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1 Cáncer de Próstata 
1.1  Aspectos generales del cáncer 

El término cáncer engloba un grupo de enfermedades caracterizadas por una 

división descontrolada de células cuya consecuencia es la proliferación 

anormal de las mismas, dando lugar a un tumor (Seyfried & Huysentruyt, 2013). 

Estas células cancerígenas, además de crecer sin control sufren nuevas 

alteraciones y adquieren la facultad de invadir tejidos y órganos para 

diseminarse y proliferar a otras partes del organismo a través de la sangre o el 

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

Según los últimos datos publicados por la Sociedad Española de Oncología 

Médica (SEOM), el cáncer sigue constituyendo una de las principales causas 

de morbi-mortalidad en el mundo, con aproximadamente 19,3 millones de 

casos nuevos en el año 2020 (últimos datos disponibles a nivel mundial dentro 

del proyecto de GLOBOCAN). 

El número de cánceres diagnosticados en España en el año 2021 se estima 

que alcanzará los 276,239 casos según los cálculos de la Red Española de 

Registros de Cáncer (REDECAN), de los que 158,867 se espera sean en 

hombres y 117,372 en mujeres. Las estimaciones por GLOBOCAN 2020, 

indican que el cáncer de mama es el tipo de cáncer con mayor incidencia 

(11,7%), seguido por el cáncer de pulmón (11,4%), colorrectal (10%) y el 

cáncer de próstata (CaP) (7,3%). Si bien el CaP es el tumor más frecuente del 

varón siendo la segunda o tercera causa de muerte entre países (Figura 1). 

En España los cánceres más frecuentemente diagnosticados en 2021 serán los 

de colorrectal (43,581 nuevos casos), próstata (35,764), mama (33,375), 

pulmón (29,549) y vejiga urinaria (20,613).  
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1.2  La glándula prostática 

La próstata es la principal glándula del aparato genitourinario masculino, tiene 

forma de pirámide invertida y se encuentra frente al recto, por debajo de la 

vejiga, recubriendo la primera parte de la uretra (Figura 2). Su función principal 

es secretar la mayor parte del líquido seminal, cuyos componentes brindan 

nutrientes y protección a los espermatozoides. Su crecimiento y la formación de 

las secreciones prostáticas están controlados por hormonas esteroideas y 

factores de crecimiento producidos local y sistémicamente (Balk et al., 2003). Si 

bien el rol específico del fluido prostático en el semen aún se desconoce, se 

cree que su función principal está relacionada con la coagulación, la movilidad 

espermática y la licuefacción del semen (Verze et al., 2016). 

Las secreciones prostáticas son levemente alcalinas, están compuestas 

principalmente por azúcares y su contenido proteico es menor al 1%. Entre 

ellas se encuentran la fosfatasa acida prostática (PAP), el antígeno prostático 

específico (PSA) y la β-microseminoproteína (β-MSP). El PSA pertenece a la 

familia de las calicreínas, es sintetizado en la próstata y su producción depende 

tanto de la presencia de andrógenos como del tamaño de la glándula. La 

función del PSA es escindir las proteínas seminogelina I y II permitiendo la 

licuefacción del semen (Balk et al., 2003). 

Figura 1. Tumores más frecuentemente diagnosticados en el mundo. Estimación para el 
año 2020, ambos sexos (Global Cancer Observatory, n.d.). 
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En los hombres sanos, una pequeña parte del PSA pasa a la circulación 

sanguínea, por lo que un aumento de su concentración en la sangre se utiliza 

como indicador de un crecimiento anormal o inflamación de la glándula 

prostática, siendo considerado actualmente como un marcador importante para 

la detección precoz de CaP (Stamey et al., 1987). 

La próstata es un órgano complejo y heterogéneo que presenta componentes 

diferentes desde el punto de vista patológico, morfológico y funcional. Como se 

muestra en la Figura 3 y según el desarrollo de McNeal de divide en cuatro 

zonas (McNeal, 1981): 

Zona central (ZC), constituye el 20-25% del volumen del tejido glandular 

prostático y es atravesada por los conductos eyaculadores. En esta región se 

localizan aproximadamente el 10% de las neoplasias malignas. 

Figura 2. Esquema anatómico de la glándula prostática. 



INTRODUCCIÓN 

19 

Zona de transición (ZT) y periuretral, representan el 5-10% del volumen de la 

próstata; es la zona donde se desarrolla la hiperplasia benigna de próstata 

(HPB) por la acción androgénica y el 10-20% de los tumores malignos de la 

próstata.   

Zona periférica (ZP), corresponde al 70% de la próstata glandular, es la zona 

donde se localizan alrededor del 80% de los carcinomas, siendo además la 

más afectada por la prostatitis crónica (De Marzo et al., 2007).  

Zona anterior o estroma fibromuscular (ZA), ocupa un tercio de la masa total 

prostática. Está constituida por tejido no glandular y no se asocia habitualmente 

con enfermedades de la próstata (Selman, 2011).  

Histológicamente, la glándula prostática está formada por el estroma (células 

musculares lisas, colágeno, fibroblastos, vasos, nervios y células inmunes) y el 

epitelio glandular (glándulas ramificadas y conductos), delimitados por la 

cápsula prostática. En el epitelio prostático normal se pueden diferenciar tres 

tipos de células: secretoras luminales, basales y neuroendocrinas (Figura 4) 

(Lang et al., 2009).  

Figura 3. Esquema de las distintas zonas de la próstata. Adaptación (De Marzo et al., 2007). 
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Las células epiteliales secretoras (luminales), de aspecto cilíndrico, secretan 

glicoproteínas ubicadas en la región luminal, como el PSA (Sinha et al., 1987) y 

la fosfatasa ácida prostática, que sirven como marcadores tumorales. Expresan 

altos niveles del receptor de andrógenos (AR) y tienen alta dependencia por la 

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

Las células basales están poco diferenciadas. Estas células se caracterizan por 

no ser secretoras y  expresar niveles bajos de AR, por lo que son 

independientes de los andrógenos 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 próstata 

segregar sustancias como la serotonina y una gran variedad de neuropéptidos: 

somastotatina, cromogranina A, gonadotropina coriónica humana (HCG). 

Carecen de receptores de andrógenos y en el CaP agresivo se produce una 

hiperproliferación de esta capa de células. 

Figura 4. Tipos de células diferenciadas en la próstata. Esquema de los tipos de células en la 
próstata adulta. El compartimento epitelial está 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. Adaptación (Middleton 
et al., 2019). 



INTRODUCCIÓN 

21 

1.3  Regulación hormonal de la próstata 

El desarrollo y las funciones de la próstata son dependientes de los 

andrógenos. Los andrógenos son los principales esteroides sexuales en el 

hombre y son los responsables del desarrollo fenotípico masculino. Del 90 al 

95% de los andrógenos son producidos en las células de Leydig del testículo 

siendo los más importantes la testosterona (T), la dihidrotestosterona (DHT) y 

la androstenediona (Taplin & Ho, 2001). De éstas tres hormonas la 

testosterona se sintetiza en mayor concentración, por lo que es considerada 

como el principal andrógeno testicular, representando el 95% de la 

testosterona presente en el plasma de hombres sanos. 

Tanto el crecimiento de la próstata como el mantenimiento de su epitelio 

secretor están regulados por andrógenos y por su receptor. La síntesis de los 

andrógenos se regula en el eje hipotálamo-hipófisis-gónadas (Figura 5). En el 

hipotálamo se libera la hormona luteinizante (LH), que viaja a través del 

sistema circulatorio hasta llegar a los testículos donde se estimula la acción de 

las células Leydig que secretan testosterona a nivel circulatorio.  

Posteriormente, la testosterona se unirá a la albúmina o a la globulina 

transportadora de hormonas sexuales para llegar hasta la próstata y ejercer 

sus efectos (Heemers & Tindall, 2007; So et al., 2003). Tanto la fracción libre 

como la fracción unida de la testosterona se difunden a través de las 

membranas y entran en la célula prostática, donde la enzima 5-a-reductasa 

biotransforma la testosterona en su metabolito más activo, DHT, que es 

transportada por difusión al citoplasma de la célula epitelial, siendo el principal 

andrógeno mediador del crecimiento prostático (Bartsch et al., 2000).  

La unión de DHT al AR de las células glandulares prostáticas, induce la 

traslocación del receptor al núcleo de la célula.  



INTRODUCCIÓN 

22 

La testosterona y la DHT se unen a un receptor AR y activan genes 

dependientes de andrógenos. En algunos órganos diana, entre ellos la 

próstata, la testosterona se convierte en DHT por acción de la enzima 5-a-

reductasa. La familia de la enzima esteroidea 5-a-reductasa (SRD5A) en 

humanos incluye cinco miembros, SRD5A1-3 y otras menos caracterizadas 

como la glicoproteína sináptica 2 (GSPN2) y de tipo GSPN2 (Azzouni et al., 

2012). Las proteínas SRD5A se expresan de manera diferente en el cuerpo 

humano para desempeñar diversos roles funcionales.  

Figura 5. Síntesis de las hormonas esteroideas que actúan sobre la próstata. A) Representa la 
regulación de la síntesis y liberación de la testosterona, a través del eje hipotálamo-hipófisis-
testículo. Las líneas continuas representan la activación (+) y promoción de la liberación de las 
hormonas. Las líneas discontinuas representan una retroalimentación negativa, dada por la 
liberación de la T cuyos niveles inhiben negativamente la liberación de la LHRH, de la hormona 
luteinizante y la estimulante de folículos (FSH). 
B) Se representa la síntesis prostática de la DHT gracias a la acción de la enzima 5-a-
reductasa. Una porción de la T y de la DHT se unen en el plasma a la globulina de unión a las 
hormonas sexuales (SHBG). La DHT se une al AR y esta unión hormona-receptor se transloca 
al núcleo para unirse a los elementos de respuesta en el DNA para ejercer su acción (García-
Figueredo et al., 2015).
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Se ha visto que la enzima 5-a-reductasa tipo 1 (SRD5A1) está implicada en el 

metabolismo de los neuroesteroides (Compagnone & Mellon, 2000) y 

predomina en tejidos extraprostáticos como piel y el hígado, aunque también 

está presente en la próstata. La enzima 5-a-reductasa tipo 2 es la isoforma 

predominante en la próstata y está 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 autosómico recesivo 

denominado deficiencia de 5-a-reductasa, que se asocia con genitales

subdesarrollados y atípicos. 

Por otro lado, la sobreproducción de DHT  mediada por la enzima SRD5A2 se 

asocia con la HPB, alopecia androgénica y cáncer de próstata debido a la 

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

1.4  Enfermedades asociadas a la Próstata 

Las enfermedades de la próstata pueden ser causadas por diferentes factores 

etiológicos y dan lugar a dificultades al momento de orinar, como por ejemplo 

una alta frecuencia de micción, sorpresiva y urgente necesidad de orinar, entre 

otros síntomas. Entre las enfermedades más frecuentes se encuentran: 

Prostatitis 

La prostatitis es la inflamación de la próstata, aparece entre un 10% y un 15% 

en los hombres. Este síndrome benigno, común en los hombres, se divide en 

dos tipos: bacteriana y no bacteriana. El patrón de inflamación más 

característico es el de un infiltrado linfocítico a nivel del estroma. La prostatitis 

no bacteriana o síndrome del dolor pélvico crónico es la más común de las 

prostatitis, de etiología desconocida y puede ser inflamatoria (con presencia de 

leucocitos en las secreciones prostáticas) y no inflamatoria (Krieger et al., 

2008). La prostatitis bacteriana a su vez puede ser clasificada en aguda o 

crónica, la infección aguda de la próstata es causada en su gran mayoría por 

microorganismos gram-negativos, enterobacterias, que provienen del tracto 

urinario inferior o de la vía linfática de la zona rectal. 
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En la prostatitis crónica el proceso inflamatorio e infeccioso recurrente de la vía 

urinaria inferior es producido por una bacteria gram-negativa 

enterobacteriaceae, que se localiza en la glándula prostática. Esta inflamación 

crónica provoca daños en el estroma y en las células epiteliales (De Marzo et 

al., 2007), así como cambios en la estructura y función de las proteínas, 

alteraciones genéticas y modificaciones en el DNA (Olinski et al., 2002), que 

pueden inducir a un tumor prostático. Un 27% de los pacientes que deben 

someterse a biopsias prostáticas debido a un alto nivel de PSA muestran 

evidencias de prostatitis (Harik & O’Toole, 2012). 

A pesar de que no hay datos concluyentes, estudios epidemiológicos 

realizados en pacientes con prostatitis crónica 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 próstata 

La hiperplasia benigna de próstata se caracteriza por la proliferación no 

maligna de las células epiteliales y estromales en la zona de transición que 

rodea la uretra. Se cree que su etiología es multifactorial involucrando tanto 

factores ambientales como genéticos. Se han descrito diferentes factores 

implicados en la etiología del crecimiento de la glándula prostática: la edad 

avanzada, la acción paracrina o autocrina de los factores de crecimiento 

modulada por hormonas sexuales, el incremento de los estrógenos y el 

aumento de la actividad de la enzima 5-a-reductasa, que biotransforma la 

testosterona en DHT en el estroma, desempeñando un papel clave en el 

desarrollo de esta enfermedad (Roehrborn & Rosen, 2008). El aumento de los 

estrógenos tiene efectos sobre el crecimiento anómalo en las células epiteliales 

y un incremento en la proliferación de células del estroma de la próstata  

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

identificar una relación directa entre el desarrollo de HBP y el cáncer prostático.  
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Teniendo en cuenta la división anatómica de la glándula prostática más del 

80% de los tumores prostáticos se dan en la zona periférica, y un 10%-20% a 

nivel periuretral, sin embargo, las áreas 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 años han desarrollado esta patología. Aunque 

generalmente es asintomática, algunos pacientes pueden sufrir síntomas 

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

1.5  El cáncer de próstata: aspectos generales 

El cáncer de próstata se clasifica como adenocarcinoma dado que el 95% de 

los casos se desarrolla a partir de una proliferación desmedida de las células 

luminales en los ductos prostáticos, con ruptura de la membrana basal e 

invasión del estroma (Udensi & Tchounwou, 2016).  

Es el tumor más frecuente en el varón y se presenta generalmente en 

pacientes de edad avanzada de forma latente sin manifestar síntomas clínicos. 

Sin embargo, puede tornarse sumamente agresivo y diseminarse más allá de la 

próstata invadiendo tejidos cercanos como vejiga, vesícula seminal y recto o 

metastatizar a los nódulos linfáticos, hueso, pulmón y otros órganos (Schulz et 

al., 2003). Se estima que entre el 15% y el 30% de los hombres mayores de 50 

años, y el 80% de los hombres mayores de 80 años, presentan CaP no 

diagnosticado y microscópico (Taichman et al., 2007). Muchas lesiones en la 

próstata contienen infiltrados inflamatorios crónicos o agudos que se asocian 

con atrofia focal del epitelio de la glándula, desencadenando un estadio 

premaligno, que implica una serie de mutaciones en las líneas germinales, 

alteraciones cromosómicas, hipermetilación del DNA, etc.  

En la zona periférica de la próstata y como respuesta a un proceso inflamatorio 

de forma crónica o aguda debida a factores desconocidos (patógenos, 

enfermedades autoinmunes, dieta, etc.), se observa un incremento en la 

proliferación de las células epiteliales, posiblemente estimulado por el estado 

inflamatorio, adquiriendo un fenotipo intermedio entre las células basales y las 

luminales; este tipo de lesión se denomina atrofia proliferativa inflamatoria (PIA) 
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(De Marzo et al., 2007). Estas células epiteliales están sujetas a procesos 

moleculares de estrés, que en algunas células puede desencadenar 

inestabilidad genómica y promover la transición hacia un estadio de mayor 

progresión de la enfermedad.  

En zonas adyacentes a las lesiones de PIA se observan zonas con otro tipo de 

lesión preneoplásica denominada neoplasia prostática intraepitelial (PIN) 

(Figura 6). Estas lesiones son consideradas las precursoras del 

establecimiento y desarrollo del tumor en el tejido prostático.  Las PIN se 

caracterizan por una proliferación intraluminal de las células epiteliales 

secretoras del sistema ductal-acinar; normalmente afectan a la zona periférica 

de la glándula prostática y son consideradas unas lesiones precursoras del 

cáncer, ya que presentan características genéticas similares e histológicamente 

una perdida de la diferenciación 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 I (baja malignidad), y otro de alto grado que incluiría los 

grados II y III (alta malignidad), el último 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 está intacta u 

ocasionalmente interrumpida, al contrario que en las lesiones de alto grado, 

donde la interrupción es frecuente. La afección de bajo grado puede aparecer 

en hombres a temprana edad, pero no necesariamente padecerán cáncer; sin 

embargo, la incidencia y extensión en los hombres que tienen PIN de alto 

grado aumenta a partir de los 50 años. En una biopsia prostática, la 

importancia clínica de las PIN de alto grado radica en la asociación que tiene 

con el riesgo aumentado de CaP, identificándose en casi el 82% de las 

próstatas con adenocarcinoma (Vasioukhin, 2004).  

En sus etapas iniciales, cuando el CaP está confinado en la próstata, la 

enfermedad puede ser manejada con tratamientos activos quirúrgica 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 vesículas 

seminales y metastatizar.  
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El desarrollo de metástasis es un evento alarmante ya que, en estadios 

avanzados de la enfermedad, más del 80% de los pacientes desarrollaran 

metástasis óseas que producen lesiones que generan dolor y disminuyen 

drásticamente 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 glándula, ya es dependiente de 

andrógenos para su crecimiento; al metastatizar, se puede volver 

independiente de esta hormona, estadio que se conoce como “resistente a la 

castración” (CRPC) (Mottet et al., 2021). 

Histológicamente, el CaP es un aumento de la proliferación celular asociada 

con una pérdida progresiva de la membrana basal en la glándula prostática, 

seguido de anormalidades en los marcadores de diferenciación, incremento en 

el tamaño nuclear de las células y variación del contenido genómico 

ocasionando inestabilidad genómica, y un aumento en la proliferación celular 

(Figura 6).  

Figura 6. Modelo de progresión del cáncer de próstata. Las características morfológicas de las 
diferentes etapas de progresión del cáncer se correlacionan con eventos genéticos y 
epigenéticos específicos. La deleción o la inactivación de la mutación de los genes supresores 
de tumores se denota como pérdida. La sobreexpresión de un gen se muestra con una flecha 
apuntando hacia arriba, mientras que la regulación negativa de la expresión se muestra con una 
flecha apuntando hacia abajo. Adaptación (Rybak et al., 2015; Vasioukhin, 2004). 
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1.6  Metástasis en el cáncer de próstata 

La enfermedad metastásica es la principal causa de muerte asociada al cáncer 

de próstata. Los ganglios linfáticos adyacentes a los tumores primarios son a 

menudo el primer sitio de metástasis, seguidos del hígado, los pulmones y los 

huesos. Las metástasis óseas en el cáncer de próstata se presentan con 

mayor frecuencia como lesiones osteoblásticas con características osteolíticas 

mixtas, que causan dolor intenso, hipercalcemia y fracturas frecuentes (Datta et 

al., 2010).  

El desarrollo de metástasis requiere que ocurran una serie específica de 

eventos que involucran una compleja sucesión de cambios en las células 

epiteliales que conforman el tumor: 1) invasión local a través de la matriz 

extracelular (ECM), 2) intravasación, 3) supervivencia en el torrente sanguíneo, 

4) extravasación, 5) formación de nichos y establecimiento de micrometástasis

y 6) reinicio de los programas proliferativos generando crecimientos

neoplásicos detectables. Esta serie de eventos es conocida como la cascada

de invasión y metástasis y se postula que es posible gracias a la activación de

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

La EMT confiere a las células epiteliales las características necesarias para 

iniciar los procesos de invasión y metástasis, 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 metástasis es un proceso que comienza 

una vez avanzada la enfermedad, en etapas tardías del proceso tumorigénico. 

Algunos autores han encontrado características asociadas a EMT en estadios 

tempranos, incluso en lesiones preneoplásicas (Harper et al., 2016). Por otro 

lado, se ha observado que las células neoplásicas que inician los programas de 

EMT adquieren la capacidad de actuar como células iniciadoras de tumor, una 

característica definitoria de las células madre tumorales (CSCs) (Zhou et al., 

2016).  
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La diseminación de células con características de CSCs sería un evento clave 

para la progresión de la cascada de invasión y metástasis, ya que dichas 

células deben poder actuar como células iniciadoras de tumor y ser las 

fundadoras de una colonia metastásica. En relación con esto, algunos autores 

han encontrado que células con características del tipo mesenquimal son más 

resistentes a radio y quimioterapia. La resistencia a estas terapias es otra 

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

Las células de cáncer de próstata se diseminan a la circulación como células 

tumorales circulantes (CTC) y superan varias barreras físicas para establecer 

metástasis óseas, atravesar las paredes sinusoides y el estroma de la médula 

ósea y luego migrar a la superficie del hueso endosteal a través de sinusoides 

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

Una vez que las células de cáncer de próstata colonizan la médula ósea, la 

interacción entre las células cancerosas y el microambiente óseo da como 

resultado un "ciclo vicioso" de formación y destrucción ósea, un proceso que 

apoya la supervivencia de las células cancerosas y el crecimiento tumoral. Los 

factores de crecimiento secretados por las células de cáncer de próstata, 

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 proteínas morfogenéticas óseas (BMP), pueden estimular la activación de 

osteoblastos (Body et al., 2015). Además, las proteasas secretadas por 

tumores, como las metaloproteinasas de matriz, el PSA y el activador de 

plasminógeno de tipo uroquinasa, promueven la liberación de factores de 

crecimiento que inducen osteoblastos, incluido el factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β), factores de crecimiento de tipo insulina, y PDGF, para 

promover aún más la diferenciación de osteoblastos de las células madre 

mesenquimales (G. Wang et al., 2018). Todo ello puede dar lugar a un 

microambiente favorable para la progresión del tumor (Arap et al., 2020). 
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1.7  Clasificación del cáncer de próstata 

Los sistemas para clasificar en qué fase se encuentra un tumor de próstata son 

variados en función del método utilizado e imprescindibles ya que la terapia 

depende del estadio clínico del tumor. La clasificación del paciente con CaP se 

suele hacer en base a la extensión del tumor (TNM), el grado histopatológico 

(Gleason), el estadio clínico y el factor de riesgo o pronóstico. 

Clasificación TNM. Estudio de la extensión del cáncer de próstata 

Se fundamenta en la evaluación de la extensión del tumor, el número de 

ganglios afectados y la presencia o no de metástasis a distancia, según la 

clasificación de la Unión Internacional Contra el Cáncer (UICC), (Tabla 1). En 

el TNM, se define como T1 al tumor que es clínicamente no evidente, 

impalpable y no visible en estudios de imágenes. El cáncer detectado sin 

extensión extra glandular se considera T2 y cuando se extiende por fuera de la 

cápsula se establece como T3. Se clasifica como T4 cuando existe una 

invasión de órganos adyacentes distintos a las vesículas seminales. Si los 

ganglios linfáticos regionales están comprometidos, se considera N1; mientras 

que la afectación de ganglios linfáticos no regionales y/o la presencia de 

metástasis (en los huesos o en otras localizaciones) son clasificadas como M1 

(Vallejos et al., 2013). 
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Tabla 1. Clasificación TNM del cáncer de próstata. 

T: Tumor Primario 
Tx No se puede evaluar el tumor primario 

T0 No hay evidencia de tumor primario 

T1 Tumor no evidente clínicamente, no palpable ni visible mediante pruebas 
de imagen 
T1a Tumor detectado como hallazgo fortuito en una extensión menor o 

igual al 5% del tejido resecado 
T1b Tumor detectado como hallazgo fortuito en una extensión mayor al 

5% del tejido resecado 
T1c Tumor identificado mediante punción biópsica 

T2 Tumor confinado en la próstata 

T2a El tumor abarca la mitad de un lóbulo o menos 

T2b El tumor abarca más de la mitad de un lóbulo, pero no ambos 
lóbulos 

T2c El tumor abarca ambos lóbulos 

T3 Tumor que se extiende más allá de la cápsula prostática 

T3a Extensión extracapsular unitareal o bilateral 

T3b Tumor que invade la/s vesícula/s seminal/es 

T4 Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes distintas de las vesículas 
seminales: cuello vesical, esfínter externo, recto, músculos elevadores del 
ano y/o pared pélvica 

N: Ganglios Linfáticos Regionales 

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales 

N0 No se demuestran metástasis ganglionares regionales 

N1 Metástasis en ganglios linfáticos regionales 

M: Metástasis a distancia 
Mx No se pueden evaluar las metástasis a distancia 

M0 No hay metástasis a distancia 

M1 Metástasis a distancia 

M1a Ganglio/s linfático/s no regionales 

M1b Hueso/s 

M1c Otra/s localización/es 
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Clasificación del grado histopatológico (puntuación de Gleason) 

El sistema de puntuación desarrollado por Gleason es el más utilizado para la 

determinación de los grados de diferenciación glandular y el patrón de 

crecimiento en relación con el estroma del adenocarcinoma de próstata. El 

sistema de Gleason tiene en cuenta la disposición de las células tras el análisis 

histológico de la muestra tumoral y asigna una puntuación en una escala de 1 a 

5 (de mayor a menor diferenciación) (Figura 7), identifica cinco patrones 

histológicos de crecimiento del adenocarcinoma prostático en una escala 

progresivamente decreciente de diferenciación glandular que se determina a 

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

Los patrones arquitectónicos 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 más diferenciado. Como los patrones primario y secundario 

influyen en el pronóstico, existe una suma o puntuación de Gleason que se 

obtiene por la adición de ambos grados. 

Figura 7. Representación anatomopatológica del estadio Gleason. Adaptación (Cáncer de 
Próstata: Estadios y Grados | Cancer.Net, n.d.) 
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Si un tumor tiene sólo un patrón histológico, 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 composición 

uniforme con patrón 1 de Gleason, hasta 10 (5+5=10), que representa a 

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

Sistema de puntuación de Gleason modificado 

La escala de Gleason se ha categorizado como la clasificación global y 

estándar para el cáncer de próstata por numerosas organizaciones, incluyendo 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) y UICC. El sistema de puntuación 

de Gleason ha variado con el paso de los años, sus dos mayores 

modificaciones se realizaron en 2005 con el consenso de la Sociedad 

Internacional de Patología Urológica (ISUP) y en 2014 en su segunda 

convocatoria.  

En el primer consenso se confirmó que los patrones de Gleason 1 y 2 no deben 

ser asignados en los informes de biopsia por aguja fina en especímenes de 

próstata, sino que estos patrones poco comunes se deben restringir a tumores 

ocasionales usualmente originados en la zona de transición y que solamente 

son diagnosticados mediante una resección transuretral de próstata o 

prostatectomía radical. Además, se decidió que todas las áreas cribiformes del 

tumor son mejor catalogadas en un patrón 4 de Gleason, no así en un 3 como 

se venía 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 puntuación de 6-10 

(Pierorazio et al., 2013).  

Las recomendaciones resultantes del consenso de 2014 fueron un desarrollo 

adicional de la clasificación de Gleason modificada por ISUP en 2005. En el 

sistema del 2014, los criterios morfológicos se aclaran, incluidas las 

definiciones actualizadas del patrón de Gleason 4. Además 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 

eliminación de los patrones 1 y 2 de Gleason y la inclusión de todo patrón 

cribiforme en la categoría de Gleason 4. 

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

Grado 
ISUP 

Puntuación 
de Gleason Definición 

1 2-6 Glándulas individuales, discretas y bien formadas 

2 3+4=7 

Predominantemente glándulas bien formadas con un menor 
componente de glándulas cribiformes, fusionadas o 

pobremente formadas. 

3 4+3=7 

Predominantemente glándulas cribiformes, fusionadas y mal 
formadas con un menor componente de glándulas bien 

formadas. 

4 

4+4=8 Glándulas cribiformes, mal formadas, fusionadas. 

3+5=8 
Predominantemente glándulas bien formadas y un menor 

componente sin glándulas o con necrosis. 

5+3=8 
Ausencia de diferenciación glandular o necrosis y un menor 

componente de glándulas bien formadas. 

5 9-10
Ausencia de diferenciación glandular o necrosis con o sin 

glándulas cribiformes, mal formadas o fusionadas. 

Las modificaciones realizadas a la escala de Gleason y el sistema de 

gradación ISUP representan un avance significativo y permiten categorizar a 

los pacientes de una manera más precisa según los hallazgos histopatológicos 

del tumor y su pronóstico. 

Clasificación según factores de riesgo (clasificación 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 más adecuadas en pacientes 

con CaP localizado. Clasifica a los pacientes en categorías de riesgo: bajo, 

intermedio o alto, tomando en cuenta factores predictivos como: la puntuación 

de Gleason, el tamaño del tumor y la concentración de PSA (D’Amico et al., 

1998). 
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Tabla 3. Factores de riesgo, clasificación de D´amico. 

La supervivencia de los pacientes sin recidiva bioquímica a los 5 años estando 

estratificados en riesgo bajo es del 80%, en el riesgo intermedio 60% y en 

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

1.8  Etiología del cáncer de próstata 

Como en muchos otros tipos de cáncer, el CaP se desarrolla por una 

acumulación de mutaciones somáticas y cambios epigenéticos (Arap et al., 

2020), resultando en la activación de oncogenes y en la inactivación 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 cáncer aumenta a 

medida que aumenta la edad. Su diagnóstico es raro en hombres menores de 

44 años, pero a partir de esta edad su incidencia se incrementa. El 

envejecimiento en los hombres va acompañado de una progresiva disminución 

en la producción de testosterona sérica, especialmente a partir de los 40 años. 

Se ha sugerido que, en cierta medida, la próstata puede mantener los niveles 

funcionales intra-prostáticos de andrógenos incrementando la expresión del 

receptor de andrógenos y de las enzimas implicadas en la biosíntesis de 

andrógenos. Pero estos mecanismos de adaptación podrían intensificarse con 

la edad llegando a alcanzar el límite de capacidad compensatoria, lo cual 

podría incrementar las tasas de mutación y procesos de evolución maligna en 

las células prostáticas (Sridhar et al., 2014). 

Bajo Riesgo Riesgo Intermedio Riesgo Alto 

Definición 

PSA <10 ng/ml 

GS <7 

cT1-2a 

PSA 10-20 ng/ml 

GS 7 

cT2b 

PSA >20 ng/ml 

GS 8-10 

cT2c 

<> PSA 

<> GS 

cT3-4 y cN+ 

Localizado Localmente 
Avanzado 
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La adquisición de los factores de riesgo descritos previamente, promueven la 

progresión tumoral al menos en parte a la señalización aberrante del AR que 

conducen a la tumorigénesis prostática y su transición hacia el fenotipo 

resistente a la castración. 

1.9  Diagnóstico del cáncer de próstata 

Generalmente el CaP se diagnostica por la medición repetida en un período 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 próstata que puede ser detectada en sangre. El 

valor crítico de PSA en suero es de 4 ng/ml, si bien valores por debajo de estos 

niveles entre 2,5 y 4 presentan un número importante de tumores y hemos de 

ajustarlos en relación 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 órgano-específico, con alta sensibilidad pero baja 

especificidad para la detección del cáncer de próstata, existiendo situaciones 

que provocan una elevación temporal de los niveles de PSA, como son las 

manipulaciones de la glándula prostática (tacto rectal, ultrasonografía 

transrectal y biopsia, entre otras) (Cabarkapa et al., 2016). Patologías no 

tumorales se han relacionado con elevaciones de los valores de PSA sérico 

provocando falsos positivos en la detección de CaP basada en la 

determinación de los niveles de esta enzima. Bajo esta condición, se realizan 

biopsias de próstata innecesarias y, en ocasiones, pueden mostrar la presencia 

de patrones de inflamación de la glándula pese a no asociarse a 

sintomatología. 

El DRE es una prueba que examina la parte inferior del recto y la glándula 

prostática para identificar anormalidades en el tamaño, forma o textura. 

Actualmente este marcador es un indicador para la detección temprana de una 

patología prostática, 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 prostáticas 

no-tumorales (Naji et al., 2018). Por lo tanto, suelen usarse ambos métodos en 

paralelo (Catalona et al., 1998). 

La prueba determinante en el diagnóstico del CaP es una biopsia tradicional, 

que consiste en la obtención de muestras de tejido tumoral y analizarlos 

mediante histoquímica o inmunohistoquímica, suponiendo una práctica 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 obtención presenta múltiples limitaciones (Kleppe & 

Levine, 2014).  

La próstata es un órgano de difícil 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.  

Además, los tumores presentan una enorme heterogeneidad, de forma que 

cada zona del tumor puede presentar unas características 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 características moleculares pueden ir 

cambiando con el desarrollo de la enfermedad debido a que los tumores no son 

estáticos. La selección de subclones resistentes debido al uso de fármacos 

dirigidos puede intervenir en la aparición de nuevas alteraciones genéticas, que 

producen diferencias moleculares entre el tumor primario y sus metástasis.  

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 líquidas” como estrategia alternativa para el 

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

La biopsia líquida es un nuevo concepto de diagnóstico que proporciona 

información 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 (lnRNA), exosomas, etc. También se pueden detectar plaquetas 

“educadas” por el tumor (TEPs) (Figura 8). La determinación de estos 

marcadores permite la detección del cáncer, el diagnóstico en etapa temprana 

y la evaluación de la respuesta a la terapia a través de medios mínimamente 

invasivos (Mattox et al., 2019; Soda et al., 2019).  

Las biopsias líquidas pueden detectar recurrencias tempranas antes de que los 

tumores se vuelvan radiográfica o clínicamente aparentes, lo que 

potencialmente brinda una oportunidad más amplia durante la cual los 

regímenes de tratamiento podrían ser modificados. Una vez que un paciente 

recae, las biopsias líquidas pueden revelar nuevas mutaciones no presentes en 

el tumor primario que podrían guiar las elecciones para la terapia de segunda 

línea. 

Las biopsias líquidas en el diagnóstico inicial pueden ser útiles para el 

pronóstico 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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2.1  Plaquetas “educadas” por tumores 

Las plaquetas son células hematopoyéticas anucleadas con un tamaño de 2-4 

μm liberadas por megacariocitos de médula ósea en el torrente sanguíneo. En 

personas sanas, la concentración de plaquetas circulantes es de 

aproximadamente 150-350 × 109/L y tienen una vida media de 7 a 10 días. Los 

principales orgánulos de la plaqueta son la membrana plasmática, el 

citoesqueleto, el sistema canalicular abierto, el sistema tubular denso y los 

gránulos. La membrana plasmática de la plaqueta, media las interacciones con 

el medio externo, por lo que cumple un papel central en su fisiología. Es una 

típica unidad de membrana con un contenido particular de fosfolípidos, 

glicolípidos y glicoproteínas. Las glicoproteínas clásicas han sido 

subclasificadas en distintas familias: integrinas, glicoproteínas ricas en leucina 

y selectinas.  

Figura 8. Fuentes de biopsia líquida. La sangre se puede separar en diferentes fracciones para 
enriquecer los biomarcadores asociados a tumores. A partir de la fracción de células 
mononucleares, las CTCs pueden proporcionar información genómica, transcriptómica y 
proteómica sobre el tumor. Desde plasma o suero, los nucleótidos (DNA-RNA) y exosomas 
libres. Las plaquetas educadas por tumores llevan información adicional sobre la ubicación del 
tumor en su mRNA. Adaptación (Joosse & Pantel, 2015). 
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Las integrinas son una familia de proteínas de adhesión celular que median el 

entorno celular y extracelular para regular la unión, la supervivencia y la 

motilidad. Además, modulan diversas patologías que incluyen enfermedades 

trombóticas, enfermedades infecciosas, inflamación, fibrosis y cáncer 

(Goodman & Picard, 2012). A través de la comunicación entre la célula y el 

entorno extracelular, la activación de señales de los receptores de crecimiento 

y las funciones potenciales en la neoangiogénesis inducida por tumores, las 

integrinas desempeñan un papel importante en el crecimiento y la metástasis 

en el cáncer. 

La integrina alfa-IIb (ITGA2B), también conocida como glucoproteína 

plaquetaria IIb del complejo IIb/IIIa, es el receptor más abundante en la 

superficie plaquetaria. Al mediar la comunicación plaqueta-plaqueta, asume un 

papel muy importante en la hemostasia (Rivera et al., 2009). Las mutaciones 

en el gen ITGA2B están asociadas con transtornos hemorrágicos de tipo 

plaquetario, que se caracterizan por un fallo de la agregación plaquetaria, 

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

Las plaquetas están equipadas con mecanismos de procesamiento de RNA, 

como el empalme previo al mRNA, el procesamiento y la traducción del mRNA. 

Como las plaquetas carecen de núcleo, la mayoría 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 circulación 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 cáncer, incluidos los de pulmón, próstata, 

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

Las plaquetas están implicadas en la biología tumoral y la metástasis (Figura 
9) (McAllister & Weinberg, 2014), y las células tumorales pueden, directa e

indirectamente, imponer cambios en su contenido de RNA y proteínas (Nilsson

et al., 2011). Como resultado, estas TEPs tienen una función alterada y pueden

promover la supervivencia y metástasis de las células tumorales, así como

otras características distintivas del cáncer (Hanahan & Weinberg, 2011).

Las células tumorales interactúan con las plaquetas indirectamente a través de 

diferentes moléculas de señalización o directamente a través de diferentes 

receptores, principalmente el receptor de activación plaquetaria P-selectina 

(Borsig, 2008).  

Tras la activación, las plaquetas pueden liberar varios factores de crecimiento y 

pro-angiogénicos como PDGF, BFGF, EGF, TGF-β, VEGF-A y VEGF-C 

(Menter et al., 2014). Las plaquetas pueden liberar estos factores en un nicho 

metastásico, proporcionando así un microambiente de crecimiento pro-tumoral. 

Además, las plaquetas alteran a las células cancerosas para evadir la 

detección por parte del sistema inmunitario, transfiriendo proteínas del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I a las células 

tumorales, lo que da como resultado la protección contra las células NK (Placke 

et al., 2012).  
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Las plaquetas pueden además proteger mecánicamente a las células 

cancerosas de su destrucción 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 físico evita la detección 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 metástasis al promover la supervivencia de las células 

cancerosas en la circulación (Buergy et al., 2012). 

Figura 9. Representación esquemática de la educación de plaquetas mediada por tumores. (A) 
Los megacariocitos en la médula ósea y los pulmones clasifican RNA y proteínas específicas 
en precursores de plaquetas. (B) Las plaquetas circulantes contienen una variedad de 
transcripciones de RNA y proteínas. Durante su vida útil de 7 a 10 días, las plaquetas 
interactúan con las células inmunes, las células tumorales y las células del estroma. Estas 
interacciones directas, así como la señalización de células distantes, por ejemplo, a través de 
la comunicación mediada por vesículas en sangre, cambia el contenido de la función 
plaquetaria. (C) Este proceso conduce al desarrollo de TEPs. A continuación, las plaquetas 
educadas por tumores pueden influir en el proceso de formación de metástasis 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 liberación de colas 
extracelulares. (D) Finalmente, la metástasis podría afectar la clasificación de RNA específicos 
y proteínas de megacariocitos en plaquetas. Adaptación (Sol & Wurdinger, 2017). 
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Las células tumorales liberan numerosos agonistas de plaquetas, incluidos 

ADP, trombina y tromboxano. Además, las células cancerosas, a través de su 

transformación oncogénica, tienen la capacidad de producir micropartículas 

que se liberan en el torrente sanguíneo y participan en la activación 

plaquetaria, contribuyendo a los estados protrombóticos presentes en 

pacientes con cáncer. 

Las plaquetas contienen una gran cantidad de factores de crecimiento que 

contribuyen al crecimiento del tumor y la angiogénesis. Además, la agregación 

plaquetaria alrededor de las células tumorales brinda numerosas ventajas a las 

células cancerosas: escape de la vigilancia inmunológica, señales pro-

supervivencia, adhesión al endotelio y extravasación. La activación de 

plaquetas parece ser crítica para el crecimiento tumoral y la metástasis (Sol & 

Wurdinger, 2017). 

Todo lo anterior sugiere que el concepto emergente de plaquetas educadas en 

tumores puede proporcionar herramientas interesantes para el diagnóstico del 

cáncer.  

2.2  RNA circular 

En las últimas décadas se ha visto una lista cada vez mayor de variantes de 

RNA no codificantes (ncRNA) con capacidad funcional (Morris & Mattick, 2014). 

Más del 75% de los RNA no codificantes se han encontrado en la transcripción 

del genoma humano (Wallaert et al., 2017). Los RNA circulares (circRNA), de 

100 pb a 4 kb de tamaño, se consideraron subproductos no funcionales del 

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

Algunos circRNA son abundantes y están conservados evolutivamente, y 

muchos otros ejercen funciones biológicas importantes al actuar como miRNA 

o inhibidores de proteínas (esponjas), al regular la función de las proteínas o al

traducirse ellos mismos. Además, se han implicado en enfermedades como

diabetes, trastornos neurológicos, enfermedades cardiovasculares y cáncer

(Kristensen et al., 2019).
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Los circRNA son biomoléculas endógenas, cuyos extremos 3´ y 5´ están 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 exónicos 

(ecircRNAs), circRNAs exónicos-intrónicos (EIciRNAs) y circRNAs intrónicos 

(ciRNAs). La mayoría de los circRNA exónicos existen en el citoplasma, 

mientras que los otros dos se encuentran principalmente en el núcleo celular. 

Existen algunos circRNA en los fluidos del cuerpo humano, por lo que son 

fáciles de detectar. La mayoría 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). 

 
 
 
 
 
 

Exón 
Intrón 

Figura 10. Empalme de circRNA y diversidad de isoformas. Se puede generar una gran 
diversidad de circRNA a partir de un sólo locus genómico, éstos se crean a través de un 
proceso de empalme no canónico conocido como empalme posterior. Dichos circRNA pueden 
consistir en uno o más exones e incluso contienen secuencias intrónicas no empalmadas. 
Adaptación (Barrett & Salzman, 2016). 
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Algunos circRNA descubiertos en tejidos humanos se han relacionado con 

diversos procesos celulares, como la senescencia, el crecimiento y la 

apoptosis, etc. Además, se han identificado perfiles de expresión de circRNA 

desregulados correlacionados con algunos tipos de cáncer, 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 

cáncer implica que podrían servir como nuevos biomarcadores clínicos (Z. 

Zhang et al., 2018). 

2.2.1 Mecanismos de regulación de los circRNA 

El más notable de los mecanismos de regulación de los circRNA es que 

pueden funcionar como esponjas de miRNA. Los circRNAs pueden bloquear la 

unión de miRNAs con el extremo 3´-UTR de un gen específico al unirse 

directamente a miRNAs, regulando indirectamente la expresión génica 

(Ashwal-Fluss et al., 2014). Por ejemplo, ciRS-7 puede funcionar como una 

esponja de miR-7 y, en consecuencia, reprime su función en el cáncer (Peng et 

al., 2015). Un segundo mecanismo es que los circRNA juegan compiten con la 

producción de mRNA en el procesamiento del pre-mRNA. Un tercer 

mecanismo implica a las proteínas de unión a RNA (RBP) a las cuales se unen 

actuando como reguladores de la transcripción.  

Además, los circRNA pueden servir como trampas de mRNA, otra forma de 

empalme alternativo, y eliminar los codones de inicio de los mRNA maduros 

para reducir la traducción de proteínas en el cáncer (Figura 11) (Song et al., 

2018). 
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Asimismo, se ha descubierto que los circRNA son una nueva forma de lncRNA 

que se expresan abundantemente en el citoplasma, lo que supone un nuevo 

mecanismo de regulación en cáncer al estar implicados en la regulación de la 

traducción (M. Wang et al., 2017; S. Yang et al., 2018). 

Los circRNA pueden detectarse fácilmente debido a su relativa estabilidad, 

expresión generalizada y abundante presencia en exosomas de sangre y 

saliva, lo que indica que los circRNA podrían ser nuevos e ideales 

biomarcadores de diagnóstico y pronóstico en el cáncer. 

Figura 11. La regulación de los circRNA en el cáncer. A) Los circRNA funcionan como 
esponjas de miRNA. B) Los circRNA se unen a las RBP como reguladores de la transcripción. 
C) Los circRNA eliminan los codones de inicio de los mRNA maduros para reducir la traducción 
de proteínas. D) La producción de circRNA compite con el empalme canónico de pre-mRNA en 
la regulación génica. E) La traducción 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 transcripción. H) Los exo-circRNA son eliminados por el RES 
o excretados a través del hígado o los riñones. I) Exo-circRNAs regulan la inmunidad del 
cáncer. J)  Exo-circRNAs promueven metástasis de cáncer. Adaptación (Z. Zhang et al., 2018).
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2.2.2 Implicación de los circRNA en cáncer 

Cada vez hay más evidencias de que los circRNA están implicados en la 

regulación de las vías de señalización que influyen en la progresión y el 

desarrollo del cáncer, lo que hace que sean un posible objetivo terapéutico (Yin 

et al., 2018) (Figura 12). Los circRNA desregulados actúan como supresores 

de tumores u oncogenes al alterar funciones celulares, como la resistencia a la 

apoptosis, la regulación del ciclo celular, el mantenimiento de la señalización 

proliferativa y la migración e invasión celular (Z. Zhang et al., 2018). 

Figura 12. Regulación de circRNAs en cáncer. CircRNA puede actuar como una esponja de 
miRNA o combinarse con proteínas para regular indirectamente la expresión génica en el 
cáncer. Circ-Foxo3, circDOCK y circUBAP2 están involucrados en la regulación de la apoptosis 
en el cáncer. CircMTO1, circ100284, hsa_circ_0013958 y circTCF25 pueden regular el ciclo 
celular a través de la regulación indirecta de las proteínas del ciclo celular en el cáncer. CiRS-7, 
circITCH, ciR-MYLK, circ-TTBK2 y circ_0009910 están involucrados en la proliferación celular 
en parte a través de la vía PI3K/AKT, vía Wnt/β-catenina, vía VEGFA/VEGFR2 y JAK1/STAT3, 
respectivamente. CircHIAT1, circLARP4 y circHIPK3 están involucrados en la invasión o 
metástasis a través de la regulación indirecta de CDC42 y LATS1 en cáncer. Los diferentes 
colores indican diferentes tipos de moléculas: el naranja representa los circRNA, el rosa 
representa el miRNA, en azul el gen de codificación y el gris representa la vía de señalización. 
Adaptación (Z. Zhang et al., 2018). 
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2.2.3 Importancia clínica de los circRNA en cáncer 

Los circRNA se pueden detectar no sólo en los tejidos tumorales, sino también 

en fluidos corporales como sangre, saliva y orina (Bahn et al., 2015). El 

enriquecimiento y la expresión anormal de los circRNA en fluidos corporales de 

pacientes con cáncer los convierten en candidatos ideales como 

biomarcadores a partir de biopsia líquida.  Un estudio realizado por Yin et al. 

comparó los niveles de circRNA de plasma entre pacientes con cáncer de 

mama y donadores sanos, encontrando que los circ_0001785 están regulados 

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

Los circRNA también podrían ser usados como marcadores de pronóstico. Por 

ejemplo, un estudio sugiere que el RNA circular de la proteína quinasa C de 

tipo iota (circPRKCI) está desregulado en los tejidos de adenocarcinoma de 

pulmón, observándose que los pacientes con mayor expresión de circPRKCI 

tuvieron una peor supervivencia global, lo que sugiere que la presencia de 

circPRKCI podría ser un factor de mal pronóstico en pacientes con esta 

patología (Qiu et al., 2018). 

La alta abundancia, la estabilidad, así como las firmas de expresión únicas y 

sus efectos en las vías de regulación asociadas con diversas enfermedades, 

resaltan el potencial de los circRNA como marcadores diagnósticos y 

pronósticos. Además, ciertos circRNA se han caracterizado como moléculas 

funcionales que contribuyen a la progresión del cáncer, convirtiéndolos en 

dianas terapéuticas prometedoras en cáncer de próstata (J. Li et al., 2020).  

3 El Receptor de Andrógenos (AR) 

El gen AR, también conocido como NR3C4, forma parte de una familia de 

receptores nucleares (NR) que actúan como factores de transcripción 

específicos; estos receptores se acoplan a elementos regulatorios en las 

regiones promotoras en respuesta a su unión a ligandos hidrofóbicos y 

desempeñan un papel fundamental en la regulación de la expresión génica 

(Owen & Zelent, 2000; Pardee, 2004). 
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AR es un receptor nuclear de tipo I (receptores clásicos o esteroides), que 

incluye a los receptores de progesterona (PR), andrógenos (AR), el receptor de 

estrógenos alfa (ERa) y beta (ERb), mineralocorticoides (MR) y el de 

glucocorticoides (GR). En humanos se han identificado 48 genes que codifican 

receptores nucleares, que están involucrados en casi todos los procesos 

fisiológicos y tienen un papel importante en la regulación del metabolismo, la 

diferenciación, el crecimiento y la homeostasis celular, así como la inflamación 

(Carlberg & Molnár, 2016). 

El efecto de los glucocorticoides en el CaP es controvertido (Duma et al., 

2006). Los glucocorticoides regulan diferentes efectos fisiológicos en 

prácticamente cada órgano del cuerpo y su efecto es mediado por el receptor 

de glucocorticoides. Existen dos isoformas del GR: GRa y GRß, ambas 

producto del gen NR3C1, que consta de 9 exones. La expresión de ambas 

isoformas depende del splicing alternativo del exón 9 (N. Z. Lu & Cidlowski, 

2005). Se ha visto que las terapias con glucocorticoides podrían 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.  Además, 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 expresión de 

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

El gen AR (NR3C4) se localiza en el cromosoma X, en la región q11-12. Su 

secuencia comprende 2757 nucleótidos y 8 exones, codificando una proteína 

de 110 kDa formada por 919 aminoácidos. Se expresa principalmente en los 

órganos reproductivos (próstata, ovario, endometrio), tejido adiposo, músculo 

esquelético, el hígado y el sistema nervioso central, pero no en la médula ósea 

(Rahman et al., 2004). El AR media las acciones fisiológicas de los 

andrógenos, los cuales están involucrados en la diferenciación 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 está formado por dominios funcionales que permiten la dimerización del 

receptor, su unión al DNA y el complejo vía cofactores con la maquinaria basal 

de transcripción. Consta de cuatro dominios funcionales (Figura 13): el dominio 

de transactivación N-terminal (NTD); el dominio de unión al DNA (DBD); la 

región de la bisagra; y por último el dominio de unión a ligando (LBD) 

(Claessens et al., 2008).  

El dominio NTD codificado por el exón 1, generalmente se considera 

constitutivamente activo, alberga la función de activación transcripcional 1 (AF-

1) y es crítico para el complejo de transcripción celular. Dentro de AF-1 hay dos

unidades de transactivación (TAU): TAU-1 (aminoácidos 142–485) y TAU-5

(aminoácidos 351–528). Entre los dos, TAU-5 es responsable de la mayoría de

la actividad transcripcional constitutiva, y se ha asociado con la activación del

AR aberrante en células CRPC.

El DBD está codificado por los exones 2 y 3, consta de dos dominios de dedos 

de zinc que coordinan la unión de la proteína AR a secuencias de DNA 

específicas y facilitan la homodimerización del receptor.  

La región bisagra, codificada por el exón 4, separa el DBD del LBD y contiene 

la señal de translocación nuclear, que es necesaria para la importación nuclear 

del AR. El dominio LBD codificado por los exones 5-8, contiene el AF-2 y 

facilita la unión de los ligandos de andrógenos, que actúan como el mecanismo 

de control primario del eje de señalización del AR (Lonergan & Tindall, 2011). 
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3.2  Mecanismos de acción del AR 

a) Vía genómica

En ausencia de testosterona, el AR se encuentra principalmente en el 

citoplasma, formando un complejo con diversas proteínas, entre las cuales 

están las proteínas de choque térmico (HSPs) hsp90, hsp70 y hsp56, y con los 

microtúbulos del citoesqueleto (Smith & Toft, 2008). Las HSPs mantienen al 

receptor en una conformación óptima para su unión a ligando, por lo que son 

esenciales para una activación eficiente del receptor. La entrada de 

testosterona en la célula y su unión al receptor induce un cambio 

conformacional que rompe la unión con las HSPs. Esta disociación permite que 

queden expuestos los motivos de dimerización y se genere la señal de 

localización nuclear, permitiendo que el receptor sea translocado al núcleo 

(Gobinet et al., 2002). 

En el núcleo, el receptor forma un homodímero que interactúa con secuencias 

cortas de DNA llamadas elementos de respuesta a andrógenos (ARE) que 

están localizadas en las regiones promotoras de sus genes diana, compuestas 

por secuencias palíndromas.  

Gen AR 
 

Cromosoma X
 

Proteína AR
 

Figura 13. Estructura del receptor de andrógenos. El AR está ubicado en el cromosoma X 
(Xq11-12) y está compuesto por ocho exones. El gen AR contiene el exón 1 que codifica 
para el NTD que contiene la función de activación de AF-1, los exones 2 y 3 corresponden al 
DBD. El exón 4 codifica la región bisagra, la cual representa una señal de localización 
nuclear y junto con los exones 5-8 componen al LBD en donde se encuentra la función de 
activación de AF-2. Dos unidades de transactivación principales están presentes en el AF-1: 
TAU-1 y TAU-5. Adaptación (Crona & Whang, 2017). 
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Algunos de los genes diana más conocidos son PSA, la proteasa 

transmembrana serina de tipo 2 (TMPRSS2), calicreína 2 (KLK2) y hexocinasa 

2 (HK2). La unión a los ARE facilita el reclutamiento de histonas 

acetiltransferasas, demetilasas, quinasas y otros correguladores, así como la 

activación de la maquinaria de transcripción. La liberación del ligando permite 

que se vuelvan a exponer los sitios de exportación nuclear y que el receptor 

sea reciclado al citoplasma para unirse al citoesqueleto y prepararse para la 

unión con el siguiente ligando.  

Las acciones genómicas del AR están ampliamente reguladas por su unión a 

los correguladores, las cuales pueden interactuar con el AR vía NTD y/o el 

dominio LBD. El reclutamiento de cofactores específicos está modulado por los 

cambios conformacionales del AR inducidos por su unión al ligando, así como 

por modificaciones post-traduccionales de los dominios del receptor (Dalton & 

Gao, 2010).  

b) Vía no genómica o independiente de ligando

Diversas moléculas, como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor 

de crecimiento insulínico (IGF) o citosinas como la interleucina 6 (IL-6), pueden 

activar a los receptores nucleares aún en ausencia de sus ligandos, pudiendo 

modificar su actividad (Simoncini & Genazzani, 2003).  

Las vías no genómicas de señalización de testosterona son un grupo de vías 

que actúan de manera independiente de la transcripción génica o dependiente 

de ella mediante factores de transcripción distintos al AR o, en el caso de ser a 

través del AR, por transactivación del receptor y no por unión directa con el 

ligando (Figura 14).  

Los mecanismos descritos para esta regulación positiva involucran el 

reclutamiento de coactivadores que funcionan como remodeladores de la 

cromatina e incrementan el posicionamiento de la maquinaria de transcripción 

basal, modulando así la transcripción de los genes diana aún en ausencia de 

hormonas. Asimismo, la fosforilación puede sensibilizar al AR a niveles bajos 

de andrógenos o a esteroides alternativos (Rochette-Egly, 2003).  
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Las células del cáncer de próstata muestran repuesta no genómica medida por 

el AR citoplasmático que facilita la activación de las cascadas de kinasas 

incluyendo Ras-Raf, PI3K/AKT y PKC, que convergen en las vías de las MAPK. 

Así, la activación de ERK piede fosforilar AR y sus coactivadores; además, la 

señal se puede activar independientemente de ERK por activación de mTOR. 

Estas observaciones son importantes porque indican que las estrategias 

dirigidas a evitar la vía genómica de activación de AR pueden no ser 

suficientes en el CaP (Liao et al., 2013). 

Figura 14. Integración de la señalización no genómica y la señalización genómica del receptor 
de andrógenos. En presencia de niveles bajos de andrógenos, las interacciones del AR con la 
quinasa Src y la subunidad reguladora p85α de PI3K activan a MAPK y las rutas Akt para 
mejorar la proliferación celular y la supervivencia de una manera independiente de ligando. En 
presencia de altos niveles de andrógenos, el AR se activa en una vía canónica para regular la 
expresión de genes diana. La activación de MAPK y Akt por señalización no genómica también 
mejora las señales genómicas de AR al fosforilar los coactivadores transcripcionales en el 
núcleo. Adaptación (Leung & Sadar, 2017). 
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3.3 Importancia del AR en cáncer de próstata 

El AR se expresa en la mayoría de los tumores de próstata y el crecimiento de 

estos tumores es, al menos inicialmente, dependiente de andrógenos (Rawla, 

2019). El desarrollo de la próstata se inicia en el compartimiento estromal, que 

expresa el AR y produce factores paracrinos que regulan el crecimiento y 

diferenciación del epitelio prostático. En el CaP, el epitelio crece en respuesta a 

andrógenos, lo que sugiere que el desarrollo del cáncer es resultado de un 

mecanismo autocrino. La terapia de privación de andrógenos (ADT) continúa 

siendo el tratamiento de elección, con un 80-90% de remisión clínica (Vander 

Griend et al., 2010). 

La ADT es un término empleado para referirse a la castración quirúrgica, la 

castración farmacológica a través de análogos de la hormona liberadora de LH 

(LHRH) que suprimen la secreción testicular de andrógenos, en combinación 

con antiandrógenos (bicalutamida) que se unen al AR e inhiben su actividad 

transcripcional (Vis & Schröder, 2009). Estos tipos de terapia son los 

tratamientos sistémicos estándar para el CaP localmente avanzado, en recaída 

o metastásico (Dehm & Tindall, 2011).

Inicialmente, estas terapias pueden inhibir eficazmente la actividad 

transcripcional del AR en las células de CaP, lo que conduce a una expresión 

reducida de genes diana de AR como el PSA y la regresión tumoral. Sin 

embargo, eventualmente se producen cambios en la biología de los tumores 

durante la ADT que permiten la reanudación del crecimiento tumoral y la 

diseminación metastásica. 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 progresión del CaP durante la ADT han 

demostrado que, en casi todos los casos, la reanudación de la actividad 

transcripcional del AR es un evento crítico (Knudsen & Scher 2009); por lo 

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

diana del fármaco. 

Se han propuesto varios mecanismos para explicar cómo el AR puede 

estimular la proliferación celular en un medio deplecionado a andrógenos, 

como la amplificación o mutación del AR, alteraciones en los niveles de 

cofactores o activación de otras rutas de señalización que no utilizan 

andrógenos para la activación del receptor (Agoulnik & Weigel, 2006).  

3.4  Mecanismos moleculares implicados en la activación del AR 

Los mecanismos de resistencia a fármacos en el CaP se deben principalmente 

a que la señalización del AR se mantiene activa aún en niveles bajos de 

andrógenos circulantes. Los mecanismos moleculares implicados en la 

reactivación del AR son complejos y heterogéneos, algunos de ellos son: la 

amplificación y sobreexpresión de AR, mutaciones puntuales, variantes de 

procesamiento de AR constitutivamente activas y la biosíntesis de andrógenos 

intratumoral alterada (Jentzmik et al., 2016). 

Amplificación y sobreexpresión del AR 
La amplificación del número de copias del AR permite explicar la progresión del 

fenotipo CRPC en un 20-30% de los pacientes y, probablemente, es importante 

para el desarrollo de la resistencia al tratamiento. La sobreexpresión del 

receptor se presenta también en tumores sin amplificación génica, debido a un 

aumento en la tasa de la transcripción del gen del AR y a un incremento en la 

estabilidad de la proteína como consecuencia de modificaciones post-

traduccionales (Datta & Tindall, 2013). 

Se han identificado proteínas que promueven la estabilización del AR, entre 

ellas el transductor de señales y activador de la transcripción 5 (Stat5), las 

quinasas dependientes de ciclinas (cdk) 1 y 5, además de proteínas de unión a 

RNA como proteinasa de cisteína 1 (CP1)  y proteinasa de cisteína 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 mayoría de las mutaciones somáticas puntuales 

clínicamente relevantes se encuentran en el dominio LBD. Una de las 

mutaciones puntuales más frecuentes del gen AR es T878A (previamente 

denominada T877A), que es una mutación de ganancia de función y puede 

activarse tanto por las hormonas esteroideas como por antiandrógenos de 

primera generación como la bicalutamida o flutamida. Esta mutación amplía la 

especificidad de unión al ligando del AR para que pueda ser activada por 

progesterona, glucocorticoides y estrógeno (Boudadi & Antonarakis, 2016); por 

lo tanto, la mutación crea clones malignos que pueden superar la inhibición de 

la abiraterona.  

Los estudios sobre las mutaciones en el AR sugieren que estas proveen una 

ventaja de supervivencia a las células de cáncer de próstata y promueven la 

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

Los estudios sobre los posibles mecanismos de producción de andrógenos 

intratumorales y las diversas formas de activación del AR han llevado al 

desarrollo de fármacos (abiraterona-MDV3100) como nuevas terapias en 

hombres con CRPC (Attard et al., 2009; Tran et al., 2009). El estudio de

posibles mecanismos responsables del cáncer de próstata independiente de 

andrógenos es esencial para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.  

3.5 Las variantes del AR 

Se han identificado aproximadamente 20 variantes de procesamiento del 

mRNA de AR (AR-V) desde 2008. Estas variantes se han clasificado en función 

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 

mayoría de estas AR-V tienen un dominio de transactivación N-terminal intacto 

y un dominio de unión al DNA, seguido de un péptido corto específico 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 cáncer de 

próstata se han asociado con el desarrollo de resistencia a la ADT, siendo 

ARv7 y ARv567  los más estudiados y clínicamente significativos (Ware et al., 

2014).   

ARv7 es una variante con un exón críptico 3 en lugar de los exones 4-8, este 

empalme alternativo conduce a una proteína que ha perdido la región bisagra y 

el dominio LBD. Por otro lado, ARv567 es una variante que contiene 

secuencias de los exones 1-4 y del exón 8; sin embargo, carece de los exones 

5, 6 y 7; la combinación de exón 1/2/3/4/8 desplaza el marco de lectura abierto 

(ORF) de esta variante a un codón de parada prematuro justo después de los 

primeros 29 nucleótidos en el exón 8. Estas variantes son independientes de 

andrógenos y codifican proteínas que pueden unirse al DNA para promover la 

trascripción de genes diana.   

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

estructuras de variantes de empalme se representan en la Figura 15. 

Variante 7 del receptor de andrógenos (ARv7) 

Figura 15. Variantes de empalme clínicamente relevantes. Esta figura representa las 
estructuras de genes y proteínas para las variantes de empalme ARv7 y ARv567es. 
Abreviaturas: ARv567es, variante de empalme del receptor de andrógenos con los exones 5–7 
omitidos; AR-V7, variante de empalme del receptor de andrógenos V7; CE3, exón críptico 3; 
NTD, dominio de transactivación de N-terminal; S, codón de parada prematuro; UTR, región no 
traducida. Adaptación (Crona & Whang, 2017) 
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La variante ARv7 se ha asociado con un mayor riesgo de recurrencia de la 

enfermedad después de la prostatectomía radical, con un aumento de la 

transición epitelio-mesénquima que contribuye a la diseminación metastásica y 

con mal pronóstico en el CaP metastásico. Esta variante se puede expresar en 

tejidos de próstata benignos y malignos,y participa en el desarrollo de 

resistencia a los tratamientos anti-andrógenos que conducen a un estado de 

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

Diversos estudios sugieren que la expresión de ARv7 es específica en CRPC 

(Hu et al., 2009), regulada negativamente por la señalización 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 

señalización  del AR en la vía genómica (Robinson et al., 2015). Aunque ARv7 

y AR-FL comparten sitios de unión de cromatina comunes, ARv7 también 

muestra sitios de unión distintos al interactuar con diferentes 

correguladores/represores. 

Se han encontrado datos insuficientes sobre el mRNA de ARv7 y la expresión 

de su proteína en CaP primario, aunque algunos estudios sugieren que se 

expresa. La expresión de la proteína ARv7 aumenta a medida que los 

pacientes desarrollan CRPC y resistencia a enzalutamida o acetato de 

abiraterona (Fizazi et al., 2014). La proteína tiene un motivo de secuencia de 

localización nuclear que se expone a través de cambios conformacionales tras 

la unión de andrógenos, lo que permite la translocación nuclear necesaria para 

la unión del DNA.  La expresión nuclear de ARv7 es heterogénea en diferentes 

metástasis de CRPC en el mismo paciente y puede asociarse con una firma 

genética única en pacientes con CRPC (Sharp et al., 2019). 
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Se ha sugerido que la expresión de la proteína ARv7 es más frecuente en las 

biopsias de CRPC que lo que se informó previamente en los estudios de mRNA 

de ARv7 y de expresión de proteínas en biopsias líquidas (11-46%) (Sharp et 

al., 2019). Las biopsias de pacientes resistentes a la castración que muestran 

metástasis en los ganglios linfáticos expresan niveles más altos de ARv7 que 

otras localizaciones, lo que puede explicar la menor incidencia de ARv7 

detectada en biopsias líquidas (De Laere et al., 2017). 

Variante ARv567 del receptor de andrógenos 

ARv567 es la única variante que conserva el dominio bisagra completo, 

codificado por parte de los exones 3 y 4; este dominio contiene secuencias 

importantes para la localización y actividad del AR. 

ARv567 activa genes que responden a los andrógenos (como KLK3, 

TMPRSS2 y NKX3.1) de manera independiente de las hormonas cuando se 

expresa ectópicamente en la línea 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 próstata benignos y malignos; sin embargo, sus niveles aumentan durante 

la ADT creando un estado de resistencia a la castración (Wadosky & 

Koochekpour, 2017). 

Mientras que ARv7 es independiente de los microtúbulos y las células que lo 

expresan muestran una resistencia relativa a los taxanos, ARv567 presenta 

una disminución de la afinidad por los microtúbulos a pesar de la presencia del 

dominio bisagra  (Thadani-Mulero et al., 2014). Estudios previos en pacientes 

con CRPC no han mostrado una asociación significativa entre la expresión de 

ARv7 y la respuesta a la quimioterapia con taxanos, mientras que el impacto de 

ARv567 no ha sido evaluado (Tagawa et al., 2019). 
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Justificación 

El cáncer de próstata representa alrededor del 12% de los casos de cáncer de 

nuevo diagnostico en Europa. Es uno de los tumores más prevalentes en 

España y uno de los más frecuentemente diagnosticados en el mundo (Ferlay 

et al., 2010) . El carcinoma de próstata es el cáncer no cutáneo más común que 

reduce la calidad de vida y es causante de muertes prematuras entre hombres 

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

Los biomarcadores de origen tumoral, como las células tumorales circulantes, 

los ácidos nucleicos específicos de tumor, las proteínas, etc., pueden ser 

detectados a través de la biopsia líquida, basada en la toma de una muestra de 

sangre periférica, que proporciona un medio para el diagnóstico mínimamente 

invasivo, superando las limitaciones de la adquisición de la muestra de tejido 

tumoral, ya que muchas veces no es posible la obtención 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 regulación del CaP.  

En los pacientes con CaP, la causa principal a la progresión de la enfermedad 

y la resistencia a la castración es la alteración genética en el gen AR o en sus 

variantes clínicamente significativas como ARv7 y ARv567 que son 

constitutivamente activas y se asocian con peor pronóstico. 

La detección precoz, diagnóstico clínico y monitorización del cáncer se 

consideran aplicaciones importantes de las biopsias líquidas, ya que pueden 

permitir un diagnóstico más temprano, mejorar la supervivencia global y la 

supervivencia libre de enfermedad (Alix-Panabières & Pantel, 2014).  
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Hipótesis 

El uso de biopsia líquida 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 cáncer de próstata metastásico “de novo”.

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

pacientes con cáncer de próstata metastásico “de novo”.

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

próstata metastásico “de novo”.

4. Estudio genómico mediante aCGH y NGS de cáncer de próstata en

tejido tumoral.





Pacientes y Métodos 
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1. Pacientes

En este estudio se han incluido 42 pacientes diagnosticados de cáncer de 

próstata metastásico de novo, sin tratamiento en el momento de la toma de 

muestra, en el Hospital Clínico Universitario de Salamanca entre los años 2015 

y 2019. Como grupo control para los estudios genéticos se utilizaron muestras 

de 16 varones menores de 35 años sin historial clínico de enfermedades de la 

próstata. En todos los casos se obtuvieron muestras de sangre periférica bajo 

consentimiento informado. 

Los datos clínicos de los pacientes: edad, plaquetas, PSA, índice de gleason y 

el tipo de metástasis (M1a, M1b y M1c), se obtuvieron en el Servicio de 

Urología del Hospital Clínico Universitario de Salamanca a partir de una base 

de datos anonimizada (Tabla 4). 

Tabla 4. Resumen de las características clínico-patológicas de los pacientes incluidos en el 
estudio. 

Características 
clínicas 

Total 
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) 
Índice 

de 
Gleason 

7 5 (11,90) 
>8 28 (66,67) 
ND 9 (21,43) 

Tipo 
de 

Metástasis 

M1a 2 (4,76) 
M1b 34 (80,95) 
M1c 3 (7,14) 
ND 3 (7,14) 

Metástasis a 
distancia 

Hueso 25 (59,52) 
Ganglios 3 (7,14) 
Visceral 4 (9,52) 

ND 10 (23,81) 
Status Vivo 20 (47,62) 

Exitus 22 (52,38) 
SD: Desviación estándar, ND: No dato. 



PACIENTES Y MÉTODOS 

69 

El análisis de anomalías mediante microarray genómico y NGS se realizó en 8 

muestras de tejido tumoral en bloques FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-

Embedded) procedentes de pacientes anonimizados con cáncer de próstata 

recolectadas entre los años 2015 y 2019 por el Servicio de Anatomía 

Patológica del Hospital Clínico Universitario de Salamanca, las características 

clínicas de los pacientes se recogen en la siguiente tabla:  

Tabla 5. Características de los tumores estudiados por microarrays genómicos. 

Nº de 
muestra 

Grupo de 
Riesgo Edad PSA 

ng/ml 
Índice 

de 
Gleason  

Status 
Paciente 

40358 Mtx de novo 84 1374 8 Exitus 
40365 Mtx de novo 63 198,3 10 Vivo 
40361 Mtx de novo 56 319,1 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: metastásico, CRPC: cáncer de próstata resistente a la castración 

Criterios de inclusión 
Pacientes diagnosticados con cáncer de próstata metastásicos de novo y que 

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

Criterios de exclusión 
Pacientes diagnosticados con cáncer de próstata metastásicos no de novo, 

resistentes a la castración o que sean catalogados dentro de algún 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, únicamente se han utilizado 

para fines relacionados con este estudio.  
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El estudio obtuvo la aprobación del Comité de Ética del Hospital Clínico 

Universitario de Salamanca, referencia CEIm: PI 2021 03 714. 

Esquema general de trabajo 

2. Métodos
2.1 Cultivos celulares 

En este trabajo hemos utilizado tres líneas celulares derivadas de cáncer de 

próstata como control positivo en los estudios genéticos y cuyas características 

de detallan en la Tabla 6. 

Figura 16. Esquema General de Trabajo empleado en este estudio. 
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Tabla 6. Características de las líneas celulares de cáncer de próstata. 

Las líneas celulares se cultivaron en un incubador (Cultek S.L.U., Madrid, 

España) a 37ºC en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2. Para el cultivo 

de VCAP se utilizó el medio DMEM y para las líneas celulares de LNCaP y PC3 

se utilizó el medio RPMI con glucosa (4.5 g/l), L-glutamina y L-piruvato. El 

medio de cultivo se suplementó con suero fetal bovino (FBS) al 10% y 

antibióticos al 1% (penicilina/estreptomicina) (Invitrogen, Life Technologies, 

California, Estados Unidos). 

2.2  Obtención 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 metastásico de 

novo y donadores sanos. Las muestras fueron procesadas mediante el método 

de centrifugación por gradiente de densidad con Ficoll-Hystopaque 

(Lymphoprep), relación 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).  

Línea 
celular 

Tipo 
tumoral Edad 

Genes 
sobre expresados 

VCaP Metástasis vertebral 59 
años 

p53+ 
AR+ 

ARv7+ 
PSA+ 
PAP+ 

LNCaP 
Carcinoma 

Metástasis en ganglio linfático 
supraclavicular izquierdo 

50 
años 

AR+ 
ARv567es+ 

ER+ 
PSA+ 

PC3 Adenocarcinoma grado IV 
Metástasis en hueso 

62 
años 

AR- 
EGF-R+ 
TGF-a+ 
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2.3 Aislamiento de plaquetas 
El plasma previamente obtenido, se centrifugó 10 min a 1,300 rpm a 

temperatura ambiente para eliminar restos celulares y se recogió el plasma rico 

en plaquetas (PRP) en un tubo nuevo. Se centrifugó nuevamente 20 min a 

1,000 rpm para obtener el pellet plaquetario y se prosiguió a la extracción 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 añadió 500 µl de TRizol (Life 

Technologies) y se incubaron durante 3 min. Posteriormente, se añadió 200 µl 

de cloroformo, se agitó por inversión y se incubó nuevamente por 5 min a 

temperatura ambiente, tras lo cual la muestra se centrifugó a 9,000 rpm por 15 

min a 4ºC, obteniendo tres fases: la fase inferior que contiene restos de 

proteínas y TRizol, la fase intermedia que contiene el DNA, y la fase acuosa u 

orgánica que contiene el RNA.  

Se recogió la fase acuosa, se transfirió a un tubo eppendorf y se añadió 500 µl 

de isopropanol, se mezcló por inversión y se almacenó a -80ºC toda la noche 

para precipitar el RNA.  

Plaquetas + Plasma 

Ficoll 

Células mononucleares 

Fase eritrocitaria 

Figura 17. Representación del gradiente de densidad en sangre periférica por el método de 
ficoll. Adaptación (Leukocyte Preparation Protocol: R&D Systems, n.d.). 
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A continuación, se descongelaron los tubos a temperatura ambiente y se 

centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos. Después, se eliminó el 

sobrenadante por pipeteo y se observó el pellet de RNA. El pellet se lavó con 

500 µl de etanol al 70% y se centrifugó a 10,000 rpm por 10 min, seguido se 

eliminó el sobrenadante nuevamente por pipeteo y se dejó secar al aire 

aproximadamente de 5 hrs. Se resuspendió el pellet en 40 µl agua libre de 

RNAsas. 

3.2  Aislamiento de RNA a partir de líneas celulares 

El aislamiento de RNA se realizó a partir de una placa de 10mL, se aspiró el 

medio y se lavó con PBS. Se añadió 1mL de TRizol (Life Technologies), se 

resuspendió bien para recoger todas las células y se transfirió a tubos nuevos 

manteniéndolos en hielo. El protocolo que siguió fue el previamente descrito en 

el apartado anterior. 

3.3  Aislamiento de RNA a partir de plaquetas 

Para la extracción de RNA, se resuspendió el pellet de plaquetas en 600 µl de 

buffer de lisis RLT de RNeasy mini kit (QIAGEN) y se siguió el procedimiento 

especificado por el fabricante. Se mezcló vigorosamente con tal de disgregar el 

pellet por completo, el lisado se transfirió a la columna RNeasy y se centrifugó 

a máxima velocidad por 2 minutos.  

Después de centrifugado, se conservó lo eluido y se mezcló con 600 µl de 

etanol al 70%, la mezcla se transfirió a la misma columna RNeasy y se 

centrifugó a 8,000 x g por 1 minuto. Se lavó la columna con 700 µl de buffer 

RW1, seguido de dos lavados con 500 µl de buffer RPE a 8,000 x g por 1 min. 

Se eliminó lo eluido y se centrifugó la columna a máxima velocidad por 2 

minutos para eliminar exceso de buffer RPE. Seguido, se transfirió la columna 

a un tubo nuevo y se resuspendió en 30 µl de agua libre de RNasas. 
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3.4  Cuantificación del RNA 

La concentración de RNA de las muestras se determinó en un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) midiendo la 

absorbancia de la muestra. El cociente entre las absorbancias A260/A280 

permitió determinar la pureza de las muestras, comprendiendo valores entre 

2.0-1.8. Las muestras que se encontraran con valores inferiores a los 

señalados anteriormente se procedió a una purificación, para eliminar 

contaminación por etanol.  

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

degradación.  

3.5  Purificación de RNA 

Para eliminar la contaminación en las muestras de RNA, se purificó empleando 

el kit RNeasy PowerCleanÒ Pro Cleanup (Qiagen), a partir del RNA extraído se 

ajustó hasta un volumen de 100 µl con agua, se añadió 50 µl de solución CU y 

solución IR respectivamente, se mezcló por vórtex y se centrifugó a máxima 

velocidad por 2 minutos.  

Sin tocar el pellet, se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo, se añadió 200 

µl de solución SB y etanol absoluto, la mezcla se transfirió a la columna MB-

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

Se le realizaron dos lavados a la columna añadiendo 500 µl de solución RW y 

se centrifugó a 10,000 x g durante 1 minuto. Posteriormente, se transfirió la 

columna a un tubo nuevo y se añadió 40 µl de agua libre de RNasas. 

3.6  RT-PCR 

Para la síntesis de DNA complementario (cDNA) se usó la reacción en cadena 

de la polimerasa con transcripción 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 utilizó un máximo 2μg de RNA previamente extraído en un 

volumen 10 µl. La composición de la mezcla de reacción se preparó en hielo 

adicionando 2 µl de 10X RT Buffer, 0,8 µl de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 µl de 

10X RT Random Primers, 1 µl de MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 1 µl de 

RNase Inhibitor y 3,2 µl de H2O, obteniendo un volumen final de mezcla de 20 

µl.  

La reacción de síntesis 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 ºC 37 ºC 85 ºC 4 ºC 

Tiempo 10 min 120 min 5 min ¥ 

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

cuantificación en el Nanodrop para la amplificación del DNA mediante qPCR.  

3.7  PCR cuantitativa-comparativa a tiempo real (qPCR) 

 La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificación y la 

detección en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada 

uno de los ciclos con una señal de intensidad de fluorescencia. Para la 

amplificación del DNA se emplea un termociclador acoplado a un sistema 

óptico, que monitorea la señal de los fluoróforos usados para detectar el 

producto amplificado, así como un Hardware y un Software para la captura y el 

análisis de los datos, respectivamente.  

El Ct, del inglés cycle threshold, equivale al número de ciclos necesarios para 

que cada curva alcance un umbral en la señal de fluorescencia y es un valor 

directamente proporcional a la cantidad inicial del DNA molde.   
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La qPCR permite, empleando un fluorocromo de unión inespecífica a la doble 

hebra de DNA (generalmente SYBR Green) identificar fragmentos amplificados 

de DNA concretos a partir de la temperatura de fusión (también denominado 

valor Tm (melting temperature), específica para el fragmento amplificado que 

se está buscando. La derivada de la curva revela un pico máximo que 

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

Comparando el Ct del fragmento de referencia con el Ct del fragmento 

problema en la muestra de los pacientes y en las líneas celulares usadas como 

controles, se pueden determinar las amplificaciones en el gen de interés. Para 

el ensayo de cuantificación de la qPCR se utilizó el método de expresión 

relativa de ∆Ct, este método es un modelo matemático que calcula los cambios 

de expresión génica como un cambio relativo en ésta (número de veces) entre 

un gen de interés vs un gen endógeno.  

Figura 18. Gráfica de la curva de fusión del producto de amplificación 
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3.8  Estudio de la expresión de las variantes de AR en células 
mononucleares 

El análisis de los niveles de expresión de las variantes del AR se llevó a cabo 

en un total de 20 pacientes diagnosticados con cáncer de próstata metastásico 

de novo a partir de RNA de células mononucleares. No se pudo realizar el 

estudio en las otras 22 muestras que previamente se habían incluido en el 

estudio por falta de material genómico.  

El estudio mediante RT-qPCR requiere la amplificación 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. Además, fue necesario utilizar un control (la línea celular VCaP que 

expresa AR y sus variantes) que se amplificó en condiciones iguales que las 

muestras de los pacientes.  

Tabla 8. Primers utilizados para la amplificación de las variantes del receptor de andrógenos. 

Gen Primer Forward Primer Reverse 
GAPDH 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 cuantificó la concentración en el Nanodrop y posteriormente, se realizaron 

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

una concentración de 100 ng/μl.  

Las PCRs se prepararon en placas ópticas 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 

reacción de amplificación del fragmento de interés y una reacción 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 reacción de amplificación para todas las muestras se preparó en un 

volumen de 11 µl por pocillo con las siguientes condiciones: 5 µl de SYBR® 

Green PCR Máster Mix, 4 µl de H2O libre de nucleasas, 1 µl de los primers y 1 

µl de la dilución de cDNA a una concentración de 100 ng/µl. Para asegurar la 

ausencia de contaminación en las muestras, se incluyeron controles negativos 

según el gen de estudio respectivamente.  

El programa de amplificación utilizado para la obtención de las curvas de fusión 

se expone en la Tabla 9. 

Tabla 9. Representación del programa de amplificación de los genes incluidos en el estudio. 

Etapa Temperatura Tiempo 
1 95ºC 10 min 
2 95ºC 15 seg 

3 

GAPDH 
AR 

ARv7 
ARv567 

60 ºC 
56 ºC 
56 ºC 
60 ºC 

1 min 

4 72ºC 10 min 
5 - Repetir las etapas 2, 3 y 4 por 40 ciclos 
6 Melt curve 

3.9  Estudio de la expresión de AR y sus variantes en plaquetas 
circulantes 

El análisis de los niveles de expresión de las variantes del AR se llevó a cabo 

en un total de 16 donadores sanos y en 42 pacientes diagnosticados con 

cáncer de próstata metastásico de novo a partir de RNA de plaquetas 

circulantes. El estudio mediante RT-qPCR utilizamos las mismas condiciones 

que en el apartado 3.8 previamente descrito. Además, utilizamos como control 

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

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 cuantificó la concentración en el Nanodrop y posteriormente, se realizaron 

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

una concentración de 100 ng/μl. Por cada muestra a analizar, se llevaron a 

cabo dos reacciones diferentes: una reacción de amplificación del fragmento de 

interés y una reacción 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  Obtención de RNA circular a partir de plasma y líneas celulares 

Para el aislamiento de circAR en pacientes, donadores sanos y líneas celulares 

se utilizó el siguiente esquema de trabajo que se divide en tres pasos y se 

muestra en la Figura 19.  

Figura 19. Esquema representativo de los pasos a seguir para el aislamiento de RNA circular. 
Adaptación (Pandey et al., 2019). 
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4.1.1 Extracción de RNA Total en plasma 
Para la extracción de RNA de plasma de pacientes y donador sano, se utilizó el 

kit miRNeasy Suero/Plasma (Cat #217184, Qiagen, Helden, Germany). 

Partiendo de 200 µl de plasma se añadió 1mL de QIAzol, se mezcló por 

inversión y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. Seguido, se 

añadió 200 µl de cloroformo, se incubó nuevamente y se centrifugó a 12,000 x 

g durante 15 minutos.  

Se separó la fase acuosa que contiene el RNA en un tubo nuevo y se añadió 

800 µl de etanol absoluto. Se mezcló por pipeteo y se transfirió la muestra a la 

columna RNeasy MinElute y, se centrifugó a 8,000 x g >1 min a temperatura 

ambiente. Se lavó la columna con 700 µl de buffer RWT centrifugando a 8,000 

x g >1 min y eliminado lo eluido. Se realizó un segundo lavado con 500 µl de 

buffer RPE, seguido de un último lavado con 500 µl de etanol fresco al 80% y 

se centrifugó a 8,000 x g por 2 minutos. Para secar la membrana y eliminar el 

resto de etanol se centrifugó a máxima velocidad durante 5 minutos. Se 

transfirió la columna a un tubo nuevo y se añadió 24 µl de agua libre de 

RNasas. 

4.1.2 Extracción de RNA total a partir de líneas celulares 
A partir de una placa 90-100% confluente, se aspiró el medio y se lavó con 

PBS. Se añadió 700 µl de QIAzol (Life Technologies), se resuspendió bien para 

recoger todas las células y se transfirió a tubos nuevos manteniéndolos en 

hielo. Se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente y se añadió 140 µl de 

cloroformo, se mezcló por inversión y se centrifugó a 9,000 rpm durante 15 

minutos. A continuación, se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo, se 

añadió 500 µl de etanol absoluto y la mezcla se transfirió a la columna mini 

RNeasyÒ y, se centrifugó a 9,000 rpm por 1 minuto. Se lavó la columna con 

700 µl de buffer RWT y se centrifugó 8,000 x g por 1 minuto, después se 

hicieron dos lavados con 500 µl de buffer RPE y se centrifugó a 8,000 g x 2 

minutos. Se transfirió la columna a un tubo nuevo y se añadió 30 µl de agua 

libre de RNasas. 
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4.2  Degradación de RNA lineal 
Después de extraer el RNA total tanto de la línea celular de VCaP como de los 

pacientes y donadores sanos, se preparó una reacción de digestión para 

eliminar el RNA lineal con un máximo 2 μg de RNA en un volumen de 12 µl, se 

añadió 1 µl de RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific), 2 µl de 10x 

RNasa R buffer, 1 µl de RNasa R (Lucigen, Epicentre) y 4 µl H2O. La muestra 

se incubó a 37ºC durante 30 minutos, transcurrido el tiempo se procedió al 

aislamiento de RNA circular. 

4.3  Extracción de RNA circular en plasma 

Para la obtención del RNA circular se partió de los 20 µl de la muestra 

previamente digerida y se añadió 300 µl de QIAzol se mezcló por inversión y se 

incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. Seguidamente, se añadió 100 µl 

de cloroformo, se incubó nuevamente por 3 minutos y se centrifugó a 12,000 x 

g durante 15 minutos. Tras obtener las fases, se separó la fase acuosa que 

contiene el RNA en un tubo nuevo y se continuó con el mismo procedimiento 

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

4.4  Extracción de RNA circular a partir de líneas celulares 
A partir del RNA digerido se añadió 500 µl de QIAzol se mezcló por inversión y 

se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, se añadió 140 

µl de cloroformo, se incubó 3 minutos y se centrifugó a 12,000 x g durante 15 

minutos. Se separó la fase acuosa en un tubo nuevo y se procedió a la 

extracción de RNA total a partir de líneas celulares.  

4.5  Estudio de la expresión del AR circular 

El análisis de los niveles de expresión del AR circular se llevó a cabo en las 

muestras de 42 pacientes con cáncer de próstata metastásico de novo y en 9 

muestras de donadores sanos, a partir del RNA circular previamente extraído 

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 amplificación de AR fueron 

diseñados 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).  

Por cada muestra se prepararon tres réplicas para la amplificación de circAR y 

GAPDH, para todas las muestras se preparó un volumen de reacción de 11 µl 

por pocillo. La concentración de la dilución de cDNA fue de 100 ng/µl. 

Los valores de Ct se normalizaron utilizando GAPDHm como control interno 

para estimar la diferencia de expresión de genes. La expresión relativa de 

circAR se calculó usando el método ∆Ct. 

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

Gen Primer Forward Primer Reverse 
GAPDH 

Covergente 
5´-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3´ 5´-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3´ 

AR 
Divergente 

5´-GGCGATCCTTCACCAATGTC-3´ 5´-CCACAGATCAGGCAGGTCTT-3´ 

Figura 20. Ejemplificación de la selección del RNA circular para AR y el diseño de los primers 
divergentes. 
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El programa de amplificación utilizado para la obtención de las curvas de fusión 

se expone en la siguiente Tabla: 

Tabla 12. Representación del programa de amplificación del AR circular. 

Etapa Temperatura Tiempo 
1 95ºC 10 min 
2 95ºC 15 seg 

3 GAPDHm 
circAR 60ºC 1 min 

4 72ºC 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 analizó mediante electroforesis en geles de agarosa 

al 2% en tampón TBE 0.5X (Tris 0.045M, ácido bórico 0.045 M, EDTA 1.0 mM 

pH 8.0) con Syber Safe. El fragmento de la muestra tenía un tamaño 

aproximado de 170 pb. 

La migración del DNA en el gel se monitorizó utilizando dos colorantes 

incluidos en el tampón de carga: el azul de bromofenol, que migra 

aproximadamente con los fragmentos de 0.5Kb. La electroforesis se llevó a 

cabo con un potencial constante de 120 voltios durante 40 minutos. Los 

resultados obtenidos fueron capturados en un transiluminador.  

4.7  Purificación de DNA por Columna 

La purificación de fragmentos de DNA, procedentes de la amplificación por 

PCR se realizó para corroborar nuestro gen de estudio y se realizó mediante 

PureLink® PCR Purification kit (Life Technologies-Invitrogen, California, U.S.A). 

Se mezcló el producto de PCR con 30 µl de la solución de Binding. Se pasó 

esta mezcla por la columna y se centrifugó a 8,000 rpm durante un minuto. 

Posteriormente, para limpiar el DNA, se lavó la columna con 200 µl de EtOH al 

70%. 
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A continuación, se centrifugó a 2,500 rpm durante un minuto. Se decantó y se 

volvió a centrifugar a máxima velocidad para secar la columna. Finalmente, el 

DNA pegado en la membrana se eluyó con 30 µl de ddH2O.  

4.8  Secuenciación 

Para llevar a cabo la secuenciación 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 µl. La reacción de 

secuenciación por Sanger se llevó a cabo en el secuenciador automático. 

La lectura y tratamiento de las secuencias automáticas se realizó utilizando el 

programa Chromas lite 2.01. La determinación del grado de homología con las 

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

5. Estudio genómico en tejido tumoral
5.1  Extracción de DNA a partir de tejido tumoral parafinado 

A partir del tejido tumoral parafinado, se realizaron 4-6 cortes de 10 μm de los 

bloques FFPE y se extrajo el DNA de la muestra utilizando el kit QIAamp DNA 

Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). Se eliminó la parafina añadiendo a la 

muestra 1 mL de xileno, seguido se incubó en el baño a 37ºC durante 15-30 

minutos y se agitó vigorosamente cada 5 minutos para disolver la parafina. 

Posteriormente, se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 minutos y se eliminó 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 añadieron 180 µl de 

buffer ATL, 20 µl de proteinasa K y se agitó por vórtex. La mezcla se incubó a 

55ºC durante 8-16 horas. Transcurrido este tiempo, se le añadió a la muestra 

200 µl de buffer AL, se incubó a 70ºC en baño seco por 10 min y se centrifugó. 

Seguido, se le añadió 200 µl de etanol absoluto y se centrifugó nuevamente.  
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Se transfirió la mezcla a la columna QIAamp Mini, se centrifugó a 8,000 rpm 

durante 1 min y se eliminó lo eluido. Después, se realizaron lavados con 500 µl 

de buffer AW1 y buffer AW2 respectivamente. Se colocó la columna en un tubo 

nuevo y para la elución final de la muestra, se añadió 30 µl de buffer AE.  

5.2  Cuantificación de DNA 
La concentración de DNA de los tejidos tumorales parafinados y sangre 

periférica se midió inicialmente con un fluorómetro Qubit® 3.0 (Life 

Technologies). La concentración de las muestras procede de la señal que 

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

Para asegurar que la cantidad y calidad de DNA genómico (gDNA) en nuestras 

muestras de FFPE fuera óptimo, medimos el DIN que es valor del número de 

integridad del DNA fuera superior a 5. Para ello utilizamos 

el equipo Agilent 4200 Bioanalyzer que analiza fragmentos de DNA y RNA 

mediante electroforesis capilar a partir de 2 µl de muestra.  

Esta técnica permite la determinación del tamaño y concentración de 

fragmentos de PCR o librerías genómicas para secuenciación masiva e 

integridad de las muestras de DNA (DIN) y RNA (RIN).   

Este sistema incorpora un software de análisis que determina de forma 

automatizada el tamaño 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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5.3  Estudio citogenético en muestras tumorales mediante MIP array con 
la plataforma OncoScanTM 

El estudio mediante microarrays genómicos con tecnología MIP (Molecular 

Inversion Probe) se realizó en 8 tumores de próstata. Esta técnica permite 

identificar diversos tipos de variación genética, incluidas las inserciones y 

deleciones focales, variaciones relevantes en el número de copias (CNV), 

pérdida de heterocigosidad (LOH). Esta tecnología que utiliza la plataforma 

OncoScanTM FFPE Assay permite detectar 220000 SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) ofreciendo una amplia cobertura del número de copias del 

genoma. 

Figura 21. Imagen representativa del DIN en diferentes muestras de DNA. Los valores del DIN 
que se encuentren más 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 está degradada o es 
insuficiente. 



PACIENTES Y MÉTODOS 

88 

Figura 22. Ensayo MIP. A) Los extremos de la sonda se alinean al blanco. Un nucleótido 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 ligación, se vuelve circular y se rellena el hueco del SNP. D) 
La exonucleasa elimina las sondas sin reacción 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) Hibridación en array a través de un oligo biotinilado 
(Rowe et al., 2013). 

El DNA genómico se anilló con más de “330,000 sondas” en hielo a 20ºC 

durante 4 min, posteriormente a 95ºC por 5 min y luego a 58ºC durante 16-18 

horas. Después, cada muestra se dividió en dos para llenar el hueco del SNP 

mediante la adición de dATP (A) y dTTP (T) (A/T) en una reacción y dGTP (G) 

y dCTP (C) (G/C) en la otra. A continuación, se procedió a la digestión 

mediante la adición de exonucleasas, dejando sólo aquellas sondas que han 

llenado el hueco en la región hibridada, conduciendo a la circularización de la 

sonda de interés. Las sondas seleccionadas son linealizadas mediante el uso 

de enzimas de restricción y amplificadas por PCR. Una vez linealizada, los 

sitios de cebado están presentes en el extremo 5´y 3´ de la sonda, lo que 

permite realizar una segunda amplificación PCR. La sonda amplificada está 

lista para la hibridación sobre un array.  
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Las muestras se mezclaron con el buffer de hibridación y se colocaron en los 

arrays donde hibridaron durante 16-18h. Al final de la hibridación, los arrays se 

tiñeron y lavaron en la GeneChip® Fluidics Station y fueron cargados en el 

GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) donde se escaneó la fluorescencia 

del array y se generaron las imágenes. 

Análisis 
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 serán cargados en el 

programa Chromosome Analysis Suite (ChAS) 4.0 (ThermoFisher), que 

proporciona el número de copias de cada sonda a partir de los datos 

proporcionados por el scanner de Affymetrix. 
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5.4  Análisis de genes implicados en la vía de andrógenos por NGS 
5.4.1 Diseño del panel  

Para la determinación de mutaciones puntuales de los genes implicados en la 

vía androgénica se diseñó un panel custom de enriquecimiento de captura por 

la compañía CELEMICS (Seoul, Korea), en el cual se incluyeron los siguientes 

genes diana: SRD5A1, SRD5A2, NR3C1 y AR. 

El enriquecimiento basado en la captura híbrida emplea sondas para capturar 

secuencias target en una biblioteca NGS. La secuencia de captura híbrida es 

sensible y adecuada para detectar variantes de un solo nucleótido, 

translocaciones, variantes estructurales, inserciones y deleciones, y variaciones 

en el número de copias.  

En este método, el DNA genómico se corta primero en fragmentos de tamaño 

específico ya sea con fragmentación mecánica o enzimática. Los adaptadores 

que llevan secuencias específicas de la muestra se agregan mediante una 

reacción de ligadura.  

Un conjunto de sondas de oligonucleótidos biotiniladas (dirigidas a genes, 

exones y regiones genómicas de interés) se agregan al DNA ligado para unirse 

al adaptador en solución, para llevar a cabo la reacción de hibridación con las 

regiones de interés específicas.  

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 vía androgérica fue el MiSeq.  



PACIENTES Y MÉTODOS 

91 

Preparación de la librería de captura 

El siguiente esquema de trabajo se siguió para la amplificación de todos los 

genes implicados en la vía de andrógenos.  

Figura 23. Amplificación de librerías de enriquecimiento por captura. 
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5.5  Preparación de la muestra 

Fragmentación del DNA 
Después de confirmar la calidad de DNA extraído en bloques de parafina en el 

TapeStation, se cortó el gDNA en fragmentos de 100-500 pb para ello se utilizó 

una fragmentasa a 37ºC durante 20 minutos. Se purificó la muestra con las 

perlas magnéticas (CeleMag) y se realizaron dos lavados con EtOH al 80% 

fresco. La purificación de las muestras se realizó como indica el fabricante y se 

midió en el TapeStation para asegurar que el tamaño del DNA fragmentado 

fuera entre 200-250 pb (Figura 24).  

Reparación 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 reparación final en los extremos para garantizar que no 

sobresalga una sola cadena. El a-tailing es un método enzimático para agregar 

un nucleótido al extremo 3´ de una molécula de DNA de doble cadena blunt-

end. Este proceso se lleva a cabo por la acción de una polimerasa de alta 

fidelidad que da como resultado la eliminación de cualquier nucleótido no 

agregado. 

Figura 24. El diagrama de electroforesis muestra el tamaño del pico entre 200 y 250 pb. 
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Para ello se preparó la mezcla en hielo con 35 µl de la muestra, se agregaron 5 

µl de 10x ERA buffer y 10 µl de la enzima 5x ER/A-Tailing, siguiendo las 

especificaciones del fabricante (Tabla 13).  

Tabla 13. Programa del termociclador. 

Etapa Temperatura Tiempo 
1 4ºC 1 min. 
2 20ºC 30 min. 
3 65ºC 30 min. 
4 4ºC ¥ 

Ligación 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 formación de dímeros. Para ello una DNA polimerasa 

extiende el oligo upstream a través de la región 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 realizó siguiendo especificaciones del fabricante añadiendo 10 µl 

de los adaptadores directamente en la mezcla y se preparó una reacción de 

ligación con WGS ligasa, 5x Rapid Ligase Buffer y H2O.  La reacción se incubó 

a 20ºC durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se añadieron 3 µl de la 

enzima USER a cada muestra y se incubó nuevamente a 37ºC durante 15 

minutos. Posteriormente, la muestra se purificó con las perlas magnéticas.  
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5.6  Amplificación de la librería ligada por adaptadores (Dual Index) 

La indexación dual se habilita agregando un index único a ambos extremos de 

la muestra para ser secuenciada e identificada en el análisis, se utilizan dos 

índices 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 ligación y 

tratamiento con la enzima USER para ello se realizó una mezcla añadiendo 5 

µl de cada index por muestra, 25 µl de la polimerasa CLM y 15 µl de la librería, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Seguido, se llevó a cabo la reacción 

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 98ºC 45 seg. 
2 98ºC 15 seg. 
3 65ºC 30 seg. 
4 72ºC 1 min. 
5 - Repetir las etapas 2, 3 y 4 por 8 ciclos 
6 72ºC 10 min. 
7 4ºC ¥ 

Después de obtener el producto de PCR de la librería, se purificó con las perlas 

magnéticas Cele-Mag, seguido se midió la calidad y cantidad de DNA con el 

TapeStation para asegurarnos de que el tamaño de la librería fuera 120-150 pb 

más largo que el del DNA fragmentado inicialmente.  

5.7  Hibridación 

En la hibridación por captura, primero se prepara una librería genómica a partir 

de una muestra de DNA que se hibridará con las moléculas de los indexs 

agregados.  Esta se puede utilizar para enriquecer fragmentos que varían en 

longitud desde unos cientos de bases hasta muchas mega bases (Mb) de 

tamaño.  

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

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

concentración de 750 ng.  
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En primer lugar, la mezcla se preparó en una placa de 96 pocillos, en la 

primera columna se añadió los 3.4 µl de muestra y el block mix, siguiendo 

especificaciones del fabricante, se incubó a 95ºC durante 5 minutos y se 

mantuvo la muestra a 65ºC. 

Pasado el tiempo de incubación, en la columna 2 se añadieron 25 µl del buffer 

de hibridación y se incubó nuevamente a 65ºC durante 5 minutos. Para la 

preparación de la librería de captura, se preparó una mezcla en un volumen de 

7 µl con las Target Capture Probe #1-2 y se añadieron a la tercera columna, 

seguido se incubaron a 65ºC durante 2 minutos.  

Transcurrido el tiempo de incubación, se transfirieron 16 µl del buffer de 

hibridación de la columna 2 a la columna 3. Seguido, se transfirió 9 µl del 

volumen total de la librería de la columna 1 a la columna 3, siguiendo 

indicaciones del fabricante se incubó a 65ºC por 16 horas como se muestra en 

la Figura 25.  

Figura 25. Representación del proceso de hibridación en placa. 
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Para garantizar que la hibridación resultante fuera la adecuada, se utilizó un 

recubrimiento de perlas de streptavidina como indica el fabricante. De esta 

manera, el DNA se encontrará retenido dentro de estas perlas durante la 

amplificación posterior a la captura. 

5.8  Amplificación de la librería de captura 

Las librerías de gDNA son amplificadas por PCR a partir del uso de 2.5  µl de 

un par de primers post captura, 25 µl de CLM polimerasa y 15 µl 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 amplificación de la librería. 

Etapa Temperatura Tiempo 
1 98ºC 45 seg. 
2 98ºC 15 seg. 
3 60ºC 30 seg. 
4 72ºC 1 min. 

5 - Repetir las etapas 2, 3 y 4 por 
14 ciclos 

6 72ºC 10 min. 
7 4ºC ¥ 

5.9  Purificación de la librería 

En esta etapa de nuevo se purificaron los productos de las PCRs siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Posteriormente se cuantificó con el TapeStation 

que la librería estuviera en la región de 300 pb. 

5.10 Secuenciación en el equipo MiSeq (Illumina) 

Una vez cuantificadas y normalizadas todas las muestras, se procedió a la 

secuenciación de estas en un equipo MiSeq (Illumina) siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Para la secuenciación de estas muestras se 

utilizó un cartucho V3. 
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Análisis de las variantes 

Los resultados obtenidos en la secuenciación fueron analizados utilizando los 

siguientes programas de análisis: 

Variant Studio Software IlluminaÔ 3.0 (Illumina, San Diego, CA). Es una 

poderosa herramienta de análisis y generación de datos, permite identificar, 

filtrar y clasificar las variantes más relevantes para la enfermedad y generar un 

informe.  

Bases de datos 

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

continuación: 

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.   

ClinVar-NCBI. Es un archivo público y de acceso gratuito de variantes 

genéticas humanas, aportando información sobre el significado clínico de una 

variante o un conjunto de variantes. Además, contiene evidencia bibliográfica 

sobre las variantes estudiadas por diversos grupos de investigación. 

gnomAD. Es una base de datos de agregación del genoma, es una plataforma 

de acceso gratuito, con el objetivo de agregar y armonizar los datos de 

secuenciación del genoma y del exoma de una amplia variedad de estudios de 

secuenciación a gran escala. 

Varsome. Es una herramienta de búsqueda, que permite la identificación de 

variantes genómicas, ya que recopila datos de múltiples bases de datos. 
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6. Estudios con Proteínas
6.1  Extracción de proteínas a partir de líneas celulares 

La extracción de proteínas a partir de líneas celulares de cáncer de próstata, se 

llevó a cabo a partir de las células de una placa confluente 90-100%, se 

lavaron con PBS y se utilizó el “scraper” para levantar las células de la placa. A 

continuación, se añadió 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 transfirió a un tubo nuevo en hielo.  La muestra se incubó durante 30 

minutos, se mezcló por vórtex cada 10 minutos y se centrifugó a 14,000 rpm 

durante 15 minutos a 4ºC, se recogió el sobrenadante a un nuevo tubo 

eppendorf.  

Tras obtener todos los extractos se procedió a realizar la medición de la 

concentración proteica por Bradford. Los extractos fueron almacenados a -80ºC 

para su posterior uso. 

6.2  Extracción de proteínas en plasma 

La albúmina puede constituir del 50-70% de las proteínas séricas totales y la 

inmunoglobulina G (IgG) del 10- 25%. El kit de eliminación de Albúmina/IgG 

ProteoExtract® proporciona un método rápido, reproducible y altamente 

específico para eliminar simultáneamente la albúmina sérica y la IgG de 

muestras de fluidos corporales como plasma, suero o líquido cefalorraquídeo. 

La complejidad de la muestra se reduce significativamente eliminando la 

albúmina y la IgG, lo que permite la detección de proteínas de baja 

abundancia.  

Se partió de 30 µl de plasma y se siguió el procedimiento especificado por el 

fabricante. Se añadieron 850 µl de binding buffer ProteoExtract® a la columna 

y se dejó pasar por flujo de gravedad y se eliminó lo eluido. En un tubo nuevo, 

se diluyó la muestra con 270 µl de binding buffer, se transfirió a la columna y se 

recolectó lo eluido en un tubo nuevo. Utilizando el mismo tubo de recolección, 

se lavó dos veces la columna con 600 µl 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 análisis de SimpleWestern se 

realizaron con la máquina WESTM (ProteinSimple Santa Clara, CA) de acuerdo 

con el protocolo del fabricante. Esta técnica, permite que las proteínas se 

separen por tamaño, se inmovilicen y se incuben con anticuerpos específicos. 

La intensidad de la señal se detecta mediante un sistema de 

quimioluminiscencia conjugada con peroxidasa y los datos se muestran como 

un electroferograma. 

El ensayo de proteínas totales (ProteinSimple) se utilizó para la detección de 

proteínas en las muestras de plasma, previamente deplecionadas y en las 

líneas 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 siguió el procedimiento especificado por el 

fabricante. Los reactivos y las muestras se preservaron en hielo para evitar su 

degradación. Se agregaron 40 µl de agua desionizada al tubo con DTT para 

obtener una solución 400 mM, para preparar el 5X Master Mix se añadió al 

tubo 20 µl de sample buffer 10X y 20 μL de la solución preparada de DTT. Para 

el marcador se añadió 16 µl de agua desionizada, 2 µl de sample buffer 10X y 

2 µl de la solución preparada de DTT. El sustrato se preparó en un tubo nuevo 

añadiendo 200 µl Luminol-S y 200 µl de peroxidasa. 

La muestra se preparó en un tubo nuevo añadiendo 12 µl proteína y 3 µl de 5X 

Master Mix. Después, se desnaturalizó la muestra junto con el marcador a 95ºC 

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 Tipo Concentración 
WB 

Casa 
comercial 

Tamaño de 
la proteína 

GAPDH Primario Rabbit 1:50 Cell Signaling 
(2118) 42 kDa 

AR Primario Rabbit 1:25 Santa Cruz 
sc-7305 

ARv7 Primario Rabbit 1:25 abCam 
(ab198394) 
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Después de desnaturalizar las muestras, se dispensaron los reactivos dentro 

de los pocillos de la placa usando los volúmenes 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.  

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

proteína se midió automáticamente y se normalizó con respecto al área media 

de GAPDH debajo del pico. La expresión de cada proteína se presenta como 

su abundancia en relación con GAPDH. 

Figura 26. Representación de una placa empleada para el inmunoensayo. 
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Análisis estadístico 

Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el software SPSS versión 

25.0.  

Los parámetros clinicopatológicos (edad, PSA, plaquetas) se contrastaron con 

la presencia de los genes diana de mRNA por el T de Student y para la 

puntuación de gleason y tipo de metástasis se usó el test de chi-cuadrado.  

Los datos de RT-qPCR se expresaron como ΔCt: la diferencia en Ct entre el 

gen control (GAPDH) y el Ct medio del gen de estudio (ITGA2B, AR, ARv7, 

ARv567 y circAR). El modelo de clasificación que utilizamos para separar los 

grupos de expresión 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 dispersión se usaron los percentiles 25-75%. Los valores de 

medianas fueron comparados entre pacientes de alta expresión vs baja 

expresión y alta expresión vs donador sano, utilizando la prueba no 

paramétrica de Kruskal-Wallis. Para representar gráficamente los resultados 

obtenidos, se seleccionaron gráficas de tipo box plot, las cuales se realizaron 

utilizando el programa GraphPad Prism 6.  

La relación entre la probabilidad acumulada de la supervivencia global 

comparación entre los factores predictivos analizados se calculó con el método 

de Kaplan Meier, mientras que las diferencias significativas entre las curvas se 

evaluaron con el test long-rank. Para ello, se consideró la fecha de diagnóstico 

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

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

todos los estudios analizados.  
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1. Estudio del gen AR y sus variantes en sangre periférica de
pacientes con CaP metastásico de novo

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

El estudio del perfil de expresión del gen AR y sus variantes a partir de RNA de 

células mononucleares de sangre periférica se realizó mediante RT-qPCR en 

20 pacientes. Para poner a punto la técnica utilizamos la línea celular VCaP. El 

análisis de los resultados mostró la expresión de AR-FL y sus variantes (ARv7 

y ARv567) en la línea VCaP. El estudio en sangre periférica de los 20 

pacientes no detectamos niveles de expresión de AR-FL (Figura 27-A) ni ARv7 

(Figura 27-B) en ningún paciente, únicamente se detectó la presencia de la 

isoforma ARv567 en 3 pacientes (15%) (Figura 27-C).  

A

B

C

Figura 27. Representación gráfica de la amplificación de AR y sus variantes en pacientes a 
partir de células mononucleares. A) Expresión de AR. B) Expresión de ARv7. C) Expresión 
de ARv567. 
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Las características clínico-patológicas de los pacientes que expresaban 

ARv567 se describen en la Tabla 17. La edad al diagnóstico varió, siendo el 

más joven con 56 años el paciente 22.  

Se encontró que todos los pacientes presentaban un índice de Gleason alto 

>8 y predominada la metástasis de tipo M1b. También, observamos que los

pacientes 18 y 22 presentaban un alto número de metástasis óseas. Por otro

lado, el paciente 18 tenía altos niveles de PSA (1750 ng/ml) y recibió

tratamiento de ADT.

Tabla 17. Características de los pacientes que expresan ARv567. 

Nºde 
paciente Edad PSA 

ng/ml 
Índice de 
Gleason 

Tipo de 
Mtx 

Nº de Mtx 
óseas TTO Status 

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: Metástasis, M1b: Metástasis a distancia/Hueso, TTO: Tratamiento, ADT: Terapia de 
deprivación de andrógenos, ND: No dato. 

2. Estudio de la expresión del gen AR y sus variantes en
plasma de pacientes con cáncer de próstata metastásico de
novo

2.1 Detección de proteínas de AR mediante la técnica de Simple West 

Numerosos estudios confirman que la proliferación del CaP está impulsada por 

la activación de la vía de señalización del AR, siendo la isoforma ARv7 la que 

se expresa con mayor frecuencia; sin embargo, el mecanismo regulador que 

controla la estabilidad de la proteína ARv7 no se comprende completamente. 

Por esta razón, evaluamos la presencia de AR-FL y ARv7 en el plasma de 

pacientes de pacientes con cáncer de próstata mestastásico de novo.  
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En 39 de 42 pacientes (86%) se detectó expresión de AR-FL, no detectándose 

en sangre periférica de donador sano. En la Figura 28 se muestra la 

representación 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.  

Figura 28. Representación de la detección de AR. Imagen representativa, datos presentados 
en formatos de pseudogel y electroferograma. A) Pseudogel para la detección de AR 
presentando una banda de aproximadamente 60 kDa, positivo para VCAP y M1-M3, DS 
negativos. B) Picos de la señal de AR en la línea celular y pacientes. En azul la línea 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 

realizó una correlación con los parámetros clínicos. No obstante, este análisis 

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 años, con un índice de Gleason de >8 (69,23%) y un 

12,8% con grado 7. Las metástasis eran mayoritariamente de tipo M1b 

(82,05%). 
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Tabla 18. Características clínico-patológicas y su asociación con la detección de AR en plasma 
de pacientes. 

Parámetros 
Clínicos 

AR- 
(n=3) 

AR+ 
(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 
Índice 

de 
Gleason 

7 0 5 (12,8) 
0,668 >8 1 (33,33) 27 (69,23) 

ND 2 (66,66) 7 (17,94) 

Tipo 
de 
Mtx 

M1a 0 2 (5,13) 

0,212 M1b 2 (66,66) 32 (82,05) 
M1c 1 (33,33) 2 (5,13) 
ND 0 3 (7,69) 

Status Vivo 2 (66,66) 18 (46,15) 0,398 Exitus 1 (33,33) 21 (53,85)
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 

2.2 Detección de proteínas de ARv7 mediante la técnica de Simple West 

Como se muestra en la Figura 29, el inmunoensayo de electroforesis capilar 

detectó un fragmento específico en la línea celular de VCaP con un tamaño de 

80 kDa aproximadamente, correspondiente a ARv7. Esta isoforma estaba 

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

Figura 29. Representación de la detección de ARv7. A) Resultado de la detección de ARv7 C-
VCaP y cuatro muestras de pacientes fueron positivas, 3 muestras de DS y C-PC3 fueron 
negativos.  B) Picos de la señal de AR-v7. En azul la línea celular VCaP y en verde la M-1. 
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Al relacionar la presencia de ARv7 con las características clínicas se observó, 

que el número de plaquetas y los niveles de PSA estaban ligeramente 

incrementados en el grupo de pacientes ARv7+ en comparación con el grupo 

de ARv7-. La edad media al diagnostico fue de 74,35 años en el grupo ARv7- y 

para el grupo de ARv7+ fue de 75,8 años. 

En la Tabla 19, se puede observar que en ambos grupos más del 60% de los 

casos presentaban un índice de Gleason >8 y una metástasis de tipo M1b. Sin 

embargo, en el análisis estadístico de estos dos grupos no se encontraron 

diferencias significativas. 

Tabla 19. Características clínico-patológicas y su asociación con la detección de ARv7 en 
plasma de pacientes. 

Parámetros 
Clínicos 

ARv7- 
(n=28) 

ARv7+ 
(n=14) p-valor

Edad (SD) 74,35 (10,01) 75,8 (10,68) 0,672 
Plaquetas (SD) 243,5 (81,25) 314,76 (154,23) 0,115 
PSA ng/ml (SD) 320,45 (547,71) 411,26 (503,06) 0,608 
Índice 

de 
Gleason 

7 4 (14,28) 1 (7,14) 
0,586 >8 19 (67,86) 9 (64,29) 

ND 5 (17,86) 4 (28,57) 

Tipo 
de 
Mtx 

M1a 1 (3,57) 1 (7,14) 

0,876 M1b 23 (82,14) 11 (78,57) 
M1c 2 (7,14) 1 (7,14) 
ND 2 (7,14) 1 (7,14) 

Status Vivo 16 (57,14) 4 (28,57) 0,070 Exitus 12 (42,86) 10 (71,43)
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 

Si analizamos los datos tras 60 meses de seguimiento, los pacientes que 

presentaban ARv7+ al diagnostico tenían 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 

significación (p=0.070).  
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Figura 30. Supervivencia global según 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 correlación 

con la supervivencia global (SG), analizamos en conjunto los pacientes en los 

que se detectó 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 

significación estadística entre la supervivencia global y la detección de 

AR+/ARv7+ (p= 0.065), la mortalidad de este grupo resultó ser de 71,43% (10 

pacientes), mientras que la del grupo AR+/ARv7- fue de 44% (11 pacientes).  

Figura 31. Supervivencia global según la presencia o ausencia de AR+/ARv7+ y AR+/ARv7- en 
el plasma de pacientes con CaP. 
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2.3 Estudio de circRNA derivados del gen AR 
Para determinar el patrón de expresión de circAR en los pacientes con CaP, 

primero realizamos una RT-qPCR para poner a punto la técnica utilizando 

como control positivo la línea celular VCaP y la muestra de un paciente. Las 

curvas de amplificación por qPCR incluyeron una porción lineal como se 

muestra en la Figura 32-A. La detección de un único pico en la Melt curve 

representa un solo producto de PCR de la reacción de amplificación (Figura 
32-B); finalmente, el producto de PCR se separó en un gel de agarosa al 2%,

encontrándose un fragmento único de aproximadamente 170 pb como se

muestra en la Figura 32-C. Con el fin de confirmar que el producto de PCR

correspondía al RNA circular del AR, se purificaron las muestras y se

secuenció por Sanger (Figura 32-D).

Figura 32. Amplificación y validación de circAR. A) Gráfico de amplificación por RT-qPCR en los 
pacientes. B) Representación de una Melt Curve, un sólo pico indica que se amplificó un único 
producto de PCR. (C) Ilustración esquemática de los productos RT-qPCR visualizados por 
electroforesis en geles de agarosa. (D) Análisis de secuenciación 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 

expresión en las muestras de 42 pacientes y 9 donadores sanos. Para ello se 

realizó una RT-qPCR, normalizando los niveles de expresión con el gen 

GAPDH. La cuantificación relativa de los niveles de expresión de circAR se 

calculó mediante el método de ΔCt. 

Se determinó el valor de la mediana e intervalos 25-75% de la expresión de 

circAR en pacientes y donadores sanos. Se observó que, de los 42 pacientes 

incluidos en el estudio, 26 presentaban alta expresión de circAR (61,90%) y 16 

presentaban expresión normal (38,09%) (Figura 33). Se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas entre el grupo de alta expresión y el 

de expresión normal (p= <0.001). 

Las características clínico-patológicas de estos pacientes se describen en la 

Tabla 20. Los pacientes que presentan alta expresión de circAR tienen una 

edad media de 76,07 años. El índice Gleason es alto en la mayoría de los 

casos 19 pacientes (73,07%). El tipo de metástasis que predomina es de tipo 

M1b (84,61%); sin embargo, los niveles de expresión de circAR no se 

correlacionaron con los niveles de PSA. 

Figura 33. Comparación de medianas e intervalos entre grupos de expresión de circAR en 
pacientes con CaP y DS. *P<0.001 (Prueba Kruskal-Wallis). 
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Tabla 20. Características clínico-patológicas y su asociación con la expresión de circAR. 

Parámetros 
Clínicos 

circAR expresión normal 
(n=16) 

circAR alta expresión 
(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 
Índice 

de 
Gleason 

7 3 (18,75) 2 (7,69) 
0,233 >8 9 (56,25) 19 (73,07) 

ND 4 (25) 5 (19,23) 

Tipo 
de 
Mtx 

M1a 1 (6,25) 1 (3,85) 

0,531 M1b 12 (75) 22 (84,61) 
M1c 2 (12,5) 1 (3,85) 
ND 1 (6,25) 2 (7,69) 

Status Vivo 8 (50) 12 (46,15) 0,727 Exitus 8 (50) 14 (53,84)
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 

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

expresión de circAR, tampoco observamos diferencias significativas (Figura 
34).  

Figura 34. Curva de supervivencia global en relación con los niveles de expresión de circAR. 
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3. Estudio del gen AR y sus variantes en plaquetas de
pacientes con cáncer de próstata metastásico de novo

El estudio del perfil de expresión del gen AR y sus variantes (ARv7 y ARv567) 

a partir de RNA de plaquetas circulantes de pacientes con cáncer de próstata 

metastásicos de novo se realizó en varias etapas. 

Primero comprobamos la expresión del gen ITGA2B, también conocido como 

CD41. Este gen codifica la cadena a2b de la integrina, que se encuentra 

abundantemente en la superficie de las plaquetas, por lo que se utilizó como 

marcador plaquetario. Para ello, se realizó un estudio mediante RT-qPCR a 

partir del RNA de plaquetas aisladas en plasma de pacientes con CaP y de 

donador sano.  

En segundo lugar, evaluamos los niveles de expresión de AR-FL, ARv7 y 

ARv567 mediante RT-qPCR utilizando GAPDH para normalizar los niveles de 

expresión. La cuantificación relativa de los niveles de expresión del gen 

ITGA2B, así como del gen AR-FL y sus variantes, se calculó mediante el 

método de ΔCt. Para el análisis de los resultados se determinó el valor de la 

mediana e intervalos 25-75% de la expresión de los genes de estudio (ITGA2B, 

AR, ARv7 y ARv567) en 42 pacientes y 16 donadores sanos. 

En la Tabla 21 se comparan los niveles de expresión de cada gen incluido en 

el estudio, divididos en dos grupos según los niveles de expresión: alta 

expresión y expresión normal (este grupo presentaba niveles de expresión 

similares al de los sujetos sanos). Se observa que 13 pacientes presentaban 

alta expresión del gen ITGA2B, 23 pacientes de AR-FL, 28 pacientes de ARv7 

y 24 pacientes de ARv567.  

Tabla 21. Comparación de los niveles de expresión de mRNA en los diferentes genes de 
estudio en pacientes con cáncer de próstata metastásico de novo. 

Gen de 
estudio 

Alta 
Expresión 

(n) 

Expresión 
Normal 

(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 expresión de mRNA a partir de plaquetas para cada gen de

estudio.

Figura 35. Expresión 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 línea dentro de la caja representa la mediana. 

Se realizó un análisis para determinar si existía correlación entre las 

características clínico-patológicas y los grupos de expresión de cada gen 

incluido en el estudio, incluyendo variables como la edad, niveles de PSA, 

índice de Gleason y el tipo de metástasis. Además de los parámetros clínicos, 

analizamos los grupos de expresión en relación con la supervivencia global, 

con el fin de corroborar si niveles altos de expresión en los pacientes se 

asociaba con una SG más baja y una mayor tasa de mortalidad.  

A

DC

B
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3.1  Estudio de la expresión del gen ITGA2B 

El grupo de pacientes con expresión normal del gen ITGA2B presentaba una 

media de edad de 73,93 años, mientras que, los de alta expresión tenían una 

media de 77,46 años. Además, se observó que los pacientes con expresión 

normal tenían un nivel de PSA mayor (381,49 ng/ml) en comparación con los 

de alta expresión (288,50 ng/ml). No se encontraron diferencias de los niveles 

de plaquetas entre ambos grupos de expresión.  

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

una metástasis de tipo M1b en la mayoría de los casos (Tabla 22). 

Tabla 22. Características clínico-patológicas y su asociación con los niveles de expresión de 
ITGA2B. 

Parámetros 
clínicos 

ITGA2B expresión normal 
(n=29) 

ITGA2B alta expresión 
(n=13) P-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 
Índice 

de 
Gleason 

7 4 (13,79) 1 (7,69) 
0,438 >8 18 (62,07) 11 (84,62) 

ND 6 (20,70) 1 (7,69) 

Tipo de 
Mtx 

M1a 1 (3,44) 1 (7,69) 

0,679 M1b 25 (86,21) 10 (76,92) 
M1c 1 (3,45) 1 (7,69) 
ND 2 (6,90) 1 (7,69) 

Status Vivo 17 (58,62) 3 (23,08) 0,011 Exitus 12 (14,38) 10 (76,92)
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 

No obstante, sólo se encontraron diferencias significativas en relación 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 

expresión altos del gen ITGA2B presentaban una peor supervivencia global.  

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

ITGA2B está relacionado con una mayor mortalidad (76,92%). 
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Figura 36. Curva de SG en relación con los niveles de expresión del gen ITGA2B. 

3.2  Estudio del transcrito AR-FL 

El estudio del tránscrito completo del gen del receptor de andrógenos mostró 

que 23 pacientes presentaban alta expresión (54,76%) y 19 pacientes 

presentaban expresión normal (45,24%) del mismo. El grupo de alta expresión 

presentaba una media de edad menor (73 años) en comparación con el grupo 

de expresión normal (77,05 años).  

18 pacientes con alta expresión de AR presentan un índice de Gleason alto >8 

y metástasis de tipo M1b en el 78,26% de los casos. En el grupo de expresión 

normal se observa que tienen niveles de PSA ligeramente más elevados, 

364,44 ng/ml, en comparación con el de alta expresión, 341,29 ng/ml.  

También se encontró que el 52,63% que tenían expresión de AR normal 

presentaban un índice de Gleason alto, con una metástasis de tipo M1b en 16 

pacientes (Tabla 23). No obstante, no se encontraron diferencias entre los 

grupos. 
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Tabla 23. Características clínico-patológicas y su asociación con los niveles de expresión de 
AR. 

Parámetros 
Clínicos 

AR expresión normal 
(n=19) 

AR alta expresión 
(n=23) P-valor

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 

Índice 
de 

Gleason 

7 4 (21,05) 1 (4,35) 
0,065 >8 10 (52, 63) 18 (78,26) 

ND 5 (26,31) 4 (17,39) 

Tipo 
de 
Mtx 

M1a 1 (5,26) 1 (4,35) 

0,284 M1b 16 (84,21) 18 (78,26) 
M1c 0 3 (13,04) 
ND 2 (10,52) 1 (4,35) 

Status Vivo 9 (47,37) 11 (47,83) 0,907 Exitus 10 (52,63) 12 (52,17)
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 

Al analizar la supervivencia global en función de la expresión del gen AR, no 

encontramos diferencias significativas (Figura 37).   

Figura 37. Curva de supervivencia global en relación con la expresión del gen AR. 
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3.3  Estudio del tránscrito ARv7 

El análisis de expresión de la variante ARv7 puso de manifiesto que 28 

pacientes (66%) presentaban alta expresión, con una media de edad de 73,10 

años. Por otro lado, 14 pacientes (33%) presentaban niveles de expresión 

normales con una media de edad de 78,28 años. Estos datos demuestran una 

tendencia a la significación (p=0,069) sin embargo, habría que aumentar el 

número de pacientes para confirmarlo (Tabla 24). 

También observamos que el grupo de alta expresión de ARv7 presentaba 

niveles de PSA más altos (402 ng/ml) y una mayor mortalidad 60,71% en 

comparación con el grupo de expresión normal (237,61 ng/ml y 35,71% 

respectivamente), aunque las diferencias no son significativas. 

Tabla 24. Características clínico-patológicas y su asociación con los niveles de expresión de la 
variante ARv7. 

Parámetros 
Clínicos 

ARv7 expresión normal 
(n=14) 

ARv7 alta expresión 
(n=28) P-valor

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 

Índice 
de 

Gleason 

7 1 (7,14) 4 (14,28) 
0,409 >8 11 (78,57) 17 (60,71) 

ND 2 (14,28) 7 (25) 

Tipo 
de 
Mtx 

M1a 1 (7,14) 1 (3,57) 

0,911 M1b 12 (85,71) 22 (78,57) 
M1c 1 (7,14) 2 (7,14) 
ND 0 3 (10,71) 

Status Vivo 9 (64,29) 11 (39,29) 0,177 Exitus 5 (35,71) 17 (60,71)
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 

El análisis de los niveles de expresión de la variante ARv7 tras 60 meses de 

seguimiento mostró que el grupo de alta expresión presentaba una mayor tasa 

de mortalidad 60,71% (17 pacientes) en comparación con el grupo de 

expresión normal 35,71% (5 pacientes).  

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

de ARv7 tienen una mayor supervivencia global (Figura 38).  
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Figura 38. Curva de supervivencia global en relación con la expresión del ARv7. 

3.4  Estudio del tránscrito ARv567 

El análisis de expresión de la variante ARv567 mostró que 24 pacientes (57%) 

presentaban alta expresión y 18 (43%) expresión normal. No se encontraron 

diferencias entre la media de edad entre ambos grupos 75,83 y 74,08 años, 

respectivamente.  

Como se muestra en la Tabla 25, el 75% de los pacientes con alta expresión 

presentaban un índice de Gleason >8, con metástasis de tipo M1b en el 

91,66%. Por otro lado, los pacientes de expresión normal también 

presentaban un gleason de alto grado en el 55,55% de los casos y metástasis 

de tipo M1b en el 66,67%. 

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

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

sin alcanzar significación estadística.  
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Tabla 25. Características clínico-patológicas y su asociación con los niveles de expresión de 
ARv567. 

Parámetros 
Clínicos 

ARv567 expresión normal 
(n=18) 

ARv567 alta expresión 
(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 

Índice 
de 

Gleason 

7 3 (16,67) 2 (8,33) 
0,306 >8 10 (55,55) 18 (75) 

ND 5 (27,78) 4 (16,67) 

Tipo 
de 
Mtx 

M1a 2 (11,11) 0 

0,125 M1b 12 (66,67) 22 (91,66) 
M1c 2 (11,1) 1 (4,17) 
ND 2 (11,11) 1 (4,17) 

Status Vivo 11 (61,11) 9 (37,5) 0,172 Exitus 7 (38,89) 15 (62,5)
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 

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

diferencias entre grupos de pacientes.  

Figura 39. Curva de supervivencia global en relación con la expresión de la variante ARv567. 
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3.5  Correlación de las características clínico-patológicas en relación con 
la supervivencia global y la expresión de las variantes ARv7-ARv567 

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

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

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

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

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

niveles bajos de expresión (ARv7-/ARv567-), correlacionándolo con las 

características clínicas y la supervivencia global. Encontramos que 17 

pacientes pertenecían 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 años) en 

comparación con el grupo de ARv7-/ARv567- (77,69 años).  

Además, encontramos que los niveles de PSA son mayores en el grupo de 

ARv7+/ARv567+ (374,52 ng/ml).  

Tabla 26. Características clínico-patológicas y su asociación con los niveles de expresión de 
ARv7+/ARv567+ y ARv7-/Arv567-. 

Parámetros 
Clínicos 

ARv7+/ARv567+ 
(n=17) 

ARv7-/ARv567- 
(n=13) P-valor

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 
Índice 

de 
Gleason 

7 1 (5,88) 0 
0,366 >8 13 (76,47) 11 (84,62) 

ND 3 (17,65) 2 (15,38) 

Tipo 
de 
Mtx 

M1a 0 2 (15,38) 

0,169 M1b 15 (88,23) 9 (69,23) 
M1c 1 (5,88) 2 (15,38) 
ND 1 (5,88) 0 

Status Vivo 6 (35,29) 12 (92,31) 0,003 Exitus 11 (64,70) 1 (7,69) 
SD: Desviación estándar, Mtx: Metástasis, ND: No dato. 
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Al comparar las tasas de mortalidad, se observó que el grupo ARv7+/ARv567+ 

presentaba una mayor tasa de mortalidad y una menor supervivencia global 

en comparación con el grupo de pacientes que no expresan estas variantes 

(p=0,003) (Figura 40). 

Figura 40. Curva de supervivencia global en relación con la expresión de las AR-V. 

Con el fin de establecer una mejor correlación con los niveles de expresión 

previamente obtenidos. Realizamos un análisis entre los pacientes que 

presentaban altos niveles de expresión tanto de AR-FL como de sus variantes, 

es decir que eran positivos para todos marcadores (AR-FL+/ARv7+/ARv567+), 

en relación con sus características clínicas.  

De los 42 pacientes incluidos en el estudio, se encontró que 10 pacientes 

expresaban altos niveles de expresión de AR+/ARv7+/ARv567+. 23 pacientes 

para AR-FL, 28 para ARv7+, 24 para ARv567+ y 17 pacientes para 

ARv7+/ARv567+ (Tabla 27). 
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Tabla 27. Asociación de niveles de expresión en plaquetas circulantes en pacientes con cáncer 
de próstata metástasico de novo. 

Expresión en plaquetas circulantes 
Nº de paciente AR-FL ARv7 ARv567 

1 N N + 
2 N N + 
3 N N + 
4 N + N 
5 N + + 
6 N N N 
7 N + + 
8 N N N 
9 + + + 
10 N + N 
11 + + N 
12 N N + 
13 N + + 
14 + + N 
15 N + + 
16 + + + 
17 + + + 
18 + N + 
19 + + + 
20 + N + 
21 + + N 
22 + + + 
23 + + + 
24 + + N 
25 + N + 
26 + N N 
27 + N N 
28 + N N 
29 + N N 
30 + + N 
31 + + + 
32 + + + 
33 + N N 
34 + + + 
35 + + + 
36 N + + 
37 N + N 
38 N + N 
39 N + + 
40 N + + 
41 N + N 
42 N + N 

+: Alta expresión 
N: Expresión normal 
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La edad media de los 10 pacientes que presentaban altos niveles de 

expresión de AR-FL+/ARv7+/ARv567+ fue de 66,8 años. Por otro lado, la 

mayoría de los pacientes presentaba un índice de Gleason >8 y metástasis de 

tipo M1b. El 70% de los pacientes habían fallecido a los 5 años.  

Tabla 28. Asociación de los parámetros clínicos con los niveles de expresión de AR y sus 
variantes y la presencia de sus proteínas. 

Nº 
de 

paciente 
Edad PSA 

ng/ml 
Índice 

de 
Gleason 

Tipo 
de 
Mtx 

Nº de Mtx 
óseas TTO SW-

AR 
SW-

ARv7 
Status 

del 
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 77 771,1 9 M1b Generalizada ADT + + Exitus 
35 70 18,17 10 M1b Generalizada (6) ND + + Exitus 

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

Como se muestra en la Tabla 28, se encontró que de los 10 pacientes que 

tenían expresión de AR-FL sólo 7 eran también ARv7+ y la presencia de la 

isoforma ARv7 podría estar relacionada con la supervivencia. 

3.6  Correlación de niveles de expresión de circAR y AR-FL en plaquetas 
circulantes 

De los 42 pacientes estudiados, 26 pacientes presentaban alta expresión de 

circAR y 23 pacientes de AR-FL en plaquetas. 13 pacientes expresaban 

simultáneamente altos niveles de circAR y AR-FL en las plaquetas circulantes 

(Tabla 29). 
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Tabla 29. Asociación de los niveles de expresión de circAR y AR en plaquetas. 

Niveles de expresión 
Nº de paciente circAR AR-FL en 

Plaquetas 
1 + N 
2 + N 
3 + N 
4 + N 
5 + N 
6 N N 
7 + N 
8 + N 
9 N + 
10 N N 
11 N + 
12 + N 
13 + N 
14 N + 
15 + N 
16 + + 
17 + + 
18 + + 
19 + + 
20 + + 
21 N + 
22 + + 
23 + + 
24 + + 
25 + + 
26 + + 
27 N + 
28 N + 
29 N + 
30 + + 
31 N + 
32 + + 
33 + + 
34 N + 
35 N + 
36 N N 
37 N N 
38 N N 
39 + N 
40 + N 
41 + N 
42 N N 

+: Alta expresión  
N: Expresión normal 
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11 de los 13 pacientes con niveles altos de expresión presentaba un índice de 

gleason de alto grado, predominando las metástasis de tipo M1b (11/13). 

Además, se observó que, de estos 13 pacientes, 6 (16,17,19, 22, 23, 32) 

estaban relacionados con altos niveles de expresión de AR/ARv7/Arv567 

(Tabla 27 y 30). 

Tabla 30. Correlación de los niveles de expresión de circAR y AR-FL en plaquetas circulantes 
en pacientes con cáncer de próstata metastásico de novo. 

Nº de 
paciente Edad PSA 

ng/ml 
Índice de 
Gleason 

Tipo de 
Mtx 

Nº de Mtx 
óseas TTO Status del 

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 M1c 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 83 121,4 9 M1a ND ADT Vivo 

Mtx: Metástasis, M1b: Metástasis a distancia/Hueso, M1c: Metástasis a distancia/Otras 
localizaciones, TTO: Tratamiento, ADT: Terapia de deprivación de andrógenos, QT: Quimioterapia, 
ND: No dato. 

4. Estudio genómico de cáncer de próstata en tejido tumoral
4.1  Análisis de alteraciones citogenéticas en tumores de cáncer de 

próstata 

En los últimos años se han desarrollado múltiples sistemas de estratificación de 

riesgo en los pacientes con cáncer de próstata, combinando parámetros 

clínicos-patológicos (índice de gleason, niveles de PSA, etc) con estudios 

moleculares que podrían ayudar a distinguir el cáncer de próstata indolente del 

agresivo (Cooperberg et al., 2009). Las nuevas plataformas de microarrays 

permiten el estudio de las alteraciones genómicas en el tumor con una mayor 

resolución que las técnicas convencionales utilizadas anteriormente.  

Para la determinación de alteraciones en el número de copias (CNAs) hemos 

estudiado, mediante la plataforma OncoScanÔ (Thermo Fisher Scientific), 8 

muestras de tumores embebidos en parafina procedentes de pacientes con 

cáncer de próstata. 
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De acuerdo con la edad en el diagnostico tumoral los pacientes se clasificaron 

en dos grupos: adultos (5 pacientes) y jóvenes menores de 50 años (3 

pacientes). Dentro del grupo de los adultos se incluyeron: 3 pacientes 

metastásicos de novo y 2 CPRC con un índice de Gleason >8 considerado de 

alto grado y un PSA promedio de 380,9 ng/ml. En los casos de los jóvenes se 

incluyeron 2 pacientes de bajo riesgo y 1 de alto riesgo según la clasificación 

de la EAU, que presentaron un índice de gleason de bajo grado y un PSA bajo 

en comparación con el grupo de los adultos. Las características clínico-

patológicas se resumen en la Tabla 5. 

Estudios recientes han explorado las bases moleculares del cáncer de próstata 

primario identificando múltiples alteraciones genómicas recurrentes que 

incluyen mutaciones, cambios en el número de copias del DNA, 

reordenamientos y fusión de genes (Baca et al., 2013). En nuestro estudio, 

hemos observado una mediana de 87 segmentos alterados por caso, con un 

mayor número de ganancias de material genómico (44,5 segmentos por caso) 

que perdidas (mediana de 33 segmentos por caso), como se muestra en la 

Tabla 31.  

Tabla 31. Comparación de la ganancia y perdida de segmentos entre pacientes jóvenes y 
adultos. 

Nº de 
muestra 

# 
Total 
Seg 

# Gain 
Seg 

# Loss 
Seg 

# LOH 
Seg 

Autosome 
LOH 

Frequency 
Heterozygous 

Call 

Frequency 
Homozygous 

Call 
Genome 

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 44.5 33 33 0.0675214 0.3362405 0.6637595 0.115488 

Observamos que el número de alteraciones genómicas era superior en los 

casos de adultos respecto a los menores de 50 años (la mediana de cambios 

por caso es de 109 en adultos frente a 59 en jóvenes). Sin embargo, la 

presencia de regiones con périda de heterocigosidad (LOH) era superior en los 

casos jóvenes con una mediana de 40 segmentos por casos frente a 26. 
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Las CNAs son una subclase importante de mutaciones somáticas, 

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 genómico, las regiones con mayor recurrencia se encontraron en 8p23 

(5/8, 62,5%), 19p13 (5/8, 62,5%), 6q25.3 y 16q24.3 (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 cáncer de próstata. 

Cromosoma Región Casos Frecuencia Posibles genes implicados 

G
A

N
A

N
C

IA
S 

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 

9 q34.2 5/8 62,5% CACNA1B, EHMT1, EXD3, PNPLA7 

11 q13.3 4/8 50% CCND1 

15 q26.3 4/8 50% IGF1R 

17 q22 q23.1 4/8 50% 

YPEL2, LINC01476, DHX40, CLTC, 
PTRH2, VMP1, MIR21, TUBD1, 
RPS6KB1, RNFT1, TBC1D3P1-

DHX40P1, LOC101927755 

X q12 4/8 50% AR 

PE
R

D
ID

A
S 

8 8p23.1 p21.3 5/8 62,5% DLC1, MSR1, PCM1 

19 p13.1 5/8 62,5% 
PLPP2, MIER2, THEG, C2CD4C, 

SHC2, ODF3L2, MADCAM1 

6 q25.3 4/8 50% 
IGF2R, AIRN, LOC729603, SLC22A1, 

SLC22A2 

16 q24.3 4/8 50% 

ANKRD11, LOC101927817, SPG7, 
RPL13, SNORD68, CPNE7, DPEP1, 

CHMP1A, SPATA33, CDK10, 
SPATA2L, VPS9D1, VPS9D1-AS1, 
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 genómicos de expresión por grupo de 

edad. Encontramos que la ganancia con mayor recurrencia en adultos es la 

región 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 

región 16q24 (63%). Para el grupo de los jóvenes, se observó que las 

ganancias en las regiones 20q13.12 y 20p11.1 eran las de mayor recurrencia. 

Y las perdidas en la región 19p13.1 se encontró en todos los pacientes (Tabla 
33). 

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

Regiones 
Nº de 

muestra 3p21.1 
3p14 20p11.1 20q13.12 9q34.2 11q13.3 15q26.3 17q22 

17q23.1 
Xq12 

G
A

N
A

N
C

IA
S 

40358 + - - - + + - - 

40365 + + - + - + + - 

40361 + + + + + - - + 
40352 + - + + + + - + 
40354 + + + - - - + + 
40373 + + + + + - + + 
40369 + + + + - - + - 

40367 - + + - - + - - 

PE
R

D
ID

A
S 

Nº de 
muestra 8p23.1 

8p21.3 19p13.1 6q25.3  16q24.3 

40358 + + - - 

40365 + - + + 
40361 + - + + 
40352 + + - + 
40354 - - - - 

40373 + + + + 
40369 - + + - 

40367 - + - - 

+: Presencia, -: Ausencia 

En este trabajo hemos analizado las regiones con pérdida de heterocigosidad 

con un tamaño superior a 3 Mb y 50 SNP, que comúnmente se encuentran 

enriquecidas con genes driver en el desarrollo tumoral, poniendo de manifiesto 

que la mayoría de los casos presentaban una región con LOH a nivel de 16p11 

(87,5%). Además, se ha podido observar LOH a nivel de las regiones 10q11.21 
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(62,5%) y en las regiones pericentroméricas 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 cáncer de próstata. 

Cromosoma Región 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, KBTBD4, AGBL2, FOLH1, 
OR4C13 

10 q11.21 q11.22 5/8 62,5% RET, RASGEF1A, MSMB 

1 p36.11 p35.3 4/8 50% CNKSR1, ARID1A, WDTC1, RAB42, 
YTHDF2 

1 p33 p32.3 4/8 50% CDKN2C, EPS15 

3 q11.2 q11.2 4/8 50% EPHA6  
6 q21 q21 4/8 50% REV3L 

7 q34 q35 4/8 50% BRAF, MGAM, PRSS1, EPHB6, 
TRPV6, TRPV5, KEL, OR9A2 

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, C15orf48, 

16 q22.1 q22.1 4/8 50% CBFB, FHOD1, CTCF, ACD, EDC4, 
SLC7A6OS, CDH1, NFAT5 

17 q11.1 q11.2 4/8 50% LYRM9, TMEM199 

17 q21.31 q21.32 4/8 50% ETV4, KANSL1, CDC27 

19 q13.2 q13.31 4/8 50% 
PRX, SPTBN4, SHKBP1 LTBP4, 

SNRPA, CYP2A7, CD79A, POU2F2, 
ERF, CIC 

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

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

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

7q11.22, 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 
Nº de 

muestra 
16p11.2 
16p11.1 

7q11.21 
7q11.22 

11p11.2 
11p11.12 

10q11.21 
10q11.22 

3q11.2 
3q11.2 

40352 + + - + + 

40354 - + + - - 

40358 + - - - - 

40361 + + + + - 

40365 + - + - - 

40367 + + + + + 

40369 + + + + + 

40373 + - - + + 

+: Presencia, -: Ausencia 
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Debido a que el tamaño de muestra es muy pequeño, 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 años, todos presentaban 

ganancias a nivel de 3p14.1 y 20q13.12, y perdidas de material genómico a 

nivel de 19p13.  

Además, se observó que en más 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).  

A) 

B)          Adultos 

       Jóvenes 

Figura 41. Ideograma representativo de los tumores de CaP. A) Ideograma que representa la 
frecuencia de las alteraciones genómicas en todos los pacientes con cáncer de próstata 
obtenido mediante el programa de Nexus. B) Ideogramas comparativos de las alteraciones en 
adultos y jóvenes. 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 vía de señalización del AR 
mediante secuenciación masiva (NGS) 

El estudio de mutaciones en los genes implicados en la vía del AR se llevó a 

cabo en 8 muestras procedentes de tumor embebido en bloque de parafina de 

pacientes diagnosticados con CaP, a los que previamente se les había 

analizado las alteraciones en el número de copias mediante la plataforma 

OncoScan. Las características clínicas de estos pacientes se encuentran en la 

Tabla 5. Antes de realizar el estudio se corroboró que todas las muestras 

cumplieran con los requisitos de calidad del DNA.  

Las muestras se secuenciaron en un equipo Miseq de Illumina y se analizaron 

todas las variantes obtenidas mediante el software de análisis: VariantStudio 

Software IlluminaÔ 3.0 (Illumina, San Diego, CA). Para el análisis de los datos 

generados en la secuenciación, se contabilizaron las variantes que pasaron 

todos los filtros de calidad y se incluyeron sólo las variables que presentaron 

una frecuencia alélica superior al 10%. 

Análisis de los datos 

El estudio por NGS permitió 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 

intrónicas, 6 variantes sinónimas, 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 función de la proteína y no tienen ningún efecto sobre la 

secuencia de aminoácidos, aunque no podemos descartar que modifiquen 

secuencias reguladoras de la maduración del RNA.  

Hemos identificado un total de 5 mutaciones de tipo missense, 1 mutación de 

tipo nonsense, 1 mutación de tipo frameshift y 1 deleción in-frame (Tablas 36 y 

37). 
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Tabla 36. Listado de variantes identificadas en los distintos genes implicados en la vía de AR. 

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

diversos tumores. Nuestros resultados son orientativos y están basados en 

predicciones bioinformáticas por lo que se requieren estudios funcionales y 

comprobación mediante PCR. 

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

Gen SNP Variante Clasificación Sift Polyphen Significado 
clínico 

SRD5A1 rs248793 c.90C>G/
p.(Ala39Gly) Missense Benigna Benigna Benigna 

SRD5A2 rs523349 c.265C>G/
p.(Leu89Val) Missense - - Desconocido 

SRD5A2 rs142200057 
c.89dupC/

p.(Pro31Ser31fsTer2
25) 

Frameshift - - Desconocido 

AR rs886039558 c.2257C>T/
p.(Arg753Ter) Nonsense - - Patogénica 

AR rs137852562 c.2323C>T/
p.(Arg775Cys) Missense Deletérea Probablemente 

Patogénica Patogénica 

AR c.404C>T/
p.(Pro135Leu) Missense Deletérea Benigna Desconocido 

AR rs78686797 c.170T>A/
p.(Leu57Gln) Missense Benigna Desconocido De tipo 

benigno 

AR rs1569265039 c.1368_1379del/
p.(Gly470_Gly473del) 

In-frame 
Deletion - - Patogénica 

Número de muestra 
Gen Variante 40352 40354 40358 40361 40365 40367 40369 40373 

SRD5A1 c.90C>G/
p.(Ala39Gly) + + + + + - + + 

SRD5A2 c.265C>G/
p.(Leu89Val) - - - - - + - - 

SRD5A2 
c.89dupC/

p.(Pro31Ser31fsT
er225) 

+ + + + + + + + 

AR c.2257C>T/
p.(Arg753Ter) - - + - - - - - 

AR c.2323C>T/
p.(Arg775Cys) - - - - - + - - 

AR c.404C>T/
p.(Pro135Leu) - - - - - + - - 

AR c.170T>A/
p.(Leu57Gln) - - - - + - - - 

AR 
c.1368_1379del/
p.(Gly470_Gly47

3del) 
- - + - - - - - 

+: Presencia, -: Ausencia 
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Mutaciones de tipo missense 

Las mutaciones missense son un tipo de mutación puntual en las que el 

cambio de nucleótido da como resultado un codón que codifica un aminoácido 

diferente. Algunas de estas mutaciones pueden hacer que la proteína 

resultante no funcione de manera adecuada.  

El paciente 40367 (44 años) estaba diagnosticado de un cáncer de próstata de 

bajo grado con un índice de Gleason de 6, un PSA de 9,15 ng/ml y no 

presentaba metástasis. En este paciente encontramos tres mutaciones de tipo 

missense;  

1. La mutación c.265C>G/p.(Leu89Val), localizada en el exón 2 en el gen

SRD5A2, catalogada por los programas de predicción como benigna.

2. La mutación c.404C>T/p.(Pro135Leu), localizada en el exón 1 en el gen

AR, catalogada como de significado clínico desconocido. 

3. La mutación c.2323C>T/p.(Arg775Cys), localizada en el exón 6 del gen

AR, catalogada como patogénica por los programas de predicción.

El paciente 40365 presentaba la mutación c.170T>A/p.(Leu57Gln), localizada 

en el exón 1 del gen AR, que está catalogada como de tipo benigno. Este 

paciente fue diagnosticado con cáncer de próstata metastásico de novo a la 

edad de 63 años, con un índice de Gleason de 10, metástasis 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 inserción o deleción de uno o más 

nucleótidos, siempre que el número de nucleótidos agregados o eliminados no 

sea un múltiplo de tres.  

En todos los pacientes inlcuidos en el estudio detectamos una mutación de tipo 

frameshift c.89dupC/p.(Pro31Ser31fsTer225), localizada en el gen SRD5A2, 

catalogada como de significado clínico desconocido. 
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Mutaciones de tipo nonsense 

Las mutaciones de tipo nonsense son las que generan un codón de parada 

prematuro y, por tanto, dan lugar a una proteína truncada. La mutación 

c.2257C>T/p.(Arg753Ter), localizada en el exón 5 del gen AR está catalogada

como patogénica y afecta la función de la proteína. Esta mutación la

encontramos en el paciente 40358, diagnosticado con cáncer de próstata

metastásico de novo a la edad de 84 años con un Gleason de 8 y unos niveles

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

Mutaciones de tipo in-frame 

Una deleción de tipo in-frame puede dar lugar a una proteína que carece de 

uno o más aminoácidos. Esto con frecuencia altera la estructura terciaria de la 

proteína y, como resultado, o no se secreta o, si lo hace, se elimina 

rápidamente de la circulación. 

En el paciente 40358 encontramos una deleción de tipo in-frame 

c.1368_1379del/p.(Gly470_Gly473del), que se encontraba localizada en el

exón 1 en el gen AR. Está catalogada como de significado clínico desconocido

según la plataforma Varsome y tiene una frecuencia poblacional del

0,000023%.
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Estudio del mRNA del gen AR y sus variantes mediante RT-PCR en 
células mononucleadas de sangre periférica 

El cáncer de próstata es el tumor más común en los varones y una de las 

principales causas de muerte por cáncer. Desde que Huggins y Hodges 

demostraron por primera vez la capacidad de respuesta del CaP a la privación 

de andrógenos (Huggins & Hodges, 1941), ha quedado claro que el cáncer de 

próstata depende de la activación del AR para su crecimiento y supervivencia 

(Davey & Grossmann, 2016). 

La enfermedad metastásica es la principal causa de muerte asociada al cáncer 

de próstata. Los ganglios linfáticos adyacentes a los tumores primarios suelen 

ser el primer sitio de metástasis, seguidos de metástasis en el hígado, los 

huesos y los pulmones. Para metastatizar, las células de cáncer de próstata 

realizan la transición epitelio-mesénquima (EMT), tras lo cual se diseminan en 

la circulación y superan varias barreras antes de establecerse en el nuevo 

tejido.  

La caracterización molecular y fenotípica de biomarcadores de origen tumoral 

circulantes en sangre periférica (biopsia líquida) permite su utilización como 

método de diagnóstico, permitiendo la identificación de fenotipos relacionados 

con el estadio inicial, la progresión 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 fosforilación-

dimerización y se transloca desde el citoplasma al núcleo. Diversos estudios 

sugieren que la progresión del cáncer de próstata ocurre a través de la 

alteración del eje androgénico normal por desregulación de la actividad de AR 

a través de cascadas de transducción de señales, alteración en la expresión 

tanto de correguladores y mutaciones que le permiten volverse 

transcripcionalmente activo en respuesta a otros ligandos además de 

testosterona y DHT (Heinlein & Chang, 2004). 
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El gen que codifica el receptor de andrógenos (AR), se caracteriza porque, 

además del tránscrito completo (AR-FL), presenta tránscritos alternativos 

(ARV) (Antonarakis et al., 2014). Las variantes del receptor de andrógenos 

ARv567 y ARv7 son las variantes de splicing más prevalentes clínicamente 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 desempeñan papeles importantes en la progresión del CaP ya 

que pueden regular los genes diana de AR o genes relacionados con el ciclo 

celular, todavía se debate si las AR-V tienen funciones distintas o simplemente 

sirven como sustitutos de AR-FL en condiciones de depleción de andrógenos 

(Hu et al., 2009; Watson et al., 2010). 

La mayoría de estos AR-V mantienen el dominio de transactivación en el 

extremo N-terminal y un dominio de unión al DNA intactos, seguidos de un 

péptido corto, específico de cada variante, que reemplaza al dominio LBD en 

el extremo C-terminal. Las variantes de maduración (“splicing”) del gen AR se 

han asociado con el desarrollo de resistencia a la ADT en el cáncer de 

próstata, siendo ARv7 y ARv567, los más estudiados y clínicamente 

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 está regulado por ARv7 en condiciones 

de depleción de andrógenos (B. Cao et al., 2014; Hu et al., 2012). También, se 

ha demostrado que la proteína mediadora de la transcripción de la subunidad 1 

de la RNA polimerasa (MED1) y ARv567 ocupan parte de las regiones 

reguladores de los genes UBE2C y promueven su expresión independiente de 

andrógenos (Liu et al., 2015).  

Las variantes de AR no sólo 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 sobreexpresión de las variantes de AR, contribuyen a la 

metástasis y la progresión a un fenotipo más agresivo mCRPC al promover el 

proceso de transición epitelio mesénquima y adquirir propiedades de células 

madre (Ellis et al., 2014; Xu & Qiu, 2016). Además, es posible que la 

resistencia a fármacos se desarrolle a partir de una subpoblación que contiene 

un alto nivel de AR-V que ya están presentes en el tumor antes del tratamiento 

o que las AR-V tengan una vía alternativa que sea capaz de evadir el

mecanismo de acción farmacológico, ejerciendo así su función sobre la

proliferación celular y metástasis (Holohan et al., 2013).

La detección 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 tránscritos del gen AR (AR-FL, ARv567 y ARv7) mediante RT-PCR, a partir 

de RNA obtenido de células nucleares circulantes de 20 pacientes con cáncer 

de próstata metastásico “de novo”. No hemos detectado el tránscrito 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 índice de Gleason >8 y entre 14 y 16 metástasis, siendo dos 

de los pacientes con más metástasis dentro del grupo de estudio (Tabla 17).  

Aunque la mayoría de los estudios llevados a cabo hasta el momento se han 

centrado en el estudio de expresión 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 selección previa de CTCs como había sido previamente descrito en 

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

La detección de RNA del gen AR en tres casos con un elevado número de 

metástasis sugiere la presencia de un elevado número de CTCs; no obstante, 

al ser un estudio retrospectivo desconocemos el número de CTCs de cada 

paciente, por lo que no podemos extraer conclusiones definitivas. Es conocido 

que AR-FL y ARv7 siguen programas de transcripción diferentes, aunque la 

expresión de ARv7 está acoplada con la de AR-FL dado que este receptor 



DISCUSIÓN 

143 

puede funcionar de manera autocrina, principalmente en células de cáncer de 

próstata resistente a castración (Zhu & Luo, 2020).  

La detección de ARv567 en ausencia de ARv7 está poco estudiada, pero 

puede ser debida a que los tratamientos previos de los pacientes puedan 

desequilibrar la transcripción alternativa del gen AR.  

Estudio de la expresión de las proteínas AR-FL y ARv7 en plasma 
mediante la técnica de Simple West 

El western blot (WB), la técnica “estándar de oro” para la caracterización de 

proteínas, 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 proteína requerido en muestras de pacientes con cáncer 

(Misiewicz-Krzeminska et al., 2018). Por esta razón, empleamos la técnica de 

Nanoinmunoensayo Capilar Automatizado, que nos permite medir la expresión 

de proteínas en pequeñas cantidades de muestra y tiene una mayor 

sensibilidad y reproducibilidad que el western normal.  

La producción y el mantenimiento de las proteínas celulares requiere una serie 

notable de procesos vinculados, que van desde la transcripción, procesamiento 

y degradación de los mRNA, hasta la traducción, localización, modificación y 

destrucción programada de las mismas. Se ha visto que los niveles de 

expresión del mRNA sólo reflejan una fracción en la cantidad de proteínas 

celulares (Vogel & Marcotte, 2012). 

A partir del estudio realizado en plasma de 42 pacientes con cáncer de próstata 

metastásico “de novo” por la técnica de Simple West, observamos la presencia 

de AR en 39 (92,86%) pacientes no detectándose en ningún individuo sano. 

Estos datos se relacionaron con las características clínicas, observando que los 

pacientes AR-FL+ presentaban mayoritariamente un índice de Gleason de alto 

grado, con metástasis 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 expresión de la proteína AR-FL en muestras de  
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56 pacientes con CaP sin tratamiento, mediante tinción inmunohistoquímica, 

mostrando que los tumores de próstata con puntuaciones de Gleason más 

altas antes del tratamiento expresaban más proteína de AR (C. Y. Lin et al., 

2018). La ausencia de expresión de AR-FL en 3 pacientes puede ser debido a 

que los niveles de la proteína estuviesen por debajo del nivel de detección con 

nuestra técnica, ya que el mRNA de AR-FL sea más inestable o a que la 

proteína se degrade más fácilmente 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 estudió 

la expresión de ARv7 en 72 pacientes con CaP con la técnica de Simple West, 

encontrando expresión de ARv7 en el 29% de los pacientes con CRPC y CaP 

metastásico. Al correlacionar los parámetros clínicos observaron niveles de 

PSA elevados en el grupo de pacientes ARv7+ y un índice de Gleason de alto 

grado (García et al., 2017).  

Por otro lado, en nuestro estudio no hemos encontrado correlación entre la 

presencia de ARv7 con tumores más agresivos; sin embargo, se observó que 

el grupo de pacientes que presentaban ARv7 tenían una menor supervivencia 

global con una tendencia a la significación (Antonarakis et al., 2014) (Figura 
30). En un trabajo reciente, en el que estudiaron la expresión de la proteína 

ARv7 nuclear en tumores de pacientes con CaP, se observó que la 

sobreexpresión del transcrito ARv7 se asociaba con un pronóstico desfavorable 

y características de crecimiento más agresivas en los tumores (X. Chen et al., 

2018). Estos datos confirman que la expresión de la isoforma de ARv7 está 

relacionada con un peor pronóstico y una menor supervivencia global, debido 

probablemente a que la proteína de ARv7 está truncada y carece de dominio 

de unión 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 cáncer de 
próstata metastásico “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 circulación y son detectables en plasma y 

orina (Bach et al., 2019). 

A diferencia de los mRNA, 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 expresión desregulada de los circRNA 

está asociada con diversas enfermedades, incluidos muchos tipos de cáncer. 

Aunque el papel de los circRNAs en el cáncer aún no se conoce por completo, 

estudios recientes sugieren que pueden unirse a proteínas de unión a RNA, 

traducir péptidos y conferir resistencia al tratamiento. Su alta abundancia y 

estabilidad en comparación con los mRNA, le confiere un papel potencial como 

biomarcador a partir de biopsia líquida.  

Los transcritos alternativos de mRNA del gen AR son biomarcadores de mal 

pronóstico en el CRPC (Luo et al., 2019). Recientemente se han caracterizado 

13 circRNA derivados de AR en pacientes con CPRC cuya expresión se 

incrementa de manera paralela a la del AR-FL y AR-V durante la generación de 

la resistencia al tratamiento. Al ser más resistente a la degradación en sangre 

periférica podrían ser mejores marcadores que la detección de AR-FL o AR-V 

en biopsia líquida (S. Cao et al., 2019). 

En nuestro trabajo detectamos 26 pacientes (61,90%) que presentaban niveles 

altos de expresión de circAR en plasma, no encontramos diferencias 

significativas al correlacionarlo con las características clínicas; sin embargo, 

todos los pacientes presentaban un índice de Gleason alto (Tabla 20).  
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Por otro lado, al correlacionar los niveles de expresión de circAR y el AR-FL en 

plasma de los 42 pacientes, encontramos que 13 pacientes presentaban 

niveles altos de expresión de ambos (Tabla 29). De esos 13 pacientes, 6 

(16,17,19, 22, 23, 32) estaban relacionados con altos niveles de expresión de 

AR-FL/ARv7/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 (así como de sus variantes), tanto en muestras clínicas como en 

xenoinjertos derivados de pacientes (S. Cao et al., 2019). Otro grupo, 

estableció una fuerte correlación 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 mecánicamente 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 

expresión de circAR están 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 más larga para confirmar 

estos resultados preliminares.  

Estudio del gen AR y sus variantes en plaquetas circulantes de pacientes 
con cáncer de próstata metastásico “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 metástasis, por lo que quedan 

expuestas a la “educación plaquetaria” mediada por el tumor (TEP). Las células 

tumorales pueden, directa e indirectamente, imponer cambios en el contenido 

de RNA y proteínas de las plaquetas. Por esta razón, el RNA de las TEPs, 

surge como un nuevo biomarcador a partir de biopsia líquida (Xing et al., 2019). 
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Se ha postulado que las plaquetas desempeñan una función crítica en el CaP, 

aunque está interacción sigue siendo poco conocida. Sin embargo, las 

plaquetas pueden favorecer la progresión 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 andrógenos y estrógenos 

(Garrido et al., 2012), lo que aumenta la posibilidad de un mecanismo adicional 

a través del cual las plaquetas podrían favorecer el crecimiento del CaP 

(Zaslavsky et al., 2015). 

Nosotros hemos analizado los perfiles de expresión del gen AR en 42 

pacientes diagnosticados con cáncer de próstata metastásico de novo y 16 

sujetos sanos a partir de RNA obtenido de plaquetas circulantes. El receptor 

más abundante en la superficie plaquetaria es ITGA2B, por lo que lo incluimos 

en nuestro estudio como marcador plaquetario. Al analizar los niveles de 

expresión del gen ITGA2B, observamos que 13 pacientes (30,95%) 

presentaban alta expresión de este gen en relación con el grupo control. 

ITGA2B 

Se sabe que en la membrana plaquetaria están incrustadas una gran cantidad 

de moléculas de adhesión, incluidas integrina, selectinas, glicoproteínas ricas 

en leucina y proteínas de la superfamilia de inmunoglobulinas. Estas moléculas 

promueven la adhesión plaquetaria no sólo 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 GPIIb/IIIa como el receptor 

de vitronectina de tipo integrina (αvβ3) están involucrados en promover la 

metástasis en células de cáncer de mama (MDA-MB-231), lo que parece 

reforzar la idea de que se produce una interacción entre células cancerígenas y 

plaquetas (Cohen et al., 2000; Zhao et al., 2014).  
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Además, se ha estudiado la expresión de ITGA2B en otros tipos de cáncer, 

como el cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) (Xing et al., 2019) 

y el cáncer de células renales (X. Lu et al., 2016), ambos estudios muestran 

que niveles elevados de expresión de ITGA2B se asocian con una menor 

supervivencia global. 

En nuestro estudio hemos comprobado que los pacientes con altos niveles de 

expresión de ITGA2B presentaban una mayor mortalidad y una peor 

supervivencia global. Debido a que nuestros pacientes presentan metástasis 

de novo al diagnóstico, las plaquetas podrían estar fuertemente involucradas 

en este proceso, ya que se encargan de proteger a las células cancerosas de 

su eliminación (Zhao et al., 2014). Esta es la primera vez que se describe la 

expresión de de ITGA2B con una peor SG en CaP, por lo que podría 

considerarse como un marcador pronóstico. 

AR-FL 

En el análisis de los niveles de expresión de AR-FL en plaquetas de los 

pacientes incluidos en nuestro trabajo encontramos que 23 (54,76%) 

presentaban expresión elevada. Se ha visto que AR-FL puede identificarse 

tanto en megacariocitos como en plaquetas y que este AR activa otros genes 

sensibles a andrógenos involucrados en la modulación de la actividad 

plaquetaria (Khetawat et al., 2000).  

Otros grupos han analizado los niveles de expresión de AR-FL en tumores de 

próstata primarios y en metástasis, encontrando que un aumento de expresión 

se asociaba con una disminución de la supervivencia libre de enfermedad 

(Mohler et al., 2004) y con tumores más agresivos (C. Y. Lin et al., 2018). Sin 

embargo, en nuestro trabajo no hemos encontrado relación entre los niveles de 

AR-FL en plaquetas y la supervivencia de los pacientes, lo que podría reflejar 

que los niveles de expresión tisular no se correlacionan con los plaquetarios. 

Son necesarios más estudios para determinar la utilidad de AR-FL en 

plaquetas circulantes. 
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ARv7 y ARv567 

En nuestro estudio hemos detectado alta expresión 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 expresión de ARv7 en pacientes con CaP metastásico 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). 

Además, también se ha comunicado la detección en más del 95% de los 

pacientes de niveles elevados de expresión de ARv7 en células 

mononucleares, asociándose con una pobre respuesta a tratamiento con 

fármacos inhibidores (Galletti et al., 2017). No obstante, ninguno de estos 

estudios ha abordado la detección en plaquetas circulantes. 

En nuestro trabajo, el grupo con mayor expresión de ARV7 presentaba una 

mayor mortalidad en comparación con el grupo de baja expresión, aunque sin 

alcanzar la significación (Figura 38). Los resultados obtenidos sugieren que la 

presencia de altos niveles de expresión de ARv7 plaquetario podrían estar 

relacionados con la supervivencia y que el estudio de plaquetas circulantes 

podría ser una alternativa viable para detectar la expresión de ARv7 en 

pacientes con CaP.  

La isoforma ARv567 ha ganado interés debido a su estructura proteica única. 

En particular, la presencia de una región de bisagra intacta, en contraste con la 

mayoría de las otras variantes del AR. Esta variante contiene todo el dominio 

de unión al DNA y la secuencia de localización nuclear, siendo 

constitutivamente activa y, al igual que ARv7, puede funcionar en ausencia de 

ligando. 

ARv567 se encuentra presente en el 59% de las muestras tumorales en 

pacientes con CRPC. En nuestro trabajo hemos analizado la expresión de 

ARv567 en plaquetas circulantes, encontrando que 24 pacientes (57,14%) 

presentaban alta expresión de la variante. También observamos que los 

pacientes con altos niveles de expresión de ARv567 presentaban una 
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supervivencia global más baja (62,5%) que los pacientes con baja expresión 

(38,89%).  

El hueso es el sitio principal donde se disemina el CaP metastásico (Xu & Qiu, 

2016). Un estudio previo demostró que las variantes de AR (ARv7 y ARv567) 

aumentan en la metástasis ósea de CaP y se asocian con peor pronóstico 

(Hörnberg et al., 2011). En nuestro trabajo hemos encontrado una ausencia de 

metástasis tipo M1a y una mayor incidencia de M1b en el grupo de mayor 

expresión de ARv567. Además, encontramos una mayor supervivencia, 

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

A la vista de estos resultados, realizamos un análisis comparativo entre los 

pacientes que presentaban niveles altos de expresión plaquetaria de estas dos 

variantes (ARv7+/ARv567+) y los que presentaban niveles normales de normal 

(ARv7-/ARv567-). Los 17 pacientes que presentaban altos niveles de expresión 

de ARv7+/ARv567+ tenían 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 metastásico, 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. 

Múltiples mecanismos pueden estar implicados en la sobrerregulación de las 

AR-V durante la progresión de los CaP dado el alto grado de complejidad y 

heterogeneidad tanto a nivel morfológico como molecular (Boyd et al., 2012), 

por lo que es necesario seguir realizando estudios más a fondo sobre la 

actividad de las AR-V para determinar su acción en la supervivencia y la 

resistencia a fármacos. 
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Análisis de las alteraciones citogenéticas en tumores de próstata 

Las alteraciones genéticas subyacentes al desarrollo y progresión 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 años (3/8). Las diferencias que se 

observaron a nivel cromosómico 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%), 6q y 16q (50%). 

Las ganancias en Xq y las pérdidas en 6q, 8p y 16q son alteraciones 

recurrentes en el CaP (Saramäki 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 

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

La ganancia en la región 3p21.1, donde se encuentra el gen del Factor de 

transcripción asociado a microftalmia (MITF), es la alteración más frecuente en 

nuestra serie (7/8). MITF es un factor de transcripción que regula programas de 

compromiso de linaje que son esenciales para la propagación de los 

melanocitos (Wellbrock & Arozarena, 2015). MITF por sí solo no puede actuar 

como un oncogén clásico, 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 

activación del promotor (Tachibana, 2000). Por otro lado, se ha demostrado 

que en el CaP la expresión de MITF está regulado positivamente por CRYAB 

(B Alfa Cristalina), esta asociación genera una reducción en la proliferación 

celular y la replicación del DNA. CRYAB funciona como una chaperona 

molecular inducida por el estrés, inhibe la agregación de proteínas 

desnaturalizadas, promueve la supervivencia celular e inhibe la apoptosis en el 



DISCUSIÓN 

152 

contexto del cáncer; sin embargo, en el CaP y en el nasofaríngeo, la expresión 

de CRYAB está disminuida (Valcarcel-Jimenez et al., 2018). Estos datos 

sugieren que el eje MITF-CRYAB ejerce actividad supresora de tumores y 

podría ser un nuevo biomarcador en el CaP.  

Otra de las ganancias observadas con mayor recurrencia se encuentra en la 

región 20p11.1. En esta región se encuentra el gen MACROD2 (Mono-ADP 

ribosilhidrolasa 2), las deleciones o SNP en este locus se han asociado a 

menudo con progresión tumoral, trastornos neurológicos y psiquiátricos. 

Además, las alteraciones del gen que codifica MACROD2, se ha asociado con 

el síndrome de Kabuki, un trastorno congénito pediátrico caracterizado por 

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

Se ha comunicado que las deleciones frecuentes de MACROD2 alteran la 

reparación del DNA, lo que resulta en inestabilidad cromosómica y 

tumorigénesis colorrectal (Lo Re et al., 2018).  En los cánceres de mama 

primarios y en las metástasis, la expresión de MACROD2 puede cambiar con la 

evolución de la enfermedad. El aumento de la expresión y amplificación de 

MACROD2 en los tumores primarios se asocia con una peor supervivencia 

(Mohseni et al., 2014). Estos estudios sugieren que MACROD2 puede actuar 

como un mediador clave del crecimiento, independiente de los estrógenos, y en 

la resistencia al tamoxifeno, siendo un nuevo objetivo potencial para el 

diagnóstico y el tratamiento del cáncer de mama.  

MACROD1 está implicado en la modulación de la señalización del AR y del ER 

(J. Yang et al., 2009). Estudios recientes sugieren que el locus que abarca el 

gen MACROD2 en el cromosoma 20p12.1 puede ser un sitio frágil específico 

del cáncer que favorece las deleciones somáticas (Mohseni et al., 2014).  
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La región con mayor recurrencia de perdidas en nuestra serie es 8p23 (62,5%). 

En esta región se encuentra el gen MSR1 (Receptor 1 del eliminador de 

macrófagos). El cromosoma 8p ha recibido gran importancia porque 

comúnmente se elimina en el CaP, así como en muchos otros cánceres, 

incluidos el de cabeza y cuello, colon, mama, ovario, hígado, pulmón y vejiga 

(Hsing et al., 2007). Además, los resultados de múltiples estudios evidencian 

que el cromosoma 8p puede albergar genes importantes de susceptibilidad al 

CaP. Varios genes candidatos en 8p están involucrados en el desarrollo del 

CaP, incluidos la proteína homeobox Nkx-3.1 (NKX3.1), el candidato supresor 

de tumores 3 (N33), MSR1 y el gen delecionado en cáncer de hígado 1 (DLC1) 

(B. L. Chang et al., 2007).  

Dada la naturaleza del receptor, el gen MSR1 está involucrado en varios 

procesos biológicos, incluida la inmunidad innata y adaptativa, la inflamación y 

la apoptosis (Sun et al., 2006). Como componente importante en la vía de la 

inflamación, el gen MSR1 puede vincular la inflamación crónica y el CaP al 

alterar las respuestas de inflamación tras la unión de una amplia gama de 

ligandos. En resumen, se sugiere que el gen MSR1 no confiere un riesgo 

importante de cáncer de próstata, pero puede conferir un riesgo moderado.  

En la región 8p21.3, también se encuentra el gen DLC1, que codifica una 

proteína activadora de Rho GTPasa con función supresora de tumores. La 

inactivación del gen DLC1 se produce por deleción o por metilación aberrante 

del promotor. Las alteraciones del gen DLC1, por deleción o por 

hipermetilación de la región promotora, suponen una pérdida de la actividad 

supresora de tumores en el cáncer de próstata, habiéndose indicado que 

podría aumentar el riesgo de metástasis (Guan et al., 2006).  

En el cáncer de próstata, la perdida de LOH de las regiones cromosómicas es 

crucial en la progresión del tumor. Se han identificado varias regiones 

cromosómicas 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 mayoría de los casos presentaban LOH a nivel de 16p11.2 

(87,5%), 10q11.21 y de las regiones pericentroméricas de los cromosomas 7 y 

11 (62,5 %).  

En la región 16p11.2 se localiza el gen FUS, que codifica una proteína 

multifuncional que consiste en un complejo de ribonuclelasa heterogénea 

nuclear (hnRNP) (Kwiatkowski et al., 2009). Este complejo, participa en la 

interacción con el pre-mRNA y el traslado del mRNA al citoplasma. FUS 

interacciona con los dominios de unión de DNA de los receptores de retinoides 

X, receptores de estrógeno, 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 cáncer de próstata. Se ha visto que la 

expresión de FUS disminuye en la etapa avanzada del cáncer de próstata y, 

por lo tanto, la pérdida de FUS puede aumentar la señalización de andrógenos 

y, favorecer la proliferación de las células del cáncer de próstata. Sin embargo, 

el aumento de la expresión de FUS reduce el crecimiento tumoral y previene la 

etapa G1, aumentando la apoptosis en las células del cáncer de próstata. Por 

todo ello, el gen FUS podría ser importante al generar un vínculo entre la 

señalización de andrógenos y la progresión del ciclo celular (Ghanbarpanah et 

al., 2018).  

En la región 11p (11.2-11.12), se localiza el gen DDB2 que codifica la proteína 

de unión al DNA dañado 2. Esta es una proteína que se une al DNA dañado, 

asociado a la proteína de unión al DNA dañado 1 (DDB1) y al gen cullin-4 

(CUL4). Un estudio demuestra que DDB2 es una proteína que interactúa con 

AR y media el contacto con AR y el complejo CUL4A-DDB1 para la 

ubiquitinación y degradación del receptor (S. W. Chang et al., 2012).  El daño 

del DNA induce la expresión génica tanto de TP53 como de DDB2, pudiendo 

inhibir la expresión de AR. DDB2 tiene una función de importación nuclear y 

puede llevar DDB1 al núcleo para la reparación del DNA y la regulación del 

ciclo celular. DDB2 juega un papel en el proceso de envejecimiento normal y la 

prevención del cáncer. Se ha demostrado que este gen está involucrado en la 

degradación de la proteína de AR, sugiriendo una actividad como supresor de 

tumores en CaP (Itoh, et al., 2007). 
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En la región 10q11.21 se sitúa el promotor del gen MSMB que codifica la 

microseminoproteína-beta, proteína del líquido seminal que se ha encontrado 

regulada negativamente en el CaP (Pomerantz et al., 2010). Además, se ha 

caracterizado MSMB como un gen supresor de tumores y cuando se encuentra 

en niveles bajos, se asocia con formas más 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 están involucrados en diferentes procesos relacionados con 

la metástasis, incluida la adhesión, migración, invasión y angiogénesis. Entre 

los Ephs y efrinas, EphA6 se sobreexpresa constantemente en las células CaP 

metastásicas (S. Li et al., 2015). La expresión 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 metástasis que se correlaciona positivamente con 

la progresión de CaP.  

En resumen, el estudio de CNAs mediante microarrays genómicos nos ha 

permitido encontrar diferencias a nivel genómico, entre los grupos de estudio 

jóvenes y adultos. En las regiones alteradas de manera diferencial hemos 

encontrado genes implicados tanto en el desarrollo de CaP como en la 

metástasis. No obstante, es necesario estudiar una serie más amplia para 

poder sacar conclusiones. 

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

La metodología NGS, ha revolucionado la investigación genómica, permitiendo 

la secuenciación de una gran cantidad de genes a partir de DNA o RNA. Se ha 

demostrado que la detección 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 macroscópicas (Rubio et al., 2020). 
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La interpretación de cada resultado en las pruebas NGS es compleja, ya que, 

al secuenciar una mayor cantidad de genes, se pueden evidenciar un mayor 

número de variantes genéticas incidentales que no presentan significado 

conocido. La mayoría 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, sólo el 60% de las mutaciones encontradas tiene 

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

En nuestro trabajo diseñamos un panel específico para el análisis de genes 

que están implicados en la vía 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 analizó previamente las 

CNVs mediante la plataforma OncoScanÔ.  

Para el análisis de datos, en nuestro trabajo sólo se contabilizaron las variantes 

que cumplían con los filtros de calidad según los programas de predicción y se 

incluyeron las variantes que presentaron una frecuencia alélica superior al 10% 

en el tumor. Por otro lado, las variables que no cumplían con estos requisitos 

no fueron incluidas en el estudio.  

La síntesis de andrógenos intratumorales se ha identificado como uno de los 

mecanismos que adoptan las células de CaP para activar la señalización de 

AR en presencia de niveles de castración de andrógenos circulantes. Varias 

enzimas esteroidogénicas están involucradas en este proceso y el perfil de 

expresión de estas moléculas podría encontrarse alterado en el CRPC, con 

sobreexpresión de enzimas involucradas en la síntesis de andrógenos como es 

el caso de SRD5A1 y en la inactivación de andrógenos como SRD5A2 (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 intrónicas, 6 

variantes sinónimas, 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 función de la proteína; sin embargo, en una segunda 

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

Además, hemos identificado 5 mutaciones de tipo missense: una de ellas 

estaba clasificada por los programas de predicción como patogénica; una 

mutación frameshift, una deleción in-frame y una mutación de tipo nonsense 

catalogadas como patogénicas (Tabla 36).  

El gen en el que identificamos un mayor número de mutaciones fue AR (5 

mutaciones), seguido de SRD5A2 y SRD5A1. No encontramos mutaciones en 

el gen NR3C1.  

La mutación de tipo missense c.2323C>T/p.(Arg775Cys), localizada en el 

exón 6 del gen AR, se identificó en un paciente joven diagnosticado con CaP 

de bajo grado. Este cambio de secuencia reemplaza la arginina con cisteína 

en el codón 775 de la proteína AR. El residuo de arginina está muy conservado 

y existe una gran diferencia fisicoquímica entre la arginina y la cisteína. Por otro 

lado, la mutación nonsense c.2257C>T/p.(Arg753Ter) identificada en un 

paciente adulto con CaP metastásico de novo, crea una señal de parada de 

traducción prematura. Estas variantes se han descrito en individuos y familias 

afectados por el síndrome de insensibilidad completa a los andrógenos (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 testículos producen concentraciones normales de andrógenos (Hughes 

et al., 2012). 

Ambas variantes se localizan en el dominio LBD del gen AR, el segundo 

dominio más conservado que consta de 11 hélices. La hélice carboxi-terminal, 

funciona como un interruptor intramolecular que, junto con la interacción con un 

agonista, da como resultado un surco hidrofóbico que sirve como sitio de unión 

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 

síndrome de insensibilidad a los andrógenos (Y. Wang et al., 2017). 
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Llama la atención la presencia de estas mutaciones en células tumorales que 

dependen del receptor de andrógenos para su crecimiento y su presencia pone 

de manifiesto la existencia de clonas tumorales independientes del receptor de 

andrógenos.  

En el gen AR también encontramos una mutación missense, 

c.404C>T/p.(Pro135Leu), catalogada como de significado clínico desconocido.

Este paciente pertenecía al grupo de jóvenes y presentaba un CaP de bajo

riesgo. Son necesarios más estudios para determinar la posible patogenicidad

de esta mutación.

En el gen AR encontramos una deleción de tipo in-frame 

c.1368_1379del/p.(Gly470_Gly473del). Aunque está catalogada como de

significado clínico desconocido en la plataforma Varsome, la mutación se

encuentra en el exón 1 en la posición 456-470 del gen (921) por lo que, al estar

ubicado a la mitad del gen podría estar afectando a la función de la proteína.

Además, esta mutación presenta una frecuencia poblacional del 0,000023%.

Por lo que esta mutación podría ser considerada como patogénica. Es

necesario determinar si esta alteración produce un aumento o disminución de

la actividad del receptor para definir su posible patogenicidad.

La información genómica generada a partir del tumor de un paciente se puede 

utilizar para una mejor estratificación y una terapia dirigida precisa para 

garantizar efectos secundarios mínimos y una respuesta de tratamiento (Yuan 

et al., 2018). A medida que se obtiene más información sobre las diversas vías 

implicadas en el CaP a través de NGS, se identifican más dianas 

farmacológicas potenciales. Nuestro trabajo confirma la implicación de genes 

de la vía de AR en la carcinogénesis tumoral. Por ello, sería necesario realizar 

estudios funcionales que confirmen nuestros resultados y utilizar un número de 

muestra mayor, ya que estas alteraciones podrían utilizarse como 

biomarcadores y posibles dianas terapéuticas. 
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1. La biopsia líquida en pacientes con cáncer de próstata metastásico

resistente a castración puede realizarse tanto en sangre periférica total como

en plaquetas circulantes, siendo más sensible la determinación en plaquetas.

2. El aislamiento de plaquetas educadas por el tumor (TEPs) a partir de biopsia

líquida, proporciona una fuente rentable, rápida y no invasiva para el

diagnóstico del CaP metastásico de novo. Por esta razón, el RNA de los TEPs,

surge como un nuevo biomarcador a partir de biopsia líquida, lo que lo hace

idóneo como fuente para la obtención de mRNA de las AR-V.

3. El método de simple west en biopsia líquida de pacientes con CaP

metastásico resistente a castración, aporta una sensibilidad adecuada para

monitorizar la presencia de proteínas tumorales.

4. La detección de niveles altos de expresión del gen ITGA2B en plaquetas

circulantes están relacionados con una peor supervivencia global, por lo que el

estudio de los niveles de expresión de ITGA2B podría considerarse como un

marcador pronóstico.

5. Los niveles de expresión de las AR-V están relacionadas con una menor

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

6. Altos niveles de circAR están asociados con una mayor mortalidad en

pacientes con CaP metastásico resistente a castración, por lo que podrían ser

utilizados como nuevos biomarcadores en el CaP.

7. El estudio de alteraciones genómicas de tumores de CaP pone de manifiesto

la existencia de regiones diferenciales en el cáncer de próstata en jóvenes

respecto a los tumores de adultos.
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8. El estudio, mediante NGS, de genes relacionados con el receptor de

andrógenos en tumores de próstata, revela la existencia de poblaciones

celulares tumorales con mutaciones somáticas que inhiben la función del

receptor, poniendo de manifiesto la posibilidad de crecimiento tumoral

independiente del receptor.
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Tabla A-1. Distribución de las variantes neutrales en los genes incluidos en el panel por NGS. 

GEN Cromosoma Posición Ref Alt db SNP Variante Clasificación Nº Pacientes 
chr2:31749714 SRD5A2 chr2 31749714 C T rs1042578 c.*1552G>A 3' UTR 4

chr2:31750210 SRD5A2 chr2 31750210 C G rs28383085 c.*1056G>C 3' UTR 1

chr2:31750417 SRD5A2 chr2 31750417 T C rs9332975 c.*849A>G 3' UTR 4

chr2:31751175 SRD5A2 chr2 31751175 G A rs192604242 c.*91C>T 3' UTR 4

chr2:31751178 SRD5A2 chr2 31751178 A T rs886055954

c.*88_*91delinsACC

TATATATATATATAT

ATATAT

3' UTR 4

chr2:31792526 SRD5A2 chr2 31792526 G A c.e1-13164C>T 3' UTR 1

chr5:142657621 NR3C1 chr5 142657621 T C rs6198 c.*3833A>G 3' UTR 1

chr5:142658156 NR3C1 chr5 142658156 C A rs6191 c.*3298G>T 3' UTR 6

chr5:142783013 NR3C1 chr5 142783013 A G rs10482611 c.-251T>C 5' UTR 8

chr5:142783087 NR3C1 chr5 142783087 A C rs10482609 c.-325T>G 5' UTR 1

chr5:6668842 SRD5A1 chr5 6668842 C T rs3297 c.*461C>T 3' UTR 8

chr5:6669000 SRD5A1 chr5 6669000 A G rs13974 c.*619A>G 3' UTR 2

chr5:6669536 SRD5A1 chr5 6669536 T C rs8192257 c.*1155T>C 3' UTR 2

chrX:66914801 AR chrX 66914801 T C rs5918762 c.*237T>C 3' UTR 6

chrX:66915607 AR chrX 66915607 A T rs7065530 c.*1043A>T 3' UTR 5

chrX:66945740 AR chrX 66945740 T C rs5919413 c.*2057T>C 3' UTR 8

chrX:66946851 AR chrX 66946851 T C rs1931537 c.*3168T>C 3' UTR 8

chrX:66949722 AR chrX 66949722 C T rs7440 c.*6039C>T 3' UTR 8

chrX:66950105 AR chrX 66950105 C T rs2362520 c.*6422C>T 3' UTR 8

chr2:31756669 SRD5A2 chr2 31756669 C T rs1240502347 n.612-127G>A Intron Variant 1

chr2:31805619 SRD5A2 chr2 31805619 T C rs619857 n.447+71A>G Intron Variant 8

chr2:31805675 SRD5A2 chr2 31805675 A G rs522638 c.281+15T>C Intron Variant 8

chr2:31806031 SRD5A2 chr2 31806031 C G rs632148 c.-62G>C Intron Variant 8

chr5:142672920 NR3C1 chr5 142672920 T C c.e7-2105A>G Intron Variant 1

chr5:142672921 NR3C1 chr5 142672921 T A c.e7-2104A>T Intron Variant 1

chr5:142673397 NR3C1 chr5 142673397 A G rs17209258 c.2026+1628T>C Intron Variant 4

chr5:142673942 NR3C1 chr5 142673942 C G rs33944801 c.2026+1083G>C Intron Variant 4

chr5:142673995 NR3C1 chr5 142673995 A G c.e7-1030T>C Intron Variant 1

chr5:142674690 NR3C1 chr5 142674690 G A rs258813 c.2026+335C>T Intron Variant 2

chr5:142680344 NR3C1 chr5 142680344 C A rs6188 c.1472-16G>T Intron Variant 2

chr5:142680569 NR3C1 chr5 142680569 G C c.e5+241C>G Intron Variant 1

chr5:142689824 NR3C1 chr5 142689824 C G rs61753484 c.1355-46G>C Intron Variant 2

chr5:142693398 NR3C1 chr5 142693398 T C rs852979 c.1354+166A>G Intron Variant 1

chr5:142693846 NR3C1 chr5 142693846 A G rs4986593 c.1185-113T>C Intron Variant 4

chr5:142780695 NR3C1 chr5 142780695 C A rs4582314 c.-13-278G>T Intron Variant 2

chr5:142780697 NR3C1 chr5 142780697 C T rs4634384 c.-13-280G>A Intron Variant 2

chr5:142780855 NR3C1 chr5 142780855 G T c.e2+438C>A Intron Variant 1

chr5:142782571 NR3C1 chr5 142782571 T G rs4406157 c.-14+205A>C Intron Variant 1

chr5:142783268 NR3C1 chr5 142783268 A G rs10482606 c.-13-2851T>C Intron Variant 3

chr5:142792484 NR3C1 chr5 142792484 G T rs9324924 c.-13-12067C>A Intron Variant 1

chr5:142799665 NR3C1 chr5 142799665 A C rs188966000 c.-14+14432T>G Intron Variant 1

chr5:142808143 NR3C1 chr5 142808143 A T c.e2-5141T>A Intron Variant 1

chr5:6645016 SRD5A1 chr5 6645016 A G rs248805 p.Thr139Ala Intron Variant 8

chr5:6645481 SRD5A1 chr5 6645481 G A rs888473510 c.294-6474G>A Intron Variant 1

chr5:6645490 SRD5A1 chr5 6645490 G T c.e2-6465G>T Intron Variant 1

chr5:6652252 SRD5A1 chr5 6652252 G A rs3733773 c.460+131G>A Intron Variant 7

chr5:6653453 SRD5A1 chr5 6653453 T A c.e2+1332T>A Intron Variant 1

chr5:6653474 SRD5A1 chr5 6653474 A G rs8192190 c.460+1353A>G Intron Variant 1

chr5:6656003 SRD5A1 chr5 6656003 G A rs540212 c.461-188G>A Intron Variant 5

chr5:6662566 SRD5A1 chr5 6662566 A G rs148352265 c.563-363A>G Intron Variant 1

chrX:66796087 AR chrX 66796087 A G rs2767564 c.1616+29483A>G Intron Variant 1

chrX:66863378 AR chrX 66863378 A C c.e2+129A>C Intron Variant 1

chrX:66863453 AR chrX 66863453 T G rs2361635 c.1768+204T>G Intron Variant 2

chrX:66915656 AR chrX 66915656 C G rs112320270 c.*1092C>G Intron Variant 4

chrX:66915678 AR chrX 66915678 T C c.e3+9710T>C Intron Variant 1

chrX:66915680 AR chrX 66915680 C T c.e3+9712C>T Intron Variant 1

chrX:66931037 AR chrX 66931037 A T rs61530657 c.1886-207A>T Intron Variant 2

chrX:66937707 AR chrX 66937707 A G rs5918764 c.2318+243A>T Intron Variant 3

chrX:66937749 AR chrX 66937749 A G rs56348100 c.2318+285A>G Intron Variant 1

chrX:66939598 AR chrX 66939598 G A c.e6-2077G>A Intron Variant 1

chrX:66941597 AR chrX 66941597 T G rs1337076 c.2319-78T>G Intron Variant 8

chrX:66943156 AR chrX 66943156 G C rs4993619 c.2607+330G>C Intron Variant 3

chr5:142661490 NR3C1 chr5 142661490 A G rs6196 c.2298T>C/p.Asn767AsnSynonymous 1

chr5:6651970 SRD5A1 chr5 6651970 A G rs3822430 p.Pro103Pro Synonymous 7

chr5:6652009 SRD5A1 chr5 6652009 G A rs8192186 p.Ala116Ala Synonymous 7

chr5:6656210 SRD5A1 chr5 6656210 G A rs3736316 p.Thr160Thr Synonymous 7

chrX:66765627 AR chrX 66765627 G A rs6152 c.639G>A/p.Glu213GluSynonymous 4

chrX:66766371 AR chrX 66766371 C T rs768280979 c.1383C>T Synonymous 1
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