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Introduccién

El Cancer de Prostata (CaP) es el tercer cancer mas
comun entre los hombres en el mundo y el primero en la
Argentina en el afio 2006 (www.ms.gba.
gov.ar/Educacién salud/CancerProstata.htm).

Los tumores de prostata son inicialmente dependientes
de los andrégenos para crecer y tienen una historia natural
generalmente benigna. La cirugfa temprana o la radioterapia
son efectivas para la enfermedad localizada. Los hombres
que presentan la enfermedad localmente avanzada o
metastasica son usualmente tratados con ablacion de
androgenos, tratamiento que conduce a una regresion
transitoria del tumor. Sin embargo, la mayorfa de estos
pacientes desarrolla la enfermedad refractaria a hormonas
dentro de los 2 a 3 afios y tiene niveles elevados del
antigeno prostatico especifico (PSA). Hasta el momento no
hay terapia efectiva para esta forma de la enfermedad. El
mecanismo por el cual los tumores adquieren
independencia a los andrégenos atn no se ha determinado.
La patologfa molecular del CaP es compleja ya que estin
involucrados multiples genes en su patogénesis, como asf
también factores ambientales, la dieta y la inflamacion (1).

Los marcadores moleculares son utiles para detectar el
cancer, determinar el pronéstico y monitorear la progresion
de la enfermedad o la respuesta a la terapia; también pueden
constituir nuevos blancos terapéuticos, conducir a avances
en métodos diagndsticos e identificar otras moléculas
importantes relacionadas con el desarrollo del cancer y su
progresion.

Los requisitos ideales para que un nuevo marcador
pueda ser util son: ser capaz de distinguir entre CaP e
hiperplasia benigna de préstata (HBP); tener alta
sensibilidad, especificidad y wvalor predictivo; ser
reproducible; distinguir tumores potencialmente capaces de
hacer peligrar la vida de los que son de lento crecimiento.
Ademas, debe tener bajo costo; poder determinarse a través
de un ensayo técnicamente facil y no invasivo (2) y ser
independiente de los predictores ya aceptados, es decir, el
estadio clinico y patolégico, el grado de Gleason y el PSA
(3). Los marcadores que son usados para seleccionar
pacientes en alto riesgo o para monitorear recidivas pueden
tener mucha menor especificidad pero requieren alta
sensibilidad. Varios estudios han sefialado que la
combinacién racional de biomarcadores podtia alcanzar un

nivel mayor de especificidad y sensibilidad que un unico
biomarcador, ya que ¢éste podria presentar tales
caracteristicas s6lo para un determinado estadio o etiologfa
molecular (4, 5).

La identificacién de marcadores moleculares permitira
a los especialistas diagnosticar el cancer en forma temprana
y los ayudard a responder tres preguntas que son de suma
importancia en la toma de la decisién 6ptima que se plantea
en los pacientes con CaP: si se requiere o no terapia local;
en caso que la terapia local sea necesaria, cual es el
tratamiento de eleccion y qué terapia es la mas adecuada si
la metastasis esta presente (6).

El advenimiento de la medicina personalizada para el
tratamiento de las enfermedades oncolégicas sera util para
proponer tratamientos altamente especificos pata cada
paciente, con los menores efectos adversos, utilizando
multiples marcadores moleculares para monitorear tanto la
eficacia como la toxicidad del tratamiento.

El ¢jemplo mas destacado de la utilidad de los
marcadores moleculares es el del cancer de mama, dado que
el perfil molecular de la paciente ha mostrado ser
sustancialmente predictivo del prondstico y de la respuesta
a las terapias citotoxicas (7). En esta patologia se realizan
andlisis rutinarios de los receptores de estrogenos y
progesterona y HER2, para evaluar la receptividad de la
terapia anti-hormonal o gen-especifica. Aunque el CaP
tiene una frecuencia e importancia clinica similar al cancer
de mama, ningin parimetro molecular es analizado
rutinariamente y han sido infructuosos los numerosos
intentos para mejorar la evaluacion utilizando perfiles
moleculares (6).

El progreso limitado en las investigaciones en CaP
puede deberse en parte a sus propiedades particulares como
asi también a problemas logisticos, dada la escasez o
pérdida de tejido prostatico, que debe ser obtenido en el
momento apropiado con respecto a la historia natural de la
enfermedad o a su respuesta terapéutica. Por ejemplo, el
tejido de pacientes en observacién y espera o que tienen
canceres avanzados insensibles a hormonas practicamente
no esta disponible (6). En contraste con el cancer de mama,
los tejidos no fijados/congelados son raramente
recolectados en CaP, lo cual impide que se lleven a cabo
ciertos perfiles moleculares.

La era postgenoémica es prometedora en la busqueda y
validacién de los biomarcadotes en los tumores humanos
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debido a los avances en las herramientas de investigacién
en el campo de la tecnologia molecular, tales como los
micro arreglos de ADN, la protedmica, la
nanobiotecnologfa, las reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR), el ADN complementario, las
alteraciones de microsatélites y el campo de la metilémica
y los biomarcadores de ARN vy la citogenética.

En esta revision se describen algunos de los
biomarcadores ya establecidos para la deteccién del CaP
como asi también otros emergentes y se discute el estado
actual de su utilidad.

Marcadores circulantes en sangre

El PSA tiene un gran impacto en el diagnéstico y
seguimiento del CaP, sin embargo, su uso sigue siendo
controvertido debido a que cambios en la epidemiologfa del
CaP han limitado su rol prondstico. Para aumentar la
especificidad del PSA total, se han investigado diversas
propuestas basadas en derivados del mismo, por ejemplo,
valores de PSA especificos de la edad, densidad del PSA,
PSA de la zona de transicién, velocidad del PSA y la
evaluacion de diferentes isoformas del PSA (8, 9). Se estan
realizando estudios multicéntricos de reproducibilidad y
validacion del PSA, utilizando anilisis de alto rendimiento,
genémica bidimensional, protedémica y auto anticuerpos
(10).

Algunos de los marcadores en sangre que se encuentran
actualmente bajo investigacién son: kalikreina glandular
humana, antigenos tempranos de CaP, factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-1) y sus proteinas de unién
(IGFBP-2 y IGFBP-3), sistema de activaciéon del
plasminégeno tipo urokinasa, factor de crecimiento

transformante  B-1  (TGF  B-1), interleukina-6,
cromogranina A, proteina secretoria prostatica y antigeno
de membrana especifico ©1). Asimismo, la deteccién i situ
de proteasas activas es crucial para investigar los estadios
tempranos del CaP.

Marcadores de apoptosis y de la regulacion del ciclo
celular

p53: es un gen supresor tumoral. Numerosos estudios
observaron aumento de la acumulacién de p53 nuclear en
el CaP metastisico, recurrente y/o insensible a los
andrégenos, respecto a la enfermedad clinicamente
localizada (3). Sin embargo, no hay consenso en el valor de
corte para la acumulacion de esta proteina, y el rango de
p53 alterado varfa entre 4 a 61% (6). Por otro lado, la
secuenciaciéon de p53 mostré que la tasa verdadera de
mutaciones no es mucho mayor que el 10% (12). A pesar
de que p53 es un marcador prondstico, tiene limitaciones
practicas y clinicas debido a la heterogeneidad de la
aberracion en la enfermedad localizada.

Bcl-2: Es una proteina inhibidora de la apoptosis. Su
sobre expresién se ha asociado tanto con resistencia a la
radioterapia (13) como con resistencia a los andrégenos en
CaP avanzado (14). Bcl-2 es atil como biomarcador de la
respuesta a la terapia y también como prondstico en
tumores relativamente avanzados; por lo tanto, las
decisiones de tratamiento deberfan basarse en los hallazgos
obtenidos en los tejidos de lesiones recurrentes o
metastasicas.

P27, p21 y pl6: p27 es un gen supresor tumoral. La
disminucién o pérdida de la expresion de p27 en CaP es un
marcador prondstico asociado con falla al tratamiento
después de la prostatectomia (15). Los CaP primarios con
bajos niveles de la proteina p27 son biolégicamente mas
agresivos, mientras que los tumores con altos niveles de
p27 son mas sensibles a la ablaciéon de andrégenos. Una
comparacion entre la inmunoexpresiéon de p21 y p27 en
glandulas benignas, neoplasia intra epitelial (PIN) y CaP,
mostré que altos niveles de p21 y bajos niveles de p27
correlacionaron con factores de pronéstico adverso del
CaP (106). p16: es regulador del arresto del ciclo celular en
la fase G1. En un estudio randomizado en fase III donde
se compara la terapia de deprivacion de andrégenos a

largo plazo y a tiempos cortos, se encontré que bajos
niveles de esta proteina estaban asociados a un alto riesgo
de metastasis distantes (17) y que la pérdida de p16 estaba
asociada con un prondstico clinico adverso en CaP
localmente avanzado (18).

c-myc: La amplificacién de este oncogen se asocié con
aumento del grado de Gleason y con el estadio clinico.
Predice resultados adversos en respuesta a la terapia
aplicada en pacientes con enfermedad localmente avanzada
(1, 19). Una serie de trabajos describié que la amplificacion
de c-myc aumenta en la transicién de PIN a CaP
localizado, y de éste a metastasis (3, 20). Dvorackova y col
(2007) (21) encontraron que la disminucion de la expresion
de p27Kip! estaba relacionada con la amplificacién de c-myc.
En un modelo preclinico se observé que el CaP refractario
a hormonas respondi6 a la quimioterapia con doxetaxel
cuando se realiz6 la inhibicién combinada de c-myc y bcl-
2 con oligonucléotidos antisentido (22).

Receptor de andrégenos

La expresion del receptor de andrégenos (RA)
representa el marcador mas obvio de prondstico y de la
respuesta a hormonas. Numerosos trabajos han
demostrado que la sobre expresion del RA, su
amplificacion o su mutacién estin asociadas a la
progresion, recurrencia y metéstasis en nédulo linfatico y/o
a la resistencia anti androgénica (3). En pacientes zaive a
hormonas, la determinacién cuantitativa del ARNm del RA
en células tumorales y benignas obtenidas de



prostatectomias radicales por microdisecciéon con laser,
mostré que el nivel de expresion puede ser util para
predecir la recurrencia del CaP (23). Las mutaciones del RA
son raras en el tumor primario, mientras que su frecuencia
aumenta entre un 10-40% en la enfermedad hormono
independiente (24). Se acepta actualmente que la falta de
respuesta al tratamiento hormonal en algunos subgrupos de
pacientes puede deberse entre otras causas, a mutaciones
del RA y/o a la activacién promiscua de diferentes
variantes del mismo. Los mecanismos por los cuales las
formas mutantes son activadas y coémo éstas modifican la
expresion del gen adn no se conocen (25). Los receptores
activados por ligandos no androgénicos parecen
comportarse en forma diferente a los activados por
andrégenos tanto en su mecanismo de activacion como en
su patrén de regulacion de genes (26).

Marcadores de Adhesién celular E-cadherina y -
catenina y Wnt:

E-cadherina es wuna proteina de transmembrana
involucrada en la regulacién de la adhesién célulacélula y
que interactia con las cateninas proteinas sitoplasmaticas,
Saha y col (2008) (27) demostraron que hay sobreexpresion

de E-cadherina y B-catenina en la membrana de las células
de CaP metastasicas en el hueso, y que esta alta expresion
sugiere su participacion en la adhesion intercelular de las
células metastasicas en dicho sitio. Asi, la E-cadherina y sus
moléculas relacionadas las cateninas son potenciales
marcadores de pronéstico, ya que en el epitelio normal y en
células invasoras primarias de CaP esta bien documentada
la reduccién o pérdida de estas proteinas (28).

El camino de sefializacion por las proteinas Wnt esta
relacionado con la polaridad celular, el patrén tisular, el
control de la proliferacién y el desarrollo de neoplasias. El
aumento de la expresion de Wnt se correlaciond con un
aumento del grado de Gleason y los niveles de PSA (29).
También se ha reportado que puede promover el
establecimiento de células de CaP en el microambiente del
hueso y estimular la formacién del mismo (30).
Metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs)

Las MMPs juegan un rol clave en la patogénesis de la
invasién y la metastasis al hueso. Un estudio realizado en
pacientes con CaP reportd que la actividad de la MMP-9 y
de MMP-2 en suero estd asociada con la progresion y
metastasis (31). La MT1-MMP es la principal mediadora de
la degradacién del colageno 1. A través del uso de
microarreglos de ADN, Cao y col (2008) (32) identificaron
sobreexpresion de MTIMMP en CaP primatio vy
metastasico con respecto al tejido benigno. Usando
modelos 7 vitro observaron que MT1-MMP juega un rol
importante en la diseminacién temprana de las células
tumorales al inducir la transiciéon celular de epitelial a

mesenquimal. Otro estudio reporté una expresion
heterogénea de MTIMMP en tejido primario de CaP,
mientras que las células tumorales metastasicas en hueso
mostraron una expresion abundante y uniforme (33). Asf,
las. MMPs pueden ser dutiles como marcadores de
progresioén y metastasis a hueso y ser blancos terapéuticos
prometedores para este estadio de la enfermedad.

Marcadores de genes metilados

La metilacion del ADN es un importante mecanismo
epigenético de la regulacion genética; en el cancer ocurre en
forma aberrante y conduce al silenciamiento de genes. La
hipermetilacién GSTP1 es la alteracién molecular mads
comun en el CaP. Woodson y col (2007) (34) observaron
alta frecuencia de la metilaciéon de GSTP1 en la orina de
hombres con estadio III (100%) »s estadio II (20%) de la
enfermedad. Sugirieron que la deteccion de este parametro
en prediagnostico puede aumentar la especificidad del PSA
y puede distinguir CaP de HBP. La hipermetilaciéon de
GSTP1 permite distinguir entre atrofia inflamatoria
proliferativa y PIN intraepitelial y su transicién a CaP (1).
Sin embargo, hasta el momento la utilidad clinica de la
deteccién de la metilacion de genes no se ha establecido
definitivamente.

Marcadores encontrados mediante la expresion de
genes por microarreglos

La aplicacién de la tecnologia de microarreglos de
ADN, que permite la expresion de todos o casi todos los
genes del genoma humano, condujo a un aumento
extraordinario en el descubrimiento de biomarcadores en
cancer.

AMACR (alfa-metilacil CoA racemasa): Es una
enzima que cataliza la conversion isomérica de los acidos

grasos y participa en la [P-oxidacién de las cadenas
ramificadas de los mismos. Un estudio multicéntrico con
807 muestras de pacientes, mostré que la proteina
AMACR, tenfa una sensibilidad y especificidad del 97%

y 92% respectivamente para la deteccion del CaP (35). Su
sobreexpresion se esta utilizando en numerosas
instituciones como marcador de diagnéstico, ya que ayuda
a distinguir entre CaP y HBP (36). Otros trabajos
demostraron que es posible detectar esta proteina en
secreciones prostaticas (37) y en orina (38) convirtiéndola
en un biomarcador no invasivo prometedor. Levin y col
(2007)(39), realizando un analisis de polimorfismos de
nucle6tido tnico (SNP) confirmaron que hay relacién entre
el gen AMACR vy el riesgo familiar del CaP, dado que
variaciones en la expresion de este gen pueden estar
asociadas a la linea germinal.



MARCADORES MOLECULARES EN CANCER DE PROSTATA

Gen polycomb EZH2: es un componente del
complejo represor Polycomb 2, que inicia la represion
transcripcional estable en la embriogénesis temprana. Este
gen estd sobreexpresado en CaP refractario a hormonas y
CaP metastatico (40). Asi, EZH2 es un marcador que puede
distinguir CaP indolente de aquel con alto riesgo de
progresion letal (41). Yu y col (2007) (42) concluyeron que
las proteinas del complejo polycomb estan funcionalmente
vinculadas con las células madre, con la metastasis y la
supervivencia del cancer.

A pesar de estos éxitos, hay limitaciones en la aplicacién
de la tecnologfa de microarreglos en el CaP. A diferencia de
lo ocutrido con otros tumores, este enfoque no ha
permitido establecer una clasificacién consistente.

Marcadores de proteinas de genes de fusion

El evento genético mas frecuente asociado al CaP es la
expresion del gen de fusion TMPRSS2:ERG. En pacientes
sometidos a cirugfa de CaP clinicamente localizado, se
encontrd que el subgrupo que expresa la proteina de fusién
tiene un riesgo de recurrencia significativamente mayor
(58,4% a los 5 afios) que los pacientes que no la expresan
(8,1%). Ademas, la expresion de este gen es un importante
factor pronéstico, independiente del grado del tumor, del
estadio y del PSA (43). La deteccion de TMPRSS2:ERG
mediante PCR cuantitativa puede realizarse en orina. Este
método tiene la ventaja de ser no invasivo, pudiendo ser
empleado en grandes estudios prospectivos para la
deteccion del CaP (44). El estado de este gen permitira
identificar precozmente a los pacientes con alto riesgo de
progresion, quienes tendran entonces mayor probabilidad
de beneficiarse con la terapia.

Marcadores de células madre

Las células madre en cancer son un subgrupo de células
tumorales responsables de la iniciaciéon y mantenimiento de
la enfermedad (45). Estas células son resistentes a la
irradiacién y a drogas antitumorales (406).
Collins y col (2007) (47) encontraron en una serie de
tumores de préstata, con diferentes grados de Gleason y
estados metastasicos, que el 0,1 % de las células expresaban
el fenotipo CD44+/alfa2beta hi/ CD133+ de células
madre tumorales, y que no habfa correlacién entre el
namero de las células de CD44+/ alpha2betalhi/CD133+
y el grado del tumor. El estudio de marcadores de las células
madre tumorales ayudara a comprender el origen del CaP
como asi también contribuird al desarrollo de terapias
dirigidas contra dichas células.

Marcadores de estrés oxidativo

La respuesta celular al estrés es importante para la
proteccion y el mantenimiento de la fisiologfa celular. El
estrés oxidativo en el CaP es un reconocido factor
etiolégico en el desarrollo de esta enfermedad (48). La

inflamacién crénica generada por las especies reactivas de
oxigeno provoca dafio a las estructuras celulares y conduce
a un aumento de la proliferacién como tespuesta
compensatoria a la muerte celular. La proteina hemo
oxigenasa-1 (HO-1) tiene efectos citoprotectores contra el
dafio oxidativo y se piensa que su modulacion juega un rol
en la carcinogénesis de la prostata. Recientemente,
demostramos que la expresion y la localizaciéon nuclear de
HO-1 pueden definir un nuevo subgrupo de pacientes con
CaP  primario (49). Encontramos una diferencia
significativa en la localizacion nuclear de HO-1 en los
pacientes con CaP (65%, Gleason entre 4-9) vs HBP (23%).
Estudios futuros intentaran correlacionar la expresion
nuclear de HO-1 con la progresién de la enfermedad para
cada grado de Gleason y mostrar asf un valor predictivo
para dicho parametro (49).

Biomarcadores de imagenes

La imagen es un poderoso biomarcador que puede
proveer informacién acerca de la genética, la bioquimica y
los procesos fisiologicos y anatémicos del cancer. La
evaluacién clinica de la respuesta al tratamiento en el CaP
refractario a hormonas es importante dada la alta incidencia
de la metastasis en hueso. Lee y col (2007) (50) utilizaron la
técnica del mapa de difusioén funcional (fDM) para evaluar
la respuesta al tratamiento en un modelo preclinico de CaP
metastatico. Esta técnica es usada para cuantificar
espacialmente los cambios en la difusién del agua dentro
del tejido tumoral, inducidos por los tratamientos. Hosii y
col (2007) (51) realizaron un estudio en 120 pacientes
utilizando la técnica de resonancia magnética por imagenes
(MRI) y observaron que la densidad del PSA en la zona de
transicion tiene valor predictivo significativo para la
deteccién del CaP.

La metabolémica oncolégica estudia la bioquimica que
conduce a la transformacién maligna. Trabajos recientes
determinaron 7z vive la presencia de metabolitos cruciales
que indican lesiones cancerosas utilizando MRI; esta
técnica tiene un futuro promisorio ya que ademas de ayudar
a clegir el tratamiento mas adecuado puede predecir la
respuesta al mismo de una manera no invasiva para los
pacientes con CaP (52).

Proteémica

La proteémica es usada para la identificacion de
biomarcadores en cancer. La oncoproteémica es la
aplicacion del campo de la protedmica a la oncologia y
contribuye al desarrollo del manejo personalizado del
paciente. El diagnéstico molecular, la microdiseccién por
captura laser y los biochips de proteinas, son las
herramientas que tienen mayor impacto en la
oncoprotedmica. La
notablemente los protocolos corrientes de purificacion y
exhibicién de las proteinas, tanto como la identificacion
automatizada de trazas de las mismas en muestras minimas

nanoprotedmica mejord



(53). Mediante el uso de electroforesis bidimensional y
espectrometria de masa acoplada a analizadores de tiempo
de vuelo MALDI-TOF-MS/MS) se analizaron muestras
de biopsias de aguja y se detectaron numerosas proteinas
que exhiben cambios significativos entre CaP y HBP. Los
2 grupos mas notables de protefnas identificadas son co-
reguladores latentes del receptor de andrégenos (FLNA(7-
15) y FKBP4) y enzimas involucradas en la beta oxidacion
mitocondtial de acidos grasos (DCI y ECHSI). Se observé
también un desbalance en la expresién de subtipos de la
peroxiredoxina y se identificaron isoformas modificadas de
las proteinas de estrés térmico HSP27 y HSP70 (54).
Actualmente  se validaciones
multicéntricas de perfiles protedmicos de muestras de
suero para detectar el CaP (55).

estan realizando

Conclusiones

El mayor desafio cientifico de esta era sera la
estandrizacion de los parametros técnicos entre los
laboratorios, la validacién y los adecuados controles de
calidad de los numerosos biomarcadores potenciales
existentes. Las validaciones deberan realizarse en multiples
centros internacionales, con grupos de pacientes
suficientemente grandes, bien caracterizados clinicamente
y a través de protocolos bien definidos (56). En el futuro el
pronostico del cancer debera basarse en pequefios paneles
de marcadores que predigan en forma precisa la presencia
del mismo, el estadio y la metdstasis. Los biomarcadores
ayudaran a dividir a los pacientes en sub-grupos biolégicos
para poder responder con mayor seguridad las preguntas
especificas concernientes al manejo del paciente con
cancer. Finalmente, la medicina personalizada esta
comenzando a ser reconocida y probablemente forme parte
de la practica clinica en la préxima década.
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