacientes.

Por ello, realizamos un analisis para comparar los pacientes que presentaban

niveles altos de estas dos variantes (ARv7+/ARv567+) con los que tenian

niveles bajos de expresion (ARv7-/ARv567-), correlacionandolo con las

caracteristicas clinicas y la supervivencia global. Encontramos que 17

pacientes pertenecian al grupo de ARv7+/ARv567+ y 13 pacientes al de

ARV7-/ARV567-.

Como se muestra en la Tabla 26, podemos observar que el grupo de

ARv7+/ARv567+ presenta una media de edad menor (72,12 afos) en

comparacion con el grupo de ARv7-/ARv567- (77,69 afos).

Ademas, encontramos que los niveles de PSA son mayores en el grupo de
ARvV7+/ARV567+ (374,52 ng/ml).

Tabla 26. Caracteristicas clinico-patologicas y su asociacion con los niveles de expresion de
ARv7+/ARv567+ y ARV7-/Arv567-.

Parametros ARvV7+/ARvV567+ ARV7-/ARV567- P-valor
Clinicos (n=17) (n=13)

Edad (SD) 72,12 (12,77) 77,69 (6,13) 0,128
Plaquetas (SD) 300 (146,62) 245,54 (71,83) 0,235
PSA ng/ml (SD) 374,52 (467,55) 88,46 (91,45) 0,024
indice 7 1(5,88) 0

de >8 13 (76,47) 11 (84,62) 0,366
Gleason ND 3 (17,65) 2 (15,38)
Tipo M1a 0 2 (15,38)
de M1b 15 (88,23) 9 (69,23) 0169
Mix M1c 1(5,88) 2 (15,38) ’
ND 1 (5,88) 0
Vivo 6 (35,29) 12 (92,31)
Stals | s 11((64,70) 1(7,69) 0,003

SD: Desviacion estandar, Mtx: Metastasis, ND: No dato.
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Al comparar las tasas de mortalidad, se observo que el grupo ARv7+/ARv567+
presentaba una mayor tasa de mortalidad y una menor supervivencia global
en comparacion con el grupo de pacientes que no expresan estas variantes
(p=0,003) (Figura 40).

=
g 1.00 1 — ARV7'/ARV567"
il L - .
2 0.75- ARV7/ARV567
2
s
% 0.50
1
g 0.25-
3 p=0.0030
§ 0.00 : . :

0 20 40 60

Numero de riesgo

ARV7+/ARV567+| 17 4 10 11
ARv7-/ARV567-| 13 0 0 1
0 20 40 60

Tiempo (meses)

Figura 40. Curva de supervivencia global en relacion con la expresion de las AR-V.

Con el fin de establecer una mejor correlacion con los niveles de expresion
previamente obtenidos. Realizamos un analisis entre los pacientes que
presentaban altos niveles de expresion tanto de AR-FL como de sus variantes,
es decir que eran positivos para todos marcadores (AR-FL+/ARv7+/ARv567+),

en relacién con sus caracteristicas clinicas.

De los 42 pacientes incluidos en el estudio, se encontr6 que 10 pacientes
expresaban altos niveles de expresion de AR+/ARv7+/ARv567+. 23 pacientes
para AR-FL, 28 para ARv7+, 24 para ARv567+ y 17 pacientes para
ARv7+/ARvV567+ (Tabla 27).
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Tabla 27. Asociacién de niveles de expresion en plaquetas circulantes en pacientes con cancer

de prostata metastasico de novo.

Expresion en plaquetas circulantes

N° de paciente
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+: Alta expresion
N: Expresiéon normal
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La edad media de los 10 pacientes que presentaban altos niveles de
expresion de AR-FL+/ARv7+/ARv567+ fue de 66,8 afos. Por otro lado, la
mayoria de los pacientes presentaba un indice de Gleason >8 y metastasis de

tipo M1b. El 70% de los pacientes habian fallecido a los 5 afios.

Tabla 28. Asociacién de los parametros clinicos con los niveles de expresion de AR y sus
variantes y la presencia de sus proteinas.

N° PSA Indice Tipo N° de Mtx SW- | sw- Status
de Edad ng/ml de de bseas TTO AR | ARV7 del
paciente Gleason | Mtx paciente
9 50 20,77 10 M1b Generalizada (8) | ADT + - Exitus
16 67 0,003 7 M1b ND ND + - Vivo
17 84 1374 ND M1b Generalizada ADT + + Exitus
19 65 166,7 10 M1c Generalizada ADT + + Exitus
22 56 234,2 9 M1b Generalizada (14) | ND + - Vivo
23 72 1325 8 M1b ND ND + + Vivo
31 71 160,8 10 M1b Generalizada ND + + Exitus
32 56 9,43 10 M1b Generalizada ADT + + Exitus
34 77 7711 9 M1b Generalizada ADT + + Exitus
35 70 18,17 10 M1b Generalizada (6) ND + + Exitus

Mtx: Metastasis, M1b: Metastasis a distancia/Hueso, M1c: Metastasis a distancia/Otras localizaciones
TTO: tratamiento, ADT: terapia de deprivacion de androgenos, ND: No dato. SW: Simple West, +:
Presencia, -: Ausencia

Como se muestra en la Tabla 28, se encontré6 que de los 10 pacientes que
tenian expresion de AR-FL solo 7 eran también ARv7+ y la presencia de la

isoforma ARv7 podria estar relacionada con la supervivencia.

3.6 Correlacion de niveles de expresion de circAR y AR-FL en plaquetas

circulantes

De los 42 pacientes estudiados, 26 pacientes presentaban alta expresion de
circAR y 23 pacientes de AR-FL en plaquetas. 13 pacientes expresaban
simultdneamente altos niveles de circAR y AR-FL en las plaquetas circulantes
(Tabla 29).
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Tabla 29. Asociacion de los niveles de expresion de circAR y AR en plaquetas.

Niveles de expresion
N° de paciente circAR AR-FL en
Plaquetas

B[ |w|w w(w/ww/w w w NN N aalalalalalalala
alo|o|o|Ne RN AoV Ne R WN A CoOlxN e GR N Ao®®R N ORWN=

Z|Z|Z|Z|Z|Z|Z|+ |+ ]|+ |+ |+ ]|+ |+]|+ ]|+ |+ ]|+ ]|+|+ ]|+ ]|+ |+ |+ ]+ |+ [ +|2Z|+|Z]|Z|+ |2+ |2|Z2|Z|2|Z|Z|Z|Z

Z|+ |+ |+ |Z|Z|Z|Z|Z|+ |+ |Z|+|Z|Z|Z|+ |+ |+ |+ |+ |Z|+|+ |+ |+ |+ | +|Z|+ |+ |Z|Z|Z|+ |+ |Z]|+]|+ |+ ]|+ ]|+

42
+: Alta expresion
N: Expresién normal
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11 de los 13 pacientes con niveles altos de expresién presentaba un indice de
gleason de alto grado, predominando las metastasis de tipo M1b (11/13).
Ademas, se observd que, de estos 13 pacientes, 6 (16,17,19, 22, 23, 32)
estaban relacionados con altos niveles de expresion de AR/ARv7/Arv567
(Tabla 27 y 30).

Tabla 30. Correlacion de los niveles de expresion de circAR y AR-FL en plaquetas circulantes
en pacientes con cancer de prostata metastasico de novo.

N° de Edad PSA indice de | Tipo de N° de Mtx TTO Status del
paciente ng/ml | Gleason Mtx Oseas paciente
16 67 0,003 7 M1b ND ND Vivo
17 84 1374 ND M1b Generalizada ADT Exitus
18 84 1750 10 M1b Generalizada (16) ADT Exitus
19 65 166,7 10 M1ic Generalizada ADT Exitus
20 77 23,69 8 M1b Generalizada (2) NC Vivo
22 56 234,2 9 M1b Generalizada (14) ND Vivo
23 72 1325 8 M1b ND ND Vivo
24 71 54,37 10 M1b Generalizada (7) ADT Exitus
25 81 154,1 9 M1b ND ADT Exitus
26 83 134,4 8 M1b Generalizada ADT Vivo
30 68 1143 9 M1b Generalizada QT Exitus
32 56 9,43 10 M1b Generalizada ADT Exitus
33 83 1214 9 M1a ND ADT Vivo

Mtx: Metastasis, M1b: Metastasis a distancia/lHueso, M1c: Metastasis a distancia/Otras
localizaciones, TTO: Tratamiento, ADT: Terapia de deprivacion de andrégenos, QT: Quimioterapia,
ND: No dato.

4. Estudio genémico de cancer de préstata en tejido tumoral

4.1 Analisis de alteraciones citogenéticas en tumores de cancer de
prostata
En los ultimos afios se han desarrollado multiples sistemas de estratificacion de
riesgo en los pacientes con cancer de préstata, combinando parametros
clinicos-patoldgicos (indice de gleason, niveles de PSA, etc) con estudios
moleculares que podrian ayudar a distinguir el cancer de préstata indolente del
agresivo (Cooperberg et al.,, 2009). Las nuevas plataformas de microarrays
permiten el estudio de las alteraciones gendmicas en el tumor con una mayor

resolucion que las técnicas convencionales utilizadas anteriormente.

Para la determinacion de alteraciones en el numero de copias (CNAs) hemos
estudiado, mediante la plataforma OncoScan™ (Thermo Fisher Scientific), 8
muestras de tumores embebidos en parafina procedentes de pacientes con
cancer de prostata.

127



RESULTADOS

De acuerdo con la edad en el diagnostico tumoral los pacientes se clasificaron
en dos grupos: adultos (5 pacientes) y jovenes menores de 50 afios (3
pacientes). Dentro del grupo de los adultos se incluyeron: 3 pacientes
metastasicos de novo y 2 CPRC con un indice de Gleason >8 considerado de
alto grado y un PSA promedio de 380,9 ng/ml. En los casos de los jovenes se
incluyeron 2 pacientes de bajo riesgo y 1 de alto riesgo segun la clasificacion
de la EAU, que presentaron un indice de gleason de bajo grado y un PSA bajo
en comparaciéon con el grupo de los adultos. Las caracteristicas clinico-

patologicas se resumen en la Tabla 5.

Estudios recientes han explorado las bases moleculares del cancer de préstata
primario identificando multiples alteraciones genomicas recurrentes que
incluyen mutaciones, cambios en el numero de copias del DNA,
reordenamientos y fusién de genes (Baca et al., 2013). En nuestro estudio,
hemos observado una mediana de 87 segmentos alterados por caso, con un
mayor numero de ganancias de material genomico (44,5 segmentos por caso)
que perdidas (mediana de 33 segmentos por caso), como se muestra en la
Tabla 31.

Tabla 31. Comparacion de la ganancia y perdida de segmentos entre pacientes jévenes y

adultos.
N° de T:tal # Gain | #Loss # LOH Autosome H:{:g‘;z;‘;is H':):lg:sggzs Genome
muestra Seg Seg Seg Seg LOH call call LOH
40367 58 31 27 46 0.0713953 0.380324 0.619676 0.119158
40369 59 33 26 22 0.0257068 0.345135 0.654865 0.0758752
40373 68 36 32 40 0.174053 0.327346 0.672654 0.216411
40352 109 84 25 26 0.0470999 0.324736 0.675264 0.096142
40358 138 96 42 16 0.0305216 0.325534 0.674466 0.0804364
40354 77 40 37 44 0.0636475 0.368548 0.631452 0.111818
40361 143 109 34 21 0.0721562 0.327332 0.672668 0.119879
40365 97 49 48 40 0.147253 0.392244 0.607756 0.191022
Mediana 87 445 33 33 0.0675214 0.3362405 0.6637595 0.115488

Observamos que el numero de alteraciones genodmicas era superior en los
casos de adultos respecto a los menores de 50 afios (la mediana de cambios
por caso es de 109 en adultos frente a 59 en jovenes). Sin embargo, la
presencia de regiones con peérida de heterocigosidad (LOH) era superior en los

casos jovenes con una mediana de 40 segmentos por casos frente a 26.
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Las CNAs son una subclase importante de mutaciones somaticas,
amplificaciones o deleciones asociadas con oncogenes sobreexpresados o con
la perdida de genes supresores de tumores (TSG) (Pinkel & Albertson, 2005).
Por tanto, el estudio de las CNAs se puede utilizar para identificar genes driver

implicados en la carcinogénesis (Yeh et al., 2014).

Las CNAs en forma de ganancias observadas con una mayor recurrencia en
nuestros pacientes, se localizaron principalmente en las regiones 3p21.1-3p14
(7/8, 87,5%), 20p11.1 y 20q13.12 (6/8, 75%). En cuanto a las perdidas de
material gendmico, las regiones con mayor recurrencia se encontraron en 8p23
(5/8, 62,5%), 19p13 (5/8, 62,5%), 6925.3 y 16924.3 (4/8, 50%). Estos datos se
recogen en la Tabla 32.

Tabla 32. Regiones focales y posibles genes implicados alterados con mayor frecuencia en el
conjunto de tumores con cancer de préstata.

Cromosoma Region Casos Frecuencia Posibles genes implicados
3 p21.1 p14 7/8 87,5% MIFT
20 p11.1 6/8 75% MACROD2, SEL1L2
20 q13.12 6/8 75% SLC12A5, NCOA5
7]
:_§ 9 q34.2 5/8 62,5% CACNA1B, EHMT1, EXD3, PNPLA7
Z 11 q13.3 418 50% CCND1
4
g 15 q26.3 4/8 50% IGF1R
YPEL2, LINC01476, DHX40, CLTC,
PTRH2, VMP1, MIR21, TUBD1,
17 q22 q23.1 4/8 50% RPS6KB1, RNFT1, TBC1D3P1-
DHX40P1, LOC101927755
X q12 4/8 50% AR
8 8p23.1 p21.3 5/8 62,5% DLC1, MSR1, PCM1
PLPP2, MIER2, THEG, C2CDA4C,
19 p13.1 5/8 62,5% SHC2, ODF3L2, MADCAM1
IGF2R, AIRN, LOC729603, SLC22A1,
2 6 g25.3 4/8 50% SLC22A2
a
o ANKRD11, LOC101927817, SPG7,
5 RPL13, SNORD68, CPNE7, DPEP1,
o CHMP1A, SPATA33, CDK10,
SPATAZ2L, VPS9D1, VPS9D1-AS1,
16 q24.3 4/8 50% ZNF276, FANCA, SPIRE2, TCF25,
MC1R, TUBB3, DEF8, CENPBD1,
AFG3L1P, DBNDD1, GAS8, GAS8-
AS1, URAHP, PRDM7
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Por otro lado, analizamos los perfiles gendmicos de expresion por grupo de
edad. Encontramos que la ganancia con mayor recurrencia en adultos es la
region 3p14 con una frecuencia del 100%. En cuanto a las perdidas, la de
mayor recurrencia es la 8p23.1 con una frecuencia de 87,5%, seguida de la
region 16q24 (63%). Para el grupo de los jovenes, se observo que las
ganancias en las regiones 20q13.12 y 20p11.1 eran las de mayor recurrencia.
Y las perdidas en la region 19p13.1 se encontré en todos los pacientes (Tabla
33).

Tabla 33. Incidencia de las regiones focales en pacientes jovenes y adultos con CaP.

Regiones
N°de | 30511 1722 Xq12
muestra 3p14 20p11.1 20q913.12 9g34.2 | 11913.3 | 15026.3 1723.1
40358 + - - - + + -
40365 + + - + - + +
2| 0361 + + + + - +
:Z: 40352 + - + + + - +
?, 40354 + + + - - - + +
40373 + + + + - + +
40369 + + + - - +
40367 - + + - - + -
o
m':ecs‘fra 2“32% 19p13.1 | 6g25.3 | 16q24.3
40358 + + - -
w | 40365 + - + +
S| 40361 + - + +
E 40352 + + - +
& | 40354 - - - -
40373 + + + +
40369 - + + -
40367 - + - -
+: Presencia, -: Ausencia

En este trabajo hemos analizado las regiones con pérdida de heterocigosidad
con un tamano superior a 3 Mb y 50 SNP, que comunmente se encuentran
enriquecidas con genes driver en el desarrollo tumoral, poniendo de manifiesto
que la mayoria de los casos presentaban una region con LOH a nivel de 16p11

(87,5%). Ademas, se ha podido observar LOH a nivel de las regiones 10q11.21
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(62,5%) y en las regiones pericentromeéricas de los cromosomas 7 y 11 (62,5
%) (Tabla 34).

Tabla 34. Regiones con LOH y posibles genes implicados alterados con mayor frecuencia en
los tumores de los pacientes con cancer de prostata.

Cromosoma Region Casos Frecuencia Posibles genes implicados
16 p11.2 p11.1 7/8 87,5% FUS
7 q11.21 q11.22 5/8 62,5% GUSB, ASL, SBDS
11 p11.2 p11.12 5/8 62,5% DDB2, KBTBgF‘gAé‘%BLZ’ FOLH1,
10 q11.21 q11.22 5/8 62,5% RET, RASGEF1A, MSMB
1 036.11 0353 48 50% CNKSR1, ARle;ﬁb\flzszTCL RAB42,
1 p33 p32.3 4/8 50% CDKN2C, EPS15
3 q11.2 q11.2 4/8 50% EPHAG6
6 g21 q21 4/8 50% REV3L
7
8 p23.3 p23.2 4/8 50% ARHGEF10, KBTBD11, MYOM2
8 p11.23 p11.21 4/8 50% NSD3, FGFR1, TACC1
15 q15.2 q21.1 4/8 50% TP53, BP1, B2M, C150rf48,
o | aar | aar | s | s | OO comcionaco eood
17 q11.1 q11.2 4/8 50% LYRM9, TMEM199
17 g21.31 q21.32 4/8 50% ETV4, KANSL1, CDC27
PRX, SPTBN4, SHKBP1 LTBP4,
19 q13.2 q13.31 4/8 50% SNRPA, CYP2A7, CD79A, POU2F2,
ERF, CIC

Por otro lado, al analizar los pacientes por separado, observamos que en mas

del 50% de todos los casos existen LOH > 3Mb y los pacientes con mas

alteraciones son el 40367 y el 40369 (Tabla 35). Ademas, las regiones

7911.22, 11p11.2 y 10q11.21 las encontramos en el 62,5% de los casos.

Tabla 35. Regiones con LOH alterados con mayor frecuencia en tumores con CaP.

Regiones

N° de 16p11.2 7q911.21 11p11.2 10q11.21 3q11.2

muestra 16p11.1 7q11.22 11p11.12 10q11.22 3q11.2
40352 + + - + +
40354 - + + - -
40358 + - - - -
40361 + + + + -
40365 + - + - -
40367 + + + + +
40369 + + + + +
40373 + - - + +

+: Presencia, -: Ausencia
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Debido a que el tamafio de muestra es muy pequefio, no se pueden obtener
diferencias significativas entre los dos grupos con respecto a la edad de los
pacientes. Sin embargo, en los casos menores de 50 afios, todos presentaban
ganancias a nivel de 3p14.1 y 20913.12, y perdidas de material gendémico a
nivel de 19p13.

Ademas, se observd que en mas del 50% de los casos existen LOH >3Mb en
las regiones 16p11.2 (87,5%), 7q11.22 (62,5%), 11p11.2 (62,5%) y 10q11.21

(62,5%) (Figura 41).
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Figura 41. Ideograma representativo de los tumores de CaP. A) Ideograma que representa la
frecuencia de las alteraciones gendomicas en todos los pacientes con cancer de prostata
obtenido mediante el programa de Nexus. B) Ideogramas comparativos de las alteraciones en
adultos y jévenes. Azul representa las ganancias, rojo las pérdidas y el morado las regiones de
LOH.
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4.2 Estudio de los genes implicados en la via de sefnalizacion del AR

mediante secuenciacion masiva (NGS)

El estudio de mutaciones en los genes implicados en la via del AR se llevo a
cabo en 8 muestras procedentes de tumor embebido en bloque de parafina de
pacientes diagnosticados con CaP, a los que previamente se les habia
analizado las alteraciones en el numero de copias mediante la plataforma
OncoScan. Las caracteristicas clinicas de estos pacientes se encuentran en la
Tabla 5. Antes de realizar el estudio se corrobor6 que todas las muestras

cumplieran con los requisitos de calidad del DNA.

Las muestras se secuenciaron en un equipo Miseq de Illlumina y se analizaron
todas las variantes obtenidas mediante el software de analisis: VariantStudio
Software Illumina™ 3.0 (lllumina, San Diego, CA). Para el analisis de los datos
generados en la secuenciacion, se contabilizaron las variantes que pasaron
todos los filtros de calidad y se incluyeron sélo las variables que presentaron

una frecuencia alélica superior al 10%.

Analisis de los datos

El estudio por NGS permitio detectar 76 cambios en los tumores analizados,
localizados en los diferentes genes incluidos en el panel. De todos ellos, 68
variantes corresponden con cambios neutrales, de los cuales 43 eran variantes
intronicas, 6 variantes sinonimas, 17 cambios en el extremo 3' UTR y otras dos,

cambios en el extremo 5"

En este estudio, no hemos considerado las variantes neutrales, ya que no
afectan la estructura o funcion de la proteina y no tienen ningun efecto sobre la
secuencia de aminoacidos, aunque no podemos descartar que modifiquen

secuencias reguladoras de la maduracion del RNA.

Hemos identificado un total de 5 mutaciones de tipo missense, 1 mutacion de
tipo nonsense, 1 mutacion de tipo frameshift y 1 delecién in-frame (Tablas 36 y
37).
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Tabla 36. Listado de variantes identificadas en los distintos genes implicados en la via de AR.

Gen SNP Variante Clasificacién | Sift Polyphen | Significado
clinico
c.90C>G/ . . . .
SRD5A1 rs248793 b.(Ala39Gly) Missense Benigna Benigna Benigna
SRD5A2 rs523349 ¢.265C>G/ Missense - - Desconocido
p.(Leu89Val)
¢.89dupC/
SRD5A2 | rs142200057 | p.(Pro31Ser31fsTer2 Frameshift - - Desconocido
25)
c.2257C>T/ -
AR rs886039558 b.(Arg753Ter) Nonsense - - Patogénica
€.2323C>T/ . . Probablemente -
AR rs137852562 p.(Arg775Cys) Missense Deletérea Patogénica Patogénica
c.404C>T/ . . . .
AR p.(Pro135Leu) Missense Deletérea Benigna Desconocido
c.170T>A/ . . . De tipo
AR rs78686797 p.(Leu57GlIn) Missense Benigna Desconocido benigno
€.1368_1379del/ In-frame -
AR rs1569265039 b.(Gly470_Gly473del) Deletion - - Patogénica

En la Tabla 37, mostramos el resumen de las variantes identificadas en los

diversos tumores. Nuestros resultados son orientativos y estan basados en

predicciones bioinformaticas por lo que se requieren estudios funcionales y

comprobacién mediante PCR.

Tabla 37. Resumen de las variantes encontradas en las diferentes muestras de tejido tumoral.

Numero de muestra

Gen Variante 40352 | 40354 | 40358 | 40361 | 40365 | 40367 | 40369 | 40373
¢.90C>G/
SRDSAT | " 1a30Gl) + + + + + y + +
¢.265C>G/
SRD5A2 |, (Leusoval) - - - - - + - -
¢.89dupC/
SRD5A2 | p.(Pro31Ser31fsT + + + + + + + +
er225)
.2257C>T/
AR p.(Arg753Ter) } ° + - - - - -
¢.2323C>T/
AR p.(Arg775Cys) i i i i - + - -
c.404C>T/
AR p.(Pro135Leu) i i i - - + - -
c.170T>A/
AR p.(Leu57GlIn) i i - - + - - -
c.1368_1379del/
AR p.(Gly470_Gly47 - - + y - - . .
3del)

+: Presencia, -: Ausencia
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Mutaciones de tipo missense

Las mutaciones missense son un tipo de mutacion puntual en las que el
cambio de nucledtido da como resultado un codén que codifica un aminoacido
diferente. Algunas de estas mutaciones pueden hacer que la proteina

resultante no funcione de manera adecuada.

El paciente 40367 (44 afos) estaba diagnosticado de un cancer de préstata de
bajo grado con un indice de Gleason de 6, un PSA de 9,15 ng/ml y no
presentaba metastasis. En este paciente encontramos tres mutaciones de tipo

missense;

1. La mutacion ¢.265C>G/p.(Leu89Val), localizada en el exdn 2 en el gen
SRD5A2, catalogada por los programas de prediccion como benigna.

2. La mutacién ¢.404C>T/p.(Pro135Leu), localizada en el exdn 1 en el gen
AR, catalogada como de significado clinico desconocido.

3. La mutaciéon €.2323C>T/p.(Arg775Cys), localizada en el exon 6 del gen

AR, catalogada como patogénica por los programas de prediccion.

El paciente 40365 presentaba la mutacion ¢.170T>A/p.(Leu57GIn), localizada
en el exdn 1 del gen AR, que esta catalogada como de tipo benigno. Este
paciente fue diagnosticado con cancer de prostata metastasico de novo a la
edad de 63 afios, con un indice de Gleason de 10, metastasis de tipo M1b y un
nivel de PSA de 198,3 ng/ml.

Mutaciones de tipo frameshift o cambio del marco de lectura

Las mutaciones con cambio del marco de lectura surgen cuando la secuencia
normal de codones se interrumpe por la insercion o delecion de uno o mas
nucleotidos, siempre que el numero de nucleétidos agregados o eliminados no

sea un multiplo de tres.

En todos los pacientes inlcuidos en el estudio detectamos una mutacién de tipo
frameshift ¢.89dupC/p.(Pro31Ser31fsTer225), localizada en el gen SRD5A2,

catalogada como de significado clinico desconocido.
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Mutaciones de tipo nonsense

Las mutaciones de tipo nonsense son las que generan un codon de parada
prematuro y, por tanto, dan lugar a una proteina truncada. La mutacion
€.2257C>T/p.(Arg753Ter), localizada en el exdn 5 del gen AR esta catalogada
como patogénica y afecta la funcion de la proteina. Esta mutacién la
encontramos en el paciente 40358, diagnosticado con cancer de préstata
metastasico de novo a la edad de 84 afos con un Gleason de 8 y unos niveles

de PSA de 1374 ng/ml y una metastasis de tipo M1b.

Mutaciones de tipo in-frame

Una deleciéon de tipo in-frame puede dar lugar a una proteina que carece de
uno o mas aminoacidos. Esto con frecuencia altera la estructura terciaria de la
proteina y, como resultado, o no se secreta o, si lo hace, se elimina

rapidamente de la circulacion.

En el paciente 40358 encontramos una delecidon de tipo in-frame
c.1368_1379del/p.(Gly470_Gly473del), que se encontraba localizada en el
exén 1 en el gen AR. Esta catalogada como de significado clinico desconocido
segun la plataforma Varsome y tiene una frecuencia poblacional del
0,000023%.
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DISCUSION

Estudio del mRNA del gen AR y sus variantes mediante RT-PCR en

células mononucleadas de sangre periférica

El cancer de prostata es el tumor mas comun en los varones y una de las
principales causas de muerte por cancer. Desde que Huggins y Hodges
demostraron por primera vez la capacidad de respuesta del CaP a la privacion
de andrégenos (Huggins & Hodges, 1941), ha quedado claro que el cancer de
préstata depende de la activacion del AR para su crecimiento y supervivencia

(Davey & Grossmann, 2016).

La enfermedad metastasica es la principal causa de muerte asociada al cancer
de prostata. Los ganglios linfaticos adyacentes a los tumores primarios suelen
ser el primer sitio de metastasis, seguidos de metastasis en el higado, los
huesos y los pulmones. Para metastatizar, las células de cancer de préstata
realizan la transicion epitelio-mesénquima (EMT), tras lo cual se diseminan en
la circulacion y superan varias barreras antes de establecerse en el nuevo

tejido.

La caracterizacion molecular y fenotipica de biomarcadores de origen tumoral
circulantes en sangre periférica (biopsia liquida) permite su utilizacion como
método de diagnodstico, permitiendo la identificacion de fenotipos relacionados
con el estadio inicial, la progresion de la enfermedad o la respuesta al

tratamiento.

AR es un receptor nuclear de tipo esteroideo, que es activado por hormonas
androgénicas como la testosterona y la DHT. AR se activa por fosforilacion-
dimerizacion y se transloca desde el citoplasma al nucleo. Diversos estudios
sugieren que la progresion del cancer de prostata ocurre a través de la
alteracion del eje androgénico normal por desregulacion de la actividad de AR
a través de cascadas de transduccion de senales, alteracion en la expresion
tanto de correguladores y mutaciones que le permiten volverse
transcripcionalmente activo en respuesta a otros ligandos ademas de
testosterona y DHT (Heinlein & Chang, 2004).
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El gen que codifica el receptor de androgenos (AR), se caracteriza porque,
ademas del transcrito completo (AR-FL), presenta transcritos alternativos
(ARV) (Antonarakis et al., 2014). Las variantes del receptor de andrégenos
ARvV567 y ARV7 son las variantes de splicing mas prevalentes clinicamente y
se encuentran constitutivamente activas. Algunos estudios sugieren que,
dependiendo del contexto celular, estas variantes necesitan la presencia de
AR-FL para ejercer sus funciones (Xu & Qiu, 2016). Aunque se ha demostrado
que las AR-V desempefian papeles importantes en la progresion del CaP ya
que pueden regular los genes diana de AR o genes relacionados con el ciclo
celular, todavia se debate si las AR-V tienen funciones distintas o simplemente
sirven como sustitutos de AR-FL en condiciones de deplecion de andrégenos
(Hu et al., 2009; Watson et al., 2010).

La mayoria de estos AR-V mantienen el dominio de transactivacion en el
extremo N-terminal y un dominio de union al DNA intactos, seguidos de un
péptido corto, especifico de cada variante, que reemplaza al dominio LBD en
el extremo C-terminal. Las variantes de maduracién (“splicing”) del gen AR se
han asociado con el desarrollo de resistencia a la ADT en el cancer de
prostata, siendo ARv7 y ARv567, los mas estudiados y clinicamente
significativos (Ware et al., 2014).

Las AR-V pueden regular un subconjunto de genes de fase M y vincularse con
diferentes mediadores. La enzima conjugadora de ubiquitina E2-C (UBE2C) es
uno de los genes del ciclo celular que esta regulado por ARv7 en condiciones
de deplecion de androgenos (B. Cao et al., 2014; Hu et al., 2012). También, se
ha demostrado que la proteina mediadora de la transcripcion de la subunidad 1
de la RNA polimerasa (MED1) y ARv567 ocupan parte de las regiones
reguladores de los genes UBE2C y promueven su expresion independiente de

androgenos (Liu et al., 2015).

Las variantes de AR no sélo son responsables de la resistencia a la ADT, sino
que también pueden asociarse con resistencia a taxanos (paclitaxel, docetaxel,
etc) (De Bono et al., 2010).
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Se ha visto que la sobreexpresion de las variantes de AR, contribuyen a la
metastasis y la progresion a un fenotipo mas agresivo mCRPC al promover el
proceso de transicion epitelio mesénquima y adquirir propiedades de células
madre (Ellis et al.,, 2014; Xu & Qiu, 2016). Ademas, es posible que la
resistencia a farmacos se desarrolle a partir de una subpoblacion que contiene
un alto nivel de AR-V que ya estan presentes en el tumor antes del tratamiento
o que las AR-V tengan una via alternativa que sea capaz de evadir el
mecanismo de accidn farmacologico, ejerciendo asi su funcion sobre la

proliferacion celular y metastasis (Holohan et al., 2013).

La deteccién de AR-FL o sus variantes ARv7 y ARv567 en sangre periférica
puede hacerse a partir de células tumorales circulantes (CTC), de RNA
circulantes (ctRNA) o de exosomas. Nosotros hemos estudiado la presencia
de transcritos del gen AR (AR-FL, ARv567 y ARv7) mediante RT-PCR, a partir
de RNA obtenido de células nucleares circulantes de 20 pacientes con cancer
de prostata metastasico “de novo”. No hemos detectado el transcrito completo
(AR-FL) ni la variante ARv7 en ninguno de los casos, pero en tres pacientes
encontramos la variante ARv567 en las células circulantes. Estos pacientes
presentaban un indice de Gleason >8 y entre 14 y 16 metastasis, siendo dos

de los pacientes con mas metastasis dentro del grupo de estudio (Tabla 17).

Aunque la mayoria de los estudios llevados a cabo hasta el momento se han
centrado en el estudio de expresion de AR y sus variantes en CTCs o ctRNA
(Hodara et al., 2019), nuestros resultados confirman la posibilidad de detectar
biomarcadores tumorales en células mononucleares de sangre periférica sin
hacer seleccion previa de CTCs como habia sido previamente descrito en

otros trabajos (Marin-Aguilera et al., 2015).

La deteccion de RNA del gen AR en tres casos con un elevado numero de
metastasis sugiere la presencia de un elevado numero de CTCs; no obstante,
al ser un estudio retrospectivo desconocemos el numero de CTCs de cada
paciente, por lo que no podemos extraer conclusiones definitivas. Es conocido
que AR-FL y ARv7 siguen programas de transcripcion diferentes, aunque la

expresion de ARv7 esta acoplada con la de AR-FL dado que este receptor
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puede funcionar de manera autocrina, principalmente en células de cancer de

prostata resistente a castracion (Zhu & Luo, 2020).

La deteccion de ARv567 en ausencia de ARv7 esta poco estudiada, pero
puede ser debida a que los tratamientos previos de los pacientes puedan

desequilibrar la transcripcion alternativa del gen AR.

Estudio de la expresion de las proteinas AR-FL y ARv7 en plasma
mediante la técnica de Simple West

El western blot (WB), la técnica “estandar de oro” para la caracterizacion de
proteinas, tiene un bajo rendimiento, requiere una gran cantidad de tiempo,
arroja datos semicuantitativos de poca repetitividad y no siempre es posible
obtener la cantidad de proteina requerido en muestras de pacientes con cancer
(Misiewicz-Krzeminska et al., 2018). Por esta razén, empleamos la técnica de
Nanoinmunoensayo Capilar Automatizado, que nos permite medir la expresion
de proteinas en pequefias cantidades de muestra y tiene una mayor

sensibilidad y reproducibilidad que el western normal.

La produccién y el mantenimiento de las proteinas celulares requiere una serie
notable de procesos vinculados, que van desde la transcripcion, procesamiento
y degradacion de los mRNA, hasta la traduccion, localizacion, modificacion y
destruccion programada de las mismas. Se ha visto que los niveles de
expresion del mRNA solo reflejan una fraccion en la cantidad de proteinas

celulares (Vogel & Marcotte, 2012).

A partir del estudio realizado en plasma de 42 pacientes con cancer de préstata
metastasico “de novo” por la técnica de Simple West, observamos la presencia
de AR en 39 (92,86%) pacientes no detectandose en ningun individuo sano.
Estos datos se relacionaron con las caracteristicas clinicas, observando que los
pacientes AR-FL+ presentaban mayoritariamente un indice de Gleason de alto
grado, con metastasis de tipo M1b. Estos resultados confirman los de otros
trabajos previos realizados con otros métodos, como el estudio de Lyn et al., en

el que compararon el nivel de expresion de la proteina AR-FL en muestras de
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56 pacientes con CaP sin tratamiento, mediante tincion inmunohistoquimica,
mostrando que los tumores de prostata con puntuaciones de Gleason mas
altas antes del tratamiento expresaban mas proteina de AR (C. Y. Lin et al.,
2018). La ausencia de expresion de AR-FL en 3 pacientes puede ser debido a
que los niveles de la proteina estuviesen por debajo del nivel de deteccion con
nuestra técnica, ya que el mRNA de AR-FL sea mas inestable o a que la
proteina se degrade mas facilmente en el proteasoma (Heinlein & Chang,
2004; Jaworski, 2006).

De los 42 pacientes incluidos en nuestro trabajo, detectamos la isoforma ARv7
en el plasma de 14 (33,33%). En un estudio previo de nuestro grupo se estudio
la expresion de ARv7 en 72 pacientes con CaP con la técnica de Simple West,
encontrando expresion de ARv7 en el 29% de los pacientes con CRPC y CaP
metastasico. Al correlacionar los parametros clinicos observaron niveles de
PSA elevados en el grupo de pacientes ARv7+ y un indice de Gleason de alto
grado (Garcia et al., 2017).

Por otro lado, en nuestro estudio no hemos encontrado correlacion entre la
presencia de ARv7 con tumores mas agresivos; sin embargo, se observo que
el grupo de pacientes que presentaban ARv7 tenian una menor supervivencia
global con una tendencia a la significacion (Antonarakis et al., 2014) (Figura
30). En un trabajo reciente, en el que estudiaron la expresién de la proteina
ARvV7 nuclear en tumores de pacientes con CaP, se observd que la
sobreexpresion del transcrito ARv7 se asociaba con un pronostico desfavorable
y caracteristicas de crecimiento mas agresivas en los tumores (X. Chen et al.,
2018). Estos datos confirman que la expresion de la isoforma de ARv7 esta
relacionada con un peor pronodstico y una menor supervivencia global, debido
probablemente a que la proteina de ARv7 esta truncada y carece de dominio
de union al ligando, lo que le confiere una constante actividad transcripcional,

promoviendo la resistencia a ADT.
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Estudio de circAR en sangre periférica de pacientes con cancer de

prostata metastasico “de novo”

Los circRNA son una clase de RNA no codificante, que representan hasta el
10% del total de RNA en las células humanas. Los circRNA se expresan
abundantemente, se secretan en la circulacidon y son detectables en plasma y
orina (Bach et al., 2019).

A diferencia de los mMRNA, los cirRNA tienen mayor estabilidad al ser moléculas
cerradas covalentemente que contienen secuencias de exones y/o intrones.
Son sintetizados por la misma maquinaria del spliceosoma de RNA que los
RNA mensajeros. Se ha visto que la expresion desregulada de los circRNA

esta asociada con diversas enfermedades, incluidos muchos tipos de cancer.

Aunque el papel de los circRNAs en el cancer aun no se conoce por completo,
estudios recientes sugieren que pueden unirse a proteinas de union a RNA,
traducir péptidos y conferir resistencia al tratamiento. Su alta abundancia y
estabilidad en comparacion con los mRNA, le confiere un papel potencial como

biomarcador a partir de biopsia liquida.

Los transcritos alternativos de mRNA del gen AR son biomarcadores de mal
prondstico en el CRPC (Luo et al., 2019). Recientemente se han caracterizado
13 circRNA derivados de AR en pacientes con CPRC cuya expresién se
incrementa de manera paralela a la del AR-FL y AR-V durante la generacion de
la resistencia al tratamiento. Al ser mas resistente a la degradacién en sangre
periférica podrian ser mejores marcadores que la deteccién de AR-FL o AR-V
en biopsia liquida (S. Cao et al., 2019).

En nuestro trabajo detectamos 26 pacientes (61,90%) que presentaban niveles
altos de expresidon de circAR en plasma, no encontramos diferencias
significativas al correlacionarlo con las caracteristicas clinicas; sin embargo,

todos los pacientes presentaban un indice de Gleason alto (Tabla 20).
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Por otro lado, al correlacionar los niveles de expresion de circAR y el AR-FL en
plasma de los 42 pacientes, encontramos que 13 pacientes presentaban
niveles altos de expresidon de ambos (Tabla 29). De esos 13 pacientes, 6
(16,17,19, 22, 23, 32) estaban relacionados con altos niveles de expresion de
AR-FL/IARv7/Arv567 en plaquetas circulantes. En un estudio previo, se ha visto
que los niveles de circAR se correlacionaron fuertemente con los niveles de
AR-FL (asi como de sus variantes), tanto en muestras clinicas como en
xenoinjertos derivados de pacientes (S. Cao et al, 2019). Otro grupo,
establecido una fuerte correlacion entre circARs y las AR-Vs en tejidos de
pacientes con mCRPC, ya que el backsplicing de los circAR y el splicing
alternativo de las AR-V, pueden estar vinculados mecanicamente y/o con la
biogénesis de los circAR que posiblemente medien el empalme de los AR-V y

viceversa (Vo et al., 2019).

Nuestros resultados indican que los pacientes que presentan altos niveles de
expresion de circAR estan asociados con una mayor mortalidad y una menor
SG. No existen estudios previos que nos permitan comparar nuestros
resultados, por lo que planteamos estudiar una serie mas larga para confirmar

estos resultados preliminares.

Estudio del gen ARy sus variantes en plaquetas circulantes de pacientes

con cancer de préstata metastasico “de novo”

Las plaquetas son un componente fundamental del microambiente tumoral y
sirven como cooperadores locales y sistémicos tanto durante el inicio del
desarrollo tumoral como en el proceso de metastasis, por lo que quedan
expuestas a la “educacion plaquetaria” mediada por el tumor (TEP). Las células
tumorales pueden, directa e indirectamente, imponer cambios en el contenido
de RNA y proteinas de las plaquetas. Por esta razén, el RNA de las TEPs,

surge como un nuevo biomarcador a partir de biopsia liquida (Xing et al., 2019).
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Se ha postulado que las plaquetas desempefian una funcion critica en el CaP,
aunque esta interaccion sigue siendo poco conocida. Sin embargo, las
plaquetas pueden favorecer la progresion tumoral al liberar localmente factores
de crecimiento y al proteger a las células tumorales circulantes frente a la

vigilancia inmunitaria.

También, se ha  demostrado que las plaquetas producen
dihidroepiandrosterona, que puede ser precursor de andrégenos y estrégenos
(Garrido et al., 2012), lo que aumenta la posibilidad de un mecanismo adicional
a través del cual las plaquetas podrian favorecer el crecimiento del CaP
(Zaslavsky et al., 2015).

Nosotros hemos analizado los perfiles de expresion del gen AR en 42
pacientes diagnosticados con cancer de prostata metastasico de novo y 16
sujetos sanos a partir de RNA obtenido de plaquetas circulantes. El receptor
mas abundante en la superficie plaquetaria es ITGA2B, por lo que lo incluimos
en nuestro estudio como marcador plaquetario. Al analizar los niveles de
expresion del gen ITGA2B, observamos que 13 pacientes (30,95%)

presentaban alta expresion de este gen en relacion con el grupo control.

ITGA2B

Se sabe que en la membrana plaquetaria estan incrustadas una gran cantidad
de moléculas de adhesion, incluidas integrina, selectinas, glicoproteinas ricas
en leucina y proteinas de la superfamilia de inmunoglobulinas. Estas moléculas
promueven la adhesién plaquetaria no solo a las propias plaquetas y a la pared
del vaso, sino también a otros tipos de células, incluidas las células cancerosas
(N. Li, 2016). Se ha sugerido que tanto la integrina GPlIb/llla como el receptor
de vitronectina de tipo integrina (avB3) estan involucrados en promover la
metastasis en células de cancer de mama (MDA-MB-231), lo que parece
reforzar la idea de que se produce una interaccion entre células cancerigenas y
plaguetas (Cohen et al., 2000; Zhao et al., 2014).
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Ademas, se ha estudiado la expresion de ITGA2B en otros tipos de cancer,
como el cancer de pulmon de células no pequenias (NSCLC) (Xing et al., 2019)
y el cancer de células renales (X. Lu et al., 2016), ambos estudios muestran
que niveles elevados de expresion de ITGAZ2B se asocian con una menor

supervivencia global.

En nuestro estudio hemos comprobado que los pacientes con altos niveles de
expresion de [TGA2B presentaban una mayor mortalidad y una peor
supervivencia global. Debido a que nuestros pacientes presentan metastasis
de novo al diagnostico, las plaquetas podrian estar fuertemente involucradas
en este proceso, ya que se encargan de proteger a las células cancerosas de
su eliminacién (Zhao et al., 2014). Esta es la primera vez que se describe la
expresion de de ITGA2B con una peor SG en CaP, por lo que podria

considerarse como un marcador pronostico.

AR-FL

En el analisis de los niveles de expresion de AR-FL en plaquetas de los
pacientes incluidos en nuestro trabajo encontramos que 23 (54,76%)
presentaban expresion elevada. Se ha visto que AR-FL puede identificarse
tanto en megacariocitos como en plaquetas y que este AR activa otros genes
sensibles a andrégenos involucrados en la modulacion de la actividad

plaquetaria (Khetawat et al., 2000).

Otros grupos han analizado los niveles de expresion de AR-FL en tumores de
prostata primarios y en metastasis, encontrando que un aumento de expresion
se asociaba con una disminucion de la supervivencia libre de enfermedad
(Mohler et al., 2004) y con tumores mas agresivos (C. Y. Lin et al., 2018). Sin
embargo, en nuestro trabajo no hemos encontrado relacion entre los niveles de
AR-FL en plaquetas y la supervivencia de los pacientes, lo que podria reflejar
que los niveles de expresion tisular no se correlacionan con los plaquetarios.
Son necesarios mas estudios para determinar la utilidad de AR-FL en

plaquetas circulantes.
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ARv7 y ARv567

En nuestro estudio hemos detectado alta expresion de ARv7 en plaquetas de
28 pacientes (66,66%) que también presentaban un PSA elevado al
diagnostico (Tabla 24). En otros estudios se ha encontrado que altos niveles
de expresion de ARv7 en pacientes con CaP metastasico de novo y en
pacientes con CRPC se correlacionan con altos niveles de PSA y resistencia al
tratamiento (Caffo et al., 2016; Nimir et al., 2019; T. Zhang et al., 2020).
Ademas, también se ha comunicado la deteccion en mas del 95% de los
pacientes de niveles elevados de expresion de ARv7 en células
mononucleares, asociandose con una pobre respuesta a tratamiento con
farmacos inhibidores (Galletti et al., 2017). No obstante, ninguno de estos

estudios ha abordado la deteccion en plaquetas circulantes.

En nuestro trabajo, el grupo con mayor expresion de ARV7 presentaba una
mayor mortalidad en comparacion con el grupo de baja expresion, aunque sin
alcanzar la significacién (Figura 38). Los resultados obtenidos sugieren que la
presencia de altos niveles de expresion de ARv7 plaquetario podrian estar
relacionados con la supervivencia y que el estudio de plaquetas circulantes
podria ser una alternativa viable para detectar la expresion de ARv7 en

pacientes con CaP.

La isoforma ARv567 ha ganado interés debido a su estructura proteica unica.
En particular, la presencia de una region de bisagra intacta, en contraste con la
mayoria de las otras variantes del AR. Esta variante contiene todo el dominio
de wunion al DNA y la secuencia de localizacion nuclear, siendo
constitutivamente activa y, al igual que ARv7, puede funcionar en ausencia de

ligando.

ARvV567 se encuentra presente en el 59% de las muestras tumorales en
pacientes con CRPC. En nuestro trabajo hemos analizado la expresion de
ARv567 en plaquetas circulantes, encontrando que 24 pacientes (57,14%)
presentaban alta expresion de la variante. También observamos que los

pacientes con altos niveles de expresion de ARv567 presentaban una

149



DISCUSION

supervivencia global mas baja (62,5%) que los pacientes con baja expresion
(38,89%).

El hueso es el sitio principal donde se disemina el CaP metastasico (Xu & Qiu,
2016). Un estudio previo demostré que las variantes de AR (ARv7 y ARv567)
aumentan en la metastasis 6sea de CaP y se asocian con peor prondstico
(HOrnberg et al., 2011). En nuestro trabajo hemos encontrado una ausencia de
metastasis tipo M1a y una mayor incidencia de M1b en el grupo de mayor
expresion de ARv567. Ademas, encontramos una mayor supervivencia,

aunque no significativa, en el grupo que no expresan ARv567.

A la vista de estos resultados, realizamos un analisis comparativo entre los
pacientes que presentaban niveles altos de expresion plaquetaria de estas dos
variantes (ARv7+/ARv567+) y los que presentaban niveles normales de normal
(ARv7-/ARvV567-). Los 17 pacientes que presentaban altos niveles de expresion
de ARvV7+/ARv567+ tenian también niveles de PSA elevado y menor
supervivencia global (Figura 40). Esto concuerda con los datos de un estudio
previo, en CTC, realizado en pacientes con CaP metastasico, en el que
encuentran que la ausencia de ambas variantes se asocia con una mayor
supervivencia y mejor respuesta al tratamiento (Tagawa et al., 2019). Sin
embargo, esta es la primera vez que se estudian ambas variantes a partir de

RNA de plaquetas.

Multiples mecanismos pueden estar implicados en la sobrerregulacion de las
AR-V durante la progresién de los CaP dado el alto grado de complejidad y
heterogeneidad tanto a nivel morfolégico como molecular (Boyd et al., 2012),
por lo que es necesario seguir realizando estudios mas a fondo sobre la
actividad de las AR-V para determinar su accién en la supervivencia y la

resistencia a farmacos.
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Analisis de las alteraciones citogenéticas en tumores de préstata

Las alteraciones genéticas subyacentes al desarrollo y progresion del CaP no
se conocen completamente (Setlur et al., 2007). Para contribuir a un mejor
conocimiento de estas alteraciones, hemos analizado 8 tumores de pacientes

con CaP mediante aCGH.

Los tumores incluidos en el estudio se agruparon de acuerdo con la edad al
diagnostico mayores (5/8) y menores de 50 afios (3/8). Las diferencias que se
observaron a nivel cromosdmico como ganancias se localizan principalmente
en 3p (87,5%), 20p-20q (75%) y Xq (50%), siendo estas las de mayor
recurrencia. En cuanto a las perdidas, se encuentran principalmente en 8p
(62,5%), 19p (62,5%), 6qy 169 (50%).

Las ganancias en Xq y las pérdidas en 6q, 8p y 16g son alteraciones
recurrentes en el CaP (Saramaki et al., 2006). Las pérdidas en 6q, 8p y 13q
parecen ser eventos tempranos, que se encuentran también en la PIN. Por otro
lado, la ganancia de Xq se encuentra especialmente en los carcinomas de

prostata resistentes al tratamiento hormonal (Porkka & Visakorpi, 2004).

La ganancia en la regién 3p21.1, donde se encuentra el gen del Factor de
transcripcion asociado a microftalmia (MITF), es la alteracion mas frecuente en
nuestra serie (7/8). MITF es un factor de transcripcion que regula programas de
compromiso de linaje que son esenciales para la propagacion de los
melanocitos (Wellbrock & Arozarena, 2015). MITF por si solo no puede actuar
como un oncogeén clasico, por lo que se le ha denominado "oncogén de
supervivencia de linaje" para el melanoma (Garraway et al., 2005). Las
variantes de MITF son el resultado tanto del splicing alternativo como de la
activacion del promotor (Tachibana, 2000). Por otro lado, se ha demostrado
que en el CaP la expresion de MITF esta regulado positivamente por CRYAB
(B Alfa Cristalina), esta asociacion genera una reduccion en la proliferacion
celular y la replicacion del DNA. CRYAB funciona como una chaperona
molecular inducida por el estrés, inhibe la agregacion de proteinas

desnaturalizadas, promueve la supervivencia celular e inhibe la apoptosis en el
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contexto del cancer; sin embargo, en el CaP y en el nasofaringeo, la expresion
de CRYAB esta disminuida (Valcarcel-Jimenez et al., 2018). Estos datos
sugieren que el eje MITF-CRYAB ejerce actividad supresora de tumores y

podria ser un nuevo biomarcador en el CaP.

Otra de las ganancias observadas con mayor recurrencia se encuentra en la
region 20p11.1. En esta regién se encuentra el gen MACRODZ2 (Mono-ADP
ribosilhidrolasa 2), las deleciones o SNP en este locus se han asociado a
menudo con progresion tumoral, trastornos neurolégicos y psiquiatricos.
Ademas, las alteraciones del gen que codifica MACROD?Z2, se ha asociado con
el sindrome de Kabuki, un trastorno congénito pediatrico caracterizado por

anomalias faciales y retraso mental (Maas et al., 2007; Kuniba et al., 2008).

Se ha comunicado que las deleciones frecuentes de MACROD?2 alteran la
reparacion del DNA, lo que resulta en inestabilidad cromosémica vy
tumorigénesis colorrectal (Lo Re et al.,, 2018). En los canceres de mama
primarios y en las metastasis, la expresion de MACRODZ2 puede cambiar con la
evolucion de la enfermedad. El aumento de la expresion y amplificacion de
MACRODZ2 en los tumores primarios se asocia con una peor supervivencia
(Mohseni et al., 2014). Estos estudios sugieren que MACRODZ2 puede actuar
como un mediador clave del crecimiento, independiente de los estrogenos, y en
la resistencia al tamoxifeno, siendo un nuevo objetivo potencial para el

diagnostico y el tratamiento del cancer de mama.

MACROD1 esta implicado en la modulacién de la senalizacion del AR y del ER
(J. Yang et al., 2009). Estudios recientes sugieren que el locus que abarca el
gen MACROD?2 en el cromosoma 20p12.1 puede ser un sitio fragil especifico

del cancer que favorece las deleciones somaticas (Mohseni et al., 2014).
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La region con mayor recurrencia de perdidas en nuestra serie es 8p23 (62,5%).
En esta region se encuentra el gen MSR1 (Receptor 1 del eliminador de
macrofagos). ElI cromosoma 8p ha recibido gran importancia porque
comunmente se elimina en el CaP, asi como en muchos otros canceres,
incluidos el de cabeza y cuello, colon, mama, ovario, higado, pulmén y vejiga
(Hsing et al., 2007). Ademas, los resultados de multiples estudios evidencian
que el cromosoma 8p puede albergar genes importantes de susceptibilidad al
CaP. Varios genes candidatos en 8p estan involucrados en el desarrollo del
CaP, incluidos la proteina homeobox Nkx-3.1 (NKX3.1), el candidato supresor
de tumores 3 (N33), MSR1 y el gen delecionado en cancer de higado 1 (DLC1)
(B. L. Chang et al., 2007).

Dada la naturaleza del receptor, el gen MSR1 esta involucrado en varios
procesos bioldgicos, incluida la inmunidad innata y adaptativa, la inflamacion y
la apoptosis (Sun et al., 2006). Como componente importante en la via de la
inflamacion, el gen MSR1 puede vincular la inflamacion cronica y el CaP al
alterar las respuestas de inflamacion tras la union de una amplia gama de
ligandos. En resumen, se sugiere que el gen MSR1 no confiere un riesgo

importante de cancer de prostata, pero puede conferir un riesgo moderado.

En la region 8p21.3, también se encuentra el gen DLC17, que codifica una
proteina activadora de Rho GTPasa con funcién supresora de tumores. La
inactivacion del gen DLC1 se produce por delecién o por metilacion aberrante
del promotor. Las alteraciones del gen DLC1, por delecion o por
hipermetilacion de la regién promotora, suponen una pérdida de la actividad
supresora de tumores en el cancer de préstata, habiéndose indicado que

podria aumentar el riesgo de metastasis (Guan et al., 2006).

En el cancer de prostata, la perdida de LOH de las regiones cromosomicas es
crucial en la progresion del tumor. Se han identificado varias regiones
cromosoémicas que demuestran una alta frecuencia de LOH en los cromosomas
1p, 3p, 5q, 7q, 6q, 8p, 8q, 10q, 11p-q, 13q, 16q, 17p, 17q y 18q (Dumur et al.,
2003).
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En nuestra serie la mayoria de los casos presentaban LOH a nivel de 16p11.2
(87,5%), 10g11.21 y de las regiones pericentroméricas de los cromosomas 7 y
11 (62,5 %).

En la region 16p11.2 se localiza el gen FUS, que codifica una proteina
multifuncional que consiste en un complejo de ribonuclelasa heterogénea
nuclear (hnRNP) (Kwiatkowski et al., 2009). Este complejo, participa en la
interaccion con el pre-mRNA vy el traslado del mRNA al citoplasma. FUS
interacciona con los dominios de union de DNA de los receptores de retinoides
X, receptores de estrégeno, tiroides y glucocorticoides (Powers et al., 1998).
También se ha demostrado que este gen tiene un sitio de transferencia que es
funcionalmente activo en las células del cancer de prostata. Se ha visto que la
expresion de FUS disminuye en la etapa avanzada del cancer de proéstata v,
por lo tanto, la pérdida de FUS puede aumentar la sefalizacion de androgenos
y, favorecer la proliferacion de las células del cancer de prostata. Sin embargo,
el aumento de la expresion de FUS reduce el crecimiento tumoral y previene la
etapa G1, aumentando la apoptosis en las células del cancer de prostata. Por
todo ello, el gen FUS podria ser importante al generar un vinculo entre la
sefalizacion de andrégenos y la progresion del ciclo celular (Ghanbarpanah et
al., 2018).

En la region 11p (11.2-11.12), se localiza el gen DDBZ2 que codifica la proteina
de unién al DNA dafado 2. Esta es una proteina que se une al DNA dafado,
asociado a la proteina de union al DNA danado 1 (DDB1) y al gen cullin-4
(CUL4). Un estudio demuestra que DDBZ2 es una proteina que interactua con
AR y media el contacto con AR y el complejo CUL4A-DDB1 para la
ubiquitinacién y degradacion del receptor (S. W. Chang et al., 2012). EIl dafo
del DNA induce la expresion génica tanto de TP53 como de DDB2, pudiendo
inhibir la expresion de AR. DDB2 tiene una funcion de importacién nuclear y
puede llevar DDB1 al nucleo para la reparacion del DNA y la regulacion del
ciclo celular. DDBZ2 juega un papel en el proceso de envejecimiento normal y la
prevencion del cancer. Se ha demostrado que este gen esta involucrado en la
degradacion de la proteina de AR, sugiriendo una actividad como supresor de
tumores en CaP (ltoh, et al., 2007).
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En la region 10q11.21 se situa el promotor del gen MSMB que codifica la
microseminoproteina-beta, proteina del liquido seminal que se ha encontrado
regulada negativamente en el CaP (Pomerantz et al., 2010). Ademas, se ha
caracterizado MSMB como un gen supresor de tumores y cuando se encuentra
en niveles bajos, se asocia con formas mas agresivas de CaP (Rinckleb et al.,
2012).

En el cromosoma 3q11.2 se localiza el gen del receptor 6 de efrina tipo A
(EphA6). Los receptores efrina (Ephs) representan la mayor familia de
receptores de tirosina quinasa. Diversos estudios indican que Ephs y sus
ligandos de efrina estan involucrados en diferentes procesos relacionados con
la metastasis, incluida la adhesion, migracion, invasién y angiogénesis. Entre
los Ephs y efrinas, EphA6 se sobreexpresa constantemente en las células CaP
metastasicas (S. Li et al., 2015). La expresion de EphA6 es alta en los tejidos
tumorales de CaP, mientras que es casi indetectable en los tejidos adyacentes
no tumorales. Se ha observado que EphA6 se sobreexpresa en muestras de
tejido tumoral pero no en tejido benigno de pacientes con BPH. EphA6 se ha
considerado como un gen de metastasis que se correlaciona positivamente con

la progresion de CaP.

En resumen, el estudio de CNAs mediante microarrays gendmicos nos ha
permitido encontrar diferencias a nivel genémico, entre los grupos de estudio
jovenes y adultos. En las regiones alteradas de manera diferencial hemos
encontrado genes implicados tanto en el desarrollo de CaP como en la
metastasis. No obstante, es necesario estudiar una serie mas amplia para

poder sacar conclusiones.

Estudio de los genes implicados en la via del AR mediante NGS

La metodologia NGS, ha revolucionado la investigacion genomica, permitiendo
la secuenciacion de una gran cantidad de genes a partir de DNA o RNA. Se ha
demostrado que la deteccion de mutaciones tiene una sensibilidad de
aproximadamente el 95% y una especificidad del 100% para una variedad de
alteraciones como SNP, inserciones y deleciones, mutaciones de tipo splicing y

deleciones macroscopicas (Rubio et al., 2020).
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La interpretacion de cada resultado en las pruebas NGS es compleja, ya que,
al secuenciar una mayor cantidad de genes, se pueden evidenciar un mayor
numero de variantes genéticas incidentales que no presentan significado
conocido. La mayoria de estas variantes desconocidas pueden no conceder
riesgo en un individuo sano, pero también existe la posibilidad de que sea una
nueva variante patogénica (O’'Roak et al., 2011). Se ha reportado que, en un
individuo sano, sélo el 60% de las mutaciones encontradas tiene

probabilidades reales de asociarse a enfermedad (Lam et al., 2012).

En nuestro trabajo disefiamos un panel especifico para el analisis de genes
que estan implicados en la via de AR (SRD5A2, SRD5A1, NR3C1). Se
incluyeron un total de 8 muestras procedentes de tumor en bloque de parafina
de pacientes diagnosticados con CaP, a los que se les analizé previamente las

CNVs mediante la plataforma OncoScan™.

Para el analisis de datos, en nuestro trabajo s6lo se contabilizaron las variantes
que cumplian con los filtros de calidad segun los programas de prediccion y se
incluyeron las variantes que presentaron una frecuencia alélica superior al 10%
en el tumor. Por otro lado, las variables que no cumplian con estos requisitos

no fueron incluidas en el estudio.

La sintesis de androgenos intratumorales se ha identificado como uno de los
mecanismos que adoptan las células de CaP para activar la sefalizacion de
AR en presencia de niveles de castracién de androgenos circulantes. Varias
enzimas esteroidogénicas estan involucradas en este proceso y el perfil de
expresion de estas moléculas podria encontrarse alterado en el CRPC, con
sobreexpresion de enzimas involucradas en la sintesis de androgenos como es
el caso de SRD5A1 y en la inactivacion de andrégenos como SRDSA2 (Galletti
et al., 2017).

De las 76 variantes identificadas en este estudio, 68 variantes corresponden a
cambios neutrales (Tabla A-1). De las cuales 43 son variantes intronicas, 6

variantes sindnimas, 17 cambios en el extremo 3' UTR y dos en el extremo 5'.
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Todas estas variantes no fueron consideradas en el estudio posterior ya que no
afectaban la estructura o funcion de la proteina; sin embargo, en una segunda

fase se analizara si existen alteraciones en secuencias reguladoras de splicing.

Ademas, hemos identificado 5 mutaciones de tipo missense: una de ellas
estaba clasificada por los programas de prediccion como patogénica; una
mutacion frameshift, una delecion in-frame y una mutacion de tipo nonsense

catalogadas como patogénicas (Tabla 36).

El gen en el que identificamos un mayor numero de mutaciones fue AR (5
mutaciones), seguido de SRD5A2 y SRD5A1. No encontramos mutaciones en
el gen NR3C1.

La mutacion de tipo missense ¢.2323C>T/p.(Arg775Cys), localizada en el
exén 6 del gen AR, se identifico en un paciente joven diagnosticado con CaP
de bajo grado. Este cambio de secuencia reemplaza la arginina con cisteina
en el coddn 775 de la proteina AR. El residuo de arginina esta muy conservado
y existe una gran diferencia fisicoquimica entre la arginina y la cisteina. Por otro
lado, la mutacion nonsense ¢.2257C>T/p.(Arg753Ter) identificada en un
paciente adulto con CaP metastasico de novo, crea una sefal de parada de
traduccidén prematura. Estas variantes se han descrito en individuos y familias
afectados por el sindrome de insensibilidad completa a los andrégenos (AIS)
(Ledig et al., 2005; Melo et al., 2003), un trastorno que en su forma completa se
caracteriza por un fenotipo femenino en un individuo con un cariotipo XY, en el
que los testiculos producen concentraciones normales de androgenos (Hughes
et al., 2012).

Ambas variantes se localizan en el dominio LBD del gen AR, el segundo
dominio mas conservado que consta de 11 hélices. La hélice carboxi-terminal,
funciona como un interruptor intramolecular que, junto con la interaccion con un
agonista, da como resultado un surco hidrofébico que sirve como sitio de unién
para los coactivadores y para el dominio amino-terminal de el AR (Helsen et al.,
2012). Mutaciones germinales en este dominio se han asociado con el

sindrome de insensibilidad a los androgenos (Y. Wang et al., 2017).
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Llama la atencién la presencia de estas mutaciones en células tumorales que
dependen del receptor de androgenos para su crecimiento y su presencia pone
de manifiesto la existencia de clonas tumorales independientes del receptor de

androgenos.

En el gen AR también encontramos una mutacion missense,
¢.404C>T/p.(Pro135Leu), catalogada como de significado clinico desconocido.
Este paciente pertenecia al grupo de jovenes y presentaba un CaP de bajo
riesgo. Son necesarios mas estudios para determinar la posible patogenicidad

de esta mutacion.

En el gen AR encontramos wuna delecion de tipo in-frame
c.1368_1379del/p.(Gly470_Gly473del). Aunque esta catalogada como de
significado clinico desconocido en la plataforma Varsome, la mutacién se
encuentra en el exon 1 en la posicidon 456-470 del gen (921) por lo que, al estar
ubicado a la mitad del gen podria estar afectando a la funcion de la proteina.
Ademas, esta mutacion presenta una frecuencia poblacional del 0,000023%.
Por lo que esta mutacién podria ser considerada como patogénica. Es
necesario determinar si esta alteracion produce un aumento o disminucién de

la actividad del receptor para definir su posible patogenicidad.

La informacién gendmica generada a partir del tumor de un paciente se puede
utilizar para una mejor estratificacion y una terapia dirigida precisa para
garantizar efectos secundarios minimos y una respuesta de tratamiento (Yuan
et al., 2018). A medida que se obtiene mas informacion sobre las diversas vias
implicadas en el CaP a travées de NGS, se identifican mas dianas
farmacoldgicas potenciales. Nuestro trabajo confirma la implicacion de genes
de la via de AR en la carcinogénesis tumoral. Por ello, seria necesario realizar
estudios funcionales que confirmen nuestros resultados y utilizar un numero de
muestra mayor, ya que estas alteraciones podrian utilizarse como

biomarcadores y posibles dianas terapéuticas.

158






Conclusiones







CONCLUSIONES

1. La biopsia liquida en pacientes con cancer de préstata metastasico
resistente a castracién puede realizarse tanto en sangre periférica total como

en plaquetas circulantes, siendo mas sensible la determinacién en plaquetas.

2. El aislamiento de plaquetas educadas por el tumor (TEPs) a partir de biopsia
liquida, proporciona una fuente rentable, rapida y no invasiva para el
diagnostico del CaP metastasico de novo. Por esta razén, el RNA de los TEPs,
surge como un nuevo biomarcador a partir de biopsia liquida, lo que lo hace

idéneo como fuente para la obtencién de mRNA de las AR-V.

3. El método de simple west en biopsia liquida de pacientes con CaP
metastasico resistente a castracidén, aporta una sensibilidad adecuada para

monitorizar la presencia de proteinas tumorales.

4. La deteccion de niveles altos de expresion del gen ITGAZ2B en plaquetas
circulantes estan relacionados con una peor supervivencia global, por lo que el
estudio de los niveles de expresion de ITGAZ2B podria considerarse como un

marcador pronaostico.

5. Los niveles de expresién de las AR-V estan relacionadas con una menor

supervivencia global y con una mayor tasa de mortalidad en los pacientes.

6. Altos niveles de circAR estan asociados con una mayor mortalidad en
pacientes con CaP metastasico resistente a castracion, por lo que podrian ser

utilizados como nuevos biomarcadores en el CaP.
7. El estudio de alteraciones genémicas de tumores de CaP pone de manifiesto

la existencia de regiones diferenciales en el cancer de préstata en jévenes

respecto a los tumores de adultos.
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8. El estudio, mediante NGS, de genes relacionados con el receptor de
androgenos en tumores de prostata, revela la existencia de poblaciones
celulares tumorales con mutaciones somaticas que inhiben la funcion del
receptor, poniendo de manifiesto la posibilidad de crecimiento tumoral
independiente del receptor.
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Tabla A-1. Distribucion de las variantes neutrales en los genes incluidos en el panel por NGS.
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chr5:6668842
chr5:6669000
chr5:6669536
chrx:66914801
chrX:66915607
chrX:66945740
chrx:66946851
chrX:66949722
chrX:66950105
chr2:31756669
chr2:31805619
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rs632148

rs17209258
rs33944801

rs258813
rs6188

rs61753484
rs852979
rs4986593
rs4582314
rs4634384

rs4406157
rs10482606
rs9324924
rs188966000

rs248805
rs888473510

rs3733773

rs8192190
rs540212
rs148352265
rs2767564

rs2361635
rs112320270

rs61530657
rs5918764
rs56348100

rs1337076
rs4993619
rs6196
rs3822430
rs8192186
rs3736316
rs6152
rs768280979

167

Variante
c.*1552G>A
c.*1056G>C
c.*849A>G
c.*91C>T
¢.*88_*91delinsACC
TATATATATATATAT
ATATAT
c.e1-13164C>T
c.*3833A>G
c.*3298G>T
c.-251T>C
c.-325T>G
c.*461C>T
c.*619A>G
c.*1155T>C
c.*237T>C
c.*1043A>T
c.*2057T>C
c.*3168T>C
c.*6039C>T
c.*6422C>T
n.612-127G>A
n447+71A>G
c.281+15T>C
c.-62G>C
c.e7-2105A>G
c.e7-2104A>T
c.2026+1628T>C
¢.2026+1083G>C
c.e7-1030T>C
€.2026+335C>T
c.1472-16G>T
c.e5+241C>G
¢.1355-46G>C
c.1354+166A>G
c.1185-113T>C
c.-13-278G>T
c.-13-280G>A
c.e2+438C>A
c.-14+205A>C
c.-13-2851T>C
c.-13-12067C>A
c.-14+14432T>G
c.e2-5141T>A
p.Thr139Ala
€.294-6474G>A
c.e2-6465G>T
c.460+131G>A
c.e2+1332T>A
c.460+1353A>G
c.461-188G>A
¢.563-363A>G
c.1616+29483A>G
c.e2+129A>C
c.1768+204T>G
c.*1092C>G
c.e3+9710T>C
c.e3+9712C>T
c.1886-207A>T
C.2318+243A>T
c.2318+285A>G
c.e6-2077G>A
c.2319-78T>G
€.2607+330G>C
€.2298T>C/p.Asn767,
p.Pro103Pro
p.Ala116Ala
p.Thr160Thr
¢.639G>A/p.Glu213G
c.1383C>T
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3'UTR
3'UTR
3'UTR
3'UTR

3'UTR

3'UTR
3'UTR
3'UTR
5'UTR
5'UTR
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