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RESUMEN

El cancer de prostata es la segunda neoplasia mas comun en la poblacién masculina del
mundo. El comportamiento clinico del cancer de prostata localizado es muy variable;
mientras que algunos casos tienen un tipo agresivo de cancer que resulta en metastasis
y muerte del paciente, otros tendran un tipo indolente que se puede curar con terapias o
monitorear cuidadosamente. Existen multiples sistemas de estratificacion de riesgo de
mortalidad que usan parametros clinicos, como los niveles de PSA y la Puntuacién de
Gleason. No obstante, estos criterios no pueden predecir adecuadamente el riesgo de

recurrencia bioquimica.

Los pacientes con cancer de prostata no pueden ser dicotomizados con precisién en
grupos de recurrencia bioquimica de bajo o alto riesgo mediante el uso de parametros
clinicos. Por este motivo se integré informacion genémica y clinica con el objetivo de
identificar potenciales biomarcadores predictivos y generar firmas pronéstico que
permitan una dicotomia mas acertada de los pacientes. Se emple6 una metodologia de
andlisis estadistico predictivo de la recurrencia bioquimica utilizando genes relacionados
con la regeneracion de células madre de relevancia para la recurrencia bioquimica de
canceres, como la via de sefalizacion Wnt y la pluripotencia de células madre; y la
contribucién del parametro clinico de la Puntuacién de Gleason, de manera que se

generd un firma pronéstico integrada.

La firma integrada fue validada en cohortes independientes de pacientes disponibles en
repositorios internacionales para ser dicotomizados en grupos de riesgo que puedan
asociarse con un pronéstico bueno o malo. De esta manera, se tendr4 un mejor
prondstico de los pacientes y la asignacion adecuada de terapias para su tratamiento.
Queda claro que el desarrollo y validacion de nuevos biomarcadores para evaluar el
prondstico de recurrencia en cancer de prostata contribuiria a mejorar la salud en la
mayoria de los paises independientemente de sus caracteristicas sociales, econémicas,

culturales y epidemiolégicas.
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1. INTRODUCCION

Desde la segunda mitad del siglo XX, se ha observado un incremento en el tiempo de
vida de las personas y, por ende, las enfermedades cuyo riesgo incrementan con la
edad. A su vez la edad avanzada incrementa el riesgo de padecer enfermedades
degenerativas, tales como el cancer de préstata, que si se diagnostican a tiempo y se
aplica la terapia apropiada pueden ser tratadas con excelente prognosis. Sin embargo,
en el Peru existe una alta tasa de mortalidad y de recurrencia luego de haber terminado

los regimenes terapéuticos.

El cancer de prostata es uno de los que presenta mayor incidencia a nivel mundial, pero
su tasa de mortalidad varia de acuerdo con el pais y de los cuales el Peru es el que
presenta mayor tasa (cerca del 50%). El desarrollo y validacibn de nuevos
biomarcadores para evaluar el pronéstico de recurrencia en cancer de préstata
contribuiria a mejorar la salud en la mayoria de los paises, independientemente de sus
caracteristicas sociales, econdémicas, culturales y epidemiologicas. En el enfoque
econdmico, una deteccién temprana de neoplasias y seleccion apropiada de la terapia
gue maximice los tiempos sin recurrencia después de tratamientos reducira los costos
asociados con su tratamiento en etapas mas avanzadas de la enfermedad o en
situaciones de recurrencia. Estos costos de tratamiento van méas alla del dinero
empleado en medicinas e infraestructura hospitalaria, ya que también involucran la

pérdida de productividad tanto de los pacientes como familiares.

Por esta razon, surge la necesidad de desarrollar nuevas metodologias que permitan al
médico y al paciente decidir sobre las mejores opciones terapéuticas a seguir de manera
oportuna. La integracion de informacion gendmica e histopatoldgica proporcionaria una
clasificacion adecuada de los distintos subtipos de cancer de préstata, lo que conducira
a una mejor precision en el diagndéstico y pronéstico de los pacientes. Esta nueva
herramienta, que involucra informacion molecular, busca es sistematizar la
heterogeneidad intratumoral del cancer con el propdsito de encontrar y desarrollar una

medicina mas personalizada y asi reducir las tasas de morbilidad y mortalidad.



2. MARCO TEORICO

2.1. Cancer

El cancer es una enfermedad que involucra cambios dinAmicos en el genoma humano.
Estos cambios se conocen comuinmente como dafio genético o mutaciones, y se refieren
a alteraciones en el ADN de las células. En otras palabras, el cancer es una enfermedad
genética adquirida en la que un Unico grupo de células y su progenie acumulan cambios

hereditarios que dan como resultado el fenotipo celular del cancer.!

Los fundamentos de este conocimiento fueron establecidos principalmente por el
descubrimiento de mutaciones que producen oncogenes con una ganancia de funcién
dominante y genes supresores de tumores con una pérdida de funcién recesiva.? Los
oncogenes promueven el crecimiento celular y los genes supresores de tumores lo
inhiben. Una mutacién de un oncogén conduce al cancer porque las instrucciones que
controlan la divisién celular han sido dafiadas. Por otro lado, los genes supresores de
tumores mutados pueden causar una inestabilidad gendmica debido a que el sistema de
reparacion del ADN esta comprometido.® Cada una de estas mutaciones genéticas son
eventos exclusivos que implican cédmo una célula normal puede convertirse en

tumorigénica.
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Sin embargo, a partir del 2000, se ha venido acumulando evidencia que indica que la
tumorigénesis en los seres humanos es un proceso de varios pasos y cada paso refleja
alteraciones genéticas que impulsan el cambio de las células humanas normales hacia
neoplasia maligna.? Se propusieron seis alteraciones esenciales en la fisiologia de las
células que promueven colectivamente el crecimiento maligno: Autosuficiencia en las
sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento, evasion
de la muerte celular programada (apoptosis), potencial replicativo ilimitado, angiogénesis
sostenida y, invasion activada y metastasis (Figura 1). Cada una de estas capacidades
adquiridas durante el desarrollo del tumor, hoy en dia conocido como signos distintivos
del cancer, representa una manera exitosa de romper el mecanismo de defensa contra
el cancer de células y tejidos, y es la principal razén del enorme catalogo de genotipos

de cancer.*

2.2. Signos representativos del cancer

A continuacién, se presentaran cada de uno de los seis signos distintivos del cancer para

entender, de manera general, como surge el cancer en los seres humanos.

2.2.1. Autosuficiencia en sefales para el crecimiento

Los tejidos normales controlan cuidadosamente la produccion y liberacién de sefales
promotoras de crecimiento que instruyen en la entrada y progresion de la division y
crecimiento celular. Estas sefiales mitogénicas de crecimiento (mitbgenos) hacen que
las células pasen a un estado proliferativo activo.? Su transmision hacia el interior de la
célula se ejecuta mediante el acoplamiento de moléculas de sefializacién, conocidas
como factores de crecimiento, a un receptor en la membrana celular; esta etapa
desencadena una cascada bioquimica dentro de la célula que resulta en la divisién
celular. De esta manera, ningun tipo de célula normal puede proliferar en la ausencia de

estas sefales estimulatorias.

El propdsito de controlar la division celular es mantener la arquitectura y funcionamiento
del tejido normal. En el caso de las células cancerigenas, ellas mismas son las que
generan sus propias sefiales de crecimiento, por lo que reducen su dependencia de

estimulacion de su microambiente tisular normal.® Como consecuencia de esto, el



mecanismo homeostatico, que normalmente regula el adecuado comportamiento de las

distintas células en un tejido, se ve alterado.

Las células cancerigenas adquieren autosuficiencia al perturbar cada una de las vias
que restringen la respuesta proliferativa en las células normales. Una clase de
mutaciones actta originando un cortocircuito en el requisito obligatorio de las células
somaticas de recibir sefiales mitogénicas externas. Tales mutaciones resultan en la
produccion autocrina, como en caso de los embriones, de un mitbgeno que normalmente
es limitante. Una segunda clase de mutaciones desreguladoras del crecimiento son
aquellas que activan permanentemente las vias de sefializacion que responden a estas
sefales. Esto significa que los receptores no necesitarian de un ligando para activar las
sefiales de crecimiento hacia el interior de las células, lo que resulta en un crecimiento
descontrolado. Finalmente, la Ultima via esta vinculada con la desregulacion del
mecanismo de retroalimentacion negativa, el cual se encarga de regular el flujo de
sefiales que atraviesan el circuito intracelular. Este mecanismo cuenta con factores
inhibidores del crecimiento, tales como el factor-p y los interferones, lo cuales ejercen un
potente efecto antiproliferativo. Algin defecto en este mecanismo aumentaria la

sefalizacion proliferativa.®

2.2.2. Insensibilidad a las sefales inhibidoras del crecimiento

El ciclo celular es un proceso por el que las células deben atravesar para proliferar. En
un tejido sano, las células que lo conforman tienden a realizar tres actividades: dividirse,
reposar o morir. De esta manera, para que el tejido mantenga su tamafio debe existir

una tasa entre las células que mueren y las que se dividen.

Para la formacion de los tumores, las células cancerigenas deben evadir procesos que
regulan negativamente como la proliferacién celular, los cuales dependen de la accién

de genes supresores de tumor.®

Estos genes codifican proteinas supresoras de tumor, las cuales cumplen la funcion de

limitar el crecimiento y proliferacion celular. Las mas destacadas son la proteina TP53 y

la RB (asociada al Retinoblastoma); éstas operan como nodos centrales de control y
4



gobiernan la decisiébn sobre si las células pueden entrar al ciclo celular o,
alternativamente, activar mecanismos apoptéticos®>. Por su parte, las células
cancerigenas sufren alteraciones en estos genes y codifican proteinas ineficientes que
no van a poder diferenciar entre una célula sana o una cancerigena. De esta manera,
las células cancerigenas, que presentan mutaciones, continian con su proliferacion y

crecimiento lo cual resulta en la alteracion de la estructura del tejido.

2.2.3. Evasion de la muerte celular programada

La apoptosis, una forma de muerte celular programada, es un mecanismo particular por
el cual las células se programan para morir por el bienestar del organismo. El propésito
es asegurarse de que las células que presentan el ADN dafiado o alguna anormalidad
sean destruidas y no puedan multiplicarse. Esto permitird el adecuado desarrollo del

organismo mediante el mantenimiento de los tejidos de su cuerpo.

Para que las células sean sometidas a la apoptosis, se deben detectar algunas sefiales
de estrés fisiol6gico, como elevadas sefiales de oncogenes o ADN dafiado.® Uno de los
supresores de tumor involucrados es el TP53, el cual activa las vias de sefalizacién, en
presencia de estas sefales, que dirigen la destruccién de la célula. En el caso del cancer,
estas células ignoran o evaden este tipo de sefiales, para asi transmitir las mutaciones
a las siguientes generaciones de células. Nuevamente, para poder realizar esto, las
células deben tener una alteracién en el gen que codifica a esta proteina; esto evita que
la célula desencadene la apoptosis. De esta manera, las células cancerigenas no son
destruidas y permite que las mutaciones permanezcan en el genoma, lo cual favorecera

la aparicion de otras nuevas.

2.2.4. Potencial replicativo ilimitado

La mayoria de las células son capaces de atravesar por un namero limitado de ciclos
sucesivos de division. Una vez alcanzado el limite de divisiones, las células entran en un
estado antiproliferativo (senectud) o, simplemente, se les induce a la apoptosis (crisis).®
Esta barrera esta principalmente vinculada con los telomeros, que son repeticiones de
hexanucle6tidos que protegen la parte final de los cromosomas, ya que durante el

proceso de replicacion parte del ADN se pierde. El propdsito es el de evitar que el ADN,



gue codifica proteinas para los distintos procesos bioquimicas, se vea comprometido vy,
asi, no resulte en la produccién de proteinas deficientes.

La telomerasa es una enzima especializada que afiade segmentos repetitivos de
telomeros a los extremos del ADN. Su funcién es importante ya que mantiene la simetria
de los cromosomas, pero en el caso del cancer, se activa de manera inapropiada o
cuando no se les requiere. En otras palabras, existe una regulacion positiva de la
expresion de esta enzima, lo cual resulta en el aumento del tamafio de los telomeros;
este nivel de expresion esta presente en muchas de las células “inmortales”, como es el

caso del cancer.®

2.2.5. Andgiogénesis sostenida

Los tejidos normales del cuerpo humano tienen vasos sanguineos gque los atraviesan
para distribuir el oxigeno del cuerpo, asi como los distintos nutrientes que necesitan. Del
mismo modo, las células cancerigenas también requieren de estos componentes para
su crecimiento. En ambos casos, las células deben encontrarse a una distancia
adecuada para que los nutrientes y el oxigeno se suministren lo suficiente como para su
supervivencia. Conforme aumenta el tamafio de los tejidos, estos requerirdn un
suministro de sangre cada vez mas cercano. El proceso por el cual se estimula el

crecimiento de los vasos sanguineos es conocido como angiogénesis.®

Durante el desarrollo de un embridn, la cicatrizacion de una herida o el ciclo menstrual
de la mujer, la angiogénesis es un proceso normal dado que se manifiesta durante
momentos especificos y en beneficio del organismo. Algunos de los genes gque participan
en este proceso, ya sea como inductores o inhibidores, son el factor de crecimiento
endotelial vascular A (VEGF-A, por sus siglas en inglés) y la trombospondina-1 (TSP-1),
respectivamente.® La alteracion de este interruptor angiogénico en las células
cancerigenas incrementa la produccion de factores inductores que promueven el
crecimiento de vasos sanguineos, mientras disminuye la cantidad de factores que
inhiben este proceso. El resultado es que los tumores, conforme van desarrollandose,
presentan una vasculatura adecuada que les permite el suministro continuo de nutrientes

para su crecimiento.



2.2.6. Invasion de tejidos y metastasis

Un tumor en crecimiento se encuentra localizado en un 6rgano especifico, pero su
crecimiento descontrolado genera demanda de espacio y nutrientes por lo que existe
una seleccién de células con la capacidad de invadir tejidos circundantes y/o mas
distantes. La diseminacion de la células cancerigenas hacia otros érganos dentro del
cuerpo se conoce como metastasis y se asocia a como va progresando la neoplasia
hacia un grado de malignidad mayor.® Este signo del cancer se asocia con el desarrollo
de alteraciones en la forma de las células, asi como la unién a otras células y a la matriz

extracelular (ECM, por sus siglas en inglés).

La ECM estd compuesta por células en el tejido y éstas se encuentran unidas unas a
otras para que el tejido mantenga una estructura adecuada. La E-cadherina es una
molécula importante para el mantenimiento de la estructura del tejido ya que ayuda a
ensamblar las células epiteliales mediante uniones adherentes. En el caso del cancer,
existe una disminucion en la regulacion de esta proteina o una inactivacion mutacional
gue resulta en el desprendimiento de las células cancerigenas de la ECM, las cuales van
a esparcirse por el torrente sanguineo o el sistema linfatico, y se ubicaran,
posteriormente, en otros érganos o, incluso, en los huesos.® La unién entre células de
un tejido es una caracteristica critica para evitar la metastasis, debido a que mantiene al

tumor localizado para que no llegue a afectar otros érganos del cuerpo.

En resumen, los signos representativos del cancer proporcionan un marco teérico util
para la generacion de hipotesis con respecto al diagnostico, prondstico y propuesta de

blancos de tratamientos del cancer.



2.3. Ciencias 6micas

Las ciencias 6micas involucran toda informacion adquirida por las distintas disciplinas
como la gendmica, la transcriptdbmica, la protedmica y la metabolémica para el

entendimiento de las interacciones complejas dentro de sistemas bioldgicos®:

e La gendmica estudia la estructura, funcion y expresion de todos los genes en
un organismo.

e La transcriptomica estudia el ARN mensajero (ARNm) dentro de una célula u
organismo.

e La protedmica estudia conjuntos de proteinas de manera sisteméatica ya sea en
base a su estructura o funcién dentro de una célula, sistema u organismo.

¢ La metabolémica estudia los perfiles y patrones de metabolitos en un sistema

(célula, tejido u organismo) bajo un conjunto de condiciones especificas.

Los diversos estudios sobre el genoma, transcriptoma, proteoma y metaboloma utilizan
tecnolégicas de alto rendimiento, como la secuenciacion de ADN o la identificacion de
proteinas y metabolitos por espectrometria de masas, las cuales generan enormes
cantidades de informacion bioquimica. Por este motivo, se requiere de herramientas
computacionales y métodos estadisticos para el manejo y analisis de este conjunto de
datos biolégicos.” Es en este escenario donde la bioinforméatica representa un rol

esencial.

La bioinformética es un campo interdisciplinario que combina las ciencias de la
computacion y estadistica con ciencias biolégicas y biomédicas, como la bioquimica,
genética, gendmica, entre otras mas.® La principal funcién de esta disciplina es la de
facilitar el manejo, analisis e interpretacién del conjunto de datos biol6gicos, para
transformarlo en informacion y conocimientos Utiles. De manera mas especifica, la
bioinformatica abarca el desarrollo de bases de datos, para almacenar y recuperar datos;
de algoritmos, para analizar y determinar las relaciones entre datos biolégicos; y de

herramientas estadisticas para identificar, interpretar y extraer datos.’



La integracion de las ciencias 6micas serd una herramienta necesaria y Util para que los
multiples datos 6micos se transformen en un modelo integral que describa con precision
los distintos procesos biolégicos. Sin embargo, existen limitaciones frente a la
informacién émica disponible y lo que se busca, actualmente, es que el conjunto de datos
se encuentre publicamente disponible para toda la comunidad cientifica. De esta
manera, la mayor difusién y manejo de informacion émica permitiria una aplicacion mas

rapida del conocimiento integrativo de estas ciencias hacia la practica clinica.®



2.4. Cancer de Prostata

2.4.1. Préstata

La prostata es una glandula del tamafio de una nuez, ubicada debajo de la vejiga urinaria
en los hombres y al frente del recto (Figura 2). Este 6rgano se divide en tres zonas:
Periférica, central y transicional. La zona periférica compromete la mayor parte del
volumen prostético (aproximadamente 65 %), mientras que la zona central es la segunda
region mas grande (25 % de su volumen). Por ultimo, la zona de transicion consiste de

dos lébulos que rodean al segmento uretral proximal lateralmente e interiormente.®

La principal funcion de este 6rgano es la de controlar el flujo urinario, pero a la vez
produce algunas enzimas que juegan un papel en la funcién del fluido seminal. La
testosterona y su metabolito mas activo, dihidrotestosterona, sirven como nutriente para

el tejido prostatico y regulan la mitosis de las células.!

Blader Blader

Seminal
vesicle

Prostate — Central Zone

Urethra Transition Zone

Peripheral Zone

Front view Side view

Figura 2: La anatomia de la préstata se divide en zonas periféricas, centrales y
transicionales. Se presenta una vista frontal y lateral para ver las dimensiones de este

6rgano.®

El cancer de prostata, también conocido como neoplasia maligna de prostata,
generalmente se origina en el tejido glandular y se debe a que las células del tejido

prostatico empiezan a crecer sin control. A este tipo de cancer se le conoce como
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adenocarcinoma. Existen otros tipos menos comunes, como es el caso de sarcomas,
carcinomas de células pequefias, tumores neuroendocrinos y carcinomas de células
transicionales. Sin embargo, el tipo de cancer mas comun presente en la poblacion

masculina son los adenocarcinomas.

Algunos céanceres de prostata pueden crecer y esparcirse rapidamente, pero la gran
mayoria lo hacen gradualmente. Los hombres jévenes pueden presentar este tipo de
cancer, pero su desarrollo como enfermedad es muy lento, por lo cual recién llega a
manifestar sintomas cuando alcanzan edades avanzadas. Estudios en autopsias
muestran que muchos hombres adultos que presentan cancer de préstata mueren por
otras causas, mucho antes de que un sintoma se manifieste clinicamente.'? Debido a
esto, se expone al paciente a un sobrediagnéstico debido a que los métodos de
deteccion también pueden detectar canceres indolentes, y no resultar en sintomas o la
muerte del paciente. Esto esta vinculado con el sobretratamiento de los pacientes, ya
que se les aplica tratamiento a quienes no se van a beneficiar o aquellos que presentan
un tumor indolente, el cual no requeriria tratamiento. Por este motivo las técnicas de
monitoreo para la deteccion temprana de cancer de préstata deberian enfocarse en
aguellas neoplasias que si pueden progresar, y no en aquellas que son practicamente

inofensivas.
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2.4.2. Incidenciay mortalidad

El cancer de préstata es la segunda neoplasia mas comun en la poblacion masculina a
nivel mundial, Unicamente superado por el cancer de pulmon. Los valores de incidencia
y mortalidad a nivel mundial para el afio 2012, a raiz de esta enfermedad, fueron
aproximadamente 1.1 millén y 307 000, respectivamente.’® Los continentes que
presentan mayor incidencia son los de América y Europa. La tasa de mortalidad varia de
acuerdo con el pais, de los cuales el Perlu presenta una de las mayores tasas cercana
al 50%.

El tema de la incidencia de este cancer esta relacionado con multiples factores genéticos
y demogréficos, como la edad, raza, historia familiar y susceptibilidad genética. Estos
son algunos de los factores de riesgos con los cuales se relaciona la aparicion de esta
enfermedad. En su mayoria, la edad es un factor predominante, debido a que esta
enfermedad aparece en hombres adultos entre los 50-70 afios. Por otro lado, los
afroamericanos presentan una mayor tasa de incidencia que los americanos de
ascendencia europeas.’* De esta manera, se puede entender las variaciones con
respecto a las tasas de incidencia tanto para cada continente, asi como para los paises

dentro de cada continente.
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2.4.3. Métodos de Monitoreo

Para el monitoreo y deteccidon del cancer de préstata, existen tres procedimientos
clinicos: Examinacion rectal digital (ERD), prueba del nivel de antigeno prostéatico
especifico (PSA) en sangre, y biopsias sistémicas guiadas por ultrasonido transrectal
(USTR).

La ERD es el método de monitoreo del primer nivel de atencién en salud. Consiste en el
tacto directo de la glandula prostatica mediante la insercion de un dedo del doctor o
enfermera que realiza la prueba clinica. La persona que realiza la prueba siente la
textura, forma o tamafio de la préstata para determinar si existe la presencia de un tumor.
La prostata normal se siente firme con una superficie regular y lisa, y es simétrica.'®
Cuando la prostata presenta una anormalidad (nddulo o surco) o una ligera asimetria,
es indicador de la presencia de cancer de préstata. Aunque la ERD es una buena
herramienta para la prediccion y diagnéstico de esta enfermedad, el nimero de casos
detectados son muy bajos. Un problema con esta técnica es que presenta una baja
reproducibilidad debido a variabilidad de los observadores, es decir, la persona que
realiza el monitoreo. Asimismo, se ha reportado una baja sensibilidad, por lo que la ERD

no deberia ser el Unico método de monitoreo empleado.*!

El PSA es una proteasa inhibidora presente en la sangre y que es producida Unicamente
por la glandula prostética. El nivel de PSA en la sangre usualmente se relaciona con el
volumen de la prostata.'® Esta proteina es un indicador especifico del estado del 6rgano,
pero no es estrictamente un indicador de tumor. En otras palabras, altos niveles de PSA
(a partir de 4 ng/mL) pueden estar asociados con la infeccién, inflamacion, ampliaciéon o
cancer en la préstata. Si bien el nivel de PSA nos indica la presencia de cancer de
prostata, no es posible identificar si el tumor resultara maligno o benigno. Por este
motivo, es que el uso de PSA origina un sobrediagnéstico que resulta en la obtencion de

biopsias innecesarias o negativas.!!

El nivel de PSA en conjunto con la ERD sirve para detectar el cancer en estadios
tempranos. No obstante, para confirmar la presencia de esta enfermedad se debe
realizar una biopsia. Este procedimiento se realiza mediante el uso de USTR (Figura 3),
el cual consiste en el uso de una aguja delgada que es dirigida por imagenes de
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ultrasonido.'’ El inconveninte es que se trata de una técnica invasiva y puede generar
algunas complicaciones, como infecciones en el tracto urinario de los pacientes que se
someten a este andlisis. Sin embargo, es la técnica mas utilizada para la obtencion de
biopsias que seran analizadas histolégicamente cuando el tamizaje mediante PSA y
ERD sugieren la posibilidad de una neoplasia.

Biopsia trasrectal

s Préstata

Sonda de
ecografia

Figura 3. La biopsia sistémica guiada por ultrasonido transrectal se utiliza para extraer

tejido de la prostata.'®
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2.5. Biomarcadores

Las cuatro unidades basicas de informacion de un organismo se encuentran en el
genoma, transcriptoma, proteoma y metaboloma. En este sentido, los biomarcadores
son una importante herramienta en la medicina individualizada ya que nos permite
obtener una caracteristica cuantificable y evaluada como indicador de un proceso
biol6gico normal, procesos patolégicos o respuesta farmacologica a una intervencion
terapéutica. Un biomarcador para el tema de cancer puede tener aplicaciones relevantes
como mejorar el diagnostico y el estadio, indicar la prognosis de la enfermedad o
seleccionar a los pacientes para diferentes opciones de tratamiento.!

Para nuestro estudio, se utilizaron bases de datos de vias de sefalizacion, como la del
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)?, para el estudio de las cascadas
bioquimicas de interés y los genes involucrados. Lo que nos interesa de los genes son
sus niveles de expresion, y para la obtencién de esta informacion existen bases de datos
como cBioportal web?® o SurvExpress?, en la cual se pueden encontrar diversos
conjuntos de datos sobre estudios asociados a una amplia variedad de canceres. Lo
resaltante de estas bases de datos es que también proporcionan informacion clinica de
los pacientes, lo cual serd muy util para el analisis estadistico de los genes. Es comun
que, en estos estudios, se obtengan genes que sean falsos positivos, es decir, que no
tengan relacion directa con la enfermedad. Por este motivo, se deben realizar analisis
estadisticos adecuados para su identificacibn y posterior uso como marcadores

progndsticos.?

El resultado de esto vendria a ser lo que se conoce como una firma genética, lo que
equivaldria a un puntaje para diferenciar grupos de riesgos entre pacientes. En la
medicina se utilizan mucho estos “scores” utilizando parametros clinicos y patoldgicos,
como los niveles de PSA o puntaje de Gleason, para encontrar rangos que engloban
ciertas caracteristicas. No obstante, estos marcadores de pronéstico, en su mayoria, no

predicen adecuadamente el resultado para los pacientes.
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2.6. Vias de sefnalizacion bioguimicas vinculadas al cancer

En biologia, las vias de sefializacion consisten en interacciones secuenciales en
biomoléculas que generan un cierto producto o cambio en la funcién o en patrones de
expresion celular. Asimismo, estas vias pueden activar y desactivar genes, o estimular
a una célula para moverse, diferenciarse e incluso morir (Figura 4). Tanto desde el
interior como desde el exterior del tejido, las células estan recibiendo constantemente
sefiales quimicas generadas por estimulos tales como una lesion, infeccion, estrés o
incluso la presencia o falta de nutrientes. Para reaccionar y ajustarse a estas sefales,
las células envian y reciben sefiales a través de vias bioquimicas. Las moléculas que
forman las vias bioquimicas interactian con sefiales, asi como entre si, para llevar a

cabo sus tareas designadas.?

El interés de los investigadores por el estudio de estas vias bioquimicas sobre las
enfermedades humanas esta vinculado con la identificacion de genes, proteinas y otras
moléculas asociados a estas vias que puedan servir como biomarcadores de
diagndstico, de pronéstico o como blancos para desarrollar mejores y mas eficaces

medicamentos.

El cancer de prostata ha sido vinculado con la via de sefalizacion Wnt que también juega
un papel importante en el desarrollo embrionario y en la diferenciacién o pérdida de

pluripotencia de células madre.
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Figura 4. El Circuito integrado de vias de sefializacién dentro de una célula permite
entender los estimulos que se presentan en el interior de la célula. Los genes de color
rojo son aguello son los que comunmente presentan una funcion alterada en las células
cancerigenas.?

2.6.1. Via de senalizaciéon Wnt

La via Wnt es un sistema que dirige una amplia variedad de respuestas celulares en el
desarrollo de los tejidos, asi como el mantenimiento de células madre.?* Este sistema de
sefiales se divide en las candnicas o via dependiente de B-catenina, y las no candnicas,
0 via independiente de B-catenina. Sin embargo, solo nos centraremos en las vias
canlnicas porgque estan vinculadas con las sefiales que regulan la transcripcion de
genes.?® La molécula principal, como ya se menciond, en esta via es la B-catenina, la
cual se encuentra en tres escenarios celulares: la membrana, el citoplasma y el nicleo.
Es por este motivo que la caracteristica mas resaltante de esta via es la acumulacion y
translocacion de la adherencia de esta proteina en el nicleo.?®
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El mecanismo por el cual se desarrolla la via Wnt ha sido ampliamente estudiado por lo
gue se conocen los componentes involucrados, asi como las interacciones entre ellos
hasta alcanzar el nlcleo (Figura 5).2” Esta via es activada por sefiales Wnt
extracelulares, las cuales van a generar sefiales hacia el interior de la célula y
desencadenan distintas cascadas bioquimicas. Para producir estas sefales, este
sistema consta de alrededor de 30 ligandos extracelulares, conocidos como proteinas
Whnt, las cuales se unen al receptor transmembranoso Frizzled (FZD) y co-receptor
LRP5-LRP6 en la membrana plasmatica. Existen algunos inhibidores de esta interaccion
como las proteinas Frizzled secretadas (SFRPs, por sus siglas en inglés), la familia de
proteinas Dickkopfs (DKKs) y el factor inhibidor Wnt 1 (WIF1). De esta manera, en
ausencia de ligandos Wnt, la B-catenina citoplasmatica es reclutada hacia un complejo
de destruccidn, en el cual interactda con axinas y la proteina APC. Lo que continua es la
fosforilacion N-terminal de la B-catenina por las quinasas CK1a y GSK3 B, para su
subsiguiente degradacion por una ubiquitina. El bajo nivel de B-catenina asegura la
represion transcripcional de los genes objetivo Wnt mediante el reclutamiento del co-

represor Groucho hacia los factores de transcripcién LEF-TCF.

Bajo la presencia de ligandos Wnt, LRP5 y LRP6 son fosforilados por CK1a y GSK3B, y
las moléculas Dishevelled (DVL) son reclutadas hacia la membrana plasmatica para
interactuar con el receptor FZD y otras moléculas DVL. La interaccién de la axina con
los LPR5 y LPR6 fosforiladas, y Dishevelled polimerizado lleva a la inactivacion del
complejo de destruccion y subsecuentemente hacia la estabilizacion de la B-catenina y
su translocacion hacia el nicleo. En el nicleo, esta proteina forma un complejo activo
transcripcional con los factores de trascripcion LEF y TCF al desplazar al co-represor
Grouchos e interactuar con otros co-activadores como las proteinas BCL9, Pygopus
(Pygo) y CBP.
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Figura 5. La via de sefializacién candnica Wnt. a) En ausencia de ligando Wnt y b) en

presencia del ligando Wnt.?’

La importancia de enfocarnos en esta via de sefializacién para este estudio es que esta
relacionada con el desarrollo de enfermedades neoplasicas, como el cancer de préstata.
Diversos estudios relacionados a esta via demuestran que existen una variedad de

mutaciones que afectan la estabilidad de la proteina p-catenina, y que desencadenan el
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desarrollo de una variedad de canceres humanos.?’” Algunos ejemplos son la pérdida de
funcion de los genes AXIN1 y AXIN 2, que evitan un acoplamiento adecuado del
complejo de destruccion y, por ende, la B-catenina no puede ser marcada para su
posterior degradacion. Asimismo, la mutacion del gen CTNNBL1, el cual codifica a la -
catenina, presenta un aumento de su funcién, lo que evita la fosforilacion de esta
proteina y que sea acumulada en el citoplasma. De esta manera, se presenta a la via
Wnt como aquella que puede autorregular un flujo de retroalimentacién negativa, lo cual
puede resultar, como ya se menciond, en la progresion de tumores, al activar genes

asociados a la proliferaciéon celular, como MYC y ciclina D1.

Asimismo, la via Wnt esta vinculada con el desarrollo y mantenimiento de las células
madre de distintos tejidos y érganos. Por este motivo, las sefiales inadecuadas de esta

via pueden desencadenar la desregulacion de células madre en el érgano de la préstata.

2.6.2. Células madre de cancer y su efecto en la recurrencia del cancer

La idea de que un tumor es una masa de células malignas homogéneas es equivocada
para el cAncer de préstata sin importar su origen celular. Estos tumores son ecosistemas
complejos que contienen células tumorales, al igual que otros tipos de células que
pueden influenciar en la funcién de un tumor como conjunto. Avances en secuenciacion
genomica han demostrado que el cancer dentro de un solo paciente es una mezcla
heterogénea de subconjuntos (subclones) genéticamente distintos que aparecen debido
a presiones evolutivas. En este contexto, la hipétesis de lo que se conoce como células
madre de cancer propone una posible explicacién de por qué los pacientes que reciben
tratamientos clinicos, cuyo objetivo es eliminar la mayor cantidad de células con alto

potencial replicativo, pueden recurrir en esta enfermedad.?

2.6.3. Células madre de cancer

La caracteristica que mejor define a las células madre consiste en la auto-renovacion
celular. Este es un proceso biolégico clave en el cual, mediante la division celular, una
célula madre produce una célula hija (division asimétrica) o dos células hijas (division
simétrica) que retienen la capacidad de auto-renovarse, para asi asegurar el

mantenimiento de la poblacién de células madres o su expansién para crecimientos
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clonales de largo plazo.? Las células madre de cancer (CSC, por sus siglas en inglés)
al igual que las células madre sanas presentan esta capacidad, pero es desregulada
para el caso de las CSC. De esta manera, tenemos una poblacién de CSC que se
diferencian de las células cancerigenas que presentan una alta capacidad de
proliferacién. Las terapias clinicas, como quimioterapia o radioterapia, pueden disminuir
el tamafio del tumor al eliminar las células cancerigenas, pero las CSCs permanecen
intactas lo cual permite que la reaparicion de la neoplasia. Posteriormente , las nuevas
células cancerigenas van a presentar nuevas mutaciones que posiblemente las haga

resistentes a los distintas terapias clinicas.?®

2.6.3.1. Recurrencia del cancer

La existencia del modelo de CSC ha sido muy util en el estudio de recurrencia en cancer
de leucemia y cancer de mama, y se encuentran reportadas en la literatura cientifica
descrita por Kreso y sus colaboradores.?® Por su parte, existe evidencia que sugiere la
relevancia del estudio de recurrencia en cancer de préstata desde una perspectiva de
células madre y pluripotencia. Estos estudios vincularon la via Wnt con la desregulacién
de las células madre de prostata adultas, las cuales podrian adquirir la capacidad de

autorrenovarse durante la oncogénesis.?

Otros estudios recientes han mostrado interés en la obtencion de biomarcadores
mediante técnicas de alto rendimiento como la secuenciacion de ADN* y deteccion de
proteinas involucradas mediante espectrometria de masas.®! Los estudios son
realizados con el propdsito de relacionar esta informacion molecular con la informacion
clinica, de la cual ya se dispone. Se utiliza clinicamente el puntaje de Gleason y los
valores de PSA como puntos de corte para dividir a los pacientes en grupos de riesgos,
pero los resultados no siempre son los pronosticados. Por este motivo, la intencién es
obtener informacién genémica con el propdsito de generar modelos de prediccion mas
eficientes. De esta manera, se obtendria lo que comunmente se conoce como firma
genética®, con la cual se generaria mejores puntos de cortes para la prognosis del
cancer de prostata. En otras palabras, este analisis tendria un mayor nivel de prondstico

y los biomarcadores identificados podrian ser relacionados con esta enfermedad.
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Estos estudios son importantes ya que cuando a un paciente se le considera en un grupo
de riesgo alto, usualmente se les interviene quirdrgicamente para removerles la prostata
mediante una prostactetomia radical. Sin embargo, segun el estudio realizado por
Komisarof®? y colaboradores, el 33% de los pacientes que participaron en el estudio
recayeron en esta enfermedad. Por lo tanto, es importante la identificacion de estos
biomarcadores para un mejor diagnostico y prondstico, de manera que se realicen los
tratamientos adecuados segun cada paciente y se evite ademas destinar recursos a

pacientes que no necesitan las intervenciones.
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2.7. Imagenologia

Varias condiciones médicas, no solo para casos de cancer, puede ser diagnosticadas al
remover una muestra de tejido para realizar alguna prueba de laboratorio. Esta
extraccion de tejidos, proveniente de cualquier 6rgano del cuerpo, se le conoce como
biopsia y debe ser examinada por un patélogo bajo un microscopio.'® La informacion
que proporciona una biopsia es sobre la estructura tisular que se puede obtener de una
evaluacién microscopica guiada por técnicas de tincion histologica. Entre ellas, La tincion
por H&E es el método estandar que se utiliza cominmente para estudios en base a
tejidos.*® La técnica permite tanto mejorar el contraste como discernir entre los nlcleos
y el citoplasma en los tejidos al tefiirlos de diferentes colores. La hematoxilina tifie el
ndcleo celular de color azul oscuro, mientras que la eosina tifie el citoplasma y la mayoria
de fibras tisulares de color rojizo (tonalidades de rosado, anaranjado y rojo).3* Este
proceso de dos colores ayuda a representar mejor la morfologia de los tejidos y células,
y facilita el diagnostico a través del microscopio.

El método cominmente utilizado para clasificar histolégicamente los tejidos prostaticos
es el sistema de clasificacion de Gleason. El tejido es clasificado en cinco grados (Figura
6), numerados desde el 1 hasta el 5. El grado aumenta con el incremento del nivel de
malignidad, que esta vinculado con la agresividad del cancer. Finalmente, la
heterogeneidad del cancer de préstata se describe mediante el puntaje de Gleason, el
cual es la suma entre el primer y segundo grado mas predominantes en la seccion de
tejido. De esta manera, se logra cuantificar el grado de agresividad del cancer al utilizar
la tincion por H&E con lo cual se determina el grado de diferenciacion entre células
normales y células malignas. Sin embargo, esta practica histolégica en el diagnéstico
del cancer y la clasificacion de Gleason es propensa a la subjetividad y la

reproducibilidad limitada, debido a su gran confianza en la interpretacién humana.*®

23



Figura 6. Sistema de clasificacion de Gleason.* 1)Pequenias y uniformes glandulas, 2)
mas estroma entre las glandulas, 3) margenes claramente infiltrativos, 4) masas

irregulares de glandulas neoplasicas y 5) formacién ocasional de glandulas.

La imagenologia por espectrometria de masas (IMS, por sus siglas en inglés) es una
tecnologia que genera mapas de espectros de masas de compuestos quimicos para
conocer la distribucién de moléculas en los tejidos. Presenta ventajas Unicas de alta
sensibilidad, amplio rango de moléculas, especificidad molecular y la flexibilidad de
manejar una variedad grande de analitos en una misma plataforma. Lo interesante de
esta técnica es que nos permite la traduccién de informacién molecular en morfologia
tisular. Esta combinacion de las capacidades analiticas de la espectrometria de masas
(MS, por sus siglas en inglés) con informacion microscopica ayudara al entendimiento

de procesos moleculares que se estén desarrollando en un tipo especifico de célula
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dentro de un tejido.® Desde el punto de vista clinico, representa una salto tecnoldgico
desde las biopsias que proporcionan morfologia tisular de manera robusta, pero limitada

informacién molecular.

Dentro de las diversas técnicas de ionizacion para MS que pueden utilizarse para el
andlisis directo de tejidos, la ionizacion por desorcion laser asistida por una matriz
(MALDI, por sus siglas en inglés) ha guiado el desarrollo de aplicaciones biolédgicas y
clinicas para la IMS, y es una de las técnicas mas comunmente utilizadas. De esta
manera, las areas de investigacion en medicina y patologia muestran un gran interés por
esta técnica ya que permite la identificacion de una variedad de proteinas, lipidos y
metabolitos que pueden ser utilizados como biomarcadores para el diagnéstico, asi
como el pronéstico y efectividad de la terapia a través de ensayos moleculares de las
biopsias obtenidas de los pacientes.*’

Actualmente, los estudios patolégicos basados en microscopia utilizan la tincién con
anticuerpos especificos, en una técnica conocida como inmunohistoquimica, para la
identificacion de biomarcadores protedmicos en las biopsias de los pacientes. Sin
embargo, una vez realizado este procedimiento, la seccion del tejido ya no puede volver
a analizarse y solo se puede identificar una molécula por ensayo.® asimismo, es una
técnica de alto costo ya que se requieren anticuerpos especificos para cada antigeno a
estudiar, por lo que no seria una técnica adecuada para implementarse en ensayos
clinicos. La ventaja de MALDI IMS es que realiza andlisis sin etiquetas y permite la
obtencion de mapas moleculares, es decir, la distribucion topografica de los analitos
estudiados (Figura 7). Cabe mencionar que en cada medicion por MALDI IMS se pueden
obtener multiples moléculas. Por altimo, al utilizar un método de ionizacién blando, la
seccion del tejido de la biopsia se recupera y se puede preservar para posteriores

estudios ya que es una técnica no destructiva.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Identificar y validar biomarcadores gendémicos para el prondstico de recurrencia en

cancer de prostata.

3.2. Objetivos Especificos

1. Identificar y curar series de datos de cancer de prostata publicamente disponibles que
contengan niveles de genes de vias de sefializacion asociadas a recurrencia, tiempo de

recurrencia bioquimica e informacion clinica relevante como Puntuacién de Gleason.

2. Proponer y validar una firma genética asociada a un prondstico de recurrencia en

pacientes con cancer de préstata con datos publicamente disponibles.

3. Incorporar informacion clinica de la Puntuacion de Gleason a la firma genética validada
para proponer y validar un nuevo puntaje de riesgo integrado asociado a la recurrencia

en pacientes con cancer de préstata.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Metodologia

4.1.1. Obtencidn y validacion de firma genética para prondstico de recurrencia

en cancer de préstata

4.1.1.1. Generacion de la lista maestra de genes

La generacion de la lista maestra de genes involucra a la via de sefalizacion WNT
(KEGG entry: hsa04310) y la via de sefializacion que regula la pluripotencia de células
madre (KEGG entry: hsa04550). La informacion de los genes involucrados para cada
cascada bioquimica se encontré disponible en la base de datos de la Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG). Una vez extraidos los genes para cada caso, se reviso
la lista de genes que se extrajeron y se eliminaron los genes repitentes. La lista inicial
de genes contaba con 242 genes.%®

4.1.1.2. Seleccion de Cohortes

Se realiz6 la busqueda de informacion gendémica publicamente disponible en las bases
de datos de cBioPortal web y Gene Expression Omnibus (GEO) sobre adenocarcinomas
primarios de préstata. Se seleccionaron pacientes que presentaban el nivel de expresion
de genes e informacién clinica, como la puntuacion de Gleason, niveles de antigeno
prostatico especifico, sobrevida libre de recurrencia (RFS, por sus siglas en inglés,

Recurrence Free Survival) y el estadio del paciente (libre de enfermedad o recurrente).

Se buscd identificar una cohorte de descubrimiento y al menos dos de validacién. En la
Tabla 1, se muestran las cohortes que se utilizaron para el estudio, asi como el nimero
de pacientes de cada una. Como cohorte de descubrimiento, se utiliz6 la TCGA
provisional, y como cohortes de validacion se utilizaron dos grupos de pacientes del

Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC).
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Tabla 1. Cohortes seleccionadas para el estudio

Cohorte Tipo de cohorte Numero de pacientes
disponibles
The Cancer Atlas Genome Descubrimiento 499
(TCGA provisional)
MSKCC (GSE21032) Validacion 216
MSKCC (GSE54691) Validacion 104
4.1.1.3. Seleccion de genes vy pacientes

Se descargaron y ordenaron en tablas con el programa Microsoft Excel ® los datos
gendmicos y clinicos. Antes de empezar con el andlisis, se excluyeron los pacientes que
presentaban estadio metastasico (41 casos) y los que contaban con niveles de expresion
de genes nulos (1 caso). Finalmente, la cohorte de descubrimiento se empez6 a trabajar

con 457 pacientes.

Una vez con la cohorte de descubrimiento definida, se procedié a preseleccionar el grupo
de genes que participarian del estudio. Se efectué la exclusion de genes que
presentaban valores nulos o ambiguos. Posteriormente, se calcularon los coeficientes
de variacién (CV) para de cada gen y se excluyeron aquellos que presentaban CV <
50%. La lista de genes preseleccionados se presentara en la secciéon de Resultados
(Figura 8).

41.1.4. Normalizacién de los niveles de expresidn de genes

La informacion de niveles de expresion de genes descargada se normaliz6 para ver la

baja expresién o sobreexpresion de los genes para cada paciente. El primer paso que
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se realizé fue la transformacion al logaritmo en base 2 (Log2) de los valores de la
expresion de los genes. Paso siguiente, se calcularon los valores de la mediana para
cada gen. Los valores ambiguos (logaritmos de valores negativos) fueron reemplazados
con el valor de la mediana para el gen correspondiente. Finamente, los valores se
centraron en la mediana, es decir, se rest6 el valor de la mediana al valor transformado

en log2. Este procesamiento se realiz6 con el programa Microsoft Excel® 2010.

4.1.1.5. Obtencion de la firma genética para prondstico de recurrencia en

cancer de prostata

Con la lista final de genes y la base de datos de la cohorte de descubrimiento se realizé
un andlisis estadistico para identificar aquellos genes relacionados con la recurrencia de

cancer de prostata y asi obtener una firma de genes que sirva para prondstico.

La base de datos que se encontraba en una hoja de calculos de Excel se copio al
programa estadistico IBM® SPSS Statistics 23. Se evalu6 la informacidén genética con
un analisis univariado de regresiébn de Cox relacionado con la sobrevida libre de
recurrencia. Se seleccionaron aquellos genes estadisticamente significativos con un
P<0.001. Los genes seleccionados se sometieron a un método de andlisis multivariado
de regresion de Cox paso a paso para determinar aquellos genes que sirvan como
factores independientes prondsticos. Todos estos pasos realizados para la identificacion
de los genes asociados a la sobrevida libre de recurrencia fueron para evitar los falsos
positivos, es decir, aquellos genes cuyos valores de expresion son estadisticamente

significativos pero que no tienen ninguna relacién con la recurrencia de este cancer.

Con los genes seleccionados se obtuvo una combinacién lineal de los valores
normalizados de la expresidn de genes con sus respectivos coeficientes de regresion.
Esta combinacién lineal se presentara en la seccion de resultados y se le otorga el

nombre de firma prondstico.
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4.1.1.6. Estimacion de la sobrevida libre de recurrencia

Una vez establecida la firma pronéstico, se emplearon los valores de expresion de genes
para calcular el riesgo de recurrencia para cada paciente en la cohorte de
descubrimiento. Posteriormente, se calcul6 el valor de la mediana de la cohorte para
utilizarla como punto de corte, y asi dicotomizar a los pacientes en un grupo de mayor y

otro de menor riesgo.

Se estimo la sobrevida libre de recurrencia con el método de Kaplan-Meier. El evento
que se definid para el estudio fue la recurrencia o progreso en cancer de prostata y la
censura de la variable fue hacia la derecha. Con la puntuacion de riesgo calculada y el
punto de corte se graficaron las curvas de supervivencia (Figura 9) y se utilizé la prueba
Log-rank para comparar ambos grupos de riesgo. Un valor P < 0.05 se considerd
estadisticamente significativo, lo que quiere decir que si se puede distinguir ambos
grupos de riesgo en la cohorte de pacientes.

41.1.7. Validacion de la firma prondstico

La validacion de la firma prondstico se realiz6 utilizando las bases de datos de validacion,
cada una por separado (Tabla 1). La primera cohorte (GSE21032) de validacién contaba
con 216 pacientes con adenocarcinoma primario de préstata, pero se excluyeron
aquellos que no presentaban la puntuacion de Gleason o niveles de expresion de genes.
En total solo se evaluaron 130 pacientes para esta cohorte. En el caso de la segunda
cohorte (GSE54691), no hubo que excluir ningan paciente por lo que el nUmero de casos

fue igual al inicial.

En el caso de las bases de datos de validacién, solo se descargaron los niveles de
expresion de los genes presentes en la firma pronostico. Las cohortes 1 y 2 se
descargaron de las bases de datos publicas cBioPortal y GEO, respectivamente. En el
caso de la cohorte 2, se seleccionaron las sondas correspondientes a cada uno de los
genes seleccionados, pero solo se escogid el valor mas alto. Posteriormente se realizé

la normalizacion de los datos tal como se menciond en la Seccién 4.1.1.4.
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Se reemplazaron los niveles de expresidon de los genes en la ecuacion de la Seccién
4.2.1.2 y se obtuvo el puntaje de riesgo para cada cohorte. Para establecer los grupos
de riesgo, se utilizé (1) el valor de mediana correspondiente a cada grupo de pacientes
como punto de corte, y se opto por utilizar en un analisis independiente, (2) el valor de
la mediana de la cohorte de descubrimiento. Nuevamente, se utilizé el método de Kaplan
Meier para estimar la sobrevida libre de recurrencia de las cohortes de validacion y se
aceptd como estadisticamente significativo aquellos valores de coeficientes P < 0.05.

4.1.1.8. Integracién de la Puntuacién de Gleason para las cohortes

estudiadas

Se husco integrar al puntaje de riesgo de la Ecuacion 1 que involucra los tres genes con
un parametro clinico que fue la puntuacion de Gleason (GS, por sus siglas en inglés).

Se verifico la distribucion de la puntuacion de Gleason en las 3 cohortes (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucién de la Puntuacién de Gleason en las tres cohortes estudiadas

Puntuacion de Frecuencias
Gleason TCGA provisional GSE21032 GSE54691
6 37 41 16
7 229 74 78
8 59 8 4
9 128
10 4 0 0
TOTAL 457 130 104

La puntuacién de Gleason se recodificé en tres nuevos grupos como se muestra en la
Tabla 3. La recodificacion se realiz6 debido a que a partir de un valor de 6 se le asigna
como tumor, y se buscaba diferenciar a partir de la agresividad en cada caso asumiendo
que los valores menores a 6 suelen ser hiperplasias benignas y los mayores a 7,

canceres muy agresivos.
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Tabla 3. Recodificacién de la puntuacién de Gleason

Puntuacion de Gleason Recodificacion
GS=6 1
GS=7 2
GS>7 3

La nueva recodificacién de la puntuacién de Gleason de la cohorte de descubrimiento
se sometid a un andlisis multivariado de regresion de Cox con el puntaje de riesgo
obtenido del nivel de expresién de genes. Se obtuvieron coeficientes de regresion para
formula una puntuacion integrada. Se calculé la mediana de este nuevo puntaje de riesgo
integrado y se utiliz6 como punto de corte para las cohortes de descubrimiento y las de
validacién. Finalmente, se utilizé el método de Kaplan Meier para comparar las curvas
de supervivencia con el puntaje de riesgo integrado en todas las cohortes. Se considero
estadisticamente significativo el valor de coeficiente P < 0.05.
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4.2. Resultados

4.2.1. Obtencidn y validacion de firma genética para prondstico de recurrencia

en cancer de préstata

42.1.1. Seleccion de genes y pacientes

De los 242 genes de la lista maestra, se excluyeron aquellos que presentaban niveles
de expresion nulos en la cohorte de descubrimiento. Para esta etapa se excluyeron 11
genes. Posteriormente, se calculd el coeficiente de variacion (CV) para cada gen y asi
excluir aquellos que presentaban un valor menor a 50% en la cohorte de descubrimiento.
Con este Ultimo paso, se excluyeron 105 genes v la lista final de genes seleccionados
pasoé a ser de 126 genes.*® La Figura 8 muestra el diagrama de flujo de trabajo para la
seleccién de genes para la firma de prondéstico. Asimismo, en la Tabla 4 se presenta el

namero de pacientes empleados para cada cohorte.

Genes relacionados con las Figura 8 Diagrama de
vias de sefializacion KEGG: ’

Whnty pluripotencia de flujo de trabajo para la
células madre (n = 242)

Y

Genes sin niveles de
expresion génetica nulosen
la cohorte de

seleccién de los genes

descubrimiento
(n=231)

Y

Genes con coeficiente de
varianza CV > 50%
(n=126)

v

Genes significativamente
relacionados con la
sobrevida libre de
recurrencia (P <0.001)
usando analisis univariados
de Cox
(n=4)

I

Genes seleccionados
utilizando el analisis
multivariado de Cox paso a
paso
(n=3)
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Tabla 4. Pacientes empleados de las cohortes seleccionadas para el estudio

Cohorte Tipo de cohorte NuUmero de pacientes
empleados
The Cancer Atlas Genome Descubrimiento 457
(TCGA provisional)
MSKCC (GSE21032) Validacion 130
MSKCC (GSE54691) Validacion 104
4.2.1.2. Obtencion de la firma de prondstico de genes

El andlisis univariado de regresion de Cox para los 126 genes vinculados a la recurrencia
del cancer de préstata identificé cuatro genes relacionados estadisticamente con la RFS
(P <0.001). Posteriormente, el andlisis multivariado de regresion de Cox que se le realizé
a los cuatro genes del paso anterior seleccioné a aquellos genes como factores
prondsticos independientes: FZD3, FZD5 y PLCB2. Los genes seleccionados para cada

etapa se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Genes seleccionados para cada etapa del analisis

Analisis Univariado

Analisis Multivariado

FZD3

FZD5

LIFR
PLCB2

FZD3
FZD5
PLCB2

En la Tabla 6, se presentan la relacién de riesgo (HR, por sus siglas en ingles), el valor

Py los coeficientes de regresion para cada uno de los genes seleccionados.
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Tabla 6. Valores relacion de riesgo, significancia estadistica y coeficiente de regresion

para los genes seleccionados

Cohorte de o
Gen Descubrimiento Valor de P Coeficiente de
Regresion
HR (95% CI)
FzD3 0.559 (0.410 - 0.762) 0.000235 -0.581
FzD5 0.751 (0.583 — 0.967) 0.026252 -0.287
PLCB2 1.542 (1.218 — 1.951) 0.000317 0.433

HR = Hazard ratio (por sus siglas en inglés)

La puntuacién de prondstico de los tres genes resulté de la suma de la multiplicacién de
los niveles de expresion normalizados de los genes por su respectivo coeficiente de

regresion como se describe en la siguiente ecuacion:

Firma prondstico: — 0.581 « FZD3 - 0.287 = FZD5 + 0.433 « PLCB2 (1)

La mediana del puntaje en la cohorte de descubrimiento fue de 0.0331.

4.2.1.3. Estimacion de la sobrevida libre de recurrencia en base a la firma

prongstico

Con el método de Kaplan-Meier se estimé la RFS al graficar las curvas de supervivencia
de los dos grupos de riesgos en la cohorte de descubrimiento. En la Figura 9, se
muestran las curvas de supervivencia para ambos grupos y el valor fue P = 0.000001
(P<0.05). La media del tiempo de sobrevida para el grupo de bajo riesgo fue de 132.2

meses, mientras que el valor del grupo de alto riesgo fue de 68.3 meses (Tabla 7).
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Tabla 7. Medias del tiempo de sobrevida para las cohortes estudiadas

Media del tiempo libre de

Cohorte Grupo de Riesgo Nl;?iirnote(-jse recurrencia en meses
P (IC al 95%)
The Cancer Atlas Bajo riesgo 226 132.195 (118.387 — 146.002)
Genome (TCGA _
o Alto riesgo 225 67.277 (58.045 — 78.509)
provisional)
MSKCC Bajo riesgo 65 107.730 (95.284 — 120.176)
(GSE21032) Alto riesgo 65 106.202 (89.321 — 123.082)
MSKCC Bajo riesgo 66 99.329 (89.251 — 109.407)
(GSE54691) _
Alto Riesgo 38 74.1 (59.830 — 88.371)

*|C: Intervalo de confianza
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Figura 9. Curvas de supervivencia para la cohorte de descubrimiento. Grupo de bajo

riesgo (Azul). Grupo de alto riesgo (Verde). Para ambos casos se utiliza la censura

hacia la derecha (rayas verticales)
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Para validar la firma de prondstico de genes se graficaron las curvas de supervivencia
con el método de Kaplan-Meier para verificar si podia diferenciar entre los grupos de
riesgo para las cohortes de validacion. La Figura 10a corresponde a la cohorte de
validacién que consta de 130 pacientes con adenocarcinomas primarios de prostata. La
media del tiempo de sobrevida fue 107.7 y 106.2 meses para los grupos de bajo y alto
riesgo, respectivamente (Tabla 7).

Por su parte, la Figura 10b corresponde a la cohorte de validacién que consta de 104
pacientes con la misma enfermedad mencionada anteriormente. La media del tiempo de
sobrevida fue de 99.3 y 74.1 meses para los grupos de bajo y alto riesgo,
respectivamente (Tabla 7).
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Figura 10. Curvas de supervivencia para las Cohortes de validacion por el método de
Kaplan-Meier. (a) Cohorte de 130 pacientes (P = 0,037) y (b) Cohorte de 104 pacientes
(P=0,035) con punto de corte en la mediana de la puntuacién de riesgo de la cohorte
de descubrimiento. Los grupos de bajo riesgo se encuentran de color azul, mientras
que los de alto riesgo, de color verde.

Se utiliz6 la mediana de la puntuacion de riesgo de la cohorte de descubrimiento como
punto de corte para ambas cohortes de validacién para establecer dos grupos riesgos.

Los valores P fueron 0.037 y 0.035, lo que signific6 que eran estadisticamente
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significativos al ser menores a 0.05. De esta manera, si se pudo diferenciar a los
pacientes en dos grupos de riesgo.

4.2.1.4. Integracioén de la Puntuacién de Gleason

El andlisis multivariado entre la puntuacién integrada de riesgo en base a los niveles de
expresion de genes y la recodificacion de la puntuacion de Gleason, nos otorgé
coeficientes de regresién para analizar la contribucion de cada uno en la nueva
puntuacion integrada (Tabla 8).

Tabla 8. Coeficientes de regresion para la nueva puntuacion integrada de riesgo

Coeficiente de regresion
Puntuacioén de riesgo (PR) 0.770
Gleason recodificado (GR) 1.075

A continuacion, se presenta la Ecuacion 2 que relaciona las dos variables mencionadas

anteriormente para dar como resultado una puntuacion integrada de riesgo:
Puntuacioén integrada = 0.770 * PR + 1.075 * GR (2)

Con la puntuacion integrada de riesgo definida, se calcul6 la mediana en la cohorte de
descubrimiento y se obtuvo un valor de 2.4621. Este valor se utiliz6 como punto de corte
para establecer los grupos de riesgos en las cohortes de descubrimiento y validacion.
Finalmente, se obtuvieron las curvas de supervivencia con el método de Kaplan-Meier
tanto para la cohorte de descubrimiento (Figura 11), asi como para las cohortes de
validacion, para verificar la efectividad del puntaje de riesgo integrado (Figura 12 y 13).
Los valores del coeficiente P fueron menores a 0.05 por lo que los grupos establecidos
con el puntaje integrado en las cohortes de validacién si presentan diferencias en el
desenlace del paciente. En la Tabla 9 se presentan los valores de la media de tiempo

de sobrevida para los grupos de riesgo en cada cohorte.
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Tabla 9: Medias del tiempo de sobrevida para las

puntuacion integrada

cohortes estudiadas empleando la

Media del tiempo libre de
Grupo de NuUmero de
Cohorte : _ recurrencia en meses
Riesgo pacientes
(IC al 95%)
The Cancer Bajo riesgo 227 151.099 (143.251- 158.947)
Atlas Genome
(TCGA Alto riesgo 224 62.027 (53.405 — 70.649)
provisional)
MSKCC Bajo riesgo 93 122.708 (107.952 — 137.464)
(GSE21032) Alto riesgo 37 66.849 (52.154 — 81.543)
MSKCC Bajo riesgo 94 99.662 (91.459 — 107.865)
(GSE54691) _
Alto Riesgo 10 12.415 (3.050 — 21.779)
N\ mE——— Figura 11. Curva de Supervivencia basada
il \-\ en la nueva puntuacion integrada para la
u, .4'?iikv§,g;;:ups cohorte de descubrimiento (457 pacientes
2 o tﬂ H ?§§'§s§:§“:j§ empleados y P < 0.05). El punto de corte
Z» k utilizado fue el valor propio de la mediana de
O 047 esta cohorte. Los grupos de bajo riesgo se
encuentran de color azul, mientras que los
027 de alto riesgo, de color verde.
G
B o RFS ‘(l::zl:\ths) o o
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Figura 12. Curva de Supervivencia
basada en la nueva puntuacién
integrada para la cohorte de validacién
con 130 pacientes (P<0.05). El punto
de corte utilizado fue el valor de la
mediana de la cohorte de

descubrimiento.

Figura 13. Curva de Supervivencia
basada en la nueva puntuacion
integrada para la cohorte de
validacion con 104 pacientes
(P<0.05). El punto de corte utilizado
fue el valor de la mediana de la

cohorte de descubrimiento.



5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Firma prondstico y estimacion mediante el método de Kaplan Meier

La metodologia estadistica reportada previamente por Pinto y colaboradores??, quienes
obtuvieron una firma pronéstica en cancer de mama a partir de la observacion de que
ese cancer se caracteriza por cambios a nivel del sistema inmune, fue modificada en
este estudio para probar la hipotesis novedosa de que cascadas bioquimicas
involucradas con la regeneracion de células madre podrian estar asociados con la
recurrencia en el cancer de préstata. Los tres genes encontrados fueron FZD3, FZD5
(los receptores de clase frizzled 3 y 5), y PLCB2 (fosfolipasa C beta 2) utilizando la
cohorte de descubrimiento. El valor de la relacion de riesgo que se obtuvo para estos
genes es informativo sobre el rol que cumple cada uno de estos donde aquellos que
presenten un HR < 1 tienen un efecto protector, mientras que en el caso de un HR > 1
esta asociado con un peor desenlace (efecto negativo). De esta manera, los genes FZD3
y FZD5 tuvieron un efecto protector, mientras que PLCB2 tuvo un efecto negativo (Tabla
6).

La firma prondstico que se obtuvo a partir de la combinacion lineal de los niveles de
expresion de cada gen con su respectivo coeficiente de regresion proporcioné un puntaje
de riesgo para cada paciente. El valor de la mediana del puntaje de riesgo para la cohorte
de descubrimiento se utiliz6 como punto de corte para dicotomizar a los pacientes de las
otras dos cohortes y asi verificar si nuestra firma prondéstico era valida para una
adecuada identificacion y separacion de pacientes de mejor o peor prognosis. Con el
estimador de Kaplan-Meier se estim0 el tiempo libre de recurrencia y se observé que,
para ambas cohortes de validacion, las curvas de supervivencia presentaban una
separacion estadisticamente significativa (P < 0.05). Con esta informacion, se pudo
dicotomizar adecuadamente a los pacientes en dos grupos: uno de alto riesgo (peor

prognosis) y otro de bajo riesgo (mejor prognosis).

En la Tabla 7 se presentan los valores de la media del RFS con su respectivo intervalo
de confianza al 95% para cada una de las cohortes. Lo resaltante de esta informacion
es que, en promedio, para el caso de la cohorte de descubrimiento, los pacientes con
bajo riesgo podrian vivir aproximadamente el doble de tiempo que aquellos pacientes
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del grupo de alto riesgo antes de que el cancer reaparezca. No obstante, para el caso
de la cohorte de validacion 1, a pesar de que se pudo diferenciar los grupos de riesgo,
ambos presentaban valores de la media de RFS muy cercanos, con lo cual habria una
minima diferencia de tiempo antes de que reaparezca el cancer en los pacientes de alto
y bajo riesgo. Por ultimo, la cohorte de validacién 2 presentd una media de RFS para el
grupo de bajo riesgo de 99.3 meses, mientras que para el grupo de alto riesgo fue 74.1
meses. Esto reafirma que los pacientes de bajo riesgo tendran un mayor tiempo antes

de que reaparezca el cancer.

Para mejorar la identificacion de pacientes de buen o mal prognosis, se incorporé un
pardmetro clinico a la firma pronéstico. El parametro clinico utilizado que se conoce
como la puntuacion de Gleason, es un sistema de clasificacion de la agresividad del
cancer de préstata en base a informacién sobre la estructura celular de regiones de
tumores tomadas en las biopsias. Los pacientes que evaluamos tuvieron valores entre 6
a 10, ya que bajo estas condiciones el tumor es considerado agresivo. La ecuacién
resultante fue el puntaje integrado, la cual tenia una contribucién de los niveles de
expresion de genes (firma prondstico) y una contribucién del parametro clinico. De esta
manera, se calculé nuevamente la puntuacion de riesgo integrado para los pacientes de
la cohorte de descubrimiento. Posteriormente, se calculé la mediana de este puntaje de
riesgo y se utiliz6 como punto de corte para las cohortes de validacion. Nuevamente se
utilizé el estimador de Kaplan-Meier para verificar si la nueva puntacién de riesgo era
adecuada para diferenciar a los pacientes en grupos de buen o mal prognosis. Como se
puede observar en las Figuras 10, 11 y 12, la separacion entre las curvas de
supervivencia se vio mejorada al incluir el parametro clinico. Es necesario mencionar
que los valores de P estuvieron muy por debajo de 0.05, lo cual indicaba que la
separacion de los grupos de riesgo era estadisticamente significativa. De esta manera,
se pudo concluir que con la puntuacion integrada se aumenta la capacidad de discriminar

a los pacientes y dividirlos en dos grupos de riesgo.

Los valores de la media de RFS para los grupos de riesgo presentaron una notoria y
amplia diferencia en todas las cohortes estudiadas (Tabla 9). Para el caso de la cohorte
de descubrimiento, la media de RFS de las pacientes con bajo riesgo fue mas del doble

gue para los pacientes de alto riesgo. De manera similar, sucedié para el caso de la
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cohorte de validacioén, en el cual los pacientes de bajo riesgo presentaban una media de
RFS de aproximadamente el doble al de los pacientes de alto riesgo. La diferencia entre
el RFS de los grupos de riesgo para la cohorte de validacion 2 fue la mas pronunciada:
la media de RFS para el grupo de bajo riesgo fue de 99.7 meses, mientras que para el
grupo de alto riesgo fue de 12.4 meses. Esta informacion indica que los pacientes de
bajo riesgo van a tener en promedio un mayor tiempo antes de que recurran en cancer
y por lo tanto no van a tener que recibir tratamientos tan agresivos. Por su parte, los
pacientes de alto riesgo van a tener que recibir un tratamiento mas personalizado debido

a que es muy probable que recurran en cancer en un menor tiempo.

Este concepto de integrar tecnologias de vanguardia como la transcriptomica y la
robustez analitica de la histopatologia es sumamente novedoso y abre nuevas
oportunidades para mejorar la especificidad de ambos métodos para fines pronésticos y
de ser incorporado en la practica clinica podria precipitar el salto tecnologico necesario

para disminuir la altisima tasa de mortalidad del cancer de prdstata en el Peru.
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5.2. Genes involucrados en las cascadas bioquimicas

El presente estudio se enfocd en evaluar el poder predictivo de recurrencia utilizando
genes relacionados con la regeneracién de células madres. Las cascadas bioquimicas
estudiadas fueron las vias de sefalizacion Wnt y la via que regula la pluripotencia de
células madres. Ambas cascadas estan relacionadas con el mantenimiento de células
madres, lo cual fue determinante para seleccionarlas en nuestro andlisis. De esta
manera, se puede evaluar la hipétesis que estas vias, al verse comprometidas, pueden
resultar en la resistencia de enfermedades neoplasicas después de recibir tratamientos,
como es el caso del cancer de préstata. Los genes seleccionados son nuevos
biomarcadores que seran discutidos en los siguientes capitulos.

5.2.1. TP53

El gen TP53 es el encargado de codificar la proteina p53, la cual cumple el rol de
supresora de tumor. Esto quiere decir que regula la divisién celular al evitar que las

células crezcan o se dividan rapidamente o de una manera descontrolada.

La proteina p53 se localiza en el nucleo de las células y se enlaza directamente al ADN.
Cuando el ADN en una célula es dafiado por algin agente externo (reactivos toxicos,
radiaciéon), esta proteina determina si el ADN sera reparado o la célula dafada se
sometera a apoptosis. Al detener la proliferacion de células con ADN mutado o dafiado,

p53 ayuda a prevenir el desarrollo de tumores.

Las mutaciones somaticas en el este gen son los cambios genéticos mas comunes en
el cAncer humano.®® La mayoria de estas mutaciones cambian un Gnico aminoacido en
la proteina p53, lo cual lleva a la produccién de una versién alterada de la proteina. Esta
proteina no puede controlar la proliferacion celular y es incapaz de activar la apoptosis
en las células mutadas. Como resultado de esto, las células con ADN dafiado pueden

continuar dividiéndose de manera descontrolada, lo que lleva al crecimiento de un tumor.

Por este motivo, es que este gen se ha estudiado mucho como biomarcador para la

enfermedad del cancer.*° En nuestro estudio, se realizé un andlisis preliminar de la base

de datos, el cual seleccion6 al gen TP53 como un buen indicador de pronéstico.** Sin

embargo, con esa firma prondstico no se logré una adecuada separacion de pacientes
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con bajo y alto riesgo. Esto quizas se deba a que estas alteraciones genéticas son mas
frecuentes en estadios avanzados o subtipos de canceres de comportamiento agresivo.
Para un segundo anadlisis, se realiz6 la exclusion de aquellos pacientes con metastasis,
seguido de una exclusion de los genes que presentaran un coeficiente de variacién
menor a 50%. De esta manera, los pacientes seleccionados presentaron un cancer
localizado en la prostata y el gen TP53 fue excluido del analisis. El resultado fue una
firma prondstico sin el gen TP53, la cual tuvo un mejor poder predictivo para la
identificacion de pacientes de bajo y alto riesgo. La exclusion realizada en la cohorte de
descubrimiento fue una medida necesaria, ya que los genes que presentaban una baja
heterogeneidad demostraban que los niveles de expresion de los pacientes estudiados
no variaban lo suficiente como para ser estudiados como marcadores predictivos de

recurrencia.

5.2.2. FZD3YyFZD5

Los genes FZD3 y FZD5 son aquellos que pertenecen a la familia frizzled, los cuales
codifican proteinas que cumplen la funcién de receptor transmembranal. La cascada
bioquimica Wnt se inicia cuando una proteina Wnt se unen al complejo formado por la
proteina receptora FZD y al co-receptor LRP5/6. La sefial resultante en la via candnica
Whnt resulta en la activacién de genes especificos involucrados en la supervivencia,

proliferacion o invasion celular.

Existen diversos estudios que han reportado que estos dos genes presentaron una
regulacién positiva en varios tipos de canceres.*? Para el caso de la proteina FZD3 fueron
cancer de pulmén, leucemia primaria agua y linfoblastica, mieloma linfoma y sarcoma de
Ewing. Por otro lado, esta condicion se presenté en carcinoma de células renales y en

tejidos de cancer de préstata avanzado para el caso de FZD5.

En el caso de leucemia linfocitica cronica, FZD3 activo varias vias de sefalizacion Wnt/
beta-catenina en presencia de Wnt3 y LRP6. Para el caso de cancer de mama, FZD3
activo la via de sefializacion Galpha(s) / cAMP/ PKA en presencia de Wnt5a e inhibio la
migracion celular. Estos estudios muestran que FZD3 puede activar o inhibir a las células

cancerigenas en presencia de ligandos y LRP.*?
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FZD5 ha sido estudiado para casos avanzados de cancer de prostata. Un estudio reporta
que existe una alta expresion del lingados WNT5A al igual que la proteina FZD5.%% Esto
indica que los genes involucrados en la via de sefalizacion Wnt tienen una alta

regulacion, a diferencia de un tumor primario de prostata.

Estos biomarcadores ya han sido considerados como potenciales biomarcadores
terapéuticos para tratamientos de cancer o como indicadores de canceres avanzados.
El aporte de nuestro estudio es vincular y utilizar estos genes como biomarcadores sobre
recurrencia. De esta manera, se logra mejorar la funcion de los marcadores, ya no solo
para cancer de pristata avanzados, sino para poder diferenciar entre pacientes, en un
estadio temprano, aquellos que tengan un mejor o peor pronéstico y que el médico
determine las terapias idéneas.
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5.2.3. PLCB2

El gen PLCB2 codifica a una proteina clave en el metabolismo de los lipidos de inositol.
Esta proteina se conoce como fosfolipasa C 32 y se encarga de catalizar la hidrolisis del
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato a los segundos mensajeros inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3)
y diacilglicerol. Desempefia un papel crucial en multiples vias transmembranales de
transduccién de sefiales que regulan numerosos procesos celulares, que incluyen

proliferacion y motilidad.

Los pocos estudios realizados sobre esta proteina han sido realizados en lineas
celulares de cancer de mama.** A partir de este estudio se conoce que la enzima cumple
una funcion estructural ya que tiene un rol en el mecanismo de transduccion responsable
de la morfologia de la célula. Los fosfoinositidos regulan la actividad de las proteinas de
union a las actinas durante los cambios del citoesqueleto que conducen a la migracion.
De esta manera, la regulacion positiva de esta enzima genera una mayor concentracion
de estos metabolitos, lo cual va a generar un control desregulado del citoesqueleto de

actina; y como consecuencia habra una mayor motilidad e invasion celular.

Lo mencionado anteriormente puede ser de mucha utilidad al momento de estudiar
biopsias de tejido prostéatico, ya que la informacion que nos proporcione el puntaje de
Gleason se podria complementar con la distribucién topografica de estos metabolitos. El
uso de MALDI IMS podria ser de utilidad para estudiar las biopsias de tumor, para
incorporar informacion dimensional con informacion molecular. EI aumento de la
resolucion de los estudios histologicos proporcionaria una adecuada diferenciacion entre
un cancer primario o metastasico, lo cual seria de suma utilidad al momento de
seleccionar las terapias adecuadas para el paciente. De esta manera, un
aproximamiento al estudio de biopsias de tumor mediante pardmetros moleculares
mejoraria el diagnéstico de los pacientes ya que se llegaria a una clasificacibn mas

acertada del estadio del tumor o el grado de metastasis.
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5.2.4 Vinculacion de los genes identificados

Los tres genes identificados (FZD3, FZD5 y PLCB2) se introdujeron a una herramienta
bioinformatica conocida como STRING* para observar la correlaciéon entre las proteinas
asociadas a estos genes entre si y como afectan la cascada bioquimica. La Figura 14

muestra las asociaciones entre proteinas que se lograron identificar.

PLCB2

Figura 14. Red funcional de asociacién de proteinas al introducir los genes FZD3,
FZD5 y PLCB2 a la base bioinformatica de STRING.

Las proteinas Wnt comprenden una amplia familia de moléculas de sefalizacion que
orquestan e influyen en una gran variedad de procesos biolégicos y de desarrollo celular.
Estas proteinas interactian con los receptores Frizzled a través de sus dominios ricos
en cisteinas en el extremo N de los receptores, lo cual lleva a la iniciacion de las distintas
vias de sefializacion hacia adentro de la célula gracias a la proteina de unién a
nucleétidos de guanina (proteina G), la cual es codificada por el gen GNAQ. Esta
proteina heterotrimérica esta compuesta por tres subunidades (Ga, GB y Gy) y se
encuentra acoplada a los receptores transmembranales.*® La activacién del receptor
cataliza el intercambio de GDP por GTP unido a la subunidad a inactiva de la proteina
G en el lado intracelular de la membrana. El resultado es un cambio conformacional y
una disociacion del complejo en una subunidad a activa y un dimero B-y. La presencia
de estas moléculas continGia activando distintos efectores posteriores, tal es el caso de
las enzimas fosfolipasas C. Este es uno de los efectores que regula las concentraciones
intracelulares de los mensajeros secundarios como el diacilglicerol y que conducen a
una respuesta fisiolégica.*®
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Este modelo permite vincular las proteinas asociadas a los genes identificados en
nuestro estudio para la obtencién de la firma pronéstico. Como ya se sabe, la
comunicacion celular mediada por Wnt y Fzd es crucial para el desarrollo embrionario
apropiado y la diferenciacion de células madre. También en el organismo adulto, las
células madre estan reguladas por WNT y también estan surgiendo investigaciones que
surgieren que las Wnt tienen un papel importante en la regulacion de la fisiologia
basica.*” De esta manera, podemos evaluar e identificar algunas partes de las cascadas
bioguimicas involucradas para proponer potenciales agentes terapéuticos que

interrumpan la auto-renovacion indefinidas de células cancerigenas.
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CONCLUSIONES

La informacion clinica y los niveles de expresion de genes de los pacientes con
adenocarcinoma primario de préstata de la cohorte de descubrimiento permitio la
identificacion de tres genes como potenciales biomarcadores genémicos

asociados a la sobrevida libre de recurrencia.

Con los biomarcadores identificados se obtuvo una firma prondstico que se utilizé
para calcular un puntaje de riesgo para cada paciente. El valor de la mediana de
la firma prondstico se utiliz6 como punto de corte en las cohortes de validacion
para dicotomizar a los pacientes en grupos de alto y bajo riesgo. Aquellos
pacientes que estuvieron por debajo del valor de la mediana fueron considerados
de bajo riesgo, mientras que aquellos que estuvieron por encima fueron

considerados de alto riesgo.

El estimador de Kaplan-Meier permitié validar nuestra firma prondstico ya que
estadisticamente se pudo diferenciar ambos grupos de riesgos en las dos
cohortes de validacion empleadas. De esta manera, se concluye que nuestra
firma prondstico permitiria diferenciar aquellos pacientes de bajo y alto riesgo de
recurrir en cancer, con el propésito de asignarles las terapias adecuadas para su

tratamiento.

Por ultimo, se logré incorporar el parametro clinico de la Puntuacion de Gleason
a la firma en base a informacion genética, de manera que se obtuvo un puntaje
integrado de riesgo utilizando nuevamente la cohorte de descubrimiento. La
mediana del puntaje de riesgo integrado se utilizd para separar a los pacientes
en dos grupos de riesgo. La ventaja de incorporar este parametro clinico es que
aumenta el poder de discriminar a los pacientes con mejor o peor prondstico.
Finalmente, se logré validar el puntaje integrado con el método de Kaplan-Meier,
lo cual nos indic6 que es un puntaje de riesgo adecuado y robusto para
determinar que pacientes tiene una alto o bajo riesgo de recurrir en cancer de

prostata.
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Los biomarcadores gendmicos que se determinaron en este trabajo podrian ser
vinculados con biomarcadores metabolémicos para estudios en base a tejidos.
En este sentido, lo que se podria realizar para un posterior estudio seria la
determinacion de estos metabolitos presentes en biopsias de tumor mediante el
uso de la técnica de imagenologia por espectrometria de masas. El propésito de
esto seria estudiar las biopsias y vincular la informacion molecular con la
dimensional. De esta manera, se podria obtener una mejor resolucion en los

estudios histolégicos.

La identificacibn de estos marcadores permitirA que estudios posteriores
identifiquen posibles agentes terapéuticos para interrumpir la auto-renovacion
indefinida de células cancerigenas en préstata, de manera que se evite la

recurrencia de esta enfermedad neoplasica.
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