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Caracterización de células tumorales circulantes de cáncer de próstata

Resumen

Introducción: El cáncer de próstata (CaP) es un problema de salud pública

mundial. Las Células Tumorales Circulantes (CTCs) son atractivos biomarcadores

para realizar abordajes clínicos precisos emitiendo resultados diagnósticos,

pronósticos y de personalización de tratamientos; estás células guardan una

proporción de una célula tumoral por cada billón de eritrocitos, es por ello que su

estudio representa importantes desafíos tecnológicos. Por otro lado, en México

son escasos los estudios que analicen características genéticas de la población

afectada por este tumor; en el presente trabajo contribuimos a la caracterización y

aplicación de una prueba piloto de aislamiento y enumeración de CTCs de

pacientes con CaP y realizamos a la par la búsqueda de las variantes genéticas

A49T y V89L de la enzima esteroidea 5 alpha-reductasa 2, así como sus posibles

implicaciones clínicasen los sujetos de estudio. Materiales y métodos: El

aislamiento de CTCs se realizó utilizando el nuevo dispositivo de microfiltración

Cytocatch® empleando 7.5 mL de sangre; la eficiencia de captura fue realizada

empleando las líneas celulares PC-3, LNCaP, DU145 y VCaP. El estudio piloto se

realizó incluyendo una pequeña cohorte de casos de CaP metastásico y hombres

sanos menores a 60 años en donde las CTCs fueron identificadas como células

nucleadas PSMA+/CK+/CD45-, PSMA-/CK+/CD45- y PSMA+/CK-/CD45-;

finalmente, realizamos una prueba de concepto de caracterización molecular de

células tumorales buscando la mutación T878A presente en la línea celular

LNCaP. Por otro lado, la genotipificación de las variantes genéticas fue realizada
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mediante una PCR en tiempo real utilizando sondas TaqMan. Resultados: La

caracterización de la nueva plataforma de microfiltración mostró que las

condiciones óptimas para la separación de CTCs se lograron utilizando una

membrana porosa de 7 μm de tamaño de poro a un flujo de 2 mL/min; la eficiencia

de captura calculada bajo estas condiciones fue del 93%-99%, con una pureza del

0.2% sin encontrar diferencia entre las líneas celulares. Para el estudio piloto de

CaP, incluimos 8 casos de pacientes metastásicos y 8 hombres sanos. Las

identificaciones nos permitieron determinar la mediana de 5 CTCs/mL de sangre

(3-8 CTC/mL) para los controles, siendo este resultado la base para establecer el

punto de corte de esta tecnología en 10 CTCs/mL de sangre; por otro lado, para

los pacientes encontramos una media de 21 CTCs/mL (12-35 CTC/mL) con una

diferencia estadística entre ambos grupos de p<0.0001; logramos establecer una

prueba de concepto identificando una mutación de resistencia terapéutica en las

línea celular LNCaP a un nivel de 6 células tumorales por mililitro de sangre. Para

la genotipificación, realizamos un estudio de casos y controles donde incluimos

101 y 100 sujetos, respectivamente. No encontramos asociación entre el

desarrollo de cáncer y las variantes A49T y V89L; sin embargo, encontramos un

riesgo incrementado para el desarrollo de CaP y el uso de tabaco así como la

exposición a la biomasa. Conclusiones: Se logró implementar una metodología

para la separación y enumeración de células tumorales circulantes empleando una

nueva plataforma de microfiltración celular, así como la identificación de un par de

variantes genéticas de cáncer de próstata en población mexicana.
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Caracterización de células tumorales circulantes de cáncer de próstata

Capítulo 1

1. Introducción.

El cáncer de próstata (CaP), es un problema de salud pública mundial. La

Organización Mundial de la Salud, a través de la Agencia Internacional para la

Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés), estimó para el año 2018

una incidencia de 1.3 millones de nuevos casos y 359,000 muertes. Las

estadísticas mostradas por la IARC, posicionaron al CaP como el segundo cáncer

más frecuente entre los hombres (1).

Para el año 2018, el CaP fue el tumor de mayor prevalencia entre los

hombres mexicanos con 25,000 casos nuevos (en 2014, se reportaron 14,016

casos) y el de más alta mortalidad con 6,915 decesos. En nuestro país, este tumor

produce la mayor cantidad de muertes entre la población mexicana, superando en

número de los de mama y cérvico-uterino (1).

Ahora bien, el Estado de Nuevo León no cuenta con un estudio actual que

muestre la incidencia y mortalidad que genera el CaP. Existe un antecedente de

nuestro grupo de trabajo donde se realizó una campaña de tamizaje a través de la

detección del antígeno prostático específico (PSA, del cual se hablará en el

apartado de métodos de diagnóstico) donde de 973 sujetos tamizados se lograron

detectar 55 pacientes con CaP (2).
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1.1 Histología del cáncer de próstata

La histopatología del CaP lo categoriza en 5 grupos: adenocarcinomas

acinares, ductales, de células pequeñas, células escamosas y células

transicionales. El adenocarcinoma acinar es el tipo histológico que ocupa el 90%

de los diagnósticos. La tabla número 1 resume una descripción general de los

tipos de CaP que existen (3).

Tabla 1. Tipos histológicos y características generales del CaP.

Tipo Descripción Porcentaje

Adenocarcinoma

Acinar

Desarrollado en las células

glandulares.

90%

Adenocarcinoma

Ductal

Crece a partir de las células

ductales de la próstata.

10%

Células pequeñas Tipo neuroendocrino.

Crecimiento acelerado y con

características agresivas.

Células

escamosas

Crece a partir del epitelio que

reviste la glándula prostática.

Células

transicionales

Generalmente inicia en el

tejido adyacente a la próstata

o en la vejiga y causa

diseminación a próstata
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Es importante resaltar que el crecimiento de los tipos tumorales distintos al

adenocarcinoma acinar es rápido y con características de mayor agresividad.

Acompañado a la clasificación histológica, los patólogos expertos en los tumores

urológicos deben determinar el grado de diferenciación celular de un CaP, esto se

realiza mediante la escala Gleason, la cual data de la década de 1960 (4, 5).

Previamente se ha mencionado que la escala Gleason determina el grado

de diferenciación glandular de la próstata y el patrón de crecimiento que tiene

hacia el tejido estromal, tal y como se ilustra en la figura número 1.

Figura 1. Características tumorales de la estadificación Gleason (6): Se

observan 1) formas nodulares con bordes bien definidos, células ovales y
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glándulas de tamaño uniforme; 2) masas menos diferenciadas y circunscritas

compuestas por células ovales separadas con variaciones de tamaño y forma; 3)

masas y cilindros con bordes redondeados e infiltrantes, así como glándulas

sencillas separadas con forma y tamaño variable en donde se distinguen formas

angulares y retorcidas con amplia separación del estroma; 4) se observa una

tumoración de forma entrecortada e infiltrante con glándulas fusionadas con alta

permeabilidad hacia el estroma; 5) formaciones de cilindros redondeados y masas

sólidas o cribiformes con necrosis central.

Tanto al grado de diferenciación glandular del tejido prostático (grado de

patrón primario), como el patrón de crecimiento rumbo al estroma (grado de patrón

secundario) de la próstata, se les asignan los valores mencionados de 1 a 5 y son

sumados. Por ejemplo si el grado de diferenciación glandular de una biopsia

prostática es 5 y el crecimiento hacia el estroma es de 4, estaríamos hablando de

un CaP con un valor de Gleason 9 (5+4). El grado de patrón primario es el área

predominante en la biopsia y si es el único presente o bien si el patrón de

crecimiento secundario está en una proporción menor al 3%, el valor de Gleason

debe ser multiplicado por un factor de 2 (6).

1.2 Factores de riesgo

Según las guías de la Sociedad Americana de Cáncer (7), existen algunos

factores de riesgo bien conocidos para el CaP:

 Edad

 Origen étnico
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 Factores hormonales

 Factores genéticos

 Factores ambientales

1.2.1 Edad

La mayoría de los CaP tienen como particularidad una lenta progresión

(mayor al 90% de los casos) y en general se presentan en edades no menores a

50 años; es bien sabido que la próstata es un órgano que inicia un crecimiento

acelerado hacia la cuarta década de vida. Es por eso que para hombres sin

antecedentes familiares de CaP o de alguna condición genética que pudiera

promover su desarrollo, se recomienda que a partir de los 50 años se realicen al

menos una prueba de tamizaje como el antígeno prostático específico (PSA, por

sus siglas en inglés); países como Estados Unidos o algunos de Europa tienen

intensas campañas de tamizaje orientadas a hombres de esa edad (8).

1.2.2 Origen étnico

La carga genética provista por la diversidad étnica de las poblaciones

alrededor del mundo es un factor de riesgo importante para la presentación del

CaP. Es bien sabido que los hombres de origen afroamericano tienen un riesgo

incrementado sobre los caucásicos americanos de padecer CaP (9), lo mismo

sucede para hombres de raza negra provenientes de poblaciones jamaiquinas y

brasileñas, siendo esta última el resultado del mestizaje entre amerindios,

europeos y grupos americanos (10, 11).
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El CaP no sólo se remite a este tipo de poblaciones; estudios realizados en

Europa muestran que algunas regiones tienen tasas variables de incidencia de

CaP. Los países del centro, este y sur del continente europeo se distinguen por

tener tasas de incidencia, por cada 100,000 habitantes, menores a 78.7,

destacándose Moldavia y Ucrania con incidencias del 23.3 y 27.7,

respectivamente. El lado opuesto radica en los países del norte y noroeste

europeos, donde las tasas de incidencia se incrementan dramáticamente a partir

de los 122.6 casos por cada 100,000 habitantes siendo Irlanda el país con más

alta incidencia de CaP en Europa con un valor de 183.1 (12).

Desafortunadamente, para nuestra población no hay un estudio que

relacione las nuestras características étnicas con el CaP, recordando que somos

producto del mestizaje con población española por lo que existe una enorme

variabilidad genética entre los hombres mexicanos (13).

1.2.3 Factores Hormonales

Los niveles hormonales en CaP son un punto a discusión entre los médicos

urólogos, ya que hay bibliografía que apunta que elevados niveles de testosterona

incrementan el riesgo de un crecimiento acelerado de la próstata, de manera

inversa también se ha visto que tumores cuyos pacientes tienen bajos niveles de

testosterona podrían estar implicados en el desarrollo de tumores más agresivos

(14, 15).
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1.2.4 Factores genéticos

La asociación entre los factores genéticos y el CaP ha sido descrita con

relación a su agresividad. Se sabe que existe una predisposición genética a

padecer CaP en aquellos hombres portadores de mutaciones en genes implicados

en la reparación del DNA. Esta predisposición está íntimamente relacionada con la

aparición de CaP metastásico resistente a castración (mCRPC, por sus siglas en

inglés), lo cual es un indicador del grado de severidad del tumor. Esto viene

demostrado por un estudio dirigido por Pritchard y colaboradores (2016) en el cual

secuenciaron el DNA de 692 pacientes con mCRPC provenientes del Reino Unido,

los cuales documentaron registros de historial familiar de cáncer a la edad del

diagnóstico. Los autores encontraron que el 11.8% de los pacientes (82/692)

tuvieron al menos una mutación presente en alguno de los genes de reparación de

DNA, sobresaliendo BRCA2 (37 pacientes), ATM (11 pacientes), CHEK2 (10

pacientes), BRCA1 (6 pacientes), RAD51D (3 pacientes) y PALB2 (3 pacientes)

(16).

Mucci y colaboradores (2016) presentaron un interesante estudio para

determinar el riesgo heredable de cáncer en general entre gemelos provenientes

de población nórdica, encontrando para el de próstata una probabilidad de

padecerlo del 57% (95% IC, rangos que van del 51%-63%). Además, los autores

encontraron que para aquellos gemelos monocigotos (197 casos) y dicigotos (148

casos) el tiempo que transcurrió entre un diagnóstico y otro fue de 3.7 años y de

6.1 años (valor de p=0.008), respectivamente (17).
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En un estudio de consejo genético presentado por Giri y colaboradores,

muestran el caso de un paciente de 61 años diagnosticado con CaP (Gleason 6) el

cual presenta un historial familiar de distintos tipos de cáncer (probable síndrome

de Lynch), tal y como se puede observar en la figura número 2.

Figura 2. Árbol genealógico de un paciente con CaP. Historial familiar de

cánceres de próstata, útero, colón y otro no especificado; el paciente con ancestría

paterna francesa y alemana por parte materna (18).

Existen además reportes de otros genes potencialmente involucrados en el

desarrollo del CaP, los cuales serán abordados posteriormente  en el punto 1.5

(Medicina de precisión y la ciencia translacional).
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1.2.5 Factores ambientales y estilo de vida.

Se han reportado diversos factores alrededor del estilo de vida de los

hombres latinos que aportan un incremento en el desarrollo del cáncer; destacan

entre ellos el contenido de grasa corporal, el consumo de alcohol y carnes rojas,

los niveles séricos de calcio, licopenos y vitamina D (19).

Por otro lado, se ha considerado que la exposición a fuentes de

xenobióticos tales como  al humo proveniente de quema de leña o carbón, así

como de combustibles asociados a actividades de granja promueven el desarrollo

de distintios tipos de cáncer, siendo estas actividades englobadas como

exposición a la biomasa (20). Además, se ha visto que el consumo de tabaco

ocasiona un leve incremento en el desarrollo de CaP (21).

1.3 Métodos de diagnóstico del CaP

Sin duda alguna la batalla contra el cáncer depende, en gran medida, del

desarrollo de métodos de diagnóstico exactos y precisos, ya que con ello se

pueden establecer oportunas campañas de tamizaje. Así, los sistemas de salud

podrían establecer algoritmos de control que permitan tener una vigilancia activa

para aquellos pacientes con un riesgo de padecer algún tumor.

El CaP es una prioridad dentro de nuestro sistema de salud nacional,

mejorando los actuales métodos disponibles en el mercado y con activos

programas de vigilancia que permitiera tener monitoreados a los sujetos

predispuestos a él. En este sentido, durante el año 2017 se aprobó la Norma

Oficial Mexicana NOM-048-SSA2-2017, para la prevención, detección,
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tratamiento, vigilancia epidemiológica y promoción de la salud sobre el crecimiento

prostático benigno y el cáncer de próstata. Se espera que cada vez sean mayores

las campañas preventivas para el CaP y que con ello puedan disminuir las cifras

epidemiológicas detalladas previamente.

Los métodos que se ofrecen como diagnóstico y pronóstico de CaP son el

antígeno prostático específico (PSA, por sus siglas en inglés), el tacto dígito rectal

(DRE, por sus siglas en inglés) y el ultrasonido transrectal, así como la biopsia

transrectal para determinar si hay o no un tumor de próstata, siendo esta última el

estándar de oro para el diagnóstico. Otro método, con alto costo, que actualmente

promete afinar las biopsias prostáticas es la Resonancia Magnética Nuclear

(RMN). La figura número 3 muestra un diagrama de flujo general de cómo se

maneja el CaP desde las cuestiones de tamizaje hasta los aspectos generales de

tratamiento y seguimiento (22).

1.3.1 Antígeno prostático específico

Las limitantes en los métodos de detección disponibles y la falta de pruebas

con suficiente sensibilidad y especificidad, hicieron que distintos grupos de

investigación buscarán biomarcadores para esta enfermedad. Hay que recordar

que un biomarcador es un parámetro medible de laboratorio que refleja el curso

fisiológico de una enfermedad (23).
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Figura 3. Esquema general desde el tamizaje hasta el manejo del paciente

con CaP. Nota: cores positivos se refiere al número de piezas biopsiadas a un

paciente para determinar la presencia o no de cáncer.
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La primera aplicación publicada para el PSA data de 1982, donde los

investigadores buscaron su localización mediante pruebas de inmunoperoxidasa

en casos de cánceres metastásicos de origen desconocido, con el objetivo de

identificar aquellos en los que el CaP es el causante del tumor primario; los

autores ya señalaban una fuerte correlación entre los valores de Gleason y la

presencia (no cuantificable) de PSA (24).

El PSA es una enzima de 30 kDa derivada de la familia de la calicreína 3-

peptidasa (KLK3). Bajo condiciones patológicas (no necesariamente cáncer), las

células del epitelio prostático sintetizan PSAy lo liberan al medio extracelular (25).

La tabla número 2 muestra los niveles aceptables de PSA en hombres sanos de

distintos grupos de edad.

Tabla 2. Comparación entre los valores normales de PSA de acuerdo a los

grupos de edad comparados (26).

Grupo de edad (años) Valor normal del PSA (ng/mL)

30 – 49 0.6 – 0.78

50 – 59 0.7 – 1.23

60 – 64 1.2

65 – 69 1.43

Un estudio elaborado por Loeb y colaboradores (2006) analizó los valores

de PSA de un total de 13,943 hombres, reclutados entre los años 1991 – 2001; el

análisis realizado por los autores determinó que aquellos hombres menores de 60
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años que tuvieran un PSA >2.5 ng/mL tuvieron un riesgo incrementado de padecer

CaP con el paso de los años, por lo que valores por debajo del número que ellos

determinaron se consideran normales para un hombre de estas edades (27)

Como se observa en la tabla 2, los valores de PSA comienzan a

incrementarse a partir de la quinta década de la vida, por lo que es recomendable

realizarse la detección del PSA cada dos años si el sujeto no tiene antecedente de

algún factor de riesgo. En caso de tener antecedentes familiares de CaP, se

recomienda iniciar su detección a partir de los 40 años.

Ahora bien, valdría la pena el análisis de qué tanto beneficio ha traído el

tamizaje del CaP mediante el uso del PSA. Desde su aprobación por la Food and

Drug Administration (FDA) en 1994, el PSA ha tenido un extenso uso en EUA ya

que su objetivo primordial es el diagnóstico temprano del CaP (28).

El efecto inmediato del uso del PSA como método de tamizaje en EUA fue

el sobrediagnóstico y el sobretratamiento frente al CaP, hecho que no ha venido a

retribuir en una disminución en su mortalidad. En EUA, y contrario a lo que

señalan otros trabajos, se considera un umbral normal para el PSA en un valor de

4 ng/mL (29).

Un estudio publicado por Center y colaboradores (2012) hizo un extenso

análisis de la incidencia del CaP a lo largo de distintos países de los cinco

continentes, lo más relevante del caso fue que en EUA el 42% de los CaP

diagnosticados se debieron a la detección de los niveles altos de este

biomarcador, mientras que en Europa sólo el 23% de los casos de CaP fueron
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diagnosticados por la presencia del PSA. Otro dato relevante es que el PSA

incrementó el diagnóstico de CaP, comparado con el DRE, en un valor del 81% en

países Nórdicos, EUA, Canadá y Australia (países con altos índices de desarrollo)

(30).

1.3.2 Tacto Dígito Rectal

La práctica clínica de utilizar el DRE como prueba para la evaluación del

tamaño prostático y su relación con la existencia del CaP es bastante antigua;

Kauffman y colaboradores (1954) realizaron un estudio de 110 pacientes con CaP,

siendo posible en 81 de ellos (74%) palpar una próstata anormal a través del DRE

(31).

Un macro estudio realizado por Halpern y colaboradores (2016) que incluyó

el tamizaje de 35,350 hombres durante el período de 1993 – 2001 y con un rango

de edades entre los 55 – 74 años, se encontró que 3,265 (9.2%) tuvieron un DRE

anormal y de ellos sólo 1,612 desarrollaron CaP, tomando en cuenta sólo aquellos

hombres donde pudo ser detectado el tumor y ser relacionado con el resultado del

DRE; sin embargo, los autores señalan que el DRE per se es capaz de detectar el

CaP (32).

Isaa y colaboradores (2006) realizaron un estudio en pacientes

norteamericanos referidos para biopsia prostática. Los autores realizaron el DRE y

determinaron que el valor predictivo para CaP que emite un DRE anormal es

altamente variable con rangos entre el 14% - 81%, dependiendo de las

características de los pacientes analizados (33).
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El DRE, además de sus ventajas en el diagnóstico y sus limitaciones

clínicas (por contradictorio que parezca), tiene un problema en cuanto a su uso:

los efectos psicológicos que le rondan como barrera en la inclusión de más

hombres en los métodos de tamizaje para el CaP (34).

1.3.3 Biopsia prostática

El estándar de oro para el diagnóstico de cualquier tipo de cáncer, es el

análisis y correcta clasificación patológica de una biopsia de tejido, ya que con ella

se puede establecer el grado de avance y, en algunos casos, la presencia de

algún marcador celular que permita establecer una terapia farmacológica.

En el caso del CaP, la biopsia se hace tradicionalmente posterior al

hallazgo de un elevamiento en el PSA, un DRE anormal, considerar la edad y

algunos otros parámetros clínicos como la presencia de infecciones o bien

factores heredofamiliares. Al paciente que es referido para la toma de una biopsia,

se le admnistra una terapia profiláctica con antibióticos (generalmente

ciprofloxacino) y se le aplica anestesia local, ya que la biopsia se realiza a través

de punciones que atraviesan el recto (bien llamada biopsia transrectal o BTR) y se

toman de 10 a 14 cores (puntos anatómicos de la toma de la muestra; en nuestro

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” se toman 12 cores) en área

predefinidas en la periferia de la glándula, todo ello guiado por un ultrasonido

transrectal. Hoy en día, la medicina está apoyándose en el uso de resonancia

magnética multiparamétrica para la toma de biopsias guiadas, siendo posible

encontrar sitios bien definidos con lesiones y a partir de ellas tomar la biopsia
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prostática, se piensa que con ello pudieran disminuir el número de cores que se

toman para la realización del estudio (29). Una vez realizada la toma de estas

biopsias, el proceso que se sigue es su inclusión en parafina para el análisis por

patólogos expertos que observan el grado de diferenciación celular y emiten un

diagnóstico a través de su clasficación histológica y escala Gleason, así como el

porcentaje de cores positivos para dicho diagnóstico.

1.4 Manejo y decisiones clínicas para el tratamiento del CaP

La práctica clínica encuentra en el CaP un tumor, en general, de lenta

progresión, con escasa sintomatología que alerte a los hombres de su presencia.

Los médicos urólogos basan los tratamientos contra el CaP de acuerdo a las guías

provistas por el National Comprehensive Cancer Network® (NCCN®) (22).

En primer punto, el manejo terapéutico contra el CaP se realiza

estratificando a los pacientes en grupos de riesgo, los cuales dependen del

estadio clínico T, el DRE, estudios de radio imagen, niveles de PSA y por

supuesto el valor Gleason del tumor. Los enfoques de este manejo incluyen a la

cirugía, radioterapia, la vigilancia activa (con intervención quimioterapéutica si el

cáncer progresa), observación del paciente (monitoreo de la enfermedad y terapia

paliativa) y terapia de deprivación androgénica (ADT, por sus siglas en inglés).

El objetivo principal de todo tratamiento contra el cáncer es lograr la

remisión clínica de los pacientes, asumiendo una respuesta favorable del

tratamiento que evite su evolución a un estado metastásico; sin duda la respuesta

favorable depende de las características moleculares del tumor que afecte a los



19

pacientes. En la figura 4, Lorente y colaboradores muestran los hechos ocurrentes

típicos en el desarrollo de mCRPC; los autores han catalogado la enfermedad en

tres fases: 1) no metastásica, asintomática y no detectable; 2) metastásica,

asintomática y con baja progresión a hueso; y 3) metastásica, sintomática con la

progresión a hueso o a vísceras

Figura 4. Progresión típica de un cáncer de próstata metastásico resistente a

la castración. En esta figura pueden observarse las tres fases típicas de este

nivel de progresión, así como las opciones existentes de tratamiento para estos

pacientes (35).

El mCRPC es definido como una forma severa y resistente a las terapias

hormonales del CaP, posterior a deprivación androgénica ya sea química o

quirúrgica, donde se presenta una elevación considerable en los niveles de PSA

(36). El tratamiento es más bien paliativo, ya que hay pocas expectativas de cura.
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Hay pocos estudios que muestren la epidemiología del mCRPC. Hirst y

colaboradores (2012) realizaron un estudio en el Reino Unido, evaluando la

epidemiología del mCRPC; los autores identificaron en una población de 11,600

casos de pacientes con castración, que 3277 pacientes (28%) desarollaron

mCRPC (37).

Sin embargo, para tener una mejor comprensión de estos mecanismos de

resistencia terapéutica, es necesario revisar cómo son las rutas de crecimiento

celular en la próstata. Estás rutas dependen enteramente de la disposición de

andrógenos, principalmente testosterona para su proliferación (38, 39). La figura

número 5 muestra un bosquejo simplificado de la ruta de acción de los

andrógenos.

Figura 5. Mecanismo general de acción de andrógenos (Axis del receptor de

andrógenos). Imagen propia.
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También conocido como el axis del receptor de andrógenos (AR), esta ruta

inicia cuando la testosterona libre llega a las células prostáticas y entra a las

mismas a través de procesos de difusión de membrana. Una vez dentro, es

convertida en dihidrotestosterona (DHT) a través de la enzima esteroidea 5 alpha-

reductasa 2 (40-42). La DHT es el metabolito activo a través del cual inicia la

cascada de señalización del AR. El complejo formado entre DHT-AR se dimeriza

con otra molécula igual e inician su viaje hacia el núcleo celular, en donde

mediante los dominios de unión a DNA del AR se inicia un cambio en la expresión

génica que permite la proliferación y superviviencia celular, así como la expresión

de proteínas tales como el PSA (40).

Algunas variantes sobre la secuencia genómica del gen SRD5A2 confieren

el efecto de alterar la actividad catalítica de la enzima esteroidea 5 alpha-

reductase 2, lo cual tiene el potencial de propiciar el desarrollo de CaP (43-46). En

este contexto, se han estudiado algunas variantes con este efecto, tales como las

repeticiones de los dinucleótidos TA en la región 3´-UTR de la secuencia del

mensajero (47, 48), rs9332964 (49, 50), rs928258 (44) and rs523349 (51, 52). Las

variantes rs928258 y rs523349 han sido tamizadas en distintos grupos étnicos,

observándose efectos diferentes.

La variante rs9282858 (p.Ala49Thr o A49T) resulta de la sustitución de un

sólo nucléotido, una G por una A (GCC/ACC), causand un cambio aminoacídico

de una alanina por una treonina. Se ha reportado que este cambio incrementa la

actividad enzimática en 5 órdenes de magnitud (49, 53). La base de datos

ENSEMBL reporta esta variante como a) benigna en ClinVar, b) deleterea en
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SIFT, c) benigna en PolyPhen, y d) altamente benigna

CADD(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Mappings?db=core;r=2:31

580256-31581256;v=rs9282858;vdb=variation;vf=57248637).

La variante rs9282858 (p.Ala49Thr o A49T) resulta de la sustitución de un

sólo nucléotido, una G por una A (GCC/ACC), causand un cambio aminoacídico

de una alanina por una treonina. Se ha reportado que este cambio incrementa la

actividad enzimática en 5 órdenes de magnitud (49, 53). La base de datos

ENSEMBL reporta esta variante como a) benigna en ClinVar, b) deleterea en

SIFT, c) benigna en PolyPhen, y d) altamente benigna en CADD

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Mappings?db=core;r=2:3158025

6-31581256;v=rs9282858;vdb=variation;vf=57248637).

Por otro lado, la variante rs523349 (p.Val89Leu o V89L) resulta de la

sustitución de un solo nucléotido, una C por una G (CTA/GTA), causando el

cambio aminoacídico de una valina por una leucina. Se ha reportado que este

cambio de aminoácido influye en una reducción de la actividad enzimática del 30%

(49, 51, 54). En el mismo sentido, la base de datos ENSEMBL reporta esta

variante como a) benigna en ClinVar, b) sustitución tolerada en SIFT, c) benigna

en PolyPhen, y d) probablemente benigna en CADD

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Mappings?db=core;r=2:3158013

6-31581136;v=rs523349;vdb=variation;vf=54157055).

Al igual que otras enfermedades, los hallazgos moleculares encontrados en

poblaciones de descendientes Europeos no pueden asumirse iguales para otros
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grupos étnicos. En vías implementar un modelo de medicina de precisión, es

necesario llevar a cabo estudios de genotipificación de variantes en los grupos

étnicos de interés, ya que hasta la fecha los datos de poblaciones no Europeas

siguen siendo escasos (55).

La población Mexicana es genéticamente diversa (56); por lo tanto, es

necesario un estudio más detallado de la estructura geográfica de la población que

permita conocer la frecuencia y prevalencia de las enfermedades fenéticas de las

poblaciones nativas y mestiza de México (13, 56, 57). En enfermedades como el

CaP, está información podría ser de utilidad para su diagnóstico, pronóstico y

tratamiento (13, 56).

En nuestro país, ese han llevado a cabo estudios previos de tamizaje de

variantes genéticas; sin embargo, estos estudios s ehan limitado a la búsqueda de

variantes sobre los genes AR, VDR (58), VEGF (59), ATP6, y ND3 (60).

1.5 Medicina de precisión y la ciencia translacional

La medicina actual y las nuevas tecnologías genómicas están en constante

evolución; la conclusión del Proyecto del Genoma Humano (PGH) trajo consigo

una revolución en el conocimiento de la genética de un sinnúmero de

enfermedades y con ellos mejoras continuas en los métodos de diagnóstico y de

tratamiento de los pacientes (61).

Hasta hace algunos años se creía que sólo un porcentaje del DNA humano era

funcional, es decir que es traducible en alguna proteína que desempeña una

función celular a nivel local o a distancia, esto se creía así hasta la publicación del
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proyecto ENCODE, en donde se demostró que aquel 80% del DNA que se creía

basura, en realidad guarda funciones a nivel celular, las cuales pueden

comprenderse como funciones regulatorias de la expresión génica o bien de

mantenimiento y correcto funcionamiento de la estructura genómica (62). La

traducción de esta enorme y compleja biblioteca de información génica recae en

una futura y posible asociación de un buen número de enfermedades complejas,

como aquellas autoinmunes, la diabetes mellitus o el cáncer.

Los hechos pasados desde el PGH, ENCODE, HapMap o el proyecto de los

1000 genomas muestran la notable necesidad de llevar los resultados de

laboratorio a la práctica médica, que a la vez permitirá afinar los tratamientos

existentes de la salud humana.

El conocimiento de los perfiles de los cambios en la estructura y de la

expresión génica de los diferentes tipos tumorales, es un área de investigación

que ya tiene buen recorrido. Cánceres como los de mama, cérvico uterino, ovario

o pulmón han develado una buena parte de sus estados de estructura y de

expresión génica (63-66).

Por su parte, el CaP no cuenta con un estudio donde se busque

específicamente el paisaje genómico de este tumor, más bien es una revisión de

la literatura científica. Publicado en 2013 por Barbieri y colaboradores, se señala

que a diferencia de otros tumores, el CaP posee una alta heterogeneidad entre los

eventos somáticos que inciden sobre él (67). Sin embargo, los autores señalan
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que existen algunas características moleculares bien definidas en la literatura que

fue revisada:

 TP53: Ecke y colaboradores (2010) encontraron una frecuencia de

mutaciones en este gen en un 35.6% de los casos (32/90 pacientes),

siendo los principales sitios mutados los exones 5, 7 y 8 resultando los dos

últimos como factores de progresión tumoral (68).

 PTEN: Se ha establecido la pérdida de la función de este gen a causa de

deleciones homocigotas o bien haploinsuficiencia ocasionada por

deleciones heterocigotas; se sabe que el 70% de los CaP primarios aun no

tienen la pérdida de ambos alelos de este gen; sin embargo, entre el 10 –

50% de los mCRPC tienen la pérdida de este gen. Además, en casos

avanzados donde no hay eventos en la estructura genética de PTEN, se  ha

visto un decremento en la función de la proteína expresada (37% - 45% de

los casos), por lo que otros sucesos a nivel del DNA (metilación) o del RNA

(presencia de miRNAs o lncRNA) pudieran estar afectando (69).

 TMPRSS22-ERG: La fusión entre el gen ERG con una fracción del

extremos 5´del gen AR a causa del rearreglo genómico ocasionado por la

deleción TMPRSS22 ha sido propuesta como un biomarcador de

progresión tumoral (70-72).

 SPOP: La aparición de eventos genómicos en este gen se ha reportado en

al menos el 10% de los CaP; SPOP ocasiona inestabilidad genómica en el

CaP y su particular participación en su tumorogénesis radica en ser

activador de BRCA1, por lo que su afectación estaría implicando el
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compromiso en la función reparadora que guarda la vía de la recombinación

homóloga (73).

 CDH1: Liu y colaboradores (2014) analizaron la expresión de CDH1,

proteína conocida como E – cadherina. Los investigadores encontraron una

expresión estadísticamente significativa de esta proteína en biopsias de

archivos de patología revisadas de 90 pacientes de población china,

encontrándola en el 66.7% de los casos de CaP avanzados. Este marcador

proporciona idea acerca de la invasividad tumoral que pudiera tener el CaP

en los pacientes analizados y que podría ser utilizado con marcador de

metástasis (74, 75).

 Rearreglos ETS. La familia ETS pertenece a una serie de genes que

codifican factores de transcripción, los cuales funcionan a manera de

“switch” para la activación de la vía metabólica RAS/ERK y el control de la

actividad de PI3K/AKT, todos estas regulaciones génicas se traducen en

una progresión celular en al menos la mitad de los CaP y propone una

posible explicación a la aparición de aberraciones ocurridas sobre el gen

PTEN (76, 77).

 Antígeno Prostático Específico de Membrana (PSMA): Esta es una proteína

del tipo de las glicoproteínas transmembrana de tipo II y es codificada por el

gen de la Folato Hidrolasa I (FOLH1). Se ha visto un nivel incrementado en

su expresión en CaP con un uso extendido para la determinación de

metástasis tumorales a través de estudios de imagenología (78)
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 Receptor de Andrógenos (AR): La inhibición del AR es uno de los blancos

terapéuticos más utilizados en el tratamiento del CaP, ya sea la deprivación

androgénica a través de la prostatectomía radical o bien con el uso de

agentes bloqueadores de esta vía hormonal. Cai y colaboradores (2011)

mencionan que el AR juega un papel importante en la progresión del CaP  a

mCRPC, en la figura 6, tomada de la propuesta hecha por los autores

señalan el rol que juega el RA – niveles de andrógenos en la progresión del

ciclo celular y la importancia que guarda en el mCRPC (79).

Figura 6. Rol del AR en la progresión del ciclo celular a través de las

distintas etapas del CaP.

En ausencia de CaP, el AR cuenta con un represor que reduce su actividad

frente a una alta concentración de andrógenos (principalmente testosterona y

DHT. Cuando se suprime la exposición endocrina del AR se espera que se

detenga el crecimiento celular y con ellos la progresión del tumor; sin embargo,

algunas células del CaP que se encuentran bajo tratamiento tienen la capacidad

de reprogramarse y comenzar una estimulación autocrina del AR, que a su vez

tiene una actividad de factor de transcripción, y con ellos volver a instaurar una

proliferación celular. Al llegar a este punto, el CaP pasa a convertirse de un CaP
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sensible a la deprivación hormonal a un mCRPC y con ello se tienen pronósticos

muy reservados de los pacientes que lo sufren (80).

Como pudimos constatar, son pocos, pero bien definidos algunos de los

factores que predisponen a los pacientes al mCRPC, y por tanto deben estarse

monitoreando constantemente pues es la forma más severa y de peor pronóstico

del CaP.

Ahora bien, existen limitaciones importantes en los estudios que se han

encargado de determinar las características clínicas y moleculares de la

enfermedad. Estas características moleculares han sido determinadas a partir de

muestras de los archivos de patología o análisis de muestras frescas tomadas a

los pacientes y, aunque ha habido significativos avances en cuanto a posibles

blancos terapéuticos, no ha habido avances respecto a la disponibilidad de una

buena muestra para la búsqueda de estas firmas genéticas de manera rápida.

Recientemente se ha explorado uso de biopsias líquidas para la detección

de biomarcadores circulantes de un buen número de enfermedades; sin embargo,

la investigación en los tejidos sigue siendo el estándar de oro de estudio ya que

permite encontrar una serie de moléculas informativas que son blanco de las

ciencias ómicas, tal y como se observa en la figura 7, mismas que pueden ser

encontradas en la biopsia líquida (81).
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Figura 7. Blancos de estudio de las ciencias ómicas. A) DNA nuclear y F) DNA

circulante para la genómica; B) RNAs para transcriptómica; C) proteínas para la

proteómica; D) metabolitos para la metabolómica; y E) metilación para la

epigenética.

1.6 Biopsias líquidas y el rastreo de Células Tumorales Circulantes.

Entendemos por biopsia líquida como aquella fuente de biomarcadores con

origen en fluidos corporales como sangre, saliva, orina o una efusión pleural.

Éstas tienen como característica primordial contener la misma información que la

biopsia de tejido, en nuestro caso, tumoral. Esto representa una enorme y muy

valiosa ventaja ya que con una biopsia líquida, además de hacer un diagnóstico en

etapas tempranas de la enfermedad, sería posible trazar en tiempo real la

dinámica tumoral de la enfermedad (82, 83). Sin embargo, la actual problemática

estila en determinar las características moleculares rastreables en la biopsia

líquida.



30

La ciencia ha puesto innumerables esfuerzos en encontrar proteínas

biomarcadoras en las distintas biopsias líquidas. Sin embargo, los nuevos

métodos de secuenciación nucleotídica proporcionan exquisitos valores de

sensibilidad y especificidad para encontrar biomoléculas en concentraciones

relativamente bajas. Los nuevos blancos de estudio en las biopsias líquidas son

principalmente Células Tumorales Circulantes (CTCs) y DNA tumoral circulante

(ctDNA, por sus siglas en inglés)(82, 84).

La primera descripción en la literatura científica de la aparición de CTCs en

sangre de un paciente con cáncer, datan de 1869 cuando Thomas Ashworth

describió la observación de células distintas a las hemáticas y con una morfología

similar a las encontradas en el tejido tumoral (85). La figura 8 muestra las

observaciones realizadas por el Dr. Ashworth.

Figura 8. Primera observación de CTCs. Muestra de sangre post-mortem de un

paciente con cáncer en donde se describieron por primera vez las CTCs (86).

Hoy en día las CTCs se definen como células que sufren intravasación

desde el sitio de crecimiento tumoral y que son liberadas hacia el torrente

sanguíneo y linfático, siendo las responsables de ocasionar el desarrollo de las

metástasis a distancia.
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La figura 9 muestra gráficamente como estas células se desprenden desde el sitio

de crecimiento tumoral e inician su viaje hacia otras partes del organismo.

Figura 9. Biopsia líquida en cáncer. Se observan los distintos analitos que

pueden derivarse de una biopsia líquida. Entre ellos se encuentran CTCs, ctDNA y

exosomas (87).

Estás células se encuentran en una proporción de entre 100 CTCs y 1000

CTCs por litro de sangre; comparado con este número, guardan una proporción

sumamente baja con respecto al resto de los componentes sanguíneos que suelen
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ser encontrados en órdenes de 1 CTC por cada mL de sangre o bien 1 CTC por

cada millón de leucocitos y por cada billón de eritrocitos (88).

Debido a la proporción en la que las CTCs son encontradas, el reto de

aislarlas y cuantificarlas a partir de una muestra de sangre es sumamente grande.

Al día de hoy, solamente una tecnología ha recibido la aprobación de la FDA para

su uso clínico en el pronóstico de pacientes con cáncer de mama, próstata y colon

(89). Esta tecnología es conocida como CellSearch® (Menarini Silicon Biosystems,

Bologna, Italia) y define a las células tumorales por sus propiedades proteicas

como células nucleadas que expresan la Epithelial Cellular Adhesion Molecule

(EpCAM+), citoqueratinas 8, 18 y 19 (CK8+, CK18+, CK19+) y negativas a la

expresión del Cluster of Differentiation 45 (CD45-) y que además guardan una

relación núcleo citoplasma mayor al 60% (90, 91).

El CellSearch® realiza el enriquecimiento de las CTCs (92) a partir de una

muestra estándar de 7.5 mL, la cual es colectada en tubos propios conocidos

como CellSave Tubes, los cuales contienen una solución preservadora (no hay

datos de su composición, posiblemente debido a secreto industrial). La muestra es

colectada por venopunción, usualmente de la vena cefálica accesoria, y esta

puede ser procesada hasta 96 horas posteriores a la recolección.

Posterior a la colecta, se realiza un inmunoenriquecimiento de la muestra, a

través de una separación con el uso de perlas magnéticas funcionalizadas con

anticuerpos dirigidos anti-EpCAM de tal forma que son retenidas aquellas células

de estirpe epitelial. Posteriormente, las células son fijadas y teñidas con
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anticuerpos anti-CK8, anti-CK18, anti-CK19 y anti-CD45. Finalmente, las células

resultantes son observadas e identificadas por un sistema de imagen

especializado propio del equipo y se clasifican como CTCs bajo la definición

mostrada previamente (93).

Sin embargo, el uso de esta tecnología implica algunas limitaciones

importantes para el estudio integral de las CTCs. Es por ello, que se han

desarrollado múltiples plataformas con diferentes enfoques para el

enriquecimiento de muestras, aislamiento de CTC, enumeración, cultivo y

caracterizaciones moleculares. La figura 10 muestra los fundamentos generales y

algunos ejemplos de tecnologías de separación de CTCs.

Figura 10. Fundamentos de tecnologías de separación de CTCs (94, 95).
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Sin embargo, una de las principales limitantes del uso de los dispositivos

para el aislamiento de CTCs es la cantidad de células a detectar, el volumen de

muestra mínimo necesario, el estadio clínico del paciente, la escasa posibilidad de

aislar células viables para su estudio y los componentes periféricos externos

necesarios para su aplicación. A pesar de ello, los laboratorios de investigación -

con la suficiente cantidad de recursos económicos y de infraestructura - siguen en

el desarrollo de metodologías analíticas para la utilización de los mismos (96).

Es por ello que en este trabajo nos enfocamos a dos vertientes de estudio

en el área de CaP. Por un lado, realizamos la estandarización de un nuevo

dispositivo automatizado para el aislamiento, enumeración y caracterización de

CTCs, así como el desarrollo de una prueba de concepto que muestre el potencial

de esta plataforma para el estudio de las características moleculares de las CTCs

y finalmente el análisis de un par de variantes genéticas asociadas al desarrollo de

riesgo y protección contra CaP.

La plataforma de separación de CTCs que utilizaremos es conocida como

Cytocatch™ (Delee Corp, Mountain View CA, USA). Esta plataforma basa el

fundamento de la separación en el principio de tamaño y deformabilidad de las

CTCs (97); el enriquecimiento de las muestras se realiza mediante el uso de una

membrana de filtración elaborada por electroformado de níquel la cual está

colocada en un holder a través del que existe una conexión de entrada para las

muestras y una salida que a su vez se interconecta con un sensor de flujo y una

unidad microcontroladora de alta precisión Zenfluidics™ (Delee Corp, Mountain

View CA, USA) que maneja las velocidades de flujo y finalmente la muestra es
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inmunoteñida in situ para luego ser transferida a un sistema de microscopia de alta

resolución mediante el cual se identifican las CTCs a través de un algoritmo

educado por inteligencia artificial (98, 99). La figura 11 muestra los componentes

del sistema Cytocatch™.

Figura 11. Componentes del nuevo dispositivo Cytocatch™: A) Holder que

contiene la membrana de filtración y vista general de los componentes del equipo

de separación; B) Render de la integración de componentes del dispositivo de

filtración; C) Unidad microcontroladora de alta precisión; D) Microscopio de alta

resolución automatizado con rutina de autoenfoque (Delee Corp, Mountain View,

CA, USA).
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Capítulo 2

2. Justificación.

El CaP es una de las enfermedades tumorales más importantes a nivel

mundial, esto constituye un problema de salud pública nacional ya que ocupa

primer lugar nacional en incidencia y mortalidad por cáncer entre la población

masculina. Es por ello que requiere una fuerte atención multidisciplinaria que

genere nuevos enfoques de atención clínica y básica para su diagnóstico y

tratamiento.

En años recientes, el uso de biopsias líquidas ha traído consigo el hallazgo

de grandes cantidades de información en “tiempo real” del estatus de progresión

tumoral. Esto ha servido para sentar las bases de diagnósticos precisos en etapas

tempranas y tratamientos basados en las características moleculares de los

pacientes.

Uno de los enfoques del uso de biopsias líquidas, es el estudio de las CTC.

Se sabe que estas células juegan un rol importante en el desarrollo de las

metástasis tumorales, por lo que su estudio representa una opción atractiva para

encontrar diagnósticos en etapas más tempranas de la enfermedad y optimizar los

tratamientos de los pacientes.

A la fecha, solamente existe una tecnología con el aval de FDA para la

enumeración de CTCs de CaP y solamente atañe el pronóstico de la enfermedad.

Esta tecnología, conocida como CellSearch, cuenta con limitacionees en el

método de separación de células, ya que involucra la expresión de EpCAM.
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Debido a esto, diferentes grupos de investigación han desarrollado

tecnologías de separación de CTC basadas en conceptos de microfluídica,

inmunomagnetismo, dielectroforesis, acustoforesis y separaciones basadas por

tamaño/deformabilidad de las células, todas ellas con el objetivo de tener altas

eficiencias de captura y metodologías sencillas que permitan el estudio de estas

CTC.

Es por ello, que en la presente tesis abordamos la caracterización de una

metodología de separación de CTC basada en el tamaño y deformabilidad de las

células, así como su implementación en una prueba piloto para la cuantificación y

análisis de CTC de pacientes con CaP. Este estudio aborda un enfoque

multidisciplinario en búsqueda de una técnica que permita el conteo de CTCs de

pacientes con CaP y que a su vez permita el potencial análisis molecular de las

mismas para abarcar diferentes ramas de la atención clínica de estos pacientes.

Además, el se pretende realizar la identificación de biomarcadores

polimórficos en un gen clave de la principal ruta de señalización celular del CaP,

tal como lo es el gen SRD5A2 en nuestra población mexicana.

Por otro lado, pretendemos con ello instaurar el uso de biopsias líquidas, en

un primer punto como metodología de investigación para que los pacientes sean

atendidos de manera integral y reciban tratamientos apegados a las

características moleculares de los tumores de próstata que enfrenten.
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Capítulo 3

3. Objetivos.

3.1 Objetivo General.

Implementar una prueba piloto de biopsia líquida para la detección de CTCs

de pacientes con CaP e identificar potenciales biomarcadores del tipo polimórficos

propios de población mexicana.

3.2 Objetivos específicos.

Realizar la caracterización de una plataforma de detección de células

tumorales de CaP utilizando una plataforma de microfiltración. (Fase in vitro).

a. Caracterizar un sistema de imagen de microscopía para el

reconocimiento de CTCs.

b. Caracterizar el protocolo de microfiltración para la separación y

análisis de CTCs de pacientes con CaP.

2. Implementar un protocolo clínico piloto para la detección de células

tumorales circulantes de pacientes con cáncer de próstata (fase in vivo).

3. En una cohorte de pacientes y sujetos sin enfermedad tumoral, determinar

las frecuencias alélicas de las variantes A49T y V89L del 5 alpha-reductasa

y sus potenciales implicaciones clínicas
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Capítulo 4

4. Materiales y métodos.

4.1 Autorización del Comité de Ética en Investigación.

El presente proyecto fue aprobado por los Comités de Ética e Investigación

de la Facultad de Medicina y el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio

González”, bajo el número de registro BI16-0007.

Dado que nuestro proyecto abarca una perspectiva multidisciplinaria e

integral en el campo de biomarcadores de CaP, la metodología fue descrita para

cada uno de los procedimientos experimentales realizados.

4.2 Metodología objetivo 1: Realizar la caracterización de una

plataforma de detección de células tumorales de cáncer de próstata

utilizando una plataforma de microfiltración. (Fase in vitro).

La realización de este objetivo tiene como fin encontrar las mejores

condiciones para la realización de una prueba de laboratorio que permita la

detección de células tumorales circulantes. Cabe recordar que la concepción de

este proyecto de tesis persigue fines multidisciplinarios que van desde la

construcción de un dispositivo médico para la aplicación en la detección de CTC,

en nuestro caso, de pacientes con CaP.

Es por ello que en esta parte del proyecto, nuestros resultados esperados están

orientados a determinar valores de eficiencia de captura, pureza, viabilidad celular

y determinar si existe diferencia entre el aislamiento de diferentes líneas celulares.
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4.2.1 Cultivo celular de líneas tumorales de próstata

Para la realización de este objetivo se utilizaron líneas celulares humanas

de cáncer de próstata provenientes de la ATCC (Manassas, Virginia, USA): PC-3

(CRL-1435TM), LNCaP clona FGC (CRL-1740TM), DU-145 (HTB-81TM), y VCaP

(CRL-2876TM) Las líneas celulares fueron cultivadas utilizando los medios de

cultivo F-12K, RPMI-1640, EMEM, y DMEM provenientes de la misma casa

comercial, respectivamente. Todos los medios de cultivo fueron suplementados

con suero fetal bovino (FBS) al 10% de la misma casa comercial. La razón de la

elección de estos medios de cultivo y este tratamiento utilizando estas marcas fue

por instrucciones del fabricante de cada de una de nuestras líneas celulares, ya

que en el caso de CaP son de lento crecimiento. Los cultivos fueron realizados en

incubadoras a 37° C en una atmósfera aireada al 5% de CO2, fueron cultivadas en

cajas T-25 y su cosecha para los experimentos fue realizada cuando alcanzaron

una confluencia del 80% con una solución de tripsina 0.25% - EDTA 0.02% de la

marca Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). Las células

fueron contadas en un hematocitómetro y su viabilidad fue verificada utilizando

una solución de azul tripano. Las células fueron consideradas para su uso cuando

estas tuvieron al menos una viabilidad del 95%.
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4.2.2 Análisis de eficiencia de captura: preparación y procesamiento de

muestras de sangre contaminada con células tumorales (spiked blood

samples).

Evaluar la eficiencia de captura del equipo Cytocatch de Delee Corp

(Mountain View, CA, USA) implica, en una visión general, el paso de muestras de

sangre de donadores sanos que son contaminadas con células provenientes de

las líneas celulares cancerosas que incluimos en nuestro trabajo; estas muestras

contaminadas también son llamadas spiked blood samples.

Antes de contaminar las muestras de sangre con la finalidad de realizar el

conteo y evaluación de la eficiencia de captura de nuestro dispositivo, las líneas

celulares, PC-3, LNCaP, DU-145, or VCaP fueron teñidas con CellTrackerTM

orange CMRA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). La

tinción se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante, agregando a los

cultivos celulares una solución de 25 µM de  CellTrackerTM orange incubando las

células en placas de 96 pozos durante 45 min bajo las condiciones señaladas

previamente, las cuales también se respetaron para su cosecha y conteo previo a

la contaminación. La solución resultante fue diluida de forma seriada hasta obtener

un valor de 100 células cancerosas en 30 µL, los cuales fueron agregados a los

7.5 mL de sangre provenientes de donadores sanos. Posteriormente las muestras

contaminadas fueron diluidas en un volumen 1:2 con una solución de PBS que

contiene formaldehído al 0.3% y solución pluronic F68 al 0.15%; las muestras

fueron incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente y el procesamiento

se llevó a cabo de la siguiente manera.
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● Análisis de velocidad de flujo: Se determinó utilizando la línea celular PC-

3. Se trató la muestra con las condiciones previamente expuestas y esta fue

procesada en el dispositivo Cytocatch utilizando una velocidad de flujo de 2

mL/min y de 3 mL/min con una membrana porosa de 8 μM para evaluar

cuál de los dos flujos fue la mejor opción para las condiciones de trabajo.

● Análisis de tamaño de poro en la membrana de separación: La

determinación de qué tanto influye el tamaño de poro en la separación de

las células tumorales de las muestras de sangre contaminada fue realizada

probando tres diferentes membranas con tamaños de poro de 7 µm, 8 µm y

9 µm.

● Tinción in situ: Para la observación al microscopio de los resultados de la

corrida, las muestras teñidas utilizando una solución de Hoechst 33342 [1

µg/mL] (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a un flujo

de 500 µL/min durante 10 min. Previo a este paso, las muestras fueron

lavadas con una solución de pluronic F68 al 0.1% en PBS. Las muestras

fueron fijadas utilizando 10 mL de una solución de formaldehído al 0.4%

con un flujo de 1 mL/min durante 10 min. Transcurrido el tiempo de ambas

tinciones, la membrana fue lavada utilizando una solución de pluronic F68

0.1% en PBS con el fin de eliminar restos de las soluciones de fijación y

tinción. Cabe recordar que el Hoechst 33342 es utilizado para teñir núcleos

(tinción DAPI).

● Una vez terminada la tinción, la membrana de filtración es colocada sobre

un portaobjetos para su montaje y posterior observación en el microscopio.
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Se utilizó medio de montaje Fluoromount-GTM (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA).

Ahora bien, para la estimación de cuántas células fueron recuperadas una

vez transferidas en el filtro (eficiencia de captura), utilizamos como controles a las

células cancerosas en suspensión (100 células), las cuales fueron agregadas a 10

pozos de una placa de 96 pozos.

4.2.3 Sistema de imagen y visualización de las muestras

Una vez procesada la membrana, ésta es montada en un portaobjetos y es

escaneada por el sistema de imagen desarrollo para la plataforma Cytocatch. El

microscopio está compuesto por un sistema de imagen de cuatro canales de

fluorescencia con un stage motorizado y una rutina de autoenfoque, el cual

permite el escaneo completo de la membrana. Los archivos de imagen resultantes

fueron utilizados para alimentar un algoritmo de visión mecánica, el cual realizó

automáticamente los conteos de las CTC, mismas que fueron confirmadas por dos

observadores independientes.

La estimación de eficiencia de captura fue obtenida de la siguiente manera:

= ú é
ú é

× 100
Por otro lado, la pureza fue calculada de la siguiente manera

= ú é
ú
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4.2.4 Análisis de viabilidad de las células tumorales en muestras

contaminadas.

Un reto interesante en el campo de estudio de las células tumorales es el

cultivo de las mismas. Los cultivos de biopsias líquidas son retadores ya que

requieren condiciones especiales que favorezcan el crecimiento en ambientes in

vitro. Uno de los aspectos fundamentales en el potencial cultivo de estas células,

es la viabilidad de las muestras que se procesan. Y aunque esto último no entró

dentro de los objetivos de esta tesis, determinamos la viabilidad de las células

tumorales simulando un ambiente real de muestra de laboratorio, con el objetivo

de establecer una posible ruta para futuros estudios multiómicos o de evaluación

de respuesta a una determinada terapia antitumoral..

Para determinar la viabilidad, llevamos a cabo el ensayo de LIVE/DEAD. El

ensayo fue realizado utilizando células PC-3 las cuales fueron preteñidas con

CellTrackerTM blue CMF2HC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,

USA) y luego fueron contadas hasta obtener una dilución de 1000 células, las

cuales se agregaron a 7.5 mL de sangre provenientes de donador sano.

Posteriormente, las muestras fueron diluidas con solución pluronic F68 0.15% en

PBS en una relación 1:2 v/v e incubadas durante 10 minutos a temperatura

ambiente antes de su procesamiento en el dispositivo Cytocatch bajo las

condiciones señaladas previamente. Una vez que las muestras fueron filtradas, la

membrana fue lavada con una solución de pluronic 0.1% en PBS a un volumen de

500 µl/min durante 10 minutos.  Después, se hizo pasar una solución de 1 mL de
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calceína AM 2 µM - homodímero-1 de etidio 4 µM a una velocidad de 500 µL/min,

seguidos de 45 min incubación a temperatura.

Finalizado este proceso, el holder fue desensamblado del dispositivo y la

membrana fue montada en un portaobjetos para su análisis por microscopía de

fluorescencia. Las células cuyo patrón de fluorescencia fue verde+/azul+ fueron

categorizadas como células vivas; mientras que aquellas con patrón de

fluorescencia azul+/rojo+ fueron categorizadas como muertas. La viabilidad fue

calculada como porcentaje utilizando la siguiente fórmula.

= ú éú é × 100
4.2.5 Desarrollo de una prueba molecular con potencial uso en células

tumorales circulantes.

El potencial de las CTC va más allá de su conteo para cuestiones de

diagnóstico clínico y establecimiento del pronóstico de la enfermedad. Las CTC

ofrecen una valiosa plataforma de estudio para analizar la expresión génica de los

tumores, en la bien llamada biopsia líquida. Uno de los problemas clínicos más

importantes que se tiene en cáncer de próstata, es la resistencia terapéutica. La

resistencia en CaP se da principalmente en algún punto de la vía de señalización

del receptor de andrógenos, siendo este un blanco importante de las terapias

hormonales.
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Es por ello que nos dimos a la tarea de desarrollar un prueba basada en

PCR punto final y secuenciación Sanger para monitorear mutaciones en una

región del dominio de unión a ligando del AR.

El AR se divide en cuatro grandes dominios, dominio N terminal (NTD),

dominio de unión a DNA (DBD), una bisagra y un dominio de unión a ligando

(LBD). En el LBD, se concentran la mayor parte de las mutaciones que le

confieren resistencia terapéutica al CaP, por lo que nos pareció un sitio interesante

para estandarizar una metodología para buscar la mutación T878A en el AR.

Ahora bien, otro problema al que nos enfrentamos es la especificidad de

una prueba molecular para detectar una mutación en CTC. Esto es debido a que

en la membrana de filtración resultante tendremos una mezcla en donde, a pesar

de tener un alta pureza, existe una cantidad considerable de leucocitos que

aportan ácidos nucleicos al medio. Basados en ello, para evitar resultados

equivocados a partir del ADN genómico de leucocitos decidimos buscar esta

mutación en ARN, ya que al situarse dentro del AR, ya que éste no tiene una

expresión en leucocitos, a diferencia de las CTC provenientes de la próstata. Para

estandarizar esta técnica utilizamos las líneas celulares LNCaP y PC-3, así como

sangre proveniente de donador sano en un volumen de 7.5 mL por muestra

utilizada.

Se agregaron 15, 50, 250, 500 y 1000 células tumorales de la línea LNCaP

en ensayos individuales a muestras de sangre de 7.5 mL provenientes de donador

sano. Cada ensayo fue realizado bajo las condiciones estandarizadas
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previamente. Después de la filtración, el dispositivo fue lavado durante 10 min con

una solución de pluronic al 0.1% en PBS a un flujo de 500 µL/min para lavar

cualquier resto celular de residuos. Transcurrido este tiempo, la membrana fue

transferida a un microtubo de 2 mL.

Se realizó la extracción de RNA total utilzando el kit de extracción

DNA/RNA FFPE de la casa comercial Qiagen (Venlo, Netherlands) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se omitieron los pasos de desparafinado de la

muestra. Una vez realizado el proceso, se cuantificó utilizando el NanoDrop 1000

y si las condiciones de calidad lo permitieron, se realizó la síntesis de cDNA

completo utilizando el kit SuperScript IVTM First-Strand Synthesis System Full-

length cDNA de la marca Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Ahora bien, para secuenciar la región de interés realizamos dos PCR de

punto final, la primera de ellas obtuvo un amplicón de 599 pb para la cual

utilizamos los primers (F) 5´-CCAATGTCAACTCCAGGATGCTCTAC-3´y (R) 5´-

AATTCCCCAAGGCACTGCAGA-3. La composición de la reacción de PCR de

punto final comprendió: 5 µL de enzima Platinum SuperFi Master Mix, 2 µL de

Enhancer (provisto en el mismo kit de la enzima), 1.25 µL de cada primer a 10 µM,

4 µL de agua y 1 µL de cDNA a 20 ng/µL. La reacción fue llevada a cabo en un

termociclador Axygen MaxyGene Thermal Cycler II de la marca Corning (Corning,

NY, USA), en donde las condiciones de reacción utilizadas aparecen en la tabla

número 3.
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Tabla 3. Condiciones de PCR de AR-599 PB

Temperatura Tiempo (min:seg) Número de ciclos
98°C 00:30 1
98°C 00:10

40 ciclos68.5°C 00:15
72°C 00:20
72°C 05:00 1

Los productos de PCR fueron observados en un gel de agarosa al 2% y el

ADN marcado con el intercalador SYBR Safe de la marca ThermoFisher Scientific

(Waltham, MA, USA). Se utilizó un marcador de peso molecular de 100-1000 pb

de la marca Bioline (London, UK).

Los productos amplificados fueron purificados a partir del gel de agarosa

con el propósito de hacer una re-amplificación de la región de estudio y su

posterior envío a secuenciación. Para ello utilizamos el kit PureLink Quick Gel

Extraction de la marca ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA). Los

productos amplificados fueron utilizados como templados para una reacción de

PCR semi-anidada, en la que se utilizó un nuevo par de primers que restringe el

tamaño del producto amplificado a 181 pb.

El segundo set de primers tienen la secuencia (F) 5´-

AAATCCCACATCCTGCTCAAGACG-3´ y (R) 5´-

AAGGATCTTGGGCACTTGCACA-3´. La composición de la reacción de PCR de

punto final comprendió: 5 µL de enzima Platinum SuperFi Master Mix, 2 µL de

Enhancer (provisto en el mismo kit de la enzima), 0.5 µL de cada primer a 10 µM,

4 µL de agua y 1 µL de cDNA a 20 ng/µL. La reacción fue llevada a cabo en un
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termociclador Axygen MaxyGene Thermal Cycler II de la marca Corning (Corning,

NY, USA), en donde las condiciones de reacción utilizadas fueron las que se

muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de PCR de AR-181 pb.

Temperatura Tiempo (min:seg) Número de ciclos
98°C 00:30 1
98°C 00:10

40 ciclos57°C 00:15
72°C 00:20
72°C 05:00 1

Los productos de PCR fueron observados en un gel de agarosa al 2% y el

ADN marcado con el intercalador SYBR Safe de la marca ThermoFisher Scientific

(Waltham, MA, USA). Se utilizó un marcador de peso molecular de 100-1000 pb

de la marca Bioline (London, UK).

Finalmente, los productos de PCR fueron enviados a secuenciar por el

método de Sanger al Instituto Potosino de Investigación Científica y Tecnológica.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia de referencia del

ARNm del AR (NM_000044.4).
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4.3 Metodología del objetivo 2: “Implementar un protocolo clínico piloto para

la detección de células tumorales circulantes de pacientes con cáncer de

próstata (fase in vivo)”

A continuación, se muestra los procedimientos llevados a cabo para la

preparación, procesamiento y tinción inmunofluorescente en la membrana de

separación de las CTC.

4.3.1 Tipo de estudio y obtención de muestras

Esta fase del proyecto, consistió en un estudio prospectivo de casos y

controles para el estudio de CTC de CaP. Nuestro protocolo fue autorizado por el

Comité de Ética en Investigación del Hospital Universitario “Dr José Eleuterio

González” bajo la clave UR16-00007. Los criterios de inclusión para los casos

fueron: pacientes de CaP metastásico que aceptaran participar en el estudio, sin

discriminar si fueron de nuevo diagnóstico o bien si ya estaban cursando alguna

terapia de bloqueo hormonal, quirúrgica o radioterapia. Por otro lado, los criterios

de exclusión fueron: pacientes que no dieran su consentimiento de participación o

bien que tuvieran CaP en un estadio de enfermedad localizada o localmente

avanzada. Finalmente, tuvimos como criterios de eliminación muestras de calidad

insuficiente al momento del procesamiento de la muestra. Todas las muestras

provinieron de la Consulta de Urología de nuestro Hospital Universitario “Dr. José

Eleuterio González”.
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En relación a los controles, los criterios de inclusión fueron: hombres

mayores de 18 años, que dieran su aprobación y firma de participación y que

además no cursaran alguna enfermedad tumoral maligna o benigna de la próstata.

Todas las muestras fueron tomadas por punción de la vena cefálica

accesoria (venopunción convencional) utilizando tubos de recolección de sangre

BD Vacutainer K2-EDTA (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Por convención

al estándar de oro de CTC, se recolectó sangre suficiente para alcanzar los 7.5

mL. Una vez recolectado, cada tubo fue suavemente mezclado por inversión

aproximadamente 8 veces y su transporte fue realizado a temperatura ambiente.

Se recomienda procesar las muestras durante las primeras tres horas posteriores

a la toma de la muestra y no transportarlas en hielo, ya que esto favorece la

formación de coágulos y por ende un cambio en las condiciones de filtrado de la

muestra.

4.3.2 Procesamiento de las muestras de sangre

Cada muestra fue diluida en una razón 1:2 v/v con una solución de PBS que

contuvo 0.3% de formaldehído-0.15%pluronic F68 e incubadas durante 10 minutos

a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron filtradas en

el dispositivo Cytocatch de la casa comercial Delee Corp. (Mountain View, CA,

USA). Las condiciones que se utilizaron para ellas fueron con la membrana de

filtración de 7 µm a una velocidad de flujo de 2 mL/min. El flujo fue monitoreado y

mantenido utilizando los sensores y el Zen Fluidics Pressure and Flow Controller

de la marca Zen Fluidics (Sunnyvale, CA, USA).
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4.3.3 Inmunotinción in-situ

Una vez que las muestras fueron filtradas, la membrana fue lavada con una

solución de pluronic F68 0.1% en PBS. Las muestras fueron fijadas utilizando un

volumen de 1 mL de una solución de formaldehído en PBS al 4%, el cual pasó a

través del equipo a un flujo de 500 μL/min y se incubó durante 10 min.

Posteriormente, se realizó la permeabilización pasando 1 mL de una solución de

PBST 0.3% a un flujo de 500 µL/min seguido de 10 minutos de incubación. Con el

objetivo de prevenir uniones no específicas de los anticuerpos utilizados, se

realizó un bloqueo haciendo pasar 1 mL de BSA 1% en PBST 1% a un flujo de

500 μL/min seguido de un período de incubación de 30 minutos. Luego, se

agregaron 500 μL de un cóctel de anticuerpos compuesto de anti-citoqueratina

etiquetada con alexa fluor® 488 (panreactiva, clona C-11)(100), anti-CD45

humano alexa fluor ® 647 (clona HI30) y anti-PSMA (FOLH1) biotinilada (clona

LNI-17) todos ellos de la casa comercial BioLegend (San Diego, CA, USA) en una

solución BSA 1%- PBST 0.1% a un flujo de 250 µL/min seguido de una incubación

a temperatura ambiente de 1 hora. Al terminar este período, se agregaron 500 μL

de una mezcla de 1 µg/mL de Hoechst 33342 y 8 µg/mL de conjugado de

estreptavidina-alexa fluor ® 568 de la marca Thermo Fisher Scientific (Waltham,

MA, USA) en una solución de BSA 1%-PBST 0.1% a un flujo de 250 µL/min.

Terminado esto, se dejó incubar durante una hora. Cabe señalar que todos los

pasos anteriores que requirieron procesos de incubación durante la inmunotinción,

fueron seguidos de un paso de lavado de 5 min llevado a cabo a un flujo de 500

µL/min con las soluciones de BSA1%-PBST 0.1%. Posterior al proceso de fijación
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y al último paso de lavado, se utilizó una solución de pluronic F68 0.1% en PBS,

debido a que la solución de 0.1% PBST pudiera haber dejado restos de los pasos

anteriores.

4.3.4 Análisis de las membranas

Una vez procesada la membrana, ésta fue montada en un portaobjetos y

escaneada por el sistema de imagen desarrollado para la plataforma Cytocatch. El

microscopio está compuesto por un sistema de imagen de cuatro canales de

fluorescencia con un stage motorizado y una rutina de autoenfoque, el cual

permite el escaneo completo de la membrana. Los archivos de imagen resultantes

fueron utilizados para alimentar un algoritmo de visión mecánica, el cual realizó

automáticamente los conteos de las CTC, mismas que fueron confirmadas por dos

observadores independientes

4.3.5 Identificación de CTCs

Terminado el procesamiento de la imagen a través del algoritmo, las CTC

fueron definidas y ennumeradas como células nucleadas (DAPI+, color azul) con

los fenotipos CK+/PSMA+/CD45-, CK+/PSMA-/CD45- y CK-/PSMA+/CD45-.

4.3.6 Análisis estadístico

Todos nuestros experimentos en líneas celulares fueron realizados por

triplicado. Los resultados derivados de ellos fueron expresados como media +

error estándar de la media (SEM). Para los análisis de los pacientes y los

controles, también se reportaron las medias + error estándar de la media (SEM).
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En ellas, se realizó un análisis de diferencia de medias mediante una prueba de T

y se tomó una significancia estadística cuando el resultado de p fue menor a 0.05.

4.4 Metodología del objetivo 3: En una cohorte de pacientes y sujetos sin

enfermedad tumoral, determinar las frecuencias alélicas de las variantes

A49T y V89L y sus potenciales implicaciones clínicas

Fue de nuestro particular interés conocer las características alrededor de

variantes genéticas en la secuencia del gen SRD5A2, el cual codifica para la

enzima 5 alpha-reductasa 2 2.

Estás variantes genéticas o polimorfismos de un sólo nucléotido (SNP) que

han estudiado para conocer los posibles efectos que tienen sobre la vía de

actvidad del AR. En este trabajo analizamos las frecuencias alélicas de las

variantes A49T (p.Ala89Thr, rs523349) y V89L (p.Val89Leu, rs523349) de la

enzima 5a-reductasa.

4.4.1. Tipo de estudio y selección de sujetos de investigación.

Para ello, realizamos un estudio en una cohorte de sujetos mexicanos en

donde incluimos casos y controles. Los criterios de inclusión que utilizamos para

nuestros pacientes (n=101) fueron sujetos diagnosticados con cáncer de próstata,

sin discriminar su estatus de tratamiento o tiempo de evolución de la enfermedad.

Como criterios de exclusión tuvimos que fueran hombres con alguna infección

causada por los virus de inmunodeficiencia humana o hepatitis B/C. Nuestro único

criterio de eliminación fue que las muestras tuvieran baja calidad al momento de

realizar la extracción de ADN. Los controles fueron sujetos sin CaP divididos en



55

hombres sin anormalidades prostáticas (n=60) y con hiperplasia prostática

benigna (HPB, n=40).

4.4.2 Recolección de muestras

A cada uno de los sujetos de estudio, se les invitó a participar en el

presente proyecto, dándoles una explicación sencilla y en un lenguaje coloquial

para el conocimiento de la importancia de su participación. Una vez firmado su

consentimiento informado de participación, a cada uno de los pacientes se le tomó

una simple muestra de sangre de 6 mL en tubos de recolección de sangre BD

Vacutainer K2-EDTA (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA).

4.4.3 Procesamiento de las muestras

El proceso de extracción de DNA de las muestras inició con su

centrifugación a una velocidad de 3,200 rpm/min durante 10 minutos a

temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, a cada muestra se le

separó el plasma y este fue almacenado en microtubos de 1.5 mL (Eppendorf,

Hamburgo, Alemania) y puestos a temperatura de -80°C, todo ello con el fin de

formar un biobanco de plasma de pacientes con CaP y estar en posición de

realizar estudios posteriores a este trabajo que impliquen la detección de alguna

proteína en el plasma.

Ahora bien, la extracción de DNA se realizó a partir de la capa de leucocitos

o también conocida como buffy coat. Estos fueron separados en volúmenes de

200 µL hasta completar un volumen de 600 µL en un microtubo de fondo redondo

de 2 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y almacenados a y almacenados a una
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temperatura de -80°C, todo ello con el fin de formar un biobanco de plasma de

pacientes con CaP y estar en posición de realizar estudios posteriores a este

trabajo que implique la detección de alguna proteína.

4.4.4 Extracción, cuantificación y análisis de calidad de DNA

La extracción de ADN se realizó utilizando el método de lisis por TSNT de la

siguiente manera (101-103):

1. A 500 µL de sangre (buffy coat) se le agregaron 200 µL de buffer de lisis

TSNT   (Tritón 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM a pH8) y se

mezcló a alta velocidad utilizando un vórtex durante 30 segundos.

2. Se agregaron 500 µL de fenol grado biología molecular y se homogenizó

utilizando vórtex a alta velocidad durante 1-3 minutos hasta observar una

solución de aspecto lechoso o marrón. Durante este paso se cuidó llegar

una homogenización completa.

3. Se agregaron 100 µL de una mezcla de fenol-sevag y se mezcló en vortex a

alta velocidad durante 3-5 minutos. Se observó la formación de una

solución de aspecto lechoso y homogéneo.

4. Se agregaron 100 µL de buffer TE y se mezcló en vórtex a alta velocidad

durante 1 minuto.

5. Se centrifugó la mezcla durante 8 minutos a una velocidad de 10,000 rpm.

Transcurrido el proceso, se separó la fase acuosa (la superior) a un nuevo

microtubo de 2 mL  y se repitieron los pasos  3-5.
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6. Considerando la fase acuosa obtenida, se agregaron 2.5 volúmenes de

etanol absoluto grado biología molecular o HPLC y se mezcló por inversión.

Fue observada la formación de una hebra blanca (ADN) y se dejó precipitar

a -20°C durante toda la noche.

7. Los microtubos con el ADN fueron centrifugados a 14,000 rpm durante 15

minutos a temperatura ambiente.

8. El sobrenadante fue decantado y se agregaron 500 µL de etanol al 70%

(preparado a partir de etanol absoluto grado biología molecular o HPLC).

Se lavó la pastilla resuspendiendo la muestra durante 5 min y fue repetido

el paso 7.

9. Se decantó el sobrendante y se dejó secar la pastilla de ADN durante un

tiempo máximo de 20 min.

10.Finalmente, el DNA obtenido fue resuspendido en 100 µL de TE 1X.

Una vez concluida la extracción, se realizó la cuantificación del DNA

obtenido utililzando espectroscopía de ultravioleta en el quipo NanoDrop 1000 de

la casa comercial ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA). Como resultado

de esta cuantificación, se obtuvieron las proporciones de absorbancia a 260

nm/280 nm y 260 nm/230 nm con resultados esperados entre 1.8 y 2 y mayores

que 2, respectivamente.

Terminado este proceso, se siguieron dos pruebas de calidad para evaluar

la integridad del ADN obtenido. Estás pruebas fueron A) observación en un gel de

agarosa al 1% para evaluar integridad y B) análisis de amplificabilidad del ADN

obtenido utilizando una PCR punto final de un fragmento del gen B-globina.
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4.4.5 Electroforesis en gel de agarosa al 1%

1. Fueron pesados 0.3 gramos de agarosa grado biología molecular de la

casa comercial Oxoid (Basingstoke, UK) y disueltos en 30 mL de buffer TAE

1X (Tris 40 mM, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM); posteriormente, fueron

fundidos sobre una plancha de calentamiento hasta observar una solución

transparente.

2. Se agregó la solución de agarosa a la cámara de electroforesis y se dejó

solidificar el gel.

3. La integridad se analizó agregando 500 ng de cada una de las muestras

obtenidas.

4. Se realizó la electroforesis a un voltaje de 90 mV durante 40 min.

5. Los geles fueron teñidos en una solución de bromuro de etidio 0.5 mg/mL y

fueron observadas en un transiluminador.

4.4.6. PCR punto final de un fragmento del gen de β-globina

La genotipificación de las variantes de interés se realizó por PCR en tiempo

real. Primero se comprobó que los DNA incluidos en el estudio fueran

amplificables, por lo que se eligió probarlos mediante la PCR de punto final de un

fragmento de 268 pb del gen b-globina.

Para ello, se preparó una alícuota de cada muestra a una concentración de

100 ng/µL. La reacción de PCR se preparó de la siguiente manera: 5 µL de

GoTaq® colorless Master Mix 2X (PROMEGA, Wisconsin, USA), 0.2 µL de ambos

primers a una concentración cada uno de 10 mM, 1 µL de ADN a una
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concentración de 100 ng/µL y 3.6 µL de agua. Los primers utilizados tuvieron las

secuencias siguientes: 5´- ccacttcatccacgttcacc - 3´ y 5´- gaagagccaaggacaggtac -

3 para forward y reverse, respectivamente. Por otro lado, el programa de PCR que

se utilizó fue  una desnaturalización inicial a 95°C/5min, seguido por 35 ciclos

consistiendo cada uno de una desnaturalización a 94°C/1min, alineamiento a

53°C/1min y extensión a 72°C/1min; finalmente, una última extensión a 72°C/6min.

La reacción se llevó a cabo en un MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio-Rad, CA,

USA) (101). Los productos de PCR fueron observados en un gel de agarosa al 2%

(preparado en las mismas condiciones que en el inciso anterior, sólo modificando

la cantidad de agarosa).

4.4.7. Genotipificación

Los experimentos de genotipificación fueron realizados empleando la

técnica de sondas TaqMan de la casa comercial ThermoFisher Scientific

(Waltham, MA, USA). Para ello se utilizó el termociclador de PCR en tiempo real

StepOne Plus de la casa comercial Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

Las muestras fueron colocadas en placas de 96 pozos de la marca Scientific

Specialties (Lodi, CA, USA). La distribución que guardaron las muestras en las

placas tuvo en las primeras tres posiciones los controles positivos para cada una

de las variantes a evaluar y al final tres controles negativos de reacción.

Los ensayos utilizados para la detección fueron TaqMan SNP Genotyping

Assays probes C_27532228_20 and C_2362601_10 (Life Technologies, Carlsbad,

CA, USA) para las variantes A49T (rs9282858) y V89L (rs523349),
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respectivamente. Las reacciones fueron constituidas de la siguiente manera: 5 μL

de SensiFAST™ Hi-Rox Genotyping Kit de la marca Bioline (Memphis, TN, USA),

0.5 μL de la sonda, 1.5 μL de agua libre de nucleasas and 3 μL de ADN a una

concentración final de 100 ng/μL. El programa de PCR que se utilizó fue el

precargado por el equipo para ensayos utilizando sondas TaqMan y consistió en

Pre-PCR 60°C/30 s, Holding Stage 95°C/10 min, 40 ciclos de: 1) 95°C/15 s and 2)

60°C/1 min, and Post PCR Read 60°C/30 s. Los resultados crudos de la reacción

fueron analizados utilizando el StepOne™ Software v.2.2.2, (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA).

4.4.8 Análisis estadístico

Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el programa Golden

Helix SNP & Variation Suite 8.8.3 (Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, USA). Las

variantes genéticas fueron analizadas mediante una prueba de exactos de Fisher

para evaluar el equilibrio de  Hardy-Weinberg, se tomó un valor de p< 0.05 como

indicador de diferencia estadísticamente significativa.

Por otro lado, los estudios de asociación de variantes genéticas fueron

llevados a cabo utilizando los modelos genéticos de dominancia y recesividad para

evaluar los Odds Ratio, empleando un intervalo de confianza del 95% (CI, por sus

siglas en inglés), los valores de P Bonferroni P-values, y las tasas falsas de

descubrimiento (FDRs por sus siglas inglés) (57).

Para los estudios de asociación, implementamos un modelo de regresión

logística lineal stepwise utilizando un modelo genético aditivo codificando los
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genotipos (A49T= AlaAla vs. ThrThr, AlaAla+AlaThr vs. ThrThr, AlaAla vs.

AlaThr+ThrThr; V89L= ValVal vs. LeuLeu, ValVal+ValLeu vs. LeuLeu, ValVal vs.

ValLeu+LeuLeu), utilizando el índice de masa corporal y la edad como covariables

en el modelo reducido. La prueba de Bonferroni múltiple y las correcciones FDR´s

fueron consideradas para indicar si hubo o no diferencia estadísticamente

significativa.
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Capítulo 5

Resultados

5.1 Resultados objetivo 1: Realizar la caracterización de una plataforma de

detección de células tumorales de cáncer de próstata utilizando una

plataforma de microfiltración.

5.1.1 Caracterización morfológica de la membrana

Al ser una nueva metodología planteada para el aislamiento y posterior

análisis de CTC, uno de los primeros análisis que realizamos fue la caracterización

de la membrana de filtración a través de microscopía electrónica de barrido

(scanning electron microscope, SEM por sus siglas en inglés). Además, hicimos

un análisis elemental para asegurar los elementos que la componen. Dichos

resultados podemos observarlos en la figura 12.

Figura 12. Microscopía electrónica de barrido de las membranas. Observamos

del lado izquierdo la membrana de filtración en una magnificación de 500 X,

mientras que del lado derecho es observada la misma membrana a 100X.
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Como podemos observar en las imágenes derivadas del SEM, la membrana

de filtración fue fabricada por un método conocido como electroformado, presenta

una conformación homogénea de pozos con geometría cuadrada. En la figura se

observa la membrana con ancho de poro de 7µm, aunque se evaluaron además

membranas con ancho de poro de 8 µm y 9 µm. Más adelante en esta sección de

resultados, detallamos cuál tamaño de poro fue elegido. La disposición en

cuadrados, y no en poros circulares, estuvo determinada por la disponibilidad del

fabricante, más que por algún factor biológico determinado.

5.1.2 Caracterización del sistema de procesamiento de imagen de CTC.

A raíz de la naturaleza metodológica, el sistema Cytocatch fue desarrollado

en conjunto con una plataforma de imagen. Está plataforma está compuesta por

un sistema de microscopía de epifluorescencia, que cuenta con un stage

automatizado con una rutina de autoenfoque y equipado con filtros específicos

para los anticuerpos de marcaje que utilizamos en este trabajo. Además, como ya

se ha mencionado, la plataforma cuenta con un algoritmo de reconocimiento

capaz de discriminar los eventos fluorescentes y así categorizar las CTC de los

pacientes incluidos en el estudio. Los resultados de este sistema de imagen fueron

comparados con un microscopio Axio Observer de la marca Carl Zeiss

(Oberkochen, Alemania), el cual está equipado con un stage motorizado, una

fuente de luz LED Colibri 7 (se utilizaron las longitudes de onda 385 nm, 475 nm,

555 nm y 630 nm), una cámara Axiocam 506 mono, un set de filtros 90 HE DAPI/

GFP/Cy3/Cy5 y un objetivo Plan-Neofluar 10X.
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En primera instancia, determinamos si existió una diferencia entre los

conteos realizados por los sistemas de imagen del Cytocatch, Axio observer y un

contador manual.

Resalto que esta parte de la experimentación consistió en analizar las

células provenientes de la línea celular PC-3 preteñidas con Celltracker naranja y

posteriormente procesadas con 7.5 mL de sangre, así como una tinción posterior

con Hoechst 33342 (núcleos, color azul).

Durante las caracterizaciones, encontramos que los mejores parámetros

para la visualización de las muestras fueron a 25 ms y 200 ms, como tiempos de

exposición para los colores naranja y azul, respectivamente. Por otro lado, los

párametros que determinamos con el microscopio Axio Observer fueron de 90 ms

y 2000 ms de tiempo de exposición para los colores azul y naranja,

respectivamente. En ambos casos, se procesaron 15 imágenes representativas de

las distintas áreas de la membrana de filtración. Para el análisis consideramos

como célula tumoral, aquella que fuera positiva al brillo en los canales

azul/naranja. Las imágenes obtenidas respecto a los conteos manuales realizados

representan una diferencia de 1 célula tumoral. Esta diferencia podría estar debida

a que la imagen obtenida en el color naranja tuvo una mejor resolución en el

microscopio del sistema Cytocatch que en el Axio Observer, Por otro lado, la

diferencia encontrada entre los conteos de células nucleadas probablemente es

debida al reconocimiento de células tumorales por parte del algoritmo. Esto sirvió

como evidencia para darle la instrucción de, además de reconocer diferencias en

la expresión de los marcadores elegidos, agregar una distinción de los contornos



65

de las células tumorales, ya que algunas de ellas pudieran estar en una distancia

muy pequeña que pudiera dificultar su identificación. La figura 13 condensa estos

resultados.

Figura 13. Resultados de los conteos de células por imagen. Rojo/verde

conteos automático y manual Cytocatch™ y azul conteo Axio Observer. Se

tomaron 15 imágenes representativas (snap, eje X de las gráficas) de cada

membrana y en cada una de ellas se contaron a) las células tumorales, b) los
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eventos nucleados totales y c) los porcentajes celulares acumulados en cada caso

(eje Y de las gráficas).

Los resultados de la estandarización del sistema de imagen que incluyen a

los cuatro canales, Hoechst 33342 para núcleos (AZUL), Alexa Fluor 488 Pan-CK

(verde), Alexa Fluor 569 anti-PSMA (naranja) y Alexa Fluor 647 anti-CD45 (rojo),

para la identificación de células tumorales aparecen a continuación en la tabla

número 5. Los hallazgos muestran que tiene una mayor eficiencia al requerir

menores tiempos de exposición para encontrar las mejores imágenes de cada

marcador, por los que el sistema Cytocatch permite la identificación eficiente de

las células tumorales con mejores rendimientos comparados contra el sistema

Axio Observer Zeiss.

Tabla 5. Tiempos de exposición encontrados en ambas plataformas.

Microscopio Canal Tiempo de

exposición ms

Sistema

Cytocatch

Hoechst 33342 (Azul) 50

anti-CK (Verde) 100

Anti-PSMA (Naranja) 100

Anti-CD45 (Rojo) 1500

Axio Observer

Zeiss

Hoechst 33342 (Azul) 200

anti-CK (Verde) 2500

Anti-PSMA (Naranja) 3000

Anti-CD45 (Rojo) 4500
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A continuación, la figura 14 representa una imagen típica del algoritmo al

momento de procesar la imagen obtenida de la tinción realizada como parte del

proceso de estandarización.

Figura 14. Imagen típica generada por el algoritmo. En el cuadrante superior

observamos las señales de cada marcador, mientras que en el panel superior

derecho encontramos la combinación de las señales. Una célula tumoral se

identificó como nucleada (Hoechst 33342, azul), CK+ (verde), PSMA+ (naranja),

CD45- (ausencia de rojo) y con tamaños de almenos 7 µm. Los leucocitos fueron

categorizados como células nucleadas (azul) y CD45+ (rojo) con tamaños de entre

2.5 µm – 7 µm. Los paneles inferiores muestran un panorama representativo de

cómo el algoritmo realiza el reconocimiento de las células tumorales; observamos
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que hace una identificación independiente en cada canal de fluorescencia y al final

es capaz de distinguir los eventos fluorescentes correspondientes de las células

tumorales que de los leucocitos.

Los resultados de los conteos de las células tumorales mostraron una

concordancia del 97.72%, con solamente una célula tumoral de diferencia debido

a que en una de las imágenes dos células se encontraron espacialmente muy

próximas una de la otra, por lo que el algortimo la contó solamente como un

evento. La observación manual pudo determinar esta diferencia. Ahora bien, en

cuanto a la reproducibilidad entre los conteos manuales para cada plataforma de

adquisición de imágenes coincidió en un 100%, es decir, los conteos manuales de

células tumorales de los sistemas Cytocatch y Axio Observer Zeiss fueron

idénticos; mientras que, la diferencia entre los conteos de leucocitos fue del 0.4%

(8 células). La figura 15 muestra los resultados de las muestras de sangre

contaminadas con la línea celular a través de las dos plataformas de análisis y su

visualización con los cuatro canales de fluorescencia.
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Figura 15. Resultados de los conteos por imagen entre plataformas. En esa

imagen se tomaron en cuenta los cuatro canales de fluorescencia para la

identificación de células tumorales. En rojo y verde aparecen los conteos

automáticos y manuales del sistema Cytocatch, respectivamente; azules, conteos

Axio Observer Zeiss. El eje X de las gráficas a) y c) representa cada uno de las

imágenes obtenidas de los conteos celulares para células tumorales y leucocitos,
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mientras que el eje Y representa las células  contadas. La gráfica c) muestra en el

eje X a las células tumorales y los leucocitos mientras que el eje Y muestra los

porcentajes de células contados.

Existió una marcada diferencia entre los resultados de ambas plataformas

es en los tiempos de procesamiento. Consideramos que estos cambios podrían

estar explicados por la selección de componentes ópticos para la construcción del

microscopio. Un experimento de escaneo de una muestra en el sistema Cytocatch

llevaría aproximadamente un tiempo de 1.5 horas con la rutina de autoenfoque (30

minutos sin autoenfocar), mientras que con el sistema del Axio Observer Zeiss

toma alrededor de 4 horas.

5.1.3 Variación entre la velocidad de procesamiento y los tamaños de poro

de la membrana de filtración

Para determinar cuál velocidad de procesamiento fue la mejor, utilizamos la

membrana de 7 μm sobre la cual se hizo pasar la muestra de donador sano y las

células PC-3. Encontramos que utilizando las condiciones de 2 mL/min se obtuvo

una eficiencia de captura promedio de 98.09% + 1.82%; los tamaños de poro de 8

μm los promedios de eficiencia de captura se mantuvieron superiores al 85% y en

niveles similares para ambas velocidades de procesamiento. Por otro lado, al

utilizar la membrana porosa de 9 μm los valores de eficiencia de captura a una

velocidad de 2 mL/min fueron similares para los hallados en la membrana de 8

m; sin embargo, al evaluar el flujo de 3 mL, la eficiencia de captura se redujo a un
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valor de 72% + 6.45%. En resumen, estos resultados pueden observarse en la

figura 16.

Figura 16. Eficiencia de captura calculada. Se muestran los resultados a

diferentes tamaños de poro utilizando dos velocidades de procesamiento de

muestra, los mejores resultados se obtuvieron a un flujo de 2 mL/min y un tamaño

de poro de 7 M.

En general, el número de eventos contaminantes - es decir, de células

leucocitarias - disminuyó a medida que aumentaron los tamaños de poro y las

velocidades de procesamiento. Por ejemplo, cuando utilizamos la membrana de 9

μm observamos en promedio 745 + 65 eventos nucleados capturados el cual es
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considerablemente más bajo que cuando se utilizó la membrana de 7 μm a una

velocidad de 2 mL/min en donde se obtuvieron 4144 ± 315 células nucleadas

capturadas.

5.1.4 Análisis de la pureza de las muestras procesadas

La figura 17 muestra los resultados generales de la evaluación de la pureza

de las muestras procesadas. Basados en el análisis inmediato anterior del conteo

de eventos nucleados, los resultados de pureza estuvieron dentro de un rango

promedio de 1.64% ± 0.22% (membrana 9 μm) y 0.29% ± 0.02% (membrana 7

μm), respectivamente. Es por ello que basados en los resultados de eficiencia de

captura y de pureza obtenidos, decidimos en adelante utilizar como condiciones

de trabajo el procesamiento de las muestras con una membrana porosa con un

tamaño de 7 μm a una velocidad de procesamiento de 2 mL/min, para favorecer la

captura del mayor número de células tumorales, a pesar de la pureza, debido a

que con los métodos de identificación la discriminación entre leucocitos y CTCs se

realiza fácilmente
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Figura 17. Pureza obtenida analizando los distintos tamaños de poro. En rojo

se observan los resultados de pureza a un flujo de 2 mL/min y en azul a 3 mL/min.

Acorde a lo anterior, el siguiente parámetro evaluado fue la eficiencia de

captura utilizando diferentes líneas celulares. En la metodología mencionamos que

además de la línea cancerosa de próstata PC-3, agregamos a nuestro estudio in

vitro el análisis sobre las líneas celulares VCaP, DU-145 y LNCaP. Siguiendo la

misma metodología, agregamos 100 células de cada línea a muestras de 7.5 mL

de sangre provenientes de donadores sanos las cuales fueron procesadas junto a

sus respectivos controles, tal y como se describió en la sección de metodología.
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Como resultado, las eficiencias de captura para las líneas celulares

restantes fueron de 99.51% ± 1.47%, 94% ± 3.60%, y 98.92% ± 2.06% para

VCaP, DU-145, y LNCaP, respectivamente. La desviación estándar relativa (RSD,

por sus siglas en inglés) para los diferentes experimentos llevados a cabo en las

distintas líneas celulares fue del 1.93 al 6.65%. Nuestros resultados sugieren que

el aislamiento de células tumorales utilizando este enfoque de separación en el

dispositivo Cytocatch™ (Delee Corp., CA, USA) tienen una alta eficiencia de

captura, pureza y reproducibilidad entre los ensayos, necesarios para lograr las

capturas de las células.

5.1.5 Ensayos de viabilidad de las células capturadas

Los resultados del ensayo de LIVE/DEAD mostraron en promedio una

viabilidad del 90.3% ± 0.88% de las células tumorales que contaminaron una

muestra de sangre de donador sano. Por otro lado, para tener un punto de

comparación, utilizamos la misma cantidad de células en suspensión, las cuales

no fueron procesadas en el dispositivo y obtuvieron una viabilidad del 96% ±

1.53%. Este hecho demuestra que las fuerzas de corte (shear stress) que se

producen sobre las células tumorales dentro de la muestra de sangre que es

procesada en el dispositivo, es mínima y derivado de ella se obtienen células con

altas tasas de viabilidad que tienen el potencial de ser cultivadas en el laboratorio

para estudios posteriores.
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5.1.6 Prueba molecular con potencial uso en CTCs

El kit de conversión de ARN a cDNA que utilizamos incluye una prueba de

control de calidad, la cual implica la amplificación de un segmento del gen B-

actina. Es importante señalar lo anterior, debido a que previo a probar las

diferentes cantidades de células en la sangre de donador sano, se realizó la

estandarización de las condiciones de amplificación de los primers diseñados para

la amplificación de la región mencionada del AR. que detecta el fragmento

correspondiente al LBD, proveniente de la línea celular LNCaP, en donde se

encuentra la mutación T878A.

En el caso del primer juego de primers que resultó en un amplicón de 599

pb, se realizó el gradiente de temperatura encontrando la mejor condición de

amplificación a los 68.5°C. Posteriormente, el gradiente de amplificación para el

segundo par de primers el gradiente de temperatura arrojó que la mejor condición

de amplificación fue a los 57°C, tal y como aparece en la figura 18.

Figura 18. Gradiente de temperatura del programa de PCR para obtener

fragmento 181 pb del AR.
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Ahora bien, quisimos probar mediante un gradiente de concentración del

templado que tan baja cantidad de cDNA podríamos amplificar. Por ello nuestro

gradiente de concentración tuvo un rango de los 0.1 ng hasta los 40 ng de cDNA

de la línea celular LNCaP. A continuación, la figura 21 muestra el gel de agarosa

al 2% con los resultados de este gradiente. Podemos notar, que por medio de una

PCR de punto final, es posible amplificar hasta un nivel de DNA de 0.1 ng.

Figura 19. Gradiente de concentración de cDNA de LNCaP. Observamos que

fue posible amplificar este fragmento del AR en un rango de 0.1-20 ng de DNA

obtenido de la extracción.

Teniendo en cuenta los parámetros encontrados, se realizaron los

experimentos con las diferentes cantidades de células LNCaP contaminando las

muestras de sangre de donadores sanos. A partir de los rangos empleados de

entre 15 y 1000 células/mL de sangre, con excepción de la concentración de 15

células/mL, se obtuvo amplificación del fragmento del receptor de andrógenos en

todas las demás cantidades evaluadas. Estos resultados se observan en la figura

20 Posteriormente, volvimos a hacer una PCR del producto amplificado de la
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muestra con 15 células y al momento de analizarla en el gel de agarosa, pudimos

observar amplificación.

Para los experimentos de secuenciación, decidimos utilizar la muestra a la

cual se le añadieron 50 células tumorales a los 7.5 mL de sangre, asegurando así

tener una proporción de 6 células/mL de sangre analizada. Se purificó el amplicón

a partir de la banda observada en la electroforesis y ésta fue secuenciada por

electroforesis capilar. El electroferograma observado nos permitió identificar la

mutación T878A propia del AR que se encuentra en la línea celular LNCaP.

Empleamos como control negativo para la secuencia normal al AR expresado por

la línea celular PC-3.

Figura 20. Análisis de fragmentos del AR y de secuenciación de la región 878

pb. a) Gel de agarosa al 2% con los productos amplificados de 50, 250, 500 y

1000 células/7.5 mL de sangre; b) Controles positivos de amplificación de cDNA:

aparece una banda de 353 pb correspondiente a un fragmento del gen B-actina; c)
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y d) Electroferogramas obtenidos de la secuenciación: aparecen marcados con un

asterisco el cambio de nucleótido de la mutación T878A del AR.

5.2 Resultados del objetivo2: Implementar un protocolo clínico piloto para la

detección de células tumorales circulantes de pacientes con cáncer de

próstata (fase in vivo).

Dentro de nuestro protocolo in vivo, reclutamos 20 pacientes con CaP de

los cuales solamente 8 de ellos cumplieron con nuestros criterios de inclusión. Por

otro lado, se analizaron 8 donadores sanos como control.

En esta descripción de los resultados, aparecen primero aquellos

relacionados a los controles, ya que a partir de ellos se obtuvo el punto de corte

para la tecnología Cytocatch™ para pacientes con CaP metastásico. El rango de

edad de los controles analizados fue de 30-58 años. La tabla número 6 contiene

los conteos de CTC de los controles incluidos en el estudio.

La media + (SEM) de los controles incluidos fue de  5 + 0.597 CTC/mL de

sangre y una mediana de 5 CTC/mL de sangre (3-8 CTC/mL). Basados en los

niveles de CTC encontrados en los hombres sanos, establecimos nuestro punto

de corte en 10 CTC/mL de sangre.

Los pacientes considerados para el estudio tuvieron un rango de edad entre

58 y 80 años y fueron pacientes en un estadio metastásico de CaP. El conteo de

CTC mostró una media + SEM de 21 + 2.957 CTC/mL y una mediana de 21

CTC/mL de sangre con rangos de 12-35 CTC/mL de sangre. La tabla 7 resume las
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características más sobresalientes de los pacientes tomados en cuenta para los

análisis de CTC

Tabla 6. Conteos de CTC de los sujetos sanos del estudio.

Sujeto control CTC/7.5mL CTC/mL

1 24 3

2 21 3

3 32 4

4 44 6

5 47 6

6 35 5

7 58 8

8 40 5
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Tabla 7. Características de los pacientes analizados.

Paciente CTC/
7.5mL

PSA
ng/mL

CTC/m
L

Último
PSA

ng/mL

Grupo
Gleason

Tiempo de
evolución

(años)

Tratamiento

1 100 1238 13 1238 3 <1 Docetaxel

2 109 1854.2 15 0.04 5 1 Docetaxel, Bicalutamida

3 187 14 25 0.002 1 5 Bicalutamida y Leuprolide

4 158 21.7 21 0.51 5 <1 Bicalutamida, Zometazona y
Orquiectomia bilateral

5 93 138.33 12 0.05 (>6M,
1.10)

5 1 Orquiectomia+Esquema
Charted+Bicalutamida

6 230 309 31 ND 5 <1 Bicalutamida

7 154 26 21 4.43 (>2M,
0.55)

5 2 Leuproreline, Zytiga

8 266 144 35 3.98 (>2M,
8.5)

5 1 Goserelide y Bicalutamida
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Ahora bien, la diferencia de medias analizada entre los casos y controles

incluidos en este estudio mostró una marcada diferencia estadísticamente

significativa con un valor de p<0.0001. Este resultado junto con el punto de corte

que tomamos como referencia pueden observarse en la figura 21.

Figura 21. Enumeración de CTC en ambos grupos de estudio. Se muestran los

niveles de CTC/mL de sangre para cada paciente. Se estableció el punto de corte

en 10 CTC/mL y se encontró una diferencia estadística entre ambos grupos con

un valor de p<0.0001.

La figura 22 se aprecia una imagen representativa de la detección y

enumeración de CTC de uno de los pacientes incluidos en el estudio. Podemos

observar el marcaje individual que se realizó de las diferentes células y también el

merge de las mismas, así como el procesamiento que realiza el algoritmo del

equipo Cytocatch.
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Figura 22. Identificación de CTC en un paciente y su análisis. a) Marcaje con

DAPI de los núcleos; b) Marcaje de Pan-CK; c) Marcaje PSMA; d) Marcaje CD45;

e) Merge de los diferentes canales de la membrana, observando las CTCs en

color amarillo; f) sistema de reconocimiento de leucocitos; y g) sistema de

reconocimiento de CTC.

Finalmente, identificamos células que fueron positivas a los tres marcadores

utilizados, es decir, PSMA+, CK+ y CD45+, siendo estas células identificadas

como eventos raros. En los pacientes, encontramos 85+24 eventos raros/mL de

sangre; mientras que, en los controles fueron hallados en un nivel de 15+2

eventos raros/mL de sangre. La figura 23 muestra una imagen representativa de

eventos raros en una muestra de paciente.
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Figura 23. Eventos raros encontrados en las muestras analizadas.

5.3 Resultados del Objetivo 3

5.3.1 Características clínicas de los casos y controles enrolados en el

estudio de genotipificación.

Para conocer las características de genotipificación y sus potenciales

implicaciones clínicas en una muestra de población mexicana, incluimos 201

sujetos de estudio. Los sujetos participantes fueron clasificados como casos de

CaP (n=101) y sujetos sin CaP divididos en hombres sin anormalidades

prostáticas (n=60) y con hiperplasia prostática benigna (HPB, n=40). Para los

pacientes con CaP, la mediana (IQR) de edad fue de 70 (64.5-75) años. El treinta

porciento de ellos, tuvo historial de patología prostática; la mediana (IQR) del APE

fue de 20.4 (IQR 9.65–62.82). El 20.8% tuvo diabetes mellitus de tipo 2 (DM2) y el
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índice de masa corporal (IMC) fue en el 33.7% de los casos con peso normal, el

40.8% con sobrepeso y el 22.4% con algún grado de obesidad. La estadificación

Gleason fue realizada de acuerdo a las recomendaciones de la International

Society of Urological Pathology (ISUP) (104). Sesenta y dos porciento de los

casos fueron clasificados en el Grupo 5, es decir, tuvieron Gleason Scores de 9 y

10. La mayoría de los pacientes (67%) recibió terapia de deprivación androgénica

(ADT), predominantemente compuesta de bicalutamida sola o en combinación con

otros fármacos. La tabla 8 muestra en detalle las características clínicas de interés

de los pacientes con CaP.

Tabla 8. Características clínicas de los pacientes con CaP.

Característicasclínicas Casosafectados
n (%)

ISUP Grade Group †

▪ Grupo 1 2 (2)

▪ Grupo 2 13 (13.3)

▪ Grupo 3 13 (13.3)

▪ Grupo 4 9 (9.2)

▪ Grupo 5 61 ( 62.2)

Invasión extracapsular (%) 63 (62.4)

Invasiónneurocapsular (%) 57 (56.4)

Recurrencia (%) 7 (6.9)

Metastasis (%) 21 (20.8)

Resistencia a la castración (%) 14 (13.9)

Terapia de deprivaciónandrogénica

▪ Bicalutamida 22 (32.8)
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▪ Bicalutamida + leuprolide 9 (13.4)

▪ Bicalutamida + goserelin 11 (16.4)

▪ Bicalutamida+orquiectomía 12 (17.9)

▪ Orquiectomía 6 (8.9)

▪ Otros* 7 (10.4)

Nota: †Sociedad Internacional de Patólogos Urólogos (ISUP). La ISUP clasifica

los grados Gleason en diferentes grupos: Grupo 1: Gleason Score < 6; Grupo 2:

Gleason Score=7(3+4); Grupo 3: Gleason Score=7(4+3); Grupo 4: Gleason

Score=8; Grupo 5: Gleason Score=9 and 10. Tratamientos*: Bicalutamida +

leuprolide + orquiectomía, goserelin + leuprolide, ácidozolendrónico + leuprolide,

goserelin, orquiectomía + docetaxel, and leuprolide + goserelin + ketoconazol +

prednisona.

Para los sujetos sin enfermedad tumoral maligna, la mediana (IQR) de edad

fue de 58.8 (48-67) años; el 42.4% tuvo historial de patología prostática, en donde

la mediana de PSA (IQR) para aquellos hombres con HPB fue de 8.55 (5.12-

17.71) ng/mL. El 9% de los sujetos tuvo DM2, y la distribución de los valores de

IMC para controles fue de 23.1% de sujetos con peso normal, 44.9% con

sobrepeso y el 32.1% restante tuvieron algún grado de obesidad.

La tabla 9 engloba la información relevante de los pacientes con CaP y los

sujetos sin enfermedad tumoral maligna. Interesantemente, encontramos una

relación significativa entre los casos de CaP y la exposición a biomasa (P-
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value=0.012, OR=2.89, CI=1.21-6.88) y el hábito de fumar (P-value=0.028,

OR=1.88, CI=1.07-3.31), esto comparado con el grupo control.

5.3.2 Análisis de la caildad del ADN obtenido

El ADN obtenido fue cuantificado debidamente y se prepararon diluciones

de trabajo a una concentración de 100 ng/μL. La figura 24 muestra un gel de

electroforesis realizado para observar la integridad del ADN extraído.

Figura 24. Análisis de la integridad del ADN. Electroforesis en gel de

agarosa al 1% en donde los carriles 1: Marcador de peso molecular 100-1000 pb,

2: Control de ADN genómico, 3-5: alícuotas de la muestra número 61, 6-8:

alícuotas de la muestra 150. Se emplearon 500 μg de ADN.

Por otro lado, las muestras que incluimos en esta parte del trabajo fueron

amplificadas como otro control de calidad utiilizando primers dirigidos a un

fragmento del gen de la β-globina. Algunos resultados representativos aparecen

en la figura 25.
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Figura 25. Amplificación del gen β-globina. Gel de agarosa al 2% en donde los

carriles 1= marcador de peso molecular de 100-1000 pb, 2-3=controles negativos

de amplificación, 4=control positivo de amplificación, 5-9= muestras de pacientes

con cáncer de próstata. El producto amplificado esperado es de 268 pb.

5.3.3 Genotipificación

La tabla 10 muestra el análisis del HWE para los casos y controles incluidos

en el estudio, así como también se muestran las frecuencias genotípicas. La

variante A49T se encontró fuera del HWE in la población analizada, no así la V89L

que se mantuvo dentro del HWE.

Los resultados del análisis de asociación fueron categorizados deacuerdo

con el método usado. En nuestro estudio, el análisis estuvo enfocado a los

modelos de dominancia y recesividad genética. Bajo ninguna de las condiciones

fue encontrada una asociación entre los modelos aplicados y el desarrollo de CaP

(variante A49T) o el conferir efecto protector contra el CaP (variante V89L). La
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tabla 11 muestra los resultados obtenidos para ambas variantes genéticas

después de llevar a cabo el análisis estadístico utilizando los modelos genéticos

de dominancia y recesividad, así como sus respectivos OR (95% de rango de IC).

5.3.4 Asociación de características clínicas y genéticas

El análisis entre las características clínicas y genéticas fue realizado

utilizando los genotipos de V89L y se observa en la tabla 12. No encontramos

asociación entre las variables de genotipificación y el PSA, ISUP Grade Group o el

historial previo de HPB.  Sin embargo, encontramos una relación entre rs523349

con la exposición a biomasa (P-value=0.013, OR=3.17, CI=1.23-8.17) y el alelo G

en el contexto del riesgo, y OR=0.32, CI=0.12-0.81 para el alelo C en el contexto

del efecto protector utilizando el modelo de dominancia genética. Además, existe

una tendencia entre la variante V89L y los pacientes con enfermedad metastásica

(ValVal vs LeuLeu + ValLeu, P-value= 0.048, OR = 0.390, CI=0.142-1.073).
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Tabla 9. Características demográficas de los pacientes con CaP y los sujetos control. .

Característicademográfica Casos de CaP
n=101

Controles
n=100 P-value OR (95% CI)

Mediana de edad, años (IQR) 70 (64.5-75) 58.8 (48-67) 9.22 x 10-15 1.13 (1.08-1.17)

Mediana de PSA ng/mL (IQR) 20.4 (IQR 9.65–62.82) 8.55 (IQR 5.12 – 17.71) 8.29 x 10-20 1.11 (1.07-1.16)

Media de IMC kg/m2, (DS) 27.02 (±4.33) 27.84 (±5.52) 0.271 NS

 <18.5 (% bajo peso) 3.1 0.0 ND NS

 18.5-24.9(% peso normal) 33.7 23.1 0.612 NS

 25-29.9 (Sobrepeso) 40.8 44.9 0.226 NS

 >30 (Obesidad) 22.4 32.1 0.486 NS

Diabetes mellitus tipo 2 (%) 20.8 21.0 0.732 NS

Hipertensión arterial (%) 38.6 33.0 0.694 NS

Ingesta de alcohol (%) 57.4 64.0 0.182 NS

Hábito de fumar (%) 60.4 43.0 0.028 1.88 (1.07-3.31)

Exposición a biomasa (%) 20.8 8.0 0.012 2.89 (1.21-6.88)

Historial familiar de CaP (%) 18.8 12.0 0.224 NS

Historial familiar de otro cáncer (%) 33.7 29.0 0.603 NS

ND, no disponible; NS, no significativo. P<0.05 indica una diferencia estadística significativa. IC, intervalo de confianza; OR, odds
ratio.
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Table10. Equilibrio de Hardy-Weinberg y frecuenciasgenotípicas de A49T (rs9282858) y V89L (rs523349) en casos y controles.

P de Fisher-HWE Frecuenciagenotípica

Variante Alelos de
Reference Casos Controles Casos (%) Controles (%)

A49T
(rs9282858) [C/T] 1.90E-06 0.005

T|T: 0.030 (3) T|T: 0.010 (1)

C|C: 0.970 (98) C|C: 0.990 (97)

V89L
(rs523349) [C/G] 0.678 0.999

C|C: 0.376 (38) C|C: 0.448 (44)

C|G: 0.455 (46) C|G: 0.439 (43)

G|G: 0.168 (17) G|G: 0.112 (11)
Para los alelos de referencia y frecuencias genotípicas: G: guanina, T: timina, C: citosina
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Tabla 11. Análisis de asociación de las variantes A49T (rs9282858) y V89L (rs523349).

Variante ModeloGenéti
co X2 FDR OR (95% IC)

Frecuencia alélica*

Casos Controles

A49T
(rs9282858)

Dominante 0.327 T 2.97 (0.30-
29.05) C 0.34 (0.03-3.29) T 0.03 T 0.01

Recesivo 0.327 T 2.97 (0.30-
29.05) C 0.34 (0.03-3.29) C 0.97 C 0.99

V89L
(rs523349)

Dominante 0.594 G 1.35 (0.77-2.38) C 0.74 (0.42-1.30) G 0.396 G 0.332

Recesivo 0.511 G 1.60 (0.71-3.62) C 0.62 (0.28-1.41) C 0.604 C 0.668

*Para las frecuencias alélicas: G: guanina, T: timina, C: citosina.
X2, Xi cuadrada; FDR, False Discovery Rate; OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianza.
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Tabla 12. Análisis de los genotipos de rs523349 (V89L) y variables clínicas.

Genotipo
PSA Grade Gleason Group

ISUP classification Metástasis Hiperplasiaprostática
benigna

Mediana
ng/mL Valor P <3 > 4 Valor P % Valor P % Valor P

VV 48.46

0.684

14.28 23.47

0.071

3.96

0.492

20.60

0.282VL 47.53 33.67 12.24 13.86 18.50

LL 53.22 14.28 2.04 2.97 3.30

VV+VL 51.07
0.655

26.50 57.10
0.125

17.82
0.766

39.10
0.3040

LL 47.53 2.04 14.30 2.97 3.30

VV 51.75
0.134

14.30 47.90
0.125

3.96
0.048

20.60
0.635

LL+VL 48.46 14.30 23.50 16.83 21.70

International Society of Urological Pathology (ISUP) Grade Group †: Grupo 1:Gleason Score < 6; Grupo 2:Gleason Score=7(3+4);
Grupo 3:Gleason Score=7(4+3); Grupo 4:Gleason Score=8; Grupo 5: Gleason Score= 9 and 10; VV: val/val; VL: val/leu; LL: leu/leu.
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CAPÍTULO 6

Discusión

6.1 Objetivos1 y 2.

La búsqueda de biomarcadores tumorales es uno de los principales retos

entre los grupos de investigación en cáncer. El uso de biopsias líquidas se ha

extendido por los Estados Unidos de América y por Europa. En América Latina,

hay una falta de estudios en este campo que permitan a los médicos establecer

mejores panoramas de las diferentes enfermedades tumorales.

En nuestro caso, la CTCs aparecen como biomarcadores prometedores en

cáncer de próstata. La tecnología que hemos estandarizado no sólo permite su

conteo, sino también establece potenciales escenarios para una futura

caracterización molecular empleando la plataforma de microfiltración Cytocatch®.

Es importante remarcar que en el estudio de CTCs, algunos de los aspectos

más importantes a tomar en cuenta, es contar con un método de detección con

una alta eficiencia de captura, con marcadores que le otorguen especificidad a la

separación y con un enriquecimiento suficiente para eliminar la cantidad de

leucocitos que potencialmente pudieran contaminar la separación celular.

En general, los filtros poseen buenos resultados en términos de eficiencia

de captura y pureza en los procesos de separación y enriquecimiento celular. Sin

embargo, la elección del método de microfabricación de las membranas de

filtración celular es crucial para obtener una determinada distribución y geometría
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de poros a lo largo del material que se seleccione como substrato para su

elaboración.

Por un lado, existen aquellos microdispositivos de separación celular

basados en métodos de fabricación denominados como Track-etch membranes

(TEMs) los cuales suelen fabricarse con un material conocido como policarbono.

Este método de microfabricación provee resultados de membranas de

microfiltración con poros cilíndricos distribuidos de manera azarosa a lo largo de la

superficie de la membrana, hecho que promueve variables eficiencias de captura

en las separaciones celulares derivados de flujos caóticos que pudieran generarse

al momento del paso de la muestra. Los TEMs promueven la formación de poros a

partir de la irradación del sustrato con iones radioactivos, por ejemplo, aquellos

donde se utilizan iones de Kriptón a cierta energía y ángulo de irradación. La figura

26 muestra una membrana elaborada bajo esta técnica de microfabricación (105).

Figura 26. Estructura de policarbonato de una membrana de filtración.

Podemos observar como resultado de esta técnica como se obtienen poros

distribuidos de manera azarosa y algunas microfracturas que se forman en la

misma.
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Dos de los principales dispositivos fabricados bajo este principio, son el

ISET® technology de Rarecell (París, Francia) y el ScreenCell® (Sarcelles,

Francia).

El ISET está compuesto de una membrana con poros cilíndricos de 8 μm de

diámetro y cada muestra es filtrada a lo largo de una superficie de 0.6 cm de

diámetro (106); la figura 27 muestra una observación al microscopio en campo

claro de la aparición de células tumorales de dos líneas celulares a diferentes

magnificaciones. El dispositivo ISET ha reportado una eficiencia de captura de

hasta el 78.8% en células contaminantes de donador sano (107).

Figura 27. Observación de células tumorales en la membrana ISET. Se

observan las líneas celulares MCF7 (a, a´) y LNCaP (b, b´). Magnificaciones en

10X (a y b) y 100X (a´, b´) En la figura b´, los autores muestran la observación de

los poros de la membrana de filtración (flecha 2).
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Más recientemente la compañía ScreenCell® (Paris, Francia) desarrolló 3

filtros para el análisis de CTCs: 1) ScreenCell® Cyto para el aislamiento y

enumeración de CTCs; 2) CC Filtration Unit para cultivo celular de las CTCs

aisladas; y 3) ScreenCell® MB-LC Filtration Unit para análisis moleculares. Para

este dispositivo se reportaron las eficiencias de captura empleando la línea celular

H2030; los autores emplearon 5 y 2 células en una serie de repeticiones

encontrando una eficiencia de captura promedio del 91.2% y 74%,

respectivamente; la figura 28 muestra una observación de células tumorales

empleando el ScreenCell® Cyto(108).

Figura 28. Observación de células tumorales en la membrana ScreeCell.

Tinción de hematoxilina y eosina a 40X; se observan los poros del proceso de

fabricación y CTCs de un paciente con cáncer de colon.

A diferencia de los TEMs, existen otros métodos de elaboración de filtros

cuyo fundamento permite la obtención de membranas de alta porosidad, con poros

de tamaño y distribución homogénea a lo largo de la superficie del substrato.

Estas técnicas se conocen como técnicas de microfabricación de membranas y

se basan en el uso de una oblea de silicio sobre el cual se hace un grabado (etch)

con distintos materiales como parileno, silicón, SU8 o iones metálicos (109).
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Lin y colaboradores 2010 desarrollaron un microdispositivo fabricado a

partir de parileno, el cual consiste en una membrana de filtración que

espacialmente es colocada entre dos losas de PDMS sujetas por plantillas de

acrílico. Al microdispositivo se le unen unas jeringas de entrada y de salida. Los

poros se encuentran unidos a lo largo de su superficie y estos fueron diseñados

para tener un tamaño de 8 μm (110). En la estandarización de este dispositivo,

encontraron que tienen una eficiencia de captura superior al 88% y con un tiempo

de separación de muestra de 17 mL/min (111).

Xu y colaboradores (2010) caracterizaron una membrana de microfiltración

elaborada con Parylene C con una superficie de 30,401 poros disponibles para el

enriquecimiento de las muestras. Sus procesos de estandarización resultaron en

una eficiencia de captura de hasta un 90% empleando la línea celular PC3 a un

flujo de 0.2 mL/min. Para sus experimentos, ellos utilizaron 1 mL de sangre

completa, por lo que en procesar una muestra de sangre completa (7.5) les

llevaría un tiempo superior a los 35 minutos (112).

En relación a los fundamentos de separación celular, a diferencia del

mecanismo de separación utilizado por el CellSearch®, emplear un sistema de

separación independiente a utilizar marcadores celulares, ofrece la ventaja de

lograr eficiencias de captura más altas. En nuestro caso, Cytocatch™ se

fundamenta en la separaciónd de CTCs bajo el principio de tamaño y

deformabilidad de las mismas.
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Las membranas de filtración utilizadas fueron elaboradas a partir de una

metodología de microfabricación que se conoce como electroformado de níquel. El

uso de membranas metálicas elaboradas bajo este concepto, permite obtener

membranas de filtración con geometría, tamaño, cantidad y homogeneidad de los

poros con alto control en donde éstas pueden exceder una porosidad del 2% de su

superficie sin tener problemas de superposición de poros (113, 114); además, la

concepción de membranas microfabricadas con elementos metálicos son

recomendadas para usos diagnósticos y de investigación en áreas biológicas, ya

que son inertes a los materiales que suelen utilizarse para las separaciones y

compatibles para cuestiones de cultivo celular (115); su proceso de elaboración

implica el uso de hojas semilla (iniciadoras de la reacción), las cuales son

fotoresistentes y en donde inicia la adhesión de capas de resinas químicas que

contienen los compuestos necesarios para el agregado de los elementos que

compongan la membrana porosa, en nuestro caso fue el níquel (114).

Como resultado de este proceso, obtuvimos tres membranas de níquel con

las características deseables para los poros disponibles para la separación.

Empleamos para la separación de los pacientes una membrana de 7 μm que

contiene 110,440 poros cuadrados, correspondiendo a una porosidad del 8.5%.

Previamente, Hozokawa y cols. desarrollaron una membrana de filtración

metálica en la que obtuvieron eficiencias de captura hasta del 97% para células de

cáncer de pulmón utilizando la línea celular NCI-H358. Ellos emplearon un arreglo

de microcavidades distribuidas en una separación de 60 μm en un arreglo de 100
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x 100 cavidades dando un total de 10,000. Usaron 4 tamaños de poro 8 – 11 μm

(116).

La caracterización de la plataforma Cytocatch™ mostró una capacidad de

procesamiento de muestras de sangre completa a un nivel de 7.5 mL de sangre en

un tiempo menor a 12 minutos. Este  resultado fue posible gracias a la

estandarización de los experimentos entre los tres diferentes tamaños de poro y

dos velocidades de flujo. Los resultados óptimos de separación fueron obtenidos a

un tamaño de poro de 7 μm, con una velocidad de flujo de 2 mL/min en donde se

obtuvieron una eficiencia de captura del 98% y una pureza 0.29%

correspondiendo a 4144+315 eventos nucleadosy empleando la línea celular PC-

3. Si bien es una pureza más baja comparada con los otros tamaños de poro de

las membranas de filtración, esta cantidad de eventos nucleados no son un

impedimento para la identificación de las CTC ya que utilizamos anticuerpos

específicos para diferenciarlas de los leucocitos presentes en la membrana.

Además, estos valores de pureza se mantuvieron a este nivel debido a que las

muestras fueron prefijadas antes del proceso de separación, hecho que le

proporciona cierto grado de rigidez a las membranas celulares y se reflejó en un

conteo de 345+17 células/mL; sin embargo, se decidió continuar con el prefijado

de las muestras ya que de no hacerlo se corre el riesgo de perder CTCs de los

pacientes analizados.

Este aspecto de cuidar el prefijado de muestras previo al método de

separación ya ha arrojado resultados de cambios en la eficiencia de captura de las

muestras; Adamas y colaboradores realizaron experimentos para determinar este
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efecto cuyos resultados sobre líneas celulares LNCaP y PC-3 mostraron que la

eficiencia de captura decae por debajo del 85%. Además, hay que recordar que la

prefijación permite mantener cierta rigidez en las membranas celulares, por lo que

células de tamaños cercanos al del poro podrían tener mayores posibilidades de

retenerse (117).

Por otro lado, se ha reportado que existen diferencias pequeñas entre los

tamaños de las células tumorales entre las diferentes líneas celulares (118). Esta

fue la razón por la cual utilizamos también las líneas celulares LNCaP, VcaP y DU-

145 para la caracterización de nuestro dispositivo, sin encontrar diferencias

importantes en la eficiencia de captura, la cual rondó entre el 93%-99% en los

experimentos desarrollados, bajo las condiciones de tamaño de poro y flujo

seleccionados.

Basados en este punto de referencia, nuestros experimentos de

caracterización fueron realizados a partir de 7.5 mL de sangre completa para

emular las condiciones de separación del estándar de oro. A diferencia nuestra, el

CellSearch tuvo eficiencias de captura entre el 85%-122% de las células en las

muestras contaminadas; en uno de sus primeros estudios, incluyeron una cohorte

de 123 pacientes de CaP en donde en al menos el 57% de ellos encontraron un

número >2 CTCs/mL, 41% > 5 CTCs/mL, 32% > 10 CTCs/mL y 14% > 50

CTCs/mL(119).

Nuestros experimentos de cuantificación de CTCs en donadores sanos

mostraron que estos tuvieron en promedio 5 CTCs/mL (3 – 8 CTCs/mL) de sangre.
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Este rango nos permitió determinar el threshold de nuestra tecnología en 10

CTCs/mL de sangre. A nuestro conocimiento, la tecnología desarrollada por Stott y

cols. conocida como CTC-Chip colocó su threshold en 12 CTCs/mL debido a que

en sus resultados el rango superior en el que encontraron CTCs en sujetos sanos

fue de 12 CTCs/mL (120). Este mismo grupo de trabajo, desarrolló el

microdispositivo conocido como Herringbone-Chip, en donde también encontraron

CTCs en sujetos sanos en un rango de 0 a 3 CTCs/mL de sangre (121). Hasta

este punto, diversos autores en la literatura han encontrado controversial la

detección de CTCs en sujetos sanos, de hecho, Stott la define como “eventos

raros” o “falsos positivos”; sin embargo, decidimos apegarnos al término de CTC

dada su definición.

Por otro lado, sugerimos que el encontrar CTCs en sujetos sanos puede

estar asociado a dos razones: 1) El fundamento de la técnica de separación: al ser

una técnica de separación independiente de anticuerpos, CTCs con diferentes

genotipos son capturadas y cuantificadas bajo la definición que proponemos en

este trabajo como célula tumoral. 2) La interacción que existe entre la formación

de CTCs de distintos orígenes y las condiciones de flujo a través del riego

sanguíneo y el microambiente del sistema inmunológico.

En primera instancia, tanto el estándar de oro para la separación y

enumeración de CTCs así como para otros dispositivos que se han desarrollado

para el análisis de las mismas, siguen un principio de separación basado en la

expresión de EpCAM. En estos casos, los autores presentan resultados en donde

no encontraron CTCs en las muestras analizadas de sujetos sanos (93, 122, 123).
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En primera instancia, se ha demostrado que las CTCs sufren una rápida

muerte dentro del flujo sanguíneo; Fidler determinó en experimentos llevados a

cabo en ratones C57BL/6, a los cuales les administró un inóculo de 200,000

células, que el 99% de ellas muere durante las primeras 24 horas dentro del

torrente sanguíneo; en otras palabras hablamos que para el desarrollo de

micrometástasis en su modelo necesitó al menos 2000 células (el 1%  vivo a las

24 horas) que sobrevivieran a las condiciones del organismo (124). Este

decremento en la carga celular disponible para originar metástasis tumorales

podría estar relacionado con la inmunocompetencia de los individuos sanos, más

específicamente por los niveles de linfocitos NK y su capacidad para eliminar los

llamados embolos de CTCs (125).

Por otro lado, las CTCs también son susceptibles a las condiciones del

entorno de los vasos sanguíneos. Dichas condiciones contemplan aspectos como

la resistencia a introducirse en la vasculatura de los diferentes órganos, el

atrapamiento en ellos una vez que se han introducido, así como el tiempo de vida

que tienen en la circulación (126, 127).

Nuestros resultados en pacientes mostraron que nuestra tecnología es

capaz de discernir entre niveles de CTCs presentes en sujetos sanos y casos de

CaP metastásico. Recordemos que nuestros criterios de clasificaciónde CTCs

fueron células nucleadas CK+/PSMA+/CD45-; CK-/PSMA+/CD45-; y CK+/PSMA-

/CD45-. Alrededor del 80% de las CTCs aisladas en este estudio, mostraron una

expresión de ambos anticuerpos dirigidos hacia ellas. Observamos también que

los niveles de CTCs son independientes de otras variables clínicas tales como
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nivel de PSA, por ejemplo, el paciente número tres al momento de la toma de

muestra para el estudio de separación celular reportó un nivel de PSA de 0.002

ng/mL y conteo de 25 CTCs/mL, valor superior a la media (21 CTCs/mL). Este

paciente fue reportado clínicamente como respondedor y cuyo tratamiento

consistió en bicalutamida+leuprolina. El tener un conteo de CTCs de este nivel,

podría sugerir la presencia de enfermedad tumoral en progresión. A su vez, este

paciente resultó con un Grupo Gleason 1 (Gleason 6).

El CellSearch reporta que en sujetos normales se ha encontrado al menos

una CTC/mL y bajo condiciones de enfermedad benigna, se encontró que en

10/295 sujetos sanos fue detectada al menos 1 CTC/mL, mientras que en 19/255

pacientes con enfermedad benigna se encontró al menos 1 CTC/mL, 1/255

tuvieron al menos 5 CTC/mL y 10 CTC/mL. Específicamente hablando de sujetos

con CaP metastásico, dicha tecnología reportó que 218 pacientes incluidos los

porcentajes de pacientes, 77.5%, 57.3%, 45.0%, 20.6%, 13.8%, 3.7% y 2.3%

tuvieron conteos de CTCs/mL de sangre de >1, >5, >10, >50, >100, >500, >1000

distribuidos en 7.5 mL de sangre completa analizada (91). En cualquiera que sea

el caso, estas separaciones celulares fueron realizadas previo a la administración

de una nueva línea de tratamiento antitumoral.

Estudios posteriores determinaron la utilidad clínica el threshold en relación

a la sobrevivencia promedio de pacientes con CaP metastásico, encontrando dos

escenarios posibles. Se determinó que aquellos pacientes con un nivel > 5

CTCs/mL de sangre viven en promedio 11.5 meses contrastando con aquellos

cuyo conteo de CTCs estuvo por debajo de este nivel, quienes vivieron en
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promedio 21.7 meses. En este mismo estudio, se les otorgó un seguimiento a los

pacientes para observar si este escenario probabilístico se mantuvo y encontraron

que aquellos pacientes con un conteo > 5 CTCs/mL cambiaron su panorama de

sobrevivencia promedio a 9.5 meses (128).

Para nuestro estudio decidimos prescindir del etiquetado de las células con

EPCaM debido a que las CTCs son células que se encuentran en plena Transición

Epitelial Mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés). Este proceso implica una

serie de cambios morfológicos y de funciones celulares mediadas por la expresión

diferencial de diferentes genes. La figura 29 muestra un panorama general que

ocurre en este proceso. Existen tres tipos de EMT, una observada durante el

desarrollo embrionario, otra durante la cicatrización de heridas y regeneración de

tejidos y uno más que ocurre durante el desarrollo tumoral que da origen a las

metástasis (129).

Las CTCs, al ser de estirpe epitelial, exhiben la expresión característica de

proteínas como EpCAM, E-Cadherina y CKs. Una disminución en la expresión de

las dos primeras, ocurre junto a estos cambios morfológicos en los que las células

pierden su apariencia poligonal con bordes redondeados, las cuales están unidas

a través de uniones oclusivas, adherentes y desmosomas. A su vez la

sobreexpresión de proteínas N-cadherina, fibronectina y vimentina, acompañadas

de una apariencia de células en huso, el cual es típico de los fenotipos

mesenquimales (130).
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Figura 29. Vista típica de la transición epitelial mesenquimal en cáncer.

Se ha demostrado en tecnologías de separación basadas en tamaño, como

aquella conocida como Parsortix, la cual es un sistema de microfiltración en tres

dimensiones y cuyos autores emplearon para identificar CTCs provenientes de

CaP metastásico, así como una comparación el CellSearch®. Ellos observaron

que la plataforma Parsortix logró aislar hasta un 55% de células PC-3, mientras

que el CellSearch® aisló hasta un 40% de esta misma línea celular que es bien

sabido tiene una expresión media de EpCAM (118). Este hallazgo fue relacionado

con un reporte previo del mismo grupo de investigación, en el que a través de
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experimentos de RT-qPCR compararon la expresión de EpCAM de las líneas

celulares MDA-MB-231 (cáncer de mama, baja expresión de EpCAM), PC-3

(expresión media de EpCAM) y SKBR3 (expresión alta de EpCAM); los resultados

mostraron que aquellos dispositivos que basaron la separación de CTCs en la

expresión de EpCAM, sólo tuvieron porcentajes de recuperación de CTCs-

EpCAM+ en porcentajes del 40% (PC-3) y del 12% (MDA-MB-231) (131).

En este mismo sentido, Green y colaboradores demostraron que existe una

expresión variable de EpCAM entre las CTCs aisladas de pacientes con CaP. Este

grupo de investigación desarrolló un dispositivo microfluídico con dos zonas de

atrapamiento celular funcionalizadas la primera para atrapar células que expresen

altos niveles de EpCAM (zona 1) y la segunda bajos niveles de esta proteína, pero

funcionalizadas para el atrapamiento dependiente de CTCs con expresión de N-

Cadherina. Los resultados de caracterización con líneas celulares mostraron que

la línea celular LNCaP (EpCAM+) fue atrapada con una eficiencia de captura de

hasta el 90%; mientras que, la línea celular PC-3 se observó con un atrapamiento

de hasta un 80%. Además, los experimentos realizados en pacientes, mostraron

que aquellos sujetos cuyas CTCs enían una baja expresión de EpCAM se

relacionaron con tumores más agresivos y de rápida progresión (122).

Debido a lo evidencia anterior, no consideramos el etiquetado de las CTCs

aisladas de los pacientes con CaP metastásico. Decidimos analizar la expresión

del Antígeno Prostático Específico de Membrana (PSMA, expresado por el gen

FOLH1). Se ha demostrado que hasta el 93.9% de tejidos tumorales con

diagnóstico histopatológico de adenocarcinoma de próstata sostienen una
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expresión de PSMA (132); por otro lado se ha reportado que el PSMA está

relacionado a un incremento en el riesgo de recurrencia bioquímica medida a

través de los niveles de PSA (133); A su vez, el PSMA se ha propuesto utilizar

como un blanco terapéutico dirigido, al acoplarse al radionúclido compuesto de Lu-

PSMA-617 para el tratamiento de CaP localizado, teniendo una respuesta

favorable en el 70% de los pacientes tratados (134).

Previamente, se han realizado aproximaciones interesantes en el área de

investigación de CTCs para realizar el aislamiento de las mismas de pacientes con

CaP. Uno de los casos de mayor éxito es el reportado por Kirby y colaboradores;

en su estudio, los autores desarrollaron, caracterizaron y probaron en un estudio

clínico el dispositivo GEDI (Geometrically Enhanced Differential Inmunocapture).

Los autores diseñaron un microdispositivo compuesto de una serie de postes

funcionalizados con anticuerpos dirigidos contra PSMA para realizar la separación

de las CTCs y realizar una posterior caracterización con anticuerpos dirigidos

contra EpCAM (para verificar su identidad epitelial) y CD45 (135).

El encontrar eventos raros, los cuales fueron fluorescentes con todas las

señales positivas, es decir, células nucleadas PSMA+/CK+/CD45+ fue un hallazgo

importante. Observamos que en los pacientes que incluimos en el estudio fueron

encontrados en promedio 85+24 eventos raros/mL de sangre, mientras que para

los controles, estos fueron encontrados en un nivel promedio de 15+2 eventos

raros/mL de sangre.Tal y como se ha visto, es bien sabido que existen diferentes

subtipos de CTCs entre las diferentes enfermedades tumorales como las de

próstata o mama (120, 136). Al igual que en cáncer de próstata, otros autores han
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reportado la existencia de CTCs con estos fenotipos no tradicionales entre los

cuales destaca la presencia de eventos raros que expresan los marcadores típicos

de CTCs y además expresan positividad al marcaje de CD45.

Se han realizado algunos esfuerzos por conocer la naturaleza de estas

células raras que expresan positividad a CD45. Algunas sugerencias que se han

hecho entorno a su origen es que podrían ser macrófagos, ya que de manera

intencionada se han realizado tinciones dirigidas al marcador de macrófagos CD68

(136, 137). Basados en este argumento, una de las hipótesis que podría explicar

la aparición de estos eventos raros es que algunas CTCs de los pacientes

analizados podrían haber sido fagocitadas durante su proceso de intravasación al

torrente sanguíneo.

Otra hipótesis sugiere un origen de estos eventos raros en una supoblación

celular de origen mieloide CD14+, CD11c+, CD45+ conocida como cancer-

associated macrophague-like cells (CAMLs), las cuales tienen el potencial de

expresar proteínas de tipo epitelial como EpCAM, CK8, CK18 y CK19 (138-140).

Derivado de esta evidencia se sugiere que estos eventos raros encontrados

podrían deberse a que estas CAMLs engullen CTCs o bien restos celulares de las

mismas y es por ello que se aprecia positividad al marcaje con los diferentes

anticuerpos para su identificación.

Finalmente, logramos demostrar que nuestra plataforma de análisis tiene el

potencial de servir como punto de partida para la realización de pruebas de

caracterización molecular de las CTCs aisladas. Nuestros resultados apuntan a



109

que, por métodos generales, hemos logrado detectar transcritos de RNAm de AR

en niveles de CTCs de hasta 6 CTCs/mL de sangre mediante una técnica de PCR

de punto final y posterior observación en gel de electroforesis o bien de hasta 2

CTCs/mL de sangre desarrollando una PCR semi-anidada y la posterior

observación de en gel de agarosa. Sumado a esto, nos fue posible detectar la

mutación puntual que contiene la línea celular LNCaP, T878A, la cual confiere

resistencia terapéutica contra agentes ADT (141).

Posteriormente logramos secuenciar por electroforesis capilar y caracterizar

esta mutación y con ello se abre un abanico de posibilidades moleculares para el

análisis de las CTCs. En este sentido, cuando son desarrolladas y caracterizadas

nuevas tecnologías para el aislamiento y conteo de CTCs de los diferentes tipos

de cáncer, el tener la posibilidad de realizar estos experimentos de caracterización

molecular permite maximizar las ventajas de separación del equipo.

Estas caracterizaciones suelen ser importantes para tres aspectos

fundamentales de la atención clínica de los pacientes: a) pronóstico, b)

personalización de tratamientos, y c) detección de eventos de resistencia

terapéutica.En este sentido, Stott y colaboradores mostraron con su dispositivo,

CTC-Chip, la detección de la fusión génica TMPRSS2-ERG en un grupo de

pacientes con cáncer de próstata vía secuenciación por electroforesis capilar

(120); otros estudios han intentado realizar la cuantificación de CTCs mediante el

estudio de actividad de la telomerasa por qPCR (112); más recientemente se han

realizado el desarrollo de ensayos multiplex a través de plataformas de PCR digital

en donde se involucran blancos génicos como PSA, PSMA o HOXB13(142).
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Estás aplicaciones de caracterización molecular de CTCs ya han empezado

a probarse en ensayos clínicos; se ha demostrado que sujetos con CaP

metastásico cuyo tumor expresa la variante 7 del AR (AR-V7) presentan una

resistencia terapéutica frente al tratamiento con enzalutamida y abiraterona y

además es un predictor para conocer el éxito de utilizar alternativas terapéuticas

con taxanos (143)

Nuestros resultados apuntan a que nuestra metodología es una de las más

eficientes desde el punto de vista más importantes para la factibilidad de la

aplicación clínica: 1) Alta pureza y eficiencia de captura, 2) Escalabilidad industrial

para lograr la transferencia tecnológica.

6.2 Objetivo 3.

Como hemos visto, el presente proyecto involucra dos vertientes acerca del

conocimiento del cáncer a nivel México y América Latina. Por un lado, se realizó la

detección de dos Variantes que hasta la fecha no se habían realizado en nuestra

población mexicana y que por sus efectos biológicos, es necesario conocer su

distribución en una población de nuestro país; además, es uno de los pocos

estudios llevados a cabo en una población latina fuera de los Estados Unidos de

América.

Estudios llevados a cabo en población Mexicana han reportado diferentes

Variantes en la secuencia del gen SDR5A2, las cuales se han relacionado con el

desarrollo de enfermedades como hipospadias y pseudohermafroditismo (144-

147). Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, no hay algún reporte previo en
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donde se busque la presencia de las variantes A49T y V89L en este grupo étnico;

como revisamos previamente, ambas variantes se han relacionado al desarrollo y

protección asociaciada al CaP, respectivamente.

El efecto de ambas variantes analizadas es diferente de acuerdo al grupo

étnico de estudio. Por ejemplo, sujetos cuyo genotipo homozigoto es Val/Val de

V89L, podrían tener un efecto protector si su origen es el continente asiático, pero

en otras poblaciones este mismo genotipo podría ocasionar un incremento en el

riesgo de desarrollo de cáncer. Entonces, pensamos en el cáncer como una

enfermedad compleja en la cual diferentes factores de riesgo juegan un papel

sinérgico para su desarrollo, siendo el fondo genético uno de ellos.

El análisis de regresión logística es un tema esencial utilizado en distintas

aplicaciones clínicas, dentro de las cuales podemos encontrar los modelos clínicos

de predicción (148), el tamizaje de pacientes (149), y para el desarrollo y

validación de nuevos modelos de diagnóstico (150). La importancia clínica de la

genotipificación de las variantes analizadas en este estudio radica en la predicción

del comportamiento metabólico de la vía del AR. En nuestro caso, la regresión

logística podría ser utilizada en modelos de predicción para la predicción del

efecto de inhibidores de la enzima esteroideos 5 alpha-reductase 2 (151).

Para llevar a cabo esta fase de este trabajo, condujimos un muestreo por

conveniencia en donde los participantes en este estudio fueron sujetos que

asistieron al Servicio de Urología de nuestro Hospital Universitario “Dr. José

Eleuterio González”; los sujetos de estudio fueron hombres con CaP (casos) y
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hombres con otras patologías benignas de la próstata o bien sujetos

acompañantes de pacientes (controles). El conocimiento generado por la

Asociación Americana de Cáncer, revela que el CaP suele ser diagnosticado

rumbo a la quinta década de la vida; por esta razón, la diferencia estadística entre

los casos y los controles en relación a su edad fue la esperada. El análisis de

variables clínicas específicas mostró resultados con significancia estadística en el

contexto de los niveles de PSA y algunos factores de riesgo como el consumo de

tabaco y la exposición a la biomasa. En nuestro estudio, encontramos que la

mediana de PSA de los casos (20.4 ng/mL), fue significativamente más alta

(<0.001) que los controles que presentaron HPB (8.5 ng/mL), tal y como se ha

visto en estudios previos (152, 153). Un estudio de tamizaje en población abierta

realizado por parte de nuestro grupo de trabajo, reportó que en población

muestreada de manera aleatoria y proveniente del Noreste de México, se

tamizaron sujetos alrededor de los 40 años utilizando la medición de los niveles de

PSA. Ellos encontraron que 125/973 (12.8%) de los participantes tuvieron valores

de PSA mayores a 4 ng/mL y 55 de ellos (44%) resultaron diagnosticados con

CaP (2).

Una limitante de nuestro trabajo fue la ausencia de mediciones de PSA en

los sujetos sanos. Esta limitante es debida a que todos los sujetos sanos fueron

reclutados por conveniencia en el Servicio de Urología, en donde aquellos los

sujetos de estudio fueron categorizados como hombres con CaP y hombres sin

CaP, siendo estos últimos sujetos con HPB (n=40) y sujetos sin enfermedades
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prostáticas (n=60). Los estudios de asociación de las Variantes fueron realizados

empleando la comparación entre los homrbes son cáncer versus sujetos sin CaP.

No encontramos relación entre la DMT2 y el desarrollo de CaP. Solamente

clasificamos a nuestros sujetos de estudio como diabéticos o no, sin considerarlos

niveles de glucosa o medicamentos que pudieran estar consumiendo para su

control. Un meta-análisis reciente hecho de 17 estudios que incluyó 274,677

pacientes , sus resultados sugieren que la diabetes podría inducir un peor

pronóstico en los pacientes con CaP, pero no estuvo relacionado con el desarrollo

de cáncer (154). Otro estudio independiente reportó un incremento en el riesgo de

muerte por CaP, pero la diabetes no estuvo ligada con la incidencia de (155). La

asociación con un peor pronóstico pero no con la incidencia de CaP podría ser

explicada por las comorbilidades que subyacen al padecimiento de la DMT2 tales

como ateroesclerosis y falla renal; estos pacientes podrían tener peores respuesta

a los tratamientos antitumorales. Dos meta-análisis reportaron un bajo riesgo

relativo para el desarrollo de CaP en pacientes con DMT2 (156, 157). Otros

estudios han presentado estudios controversiales acerca de esta enfermedad

(156-160); previamente, parte de nuestro equipo de investigación encontró un

riesgo incrementado entre el desarrollo de cáncer y Gleason scores > 8 en

pacientes con altos niveles de glucosa en sangre (161).

Por otro lado, encontramos diferencia significativa (p=0.028) entre la

asociación del tabaquismo y el desarrollo de cáncer vs. aquellos sujetos sin cáncer

(60.4% vs. 43% respectively); esto ha sido previamente demostrado que el

consumo de tabaco es un factor de riesgo para el desarrollo de CaP (162-164). Se
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ha reconocido que el uso de tabaco podría contribuir al desarrollo de cánceres

urológicos como el de próstata, vejiga, uereteres y renal (162-165). La razón de

esto podría ser que los compuestos químicos derivados de la quema del tabaco

son distribuidos a otros tejidos del cuerpo a través de los vasos sanguíneo

pulmonares.

Cuando el tabaco es quemado, el proceso produce una serie de

compuestos carcinogénicos, principalmente hidrocarburos aromáticos policiclícos

(polycyclic aromatic hydrocarbons, PHAs por sus siglas en inglés) y nitrosaminas

derivadas de nicotina, tales como N´-nitrosonornicotina (NNN) and 4-

(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK). En resumen, la tumorogenesis

causada es causada por la formación de aductos en el DNA. Estos aductos

generan mutaciones en genes clave para el mantenimiento celular; las NNNs y

NNKs podrían unirse a receptores de acetilcolina y promover eventos como la

proliferación, crecimiento, supervivencia y migración celular (166). Además, los

PHAs podrían unirse a receptores de aril hidrocarbono (AHRs), los cuales activan

CYP1A1 y CYP1B1; los CYPs agregan un grupo epóxido a los PHAs, donde estos

compleos PHAs-epóxido se unen al DNA para formar (167).

Interesantemente, encontramos diferencia significativa entre los pacientes

con CaP y la exposición a la biomasa (20.8%, P-value=0.012, OR=2.89, CI=1.21-

6.88). La población mexicana (principalmente la del norte del país) tiene como

tradición gastronómica el consumo de alimentos cocinados a la leña, así como el

desarrollo de actividades que generan partículas de tamaños menores a 10 μm, o

bien a compuestos xenobióticos, como los PHAs (168). En nuestro estudio,
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entrevistamos a los pacientes para determinar con qué frecuencia ellos consumen

sus alimentos empleando leña para su cocción. Diferentes estudios han

demostrado como la exposición a la biomasa esta relacionada con el desarrollo de

diferentes tipos de cáncer, principalmente de (169). El mecanismo por el cual los

compuestos generados por la biomasa promueven el desarrollo tumoral no son del

todo claros, pero nosotros hipotetizamos que esto podría estar relacionado a los

PHAs, principalmente benzo(a)pireno. El Benzo(a)pireno tiene un papel clave en la

formación de aductos del DNA (170), específicamente se involucra en mutaciones

que originan cambios nucleotídicos G a T en los codones 157, 158, 248, y 273 del

gen TP53 con consecuencias catastróficas, esto deacuerdo a base de datos IARC

TP53 (R20, Julio 2019 es su última versión) (171). Los dos factores de riesgo

identificados en nuestro estudio para el desarrollo de CaP (consumo de tabaco y

exposición a la biomasa) fueron determinados como estadísticamente

significativos después de realizar la corrección FDR en el análisis de regresión

stepwise realizado, el cual fue un tema de utilidad para identificar este factor de

riesgo.

Hay pocos estudios que relacionen el CaP y la exposición a la biomasa,

siendo el más importante el Cancer Prevention Studio-II (CPS-II) de la Sociedad

Americana de Caner (172); sin embargo, los autores asociaron este facor de

riesgo para cáncer de pulmón, sin haber evidencia de que se haya explorado la

búsqueda de relación con el CaP.

La variante A49T esta asociada a un incremento en la actividad enzimática

de la 5 -reductasa, la cual convierte la testosterona en dihidrotestosterona (DHT,
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ver figura 1). La DHT, es un metabolito más potente que se enlaza al AR y resulta

en una activación subsecuente de genes diana que promueven la proliferación

celular, la inhibición de señales apoptóticas y una sobreexpresión de marcadores

como el PSA.

Un meta-análisis publicado en 2011 por Li et al. encontró un riesgo

significativamente alto de desarrollar estadios III/IV de CaP en sujetos

homocigotos variantes (alelo Thr/Thr) de A49T empleando un modelo recesivo de

análisis (P-value=0.0001, OR=2.13, CI=1.44-3.15) (54). En nuestro estudio, no

encontramos asociación entre estasvariantes del gen SRD5A2 y el desarrollo del

CaP. Nuestros resultados mostraron que el 3% de los sujetos fueron portadores

de la variante A49T (alelo Thr/Thr) no estuvo asociado con el desarrollo de cáncer

(p=0.327). Una limitación de nuestro estudio fue que los resultados de esta

variante estuvieron fuera del equilibrio de HW, posiblemente debido a la baja

frecuencia de este alelo y a la falta de inviduos heterocigotos en la población

muestreada (173, 174). Consideramos incrementar el número de muestras

analizadas con el objetivo de verificar si este resultado se mantiene para nuestra

población.

Otro grupos étnicos de origen Ecuatoriano, Afro Americanos y Latinos,

tuvieron una asociación con el desarrollo de CaP y la variante V89L (alelo Thr/Thr)

(51, 175, 176). A diferencia de ellos, no existe una asociación entre este alelo y el

Cap en poblaciones hispanas y brasileñas (177, 178). La tabla 13 muestra estos

estudios de genotipificación y sus asociaciones al desarrollo de CaP.
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A pesar de que se esperó que los pacientes portadores de la variante A49T

tuvieran niveles elevados de PSA, los pacientes de nuestro estudio con este

genotipo (alelo Thr/Thr) tuvieron valores de PSA de 5.23, 8.00, and 19.98 ng/mL,

posiblemente esto es debido al estadio del tumor al momento del diagnóstico ya

que fueron sujetos con cáncer no metastásico. Un número significativamente más

alto de pacientes podría requerirse para verificar si esta correlación entre estas

dos variables y el desarrollo de CaP en población mestiza proveniente de México.

En relación la variante V89L, el genotipo homocigoto LeuLeu ocasiona un

decremento del 30% en la actividad catalítica de la enzima 5 alpha-reductasa 2,

donde el genotipo wild-type “ValVal” se ha asociacido al desarrollo de CaP y

estadios más altos en la categorización Gleason.

In 1992, Ross et al. midieron de manera indirectala actividad de la enzima

esteroidea 5 alpha-reductase2 mediante la cuantificación de mtabolitos derivados

de la testosterona en metabolitos Afro Americanos y Asiáticos, encontrando

diferencias en sus niveles atribuibles a la actividad enzimática; sin embargo, ellos

no tomaron en cuenta los genotipos del gen SRD5A2 en los sujetos analizados

(43). Esto es debido al alelo Leu/Leu, de hecho, en el estudio de la población

asiática se mostró que el resultado de este genotipo tiene un efecto protector

contra desarrollo de CaP (44).

En nuestro estudio, pacientes con este alelo podrían haber desarrollado

CaP debido a otras vías metabólicas independientes al AR, como las de

reparación de daño al DNA (179), PTEN (69), o TP53 (68). Por otro lado, el alelo
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Leu/Leu fue asociado con el desarrollo de cáncer en estudios de genotipificación

de poblaciones compuestas de Americanos con ascendencia europea (180) e

Hispanos (181). Interesantemente, este alelo estuvo relacionado con Gleason

Scores > 8 en población francesa (182, 183).

Encontramos una reducida tendencia estadística con la progresión a CaP

metastásico cuando analizamos portadores de los alelos Leu/Leu+Val/Leu vs.

Val/Val (P-value= 0.048, OR =0.390, CI=0.142-1.073). A nuestro conocimiento, no

hay reportes que atribuyan directamente esta relación, pero hipotetizamos que

podría estar implicado la actividad de genes diferencialmente expresados en la

metastasis de este tumor, tales como EGR2, EGR3, MTA1, MYBL2 (184),

SYNPO2, EGR3, RDX, FOXM1(185), o KLF6, MMP9, WNT5A (186).

Adicionalmente, cuando un CaP vírgen a tratamiento hormonal, es tratado con

ADT, su evolucióno al estadio metastásico podría ser posible debido a otros

factores transcripcionales, como GATA2 o FOXA1 (187), la mutación de fusión

TMPRSS2-ERG (70, 72), o variantes del AR (AR-V7) (188, 189).

SRD5A2, CYP17A1, y CYP19A1 están involucrados en la vías metabólicas

esteroidea (GO:0008202) y biosintética (GO:0006694). En Mus musculus, el

benzo(a)pireno ha sido relacionado a la red de interacción Proteína-Proteína de

los procesos de oxidación-reducción (GO:0055114) (Permanent link:

http://bit.ly/2jIbOER) (190). Los genes involucrados en esta red, participan en la

oxidación mediada por el citocromo P450 (Cyp17a1, Cyp19a1, Cyp1a2, Cyp21a1,

Cyp3a11, Cyp3a13, Cyp3a16, Cyp3a25, Cyp3a41a), y la reducción de estrógenos

y andrógenos (Srd5a2, Akr1d1, Hsd17b1, and Hsd3b4).
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El alelo Val/Val es más frecuente en población blanca Hispanic/non-

Hispanic y Ecuatoriana y ha sido asociado con el desarrollo de CaP; en nuestra

población Mexicana-mestiza, no enconotramos esta asociación. Se ha visto que

este alele podría contirbuir a empeorar el pronóstico clínico de los pacientes

relacionados con la supervivencia global, tal y como fue descrita en estudios

previos cuando se compraron las distintas variantes genéticas y la actividad del

AR (191).

La tabla 14 resume estos estudios de genotipificación de V89L y sus

potenciales implicaciones con el desarrollo de CaP, metastasis, Gleason Score o

el efecto protector antitumoral (44, 175, 180-183, 192).

Nuestro análisis mostró una no relación entre los genotipos del rs523349

correspondientes al gen y tumores con Gleason scores ≥ 8; sin embargo, esta

tendencia fue reducida entre los pacientes con metastasis y los genotipos

rs523349 (Val/Val vs. Leu/Leu+Val/Leu P-value=0.048, OR=0.390, 0.142-1.073).
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Tabla 13. Efectos clínicos de la variante A49T (rs9282858) en otras poblaciones analizadas.

Población Efecto Genotipo (s) Año Autor

Afro-americana Asociada al desarrollo de cáncer Thr/Thr 1999 Makridakis

Brasileña No asociada al desarrollo de cáncer Thr/Thr 2002 Ribeiro

Hispana/afroamericana No asociada al desarrollo de cáncer Ala/Thr 2008 Pearce

Ecuatoriana Asociada al aumento de riesgo de cáncer Thr/Thr vs Ala/Thr 2009 Paz y Miño

Latina Asociada al desarrollo de cáncer Thr/Thr 2017 Fang

Tabla 14. Efectos clínicos de la variante V89L (rs523349) en otras poblaciones analizadas.

Población Efecto Genotipo (s) Año Autor

Asiática Protectos contra el desarrollo de CaP Leu/Leu 1997 Makridakis

Caucásica Asociado a metastasis Leu/Leu 2002 Soderstrӧm

Americanos europeos Asociado al desarollo de cáncer Leu/Leu vs ValLeu 2004 Loukola†

Hispana Asociado al desarollo de cáncer Leu/Leu 2005 Salam

Fráncesa Asociado a Gleasons Scores >8 Leu/Leu 2007 Cussenot

Blancos no hispanos Asociado al desarollo de cáncer Val/Val*
2008 Torkko

Blancoshispanos Asociado al desarollo de cáncer Val/Val **

Ecuatoriana Asociado al desarollo de cáncer Val/Val 2009 Paz y Miño
†Análisis de genotipificación que mostró estar fuera del HWE. *Resultados combinados con la genotipificación de variantes en el gen
VDR. **Resultados combinados con las variantes en el gen CDX2.
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El pronóstico clínico de nuestra cohorte de pacientes de CaP en relación al

estudio de la enzima esteroidea 5 alpha-reductase 2 tuvo dos limitacioines: 1)

nuestro estudio incluyó pacientes con enfermedade localizada y metastásica sin

discriminar su tiempo de evolución, y 2) el tipo de ADT al momento del

reclutamiento de pacientes.

En la práctica clínica, observamos que el tratamiento de primera línea para

pacientes con enfermedad localmente avanzada de la próstata, es la bicalutamida

más la administración de un fármaco agonista o antagonista de la hormona

liberadora de la hormona luteinizante (LHRH, por sus siglas en inglés) y este

esquema varía en función de las respuesta terapéutica de los pacientes al uso de

otros agentes como enzalutamida, acetato de abiraterona, apalutamida o bien el

uso de taxanos (193).

Finalmente, respecto a los sujetos con HPB, un meta-análisis hecho en

2017 por Zheng et al.encontraron un riesgo de desarrollo de esta condición

benigna en individuos portadores de la variante 49T (OR=2.75, CI=1.32-5.69), sin

encontrar una diferencia estadística significativa (P-value=0.373) (194). En

contraste, estudios concernientes a la variante V89L y su relación con el desarrollo

de HPB han documentado resultados contradictorios (195, 196). En uno de ellos,

fue encontrado que el genotipo Val/Leu + Leu/Leu (P-value=0.047, OR=1.62,

CI=1.00-2.61) fue relacionado al desarrollo de HPB, pero no de CaP (197).

Sin embargo, en otro estudio, ninguno de esos genotipos fue asociado con

el desarrollo de HPB (194). Como perspectiva de esto, es necesario llevar a cabo
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un estudio longitudinal de sujetos mexicanos a los cuales se les genotipifique para

la variante V89L con el obetivo de describir las frecuencias de los diferentes

genotipos y se determine si alguno de ellos tiene un rol pronóstico de CaP, HPB

así como sus potenciales usos como biomarcadores en la personalización de

tratamientos farmacológicos inhibidores dirigidos hacia la enzima 5 alpha-

reductase (198).

Resumiendo, la lucha contra los diferentes tipos de cánceres que aquejan

la salud del ser humano debe contemplar un manejo integral de los pacientes, en

donde se tenga a la disposición clíncia de pruebas con mayor especificidad y

sensibilidad según sea el caso. Para el CaP, la NCCN contempla el estudio de

distintos test aplicables en diferentes etapas de la enfermedad desde el

diagnóstico temprano, la estratificación hasta el seguimiento a la terapia

farmacológica.

La última versión de las guías clínicas para PCa, actualizadas año con año,

ya no sólo contempla las pruebas clásicas para el manejo de los pacientes (PSA,

DRE y biopsia), si no que ahora las complementa la utilización de biopsias líquidas

en la detección temprana y el seguimiento terapéutico. En ese sentido, se han

analizado la expresión de ciertos genes en orina, tales como PCA3-ERG (199) o

PSA-PCA3 (200).

Por otro lado, resulta interesante que en estas guías de manejo clínico ya

sea sugerida la utilización de una prueba de CTCs para la identificación de la AR-

V7. La identificación de esta variante representa una ventaja en el tratamiento del
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paciente metastasico ya sea como opción para tomar el tratamiento de primera

línea o bien, en aquel paciente metastásico que ha prograsado a una resistencia a

la castración (193, 201). También, otra de las ventajas de identificar la AR-V7, es

establecer pronósticos de la enfermedad metastásica, ya que se ha visto que los

pacientes que son portadores de esta variante tienen una menor supervivencia

global (201).

Las perspectivas de nuestros hallazgos implican la realización de estudios

posteriores en donde se incluya una cohorte más grande de pacientes con los

diferentes estadios clínicos de la enfermedad y una mayor cantidad de sujetos

control, así como también que sean ampliadas las caracterizaciones moleculares

de las CTCs lo que permitirá incrementar los potenciales blancos de diagnóstico y

terapia de los pacientes.

Sumado a ello, los estudios moleculares de genotipifcación en nuestra

población permitirá conocer otras características propias de nuestro grupo étnico y

con ello mejorar el entendimiento de ciertas características metabólicas de la

enfermedad que puedan ser empleadas con fines terapéuticos (202).
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Capítulo 7

Conclusiones

El presente estudio permitió la estandarización de un nuevo dispositivo de

separación por filtración, basado en propiedades intrínsecas de las CTCs como el

tamaño y la deformabilidad. El proceso permitió establecer los parámetros óptimos

de separación celular, empleando la plataforma de alto rendimiento Cytocatch™ a

través de una membrana porosa en un proceso automatizado en donde fue

posible la identificación celular in situ empleando la detección de células

nucleadas PSMA+/CK+/CD45-, PSMA-/CK+/CD45- y/o PSMA+/CK-/CD45. La

cuantificación fue posible gracias a la inserción de un sistema de imagen de alta

resolución que emplea una rutina de autoenfoque y la identificación de los eventos

nucleados a través de un algortimo educado por inteligencia artificial. Además,

demostramos la capacidad que tiene nuestra tecnología para el desarrollo de

pruebas de caracterización molecular de CTCs de CaP.

Según nuestro conocimiento, este es el primer estudio en su tipo en México

y América Latina y nuestros resultados apuntan a que nuestra tecnología cuenta

con el potencial de ser transferida a la práctica clínica diaria para el empleo de

biopsias líquidas de pacientes, en principio, de cáncer de próstata y

posteriormente otros cánceres epiteliales.

Por otro lado, logramos aportar al conocimiento de las variantes genéticas

de población mexicana de dos variantes en la enzima 5alpha reductasa

encontrando que en la población muestreada no existe una asociación con el

desarrollo o efecto protector contra el CaP; sin embargo, el análisis de nuestros
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sujetos de estudio nos reveló que existe un riesgo incrementado al desarrollo de

cáncer en sujetos fumadores y aquellos que estuvieron expuestos a fuentes de

biomasa, además de la tendencia para la variantee V89L y el desarrollo de

metastasis.

Para nuestro grupo étnico, es importante la elucidación de las frecuencias

alélicas y genotípicas de diversas variantes genéticas implicadas en proteínas

imporantes para el metabolismo de las células tumorales, ya que nos permite

tener un mejor entendimiento de las características moleculares de una

enfermedad y con ello la posibilidad de establecer escenarios de pronóstico.
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