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1. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO EN EL CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

     El cáncer de próstata (CaP) constituye uno de los problemas sanitarios más importantes 

en los países desarrollados. Su incidencia ha ido en aumento en las últimas décadas, por una 

parte como consecuencia del aumento de la esperanza de vida, y por otra, por el desarrollo de 

técnicas diagnósticas que han permitido la detección de tumores asintomáticos que 

previamente pasaban desapercibidos.   

Mundialmente se estima que unos 285.100 varones mueren como consecuencia de esta 

patología, 89.600 en Europa y 32.600 en Norteamérica1.  

  En España, según los datos del Registro Nacional de CaP realizado por 25 centros 

españoles en el 2010, la cifra de nuevos diagnósticos anuales es de 4.087 en una población de 

referencia de 4.933.940 (21,8% de la población de varones en España), lo que supone una 

incidencia estimada para el CaP de 70,75 casos por 100.000 hombres2.  

 

      A pesar de ser una entidad común, la etiología y los factores relacionados con la 

evolución tumoral son hoy en día poco conocidos, si bien se considera un proceso 

multifactorial relacionado con ciertas exposiciones ambientales, estilos de vida, antecedentes 

familiares y factores genéticos.  

  Los únicos factores de riesgo  demostrados como causantes de CaP son la edad 

avanzada, la historia familiar de CaP y la etnia africana3. Algunos estudios apuntan la 

importancia de la base genética de la enfermedad, la cual condiciona tanto la susceptibilidad a 

la misma como la agresividad clínica4. Sin embargo, hay otros factores como la actividad física 

y sexual, la exposición al cadmio y radiación ultravioleta, el hábito tabáquico, el consumo de 

alcohol, la dieta rica en grasas saturadas de origen animal y el consumo de carne roja, de los 

que se desconoce el papel que juegan en el desarrollo del CaP5-6. También es controvertido el 

síndrome metabólico como agente etiológico del CaP. Meta-análisis recientes no encuentran 

relación  del síndrome en conjunto pero sí de sus componentes de forma individualizada, 

como es el caso de la hipertensión arterial (HTA) o la circunferencia de la cintura. Algunos 

trabajos establecen el papel dual de la obesidad en el CaP, de forma que el riesgo se reduce 

para el CaP localizado pero a mayor índice de masa corporal (IMC), mayor es el riesgo de CaP 

avanzado7. En relación a la Diabetes Mellitus (DM), se ha descrito una posible asociación 
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entre ésta y el CaP, mostrando una relación inversa entre ambas entidades8. 

 En conclusión, podemos decir que los factores endógenos, inherentes al individuo, son 

determinantes en el desarrollo del cancer de próstata, mientras que los factores exógenos 

podrían tener un papel desencadentante en la aparición del mismo. Sin embargo, hoy en día 

no hay suficiente evidencia al respecto como para hacer recomendaciones sobre el estilo de 

vida, pues no sabemos qué grado de repercusion podrían tener en el desarrollo de esta 

patología. 

  

2. DIAGNÓSTICO DEL CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

 Para llegar al diagnóstico del CaP las herramientas que se utilizan actualmente son el 

valor del antígeno prostático específico (PSA) y el tacto rectal (TR), siendo necesaria la 

confirmación diagnóstica mediante la realización de una biopsia prostática (BP) en aquellos 

casos en los que exista un  PSA elevado y/o un TR sospechoso.  

 

2.1 Antígeno prostático específico (PSA) 

 

 El PSA es una glucoproteína con actividad calicreína que se sintetiza fundamentalmente 

en las células epiteliales prostáticas. Su acción fisiológica es la licuación del coágulo seminal, 

resultando de ello un incremento de la motilidad espermática9. 

  La concentración de PSA en el líquido seminal es muy elevada, sin embargo, en 

condiciones normales en sangre periférica es mínima. Las alteraciones en la arquitectura 

glandular y la neoangiogénesis pueden ser los factores más importantes que justifican un 

incremento de la eliminación de PSA al torrente circulatorio10.  

 El punto de corte de 4 ng/mL de PSA sérico ha sido y es el valor más utilizado para la 

detección y monitorización del cáncer de próstata. Sin embargo, Partin y cols. demostraron un 

porcentaje de pacientes inesperadamente alto de casos con cáncer de próstata en pacientes con 

cifras de PSA entre 2 y 4 ng/mL11. Es por ello que hoy en día se tienen en cuenta diferentes 

factores  a la hora de establecer el punto de corte de PSA, entre ellos la edad del paciente.  

 A pesar de que el PSA es un marcador que ha ayudado al diagnóstico temprano de la 

enfermedad, reduciendo de forma significativa las muertes por CaP, sigue siendo elevada la 

mortalidad, dado que tiene como limitación fundamental que se trata de un marcador 

próstata-específico pero no cáncer-específico12. Por este motivo se han desarrollado nuevas 

fórmulas, basadas en la cuantificación sérica de PSA, que pretenden incrementar su 
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especificidad, manteniendo una tasa de detección (sensibilidad) similar. Las principales son la 

densidad de PSA13, la velocidad de PSA14-15, el tiempo de duplicación del PSA16, los rangos de 

PSA específicos por edad17 y las diferentes formas moleculares de PSA, como el PSA libre18-19.   

 
       

2.2 Tacto rectal  

 

 Desde la introducción del PSA, el TR ha perdido protagonismo en su papel diagnóstico 

en el CaP. La mayor parte de los CaP se localizan en la zona periférica de la próstata y pueden 

detectarse mediante TR a partir de volúmenes tumorales de unos 0,2 ml. Un TR sospechoso 

es una indicación absoluta de BP pues en aproximadamente el 18 % de los pacientes se detecta 

un CaP a partir de un TR patológico, con independencia de la concentración de PSA20.  

 

2.3 Biopsia prostática 

 

 Las indicaciones de la BP vienen derivadas del resultado del PSA y del TR, matizadas 

por otros factores como pueden ser la edad del paciente, el cociente PSAl/PSAt, la densidad 

de PSA, y el volumen prostático. 

 Cualquier alteración del TR y/o unas cifras de PSA superiores a los niveles patológicos 

considerados, son indicación de biopsia en varones con una expectativa de vida superior a los 

10 años. 

 La biopsia estándar se realiza guiándose mediante ecografía transrectal (ETR). Se puede 

realizar con anestesia local mediante bloqueo de los haces neurovasculares periprostáticos, 

localizados en el ángulo formado entre las vesículas seminales y la base prostática. Como  

anestésicos locales podemos utilizar la mepivacaína o lidocaína21.  

 Actualmente los esquemas de biopsia que se consideran adecuados son aquellos que 

incluyen un mínimo de 10 cilindros. No obstante, hay algunos esquemas de biopsia que toman 

como factor determinante del número de cilindros el volumen prostático. De hecho, se han 

publicado nomogramas, como el de Remzi y cols. conocido como nomograma de Viena, el 

cual constituye una estrategia para el determinar el número óptimo de cilindros que permite 

reducir el número de biopsias innecesarias, teniendo en cuenta por igual la edad del paciente y 

el volumen prostático22.  
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3. ESTADIFICACIÓN DEL CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

 Hay que diferenciar el estadiaje clínico (Tc) (Tabla 1), el cual obtenemos mediante el TR, 

PSA y otras técnicas de imagen complementarias (como la gammagrafía ósea, la tomografía 

computarizada o resonancia magnética), del estadiaje patológico (Tp), el cual obtendremos a 

partir del estudio anatomopatológico (AP) de la pieza de prostatectomía radical (PR). Tanto 

para el sistema de clasificación clínico como patológico, el sistema de estadificación que se 

utiliza actualmente es el de tumor, ganglios y metástasis, conocido como TNM23.  
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Tabla 1: TNM clínico de cáncer de próstata (AJCC 2010) 
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3.1 Extensión tumoral (T) 

El primer nivel en la estadificación es la evaluación del estadio tumoral local, donde 

es importante la diferenciación entre enfermedad intracapsular (T1-T2) y extracapsular (T3-

T4) de cara a decidir cuál es la mejor opción terapéutica. Ni el TR, ni el PSA, ni la ETR son 

capaces de aportar de forma fiable información relativa  a la afectación local, de forma que las 

técnicas que se recomiendan hoy en día, son la tomografía computerizada (TC) y la resonancia 

magnética (RM). Esta última aporta mejor  información sobre la uni o bilateralidad, la 

extensión extracapsular y afectación de vesículas seminales así como la invasión de estructuras 

vecinas (vejiga, recto, esfínter anal, músculo elevador del ano, pared pélvica)24.  

Han surgido en los últimos años variantes de la RM que han permitido una mayor 

eficiencia en el estadiaje local del CaP. Es el caso la RM endorrectal (RM-e)25-27, la 

espectroscopia (ERM)28 o la RM multiparamétrica. 

 

3.2 Estadificación ganglionar (N) 

La estadificación ganglionar sólo debe realizarse cuando los resultados vayan a 

influir directamente en una decisión terapéutica y esto suele ocurrir en los pacientes en los que 

se plantean tratamientos potencialmente curativos. Los valores elevados de PSA, el estadiaje (a 

partir de T2b-T3) y el Gleason mayor a 6 se han asociado a un mayor riesgo de metástasis 

ganglionares29-31.  

      En la bibliografía actual, los resultados indican que la TC y la RM ofrecen 

resultados similares en cuanto a la detección de metástasis ganglionares pélvicas, aunque la TC 

parece ligeramente superior32-33.  

Se han propuesto también otras técnicas de imagen para mejorar el diagnóstico de 

adenopatías como la RM de alta resolución (útil para la detección de metástasis ganglionares 

ocultas34 o el uso de radioinmunogammagrafía, sin embargo se necesitan más estudios  para 

poder recomendar su uso de forma sistemática en la práctica clínica35.  

A pesar de disponer de diferentes modalidades de técnicas de imagen, el método de 

referencia para la estadificación N sigue siendo la linfadenectomía quirúrgica, ya sea mediante 

técnica abierta, laparoscópica o robótica36.  
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Por otra parte, en los últimos años se está estudiando la utilidad del ganglio centinela 

en el cáncer de próstata. La exéresis de éste, definido como el primer ganglio linfático que 

recibe el drenaje linfático del CaP, tiene el objetivo principal de disminuir la morbilidad 

asociada a una linfadenectomía pélvica ampliada, sin modificar la sensibilidad para el 

diagnóstico de la enfermedad metastásica37.  

 

3.3 Estadificación metástasis (M) 

Las metástasis en el cáncer de próstata son fundamentalmente óseas, y en particular 

lesiones blásticas. La técnica de imagen utilizada de forma rutinaria es la gammagrafía ósea. 

Pero además del hueso, el CaP puede metastatizar a cualquier órgano, si bien afecta con mayor 

frecuencia a ganglios linfáticos distantes, pulmón, hígado, cerebro y piel. La exploración física, 

la radiografía de tórax, ecografía, TC y RM son métodos de investigación apropiados, aunque 

sólo cuando los síntomas sugieren la posibilidad de metástasis en tejidos blandos.  

Los estudios han demostrado que la PET/TC con 18F-fluoruro es una modalidad 

de imagen sensible y específica para detectar metástasis óseas. Sin embargo, no se han 

obtenido resultados definitivos, por lo que no pueden hacerse recomendaciones 

concluyentes38.  

En la actualidad, el PSA es el marcador de elección para monitorización de lesiones 

metastáticas39. Existe buena correlación entre el PSA sérico y la gammagrafía ósea en pacientes 

con un CaP no tratado. Los resultados de diferentes estudios indican que una gammagrafía 

ósea de estadificación es innnecesaria cuando la concentración sérica de PSA es inferior a 20 

ng/ml en pacientes asintomáticos con tumores bien o moderadamente diferenciados. Por el 

contrario, en los pacientes con tumores poco diferenciados y enfermedad localmente 

avanzada, debería obtenerse una gammagrafía ósea de estadificación con independencia del 

valor sérico de PSA40-41. 
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4. GRUPOS DE RIESGO EN EL CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

 Inicialmente todos los cánceres de próstata localizados se diferenciaban únicamente en 

función del PSA o de la histología, sin considerar otros factores en la toma de decisiones, a 

excepción de la edad. Posteriormente, se trató de individualizar el tratamiento en función de 

las características de cada paciente. El primero en definir los grupos de riesgo fue D’Amico a 

finales de los noventa, clasificando a los pacientes en función de los resultados del TR, el PSA 

y el índice de Gleason42 (Tabla 2).  

 

Tabla 2: Grupos de riesgo en el cáncer de próstata según D’Amico. 

 

 

 A partir de los grupos definidos por D’Amico, han surgido otras clasificaciones en 

relación con los grupos de riesgo, una de las más utilizadas es la de la National Comprehensive  

Cancer Network (NCCN)43 (Tabla 3).  

 

Tabla 3: Clasificación de grupos de riesgo de la NCCN. 

 

  

 Estas clasificaciones se utilizan de forma habitual en las guías clínicas urológicas puesto 

que son de utilidad para el manejo del paciente con diagnóstico de cáncer de próstata.  
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5. CANCER DE PRÓSTATA CLÍNICAMENTE INSIGNIFICANTE 

 

 Con la llegada del PSA aumentó dramáticamente la prevalencia del CaP, de manera que 

se diagnosticaban tumores clínicamente insignificantes, es decir, tumores que  previsiblemente 

no iban a presentar manifestaciones clínicas en un periodo prolongado o en la vida del 

paciente44.  

 Epstein, en la década de los 90, establece unos criterios para definir al CaP insignificante 

basándose principalmente en los datos obtenidos de la BP45: 

 

- Gleason ≤ 6 (No patrón 4,5)  

- <3 cilindros afectados  

- Ningún cilindro >50% afectado  

- <3 mm de cáncer en cualquier cilindro  

- PSAd <0.15  

 

 Posteriormente, el grupo de Epstein en el 2004 hizo una revisión de estos criterios 

corroborando que eran una herramienta útil para la toma de decisiones terapéuticas del 

paciente diagnosticado de CaP46.  

 Dado que hoy en día se busca la mejora de la calidad de vida del paciente, es importante 

poder diferenciar los tumores indolentes de los agresivos con el fin de evitar el 

sobretratatamiento, el cual va en detrimento de la misma de una forma considerable.  

 

 

6. DIAGNÓSTICO ANATOMOPATOLÓGICO EN EL CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

6.1 Tipos histológicos  

 

 El diagnóstico del CaP se basa fundamentalmente en el estudio histológico de los 

cilindros obtenidos en la BP. La mayoría de los diagnósticos anatomopatológicos, más de un 

95%,  corresponden al adenocarcinoma de próstata tipo acinar convencional. Existe otros 

tipos histológicos diferentes mucho menos frecuentes, que pueden ser identificados en la 

biopsia de próstata47: 
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- Adenocarcinoma de próstata ductal 

- Adenocarcinoma de próstata mucinoso 

- Adenocarcinoma de próstata con células en anillo de sello 

- Carcinoma adenoescamoso 

- Carcinoma de células pequeñas 

- Carcinoma sarcomatoide 

- Carcinoma urotelial (afectando ductos y acinis prostáticos sin invasión estromal 

con lo cual puede ser de origen vesical, o afectando acinis y estroma o primario 

uretral prostático) 

- Carcinoma adenoide quístico 

  

6.2 Gleason Score 

El sistema de Gleason se trata de un sistema de puntuación que considera las 

características citológicas y arquitecturales de los tumores. Se definieron inicialmente 5 

patrones48 (Figura 1):  

- Patrón 1: Glándulas uniformes bien diferenciadas, empaquetadas en grupos con 

límites relativamente bien definidos.  

- Patrón 2: Glándulas bien diferenciadas pero menos uniformes, con estroma 

interglandular, agrupadas y con bordes poco definidos.  

- Patrón 3: Glándulas moderadamente diferenciadas de tamaño variable creciendo de 

manera infiltrativa, con áreas papilares o cribiformes.  

- Patrón 4: Glándulas fusionadas con crecimiento infiltrativo, de límites no definidos, 

con células de citoplasma claro hipernefromatoide.  

- Patrón 5: Carcinoma anaplásico con mínima diferenciación glandular infiltrando 

difusamente el estroma prostático. 

 

Para obtener la puntuación de Gleason se deben sumar dos patrones, por una parte uno 

primario, el más frecuente, y otro secundario, el minoritario. De la suma de ambos se obtiene 

una puntuación total de Gleason. 
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                   Figura 1: Clasificación de Gleason 1992. 
 

Tras la llegada del PSA hubo un nuevo enfoque del cáncer de próstata que obligó a  los 

anatomopatólogos a realizar una revisión del sistema de puntuación de Gleason, realizada en 

la reunión de Consenso sobre Gleason de la ISUP del 200549 de forma que hoy en día se 

conoce como Gleason modificado e incluye las siguientes correcciones (Figura 2): 

- La asignación del Gleason en biopsia transrectal no es igual que en prostatectomía. 

- No es posible diagnosticar los patrones 1 y 2 en la biopsia transrectal  

o Imposibilidad de valorar los bordes de la lesión  

o Confusión con hiperplasia glandular atípica  

- La histología cribiforme es grado 3 si hay buena circunscripción y bordes regulares, 

si no es grado 4  

- El grado 4 incluye  

o patrón cribiforme irregular  

o microacinos fusionados  

o glándulas con luces mal formadas  

o histología hipernefromatoide  

- El grado 5 no cambia 

- Se debe ignorar el patrón secundario de menor grado si <5% del área tumoral  
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- Se debe incluir en el índice de Gleason cualquier patrón secundario de mayor grado 

incluso si es <5%  

- Si hay patrones terciarios, el índice de Gleason final se obtiene sumando el patrón 

primario y el más alto de los terciarios, que pasaría a ser patrón secundario  

- Debe obtenerse el índice de Gleason en cada cilindro por separado si las muestras se 

remiten individualizadas en frascos separados  

- No hay consenso en cómo asignar el índice de Gleason si varios cilindros vienen 

incluidos todos en un mismo frasco . 

 

                             
                              Figura 2: Gleason modificado 2005 para Biopsia 
 

 

 

 En el 2010 hay una nueva actualización del Gleason con pequeñas modificaciones al 

respecto50:  

- Se insiste en que no debería darse un diagnóstico de Gleason de 2-4 en biopsia. 

- Algunos tumores (como aquellos con glándulas mal formadas) deberían clasificarse 

como grado 4. 

- Todos los patrones cribiformes pasan a ser Gleason 4 y no 3. 

- Se debe informar con cautela los patrones terciarios con gleason 4 y 5  
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6.3 Neoplasia intraepitelial de alto grado y atipa de pequeños acinos 

   

 Con la llegada de la era del PSA se han incrementado el número de BP realizadas y con 

ello no solo un aumento considerable en la incidencia del CaP sino también la aparición de 

nuevos diagnósticos patológicos como neoplasia intraepitelial de alto grado y lo que los 

autores anglosajones definen como ASAP (atypical small acinar proliferation) o atipia de pequeños 

acinos prostáticos, que nos plantean nuevas estrategias de seguimiento y manejo de los 

pacientes. 

 

6.3.1 Neoplasia intraepitelial prostática de alto grado (HGPIN) 

 

 Se define como acinos y conductos prostáticos arquitecturalmente benignos pero 

cubiertos por células atípicas. Estas células atípicas comparten cambios genéticos, 

morfológicos, histológicos e inmunohistoquímicos con el CaP, pero carecen de la invasión de 

la membrana basal. Es una lesión histológica existente en un 2,7 a 14,2% de las biopsias de 

próstata51. Tradicionalmente se ha considerado a esta lesión como un factor de riesgo para 

CaP y por ello la identificación de PIN de alto grado sin CaP concomitante era indicación de 

una rebiopsia inmediata. La tasa de detección de cáncer de próstata en la rebiopsia de HGPIN 

ha variado en el tiempo con una clara tendencia descendente, e incluso con evidencia en la 

actualidad de que un PIN de alto grado no supone un mayor riesgo de presentar CaP52-53.  

 

6.3.2 Atipia de pequeños acinos prostáticos (ASAP) 

 

 Los focos de ASAP presentan algunos hallazgos patológicos similares a los del 

adenocarcinoma de próstata pero no son suficientes como para poder afirmar la existencia del 

mismo. Mientras que algunos pacientes son diagnosticados finalmente de carcinoma, otros 

presentan una amplia variedad de lesiones proliferativas benignas que se asemejan al 

carcinoma. La incidencia del ASAP es muy variable entre el 0,5% y el 18%54. En las sucesivas 

biopsias se diagnosticó CaP en aproximadamente el 40% de los casos, por ello, todo paciente 

con un resultado de ASAP en la biopsia debe someterse a rebiopsia a los 3-6 meses 

siguientes53.  
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6.4 Anatomía patológica de la pieza de prostatectomía 

 

6.4.1 Gleason de la pieza 

 

 En el caso de la pieza de PR la graduación de Gleason presenta discretas diferencias. El 

consenso de 2005 aporta las siguientes modificaciones: 

- Se ignora el patrón secundario de menor grado si es <5% del área tumoral  

- No hay consenso sobre si incluir o no en el índice de Gleason cualquier patrón 

secundario de mayor grado si éste es <5% del área tumoral  

- Tumores multifocales:� 

o Asignar índices independientes a cada nódulo 

o El índice más alto es el índice final  

- No incluir el patrón terciario en el índice final, para evitar sobregradación del 

tumor  

 

6.4.2 Estadio patológico (Tp) 

 

 El estadio patológico se obtiene tras en análisis histopatológico de la pieza de 

prosatectomía radical. A diferencia del clínico la T no incluye el T123 (Tabla 4). 

 

Tabla 4: Clasificación TNM patológico. 
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6.4.3. Márgenes quirúrgicos 

 

 Se define margen quirúrgico positivo (MQP) en la pieza de PR a la extensión del tumor 

hasta la superficie externa de la pieza resecada, que se manifiesta en el examen microscópico 

por el contacto de las células tumorales con la superficie de la glándula pintada por el 

anatomopatólogo con tinta china. Hay diferentes formas de describir los márgenes, se pueden 

etiquetar como extensos o pequeños, multifocales o solitarios, de borde romo o espiculado o 

según su localización (ápex, base prostática, cara anterior o posterolateral). 

 La tasa media de márgenes positivos en las piezas de PR se sitúa en torno al 28%, con 

rangos que pueden oscilar entre el 0% y el 53%55.  

 Las posibilidades de que aparezcan márgenes positivos se relacionan con el estadio 

clínico, el volumen tumoral, el porcentaje de tumor en la biopsia, el Gleason, la cifra de PSA 

preoperatorio, con el procesado anatomopatológico de la pieza o incluso con la experiencia 

del cirujano.  

 Estudios iniciales  observaron que los pacientes con MQP tenían una mayor 

probabilidad de progresión bioquímica, por lo que eran pacientes candidatos a RT de rescate56. 

Aunque de forma global el 50% de los pacientes con MQP presentan recidiva bioquímica 

(RBq) a los 5 años, no todos los márgenes positivos siguen la misma evolución. De hecho, 

estudios más recientes no encuentran que los MQP tras PR sean un factor de riesgo 

independiente para aparición de metástasis, CPRC o mortalidad cáncer de próstata específica 

(MCaPE).  Por ello, hoy en día se recomienda que en ausencia de otros factores de riesgo, el 

MQP por sí solo no sea indicación de RT adyuvante, la cual debería posponerse hasta una 

elevación de PSA postoperatoria57-58. 

 

6.4.4 Invasión perineural (IPN) 

 

 La invasión perineural (IPN) se considera una ruta metastásica en algunos tumores, y 

también se ha postulado en el CaP, sin embargo el mecanismo patogénico no se conoce con 

exactitud. Inicialmente se pensaba que había una diseminación desde el sistema linfático a los 

nervios, sin embargo, esta idea cambió cuando se evidenció que los canales linfáticos no 

penetran en el epineuro. Posteriormente, se presumía que era la vaina nerviosa la que tenía una 

baja resistencia, lo que favorecía la penetración tumoral59. Recientemente se ha descubierto 

que el proceso de la IPN no es pasivo, sino que ocurre como consecuencia de una relación 

simbiótica entre las células tumorales malignas y el tejido nervioso. El microambiente de los 
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nervios aporta una ventaja para la supervivencia de las células prostáticas malignas, 

disminuyendo la acividad apoptótica y aumentando la actividad proliferativa comparado con el 

tejido prostático normal60.  

  

 A pesar de que el proceso patológico de la IPN tenga importancia en la progresión del 

CaP en la actualidad no ha demostrado implicaciones pronósticas que abalen su utilidad 

clínica, por lo que se necesitan más estudios que  expliquen la biología de este fenómeno. 

 

 

7. TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

 El tratamiento del CaP engloba diferentes opciones terapéuticas con una eficacia 

oncológica equivalente, lo que permite individualizar el tratamiento dependiendo de las 

características del paciente, la experiencia del cirujano y la disponibilidad de medios del centro 

de trabajo. 

 Las decisiones relativas al tratamiento en cada estadio clínico y grupo de riesgo de CaP 

deben basarse en las guías clínicas al respecto. Además, es importante contar con un equipo 

multidisciplinar bien coordinado, pues en determinados casos se pueden plantear estrategias 

de tratamiento multimodal de inicio, como es el caso de los pacientes con CaP de alto riesgo. 

 

7.1 Tratamiento diferido 

 

7.1.1 Actitud expectante (AE) 

 

 También conocido como tratamiento guiado por los síntomas, este término se acuñó en 

la era previa al cribado mediante PSA y hace referencia al tratamiento conservador del CaP 

hasta la aparición de progresión local o sistémica. Llegado este momento, se trata al paciente 

de forma paliativa mediante resección transuretral de la próstata (RTUP) u otros 

procedimientos para solucionar la obstrucción de orina, así como con hormonoterapia (HT) o 

radioterapia (RT) para el tratamiento paliativo de las metástasis. 

 Puede recomendarse para pacientes que no asumen los efectos nocivos del tratamiento 

activo, particularmente aquellos con un esperanza de vida inferior a 10 años.  
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7.1.2 Vigilancia activa (VA) 

 

 También conocido como seguimiento activo, actualmente considerado dentro del 

esquema de tratamiento conservador del CaP. Introducido en el último decenio, incluye la 

decisión activa de no tratar inmediatamente al paciente sino someterle a seguimiento con 

vigilancia estrecha, así como de tratarle al alcanzar unos umbrales predefinidos que determinan 

la progresión (es decir, tiempo breve de duplicación del PSA y deterioro de los factores 

histopatológicos en las biopsias de repetición). En estos casos, las opciones terapéuticas 

pretenden ser curativas.  

 Hoy en día las guía clínicas recominedan la VA en aquellos CaP de bajo riesgo, es decir, 

estadios T1c-T2a, PSA< 10 ng/mL y gleason de la biopsia ≤ 661. 

 

 El seguimiento se basará en TR, PSA y repetición de biopsia, sin que existan esquemas 

claros al respecto. En aquellos casos en los que haya una progresión del gleason en la biopsia, 

se debe recomendar al paciente el tratamiento activo. 

 A continuación se muestran las diferencias entre ambas modalidades de tratamiento 

diferido (Tabla 5). 

 

Tabla 5: Diferencias entre vigilancia activa y actitud expectante. 
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7.2 Prostatectomía radical 

 

 La PR según las Guías Europeas de Urología  es uno de los estándars de tratamiento en 

en CaP de bajo riesgo y riesgo intermedio en pacientes con una esperanza de vida superior a 

los 10 años62.  

 Se plantea como tratamiento opcional en el CaP localizado de alto riesgo en el contexto 

de un tratamiento multimodal, en el que tras la cirugía radical normalmente se sigue la RT63.  

  

 En los casos con riesgo intermedio y alto se debe asociar una linfadenectomía ampliada. 

En el caso de obtener más de dos ganglios afectos, las recomendaciones son el tratamiento 

hormonal tras la cirugía y en el caso de dos o menos nódulos ganglionares afectos se puede 

hacer vigilancia64.  

 

7.3 Radioterapia 

 

7.3.1 Radioterapia externa 

 

 En la actualidad no existen estudios aleatorizados en los que se compare la RT con otras 

modalidades de tratamiento como la PR o la VA, por eso siguen vigentes las recomendacines 

del National Institute of Health del 1988 que concluyen que la RT obtiene los mismos resultados 

en cuanto a supervivencia a largo plazo que la cirugía65.  

 Existen diferentes modalidades de RT , y la más recomendada hoy en día es la RT 

externa de intensidad modulada (IMRT), puesto que consigue altas tasas de eficacia con 

menor toxicidad66.  

 Podemos indicar la RT en aquellos pacientes con CaP localizado, independientemente 

del grupo de riesgo. Hay que especificar que en aquellos pacientes de riesgo intermedio se 

debe combinar la RT con la hormonoterapia durante 4-6 meses. En caso de pacientes de alto 

riesgo y/o CaP localmente avanzado (T3-T4) se recomienda seguir durante 2-3 años la pauta 

de bloqueo hormonal. 

 

7.3.2 Braquiterapia 

 

 La braquiterapia es una modalidad de la RT y consiste en la colocación de fuentes 

radioactivas en la gándula prostática mediante el implantede semillas radioactivas. Dado su 
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corto rango de irradiación emitido, se pueden liberar altas dosis de energía de forma más 

selectiva, evitando toxicidad en órganos vecinos. Se recomienda de forma opcional para 

pacientes con CaP localizado de bajo riesgo, con volúmenes prostáticos por debajo de 50 mL 

y escasa sintomatología miccional, sin RTUP previa67.  

 

7.4 Hormonoterapia 

 

 La hormonoterapia (HT) consiste en el bloqueo hormonal androgénico, el cual puede 

llevarse a cabo de diferentes formas. Hoy en día las maniobras hormonales disponibles son: la 

orquiectomía subalbugínea, los agonistas de la hormona liberadora de luteotropina humana 

(LHRH), Dietilbestrol (DES)68,  antagonistas de la LHRH69 y los antiandrógenos70. 

 La HT como tratamiento de inicio no está recomendada en el CaP localizado. Queda 

reservado para pacientes con tumores localizados sintomáticos o asintomáticos, con PSADT 

< 12 meses y PSA > 50, con tumores pobremente diferenciados que no desean recibir un 

tratamiento con intención curativa. Sí que tiene una indicación más clara en el caso de 

pacientes metastásicos71:  

 

- Si son sintomáticos: con el objetivo de paliar síntomas y reducir el riesgo de 

secuelas derivadas de la enfermedada avanzada (compresión medular, fracturas 

patológicas, obstrucción uretral, metástasis extraóseas) 

- En el caso de pacientes metastásicos asintomáticos: para retrasar la progresión a 

un estadio sintomático y evitar complicaciones graves asociadas.  

 

7.5 Otras alternativas 

 

 Además de PR, la RT y la HT existen otras modalidades emergentes de tratamiento para 

el CaP localizado como son los ultrasonidos focalizados de alta intensidad (UFAI)72, la 

crioterapia73 o la terapia focal74. Han demostrado buen efecto terapéutico en el CaP de bajo 

riesgo, sin embargo se necesitan estudios prospectivos randomizados para hacer 

recomendaciones al respecto75-78.  
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8. SEGUIMIENTO 

 

 El seguimiento a realizar va a variar dependiendo de la situación clínica del paciente, 

pues no es lo mismo un seguimiento en un CaP localizado que se ha tratado con intención 

curativa que un CaP metastásico. El PSA y el TR son las dos pruebas que hay que realizar de 

forma sistemática en todos los casos y el resto de exploraciones complementarias se deben 

individualizar.  

 Hasta la fecha el único marcador de seguimiento del que disponemos es el PSA, y es el 

que se utiliza para monitorización la enfermedad así como  predecir un fracaso en el 

tratamiento. Una elevación del mismo puede implicar una recidiva, conocida como bioquímica 

(RBq), que precede a la recidiva clínica (RCl). 

   

8.1 Concepto de recidiva bioquímica 

 

 La definición de RBq es diferente dependiendo de la modalidad terapéutica empleada, 

de forma que: 

- Tras una PR los valores de PSA deben mantenerse en 0. Dos valores consecutivos 

de 0,2 ng/mL o más representan una RBq79.  

- Tras la conferencia de la RTOG-ASTRO del 2006 se propuso una nueva 

definición  de RBq tras RT, consistente en un aumento de 2 ng/mL por encima 

del PSA nadir (PSAn)(valor mínimo alcanzado tras el tratamiento)80.  

- En el caso de las nuevas terapias en desarrollo como la crioterapia o la UFAI, no 

existe un consenso claro de cuándo se considera RBq81.  

 

8.2 Esquema de seguimiento 

 

 En la mayoría de pacientes en los que se produce un fracaso de tratamiento, éste aparece 

de forma temprana, es por ello que tras un tratamiento con intención curativa el seguimiento 

inicial, en los primeros años, debe ser más estrecho. 

 Se recomienda realizar una determinación de PSA y TR a los 3,6,12 meses después del 

tratamiento, después semestralmente hasta los 3 años y posteriormente de forma anual. Ante 

la sospecha de una RBq o RCl podemos ampliar el estudio con otras pruebas 

complementarias62:  
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- ETR y biopsia: el objetivo es valorar una recidiva local. Sólo debe realizarse 

cuando el resultado de la misma vaya a influir en la decisión terapéutica. 

- TC/RM: No tienen cabida en el seguimiento habitual de los pacientes 

asintomáticos. Puede utilizarse selectivamente en la evaluación de la RBq antes de 

toma decisiones terapéuticas. 

- Gammagrafía ósea: la finalidad es detectar metástasis óseas. No se recomienda en 

el seguimiento sistemático, sino en aquellos pacientes con síntomas óseos o con 

cifras de PSA elevadas. 

 

 En el caso de los pacientes con CaP metastásico que llevan tratamiento hormonal de 

forma prolongada, el seguimiento difiere, no sólo por el pronóstico de la enfermedad sino 

también por las posibles complicaciones derivadas del tratamiento de deprivación 

androgénica. Se debe realizar, además de la determinación del PSA y el TR, una determinación 

de testosterona, hemoglobima, creatinina sérica y la fosfatasa alcalina. Aquellos pacientes que 

están recibiendo deprivación androgénica deben tener niveles séricos de castración de 

testosterona. Clásicamente se hablaba de castración cuando la testosterona estaba por debajo 

de 50 ng/dL, sin embargo, con la mejora de la sensibilidad de detección de niveles de 

testosterona, se acepta que este valor sea 20 ng/dL82. Recientemente, el grupo de Morote 

publicó un estudio en el que replanteaban el punto de corte de la testosterona estableciéndolo 

en 32 ng/dL83.  

 

 Las pruebas de imagen se reservaran para aquellos casos en los que se sospechen 

metástasis a distancia.  

 Inicialmente el seguimiento en el CaP metastásico debe hacerse cada 3-6 meses, y en 

aquellos casos de buena respuesta al tratamiento (PSA < 4ng/mL), podremos establecer un 

régimen de visitas semestral. 

 

9. FACTORES PRONÓSTICOS CLÁSICOS EN EL CÁNCER DE PRÓSTATA 

Los factores pronósticos son  aquellas características de una enfermedad que pueden 

predecir la evolución de la misma en un individuo determinado. La alta incidencia del CaP y su 

heterogenicidad, hacen importante el establecer  el riesgo de progresión y distinguir aquellos 

tumores que no van a progresar de aquellos que pueden ser letales.  
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Se han considerado diferentes características clínicas y patológicas como factores 

pronósticos en el CaP y los que más establecidos hasta la fecha son el PSA sérico 

pretratamiento, el estadio TNM clínico y patológico, el grado histológico de Gleason y los 

MQP42. Se han desrrollado nomogramas que incluyen estos parámetros para predecir la RBq 

tras PR84-85. 

- PSA: El PSA es uno del los factores con mayor potencial pronóstico, tanto el 

preoperatorio como el PSA tras tratamiento.  En pacientes con BP positiva para 

CaP que presentan elevación de PSA, éste es un factor de riesgo independiente de 

EEC, MQP y afectación glandular86. El PSAv y el PSADT  también pueden tener un 

papel en el pronóstico de pacientes tratados con CaP87.  

- Gleason Score: Es el factor pronóstico del comportamiento clínico y repuesta al 

tatamiento más fuerte para el CaP. De hecho se ha incorporado a todos los 

nomogramas que predicen la supervivencia cáncer específica (SVCaPE) tras PR11. 

Los pacientes con Gleason > o igual a 7 tienen un mayor riesgo de EEC, recurrencia 

y muerte cáncer específica (MCaPE). Sin embargo, aquellos con Gleason 6 tienen un 

bajo riesgo de MCaPE. Además, algunos estudios muestran que existen diferencias 

en cuanto a pronóstico dentro del Gleason 7 dependiendo de si el patrón principal 

es 4 ó 3 (4+3 ó 3+4), teniendo un riesgo múltiplicado por tres de MCaPE en 

aquellos casos de Gleason 4+388.  

- Estadio tumoral: La utilidad del estadiaje clínico como parcador pronóstico aumenta 

cuando se asocia con PSA y el Gleason11.  

- Márgenes quirúrgicos positivos: son un factor de riesgo independiente de RBq. La 

descricción patológica del mismo es importante puesto que la mayor o menor 

extensión del borde afceto también se ha relacionado con el pronóstico89.  

- Invasión perineural: la presencia de células tumorales en los nervios, tiene una 

relevancia pronóstica puesto que es un posible mecanismo de  EEC. Numerosos 

estudios han evaluado el papel pronóstico de la IPN90 en biopsia, encontrando que sí 

puede predecir mayor número de recidivas. Sin embargo, no se ha encontrado 

asociación pronóstica a la IPN de la pieza de PR91-92.  

- Grupos de riesgo: además de los factores de foma individualizada, la combinación 

de éstos representa una herramienta más potente en cuanto a la predicción 

pronóstica. Cuando los combinamos las características patológicas adquieren mayor 

potencia estadística, y es por ello que hoy en día existen clasificaciones de riesgo93, y 
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nomogramas84 que aglutinan diferentes variables ara establecer el pronóstico de la 

enfermedad previa a decidir el tratamiento adecuado. 

 Son numerosos lo estudios que han salido a la luz en los últimos años que buscan 

establecer nuevos marcadores pronósticos a nivel molecular, de forma que puedan ser 

incluídos en los nomogramas utilizados hasta ahora. A pesar de que se han hallado datos 

esperanzadores, todavía es necesario más tiempo para que estén al alcance la práctica clínica94-

98.  

 

10. CANCER DE PRÓSTATA RESISTENTE A LA CASTRACIÓN (CPRC) 

 

 El CPRC se define actualmente como aquel CaP que presenta: 

- Tres elevaciones consecutivas de PSA, separadas por al menos una semana, con dos 

incrementos del 50% sobre el nadir y siempre que este incremento de lugar a un 

PSA mayor de 2 ng/ml.  

- Niveles de testosterona de castración.  

- Progresión de lesiones óseas ≥ 2 en gammagrafía ósea o progresión de lesiones de 

tejidos blandos según los criterios RECIST (Response evaluation criteria in solid tumors) 

(Anexo 1).  

A pesar de que el tratamiento de deprivación androgénica inicialmente es una opción 

terapéutica efectiva, en la evolución de la enfermedad puede desembocar en un estadio de 

resistencia a la castración, como consecuencia de una reactivación aberrante del RA. 

Adicionalmente, se ha observado en diferentes estudios que también intervienen otras 

moléculas, como los factores de transcripción, oncogenes y los supresores tumorales que 

pueden perturbar y llevar a el incio de la progresión tumoral y a la enfermedad incurable. 

Todavía no se sabe con certeza las vías que llevan al CPRC, siendo las más estudiadas 

aquellas en las que se ve implicado el RA. Sin embargo, se han sugerido diferentes 

mecanismos independientes al RA por los cuales las células tumorales se adaptan al ambiente 

hostil que la deprivación androgénica supone para ellas.  

Hoy en día existen diferentes opciones terapéuticas para los pacientes que entran en 

CPRC, entre los que se encuentran: 
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- Acetato de Abiraterona: bloquea el complejo Citocromo p450 (CYP17) inhibiendo 

la producción de andrógenos a todos los niveles (testicular, suprarrenal e 

intratumoral). Aprobado su uso en la actualidad para el trtamiento de CPRC pre y 

postquimioterapia99.  

- Enzalutamida: es un inhibidor potente de la señalización de los receptores 

androgénicosque bloquea los tres pasos fundamentales en la vía de señalización de 

los RA. Inhibe de manera competitiva la unión de los andrógenos al RA, la 

translocación nuclear de los receptores activados e inhibe la asociación del RA con 

el ADN, incluso en situación de sobreexpresión de RA. 

- Quimioterapia: Docetaxel o Cabacitaxel 

- Nuevos fármacos, todavía en estudio:  

o Inhibidores de la síntesis de andrógenos: Oretronel (TAK 700)  

o Antiangiogénicos: Tasquinimod, Cabozantinib 

o Inhibidores de la respuesta al estrés: Custirsen (OGX-011) 

o Inmunoterapia: Sipuleucel T, PROSTVAC 

o Radiofármacos: Cloruro de radio-223 (Alpharadin) 

 

 

11. NUEVOS MARCADORES EN CÁNCER DE PRÓSTATA 

 

 El diagnóstico del CaP se basa hoy en día en el examen histopatológico de la BP, un 

procedimiento invasivo y no exento de morbilidad. La selección de pacientes que deben ir a 

biopsia sigue dependiendo del valor de PSA y del TR. De hecho, el PSA es el único 

biomarcador  para cáncer de próstata utilizado en la práctica clínica habitual. Además, el PSA 

es un marcador con baja especificidad, lo que lleva a un elevado número de biopsias negativas. 

 El amplio uso del PSA en las últimas décadas ha llevado al diagnóstico de tumores 

prostáticos clínicamente insignificantes, y como resultado, a un sobretratamiento de estos 

tumores. Es por ello que surge la necesidad de identificar nuevas herramientas que puedan 

ayudarnos a diferenciar entre tumores indolentes de aquellos que son clínicamente 

significantes.  

 La tendencia actual es la búsqueda de marcadores moleculares, y en este campo ha 

habido numerosos progresos en los últimos años, con novedades como el gen del antígeno 3 

(PCA3), el 2-pro-PSA, los factores de crecimiento, técnicas de inmunohistoquímica, las células 

circulantes, los genes de fusión, la epigenética, los perfiles proteómicos o los microARNs100.  
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 Dado que el CaP es una entidad muy heterogénea, ninguna hasta la fecha ha conseguido 

por sí sola aportar suficiente rendimiento, de forma que lo ideal sería poder establecer una 

batería de múltiples marcadores que permitiera definir el perfil oncológico de cada paciente, 

sirviendo como herramienta para toma de decisiones terapéuticas, aportando información 

sobre el pronóstico y utilizándose como método de monitorización tras el diagnóstico de CaP.  

 Algunos de estos marcadores ya se utilizan en la actualidad, pero todavía no están 

incluidos en las guías clínicas. En el presente estudio vamos a profundizar en nuestros 

resultados relativos a los genes de fusión, las técnicas de inmunohistoquimia así como los 

marcadores epigenéticos. 

 

 

11.1 Marcadores inmunohistoquímicos en el cáncer de próstata  

 

La inmunohistoquimia puede resultar un método de diagnóstico complementario del 

CaP. Actualmente ya se utilizan en la práctica habitual del laboratorio de anatomía patológica 

algunos anticuerpos para el estudio de focos limitados de carcinoma de próstata, como  

algunas citoqueratinas, el P63 y la a-metil-acilcoA racemasa101.  

Se están estudiando otros marcadores inmunohistoquímicos relacionados con la 

proliferación celular y la apoptosis en el CaP, que también pudieran tener implicación en la 

etiopatogenia de la neoplasia prostática. 

El disponer un kit de marcadores de inmunoshistoquimia puede contribuir a las mejoras 

en el diagnóstico y descripción del perfil del paciente con CaP. 

 

11.1.1  Fosfatasa ácida prostática 

 

La FAP humana es una glicoproteína de 100 kDa que es sintetizada por las células 

epiteliales de la glándula prostática. Como su nombre indica la FAP muestra una actividad 

fosfatasa en condiciones de acidez (pH entre 4-6). La actividad enzimática de esta proteína 

ocurre cuando la FAP forma un homodímero tras la unión de dos subunidades catalíticas 

inactivas de 50 kDa. Su función es defosforilar macromoléculas y se cree que puede tener un 

papel regulador del crecimiento celular prostático, sin embargo, no se conoce con detalle el 

mecanismo molecular por el que actúa102.  
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Se ha observado que no sólo la próstata expresa FAP, sino que también podemos 

encontrarla en otros tejidos tales como la mama tumoral, las glándulas salivares, el ovario, 

páncreas, colon y piel103.  

En humanos la FAP es una de las proteínas que se secretan en mayor cantidad por el 

epitelio prostático a partir de la pubertad. Sus niveles se encuentran cercanos a 0,5  mg/ por 

gramo de tejido prostático y 1 mg/mL en el líquido seminal103. En individuos sanos los niveles 

séricos se encuentran entre 1-3 ng/mL, mientras que en pacientes con CaP y más si es 

metastático, son más elevados104. A pesar de que los niveles séricos de FAP pueden aumentar 

en la próstata tumoral, los niveles intracelulares y la actividad de esta proteína están 

disminuidos en las células cancerosas. Esta discrepancia se explica porque existen dos formas 

de FAP en las células epiteliales prostáticas: la forma celular (FAPc) y la forma sérica (FAPs). 

Ambas difieren en sus propiedades bioquímicas, como la hidrofobicidad, puntos de 

isoelectricidad y patrones de glicosilación. La disminución en las células tumorales prostáticas 

es debida a una hiperfosforilación de HER-2 en los residuos de tirosina y una activación de la 

vía ERK/MAPK (extracelular signal-reguated kinase/mitogen activated protein kinase), que 

puede llevar al crecimiento celular en condiciones de independencia androgénica y al 

desarrollo tumoral105.  

Los niveles séricos de FAP aumentan de forma proporcional a la progresión del cáncer 

de próstata, de hecho, previo a la era del PSA, la FAP se utilizaba como marcador en el CaP. 

Posteriormente, el PSA desplazó a la FAP por su mayor especificidad y capacidad de 

detección precoz del CaP106. Hoy en día hay un interés renovado en esta enzima por su posible 

utilidad pronóstica y por su éxito en la inmunoterapia para el CaP.  

Diferentes trabajos han identificado la FAP como una factor pronóstico para aquellos 

pacientes con un CaP de riesgo intermedio o alto. Es especialmente útil en predecir la 

recurrencia a distancia en los pacientes de alto riesgo107.  

Además, la especificidad de la expresión de FAP en la próstata, aunque no es absoluta, 

hace que se pueda utilizar como vacuna en el CaP. Recientemente se ha aprobado el uso del 

Sipuleucel-T, el cual tiene como diana la FAP. Ha demostrado un aumento de la supervivencia 

en pacientes con CPRC metastático mínimamente sintomáticos o asintomáticos con escasa 

inmunotoxicidad108.  
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11.1.2  PSA 

 

El antígeno prostático específico es uno de los marcadores prostáticos por excelencia, ya 

que se expresa selectivamente en el epitelio acinar y ductal prostático. Tiene escasa utilidad en 

el diagnóstico inmunohistoquímico de forma rutinaria, utilizándose en aquellos casos en los 

que morfológicamente pueden existir dudas respecto al origen prostático. Por ejemplo, puede 

solicitarse en aquellos casos en los que queramos establecer el origen prostático de una 

metástasis por adenocarcinoma. También podemos utilizar el diagnóstico 

inmunohistoquímico del PSA cuando queremos diferenciar el epitelio de las vesículas 

seminales del prostático en las muestras de BP. También en aquellos casos en lo que no 

sepamos con seguridad si se trata de un tumor de origen prostático, de recto, urotelial, un 

adenoma mesonéfrico, etc109. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las muestras de CaP 

pobremente diferenciado resultan negativos para PSA en el 27% de los caso. Por otra parte, 

no se ha observado correlación entre la intensidad de inmunotinción y distribución de PSA 

con el grado de diferenciación histológica ni con la respuesta al tratamiento110.  

 

11.1.3  Racemasa (P504S) 

 

Uno de los marcadores más utilizados en la práctica habitual por el uropatólogo y que 

ha representado un avance en el diagnóstico anatomopatológico del CaP ha sido el α-

Methylacyl Coa Racemasa (AMACR o P504S). La proteína P504S fue descrita originalmente 

en células hepáticas humanas localizada en peroxisomas y mitocondrias. Esta proteína juega 

un papel básico en la beta-oxidación de las cadenas ramificadas de ácidos grasos, catalizando la 

conversión de (2R)α-methyl acyl CoAs cadena ramificada grasa hacia sus (S) esteroisómeros111.  

Xu y cols. en el año 2000 y utilizando análisis de microarrays de ADNc en próstata 

identificaron tres proteínas: P503S, P504S y P510S112. Estudios posteriores usando microarrays 

de ADNc, Nothern blott y qPCR demostraron que la proteína P503 se expresaba en 

adenocarcinoma y tejido prostático benigno, en contraste con la proteína P504S que 

selectivamente se sobreexpresaba en el CaP con mínima o ninguna expresión en tejido normal 

o hiperplásico113.  

Mediante técnicas de inmunohistoquímica y utilizando un anticuerpo monoclonal contra 

la proteína AMACR, se observó una alta expresión difusa en más del 75% de glándulas 
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prostáticas malignas y una ausencia de expresión en tejido prostático benigno de la zona 

periférica y de hiperplasia glandular de la zona transicional114. Estos resultados han sido 

ratificados por otros estudios en los que utilizando un anticuerpo policlonal para AMACR en 

BP obtienen una alta expresión en el CaP, independiente del grado histológico de Gleason, 

con una sensibilidad del 82-100% y una especificidad del 79-100%. En estos trabajos, se ha 

observado que en más del 95% de biopsias con CaP existe una intensa inmunoexpresión para 

AMACR en contraposición con una leve inmunoexpresión en menos del 4% de tejidos 

histológicamente benignos115-116. Otros autores también han observado una intensa 

inmunoexpresión de AMACR en los adenocarcinomas incidentales de zona transicional en 

muestras procedentes de material de RTU o de piezas de adenomectomías por HBP117.  

En algunas variantes poco frecuentes como el adenocarcinoma pseudohiperplásico, el 

adenocarcinoma atrófico y el adenocarcinoma espumoso (o foamy cell carcinoma) se ha 

observado asimismo inmunoexpresión para AMACR en el 62 a 77% de los casos. Por último, 

en los menos frecuentes adenocarcinomas ductales también se ha detectado inmunoexpresión 

para P504S, en el 100% de los casos118.  

En los cortes histológicos la inmunoexpresión para AMACR en las glándulas 

neoplásicas es de tipo granular e intenso citoplasmático, con un característico refuerzo apical. 

Este tipo de expresión es fácilmente detectable a bajo aumento (menos de 100X ) y típico en 

las glándulas neoplásicas, y no en glándulas benignas que raramente presentan expresión. En 

estos infrecuentes casos la inmunotinción suele ser focal, leve y sin refuerzo circunferencial en 

epitelios y ausente en estroma periglandular prostático. En el caso del HGPIN se ha 

demostrado una inmnunotinción moderada a intensa para AMACR en mas del 64% de 

casos119.  

El punto más interesante para el uropatólogo es la aplicación de este marcador en el 

diagnóstico de mínimos focos de adenocarcinoma prostático (adenocarcinoma de menos de 

1mm. o afectación de <5% en un solo cilindro de la biopsia) y en los ASAP120. Así, diferentes 

trabajos al respecto con series amplias de pacientes han demostrado una sensibilidad para 

AMACR del 88% en mínimos focos de adenocarcinoma afectando < 5% solo en uno de los 

cilindros121-122.  

La inmunohistoquímica con P540S también parece ser una herramienta útil en la 

identificación de nidos tumorales residuales post-tratamiento anti-androgénico ya que las 
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glándulas benignas con atipia reactiva no observan sobreexpresión para esta proteína118,123 . Por 

otra parte, el tratamiento radioterápico no parece tener tampoco impacto sobre la 

inmunoexpresión de AMACR ya que en nidos neoplásicos residuales, con morfología 

dificultosa tras tratamiento, se sigue observando sobreexpresión para P504S124-125.  

Actualmente existe para P504S o AMACR un anticuerpo policlonal ya comercializado y 

ampliamente introducido en los laboratorios de anatomía patológica para la práctica 

uropatológica diaria, siendo extremadamente útil en los casos dudosos. 

 

11.1.4  Receptor androgénico 

 

Los andrógenos son esenciales para el crecimiento y desarrollo prostático. Desde que 

Huggings y colaboradores126 establecieran la dependencia androgénica del CaP, la terapia de 

ablación (en sus diferentes modalidades) ha sido uno de los pilares más importantes en el 

tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, sabemos que la respuesta a este tratamiento no 

es indefinida, sino que con el tiempo muchos de estos tumores pasan a ser 

hormonoresistentes. Este fenómeno podría explicarse por la presencia de clones celulares 

insensibles a la acción androgénica, y que seguirían proliferando sin control a pesar del 

tratamiento, o por la alteración del receptor de andrógenos (RA)127.  

El gen que codifica el RA se encuentra localizado en el cromosoma X en la posición 

Xq11-12128. Dicho gen codifica una proteína de 919 aminoácidos y un peso molecular de 98 

kDa perteneciente a la superfamilia de receptores esteroideos de localización nuclear129 y que 

se compone de tres dominios: un dominio de activación transcripcional, otro de unión al 

ADN y otro de unión a andrógenos situado en la porción C-terminal. Su activación provocará 

la trascripción de los genes regulados por los andrógenos130.  

El RA facilita la regulación de genes implicados en la proliferación y diferenciación 

prostática. Mutaciones que sean capaces de alterar su estructura, función y regulación pueden 

favorecer el crecimiento de subpoblaciones celulares dentro del tumor capaces de proliferar 

incluso en un medio privado de andrógenos131.  

El RA se encuentra presente en el CaP tanto primario como metastásico 

independientemente del grado o estadio, así como en los tumores hormonorefractarios132-133. 

Su activación en las células prostáticas normales y neoplásicas promueve fenómenos de 
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proliferación y angiogénesis complejos, implicados en la progresión del tumor y 

eventualmente en el desarrollo de la independencia hormonal.  

En resumen, los andrógenos actuando a través del RA, están implicados en la 

carcinogénesis prostática, comportándose como promotores de la proliferación celular 

tumoral.  

 

11.1.5  ERG 

 

La proteína ERG es el producto de la fusión entre el gen TMPRSS2 y ERG como se 

detallará más adelante, el cual es el reordenamiento génico más prevante en el CaP, con una 

frecuencia aproximada del 50%134. El resultado de esta fusión es la sobreexpresión de un 

producto proteico ERG truncado, el cual aparece en el 60-70% de los pacientes con CaP135. La 

prevalencia de la sobreexpresión de ERG ha llevado al desarrollo de técnicas de detección de 

esta proteína, de forma que resulte más sencillo que las utilizadas hasta ahora, como la PCR o 

el FISH. Hoy en día se dispone de un anticuerpo monoclonal específico ya comercializado 

frente a esta proteína de fusión que permite la detección de ERG. Los diferentes estudios al 

respecto muestran que existe un buena concordancia entre la expresión proteica de ERG con 

el reordenamiento genético en el CaP, de ahí la utilidad de este método en el diagnóstico de la 

presencia de la fusión136-139.  

 

11.1.6  Beta-catenina 

La β-catenina es una proteína de función dual, actúa por una parte regulando la adhesión 

celular y por otra parte interfiere en la transcripción de genes, actuando como un transductor 

de señal intracelular en la vía de señalización de Wnt (Figura 3). 

La vía Wnt necesita a la β-catenina para llevar a cabo su función en el interior del núcleo 

afectando a la expresión génica. La vía de señalización Wnt-β-catenina juega un papel decisivo 

en  los procesos de regulación, diferenciación, proliferación y muerte celular, por lo que es 

fácil entender que su alteración afecte numerosas anormalidades del desarrollo, crecimiento y 

homeostasis. El sistema Wnt se une a unos receptores de membrana de la familia Frizzled 

(FRz) y LRP. La activación de señales iniciadas por Wnt conduce a la inactivación de GSK3B, 
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el complejo β-catenina no se fosforila y la β-catenina se acumula en el citosol migrando al 

núcleo, donde se une a factores de transcripción para regular la expresión génica.  

Esta señal en el núcleo está implicada en la regulación del destino celular durante el 

desarrollo embrionario, y una incorrecta activación de la transcripción de la β-catenina puede 

contribuir a la progresión del cáncer, causando incremento en la proliferación. Esta 

desregulación en las señales mediadas por Wnt pueden estar implicadas en la formación de 

tumores. 

 

 
Figura 3: Vía señalización Wnt. 

 

 

Se han observado niveles elevados de β-catenina en diferentes neoplasias, como el 

carcinoma de células basales, el carcinoma de cabeza y cuello de células escamosas, el cáncer 

colorrectal, pilomatrixoma, el meduloblastoma, el cáncer de ovario y CaP. 

La señalización de la β-catenina a nivel nuclear ha sido ampliamente implicada como un 

oncogen y en el caso del CaP se cree que la sobreexpresión de esta proteína es causada por el 

exceso de señalización de Wnt140, estando relacionada con la señalización de múltiples vías, 

formando parte en muchas de ellas el receptor androgénico141.  
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11.1.7  PSMA 

 

El PSMA es una glicoproteína transmembrana tipo 2 que se expresa de forma 

predominante en el epitelio prostático. Se ha observado una elevación significatva de este 

marcador en los paciente con CaP, particularmente en aquellos casos más indiferenciados, 

metastásicos y resistentes a la castración142. Múltiples estudios sugieren que el PSMA se 

correlaciona bien con el Gleason y el estadio de la enfermedad, así como que es un marcador 

que puede utilizarse para la monitorización de la progresión de la enfermedad tras el 

tratamiento143-146. El PSMA también se ha mostrado como un marcador prometedor por su 

sensibilidad a la hora de detectar micrometástasis en nódulos ganglionares que no son 

detectables por microscopía147. El PSMA también se ha utilizado para realización de 

escintigrafías, localizando las células cancerígenas del tumor prostático marcando el PSMA 

con un anticuerpo monoclonal marcado con Indio111.148  Se ha utilizado para evaluar metástasis 

en tejidos blandos de forma preoperatoria en pacientes con diagnóstico de CaP de alto riesgo. 

Podría ser un marcador de utilidad para la evaluación de recurrencia bioquímica tras 

tratamiento local. 

 

11.1.8  p53 

 

El gen p53 es un gen supresor que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17. 

Codifica una proteína nuclear de 53 kDa. La función de p53 en condiciones normales es la de 

regulación del ciclo celular ante un daño del ADN. En estos casos, la proteína p53 se acumula 

en el núcleo y es capaz de detener el ciclo celular antes de que se duplique el ADN e iniciar así 

su reparación. Además, la p53 induce la síntesis de proteínas inhibidoras de los complejos 

ciclina-CDKs, bloqueando el ciclo celular. Si se repara la lesión, el ciclo continúa, pero si no se 

repara, se induce la apoptosis de la célula mediante la expresión de genes como bax. La 

alteración de la proteína p53 produce inestabilidad genómica, siendo las células incapaces de 

evitar la proliferación o activar la apoptosis cuando está comprometida la integridad del ADN, 

de manera que son capaces de acumular mutaciones que pueden llevar a la carcinogénesis149.  

Las mutaciones del p53 aparecen en aproximadamente la mitad de los tumores y son 

fundamentalmente debidas a mutaciones por sustitución, de manera que se cambia un 

aminoácido por otro. Se ha observado que las mutaciones del gen p53 y su acúmulo se asocian 
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con fenotipos más agresivos en muchos cánceres, incluyendo el de mama, pulmón y 

colorectal150.  

La pérdida de función de p53 también puede ser debida  a delecciones como ocurre en 

los sarcomas, o bien por inactivación de la proteína como observamos en el carcinoma de 

cérvix, donde los virus del papiloma humano (VPH) 16 y 18 producen la proteína E6, que 

promueve la proteólisis de p53, perdiéndose la función de la misma151.  

En el caso del CaP, diferentes estudios han mostrado una asociación entre el acúmulo 

nuclear de p53 y una pobre diferenciación, progresión, metástasis y crecimiento andrógeno 

independiente152-153. Se considera una expresión anómala cuando hay > o= 20% de tinción 

nuclear154. 

En un estudio en el que se incluyen pacientes con CaP localmente avanzado se encontró 

una asociación entre el p53 y la progresión metastásica y la MCaPE154. En otro trabajo más 

reciente, en el que se incluían pacientes con CaP localizado también la expresión de p53 era un 

factor asociado a la MCaPE155.  

También se ha utilizado el p53 para el tratamiento del cáncer, mediante terapia génica. 

Lo que se pretende con este tratamiento es la restauración de la función del p53 en los 

tumores que presentan alteración del mismo. En estos casos el objetivo es detener el 

crecimiento tumoral mediante la inducción de una apotosis masiva156.  

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que la restauración del p53 en el CaP con 

vectores adenovirales puede aumentar la radiosensibilidad157. Hay estudios que muestran que 

aquellos pacientes con CaP  y acumulación de p53 a los que se les indica RT tienen una mayor 

riesgo de recidiva bioquímica158.  

No obstante son necesarios más estudios para determinar el valor pronóstico del p53, 

así como establecer la relación existente entre el estatus del p53, la deprivación androgénica y 

la RT. 

 

11.1.9  Topoisomerasa-IIα 

 

La topoisomerasa-IIα o girasa es un heterodímero (dos monómeros diferentes), 

codificada por los genes gyrA y gyrB. Es una enzima involucrada en la replicación, 

transcripción, recombinación del ADN y remodelación de la cromatina159. Es capaz de cortar 

las dos hebras de ADN, uniéndose por una subunidad catalítica a los enlaces 5’P. La 

topoisomerasa-IIα acepta ADN superenrollado positiva y negativamente y relajado. Actúa de 

manera conjunta para mantener el nivel adecuado de superenrollamiento para que se lleven a 
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cabo los procesos biológicos. Por su importante papel en la síntesis y transcripción del ADN y 

también se ha implicado en gran variedad de cánceres en humanos160.  

La expresión elevada de topoisomerasa-IIα se ha relacionado con la recurrencia o 

progresión del CaP, correlacionándose con el Gleason, la metástasis y un peor pronóstico. De 

esta manera se postula como un posible marcador pronóstico en el CaP161.  

 

 

11.1.10  E- cadherina 

 

Las cadherinas son una familia multigénica de glicoproteínas de adhesión que 

proporcionan el mantenimiento de las uniones célula-célula y participan como mediadores en 

la migración celular162.  

La pérdida de expresión de estas moléculas se ha asociado al fenotipo invasivo tumoral 

precisamente por su papel en la adhesión celular163, siendo consideradas en la actualidad como 

moléculas supresoras de la invasión164.  

Dentro de esta familia destaca la E-Cadherina, una molécula de adhesión calcio- 

dependiente encargada del mantenimiento de la capa epitelial de los tejidos. A medida que un 

tumor adquiere capacidad para invadir, progresar y metastatizar, la expresión de E-Cadherina 

se va perdiendo162.� Para que se de la metástasis se requiere la pérdida de la adhesión celular, y 

aquí es donde interfiere la E-cadherina, haciendo que las células tengan capacidad migratoria. 

Se ha observado asociación entre la pérdida de su expresión y grados indiferenciados y 

estadios avanzados de CaP, por lo que puede ser otro marcador clave en pronóstico del 

CaP165-166.  

 

11.2 Gen de fusión TMPRSS2-ETS 

 

11.2.1 Mecanismos moleculares del cáncer 

 

En los últimos años se ha producido un gran incremento de los conocimientos 

relacionados con las bases moleculares de las neoplasias humanas, a lo que ha contribuido 

fundamentalmente el desarrollo de la biología celular y molecular. Con el descubrimiento del 

cromosoma Filadelfia (Ph), en la década de los 60 llevado a cabo por Nowell y Hungerford en 

la leucemia mieloide crónica, se demostró por primera vez la existencia de una alteración 

cromosómica específica en un proceso maligno humano167. Posteriormente, el desarrollo de 
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las técnicas citogenéticas facilitó la ampliación de las investigaciones en las neoplasias malignas 

y permitió la identificación de otras alteraciones cromosómicas vinculadas a determinados 

tumores168.  

En un principio se pensaba que estas alteraciones cromosómicas eran más bien 

consecuencia del proceso oncogénico y no la causa. Sin embargo, este criterio cambió 

completamente, cuando mediante las técnicas de biología molecular se puso en evidencia la 

existencia de genes específicos implicados en las alteraciones cromosómicas presentes en gran 

cantidad de tumores. Así, hoy en día sabemos que la transformación neoplásica de una célula 

constituye un proceso complejo en el que diferentes alteraciones genéticas hacen que dicha 

célula escape al control fisiológico de regeneración celular. Esta transformación obedece 

fundamentalmente a la activación de oncogenes o a la inactivación de genes supresores 

tumorales.  

 

11.2.2 Estructura del gen  

 

Un gen es una secuencia lineal de nucleótidos de ADN o ARN esencial para una 

función específica en el desarrollo o en el mantenimiento de una función fisiológica normal. 

Esta constituido por diferentes elementos169-170: 

- Gen estructural: formado por secuencias que se expresan y se llaman exones y otras 

intercaladas entre ellas que son los intrones. La secuencia de base de los exones determina 

la secuencia de los aminoácidos de la cadena peptídica codificada por el gen. Los intrones 

no participan en la composición del producto proteico, ya que se eliminan durante el 

proceso de empalme que se efectúa para la estructuración del ácido ribonucleico 

mensajero (ARNm). 

- Región promotora: Se sitúa inmediatamente por delante del gen estructural y está 

constituida por secuencias esenciales para la iniciación precisa y eficiente de la 

transcripción, mecanismo que puede ser regulado por factores de transcripción.  

- Secuencias intensificadoras: se pueden localizar en ambos lados del gen, a distancias 

variables, aunque generalmente alejadas. También se pueden ubicar en los intrones dentro 

del gen. Estas secuencias pueden estimular la expresión del gen después de su unión con 

factores de transcripción.  

- Secuencias silenciadoras o represoras: tienen una función opuesta a la intensificadora. 

Cuando a ella se une el factor de transcripción apropiado, se inhibe la expresión del gen 
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bajo su control.  

 

11.2.3 Concepto de proto-oncogén y oncogén 

 

Los proto-ooncogenes son genes que regulan el crecimiento y diferenciación celular. Sus 

proteínas se expresan en diferentes momentos del ciclo y son imprescindibles para su 

regulación. Determinados cambios estructurales y/o funcionales en los proto-oncogenes 

contribuyen a la malignización de la estirpe celular, convirtiéndolos en oncogenes. Estos 

oncogenes originarán proteínas con expresión/función alterada que favorecerán el 

crecimiento y/o la invasividad tumoral. 

La activación de proto-oncogén a oncogén puede producirse por diferentes 

mecanismos: 

- Translocación: cuando una parte de un cromosoma se liga a otro. Esto da lugar a 

una alteración en la transcripción del ADN.  

- Mutaciones puntuales: sustitución de un par de bases (bp) por otro par en una 

secuencia de ADN, por ejemplo G:C por A:T.  

- Amplificación: las células eucariotas están formadas por un genoma diploide, es 

decir, tienen dos copias de cada gen. En determinadas circunstancias una de las 

copias puede multiplicarse miles de veces, aumentando su tasa de expresión, dando 

lugar a la amplificación del gen. Es uno de los mecanismos más frecuentemente 

implicados en la carcinogénesis.  

- Mutagénesis por inserción: producida por la inserción del ADN de un virus en el 

genoma del huésped.  

 

11.2.4 Genes supresores tumorales 

Los genes supresores tumorales, en condiciones normales, controlan el ciclo celular 

evitando el crecimiento excesivo y con ello inhibiendo el crecimiento celular. Cuando se 

produce una mutación en estos genes, sus proteínas no se expresan o dan lugar a proteínas no 

funcionales, favoreciendo la aparición del proceso de carcinogénesis, ya que no existe un 

control de la proliferación celular. Éste es un mecanismo recesivo, es decir, que para que estos 

genes supresores adquieran su capacidad oncogénica, necesitan sufrir mutaciones 

independientes en ambos alelos. Los mecanismos por los cuales se puede alterar la expresión 

de los genes supresores son similares a los descritos para los proto-oncogenes.  Son 
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numerosos los genes supresores estudiados, entre los más conocidos tenemos p53, 

retinoblastoma (RB), DCC, MCC, APC, NF1, NF2 y WT-1.  

11.2.5 Transmisión de la información génica 

 

Los factores de transcripción son proteínas que coordinan y regulan la expresión de un 

gen o de un grupo de genes. Para que se lleve a cabo la transcripción génica de forma correcta 

es fundamental que estos factores actúen de forma bien estructurada y coordinada. En 

muchos casos regulan su propia expresión y también es frecuente que regulen a otros factores 

de transcripción. Los factores de transcripción tienen diferentes funciones: 

- Interaccionan con regiones específicas del ADN 

- Con elementos de la transcripción (como la ARN polimerasa) 

- Con otros factores de transcripción 

- Con moléculas que activan o inhiben su actividad 

- Conectan los estímulos externos e internos con las respuestas biológicas actuando 

como transductores de señales. 

 

El conjunto de los factores de transcripción de una célula dibuja una red transcripcional 

cuyas conexiones determinan el conjunto de genes que se expresan en un determinado 

momento (transcriptoma). Una alteración en cualquiera de los genes implicados en esta red de 

señales puede contribuir a la transformación neoplásica171. De hecho, es en estas categorías de 

genes donde englobamos a los oncogenes (Tabla 6).   
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           Tabla 6: Clasificación oncogenes según su participación en el sistema de información celular. 

            

 

 

11.2.6  Genes de fusión 

 

Los genes de fusión son un tipo de oncogenes que han cobrado relevancia en las últimas 

décadas. Originalmente se asociaron con cánceres hematológicos como la leucemia y linfomas, 

aunque recientemente, con los avances en bioinformática, se ha encontrado también su amplia 

asociación con tumores sólidos como los sarcomas, carcinomas y tumores del sistema 

nervioso central.  Los genes de fusión tienen un papel prometedor pues por su expresión 

específica pueden ser dianas terapéuticas. Por lo tanto, el descubrimiento y elucidación de 

estos genes puede  proporcionar avances no solo en el diagnóstico sino también en el 

tratamiento. 

 

El desarrollo de los genes de fusión  viene dado por un reordenamiento cromosómico, 

el cual se puede llevar a cabo por dos mecanismos172-173:  

- Un primer mecanismo consiste en una translocación recíproca, en la cual existen dos 

puntos de ruptura muy precisos. Uno de estos puntos de ruptura se sitúa en el lugar 
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de un proto-oncogén que se desregula y hace que se transforme en oncogén. El 

nuevo segmento creado es un gen de fusión que produce una proteína de fusión 

(por ejemplo la fusión de los genes BCR-ABL en la t(9;22) de la leucemia mieloide 

crónica). 

- Un segundo mecanismo se explica porque tras el reordenamiento cromosómico el 

proto-oncogén de un cromosoma se desregula por su proximidad a una secuencia 

reguladora de otro gen en el segundo cromosoma. En este caso el proto-oncogén 

convertido en oncogén mantiene la estructura proteica normal pero se produce 

anormalmente (por ejemplo MYC an la t(8;14) en el linfoma de Burkitt). 

 

Se ha demostrado que en pacientes con enfermedades neoplásicas existen 

frecuentemente reordenamientos cromosómicos específicos. En el caso de los tumores de 

estirpe epitelial (los carcinomas) no empezaron a estudiarse hasta que Tomlins SA174 en 2005 

identificara la fusión entre el gen de la serin proteasa transmembrana dos (TMPRSS-2) y genes 

de la familia de factores de trancripcción ETS como fenómeno recurrente en el CaP.  A 

diferencia de las neoplasias hematológicas, los carcinomas no presentan estos reordenamientos 

de forma tan constante y específica, sino que presentan perfiles cariotípicos más caóticos, lo 

que dificulta su estudio y estandarización. Es por esta dificultad en su estudio por lo que  ha 

sido necesario el desarrollo tecnológico, el cual se ha dado por medio de la aparción de 

sistemas de estudio masivo en el que se pueden incluir muestras mayores y la capacidad de 

realizar análisis simultáneo de un subconjunto de genes (y así identificar patrones de 

comportamiento genómicos). 

Una de las tecnologías de generación masiva de datos de expresión más utilizadas hoy en 

día es la creación de matrices tisulares (microarrays). Éstos ofrecen la posibilidad de estudiar a la 

vez, el comportamiento de una gran cantidad de genes bajo una serie de condiciones 

experimentales176, así como genomas enteros que pueden almacenarse en un mismo biochip. 

Esta enorme base de datos de expresión puede aportar información útil, como saber qué 

genes se sobreexpresan, o qué patrones de comportamiento común existen entre las distintas 

agrupaciones de genes en la matriz. Para llegar a responder a estas preguntas, se requieren 

técnicas de estadística descriptiva y técnicas de minería de datos (técnica informática). Gracias 

a estos avances, se ha conseguido indentificar genes de fusión en subconjuntos de casos que 

ha facilitado la comprensión de los transcriptomas celulares, lo que ha supuesto un gran 



 

 

 

	
INTRODUCCIÓN

	 	

42

avance en este campo177-178.  

11.2.7 Gen de fusión TMPRSS2-ETS 

 

11.2.7.1 TMPRSS2 

 

El gen TMPRSS2 tiene una longitud de unas 43.59 kb y se localiza en el cromosoma 21, 

en la región q22.3, conteniendo 14 exones (Figura 4).  

 
Figura 4: Localización del gen TMPRSS2 en el cromosoma 21. 

 

Codifica la proteína TMPRSS2 de 70 KDa y 492 aminoácidos, que pertenece a la familia 

de las serín proteasas, las cuales se expresan en la superficie celular178-179. Esta proteína tiene 

actividad como receptor y consta de cuatro dominios (Figura 5): un dominio transmembrana 

tipo II, un dominio de clase A del receptor LDL (LDLRA), un dominio receptor-scavenger rico 

en cisteína (SRCR) y un dominio serín-proteasa. Al tener dominios intra y extracelulares, la 

TMPRSS2 puede trabajar como receptor para ligandos específicos mediando señales entre el 

ambiente y la células (están situadas de manera que pueden mediar la regulación entre 

diferentes células así como las interacciones entre la célula y la matriz celular)180.  

                       

 
Figura 5: Dominios de la proteína TMPRSS2 (TM: Transmembrana, LDLRA: dominio de clase A del 

receptor LDL, SRCR: dominio receptor-scavenger rico en cisteína). 
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Se sabe que las serín proteasas están involucradas en muchos procesos fisiológicos y 

patológicos del ser humano. La proteína TMPRSS2 se expresa en condiciones normales, con 

una expresión elevada en las células de intestino delgado y en menor proporción en otros 

tejidos, como la próstata, colon, estómago y glándulas salivares. La función concreta normal 

de esta proteína no se conoce pero se asocia con procesos como la digestión, remodelamiento 

tisular, coagulación, fertilidad, respuesta inflamatoria, invasión celular tumoral y apoptosis. 

 En el caso de la próstata se sobreexpresa en el tejido prostático neoplásico comparado 

con la hiperplasia benigna de próstata, encontrándose sobreexpresada en pacientes con CaP. 

Sin embargo, en aquellos casos de tumores hormono-resistentes su expresión está 

disminuída181-183.  

La expresión del TMPRSS2 es regulada por elementos respondedores a andrógenos 

(ERA) localizados en la zona del promotor. Los andrógenos y el RA son fundamentales para 

el crecimiento y desarrollo de la glándula prostática normal, pero también juegan un papel 

importante en la iniciación y progresión del CaP184. En estadios de hormonoresistencia, el RA 

mantiene su funcionalidad, mediando en el proceso de CaP por medio de múltiples 

mecanismos: hipersensibilidad a bajos niveles de andrógenos, por amplificación del locus del 

RA y por activación en ausencia de andrógenos o por medio de otros ligandos. Todos estos 

mecanismos permiten al RA actuar en presencia de bajos niveles de andrógenos. 

Consecuentemente, TMPRSS2 juega un papel importante en la progresión del CaP a pesar de 

tratamientos supresores hormonales, ya que su promotor lleva a la expresión del gen de 

fusión. 

 

11.2.7.2 ETS 

 

 La familia de los factores de transcripción ETS en los mamíferos consta de 

aproximadamnete 30 genes homólogos al gen Ets-1 (el oncogén E26 v-ets o virus de la 

eritroblastosis) el cual se localiza en el cromosoma 11 (11q24.3) y tiene una longitud de 63 kb 

con 8 exones. Los productos de esta familia de genes son factores que controlan varias 

funciones celulares, en conjunción con otras familias de factores de transcripción y cofactores. 

Todos los miembros de la familia ETS se caracterizan por conservar un dominio Ets para la 

unión al ADN responsable del reconocimiento específico de las secuencia motif 5’-

GGA(A/T)-3’ de activación o de supresión de la transcripción.  

 Esta familia de factores de transcripión juega un papel fundamental en el desarrollo, 

diferenciación, proliferación celular, apoptosis y remodelación tisular. Es por ello que la 
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disregulación de estos genes puede llevar a la transformación tumoral en las células.  

 

 El ERG forma parte de la familia de los ETS, localizado en el cromosoma 21 (21q22.2) 

y contiene 11 exones y aproximadamente 300 kb de longitud (Figura 6).  

 

 
Figura 6: Localización del gen ERG en el cromosoma 21. 

 

 

 La proteína ERG puede interaccionar con otros miembros de la familia ETS así como 

con otros factores de transcripción, como Jun y Fos (gracias a su dominio proteína-

proteína)185. La presencia de su dominio ETS le permite unirse  a las secuencias ricas en purina 

y de esta manera interferir en numerosos procesos celulares, incluyendo remodelación de 

membrana, angiogénesis, diferenciación, proliferación y carcinogénesis186-187.  

 Además, se sabe que las isoformas del ERG regulan la metilación a nivel del ADN188.  

 La sobreexpresión de ERG lleva consigo la formación de tumores sólidos, sin embargo 

todavía se desconocen los mecanismos moleculares concretos del ERG como factor de 

transcripción. 

 

 

11.2.7.3 TMPRSS2-ETS 

 

Tomlins et al. publican en 2005 la relación entre CaP y el gen de fusión TMPRSS2-

ETS. El método bioinformático mediante el cual consiguieron identificarlo, denominado con 

el acrónimo COPA (Cancer outlier profile analysis) se basa en la utilización de microarrays de 

expresión y una base de datos conocida como Oncomine189. Mediante el sistema COPA se 

obtuvieron los perfiles outliers (aquellos marcadamente expresados en un subconjunto de 

casos) de diferentes tumores, entre ellos el cáncer de próstata. Encontraron que los genes 

ETV1 y ERG (ambos pertenecientes a la familia ETS) se sobreexpresaban de forma 

recurrente en las células prostáticas tumorales. Para conocer el mecanismo por el cual se 

obtenía sobreexpresión de ambos genes, realizaron posteriomente una PCR cuantitativa 
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(qPCR). Sin embargo, no encontraron amplificación de ERG ni ETV1 a pesar de realizarla 

con las muestras en las que había salido sobreexpresión en el transcrito, por lo que se 

consideró la posibilidad de que existiera un reordenamiento de ADN. Para corroborar esta 

hipótesis, debían primero saber cuál era el gen que se unía en 5’ a ERG o ETV1. Para ello se 

utilizó la técnica de amplificación rápida de  extremos de ADNc, encontrando al gen 

TMPRSS2 en posición 5’ del gen de fusión descubierto. Objetivaron que los reordenamientos 

se producían en los exones 1 y 2 de TMPRSS2 con el exón 4 de ETV1, y del exón 1 del 

TMPRSS2 con el 4 del ERG. Estos genes de fusión aparecieron en el 57% de las muestras y 

dentro de éstas el reordenamiento más frecuente (72%) fue el acaecido entre el TMPRSS2 y 

ERG174.  

 

Fusiones alternativas TMPRSS2 y ETS  

 

 Tras el estudio de Tomlins se han caracterizado diferentes tipos de fusiones génicas 

además del ERG y el ETV1, como son otras variantes de los ETS (ETV4 y ETV5)190-193 

(Figura 7).  

                                     

 
                                Figura 7 : Fusiones entre TMPRSS2 y miembros familia ETS                             
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 Además, otros trabajos han mostrado diferentes transcritos obtenidos tras la fusión de 

ERG, ETV1, ETV4 y ETV5 con otros genes, como es el caso del  SLC45A3 (expresa una 

proteína canal que está en el cromosoma 1, HERV-K_22q11.23, C15orf21, CANT1 y KLK2, 

los cuales son específicos de la próstata194.  

 Tanto el TMPRSS2, SLC45A3, HERV-K_22q11.23, CANT1 como KLK2 son 

secuencias reguladas por andrógenos, mientras que el Cl5orf21 no. 

  

 

Prevalecia del gen de fusión TMPRSS2-ETS 

 

 La frecuencia de la fusión entre TMPRSS2 y ETS está en torno al 50%, como se ha 

visto en diferentes estudios, como el multicéntrico en el que participaron varios continentes y 

se incluyeron más de 1500 pacientes134. Estos datos son compatibles con los mostrados por 

estudios posteriores con prevalencias de fusión positiva entre 44-46% en pacientes con 

diagnóstico de CaP195.  

 De las posibles combinaciones, la fusión de TMPRSS2 con ETV1, ETV4 y ETV5 son 

relativamente raras (en torno a un 2-10% de los CaP)196, siendo la fusión que se da entre 

TMPRSS2 y ERG la más frecuente, apareciendo en aproximadamente el 85% de los CaP con 

fusión positiva197,134.  

 

 

Mecanismos de reordenamiento y transcriptomas 

 

 Tanto el TMPRSS2 como el ERG se localizan en el cromosoma 21 y están separados 

por 2,8 mega-bases (Mb). Además, tienen la misma orientación transcripcional, por eso el 

reordenamiento puede ocurrir con cierta facilidad. Se puede llevar a cabo por dos 

mecanismos198 (Figura 8): 

- Por translocación: en este caso un gen se mueve a otra localización 

- Por delección intersticial: se pierde esta región intermedia de aproximadamente 3 

Mb que los separa. 
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Figura 8: Mecanismos de formación de gen de fusión TMPRSS2-ERG 

 

 

 El mecanismo más estudiado para este gen de fusión es el de la delección, encontrando 

que los genes que existen en este segmento deleccionado son: ETS2, DSCR, BRWD1, 

HMGN1, C21orf13, SH3BGR, B3GALT5, PCP4, DSCAM, BACE2, FAM3, MX2 y MX1199.  

 

 Dentro de la fusión de TMPRSS2 Y ERG, se ha observado que existe heterogenicidad 

en el sitio de ruptura pudiendo unirse los exones 1,2 y 3 del TMPRSS2 con los exones 2,3,4,5, 

ó 6 del ERG. Con cada una de estas combinaciones se puede obtener diferentes transcritos, de 

hecho se han llegado a caracterizar hasta 14, cada uno de ellos con secuencias diferentes que 

pueden suponer distintos patrones de agresividad200. La fusión que con más frecuencia se da y 

la más estudiada es la que ocurre entre el exón 1 del gen TMPRSS2 y el exón 4 del ERG201.  

 El reordenamiento cromosómico finalmente implica la formación de una proteína con 

una nueva o alterada actividad. De los posibles 14 transcritos, 5 no son codificantes, 2 

transcriben la proteína ERG normal, 6 codifican la proteína ERG truncada y uno codifica una 

nueva proteína de fusión TMPRSS2-ERG201.  
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Asociación de TMPRSS2-ETS con características morfológicas  

 

 Se sabe que la fusión imprime unas características fenotípicas concretas en el CaP. 

Mosquera y cols. identificaron 5 patrones morfológicos relacionados con la presencia o 

ausencia de la fusión: 

- Mucina con tinción azul 

- Patrón de crecimiento cribiforme 

- Macronucleolos 

- Crecimiento tumoral intraductal 

- Células en anillos de sello 

  

 Observaron que aquellas muestras que contenían tres o más de estas características casi 

siempre presentaban la fusión (93% de los casos), mientras que sólo un 24% tenía el 

reordenamiento cuando niguna de estas características anatompatológicas estaba presente202.  

 Otros estudios también han relacionado las alteraciones moleculares con las 

características anatomopatológicas, encontrando una mayor frecuencia del gen de fusión ante 

la presencia de carcinomas mucina-positivos203. o asociación del gen con la IPN, mucina azul 

positiva y crecimiento intraductal204.  

 Sin embargo, todavía hacen falta más estudios que caractericen el fenotipo morfológico 

de los tumores con el reordenamiento genómico, así como de cada una de sus variantes. 

 

 

Papel del gen de fusión TMPRSS2-ETS en el desarrollo del cáncer de próstata 

 

 El rol que desempeña el gen de fusión en el desarrollo del CaP, hoy en día no se conoce 

con exactitud. Inicialmente se identificó la fusión en el CaP localizado y en CPRC, pero 

diferentes estudios han mostrado que el TMPRSS2-ERG no solo está presente en próstatas 

tumorales, sino que también podemos encontrarla en la HBP, en el HGPIN205 y en ocasiones 

en tejido no tumoral adyacente al foco de CaP206-207.  

 Centrándonos en los casos de HGPIN, observamos que la frecuencia de fusión es 

menor que en el CaP, rondando el 20%, y se hipotetiza que en estos casos el PIN de alto 

grado derive en un CaP208. De hecho, en el estudio de Mosquera del 2008, se observa que 

aquellos casos de HGPIN en los que existe reordenamiento ERG siempre se asocia la 
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presencia de cáncer con fusión positiva209.  

 Esta observación nos sugiere que los reordenamientos cromosómicos de ETS puedan 

estar involucrados en el proceso de carcinogénesis del CaP. De hecho hay cierta evidencia en 

estudios in vitro, de que los genes de la familia ETS están involucrados en la transición de 

tejido normal a tejido tumoral así como con la diseminación a distancia. Por una parte por su 

papel en la invasividad y el desarrollo de metástasis por migración celular210 y por otra, por su 

posible relación con la proliferación tumoral211.  

 

 En el caso de la sobreexpresión ERG además de estar relacionada con la invasividad y 

motilidad celular, se han encontrado otros mecanismos carcinógenos específicos212-213:  

 

- Metilación de histonas: presentando niveles elevados de histona-deactilasa 1 

(HDAC1) y con ello la sibsiguiente infraregulación de los genes diana de la 

HDAC1214. Este mecanismo es frecuente en el CaP, pero más uniformemente 

encontrado en el caso de la fusión TMPRSS2-ERG215.  

- Sobreregulación de la vía Wnt: conduce a la transcripción de numerosos genes 

implicados en la tumorogenesis, incluyendo al RA, MYC, JUN, cyclinD1, BMP4 y 

MMP7216. La importancia de la vía Wnt y el gen de fusión en el CaP es el 

incremento resultante en la transcripción y expresión del RA. Consecuentemente, 

la transcripción del gen de fusión aumenta y se amplifica la expresión de ERG. 

Más todavía, la beta-catenina y el RA interactúan por medio de un estímulo 

androgénico regulando genes diana del RA, de manera que en aquellos tumores 

resistentes a hormonas, tanto los genes diana de una como de otro, se expresan217.  

- Activación del oncogén C-MYC y como resultado la sobreexpresión del mismo. 

Los estudios al respecto muestran que ERG es capaz de activar a C-MYC de 

forma que la sobreexpresión de ambos resulta en la supresión de los genes 

encargados de la diferenciación celular a nivel del epitelio prostático. Esto se ha 

relacionado con una menor supervivencia libre de recaída218.  

- Inhibición de la apoptosis219.  

- Unión a BCRA-1, un coactivador del RA,  y conjuntamente medían  la expresión 

de receptor del factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-IR)220.  

- Unión a regiones promotoras de CXCR4 y ADAMTS1, dos genes involucrados 

en la motilidad e invasión celular221. 
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 En el caso de los genes  ETV1 y ETV5, cuando están sobreexpresados, parece ser que 

inducen también a un programa de invasión celular222.  

 

 Otra evidencia a favor del papel del gen de fusión en la transición a tumores invasivos es 

que la prevalencia del reordenamiento en las metástasis por cáncer de próstata es similar  a la 

del CaP localizado (37%)223. Además, se ha encontrado una relación importante entre el foco 

de CaP y la metástasis. Cuando se analizan los distintos focos de metástasispor CaP se extraen 

dos conclusiones: 

- Por una parte que todos los focos metastáticos presentan el mismo 

reordenamiento cromosómico que el foco prostático (Si un foco de CaP tiene fusión 

positiva,  las lesiones a distancia tendrán el mismo clon celular, con la misma fusión. 

De la misma manera, aquellas metástasis con fusión negativa tampoco la tendrán en 

el foco prostático). 

- Por otra parte, todos los focos metastáticos con TMPRSS2-ERG positiva 

presentan una delección intersticial (Edel) 

  

 Ello sugiere que las metástasis por CaP provienen de la evolución de un clon de células 

malignas de un único foco tumoral prostático que es el que lleva a la diseminación, y que es el 

mecanismo de delección el que conlleva a un pronóstico más desfavorble223. De ahí la 

importancia del conocimiento de los diferentes focos carcinógenos en la prostáta, pues es 

importante a la hora de predecir el pronóstico clínico del paciente. 

 

 Sin embargo, el hecho de que haya tumores prostáticos con la fusión negativa, hace 

pensar que existen diferentes vías patogénicas que llevan a diferentes enfermedades prostáticas 

con o sin la participación de la vía ETS. Los tumores con fusión positiva o negativa tienen 

características morfológicas diferentes, con fimas de expresión únicas y diferentes resultados 

clínicos. De hecho hay numerosas evidencias que parecen apuntar al hecho de que los CaP 

con el gen TMPRSS2-ETS, y los que no lo contienen, constituyen dos grupos diferenciados 

dentro de la enfermedad tumoral prostática. Así, podemos considerar que existen dos perfiles 

de tumores prostáticos: los que tienen la fusión ETS  y los que no la tienen224,206. Los tumores 

con fusión TMPRRS2-ETS negativa pueden tener otro tipo de fusiones, desarrollarse por 

otros mecanismos moleculares u ocurrir en diferentes estadios de la diferenciación celular. 

Hasta la fecha se han identificado nuevos marcadores para aquellos casos en los que no 

aparece el gen de fusión, encontrando en ellos con mayor freuencia sobreexpresado el 
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SPINK1. La expresión de este gen se ha relacionado con una recidiva bioquímica más 

temprana225-226.  

 

  

Multifocalidad del Cáncer de próstata y gen de fusión TMPRSS2-ERG 

 

 El concepto de multifocalidad del CaP implica que en una misma glándula prostática 

puedan existir diferentes focos tumorales. En las series actuales se describen hasta un 75% de 

multifocalidad en piezas de prostatectomía radical227. Cuando analizamos la aparición del gen 

de fusión o no en los diferentes focos de una pieza, vemos que también existe 

heterogenicidad. Se han encontrado en una misma próstata focos tumorales con distintas 

isoformas del gen de fusión o sin tenerlo, e incluso, dos isoformas en el mismo foco207,228. Es 

más, pueden existir fusiones en diferentes focos desarrolladas por diferentes mecanismos 

(delección o translocación) (Figura 9), así como diferentes genes implicados, como ERG y 

ETV1 en una misma próstata224. Diferentes estudios reportan tasas de entre 41-67% de focos 

tumorales que difieren respecto a la presencia del gen de fusión o el mecanismo de 

fusión206,207,228.  

               

                            

 Figura 9: Heterogenicidad de focos de CaP con fusión TMPRSS2-ERG positiva/negativa (trans: 
translocación, del: delección) 
  

 

 Cuando en un mismo foco aparece la fusión, prácticamente todas las células la 

contienen sugiriendo de nuevo que múltiples clones tumorales se desarrollan en la próstata, de 

forma que cada paciente puede desarrollar múltiples cánceres en su próstata. De estos focos, 

algunos clones desarrollarásn metástasis y otros no. De ahí el potencial papel diagnóstico y 

pronóstico del gen de fusión, pues hoy en día el diagnóstico se basa en el foco tumoral de 
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mayor tamaño o con mayor grado de Gleason, cuando nos puede aportar información más 

útil saber qué clon tumoral es el que va a llevar a la diseminación. 

 

 

Relación gen de fusión TMPRSS2-ERG y andrógenos 

 

 Como ya se ha comentado anteriormente, el gen TMPRSS2 es estimulado por 

andrógenos a nivel de su promotor y está sobreregulado en el CaP e infraregulado en los 

CPRC. Consecuentemente,  la estimulación androgénica puede favorecer la expresión de ERG 

en el gen de fusión174. De hecho la expresión del gen de fusión se pierde cuando hay un 

bloqueo de la señalización androgénica recuperándose en el estadio hormonorresistente del 

tumor. 

 Al fusionarse TMPRSS2 y ERG se produce una activación hormonodependiente del 

factor de transcripción y la disregulación de los factores de transcripción de la familia ETS en 

los elementos regulados por andrógenos localizados en la regón 5’ del TMPRSS2, hecho que 

puede llevar al desarrollo del cáncer de próstata, afectando al proceso biológico por medio de  

la proliferación celular, diferenciación, desarrollo, transformación y apoptosis.  

 

 

Determinación de la fusión TMPRSS2-ERG 

 

 Hoy en dia la determinación de la fusión la podemos realizar por medio de diferentes 

técnicas:  

- Técnicas de PCR (cuantitativa y cualitativa): estudia el transcrito 

- Técnicas de hibridación por fluorescencia in situ (FISH): estudio a nivel 

cromosómico. Son técnicas más complejas, más caras y requieren experiencia para 

su correcta interpretación. 

- Secuenciación del ADN: técnica compleja  

- Sobreexpresión de ERG mediante inmunohistoquímica (IHQ). Fácil de realizar y 

no excesivamente cara137.   

- Genechip: test complejo que requiere tejido fresco229.   

 

 En relación a las muestras requeridas para su determinación, en los estudios iniciales la 



 

 

 

	
INTRODUCCIÓN

	 	

53

presencia del gen de fusión se evaluaba en piezas quirúrgicas congeladas y en piezas fijadas en 

formol e incluidas en parafina (FFPE), sin embargo en los últimos estudios se ha confimado 

su detección tanto en sangre como en orina lo que facilita su determinación230-231,202.  

 La comodidad de la recogida de muestra en orina ha hecho que en los útlimos estudios 

sea el método más utilizado, pues permite la determinación del gen de una forma muy poco 

invasiva. Para obtenerla es necesario realizar previamente un masaje prostático mediante TR. 

La muestra debe contener al menos 30 mL de orina y introducida en tubos de recogida de 

AND/ARN con hielo, y transportada en contenderoes específicos con hielo. Posteriormente 

la muestra se centrifuga a 4000 rpm durante 15 minutos a 4ºC para separar el sedimento y 

sobrenadante. El sedimento celular será posteriormente almacenado a -80ºC hasta que sea 

procesado231.  

  

 

11.2.8 Implicaciones clínicas del gen de fusión TMPRSS2-ERG 

 

 Desde el estudio de Tomlins SA, ha proliferado la literatura en relación con el gen de 

fusión, con aportaciones importantes en la identificación de las diferentes fusiones, en el 

conocimiento de la prevalencia de las mismas y en el rol que desepeñan en la carcinogénesis. 

El reto en estos momentos es conseguir trasladar todos estos resultados y conocimientos 

sobre este biomarcador a la práctica clínica. 

 En este sentido, el gen de fusión en el cáncer de próstata se ha considerado como una 

herramienta prometedora por su potencial en cuanto a biomarcador diagnóstico y pronóstico, 

como diana terapéutica y por su contribución a la elucidación del desarrollo del CPRC232. No 

obstante, hay disparidad de opiniones en cuanto a su utilidad. A pesar de ello siguen 

apareciendo numerosas publicaciones al respecto,  con el objetivo de encontrar la aplicación 

clínica del gen de fusión. 

 

 

Utilidad diagnóstica 

 

 La falta de especificidad del PSA para el diagnóstico de CaP y la invasividad de la 

biopsia prostática han hecho necesario la búsqueda de otros marcadores capaces de distinguir 

el cáncer indolente del clínicamente significativo y reducir el número de biopsias. En este 

sentido, la especificidad del gen de fusión y la posibilidad de detección en orina, hacen que 
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haya un interés creciente en el uso de este biomarcador como herramienta diagnóstica. 

 

 El gen de fusión aparece en aproximadamente el 50% de los casos de CaP, tal y como 

confirma un estudio multicéntrico en el que se incluyen 1500 pacientes134. La sensibilidad de 

este marcador para la detección de CaP está en torno al del 50%, sin embargo, tiene una 

especificidad global aproximada del 90% y un valor predictivo positivo del 94%233. Cuando la 

determinación del gen de fusión la realizamos en orina  se alcanza una especificidad del 93% y 

un valor predictivo positivo del 94%234. De forma que estamos ante un marcador con una 

especificidad elevada (superior a la del PSA) y que podemos determinar fácilmente en orina. 

Estos resultados sugieren que la comercialización de un test para la detección del gen 

TMPRSS2-ERG en orina sería técnicamente factible, sin embargo, uno de los problemas de 

los marcadores que se han estudiado hasta ahora (tanto el PCA3 y el gen de fusión), es que 

solo identifican determinados subgrupos de casos de CaP. En este contexto, un abordaje para 

optimizar los resultados de estos marcadres para predecir el CaP sería desarrollar modelos que 

combinen diferentes biomarcadores, de forma que se cree un algortimo útil en el que se 

identifiquen aquellos pacientes candidatos a una biopsia prostática.  

 En un estudio reciente se compara la rentabilidad de la calculadora de riesgo del estudio 

europeo randomizado de CaP (ERSPC) y del gen de fusión. La calculadora de riesgo ERSPC 

es utilizada por los urólogos para predecir el riego de CaP y determinar la agresividad por 

medio de las variables PSA, volumen prostático, biospias previas, etc235. Se observa que el gen 

de fusión ofrece un valor predictivo positivo adicional a la calculadora de riesgo ERSPC. 

Cuando además del TMPRSS2-ERG añadimos el PCA3, aún mejora más el rendimiento 

diagnóstico (de 0,79 a 0,84)236. Diferentes estudios han ido en esta línea, y los resultados 

obtenidos corroboran la hipótesis del aumento de la rentabilidad diagnóstica mediante el uso 

de un panel de marcadores. Este el el caso del estudio de Salami del 2013, en el que se evalúa 

el rendimiento diagnóstico del PSA, PCA3 y TMPRSS2 solos y de forma combinada, 

obteniendo que la capacidad de discriminar un CaP es mejor cuando juntamos los tres 

marcadores que cada uno por sí solo237. En otro trabajo en el que se incluyen diferentes 

marcadores prostáticos detectados en orina (TMPRSS2-ERG, GOLPH2, SPINK1 y PCA3) se 

llega a la conclusión de que la combinación de todos ellos aporta una mayor sensibilidad en la 

detección de CaP238.  

   

 Por lo tanto, la utilidad diagnóstica del gen de fusión TMPRSS2-ERG no está 

completamente definida. Actualmente no se considera una herramienta diagnóstica de primera 
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línea, por una parte por el elevado coste que supone y por otra porque por la heterogenicidad 

del CaP. Sin embargo, sí parece que su utilidad diagnóstica llegará en un futuro mediante la 

creación de  paneles que combinen diferentes marcadores. 

 

 

Utilidad pronóstica 

 

 Inicialmente el gen de fusión se asoció con un CaP desfavorable, sin embargo hoy en 

día está en debate su utilidad como  marcador pronóstico. Múltiples estudios han comparado 

parámetros clínico-patológicos y la significación pronóstica de este gen de fusión, con 

resultados controvertidos. 

 Algunos estudios han encontrado una asociación entre la presencia del gen de fusión y 

un mayor grado tumoral135,239. Sin embargo otros como el de Lapointe del 2007 no ha visto 

relación entre la presencia del gen de fusión y un Gleason desfavorable240,203.  

 Otros trabajos solo encuentran asociación del gen de fusión con el estadio tumoral200. 

En el caso del estudio de Fitzerald del 2008, muestra con detalle cómo varían sustancialmente 

las prevalencias del gen de fusión según el estadio, descendiendo a un 15% en el T1241.  

 En cuanto a significación pronóstica, evaluada en la mayor parte de los casos como la 

tasa de recurrencia bioquímica, también encontramos resultados dispares en la literatura, 

mostrando algunos autores una mayor  tasa de recurrencia cuando existe la fusión génica242, e 

incluso una mayor probabilidad de progresión y mayor  MCE241,243. De la misma manera, la 

ausencia del gen se ha relacionado con una mayor supervivencia libre de progresión244-245.  En 

otros trabajos no obstante, no encontraron asociación de la presencia del gen de fusión con el 

pronóstico246-248, es más, encuentran que aquellos pacientes con la presencia del gen de fusión 

tienen un pronóstico más favorable, sin encontrar asociación con factores relacionados con el 

pronóstico como el Gleason, el estadio tumoral o el PSA preoperatorio244 o una supervivencia 

libre de recurrencia mayor en los casos de fusión positiva135,245.  

 Estas diferencias tan llamativas y dispares cohortes de pacientes utilizadas: algunos de 

ellos seleccionan pacientes con CaP localizado, otros incluyen pacientes con CPRC, unos 

realizan test diagnóstico mediante PCR (qPCR o RTPCR) y otros mediante FISH, unas 

muestras se obtienen de tejido fresco, otras de parafina y unas de pieza de PR, otras de biopsia 

y otras de orina tras masaje prostático. Además, gran cantidad de trabajos con conclusiones 

relativas al pronóstico se han realizado con muestras pequeñas200,242.  
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 Por otra parte, no sólo la presencia o ausencia del gen se ha relacionado con factores 

pronósticos, sino que también características propias del mecanismo de fusión pueden influir 

en la agresividad del tumor. Es el caso de aquellas fusiones que ocurren como consecuencia de 

delecciones. Se ha observado que este mecanismo de fusión génica se asocia con mayor 

frecuencia con factores de riesgo desfavorables249 y con una peor supervivencia cáncer 

específica que aquellas fusiones que se dan por translocación241. Se hipotetiza que la pérdida  

de los genes ETS2 y HMGN1 del segmento deleccionado puede jugar un papel importante en 

la progresión tumoral, independientemente del componente oncogénico que ya supone el 

producto de la fusión TMPRSS2-ERG. De hecho, se ha observado que en aquellos casos en 

los que existe sobreexpresión de ERG el gen HMGN1 se expresa en menor cantidad249. 

También en relación al mecanismo causante de la fusión, se ha descrito la categoría “2+Edel” 

la cual hace referencia a la aparición de duplicación en combinación con delección de 5’-ERG, 

asociado a peor pronóstico (25% de supervivencia a los 5 años)241. Se ha observado que esta 

nueva categoría “2+Edel” es un factor pronóstico independiente además del Gleason y PSA 

preoperatorio. 

 También el transcrito resultante de la fusión puede implicar un peor pronóstico, de 

manera que la fusión entre el exón 2 de TMPRSS2 y el exón 4 del ERG implica una 

enfermedad más agresiva, y si es con el primer codón ATG del exón 3 del ERG se ha 

relacionado con invasión de vesículas seminales. Otras isoformas se han asociado a una 

recurrencia temprana200.  

 

 De esta manera, parece ser que la detección del gen de fusión puede jugar un papel 

importante a la hora de predecir la agresividad tumoral, detectando focos tumorales que según 

la presencia o ausencia del gen, así como el mecanismo de la fusión, puedan tener difenrente 

implicació pronóstica. Sin embargo, para poder aplicarlo en la práctica clínica queda por 

establecer una correlación entre el test del gen de fusión, la biopsia prostática, la historia 

natural del tumor y los resultados tras el tratamiento, para lo que son todavía necesarios más 

estudios. 

 

 

Diana terapéutica 

 

 La señal androgénica es fundamental para el desarrollo del CaP. Los tratamientos de 

deprivación androgénica siguen siendo la modalidad más utilizada en aquellos casos de CaP no 
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localizado. 

 Desafortunadamente, a pesar de que en muchos pacientes ha supuesto una mejora 

importante, es un tratamiento paliativo y no curativo, y además, muchos de estos tumores 

progresan a CPRC, con lo que este tratamiento deja de ser efectivo. Desde el 2010 empiezan a   

salir tratamientos relativamente eficaces para el CPRC, sin embargo no exentos de efectos 

secundarios y mejorías discretas en cuanto a la supervivencia. Como consecuencia, se hace 

indispensable el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas basadas en los conocimientos 

actuales de la biología molecular del CaP. Considerando que los factores de transcripción ETS 

están involucrados en la transformación maligna y la progresión tumoral, incluida la invasión, 

metástasis y neoangiogénesis, actuando a este nivel molecular podríamos obtener un 

tratamiento tumoral específico250.  

 Sabemos que en un 50% de CaP aparcece la fusión TMPRSS2-ERG, la cual está 

mediada por andrógenos. La fusión lleva a la sobreexpresión de una proteína ERG truncada 

que es en la mayoría de los casos una proteína funcional a nivel de la próstata que promueve la 

transformación y progresión tumoral por diferentes vías. De esta manera, las estrategias de 

tratamiento deberían ir dirigidas inhibir la fusión mediante el bloqueo de la señal androgénica 

o bien inhibiendo la actividad de la nueva proteína. 

 No se conoce hoy en día con exactitud el grado de implicación del gen de fusión en el 

desarrollo de la hormonoresistencia en el CaP, pero se ha observado que la abiraterona inhibe 

la síntesis de andrógenos y estrógenos que conducen a la fusión TMPRSS2-ERG,  induciendo 

una regresión de la enfermedad en más del 50% de los pacientes con CPRC251. De hecho, en 

un estudio fase II realizado por Attard y cols. se observó que el 80% de pacientes con el gen 

de fusión en CPRC (41% de fusión positiva) presentó un descenso de PSA de más del 90%, 

mientras que en aquellos casos de no descencer significativamente, solo aparecía la fusión el 

32% de los casos252. Esto puede indicar que aquellos CaP con el reordenamiento genético 

pueden representar un subgrupo de tumores especialmente sensibles al bloqueo del CYP17. 

 Se ha observado que así como existe una homogeneidad en la fusión en las metástasis 

respecto al foco original prostático, no ocurre lo mismo con el aumento de copias del RA o la 

reducción de PTEN,  los cuales presentan más heterogenicidad. Además, no hay cambios en 

el status de ERG una vez se llega a la hormonoresitencia. Ello sugiere que el reordenamiento 

de ERG puede ser un evento más temprano en el proceso de la carcinogénesis prostática, la 

cual puede ir seguida de un aumento del RA en algunos casos o de una pérdida de PTEN en 

otros. Hay estudios en marcha que buscan antiandrógenos destinados a actuar a nivel del RA y 

pequeñas moléculas que inhiban el PTEN para conseguir otra vía de  reversión de la 
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resistencia androgénica, sin embargo todavía no hay resultados concluyentes253.  

 En otro estudio llevado a cabo por Hermans y cols. se muestra que la fusión tiene un 

papel importante en el caso del CaP localizado, pero que esta vía es bypaseada en el caso del 

CPRC254. Otros trabajos sin embargo, concluyen que muchos CPRC, incluyendo aquellos con 

fusión positiva, mantienen su dependencia androgénica251,255, lo que lleva a pensar que aquellos 

pacientes con la fusión, pueden ser mejor respondedores al tratamiento hormonal. 

 En otro estudio publicado recientemente, utilizan lo que denominan siARN. Se trata de 

pequeños fragmentos de ARN que interfieren en la transcripción del mismo, siendo altamente 

específicos y eficientes a bajas concentraciones. El problema es que son muy hidrófilos e 

inestables en líquidos biológicos. Para mejorar su estabilidad, se utiliza tecnología de  

nanopartículas, de manera que se consigue aumentar su estabilidad (protegiéndola de la 

degradación de nucleasas y aportándo un carácter hidrofílico) y mejorar su liberación. Los 

resultados in vitro e in vivo (en ratones) muestran una dismunición del crecimiento tumoral y 

migración celular por medio de inhibición de la oncoproteína ERG truncada256.  

 Además, la inmunoterapia hoy en día va ganando terreno, aportando nuevas 

modalidades terapéuticas. Los más estudiados hasta la fecha son los anticuerpos monoclonales 

que actúan como inhibidores (ej: ipilimumab y nivolumab), terapia de células adoptivas (ej: 

Células T que expresan receptores antigénicos quiméricos) y vacunas (ej: Sipuleucel-T). Están 

pendientes de aprobar vacunas contra antígenos tumorales para el cáncer de próstata, (estudio 

fase III Provenge o el Prostvas en fase II)257. En la actualidad se espera la llegada de nuevas 

terapias diana que consigan la la inhibición de la fusión génica o del producto de la fusión, 

pues implicaría un gran avance en el manejo del CaP que está por llegar en un futuro próximo. 

Sin embargo, se necesitan todavía más estudios para tener un mayor conocimiento sobre la 

respuesta de estos tratamientos.  

 

 

11.3  Estudio epigenético en el cáncer de próstata  

 

11.3.1 Concepto de epigenética 

 

 La epigenética se define como el conjunto de cambios heredables en la expresión génica 

que no van acompañados de cambios en la secuencia de ADN. Los reguladores epigenéticos 

más importantes son la metilación del ADN, las modificaciones a nivel de histonas (metilación 

o acetilación) y los microARNs de expresión. Las modificaciones epigenéticas más estudiadas 
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son aquellas relacionadas con la metilación del ADN, la cual se da en el desarrollo normal de 

los mamíferos258. La metilación se produce exclusivamente en los nucleótidos de citosina que 

van seguidos de guanina (CpG) y se produce en el carbono 5’ de la citosina259. Mientras que 

los dinucleótidos CpG están infrarepresentados en la escala genómica, hay agrupaciones de 

CpGs de unas 200 bp a varias kilobases de longitud (denominadas islas o islotes CpG) que se 

encuentran en las regiones promotoras de  aproximadamente la mitad de los genes del genoma 

humano260.  

 Gracias a la metilación del los dinucleótidos CpG, se han podido desarrollar técnicas 

que permiten detectar cuantitativa o cualitativamente el estado de metilación. Por ejemplo 

mediante el uso de enzimas de restricción, PCR específica de metilación (MSP) que puede ser 

mediante PCR cuantitativa (qMSP) o técnicas basadas en curvas Melting entre otras.   

 La mayor parte de estas técnicas se basan en una transformación de la muestra con 

bisulfito, de tal manera que las citosinas no metiladas se convierten en uracilos, mientras que 

las metiladas mantienen la secuencia original y se quedan como citosinas. Este cambio es el 

que permite la posterior identificación a través del uso, por ejemplo, de cebadores específicos 

para muestras metiladas o no metiladas. 

 Los islotes CpG son los que suelen aparecer metilados comunmente, impidiendo la 

expresión de genes. De esta manera, la metilación del ADN se piensa que es un mecanismo 

fundamental de silenciación génica261.  

 

11.3.2 Epigenética y cáncer de próstata 

 

El desarrollo y progresión tumoral son el resultado de una acumulación de alteraciones 

genéticas y epigenéticas. La metilación del ADN en las regiones promotoras de los genes 

supresores tumorales implica una silenciación de los mismos, de forma que juega un papel 

importante en la carcinogénesis.  

Los biomarcadores epigenéticos se han convertido en un tema de interés en la oncología 

por su valor diagnóstico, pronóstico y terapéutico262-263. Hay diferentes factores que hacen que 

el estudio de la metilación de ADN resulte atractivo para el diagnóstico molecular del cáncer.  

- En primer lugar, el ADN es más estable que el ARN o las proteínas, tanto in vitro 

como in vivo.  
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- En segundo lugar, a diferencia de lo que ocurre con las mutaciones genéticas, la 

metilación del ADN ocurre en una región específica del promotor de un gen, lo que 

facilita el diseño  del estudio.  

- Además, dado que los diferentes tipos tumorales presentan diferencias en el patrón 

de metilación, se pueden desarrollar perfiles relativamente específicos para el 

diagnóstico. 

- Existe la posibilidad de usar material obtenido mediante técnicas no invasivas o 

mínimamente invasivas. De hecho, el ADN se puede extraer de muestras 

parafinadas, lo que hace que no deban modificarse los métodos de conservación de  

muestras que se utilizan en la actualidad.  

- La metilación de determinados genes es un episodio temprano en el desarrollo 

tumoral y, por tanto, puede servir como herramienta para la detección precoz. 

- También se ha visto que puede aportar información relativa al pronóstico de la 

enfermedad, lo que hace que sean útiles a la hora de decidir el tratamiento adecuado. 

- Y por último, a diferencia de lo que ocurre con las mutaciones genéticas, las 

epimutaciones son reversibles de diferentes formas (por ejemplo, 

farmacológicamente, mediante intervenciones metabólicas, etc.) lo que además 

supone una potencial opción terapéutica. 

 

En el CaP se han observado patrones aberrantes de metilación de ADN y también en 

lesiones precursoras, sugiriendo que las alteraciones epigenéticas están involucradas en el 

proceso de transformación maligna264. Además, estas alteraciones epigenéticas permacenen 

constantes en la progresión de la enfermedad y en las lesiones metastásicas, indicando que 

también está relacionada con la expansión clonal265.  

 En los últimos años se han propuesto gran cantidad de genes como marcadores 

epigenéticos para el CaP: PITX2, C1orf114, GABRE-miR-452-miR-224, PTGS2, ABHD9, 

GSTP1, RASSF1, RARβ2, APC, HOXD3 ó Chr3-EST entre otros266.  

 Recientemente se han validado y se utilizan en la práctica clínica dos métodos 

diagnósticos epigenéticos que por medio de PCR determinan el estado de metilación de 

diferentes genes asociados al CaP. El primero es en ProCaM, utilizado con el fin de añadir 

valor predictivo a la biopsia prostática en varones con PSA entre 2 y 10 ng/mL. Incluye en 

estudio de los genes GSTP1, RARbeta2 y APC267. Por otra parte, el método ConfirmMDx 
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incluye los genes GSTP1, APC y RASSF1 y tiene como objetivo fundamental aumentar el 

valor predictivo negativo de las biopsias prostáticas, de forma que consigue reducir el número 

de rebiopias268.  

 De hecho, no sólo es posible detectar la metilación en los cilindros de las biopsias, sino 

que se ha determinado también en muestras de sangre y orina, permitiendo la realización de 

tests diagnósticos menos invasivos269-270.  

  

 La investigación sobre el papel de la epigenética en el CaP nos puede ayudar a conocer 

mejor las vías moleculares implicadas en éste, identificar biomarcadores diagnósticos, 

pronósticos y terapéuticos. Además de otros marcadores emergentes en el estudio del CaP 

como el PCA3, el gen de fusión , las 4K, etc., los marcadores de metilación de ADN también 

son potenciales candidatos a ser incluidos en nomogramas pronósticos, solos o en 

combinación con otro tipo de marcadores moleculares. 

 

11.3.3 PITX2 y cáncer de próstata. 

 

 El PITX2 (Paired-like homeodomain transcription factor 2) es un gen inducido por la 

vía Wnt/betacatenina. Codifica una proteína que pertenece a la familia RIEG/PITX 

homeobox, la cual actúa como factor de transcripción y está involucrada en el desarrollo de 

diferentes órganos por medio de la regulación de la expresión del gen de la procolágeno lisina 

hidroxilasa. Juega un papel clave en la diferenciación de los fenotipos celulares (somatotrofo y 

lactotrofo) y está implicada en el desarrollo de los ojos, los dientes, los órganos abdominales, 

así como regulador transcripcional de genes implicados en la regulación hormonal de la 

prolactina. Mutaciones en este gen se han asociado al Síndrome de Axenfeld-Rieger, Síndrome 

de iridogoniodysgenesis, y a casos esporádicos de la enfermedad de Peters.  

 Además, la metilación de PITX2 se ha relacionado con patología tumoral com es el caso 

del la leucemia mieloide crónica271, el cáncer de pulmón272 y el cáncer de mama, donde se ha 

reportado como uno de los genes más útiles para predecir la recidiva a distancia273.  

 En el 2006 se establece la relación entre el CaP y el PITX2 pero no es hasta el 2009 

cuando aparecen trabajos que muestran el PITX2 como un posible biomarcador pronóstico 

del CaP. El primer estudio al respecto fue el de Weiss y cols. el cual estableció que la 

hipermetilación de PITX2 estaba asociada a la Rbq temprana274. Vanaja confirmaba estos 

resultados, observando que el grupo de pacientes con CaP que presentaban hipermetilación a 

nivel de PITX2, tenían tres veces más probabilidades de Rbq que aquellos pacientes 
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hipometilados275. En este estudio evaluaron el perfil de metilación de ADN de seis genes: 

FLNC, EFS, ECRG4, RARB2, PITX2, GSTP1, PDLIM4 y KCNMA1. Los resultados 

revelaron que PITX2  se asociaba con la Rbq, la recaída local y sistémica.  

 En otro estudio reciente, Dietrich y cols. también concluyen que la hipermetilación de 

PITX2 es un buen predictor de recurrencia, añadiendo además información pronóstica a la 

puntuación de Gleason, PSA, y márgenes quirúrgicos276. Ven factible la utilidad del marcador 

para determinar de entrada aquellos tumores que van a precisar tratamiento adyuvante tras la 

prostatectomía radical. 

En la misma línea, Vasiljevic y cols. observan que la metilación de PITX2 es un buen 

biomarcador de mal pronóstico en PCa. Además, estos autores sugieren que podría ser útil en 

pacientes con un Gleason bajo, pues en aquellos con un Gleason <7, la metilación de PITX2 

fue significativamente mayor en pacientes que fallecieron por cáncer de próstata, comparados 

con aquellos que fallecieron por otras causas277.  

 No se conoce todo el mecanismo que implica al PITX2 en la carcinogénesis en el CaP, 

aunque en algunos trabajos han relacionado al gen PITX2 con la regulación de IGFR1 y el 

RA278.  
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HIPÓTESIS 

 

 El cáncer de próstata constituye un problema sanitario importante por su elevada 

incidencia. A pesar de que desde la aparición del PSA somos capaces de diagnosticarlo más 

precozmente, no se ha conseguido reducir la mortalidad de forma significativa. Además, las 

opciones diagnósticas de las que disponemos en la actualidad muestran deficiencias a la hora 

de clasificar  al paciente según su riesgo real, de manera que muchos pacientes no se 

benefician del tratamiento, debiendo asumir iatrogenias innecesarias. Dado que hoy en día se 

busca la mejora de la calidad de vida del paciente, es importante poder diferenciar los tumores 

indolentes de los agresivos con el fin de evitar el sobretratatamiento, el cual va en detrimento 

de la misma de una forma considerable. Son numerosos lo estudios que han salido a la luz en 

los últimos años en busca de nuevos marcadores pronósticos a nivel molecular, sin embargo el 

CaP es una entidad muy heterogénea, de forma que ninguna hasta la fecha ha conseguido por 

sí sola aportar suficiente rendimiento. Algunos de estos marcadores ya se utilizan en la 

actualidad, pero todavía no están incluidos en las guías clínicas y es todavía necesario más 

tiempo para que estén al alcance la práctica clínica.  

 Nuestra hipótesis de trabajo es que ciertos marcadores inmunohistoquímicos, el gen de 

fusión TMPRSS2-ERG y el grado de metilación del gen PITX2 son factores pronósticos del 

cáncer de próstata tratado mediante prostatectomía radical. 

 

 

OBJETIVOS 

 

En relación a la hipótesis del presente estudio establecemos los siguientes objetivos:  

 

  Objetivos primarios: 

- Determinar la relación de los parámetros clínico-patológicos de la serie de pacientes con 

diagnóstico de CaP con los diferentes marcadores inmunohistoquímicos evaluados, el 

gen de fusión y el grado de metilación del gen PITX2. 

- Analizar la relación pronóstica en términos de recidiva bioquímica para los diferentes 

marcadores inmunohistoquímicos, el gen de fusión y la metilación del gen PITX2. 
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Objetivos secundarios: 

 

- Determinar la frecuencia de expresión de los marcadores inmunohistoquímicos ERG, 

FAP, PSMA, PSA, RA, p53, P504S (racemasa), Topoisomerasa-IIa, E-cadherina, Beta-

catenina en el CaP. 

- Establecer la frecuencia de positividad del gen de fusión TMPRSS2-ERG determinado 

por PCRq en el CaP. 

- Demostrar la correlación entre el gen de fusión por PCRq y la expresión proteica de 

ERG. 

- Establecer el grado de metilación medio del gen PITX2 en una serie de pacientes con 

CaP. 

- Analizar la correlación entre la positividad del gen de fusión TMPRSS2-ERG 

determinado por PCRq con la metilación del gen PITX2. 
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1. SELECCIÓN DE PACIENTES 

 

 Se selecciona una serie retrospectiva de pacientes con diagnóstico de CaP obtenido tras 

prostatectomía radical (PR) en el Hospital Clínico Universitario de Valencia, entre Enero de 

1999 y Diciembre 2005. Se decidió no ampliar la muestra a pacientes intervenidos en años 

posteriores para poder obtener un seguimiento a largo plazo. 

 

 Las muestras para el estudio se obtienen de los bloques correspondientes a las piezas de 

PR fijados con parafina, teniendo finalmente una muestra de 214 casos. 

 

 Como criterio de inclusión se consideraron los casos con confirmación 

anatomopatológica de CaP. Los criterios de exclusión fueron  que en la pieza de 

prostatectomía radical no se hallara tumor o que hubieran llevado tratamiento previo con 

radioterapia u hormonoterapia. 

 

 De los casos seleccionados se obtuvieron los siguientes datos clínicos: 

 

- Edad en el momento del diagnóstico: considerándolo en el momento en que se obtiene 

un resultado de neoplasia prostática en la biopsia 

- PSA preoperatorio 

- Estadio clínico (TNM clínico)  

- Gleason de la biopsia prostática 

- Grupo de riesgo según la clasificación D’Amico42 

- Estadiaje patológico (TNM patológico)  

- Gleason de la pieza 

- Existencia de invasión perineural  

- Recaída bioquímica: Considerada como el incremento de PSA por encima de 0,2 ng/mL 

en dos medidas consecutivas separadas al menos por 3 meses79. Consideramos pues la 

fecha de recaída bioquímica aquella en la que existe un primer PSA igual o mayor a 0,2 

ng/mL. 

- Recaída clínica: definida por la aparición de lesiones en técnicas de imagen 

- Tiempo de seguimiento (en meses): Aquellos pacientes en los que se pierde el 

seguimiento tras la intervención no entran en el estudio 
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 De todos los pacientes incluidos en el estudio se seleccionan por medio de la revisión de 

las láminas de hematoxilina-eosina de las piezas de PR por un uropatólogo experto aquellos 

bloques en los que existe una mayor carga tumoral. De estos bloques seleccionados se extraerá 

el material necesario para la realización de los diferentes estudios: 

 

- Matrices de tejido (TMAs) para estudio de marcadores inmunohistoquímicos  

- Evaluación de la existencia o no del gen de fusión TMPRSS2-ERG 

- Estudio de la metilación del gen PITX2  

 

 

2. MATRICES DE TEJIDO Y ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO  

 

La técnica de matrices de tejido o “tissue microarrays” (TMA) hace posible agrupar gran 

cantidad de casos en una sola laminilla, que posteriormente puede ser utilizada para el análisis 

de numerosas proteínas diana, como en nuestro caso en el que la utilizaremos para la 

realización de técnicas inmunohistoquímicas.  

 

 Los marcadores inmunohistoquímicos que se han utilizado en el presente estudio se 

muestran en la Tabla 7. 
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Tabla 7: Relación de marcadores inmunohistoquímicos. 

 

 

 

 

2.1 Recogida de bloques y preparaciones histológicas: Selección de áreas  

 

Para la construcción del TMA se obtuvo el material de los bloques de próstata en 

parafina que seleccionamos. De cada bloque se realiza un nuevo corte que es teñido con 

hematoxilina-eosina (H-E) como guía para seleccionar las regiones que deseamos muestrear. 

De cada una de las laminillas de H-E y con la ayuda del microscopio óptico, el 

uropatólogo marca las áreas de interés para el estudio (dos por cada H-E), que son aquellas 

con mayor carga tumoral. Estas áreas marcadas se trasladan por comparación a los bloques, 

marcándose éstos con un rotulador indeleble al igual que lo estaban las laminillas. 
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2.2 Confección de planillas 

 

Con ayuda del programa informático Word (versión 2010) se repartieron los 201 casos 

del estudio, (por mala calidad del corte histológico o por deficiente reacción de la tinción 

perdemos 13 pacientes para el estudio inmunohistoquímico) en 6 tablas (planillas de las 

matrices),  conteniendo cada matriz o planilla entre 27 y 36 casos más 1 caso control. Las 

planillas se etiquetan para referenciarlas como TMA I 32, TMA II 36, TMA III 35, TMA IV 

36, TMA V 35, TMA VI 27. 

 

 

2.3 Preparación de las matrices 

 

Se realizaron 6 bloques en blanco (sin agujeros ni burbujas) destinados a ser los 

receptores de los cilindros del estudio (cada cilindro corresponderá a una de las áreas 

seleccionadas). Estos bloques se debastaron con el microtomo para igualar su superficie, esto 

asegurará que los cilindros se corten todos al mismo tiempo. 

Posteriormente con ayuda del MTA1-manual Tissue Arrayer (número de serie 2004615) 

de Beecher Instruments Inc. se construyeron las matrices tisulares siguiendo el protocolo que se 

describe a continuación: 

 

1.   Ajustar el bloque receptor en el portabloques, de modo que la superficie del bloque sea 

paralela a la placa base. Elegir el punto 0 de inicio de construcción de la matriz, el cual 

se sitúa en la esquina inferior izquierda, de tal manera que el resto de cilindros de la 

matriz quede centrado en el bloque receptor dejando suficiente parafina libre de 

cilindros rodeando toda la matriz (aproximadamente 2,5-3 mm). De esta forma 

evitamos problemas en el momento de cortar los bloques en el microtomo (como 

fragmentación de la parafina o pérdida de cilindros). Colocar a cero los micrómetros 

que marcan la alineación de las filas y columnas de los cilindros. A partir de este punto 

0 nos desplazaremos por el eje X y el eje Y con ayuda de los mismos. 

 

2.    Elegir el juego de agujas apropiado. La aguja más gruesa de cada juego es la que hace 

el agujero en el bloque donante y saca el cilindro con tejido y la más pequeña hace el 

cilindro en el bloque receptor sacando solo parafina. En este caso utilizamos las agujas 

de 1 mm de diámetro. 
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3.    No es necesario ajustar la profundidad de descenso de la aguja de menor diámetro 

porque está fija en nuestroa matriz tisular mediante un tope. 

 

4.   Efectuar primero el agujero correspondiente al bloque de parafina receptor. Para ello 

se introduce la aguja y se empuja hasta llegar al tope. Se mueve el mango de la aguja 

para facilitar la realización del cilindro de parafina, hasta su extracción. Desechar el 

cilindro de parafina. Colocar el puente por encima del portabloques y, a continuación, 

el bloque de tejido donante sobre el mismo. El bloque de parafina receptor queda bajo 

el puente en la posición adecuada para introducir el nuevo cilindro. 

 

5.   Cambiar la posición de las agujas y pinchar el tejido del bloque donante. 

 

6.   Retirar el puente con el bloque donante. 

 

7.   Expulsar el cilindro de tejido exactamente encima del agujero realizado en la parafina, 

de forma que quede justo a nivel de la parafina sin hundirlo. 

 

8.   Cambiar las medidas del micrómetro, con el fin de hacer el siguiente agujero. En 

nuestro caso dejamos 1 mm de separación entre centro y centro de cada cilindro, con 

lo cual este milímetro sumado al milímetro del diámetro del cilindro nos dará un total 

de 2mm que tendremos de desplazar el micrómetro para realizar el siguiente core. 

 

9.   Proseguir con todos los cilindros hasta la finalización de la matriz tisular, siempre 

siguiendo el orden de colocación dado por la planilla que realizamos previamente. 

 

 

2.4 Consolidación del bloque 

 

Una vez terminada la matriz tisular, se introduce el bloque en una estufa a 37ºC 

durante 12 horas aproximadamente. Esto permite que los cilindros del tejido se adhieran 

mejor a la parafina en los agujeros del array del bloque receptor. Sacamos el bloque receptor de 

la estufa y presionamos sobre él con un portaobjetos para nivelar la superficie. Se aplica una 

presión uniforme para empujar todos los cilindros del TMA a un mismo nivel. Dejamos 
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enfriar el bloque a temperatura ambiente antes de cortar. 

2.5 Técnica inmunohistoquímica 

Se obtuvieron secciones de 2 micras de grosor de cada matriz tisular, que se montaron 

sobre portaobjetos especiales para inmunohistoquímica de Dako (Referencia K8020).  

 

Los anticuerpos ERG, P504S, PSMA, PSA, β-catenina, RA, E-cadherina, FAP Y p53, 

se introdujeron en el sistema automatizado PTLINK de Dako, que realiza de forma 

automática los pasos de desparafinación, rehidratación y desenmascaramiento antigénico. En 

el caso de la Topoisomerasa-IIα se realizó la técnica de inmunohistoquímica siguiendo el 

protocolo que se detalla a continuación: 

 

1. Desparafinación  

 

- Se pusieron  las preparaciones histológicas a 65ºC durante un mínimo de 30 minutos. 

- Se incubaron  en un primer xilol durante 15 minutos y luego se realizaron pases rápidos 

por xilol limpio. 

 

2.  Rehidratación  

- Lavar con alcohol absoluto 

- Lavar con alcohol al 70% 

- Lavar con alcohol al 50%. 

- Lavar bien con agua y agua destilada. 

 

3. Desenmascaramiento antigénico   

 

A continuación, los anticuerpos ERG, P504S, PSMA, β-catenina, RA, E-cadherina, FAP 

y p53, como antes se ha comentado, se introdujeron en el sistema automatizado PTLINK de 

Dako con tampón comercial de Dako pH Alto (EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, 

High pH (50x) (DM828) código K8000. Tampón Tris/EDTA concentrado 50 veces, pH 9. 

Para su uso se realizó  una dilución 1:50 con agua destilada).  
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En el caso del anticuerpo PSA  se utilizó tampón comercial de Dako de pH Bajo 

(EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (código K8005). Tampón de citrato 

concentrado 50 veces, pH 6,1. Para su uso se realizó una dilución 1:50 con agua destilada). 

 

El anticuerpo Topoisomerasa IIα se incubó en tampón comercial de Dako con pH Alto 

(EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (DM828) código K8000. Tampón 

Tris/EDTA concentrado 50 veces, pH 9. Para su uso se realizó  una dilución 1:50 con agua 

destilada) durante 3 minutos a 1,5 atmósferas de presión en autoclave. 

 

Una vez realizada la descompresión del autoclave se dejaron enfriar las preparaciones en 

el tampón y después se lavaron con agua, agua destilada y por último con tampón TBS 

comercializado por Dako (EnVision™ FLEX Wash Buffer (20x) (DM831). Solución salina 

tamponada con Tris que contiene Tween 20, concentrada 20 veces, pH 7,6 (±0,1). Para su uso 

se realizó una dilución 1:20 con agua destilada). 

 En el caso del sistema automatizado PTLINK una vez acabado el ciclo se pasaron las 

preparaciones a TBS comercializado por Dako. 

 

Todos los anticuerpos excepto la Topoisomerasa IIα se introdujeron en el sistema de 

tinción automatizado Autostainerlink 48 de Dako, siguiendo un protocolo similar al descrito a 

continuación para la Topoisomerasa IIα.  

Los pasos a seguir a continuación (bloqueo de la peroxidasa, incubación con 

anticuerpo primario, sistema de visualización, visualización de la reacción y tinción de 

contraste) se realizan mediante el kit ENVISION FLEX (k8000) suministrados por Dako. 

 

4. Bloqueo de peroxidasa endógena (Topoisomerasa IIα) 

 

Se incubaron las preparaciones en solución de bloqueo de peroxidasa comercializada 

por Dako (solución tamponada que contiene peróxido de hidrógeno y conservante Referencia. 

S2023) durante 10 minutos.  

No se bloquea  el colágeno para evitar la tinción de fondo inespecífica ya que gracias a la 

presencia de proteínas estabilizantes en los reactivos de Dako utilizados no es necesario (según 

recomendaciones de la propia casa comercial). 

El resto de anticuerpos siguió el protocolo automatizado. 
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5. Incubación con anticuerpo primario  

 

- Lavar 3 veces con PBS o TBS 

- Se diluyeron los anticuerpos puros (RA, Topoisomerasa II α y FAP) en diluyente de 

anticuerpo comercializado por Dako (EnVision™ FLEX Antibody Diluent Ref. K8006. 

Tampón Tris, pH 7,2 que contiene 15 mmol/L de NaN3 y proteína, listo para su uso). 

Las concentraciones vienen dadas en la tabla para cada uno de los anticuerpos. El 

resto de anticuerpos se reciben prediluídos y listos para usar.  

- La Topoisomerasa IIα se incubó una hora a temperatura ambiente, el resto de 

anticuerpos siguió los tiempos del protocolo automatizado. 

 

6. Sistema de visualización  

 

- Lavar 3 veces con PBS o TBS 

- En el caso de la Topoisomerasa IIα se realizó una incubación con ENVISION durante 

30 minutos (Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV) Ref. K5007). Para 

los restantes anticuerpos se utilizó el sistema de visualización ENVISION FLEX y los 

tiempos del protocolo automatizado. 

- Lavar 3 veces con PBS o TBS en todos los casos. 

- Lavar con agua destilada. 

 

7. Visualización de la reacción  

 

- Para la visualización de la reacción se incubaron las preparaciones de Topoisomerasa IIα 

durante 5 minutos en DAB (Substrate Working Solution (CHROM) suministrada por el 

kit Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, 

Código K5007). El kit contiene un Frasco B (Dako REAL™ Substrate Buffer) con 

250 mL de solución tamponada que contiene peróxido de hidrógeno y conservante, y 

un  Frasco C (Dako REAL™ DAB+ Chromogen) con 5 mL. de concentrado 50 veces 

tetrahidrocloruro de 3,3' diaminobencidina en disolvente orgánico. La solución 

Substrate Working Solution, que contiene DAB (CHROM), se prepara mezclando bien 20 

μL de Dako REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 mL de Dako REAL™ 

Substrate Buffer (frasco B). El sistema de sustrato produce un producto final marrón 
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claro en el lugar del antígeno diana. 

- Parar la reacción lavando con agua destilada. 

 

El resto de anticuerpos siguió el protocolo automatizado. 

 

8. Tinción de contraste (Topoisomerasa IIα) 

 

- Se utilizó Hematoxilina 1 minuto. 

- Se lavaron las preparaciones con agua corriente. 

 

El resto de anticuerpos siguió el protocolo automatizado. 

  

9.  Deshidratación (para todos los anticuerpos) 

 

Se realizó con pases en alcoholes de graduación creciente hasta etanol absoluto. 

 

10.  Aclarado (para todos los anticuerpos) 

 

Se realizó mediante pases en Xilol. 

 

11. Montaje (para todos los anticuerpos) 

 

Se cubrieron las preparaciones con cubreobjetos y Entellan (medio de inclusión para 

microscopía de MERCK). 

 

 

2.6 Valoración del patrón de tinción 

 

 Para la interpretación de los TMAs se realizó un estudio de todos los casos mediante el 

examen microscópico por dos patólogos de forma independiente, contrastándose los dos 

resultados y haciendo una media entre ambos valores. En aquellos casos en los que la calidad 

de la tinción o de la preparación no permitieron la correcta evaluación se etiquetaron como 

“no valorable” y se excluyeron del estudio, considerándose como caso perdido. 

 Tanto la intensidad como la extensión de la tinción fueron valoradas usando un sistema 
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de puntuación semicuantitativo, teniendo en cuenta el patrón de tinción característico para 

cada anticuerpo (según el prospecto de la casa comercial y la descripción del mismo en la 

literatura)279.  

 El criterio para la valoración de la intensidad de los marcadores demembrana y 

citoplasmáticos fue: 

 

- 0: ausencia de tinción 

- 1+: tinción débil 

- 2+: tinción moderada 

- 3+: tinción fuerte 

 

 El criterio para valoración de la extensión fue: 

 

- 0: tinción inferior al 10% de las células 

- 1+: tinción en menos del 25% de las células 

- 2+: tinción entre 25-50% de las células 

- 3+: tinción en más del 50% de las células 

 

 Ambas puntuaciones fueron sumadas, quedando una puntuación final de 0 a 6, 

considerándose positivo una puntuación igual o superior a 3. 

 En aquellos casos en los que se tratara de un marcador nuclear (RA, p53 y ERG), el 

sistema de puntuación utilizado es diferente, determinando el porcentaje de células positivas 

en 10 campos de gran aumento (X400).  

 En el caso del RA, se considera expresión positiva cuando su expresión en el núcleo 

celular está por encima del 50%280.  

 

 En el caso de la proteína p53 también se consideró una tinción positiva cunado se 

evidenció tinción de la misma fuera cual fuera la intensidad, pues observamos que eran muy 

pocos los casos que mostraban positividad para esta proteína279.  

 Por último, en el caso del ERG, en la literatura no hay especificaciones ni consenso en 

dónde establecerlo. Por ello lo que hicimos fue realizar una curva ROC la cual nos dio como 

mejor punto de corte el valor de 50%. 
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3. BIOLOGÍA MOLECULAR: GEN DE FUSIÓN TMPRSS2-ERG. 

 

 Tras la confirmación de la existencia de CaP en el bloque de parafina y selección de 

aquel que tiene mayor carga tumoral, se obtienen 3 cortes de 20 µm que introducimos en 

tubos Ependorff para la realización de la biología molecular. El material que vamos a obtener 

de estas muestras es ARN mensajero (ARNm), y para ello previamente debemos desparafinar 

el tejido. Se realiza siguiendo el protocolo de  aislamiento de ARN de la casa Ambion® (Kit 

RecoverAll™ Total NucleicAcid Isolation Kit). A continuación, se describe el protocolo seguido281.  

 

 

3.1 Aislamiento de ARN (FFPE) 

 

1.  Poner el tejido (3 cortes de 20 µm) en un tubo de Eppendorf estéril. 

2.  Añadir 1000 µl de xilol. Vortear vigorosamente e incubar 3 minutos a 50ºC. 

3.  Centrifugar a máxima velocidad 3 minutos. 

4.  Decantar el sobrenadante (con pipeta) sin tocar el pellet. 

5.  Repetir los pasos 2-4. 

6.  Añadir 1000 µl de etanol al 100% para quitar el xilol. Vortear. 

7.  Centrifugar a máxima velocidad 3 minutos. 

8.  Desechar el etanol con la pipeta. 

9.  Repetir el paso 6-8. 

10. Incubar a 37ºC hasta que el etanol se haya evaporado. 

11. Resuspender el pellet en 200 µl de tampón proteasa (Digestion buffer). 

12. Añadir 4 µl de Proteasa (a -20º). Vortear e incubar a 50ºC durante 45 minutos 

vorteando ocasionalmente. 

13. Vortear e incubar a 80ºC 15 minutos vorteando ocasionalmente. 

14. Añadir 240 µl de Isolation additive y vortear. 

15. Añadir 550 µl de etanol 100% frío (-20ºC) y mezclar bien con la pipeta. 

16. Montar la columna de extracción, pasar 700 µl de la mezcla, centrifugar 30 

segundos a 10000 rpm y desechar el líquido que queda en el tubo. No introducir en el 

tubo la parafina que se haya deshecho. 

17. Repetir el paso 16 hasta haber pasado todo el líquido (2 veces). 

18. El filtro de la columna se lava con 700 µl de Wash 1. 

19. Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm. 
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20. Eliminar el líquido. 

21. Lavar con 500 µl de Wash 2/3. 

22. Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm. 

23. Eliminar el líquido. 

24. Dar un spin de 20 segundos para acabar de secar la columna. 

25. Preparar el mix para la digestión enzimática con ADNasa (4µl de ADNasa a -

20ºC, 6 µl de Tampón 10X ADNasa, 50 µl de agua libre de ARNasa). 

26. Añadir 60 µl a la columna e incubar 30 minutos a temperatura ambiente. 

27. Lavar con 700 µl de Wash 1. 

28. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente. 

29. Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm. 

30. Eliminar el líquido. 

31. Lavar con 500 µl de Wash 2/3. 

32. Centrifugar 30 segundos a 10000 rpm. 

33. Eliminar el líquido. 

34. Repetir los pasos 31-33. 

35. Pasar la columna a un tubo limpio y añadir 30 µl de agua libre de ARNasa. 

36. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 

37. Centrifugar 3 minutos a máxima velocidad. 

38. Repetir la elución con otros 30 µl (60 µl totales). 

39. El ARN obtenido se mantiene en congelador, a ‐80°C. 
 

 

3.2 Cuantificación de la concentración de ARN 

 

A continuación, cuantificaremos la concentración de ARNm obtenida mediante el uso 

de un espectrofotómetro, en concreto con el NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific ®), 

midiendo la absorción de luz ultravioleta (UV) con una longitud de onda de 260 nm. Este 

tiene un espectro total de 220-750 nm y mide concentraciones de ácidos nucléicos con 1 µl de 

muestra con exactitud. Tiene la capacidad de medir muestras muy concentradas, sin necesidad 

de diluirlas.  
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Para realizar la medición seleccionamos ARN en el programa, realizamos el blanco con 

agua libre de ARNasa. A continuación introducimos 1,5 µl de ARN de cada muestra 

realizándose la medición de forma automática. 

En la Figura 10 se observa la cuantificación de una muestra FFPE con el ND-1000. 

 

 

Figura 10: Curva de absorbancia de una muestra de ARN obtenida de material 
FFPE en el ND-1000. Se pueden apreciar, además de la cuantificación, los 
ratios de absorbancia. 

 

Además, para evaluar con precisión la calidad de la muestra existen dos ratios que 

debemos tener en cuenta que son el 260/280 y 260/230. El balance 260/280 proporciona 

información sobre la presencia de proteínas y el 260/230 sobre el contenido en sales de la 

muestra. No obstante, debido a la fragmentación que sufre el ARN durante la fijación con 

formaldehído e inclusión en parafina (FFPE), esta medida espectrofotométrica es una 

estimación. 

Para el ARN la ratio 280/260 debe estar por encima de 2, relaciones de pureza inferiores 

pueden indicar la presencia de proteínas, contaminantes u otros componentes que absorben 

fuertemente a 280 nm. El índice de pureza 260/230 debe estar entre 1,8 y 2,2 (si no es así 

puede tener influencia sobre la actividad polimerasa). Relaciones de pureza inferiores a los 

valores esperados pueden indicar que la técnica de aislamiento utilizada puede requerir una 

mayor optimización (Figura 11). Para estos casos se realiza un protocolo de purificación de la 
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muestra para concentrar y purificar el ARN.  

Figura 11: Curva de absorbancia de una muestra de ARN obtenida de material FFPE en el que se 
pueden apreciar la presencia de sales en la muestra. 

 

3.3 Protocolo de purificación del ARN  

El protocolo de purificación utilizado fue el siguiente: 

1. Partimos de 60 µl de ARN (si tenemos menos, diluir hasta 100 µl con TE low EDTA). 

2. Añadir en el siguiente orden: 

- 1µl de glicógeno (Carrier). Resuspender con pipeta (no vortex). 

- 1/10 volúmenes de acetato de sodio 3M pH 5,2 (10µl). Resuspender con 

pipeta (no vortex). Importante que el pH del acetato de sodio sea el correcto. 

- 2,5 volúmenes (250 µl) de etanol absoluto frío (guardado en el congelador a -

20ºC). Mezclamos bien invirtiendo el tubo varias veces. 

3. Dejar precipitar con una de las dos opciones: 

- O/N a -20ºC 

- 1-2 horas a -80ºC 

4. Centrifugar 10 minutos a 14000 rpm. 

5. Decantar, sin perder de vista el pellet. 

6. Lavar el pellet añadiendo 250 µl de etanol 70% frío (-20ºC). No resuspender. 
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7. Centrifugar 10 minutos a 10000 rpm. 

8. Decantar sin perder de vista el pellet. 

9. Sacar los restos del etanol con una punta de pipeta. 

10. Dejar secar a temperatura ambiente con el eppendorf boca abajo, unos 20 minutos 

(hasta que el pellet de ARN sea vea transparente). 

11. Resuspender el pellet con el buffer TE Low EDTA o H2O. Resuspender con pipeta. 

12. En función del tamaño del pellet de ARN, añadir más o menos volumen (mínimo 

unos 20 µl hasta unos 60 µl) 

13. Cuantificar la muestra con el Nanodrop para conocer la concentración y las ratios 

A260/280 (>1,6-2), A260/230 (>1,5). 

 

El ARN obtenido se mantiene en congelador, a ‐80°C, hasta el momento de realizar el 

siguiente paso, la transcripción reversa. 

 

3.4 PCR Cuantitativa en Tiempo Real  

 

La RT-PCR cuantitativa es uno de los métodos que más se emplean para la detección 

de translocaciones en muestras clínicas. En nuestro estudio, el objetivo es determinar si existe 

un transcrito específico resultante de la fusión entre dos genes.   

LA RT-PCR consta de dos pasos; en el primero se usa la transcriptasa inversa (RT), 

una enzima que sintetiza ADNc a partir de ARN. En un segundo paso se amplifica el ADNc 

proveniente de nuestro transcrito diana llevando a cabo una PCR cuantitativa con sondas de 

hidrólisis o sondas Taqman específicas de los exones que flanquean los puntos de rotura de la 

translocación en estudio.  

 

3.4.1 Transcripción reversa  

 

La transcripción reversa consiste en la obtención de cadenas de ADN complementario 

(ADNc) a las monohebras de ARN que hemos extraído de las diferentes muestras. La técnica 

se basa en la capacidad que mostraron ciertos virus cuyo material genético es ARN, de 

convertir éste en ADN gracias a una ADN polimerasa ARN dependiente. Esta técnica nos 

permite obtener el ADNc de los mensajeros de ARN correspondientes a los genes que se 
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están expresando en el momento en el que recogimos las muestras. Para la síntesis del ADNc 

se usa el High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems®). Éste utiliza como 

polimerasa la MultiScribeTM Reverse Transcriptase, una transcriptasa reversa recombinante, 

procedente del virus de la leucemia murina de Moloney (rMoMuLV). El kit está optimizado 

para realizar la retrotranscripción en un volumen total de 20 μL y permite convertir hasta 2 μg 

de ARN en ADNc. El procedimiento seguido es el siguiente: 

 

1. Descongelar las muestras en hielo. 

2. Cuantificar con NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific) justo antes de la 

retrotranscripción para ajustar la cantidad de ARN en cada muestra . 

3. Preparar disoluciones de 10 μL de cada muestra de ARN en agua libre de ARNasas para 

obtener la misma concentración en todas ellas (200 ng totales). 

4. Preparar 10μL de RT master mix al 2x con los reactivos proporcionados en el kit, con los 

volúmenes que se reflejan en la Tabla 8 por cada reacción que vayamos a realizar. Mezclar bien 

y poner en hielo.  

5. Añadir 10 μL de ARN muestra a cada reacción, mezclar bien y centrifugar brevemente para 

que bajen todos los componentes de las paredes del tubo. 

 

Tabla 8: Composición de la mezcla necesaria para obtener ADNc desde ARN. A este volumen se le 
añadirán 10 μL de la disolución adecuada de ARN. 

 

 

 

6. Programar el termociclador con el programa adecuado (Tabla 9) e introducir los tubos de 

reacción en el mismo (Applied Biosystems modelo Mastercycler ProS). El termociclador es un 

instrumento que es programado para un rápido calentamiento, enfriamiento y mantenimiento 

de las muestras durante varias veces. 
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    Tabla 9: Programación del termociclador para el proceso de RT 

 

                           

 

El ADNc obtenido se almacena a -20ºC hasta el momento de su uso.  

Es conveniente, antes de proseguir manipulando el ADNc, comprobar la eficacia de la 

etapa anterior. Así, para verificar que la transcripción reversa ha transcurrido con éxito, es 

adecuado realizar también a modo de control interno una PCR de un gen que se exprese 

constitutivamente. Los genes más utilizados como controles endógenos son: rRNA 18S, 

GAPDH, beta-actina, TBP, HPRT, beta-2-microglobulina, entre otros. En el presente estudio 

hemos utilizado la PCR del gen 18S.  

 

3.4.2 Cuantificación relativa por PCR a tiempo real 

 

El siguiente paso es analizar el nivel de expresión del transcrito producido por la 

fusión TMPRSS2/ERG mediante PCR cuantitativa (qPCR) o a tiempo real (RT-PCR). 

La qPCR es una variación de la PCR estándar (ver PCR estándar en apartado 2.5.1) 

utilizada para la cuantificación de ADN o ARN. Utilizando cebadores específicos de una 

secuencia es posible determinar el número de copias o la cantidad relativa de una determinada 

secuencia de ADN o ARN. Existen básicamente dos estrategias de cuantificación: absoluta y 

relativa.  

- La cuantificación absoluta necesita de una curva de calibración hecha con un estándar 

homólogo con el ADN blanco, y se expresa como copias por μL o como unidades de 

concentración.  

- La cuantificación relativa: en esta se compara entre las diferentes muestras la expresión 

del gen objeto del estudio respecto a la expresión de un gen constitutivo cuya 

expresión no varía en las condiciones del experimento (control endógeno). Es lo que 

se denomina como normalización de la expresión del gen específico. En este caso si la 



 

 

 

	
MATERIAL Y MÉTODOS

	 	

86

cantidad de control endógeno varía es debido a cambios en la cantidad de ARN total 

empleada en la síntesis de ADNc y no a cambios en su expresión.  

 

En nuestro caso empleamos la modalidad de qPCR relativa. 

 

Para la cuantificación, se mide en cada ciclo la cantidad de amplicón producido y un 

amplicón no es más que la secuencia amplificada. Esta cuantificación es posible gracias a la 

adición de flouróforos que se unen al amplicón de una forma cuantitativa, de forma que a 

mayor producto de amplicón mayor fluorescencia se emitirá. Los sistemas de qPCR detectan 

la cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR y los softwares de análisis 

representan dicha fluorescencia gráficamente respecto al número de ciclos. La cantidad de 

amplicón producido es proporcional al número de moléculas de ARN/ADN, de forma que en 

aquellas muestras con mayor expresión del gen, el amplicón fluorescente aparecerá en ciclos 

anteriores. 

Para esta reacción utilizamos los siguientes componentes:  

- El ADNc que queremos valorar 

- La Taq Polimerasa:a enzima responsable de la síntesis de las nuevas cadenas (en nuestro 

estudio la TaqMan Gene Expression Master Mix) 

- La pareja de cebadores (o primers) 

- Un oligonucleótido que contiene un fluoróforo (o reporter en su extremo 5’, que se 

intercala en el surco menor del DNA) y un inhibidor de la fluorescencia (o quencher, en 

3’ de la cadena) 

 

 

Cuando se desarrolla la polimerización a partir de los cebadores, la TaqMan® 

polimeriza de 5’ a 3’ y cuando encuentra el oligonucleótido unido al molde de ADNc su 

actividad 5’ exonucleasa lo hidroliza, separando al reporter del quencher, y permitiendo así que se 

libere la fluorescencia (Figura 12). 
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                         Figura 12: Sistema de detección específico TaqMan. 

 

 

La PCR cuantitativa en tiempo real, se realizó en placas multipocillo de 384 pocillos, con 

tapas ópticas, y se utilizó el sistema ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied 

Biosystems®) para la reacción, que se realizó utilizando una mezcla de reactivos que se detalla 

en Tabla 10. 

 

 

Tabla 10: Mezcla de reactivos para la PCR cuantitativa. 

 
 

 

Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Se optó por la utilización del gen 18S 

como control interno (gen de referencia) en cada muestra. Al gen de referencia se le realizó en 

idénticas condiciones los mismos ensayos que al gen de fusión. El análisis de los valores de 

fluorescencia fue interpretado con el software RQ Manager (Applied Biosystems), y los 

cálculos se realizaron con hojas de cálculo en Excel (Microsoft Office, Madrid, España). 

 

Los cebadores utilizados fueron todos TaqMan® Gene Expression Assay (Applied 

Biosystem ®) que contienen la secuencia del cebador más el MGB (minor groove binding) 
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que es el oligonucleótido, marcado con FAM como fluoróforo. Las referencias se muestran en 

la Tabla 11. El programa para el procesamiento de la información fue SDS 2.4 (Applied 

Biosystem ®) con el programa de temperaturas y ciclos en modo “Standard”, que consiste en: 

 

- 2 minutos a 50°C 

- 10 minutos a 95°C 

- 40 ciclos de: 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60ºC 

 

Tabla 11: Descripción de cebadores, referencia del fabricante y su función en la reacción. 

 

 

El caso se consideró positivo cuando había amplificación de la fusión en las dos 

réplicas. En el caso de que sólo una réplica fuese positiva se repitió el estudio utilizando tres 

réplicas. Finalmente se consideró positividad de la muestras siempre cuando dos de las tres 

réplicas produjesen amplificación (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: A) Caso con presencia de la fusión TMPRSS2/ERG. B) Muestra con 
TMPRSS2/ERG negativa. 

A) 

B) 

18S 
TMPRSS2/ERG 

18S 
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3.4.3 Método de cuantificación 

 

Existen principalmente dos métodos de cuantificación, dependiendo de si la eficiencia 

de la amplificación del gen objeto del estudio y el gen de referencia son comparables: 

 

- Método del 2–ΔΔCt: se comparan directamente los valores del ciclo umbral (Ct) del gen 

testado y los valores Ct del gen de referencia (ΔCt) en cada muestra, y posteriormente 

se comparan los ΔCt de la muestras experimental con respecto a la muestra control. 

Para aplicar dicho método es necesario que las eficiencias de ambos genes sean 

similares. Es un modelo que no requiere el cálculo de las eficiencias de la reacción, ya 

que asume que las sondas TaqMan ya están perfectamente testadas, por lo que la 

eficiencia es del 100% en la cuantificación del gen problema y del gen control.  

- El otro método se basa en la utilización de una recta estándar a partir de ADNc de 

concentraciones conocidas, y extrapolar la concentración del gen en la muestra 

experimental a partir del Ct obtenido. Posteriormente se calcularía la relación entre la 

cantidad del gen testado y el gen de referencia, y se compararía dicha relación entre las 

muestras. 

 

En nuestro estudio hemos utilizado el método de cuantificación del 2–ΔΔCt. Para ello se 

ha requerido del termociclador ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied 

Biosystem) el cual proporciona los valores de fluorescencia detectados por la amplificación 

del ADNc, como se puede apreciar en las curvas proporcionadas (Figura 14). Con el 

programa RQ Manager (Applied Biosystem) se elimina el ruido de fondo mediante el 

establecimiento del Threshold, y así, el programa extrae los valores correspondientes de Ct 

para cada muestra. El Ct es el ciclo en el que la amplificación del ADNc proporciona una 

intensidad de fluorescencia suficiente y comparable, y que se adecua a cada placa de 

muestras valoradas. 

 



 

 

 

	
MATERIAL Y MÉTODOS

	 	

90

 
Figura 14: Gráfico proporcionado por el programa Expression Suite Software v1.0.1 (Applied 
Biosystem), representa la variación de fluorescencia con respecto al ciclo de amplificación.  

 

 

3.5 Secuenciación 

 

Con el objeto de corroborar los resultados obtenidos por PCRq se utilizó la técnica de 

PCR cualitativa (RT-PCR) como segundo método de determinación y posteriormente la 

secuenciación. Para ello se escogieron 80 muestras al azar y se procedió a realizar su estudio. 

Se verificó que la calidad del ARN de las muestras y que la transcripción reversa había 

transcurrido con éxito realizando una PCR de un gen que se expresa constitutivamente 

(β2microglobulina).  

Los pasos realizados fueron los siguientes:  

- Técnica de la PCR: amplificación de la fusión TMPRSS2 exón 1/ERG exón 4 y del   

gen constitutivo β2 microglobulina 

- Purificación de los productos de PCR (tratamiento del producto de PCR con 

Exonucleasa I y SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) 

- Reacción de secuenciación 

- Purificación de la reacción de secuenciación 

- Secuenciación y análisis de las secuencias en la base de datos. 
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3.5.1 Técnica de la PCR 

 

En una reacción de PCR, el primer paso es la preparación de la muestra de ADN que es 

extraída de varias fuentes biológicas o tejidos. En la PCR, el ADN o gen a amplificar se define 

como diana (target) y los oligonucleótidos sintéticos utilizados se definen como cebadores (o 

primers). Un set de 2 cebadores de entre 20-45 nucleótidos son sintetizados químicamente para 

que se correspondan con los extremos del gen a amplificar. Cada cebador se une a uno de los 

extremos de cada cadena de ADN y es el punto de inicio de la amplificación. 

Una reacción típica de PCR contiene ADN molde, Taq polimerasa y los 4 dNTPS en un 

tampón de reacción apropiado. El volumen total de reacción es de 25-50 µl. En el primer paso 

de la reacción de PCR, las cadenas complementarias de ADN se separan (desnaturalizadas) la 

una de la otra a 94ºC, mientras que la Taq polimerasa permanece estable. En el segundo paso, 

conocido como emparejamiento, la muestra es enfriada a una temperatura entre 40-65ºC que 

permita la hibridación de los 2 cebadores, cada uno a una hebra del ADN molde. En el tercer 

paso, conocido como extensión, la temperatura es elevada a 72ºC y la Taq polimerasa añade 

nucleótidos a los cebadores para completar la síntesis de una nueva cadena complementaria.  

Estos tres pasos, desnaturalización-emparejamiento-extensión, constituye un ciclo de 

PCR. Este proceso se repite durante 20-40 ciclos amplificando la secuencia objeto 

exponencialmente (Figura 15). La PCR se lleva a cabo en un termociclador. El producto 

amplificado es luego detectado por separación de la mezcla de reacción mediante 

electroforesis en gel de agarosa.  
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Figura 15: Pasos de la técnica de PCR. 

 

 

En las Tablas 12, 13 y 14 se especifican las condiciones de reacción, amplificación y 

cebadores empleados para llevar a cabo la PCR convencional de detección del transcrito de 

fusión y del gen constitutivo β2 microglobulina: 
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Tabla 12: Mezcla de reacción para llevar a cabo la PCR convencional. 

 

 

Para realizar esta PCR se empleó el termociclador de Eppendof Mastercycler proS. 

 

 
                                  Tabla 13: Condiciones para la PCR cualitativa 

 

 

 
Tabla 14: Secuencias de primers para la amplificación de la fusión TMPRSS2-ERG exón 4 y de la β2 
microglobulina. 

 

 

 

El resultado de la PCR se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, 

previamente cargado con las muestras de interés y controles, bajo un campo eléctrico de 120V 

durante 40 min. (Anexo 2).  

Cargamos una alícuota de la reacción en un gel de agarosa al 2% con RedSafe 

(ChemBio), en transiluminador UV. Se comprueba el tamaño esperado, su intensidad, la 
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ausencia de amplificaciones inespecíficas, la ausencia de dímeros de cebadores y la ausencia de 

señal en las reacciones utilizadas como control negativo (sin ADN molde). 

 

3.5.2 Purificación de los productos de PCR 

  

Una vez verificada la obtención del producto de PCR, cualquier resto de nucleótidos 

no consumidos y/o cebadores remanentes en el producto de PCR debe ser eliminado, al 

poder interferir en la posterior reacción de secuenciación.  

Esta purificación se lleva a cabo con el producto ExoSAP-IT (Amersham-Biosciences) 

que utiliza dos enzimas hidrolíticas, la Exonucleasa I y la Fosfatasa Alcalina para eliminar esos 

restos no deseados y preparar el producto de PCR para el siguiente paso. A pesar de que el 

protocolo comercial indica volúmenes mayores, las siguientes indicaciones han dado 

resultados satisfactorios reduciéndolo en gran medida. Añadir 1 µL de ExoSAP-IT (USB) en 5 

µL de producto PCR. Luego, en un termociclador incubar a 37ºC durante 15 min., seguido de 

un paso final a 80ºC durante 15 minutos.  

 

3.5.3 Reacción de secuenciación 

 

Una vez tenemos el producto de PCR purificado, se lleva a cabo la reacción de 

secuenciación en la que las bases nucleotídicas, de las secuencias amplificadas, quedan 

marcadas con fluorescencia para poder ser detectadas en el secuenciador. Para ello el kit 

comercial BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (AppliedBiosystems) ofrece 

resultados satisfactorios. A pesar de que el fabricante indica un protocolo a seguir con unos 

volúmenes específicos que aseguran el correcto funcionamiento de los reactivos, la 

modificación de los protocolos del fabricante funciona siempre correctamente, consiguiendo 

reducir drásticamente el volumen del Big Dye. 

Para realizar la reacción de secuenciación hay que preparar el mix detallado en la Tabla 

15 (mezcla de componentes por cada reacción de 10 µl )y programar el siguiente perfil de PCR en 

un termociclador: 96ºC, 1 min./ (96ºC, 10 seg./ 55ºC, 5 seg./ 60ºC, 4 min. ) x 36 ciclos. 
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             Tabla 15: Mezcla de componentes para secuenciación. 

 

 

3.5.4 Purificación de la reacción de secuenciación. 

 

La purificación del producto obtenido en la reacción de secuenciación se llevó a cabo 

utilizando el kit comercial Performa® DTR Gel Filtration Cartridges (EdgeBio). 

Procesamos los productos de PCR pasándolos por columnas de purificación. 

Centrifugar las columnas de purificación (Edge Biosystems) 3 minutos a 3000 rpm y descartar 

el eluído. Poner la columna en un nuevo tubo tipo eppendorf. Pipetear todo el producto de 

secuenciación (10 µl) dentro de la columna. Volver a centrifugar 3 minutos a 3000 rpm. 

 

3.5.5. Secuenciación y análisis  

 

En nuestro caso, el servicio de Anatomía Patológica de la Universidad de Valencia 

dispone de un secuenciador automático Applied Biosystem 310, que se basa en el método de 

secuenciación de Sanger. El análisis de los electroferogramas obtenidos se llevó a cabo con el 

software Analysis sequencing v 5.1.1 de ABI. 

Los cromatogramas obtenidos se alinearon frente a la siguiente secuencia consenso: 

TMPRSS2-ERG exón 4 (GenBank: DQ204772.1) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ204772.1): 

CTAGGCGCGAGCTAAGCAGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGG

GGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACC

AGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 
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4. ESTUDIO DE LA METILACIÓN DEL ADN 

 

4.1 Análisis de la metilación del gen PITX2  

  

 Para nuestro estudio de la metilación del ADN hemos seleccionado el gen PITX2 

(ID: 5308, NC_000004.12). La región diana en la que se ha realizado el estudio de metilación 

está localizada en el dominio del gen PITX2 localizado en chr4:111538580-111565079. 

Nuestro estudio se centró en evaluar la metilación de la región promotora en sitios con alta 

densidad de islotes CpG. La región que seleccionamos rica en CpGs en la posición del 

cromosoma 4 es: 111542063-111544464 (2401 bp), localizada en la banda 4q25 y con un 

contage de 196 CpGs y un ratio observado de CpG de 0.8. (Figura 16). 

 

 
Figura 16: Región analizada del gen PITX2  para el estudio de metilación. 
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4.2 Epityper (Sequenom)  

 
El estudio de la metilación de un gen único puede realizarse mediante una técnica 

basada en la conversión del ADN mediante el método del bisulfito y posterior análisis 

mediante espectrometría de Masas MALDI-TOF. Siguiendo esta estrategia, la tecnología 

EpyTYPER by Sequenom es uno de los procedimientos más sensibles y optimizados y también 

se recomienda para estudios en un único gen en aplicaciones clínicas. EpyTYPER consiste en  

un tratamiento del DNA con bisulfito seguido de una reacción de PCR en la cual se introduce 

una etiqueta T7 de la polimerasa.  Tras este paso, se realiza una transcripción in vitro con la 

polimerasa T7, seguido de una rotura específica en uracilos generada por la ARNasa A. Esta 

rotura produce fragmentos de diferente tamaño que depende de la presencia original de las 

citosinas metiladas282(Figura 17). 

 

 
 
 
Figura 18: Proceso seguido para el estudio de la metilación del ADN según la metodología 
Sequenom (esquema obtenido de Sequenom DNA methylation Analysis Protocol). 
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4.3 Selección del amplicón 

 

 A continuación pasamos a identificar el amplicón que debemos seleccionar para el 

estudio. Para ello se accede a la web www.epidesigner.com y se obtienen los amplicones 

recomendados para el estudio de metilación de este gen283 (Figura 18). 

 

 

              Figura 18: amplicones de la secuencia promotora del PITX2 

 

 Los amplicones recomendados son el 8, 11 y 15 tal y como se muestra en las figuras 19-

21. 

 De los tres finalmente se selecciona el amplicón 15 para el estudio de metilación del gen 

PITX2, y en la misma página web se obtienen los primers específicos requeridos (Figura 22). 
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      Figura 19: Representación del amplicón 8 

 

 
          Figura 20: Representación del amplicón 11 

 

 
           Figura 21: Representación del amplicón 15 
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 Figura 22: Primers para el estudio del amplicón 15 
 
 
 
4.4 Metodología del análisis  
 
 

Este ensayo requiere 1 µg de ADN a una concentración de 50 ng/µL (máximo 20 µL). 

Este ADN es convertido mediante el método de bisulfito utilizando el kit EZ kit de 

metilación del ADN (Zymo Investigación, Orange, CA) según las instrucciones del fabricante, 

este kit sigue el protocolo de Paulin et al. estandarizado en el 1998284.  

 

Las reacciones de PCR se llevan a cabo en un volumen total de 5µL, 1 pmol de cada 

primer del gen de interés, 40 µM dNTPs, 0.1U Hot Star TaqDNA polimerasa, 1,5 mM de 

MgCl2 y buffer de PCR, con un paso de preactivación de 15 min a 95 ºC, 45 ciclos a  95 ºC de 

20s, 62 ºC durante 30 s y 72 ºC 30 segundos seguido de un paso final de 72ºC de 3 min. Los 

dNTPs no incorporados se defosforilan mediante la adición de 1,7 µL de H2O y 0.3 U de 

fosfatasa alcalina (Sequenom, San Diego), durante 20 min a 37 ºC y una posterior inactivación 

de 10 min a 85 ºC. 

A continuación, 2 µL de la reacción de PCR se utilizan junto con 20 U de la T7 ADN 

polimerasa, 1 mM dNTPs, según las instrucciones del fabricante. En el mismo paso se 

produce la transcripción in vitro de la ARNasa A (Sequenom, San Diego) que degrada en 

función del contenido en Uracilos, en un volumen final de 27 µL.  

Finalmente 15 nL se dispensan con el robot en la matriz de silicio del SpectroCHIP® 

(Sequenom Inc, San Diego, CA) y analizados según el procedimiento del espectrómetro de 

masas MassARRAY (Bruker-Sequenom).  
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5. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

Para el análisis estadístico se recogieron todos los datos de las historias clínicas y los 

resultados de los estudios experimentales en una base de datos mediante el programa SPSS 

Versión 22.0.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) con el que también se realizaron los estudios 

estadísticos. 

El análisis estadístico busca obtener relaciones entre las variables clínico-patológicas y 

los hallazgos de los estudios de expresión inmunohistoquímica, de biología molecular (fusión 

del gen TMPRSS2) y epigenética (metilación del gen PITX2). También evaluamos si las 

variables experimentales en estudio tienen valor predictivo respecto a la supervivencia libre de 

recidiva bioquímica. 

Todas las pruebas estadísticas se realizaron con una significación del 0,05 y las 

estimaciones con un intervalo de confianza de 95%.  

 

5.1 Estadística descriptiva 

El análisis descriptivo inicial contiene los estadísticos básicos de las variables continuas: 

media, desviación estándar, mínimo, máximo y mediana; así como distribución de frecuencias 

y porcentajes para las variables categóricas. 

 

 
5. 2 Estadística analítica 

Se ha realizado un análisis bivariante que engloba todos los contrastes estadísticos 

necesarios para evaluar la relación entre gen de fusión, la metilación del gen PITX2 y los 

marcadores inmunohistoquímicos con las variables clínicas e histológicas.  

Antes de comenzar el análisis, se ha comprobado la normalidad mediante la prueba de 

Kolmogorov-Smirnov (K-S) como prueba de ajuste a una distribución normal de las variables 

continuas del estudio. La aceptación de la normalidad permitiría la aplicación de pruebas de 

tipo paramétrico; mientras que la no aceptación determinará el uso de no paramétricas. Los 

contrastes realizados en este estudio son mediante las siguientes pruebas no paramétricas: 
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- Chi cuadrado (X2): lo utilizamos para determinar si dos variables cualitativas están o 

no asociadas. 

- Test exacto de Fisher: se ha utilizado en aquellos casos en que queremos analizar si 

dos variables dicotómicas están asociadas cuando la muestra a estudiar es 

demasiado pequeña (<5) y no se cumplen las condiciones necesarias para la 

aplicación del test X2 

- Prueba de Mann-Whitney (M-W): utilizada para contrastar si la distribución de un 

parámetro continuo, es o no la misma en dos muestras independientes.  

- Prueba de Kruskal-Wallis (K-W): la hemos aplicado para contrastar si la 

distribución de un parámetro continuo, es o no la misma en más de dos muestras 

independientes.  

- Coeficiente de correlación de Spearman: utilizada para establecer si existe 

correlación entre dos variables continuas.  

 

Además, se ha realizado un modelo multivariante que estima la relación o asociación 

entre dos variables teniendo en cuenta que puede haber otros factores que modifiquen esa 

relación, en concreto, un modelo de regresión logística binaria. Este se ha realizado para 

determinar qué variables se asocian a una mayor probabilidad de recidiva al año y a los 5 años 

de la cirugía en función de una serie de variables independientes.  

 

5.3 Análisis de supervivencia 

 

Análisis univariante 

 Se realizará análisis de supervivencia en base al tiempo de recidiva bioquímica por medio 

de la función de supervivencia de Kaplan-Meier aplicándose el test estadístico log-rank. 

Consideramos inicio del proceso la fecha de la prostatectomía radical y como final la fecha de 

la recidiva bioquímica si la hay, o el último seguimiento o exitus del paciente si no la hay. Se 

evalúa si las variables clínico-patológicas y los marcadores del estudio (marcadores 

inmunohistoquímicos, la presencia del gen de fusión y el grado de metilación del gen PITX2) 

implican una relación con superviviencia libre de RBq. 
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Análisis multivariante 

Para en análisis multivariante de la supervivencia se ha utilizado el análisis de Regresión 

de Cox el cual permite modelizar la supervivencia en función de un factor o conjunto de 

factores independientes. Permite la estimación de parámetros relacionados con el riesgo de 

recidiva que tiene un paciente por tener unas determinadas características. Este modelo nos 

permite identificar los factores que influyen en el tiempo hasta la recidiva bioquímica desde un 

punto de vista multivariante de manera que se trata de una representación más fiable de lo que 

pasa en la realidad. 

El método empleado para la incorporación de las variables es el de “selección hacia 

adelante (Wald)”. El p-valor del estadístico de Wald de entrada al modelo es de 0,05 y el de 

salida del mismo 0,1.  

El Análisis de Cox exige establecer, para cada factor independiente, una categoría de 

referencia; ya que se va a comparar por cuánto se multiplica el impacto o tasa de riesgo si el 

paciente pertenece a una determinada categoría respecto a la de referencia. En el estudio, se ha 

considerado la 1ª categoría de cada factor como la de referencia, es decir, la de menor 

gravedad. 

Se determinó si los marcadores inmunohistoquímicos, la presencia del gen de fusión o la 

metilación del gen PITX2 son variables predictoras, ajustadas por las variables clínico-

patológicas. Consideramos como variable dependiente el tiempo en que se produce la recidiva 

bioquímica. La medida de efecto de cada variable se calculó a través del Hazard Ratio (HR) o 

riesgo relativo (RR).  
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1. ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA 

 

1.1 Variables clínicopatológicas   

 

A continuación en la Tabla 16 se muestran las variables clínico-patológicas del estudio. 

 

Tabla 16: Frecuencia de variables clínico-patológicas en la serie estudiada. 

 

 

 

Observamos que existe un llamativo infraestadiaje en el Gleason, mostrando un mayor 

grado las piezas de PR que los cilindros de la biopsia prostática (Figura 23). Además también 

es de reseñar que prácticamente todos los pacientes son estadios T1 o T2, ya que el estudio 

corresponde a una época donde los CaP a los que se indicaba cirugía era los clínicamente 

localizados, de ahí también que predominen los grupos de riesgo bajo e intermedio. 
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  Figura 23: Infraestadiaje de Gleason en biopsia prostática. 

 

1.2 Marcadores inmunohistoquímicos 

 

Para el estudio inmunohistoquímico se distribuyeron los pacientes en 6 matrices 

tisulares sobre los que se analizó la expresión de las proteínas FAP, PSA, PSMA, P504S 

(Racemasa), Topoisomerasa IIa, E-cadherina, β-catenina, p53, RA y ERG. Finalmente 

contamos con  201 casos, pues en 14 casos no fueron válidos por la mala calidad de la 

muestra.  

En la Figura 24 se pueden apreciar ejemplos de las tinciones IHQ de los marcadores 

proteicos estudiados en la presente tesis.  
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Figura 24: Inmunohistoquímica de diferentes marcadores estudiados, donde observamos en la 
izquierda la H-E y a la derecha la tinción IHQ. A: PSA, B:PSMA, C:Racemasa, D:RA, E:β-catenina, 
F:E-cadherina, G: p53, H: ERG negativo, I: ERG positivo. 

 

 

De todos ellos el porcentaje de sobreexpresión en la serie de casos se muestra en la 

Tabla 17.  
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Tabla 17: Frecuencia de positividad de los 
diferentes marcadores    inmunohistoquímicos. 

 

 

Podemos observar que el marcador p53 se encuentra infraexpresado en las muestras de 

CaP, mientras que marcadores como la E-cadherina, la FAP, el PSA y PSMA están 

sobreexpresados. En el caso de la proteína ERG el porcentaje de expresión  está por debajo 

de la mitad de los pacientes. 

 

1.3 Determinación de TMPRSS2-ERG por qPCR. 

 

De los 214 CaP analizados, 121 (56%) expresaron el gen de fusión TMPRSS2-ERG 

determinado mediante PCR cuantitativa.  (Figura 25) 

  
Figura 25: Frecuencia expresión gen de fusión TMPRSS2-ERG qPCR 
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En la Figura 26 se pueden ver los diagramas en cajas con los Ct (ciclo umbral) 

obtenidos en el análisis de expresión del gen referencia y la fusión en estudio, lo que da una 

idea de la dispersión de los datos adquiridos.  

 
Figura 26: Diagrama de cajas en el que se representa Ct media para la 
fusión y gen control analizado. Se muestra la dispersión de los datos 
obtenidos. Los círculos negros representan el valor medio de Ct, mientras 
que la barra horizontal dentro de la caja corresponde al valor mediano de 
Ct. La barra horizontal final de la parte superior e inferior de cada caja 
indica los valores máximo y mínimo de Ct. Los círculos blancos 
representan valores de Ct outliers es decir los que superan 1,5 veces la 
distancia entre los cuartiles primero y tercero. El triángulo invertido señala 
que el gen 18S presenta valores outliers. 

 

 

PCR TMPRSS2-ERG 

 

La coincidencia entre los resultados obtenidos por qPCR cualitativa y PCR fue del 

95%. Los casos que no coincidieron eran falsos positivos, esto es debido a que al diseñar el 

producto de PCR de pequeño tamaño (para analizar con mayores garantías de éxito el ARN 

que está degradado por el proceso de fijación en formol e inclusión en parafina) esta reacción 

es muy susceptible de contaminación aunque se extremen las precauciones durante la 

preparación de la PCR (campana con lámpara de rayos ultravioleta). 

A continuación se muestra la electroforesis en gel de agarosa donde se puede observar 

la PCR de la fusión del gen TMPRSS2-ERG (Figura 27) y la de la β2-microglobulina (Figura 

28) 
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Figura 27: Visualización mediante electroforesis en gel de agarosa (2%) de la PCR 
para determinar la fusión TMPRSS2-ERG en las muestras en estudio. M: marcador 
de tamaño molecular 100 bp; 1, 3 y 4: casos negativos; 2 y 5:  casos positivos; 6: 
control negativo (caso negativo para la fusión); 7: control positivo; 8: control 
negativo (no incluye ADNc en la reacción de amplificación). 

 

 

                    

Figura 28: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la PCR de β2-
microglobulina del cDNA procedente de las muestras en estudio, 
confirmando que son muestras aptas para el estudio. 
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Secuenciación 

Paralelamente se secuenciaron varias de las muestras con el objetivo de comprobar que la banda 

amplificada correspondía a la fusión estudiada. En todas las muestras, que fueron positivas para la 

fusión en la PCR, se detectó la fusión TMPRSS2-ERG por secuenciación (Figura 29). 

 

 

 

    

Figura 31: El electroferograma que muestra la detección de la fusión quimérica 

TMPRSS2-ERG mediante análisis de RT-PCR.  

 

Figura 29: Electroferograma donde se muestra la detección de la fusión quimérica 
TMPRSS2-ERG mediante análisis de RT-PCR. 

 

1.4 Metilación del gen PITX2 

  

Se han estudiado dentro del amplicón seleccionado, 7 regiones ricas en CpG. Los 

datos relativos a las CpG5 no se pudieron analizar pues según los resultados obtenidos con el 

EpiTyper no se detectó metilación de CpGs. Finalmente, solo aquellas muestras que contenían 

datos de metilación de todas las CpG fueron consideradas en el análisis. Consecuentemente, 

177 pacientes fueron incluídos para el estudio estadístico.            

 

De forma general, podemos decir que los resultados ofrecidos por el estudio de 

metilación del ADN del  EpiTyper del amplicón seleccionado indica que esta región se 

caracteriza por una baja metilación de ADN, y confirma la hipometilación general de CpGs en 

la cohorte estudiada.  

 

 

 

 

 

TMPRSS2 exon 1 ERG exon 4 

Breakpoint 
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2. ANÁLISIS UNIVARIANTE 

 

2.1 Marcadores inmunohistoquímicos y variables clínico-patológicas. 

A continuación se contrastan los marcadores inmunohistoquímicos (ERG, P504S, 

PSMA, PSA, p53, β-catenina, RA, Topoisomerasa-IIα, FAP, E-cadherina), con las variables 

clínicas (PSA, estadio clínico, Grupos de riesgo, estadio patológico, Gleason pieza, invasión 

perineural, márgenes positivos en pieza, ganglios positivos y recidiva bioquímica) con el 

objetivo de indentificar si alguno de estos marcadores se relaciona con algunas de estas 

variables. 

Dado que no cumplen la normalidad se han aplicado pruebas no paramétricas en 

todos los contrastes bivariantes. La expresión de los diferentes marcadores se han analizado 

mediante los test X2 y U de Mann-Whitney para variables categóricas y continuas 

respectivamente. Las Tablas 18-27 muestran los resultados. 

 

Empezando por el ERG, no encontramos asociación entre la expresión de ERG y los 

parámetros clínico-patológicos como podemos observar en la Tabla 18.  

 

En el caso de la racemasa (P504S), en el análisis univariante no muestra significación 

tampoco para ninguna de las variables clínico-patológicas (Tabla 19). 

 

Para la FAP encontramos que existe asociación de la misma con el estadiaje clínico, de 

forma que en aquellos tumores donde más se expresa la FAP son aquellos de mejor 

pronóstico. También en el caso de la IPN encontramos diferencias significativas; aquellos que 

sobreexpresan la FAP tienen mayor proporción de IPN (23% en casos de FAP positiva 

respecto al 4% del grupo de FAP negativa). Estos datos podemos observarlos en la Tabla 20. 

 

En el análisis de la expresión de PSA encontramos únicamente asociación con los 

grupos de riesgo, obteniendo en el bajo riesgo un mayor porcentaje de pérdida de expresión 

de PSA y en el riesgo intermedio un mayor porcentaje de pacientes que expresan PSA (Tabla 

21).   

 



 

 

 

	
RESULTADOS

	 	

117

En la Tabla 22 podemos observar los resultados relativos a la PSMA, en la cual no 

encontramos asociación entre su expresión y las variables clínico-patológicas. 

 

En el caso del RA vemos que muestra una tendencia a expresarse en todos los pacientes. 

Además, establece una relación significativa con el Gleason de forma que en aquellos casos de 

pérdida de expresión del RA hay mayor porcentaje de Gleson >7 (Tabla 23).  

 

El marcador p53  muestra una relación significativa en la variable edad, de forma que 

el grupo de pacientes que sobreexpresan esta proteína son de mayor edad (aproximadamente 3 

años de media por encima). Además, observamos que aquellos pacientes que sobreexpresan la 

p53 se asocian a variables de peor pronóstico, como mayor estadiaje (mayor porcentaje de T3) 

mayor Gleason en la pieza, mayor porcentaje de IPN y de RBq). Estos datos se presentan en 

la Tabla 24. 

 

Ya  por último, comentar que no encontramos asociación entre la expresión de 

Topoisomerasa-IIα y ninguna de las variables clínico-patológicas. Tampoco en el caso de la E-

cadherina ni β-catenina como se muestra en las Tablas 25-27. 
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Tabla 18: Relación entre la expresión de ERG y las  variables clínico-patológicas.  
     (test de X2 excepto para la edad) 
 

 
      * Test de la U de Mann-Whitney. 
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Tabla 19: Relación entre la expresión de P504S y las  variables clínico-patológicas.  
     (test de X2 excepto para la edad) 

 
            * Test de U de Mann-Whitney. 
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Tabla 20:  Relación entre la expresión de FAP y las  variables clínico-patológicas.  
             (test de X2 excepto para la edad) 

 
            * Test de U de Mann-Whitney. 
 
 



 

 

 

	
RESULTADOS

	 	

121

          Tabla 21: Relación entre la expresión de PSA y las  variables clínico-patológicas 
          (test de X2 excepto para la edad) 

 
* Test de U de Mann-Whitney. 
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Tabla 22: Relación entre la expresión de PSMA y las  variables clínico-patológicas.  
     (test de X2 excepto para la edad) 

 
           * Test de U de Mann-Whitney. 
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Tabla 23: Relación entre la expresión de RA y las  variables clínico-patológicas.  
      (test de X2 excepto para la edad) 

 
            * Test de U de Mann-Whitney. 
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Tabla 24: Relación entre la expresión de p53 y las  variables clínico-patológicas.  
     (test de X2 excepto para la edad) 

 
* Test de U de Mann-Whitney. 
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Tabla 25: Relación entre la expresión de Topoisomerasa-IIα  y las  variables clínico-
patológicas.(test de X2 excepto para la edad) 

 
      * Test de U de Mann-Whitney. 
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Tabla 26: Relación entre la expresión de E-cadherina  y las  variables clínico-
patológicas (test de X2 excepto para la edad). 

 
           * Test de U de Mann-Whitney 
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Tabla 27: Relación entre la expresión de β-catenina  y las  variables clínico-
patológicas.(test de X2 excepto para la edad) 

 
          * Test de U de Mann-Whitney. 
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Se realiza un subanálisis de aquellos pacientes que han llevado tratamiento hormonal, 

pues se trata de pacientes que se diferencian de los que hemos considerado como RBq ya que 

si llevan este tipo de tratamiento es porque el PSA ha progresado tras la RT o bien porque han 

presentado ascensos de PSA importantes. Tampoco podemos incluirlos en el grupo de 

recaídas clínicas pues en éstos deben existir pruebas de imagen que confirmen las lesiones. 

Tras estudiar los marcadores inmunohistoquímicos según el grupo de pacientes que ha 

llevado HT respecto al que no la ha llevado, observamos que el PSMA se expresa en mayor 

cuantía (85 frente a 15%) en los pacientes con tratamiento hormonal (p=0,046) 

 

2.2 Análisis de TMPRSS2-ERG y variables clínico-patológicas. 

 

En las muestras del estudio se analizó la relación entre la presencia del gen de fusión 

TMPRSS2-ERG (obtenido mediante qPCR) y las variables clínico-patológicas citadas en la 

Tabla 28. Sólo la presencia de los márgenes positivos difiere significativamente según la 

presencia o no de la fusión génica (p=0,021). Observamos que en el grupo en el que se da la 

fusión hay un menor porcentaje de márgenes negativos. 
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Tabla 28: Relación entre la expresión del gen de fusión  y las  variables clínico-
patológicas (test de X2 excepto para la edad). 

 

     *Test de U de Mann-Whitney 
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2.3 Metilación de PITX2 y variables clínico-patológicas 

 

En el estudio de la metilación se realiza un análisis aglomerativo jerarquizado de clusters 

en nuestra serie. El objetivo principal del clustering es identificar grupos diferentes 

representativos de los datos de la metilación mediante la inspección visual de los resultados. 

Así, de una manera intuitiva, podemos ver si determinadas características clínicas, son 

representativas de alguno de los grupos de muestras obtenidos. Para ello generamos un 

heatmap que muestran los resultados del análisis de metilación e incluyen información según el 

Gleason, la IPN, los márgenes quirúrgicos y la RBq. (Figuras 30-33) 

No identificamos una clara asociación entre las variables evaluadas en los clusters.  

 

 

 
Figura 30: Mapa de zonas calientes en las CpGs según el Gleason 
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Figura 31: Mapa de zonas calientes en las CpGs según la IPN 

 

 

 

 

 
Figura 32: Mapa de zonas calientes en las CpGs según MQP 
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Figura 33: Mapa de zonas calientes en las CpGs según la RBq 

 

 

A continuación, realizamos los contrastes entre el grupo de hipometilados frente a 

hipermetilados  para las variables clínico-patológicas analizándose cada uno de los segmentos 

ricos en CpGs estudiadas de forma categorizada. Hay que tener en cuenta que en este caso la 

hipermetilación es relativa pues partimos de medias bajas.  

Podemos observar en la Tabla 29 que únicamente la hipermetilación del segmento 

CpG1 presenta asociación con alguna variable clínico-patológica, en concreto con la RBq, de 

forma que aquellos pacientes hipermetilados tienen mayor tasa de recaídas (Figura 34). 

 

 
                   Figura 34: Relación significativa entre metilación CpG1 y RBq. p=0,028. 
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Tabla 29 : Relación de variables clínico-patológicas con metilación CpG1 del gen PITX2.  
(test de X2 excepto para la edad). 

 
              * Test de U de Mann-Whitney 
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No observamos, sin embargo, ningún tipo de asociación entre el grado de metilación del 

resto de segmentos del amplicón (CpG2, CpG3, CpG4, CpG6 y CpG7) con las variables 

clínico-patológicas. 

 

2.4 Correlación entre marcadores inmunohistoquímicos y TMPRSS2-ERG. 

 

Con el objetivo de encontrar correlación entre la presencia del gen de fusión TMPRSS2-

ERG y la expresión de diferentes marcadores inmunohistoquímicos contrastamos ambos 

marcadores. Los resultados se muestran en la Tabla 30. 

Observamos que existe una correlación entre la positividad de ERG en la 

inmunohistoquimia y la presencia del gen de fusión existiendo concordancia de casos positivos 

cercana al 50%. 

En nuestro estudio considerando como prueba patrón la qPCR, obtenemos una 

sensibilidad y especificidad relativamente bajas (Figura 35), del 45 y 77% respectivamente, y un 

valor predictivo positivo (VPP) de 66% y valor predictivo negativo (VPN) de 58%. 

 
 
                               A) ERG+ y TMPRSS2-ERG + 
 
                                 

      

 

 

 

 

                                B) ERG- y TMPRSS2-ERG - 

  

 

 

 

         

 

 

 

Figura 35: Diagrama de Venn mostrando la clasificación de los 
pacientes de acuerdo con los resultados de la IMH y la qPCR. 
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Tabla 30: Relación entre marcadores inmunohistoquímicos y gen de fusión 
(*test de X2). 
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2.5 Correlación entre metilación de PITX2 y gen de fusión TMPRSS2-ERG 

 

Al contrastar el estatus del gen de fusión TMPRSS2-ERG respecto a la metilación, 

observamos que no existe asociación significativa para ninguna de las CpGs estudiadas (Tabla 

31). 

 

Tabla 31: Relación entre metilación de PITX2 y gen de fusión. (*test de X2).  

 

 

 

 

2.6 Relación entre ERG y metilación de PITX2 

 

Al contrastar las diferentes CpGs según el grado de metilación con la expresión de 

ERG, observamos que el caso de la CpG7 existe una asociación con la expresión de ERG, de 

forma que dentro del grupo de hipermetilados hay una mayor expresión de ERG (p=0,048) 

(Tabla 32). 
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Tabla 32: Relación entre marcadores expresión de ERG y metilación del 
gen PITX2 (*test de X2). 

 
 

 

 

3. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA  

 

En este apartado realizaremos un análisis univariante de supervivencia usando el test 

Log-rank de todos los parámetros que se han analizado a lo largo del estudio. Para mejor 

comprensión se ha dividido en los siguientes apartados: 

- Parámetros clínico-patológicos 

- Marcadores inmunohistoquímicos 

- Gen de fusión TMPRSS2-ERG 

- Metilación del gen PITX2 

Los parámetros que resulten estadísticamente significativos en este análisis se 

introducirán en un análisis de supervivencia multivariante por regresión de Cox.   

Tanto para el análisis univariante como para el multivariante se tomará como punto final 

la recaída bioquímica.  

3.1 Análisis univariante de supervivencia. 

 

El análisis univariante previo a la relación del modelo incluyó aquellas variables clínicas 

con repercusión en la progresión de la enfermedad como son el PSA, los grupos de riesgo, el 

Gleason de la pieza, el estadio patológico, los márgenes positivos o la IPN. 

 

Variables clínico-patológicas 

En la Figura 36 podemos observar las curvas de supervivencia relacionadas con las 
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variables clínicas en las cuales se han obtenido diferencias estadísticamente significativas para 

el tiempo hasta la RBq entre los grupos analizados. 

      

      

       

Figura 36: Curvas de Kaplan-Meier correspondientes al análisis de supervivencia univariante de las 
variables clínico-patológicas respecto al tiempo hasta la RBq. A) PSA preoperatorio B) Grupos de 
riesgo C) Score de Gleason de la biopsia D) Score de Gleason de la pieza E) Márgenes de la pieza 
afectos F) Ganglios afectos. 
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Como podemos observar en las curvas de supervivencia, la probabilidad de que exista 

una recidiva bioquímica es mayor en aquellos pacientes con PSA elevado, en el grupo de 

pacientes alto riesgo e intermedio los Gleason elevados, los márgenes quirúrgicos afectos y los 

ganglios positivos. 

 

Marcadores inmunohistoquímicos 

 

En el caso de la expresión de marcadores inmunohistoquímicos sólo la expresión de p53 

muestra diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos para el tiempo libre de 

RBq como se muestra en la Figura 37. Las curvas de Kaplan-Meyer del resto de 

biomarcadores indican que no existen diferencias entre los grupos de pacientes. 
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         Figura 37: Curvas de Kaplan-Meier correspondientes al análisis de supervivencia univariante de 
los marcadores inmunohistoquímicos respecto al tiempo hasta la RBq. Se presentan las variables: A) 
ERG, B) P504S, C) PSMA, D) PSA, E) p53, F) β–catenina, G) RA, H) Topoisomerasa-IIα, G) FAP, 
H) E- cadherina. 
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Considerando que la utilidad de estos marcadores puede ser diferente dependiendo del 

grupo de riesgo D’Amico, clasificación utilizada en la práctica clínica, consideramos el realizar 

de nuevo el análisis de estos marcadores estratificando según esta variable.  Observamos que 

es para los pacientes de bajo riesgo donde la expresión de p53 tiene mayor utilidad para 

diferenciar aquellos pacientes que van a tener peor pronóstico (p=0,031). Lo podemos ver 

gráficamente en la Figura 38. 
 

 

Figura 38: Curva Kaplan-Meier correspondiente a análisis univariante de supervivencia de la expresión 
de p53 en los pacientes de bajo riesgo en relación al tiempo hasta la RBq. 

 

Del mismo modo, cuando estratificamos según el Gleason, observamos que el grupo de 

pacientes con Gleason > 7 que expresan la proteína p53 van a tener un peor pronóstico que 

aquellos que no la expresan (p=0,026) como observamos en la Figura 39. 

 
Figura 39: Curva Kaplan-Meier correspondiente a análisis univariante de supervivencia de la expresión 
de p53 en los pacientes con Gleaosn >7 en relación al tiempo hasta la RBq 
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Gen de fusión TMPRSS2-ERG 

 

Al comparar las curvas del análisis de supervivencia de ambos grupos de pacientes, el 

grupo con positividad para el gen versus el negativo, no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas en cuanto a la progresión de la enfermedad (Figura 40). 

 

 

Figura 40: Curva de Kaplan-Meier correspondiente al análisis de supervivencia univariante del gen de 
fusión TMPRSS2-ERG respecto al tiempo hasta la RBq 
 

Metilación 

 

En cuanto a la metilación del gen PITX2, como era de esperar, sólo la hipermetilación 

del segmento CpG1 muestra relación con la supervivencia libre de RBq (Figura 41). 

 

 

 

Figura 41: Curva de Kaplan-Meier correspondientes al análisis de supervivencia univariante del grado 
de metilación del gen PITX2 (CpG1) respecto al tiempo hasta la RBq.  
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Cuando estratificamos según  el Gleason observamos que la hipermetilación del 

segmento CpG1 del gen PITX2 muestra claramente un peor pronóstico en aquellos casos de 

Gleason más bajos. Figura 42. 

 

Figura 42: Curva de Kaplan-Meier correspondientes al análisis de supervivencia univariante del    
grado de metilación del gen PITX2 (CpG1) respecto al tiempo hasta la RBq en los Gleason ≤7. 

 

 

Cuando estratificamos este análisis según los grupos de riesgo obtenemos que estas 

diferencias en cuanto a la RBq en el caso de CpG1 es para el  grupo bajo riesgo (Figura 43). 

 

    
Figura 43: Curva de Kaplan-Meier correspondientes al análisis de supervivencia univariante del grado 
de metilación respecto al tiempo hasta la RBq estratificado por grupos de riesgo. 
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3.2 Análisis multivariante de supervivencia. 

 

 

En la Tabla 33 se muestran los resultados del análisis multivariante realizados mediante 

una regresión de Cox donde hemos incluido aquellos parámetros que hemos obtenido 

significativos en el análisis univariante.  

 

   Tabla 33: Resultados del análisis multivariante de supervivencia libre RBq por regresión de Cox. 

 

 

 

El análisis de regresión muestra que además de las variables clínicas grupos de riesgo, 

estadio patológico y presencia de ganglios positivos, la hipermetilación de la CpG1 del gen 

PITX2 también es un factor predictor de RBq. Ello implica que el riesgo de progresión para 

los pacientes que presenten el gen PITX2 hipermetilado tendrán cerca del doble de riesgo de 

recidiva bioquímica respecto a los que presentan hipometilación. 
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El progresivo envejecimiento de la población y los avances en sus métodos diagnósticos 

han convertido al CaP en una de las enfermedades más prevalentes en la actualidad, siendo la 

segunda causa de mortalidad por cáncer en el varón285.  

Esta enfermedad presenta un curso evolutivo incierto, y los parámetros clínico- 

patológicos habituales han demostrado ser insuficientes para predecir dicha evolución, por lo 

que se hace necesario el estudio de nuevos marcadores pronósticos complementarios, que nos 

permitan diferenciar los tumores indolentes de aquellos que van a progresar. 

El objetivo principal de este estudio es establecer estas herramientas que nos ayuden a 

configurar perfiles pronósticos del paciente con CaP, por medio del estudio de la expresión de 

diferentes marcadores inmunohistoquímicos, la presencia o ausencia del gen de fusión 

TMPRSS2-ERG y el grado de metilación del gen PITX2. Pretendemos estudiar su relación 

con la progresión de la enfermedad y averiguar si la presencia de estos marcadores tiene 

utilidad pronóstica.  

 

1. NUESTRA SERIE 

 

Previo a la valoración de los resultados referentes a los nuevos marcadores pronósticos 

que se evalúan en este estudio, pasamos a detallar aquellas variables clínicas cuyos resultados 

difieren respecto de las series de referencia, pues en determinadas ocasiones esto puede 

justificar ciertos resultados que no concuerdan con la literatura. 

En este sentido, llama la atención las diferencias existentes entre el Gleason de la biopsia 

y el de la pieza de PR, así como la diferencia entre el estadiaje clínico y patológico. 

 

En el caso del Gleason, observamos que la frecuencia de Gleason <7, de 7 y > a 7 en la 

biopsia es de 59, 33 y 8% respectivamente, mientras que en el caso de la pieza es del 28, 50 y 

22%. Es importante este aspecto, pues el grado de Gleason hoy en día es uno de los factores 

determinantes a la hora de decidir la pauta a seguir en los pacientes con CaP.  

Múltiples autores han publicado trabajos sobre este fenómeno de infragradación en la 

biopsia, estableciéndose una concordancia entre el Gleason de la misma y el de la 

prostatectomía en torno al 50% en las diferentes series286-287.  
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Esta infragradación puede ser debida a diferentes factores, entre ellos, la variabilidad 

interobservador existente, pues no deja de ser una valoración en parte subjetiva. Las 

recomendaciones para reducir al máximo los problemas derivados de esta variabilidad incluyen 

el aumento de la objetividad de los criterios de Gleason y la existencia de un uropatólogo 

especializado288. De hecho, con el objetivo de mejorar los criterios utilizados para definir el 

Gleason, se realizó una revisión del sistema de puntuación en la reunión de Consenso sobre 

Gleason de la ISUP del 200549. En nuestro centro todas las muestras han sido analizadas por 

la misma uropatóloga de forma que al menos, existe cierta homogeneidad en el análisis. 

También el número de cilindros influye en el grado de concordancia entre muestras, 

como se detalla en el estudio publicado en 2006 por Mian y cols. donde se presenta el 

esquema de la biopsia como único factor capaz de mejorar la correlación entre el Gleason de 

la biopsia y de la pieza, siendo ésta mejor a mayor número de cilindros289. En nuestra serie los 

pacientes incluidos pertenecen a los años previos a ampliar el esquema de biopsia de nuestro 

centro, por lo que tan solo se obtenía un total de 6 cilindros. Este hecho podría explicar el 

porcentaje elevado de infragradación de la biopsia en nuestro estudio. 

 

En el caso del estadiaje, el valor más llamativo en nuestra serie es el del T3, teniendo en 

el estadiaje clínico un 1% y un 21% en el patológico. En el momento del estudio, la 

estadificación local estaba limitada por la deficiencia de técnicas de imagen correctas para el 

estadiaje local preoperatorio. Con el objetivo de mejorarlo se utilizan hoy en día nuevas 

técnicas, como es el caso de las diferentes modalidades de la RM. La resonancia magnética 

multiparamétrica (RMM), es considerada la modalidad más útil para el estadiaje local del CaP. 

Sin embargo, ofrece una baja sensibilidad para la detección de extensión extraprostática, y 

tiene escasa utilidad en el bajo riesgo20-291. Con el fin de mejorar la precisión en el estadiaje 

local también se emplea la RM endorrectal (RM-e), la cual aporta una mayor exactitud, 

consiguiendo una mejor caracterización espacial de la anatomía zonal prostática25. Aumenta la 

calidad de la imagen y mejora la localización en comparación con la RM tradicional, por lo que 

aporta un valor adicional en la estadificación local del CaP26. Tiene utilidad principalmente en 

la identificación preoperatoria de extensión extracapsular y la invasión de las vesículas 

seminales cuando es interpretada por radiólogos genitourinarios especializados27.  

 

No hemos encontrado que ninguno de nuestros marcadores se relacionen con la 

presencia de IPN. De hecho, la significación pronóstica de esta variable sigue en entredicho. 

Para muchos autores la presencia de IPN en la biopsia es un indicador de riesgo de extensión 
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extraprostática (EEP), de afectación de márgenes y de RBq292-294. En diferentes estudios se ha 

postulado una relación de la IPN con otros factores pronósticos conocidos como son el 

Gleason, el estadio clínico o los MQP en la pieza. En cuanto al establecimiento de factor 

predictor independiente de recidiva tumoral los estudios son dispares, no siendo hoy en día un 

factor concluyente de recidiva295.  

 

Por otra parte, la tasa de márgenes positivos obtenidos en el análisis es de 

aproximadamente un 40%. En las series publicadas las tasas que se presentan son muy 

variables, pero en todo caso, menores a los presentados en nuestro estudio, con valores en un 

rango que va del 10 al 33%296-298.  

 Con la llegada de las técnicas mínimamente invasivas, como la prostatectomía radical 

laparoscópica (PRL) y robótica (PRRB) se postuló que la tasa de márgenes afectos aumentaría. 

No sólo por la curva de aprendizaje, sino también por el auge de las cirugías preservadoras de 

bandeletas neurovasculares299. Sin embargo, parece ser que la incidencia de MQP va 

disminuyendo progresivamente, por una parte por el diagnóstico más temprano con estadios 

más iniciales y por otra parte por una mayor experiencia quirúrgica en las diferentes vías de 

abordaje de la PR. De hecho, en un meta-análisis del 2012, en el cual se comparaban los 

resultados oncológicos tras PRR, PRL y PRRB, no encontraron diferencias en cuanto a la tasa 

de MQP300.  

En nuestra serie, en el período de tiempo del 1999 al 2005 todavía no se habían 

implantado técnicas mínimamente invasivas en nuestro centro, pero sí que era el inicio de la 

PR abierta. La incorporación de nuevos cirujanos del servicio a la realización de esta técnica, 

los residentes en formación junto con la infragradación y el infraestadiaje, podrían explicar la 

alta tasa de márgenes que hemos obtenido en el trabajo. 

El valor de los márgenes positivos nos lleva a comentar la RBq, pues es sabido que 

existe correlación entre ambas variables298, de forma que la tasa de márgenes positivos podría 

justificar la elevada cifra de RBq de la serie presentada (36%). 

 

De los pacientes incluidos en el estudio, tan solo 9 presentaban ganglios positivos. La 

explicación a este hecho es sencilla, y es por dos motivos: el primero porque  en el periodo de 

tiempo del que son los pacientes no se intervenían aquellos que eran diagnosticados de un CaP 

de alto riesgo. Con la publicación de los trabajos de Bolla en el 1997 sobre el tratamiento 

combinado con RT y HT para los tumores localmente avanzados, los pacientes eran derivados 

a estas opciones terapéuticas y la cirugía era reservada para tumores clínicamente 
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localizados301. Esto justifica nuestro escaso número de altos riesgo en la serie, por lo tanto, 

menores pacientes N positivos. 

Por otra parte, anteriormente las linfadenectomías no eran ampliadas, sólamente se 

realizaban las linfadenectomías ileobturatrices, nivel mucho más limitado que el que se 

recomienda en la actualidad. Cabe destacar que en estudios recientes se ha demostrado que la 

fosa obturatriz no siempre es la ubicación primaria de depósitos metastásicos en los ganglios 

linfáticos, por lo que una linfadenectomía pélvica limitada a la fosa obturatriz pasaría por alto 

alrededor del 50 % de las metástasis ganglionares. Por lo tanto, a la hora de realizar una 

linfadenectomía pélvica, debe considerarse una linfadenectomía ampliada, a pesar de tener el 

inconveniente de requerir mayor experiencia quirúrgica y mayor tiempo intraoperatorio302. 

Hoy en día el método de referencia para la estadificación N sigue siendo la linfadenectomía 

quirúrgica pero la ampliada, pues las técnicas de imagen tienen baja rentabilidad para detección 

de adenopatías. Puede realizarse mediante técnica abierta, laparoscópica o robótica.  

 

2. EXPRESIÓN DE MARCADORES INMUNOHISTOQUÍMICOS 

 

A lo largo del tiempo se han buscado marcadores capaces de ayudar en la clasificación, 

diagnóstico, pronóstico y tratamiento del CaP. Constantemente surgen nuevos trabajos sobre 

diferentes biomarcadores, como consecuencia de la relativa necesidad de encontrar métodos 

de clasificación de riesgo diferentes y más precisos que de los que disponemos en la 

actualidad303. Aún así, todavía no disponemos de ninguno que haya conseguido sustituir a las 

actuales herramientas utilizadas en la práctica habitual. Además, no hay que pasar por alto, que 

los métodos utilizados, entre ellos el Gleason, no dejan de ser técnicas parcialmente subjetivas.  

También los marcadores inmunohistoquímicos, tal y como se interpretan hoy en día, 

son técnicas sujetas a la valoración personal del patólogo. Tradicionalmente, las tinciones 

inmunohistoquímicas se han puntuado de forma manual, sin embargo, es un trabajo que 

requiere un tiempo elevado e implica una importante subjetividad. Con el fin de mejorarla,  

aparecen métodos de puntuación, tanto de la intensidad de la tinción como de la extensión de 

la misma,  que  permiten una mayor imparcialidad. Estos sistemas de puntuación son 

conocidos como métodos semicuantitativos304. Aún así no evitan éstos cierta variabilidad, pues 

no deja de ser una medida personal. Esto implica que pueda haber heterogeneidad en la 

metodología entre los diferentes trabajos, pues además, no existen criterios claros para definir 

a partir de cuándo consideramos un marcador positivo o negativo, o a partir de qué valor 
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consideramos la expresión de una proteína normal o anómala. No hay una definición como tal 

que pueda unificar criterios.  

Con el fin de intentar hacer la medición de estos marcadores más objetiva, se han 

creado métodos automáticos de cuantificación.  Han surgido diferentes dispositivos como el 

AQUA, Ariol SL-50 (Genetix, San José, California, USA) o el Nuance system from CRi (Woburn, 

Massachusetts, USA), que mediante un escáner y un software de análisis de imagen son 

capaces de leer los TMAs con las inmunohistoquimias de forma automatizada305. Estos 

sistemas de puntuación cuantitativos han demostrado tener buena correlación con los 

métodos semicuantitativos, por lo que serían unos buenos sustitutos de la valoración del 

patólogo306.  

 En nuestro trabajo, con el fin de aumentar la objetividad, el método semicuantitativo ha 

sido realizado por dos uropatólogos diferentes, ninguno de ellos conocedores de los casos, y 

se ha hecho una media entre la interpretación dada por cada uno de ellos. Aún así, como 

hemos comentado previamente, es difícil comparar nuestros resultados con los obtenidos por 

otros grupos, pues la metodología utilizada varía mucho de un estudio a otro y en algunos 

casos no se especifica con exactitud los criterios empleados.  

 

Centrándonos en nuestro estudio, pasamos a comentar los resultados obtenidos en los 

marcadores inmunohistoquímicos. 

El PSA es un antígeno específico de la próstata que pertenece a la familia de las 

kalicreínas, y tiene actividad quimotripsina. Se  sintetiza tanto en el epitelio prostático normal 

como el tumoral y su expresión está directamente regulada por el RA307-309. Un análisis 

detallado del mecanismo de la actividad del promotor del PSA ha mostrado que el control de 

la transcripción del gen de PSA no se limita únicamente a la regulación androgénica, sino que 

puede verse inducido además por otros factores, como por ejemplo la p53310.  

La utilidad de la expresión de PSA es fundamentalmente diagnóstica, para confirmar 

focos de adenocarcinoma en los que existen dudas respecto al tumor primario, para confirmar 

que es de origen prostático. La cuestión a valorar es si además de un complemento para el 

diagnóstico en situaciones especiales puede ser un buen marcador pronóstico. Es conocido 

que la expresión de PSA se pierde a medida que aumenta el grado de Gleason en los tumores 

prostáticos311-313, sin embargo, pocos son los estudios que han buscado demostrar la validez 

como marcador pronóstico. Entre ellos, encontramos el trabajo de Erbersdobler y cols. del 

2009, donde de forma específica buscan el valor predictivo de la expresión de PSA en las 

piezas de PR para la RBq. Observan que el patrón de Gleason 3 es el principal responsable de 
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la expresión de PSA, motivo que justificaría que tengamos una expresión elevada en los 

Gleason 7, pues la mayor parte de ellos son 3+4, de forma que tienen un comportamiento 

similar al 3+3. Concluyen que la pérdida de expresión de PSA se asocia con diferentes 

características patológicas adversas, como son un Gleason desfavorable, estadios más 

avanzados y localización periférica del tumor, pero en el estudio multivariante no se muestra 

como factor independiente predictor de RBq, datos comparables a nuestros resultados314.  

Previamente, otros trabajos fueron publicados buscando el potencial pronóstico del 

PSA en la inmunohistoquimia, no obteniendo asociación alguna con el Gleason o estadio, y 

coincidiendo en que la expresión de PSA no era un factor predictor de recidiva en el CaP315.  

En nuestro trabajo hemos encontrado asociación entre este marcador y los grupos de 

riesgo, y no con el resto de variables clínico-patológicas, así como tampoco se ha postulado 

como marcador pronóstico.  

Con todo ello podemos decir que el PSA es un marcador que parece tener una 

correlación inversa con el grado diferenciación tumoral en el CaP, sin que pueda considerarse 

como un factor predictor de RBq, por lo tanto quedando relegado a su uso como marcador 

diagnóstico. 

 

La FAP es una de las proteínas mayormente secretadas por el epitelio prostático normal, 

así como en el tejido prostático tumoral, por lo tanto, con un importante valor diagnóstico. A 

pesar de los intentos en buscar la utilidad de la FAP como biomarcador pronóstico del CaP, 

no se ha podido llegar a resultados concluyentes.  

Diferentes líneas de estudio sugieren que la FAP es un supresor tumoral específico del 

CaP. El mecanismo mediante el cual puede mediar la regulación es por su acción tirosin-

fosfatasa. De esta manera, se ha observado que el nivel de tirosin-fosforilación, la actividad 

específica tirosin-quinasa y la tasa de crecimiento celular, se correlacionan inversamente con la 

actividad de la FAP en las células tumorales prostáticas. La expresión y actividad de la FAP en 

las células tumorales prostáticas es menor que en el tejido normal o hiperplásico de la próstata. 

Así, la pérdida de expresión de FAP en las muestras con CaP se correlaciona con la 

tumorogénesis y el CaP hormonoresistente316-317.  

Hay un estudio que evalúa la expresión de la FAP tras PR y concluye que el grado de 

tinción de esta proteína es un predictor de la supervivencia. Además, aquellos pacientes que 

progresan y que presentan mayor tinción a FAP son mejor respondedores al tratamiento 

hormonal318.  
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Por otra parte, la FAP participa en otros aspectos del CaP, como son las metástasis 

óseas. Ya en el 1936 Gutman y cols.319 describieron un aumento de la actividad fosfatasa en los 

sitios de metástasis óseas osteoblásticas, indicando que la producción de la FAP juega un papel 

importante en el comportamiento osteoblástico de estas lesiones. Existen estudios al respecto 

más actuales que han demostrado que la FAP promueve la mineralización ósea en las 

metástasis por CaP320-321.  

 En nuestra serie la expresión de FAP, a pesar de ser elevada en la valoración global, se 

encuentra fundamentalmente expresada en aquellos tumores de mejor pronóstico, en 

concreto, en los que están clasificados como T1. Estos resultados concuenrdan con loa 

diferentes trabajos describen una expresión elevada en el tejido normal322 y una pérdida de la 

expresión en la evolución de la enfermedad prostática, por su papel como supresor tumoral en 

la carcinogénesis prostática105,323-324.  

Un dato a explicar de los que obtenemos con este marcador es el mayor porcentaje de 

IPN en los pacientes que expresan FAP, resultado que no concuerda con la hipótesis hasta 

ahora comentada de que la expresión reducida se relaciona con un peor pronóstico. Ante estos 

resultados no encontramos un sentido biológico que lo justifique. Además, no hay en la 

literatura trabajos que aporten evidencia respecto a la expresión de FAP según la presencia o 

ausencia de IPN, por lo que es difícil comparar resultados en este sentido.  

 

Diversos estudios han puesto de manifiesto el hecho de que el RA se encuentra presente 

en el CaP, tanto primario como metastásico, independientemente del grado de diferenciación 

o del estadio tumoral325.  

La expresión del RA en el CaP se ha descrito en porcentajes en torno al 50% , lo cual 

corresponde  a los hallazgos encontrados en nuestro estudio, donde la positividad de 

expresión del RA es del 44%.  Sin embargo, no se ha llegado a establecer de forma consistente 

su relación con la supervivencia en el CaP.  Varios estudios han puesto de manifiesto que la 

positividad del RA en las muestras de PR no tiene significación pronóstica326.   

En el presente trabajo hemos encontrado que existe una relación entre la positividad 

para el RA y el Gleason, de forma que aquellos tumores más indiferenciados tienen una menor 

expresión de RA. No encontramos, por otra parte, relación entre la sobreexpresión del RA y la 

progresión de la enfermedad. Un estudio que apoya estas ideas es el de Henshall y cols. en el 

cual no observan ninguna relación entre la expresión de esta proteína con los parámetros 

clínico-patológicos convencionales327.  
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Por otra parte, la sobreexpresión del RA ha sido relacionada con la aparición de 

hormono-resistencia en el transcurso evolutivo de la enfermedad328. Se observa que el hecho 

que de que el CaP progrese a hormono-resistente implica una modificación de la expresión del 

RA, la cual aumenta, pues sabemos que los andrógenos y más su receptor, están implicados en 

la evolución del CaP329. Se han postulado varios mecanismos por los que la expresión del RA 

podría contribuir a este hecho, como por ejemplo la amplificación del gen del receptor (este 

gen rara vez aparece amplificado en el CaP primario, pero sí lo hace en el 30% de los tumores 

hormono-resistentes)330. También la existencia de frecuentes mutaciones del RA, observadas 

en tumores en los que la terapia hormonal ha fracasado331 y la activación del RA producida por 

citoquinas y diferentes factores de crecimiento. Sin embargo son éstos mecanismos más 

complejos que escapan del objetivo de nuestro estudio, en el cual no evaluamos pacientes con 

CPRC, sino tumores con un diagnóstico de CaP localizados. 

 

La proteína p53, se trata de una molécula supresora de tumores, que ejerce su función 

uniéndose al ADN y regulando la expresión de diferentes genes. Ante determinadas 

situaciones oncogénicas, responde produciendo la detención del ciclo celular o apoptosis. Las 

mutaciones en p53 que bloquean su función, implicarán por tanto el desarrollo tumoral. 

En el caso del CaP, se ha observado una correlación entre la expresión de p53 y la 

progresión tras PR, independientemente del Gleason y del estadio332.-335. La mayoría de 

estudios establecen un escaso porcentaje de alteraciones de p53 en los estadios tempranos, de 

forma que las alteraciones de p53 aumentan conforme progresa el CaP. El grupo de Moul JW 

encontró que tanto p53 como bcl-2 son predictores de recurrencia del CaP tras PR. Estos 

resultados son obtenidos en piezas de prostatectomia, sin embargo, no pueden llegar a 

conclusiones similares en muestras de biopsia prostática336.  

  En nuestro trabajo hemos encontrado asociación entre este marcador y variables 

pronósticas convencionales como son el estadio y Gleason patológicos, así como la IPN y la 

RBq. En el caso del Gleason, observamos que la p53 aparece expresada en mayor proporción 

en el caso de pacientes con Gleason de 7 o superior. Lo mismo ocurre con el estadiaje, donde 

observamos que el porcentaje de T3 es mayor en el grupo de pacientes que expresan p53 que 

en el que no lo hace. La IPN, variable hipotéticamente relacionada con mal pronóstico, 

también es mayor en el grupo de pacientes que expresan p53. Por último, la tasa de RBq, de 

forma significativa, es más frecuente en el grupo de pacientes con p53 positiva. Con todo ello, 

podemos decir que nuestros resultados, en relación con la p53, siguen la línea de los trabajos 

publicados al respecto. 
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 A modo de curiosidad hemos obtenido un resultado signicativo también para la edad, 

de forma que el grupo de pacientes de mayor edad expresan mayor p53.  

 

En nuestro estudio no hemos encontrado asociación de la racemasa (P504S), PSMA, 

topoisomerasa-IIα, E-cadherina ni β-catenina con ninguna de las variables clínico-patológicas; 

tampoco han mostrado ser buenos marcadores pronósticos.  

 

En lo referente a la racemasa, estudios realizados sobre factores pronósticos en el CaP 

no han evidenciado correlación entre inmunoreactividad para AMACR y grado histológico de 

Gleason, estadio patológico, estado del margen quirúrgico o índice de proliferación celular. 

Tampoco se ha demostrado relación de la tinción y las concentraciones séricas de PSA 

preoperatorios115-116. Así pues, nuestros resultados concuerdan con los datos publicados, de 

forma que la racemasa queda desplazada la plano diagnóstico y no pronóstico. 

 

La PSMA es una proteína que se halla de forma integral en la membrana de las células 

prostáticas, y se ha observado que puede tener utilidad a la hora de predecir la evolución de los 

pacientes con CaP. Estudios in vitro han mostrado que la expresión de PSMA se incrementa 

en el CaP respecto a la expresión normal (en torno a un 55%), y es mayor en al caso de las 

metástasis que alcanza el 100%, de forma que se cree que juega un papel importante en el 

proceso de progresión de la enfermedad337. En la misma línea aparecen otros trabajos en los 

que se evalúa la expresión de PSMA  en el epitelio prostático benigno, tumoral y en las 

metástasis ganglionares, donde se observa que la expresión en todos lo casos es elevada, pero 

aumenta en aquellos casos en los que existen células neoplásicas338. Estos hallazgos 

concuerdan con los obtenidos en este estudio, pues  a pesar de no encontrar una correlación 

entre PSMA y la diferentes variables, ni mostrarse como una marcador pronóstico, lo expresan 

cerca de ¾ partes de los casos con CaP. 

Cuando evaluamos aquellos pacientes que van a precisar tratamiento hormonal por 

progresión de enfermedad (por lo tanto con posibilidad de ser metastáticos), observamos que 

éstos son mayoritariamente PSMA positivos (el 85%), datos concordantes con la literatura 

antes comentada. 

 

La topoisomerasa-IIα, una enzima implicada en la replicación del ADN, transcripción, 

recombinación y remodelación de la cromatina, se ha visto involucrada en gran variedad de 
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tumores339. En el caso del CaP, la expresión aumentada de Topoisomerasa-IIα se ha asociado 

con la recurrencia y metástasis. Estas células que expresan esta proteína en exceso, presentan 

una mayor proliferación celular, con mayor potencial cancerígeno340. De esta manera, la 

topoisomerasa se correlaciona con estadios más avanzados, recurrencia tumoral, metástasis y 

menor supervivencia en el caso del CaP, concluyendo este trabajo que puede ser un buen 

marcador pronóstico, a pesar de que en nuestro caso no hayamos obtenido una significación 

al respecto. 

 

 Diferentes estudios muestran una pérdida en la expresión de E-cadherina a medida que 

aumenta el grado de Gleason y en tumores más indiferenciados341-342. La E-cadherina es una 

molécula de adhesión celular, de forma que cuando hay una pérdida de la misma, hay mayor 

facilidad para la migración celular, y con ello, de progresión tumoral. Sin embargo, se ha 

puesto en duda su utilidad como marcador pronóstico en los escasos trabajos que hay al 

respecto343-344.  

 

La β-catenina, la cual juega un papel fundamental en la señalización molecular  a nivel 

nuclear, se ha visto implicada también en la carcinogénesis prostática por medio de la 

modulación de la actividad del RA. La expresión de dicho marcador en el CaP localizado es 

significativamente menor en los tejidos tumorales que en el benigno prostático. Además, 

niveles bajos de β-catenina nuclear pueden predecir un tiempo hasta la RBq más corto. 

Realizando el análisis en el subgrupo de pacientes con bajo riesgo, podemos decir que los 

niveles bajos de β-catenina se asocian a un peor pronóstico, es por ello que la determinación 

de la expresión de este biomarcador puede ser útil especialmente en los pacientes de bajo 

riesgo. Tampoco nuestros resultados aportan significación estadística, por lo que no podemos 

extraer las mismas conclusiones345.  

 

Mención especial merece la oncoproteína ERG, pues en nuestro estudio pretendemos 

evaluar si su positividad se correlaciona con la de la qPCR, y valorar si es un buen marcador 

pronóstico del CaP.  

Se ha observado que muchos factores de transcripción de la familia ETS, entre ellos el 

ERG, juegan un papel importante en el desarrollo del CaP como consecuencia de un 

reordenamiento genético. La sobreexpresión de ERG, resultante de la fusión de los genes 

TMPRSS2 y ERG, representa el subtipo más frecuente encontrado en el CaP localizado134-135.  
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En el estudio de Suryavanski y cols., el 51% de pacientes presentaban expresión de 

ERG positiva, datos que se corresponden con nuestros resultados, también cercanos a la 

mitad de los pacientes con ERG positivo. Muestran además que  la positividad de ERG se 

relaciona de forma inversa con la expresión de p53. También observan una fuerte correlación 

entre la expresión de ERG y del RA (Coeficiente de correlación de Spearman 0,677)346. No es 

éste un hallazgo aislado, pues otro estudio que viene a apoyar esta idea es el de Hoogland, 

donde también observan una correlación positiva entre ERG y la expresión tisular del RA 

(p<0,001)347. En nuestro trabajo encontramos ciertas similitudes, pues también observamos 

que una mayor expresión de ERG se asocia a la expresión del RA, pero también con la 

racemasa y la p53, en la cual a diferencia de lo que presentan en este estudio, encontramos una 

correlación positiva. Otro estudio que viene a apoyar este resultado en relación a la p53, es el 

de Nishijima y cols, en el cual encuentran que los pacientes que presentan el reordenamiento 

de ERG se asocian a una p53 elevada en pacientes con CaP348. Así pues la fusión se asocia a la 

expresión elevada de p53 (p=0,005) lo que sugiere que las mutaciones de esta proteína pueden 

conducir a unos reordenamientos más agresivos del gen de fusión en el CaP. 

Además hay otros biomarcadores del estroma prostático que también se han asociado al 

ERG. Son marcadores que implican una mayor agresividad tumoral, como es el caso del 

hialuronan, PDGFRβ y la Caveolina-1349.  

Estos resultados son consistentes con la complejidad que implica la carcinogénesis del 

CaP, dónde son múltiples las vías que participan y los productos implicados, de ahí la 

dificultad en llegar a obtener marcadores únicos. 

Al hilo de lo comentado, la expresión de ERG puede verse afectada en aquellos casos en 

los que el tumor es menos diferenciado, de ahí que en casos de CaP más avanzados, en los que 

hay una pérdida de expresión del RA, haya también una pérdida de ERG, a pesar de existir el 

reordenamiento genético. En estos casos, la detección del marcador debe realizarse por medio 

de otras técnicas, como por ejemplo FISH. En nuestros resultados no encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre el grado de expresión de la proteína 

dependiendo del estadiaje o del Gleason, pero sí que aparece expresado en mayor proporción 

en el Gleason menor o igual a 7 que en el mayor a 7(78%  frente a 22%), y en el estadio T2 

que en el T3. (74% frente a 26%). 

Como se ha comentado en la introducción, son varios los productos ERG de la fusión 

génica TMPRSS2-ERG. En un estudio reciente se evalúa el tipo de producto detectado por 

medio de un sistema conocido como PRISM (high-pressure high-resolution separations with 

intelligent selection and multiplexing)-SRM(selected reactiong monitoring) con el fin de 
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cuantificar la proteína ERG en las células tumorales prostáticas350. Este método les permite 

identificar 6 subtipos diferentes de ERG en aquellas células que presentan la fusión génica, no 

apareciendo en las que no la tienen (indicando que la expresión de ERG está aumentada ante 

la presencia del gen de fusión)351. Finalmente, concluyen que dos subtipos de ERG distintos se 

pueden expresar simultáneamente en las muestras con TMPRSS2-ERG positivas, de forma 

que esta metodología puede ser útil para tipificar el subtipo de CaP a nivel molecular, no solo 

de forma cualitativa, sino también cuantitativa. Estos resultados nos llevan a hipotetizar que 

los anticuerpos seleccionados para dichas proteínas deben ser específicos y posiblemente los 

resultados dispares entre series puedan ser debidos al uso de diferentes anticuerpos frente a 

proteínas ERG diferentes. 

 

Por otra parte, también hemos querido valorar la posible relación existente entre al 

expresión de ERG y los factores pronósticos, así como la supervivencia en el CaP. Nuestros 

resultados sugieren que no existe asociación entre parámetros clínicos y ERG, ni con el riesgo 

de RBq. Sin embargo los resultados presentes en la literatura a este respecto no dejan de ser 

contradictorios, pues encontramos en diferentes publicaciones conclusiones dispares.  

Un estudio que evalúa la positividad de ERG como factor pronóstico concluye que la 

expresión de ERG se asocia al CaP clínicamente avanzado y con la supervivencia, sin 

embargo, no ven correlación con el PSA o Gleason. Hay que reseñar que se trata de un 

estudio con muy pocos pacientes (30 pacientes de los cuales tan solo 9 tenían CaP localizado, 

11 localmente avanzado y el resto eran HBP) por lo que sus conclusiones deben tenerse en 

cuenta con cautela352. En la misma línea presentan los resultados de su estudio el grupo sueco 

de Hägglöf, así como otro publicado en 2015 por Font-Tello, los cuales también muestran una 

asociación entre la expresión de ERG y la supervivencia cáncer específica349,353 . 

Otro estudio interesante es el de Berg y cols., en el que evalúan a pacientes sometidos a 

VA, a los cuales determinan la expresión de ERG en las biopsias y establecen la correlación 

con la progresión de la enfermedad. Concluyen que aquellos pacientes ERG-positivos 

muestran una mayor incidencia de progresión general (p<0,0001), y por subgrupos de 

progresión de PSA (p< 0,0001) y progresión histopatológica (p<0,0001). Además, en el 

estudio multivariante la expresión de ERG es un factor predictor de progresión (R.R=2.45; IC 

95%=1.62-3.72). De esta manera, proponen la determinación de ERG para estimar el riesgo 

de progresión en pacientes incluidos en protocolos de VA354.  

Otros trabajos encuentran resultados similares, en los cuales la proporción de pacientes 

con expresión de ERG positiva está relacionado con el estadio, de forma que a mayor 
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positividad del ERG, peor estadio. No encuentran diferencias tampoco para los valores de 

PSA preoperatorio, gleason ni IPN. Concretan que no obstante,  que llegados a estadios muy 

avanzados se pierde la fuerza de tinción346. En nuestro caso no hemos evaluado de forma 

diferenciada la positividad celular y la intensidad de la tinción, sino el resultado de la suma de 

ambas, por lo que a pesar de no encontrar resultados compatibles en cuanto a relación con 

estadio, tampoco hemos podido evaluar la pérdida de intensidad por separado.  

 

Llegados a este punto parece oportuno comentar los resultados del meta-análisis más 

importante realizado al respecto, donde se muestran los resultados de la cohorte más larga que 

examina la sobreexpresión de ERG en pacientes tratados mediante PR355.   

En la cohorte prospectiva se incluyen 1.180 pacientes tratados mediante PR con una 

mediana de seguimiento de 12,6 años. No se encontró asociación significativa entre la 

sobreexpresión de ERG y la recurrencia bioquímica (R.R=0,99; IC 95%=0,78-1,26). En el 

meta-análisis se incluyen 5.074 pacientes sometidos a PR, con seguimiento hasta la aparición 

de recidiva o  muerte. Se observa que la fusión del gen TMPRSS-ERG se asocia al estadio 

patológico, pero no a la recidiva bioquímica  (R.R=1; CI 95%=0,86-1,17) ni a la  

enfermedad letal (R.R=0,99; CI 95%=0,47-2,09). 

Otro estudio más reciente que viene a apoyar estas conclusiones, es el de Hoogland y 

cols. del 2012, donde observan que la expresión de ERG en la inmunohistoquimia no es un 

factor predictivo de recurrencia bioquímica, recurrencia local ni supervivencia global tras PR 

en el CaP, resultados compatibles con los obtenidos en nuestro trabajo347.  

Una de las lecturas que podemos extraer de nuestros resultados y apoyados por las series 

prospectivas de la literatura, es que la inmunopositividad de ERG no puede ser considerada 

como un factor pronóstico en el CaP356.  

 

 

3. GEN DE FUSIÓN TMPRSS2-ERG 

 

Desde que Tomlins en el 2005 sacara a la luz los resultados relativos al gen de fusión 

TMPRSS2-ERG en el CaP174, son múltiples las publicaciones que han surgido al respecto.  

 La frecuencia de expresión del gen TMPRSS2-ERG se estima que está en torno al 50% 

con ciertas variaciones entre las series publicadas.  Estas diferencias pueden deberse en parte al 

método elegido para la determinación del gen de fusión, al tipo de muestra analizada (biopsia 

prostática, pieza de prostatectomía radical, orina o sangre) y al tipo de pacientes seleccionados 
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(CaP localizados, localmente avanzados, metastásicos)174,201,205,357.  

En nuestro caso, obtenemos una positividad del gen del 56%, valor que se acerca a las 

tasas publicadas hasta ahora. Con el fin de confirmar la presencia del gen de fusión, cogimos 

de forma aleatoria 80 casos y realizamos una RT-PCR como segundo método de 

determinación, la cual era concordante con los de la qPCR. Posteriormente, se hizo la 

secuenciación de los casos positivos, los cuales mostraban la fusión con esta técnica. 

 

Por esta elevada frecuencia del gen de fusión en el CaP, inicialmente se valoró su papel 

como prueba diagnóstica. Es sabido que la presencia del gen de fusión TMPRSS2-ERG tiene 

un papel causal en la iniciación del CaP, pues sabemos que ya en el HGPIN existe la 

fusión208,358, además de ser cáncer prostático específico, pues no se expresa en el tejido 

prostático benigno232. A pesar de los prometedores resultados en este sentido, en la actualidad, 

todavía no ha llegado a sustituir al PSA en el diagnóstico precoz. Sí que es utilizada en 

determinadas situaciones, como complemento del PSA o para llegar al diagnóstico de 

metástasis con tumor primario desconocido en aquellos centros que disponen de este test. 

Además, hay que tener en cuenta que se puede determinar en orina por lo que es un test no 

invasivo234,359.  

El FISH es considerado el método de referencia para su determinación, pero también 

podemos detectarlo mediante PCR y por inmunohistoquimia, estudiando la expresión de la 

proteína resultante, la ERG truncada. Este método muestra alta sensibilidad y especificidad 

respecto al gold estándar, que como se ha comentado es el FISH. El grado de concordancia 

entre el gen de fusión por FISH y la detección de ERG en la inmunohistoquimia es elevada, 

según muestra la literatura. Es el caso del trabajo realizado por Park y cols. en 2010, los cuales 

obtienen una sensibilidad para ERG cercana al 100% a la hora de detectar el reordenamiento 

genético, con solo 2 casos de 131 (1,5%) que expresaban ERG sin ser positivos para la fusión 

TMPRSS2-ERG. La especificidad era de 95,7%, con lo que pueden concluir que el anticuerpo 

anti-ERG muestra una exquisita asociación entre el reordenamiento ERG y  la expresión del 

producto la proteína ERG truncada137. Resultados similares obtiene otra publicación en la cual 

muestran buena correlación entre la expresión  del ERG en inmunohistoquimia y la 

positividad del gen mediante qPCR, motivo por el cual proponen este marcador como nueva 

herramienta diagnóstica360.  

No ocurre lo mismo en nuestro estudio, donde los valores relativos a la sensibilidad y 

especificidad quedan algo más alejados de esta cifras tan optimistas (45 y 77% 
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respectivamente). Estas diferencias entre ambos tests, nos hace plantearnos si realmente el test 

inmunohistoquímico de la proteína ERG es tan exacto como se ha reflejado previamente.  

 

El papel del gen de fusión como factor pronóstico ha estado en debate hasta hoy en 

día, sin que se haya podido llegar a conclusiones satisfactorias, pues los resultados son 

contradictorios. En la mayoría de estos estudios la presencia del gen se evalúa tras PR y se 

evalúa la asociación con el desarrollo de RBq, igual que en nuestro caso, donde las muestras 

son obtenidas tras la prostatectomía radical. 

 Así pues, el objetivo fundamental de estos trabajos, así como en parte el nuestro, es 

encontrar al utilidad de esta marcador molecular, pues dado que aparece de forma recurrente 

en el CaP, su mejor caracterización puede ayudarnos en la práctica clínica. De hecho, muchos 

estudios han mostrado un perfil tumoral diferente dependiendo de la presencia o ausencia del 

gen de fusión219,361-361.  

 Nuestros resultados podemos decir que no muestran una asociación entre la positividad 

del gen con ninguna de las variables clínico-patológicas relacionadas clásicamente al 

pronóstico. Obtenemos como significativa una mayor tasa de márgenes  positivos en el grupo 

de fusión negativa, sin embargo estos hallazgos no se asocian a una mayor tasa de afectación 

ganglionar ni de RBq, por lo que no encontramos que tengan una significación clínica 

concreta. 

 En a literatura podemos encontrar resultados que van en nuestra línea, pero también 

otros que contradicen nuestras conclusiones. 

 Es el caso del estudios como el de Rajput en el cual encuentran relación entre el gen de 

fusión y el grado de Gleason. En éste, la determinación del gen, a diferencia de nosotros, se 

realiza mediante FISH. Obtienen un porcentaje de fusión positiva mayor en los casos de 

tumores pobremente diferenciados ( 40,7%) que aquellos bien diferenciados (6,7%), por lo 

que concluyen que el gen de fusión aporta información pronóstica relevante que permite la 

subclasificación del CaP239. De hecho, como concluye en trabajo de Attard, en el cual evalúan 

el estatus del gen de fusión en pacientes con CPRC, aquellos tumores con la fusión 

representan un subgrupo de tumores más sensible al bloqueo con abiraterona, por lo tanto 

implican vías tumorales diferentes252.  

 Sin embargo, otros como el de Lapointe del 2007, coincide con nosotros, no 

encontrando relación entre la presencia del gen de fusión y un Gleason desfavorable240.  

 Gopalan en 2009 presenta sus resultados, tras llevar a cabo la detección del gen de 

fusión mediante FISH y no encuentra que la presencia del mismo (siendo positivo en el 42% 
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de los pacientes con CaP) se asocie al Gleason, estadio, RBq, metástasis ni muerte246.  

 En esta misma línea van los resultados del grupo de Fine, donde observan que la fusión 

de TMPRSS2-ERG no se asocia con el score de Gleason363. Otros trabajos solo encuentran 

asociación del gen de fusión con el estadio tumoral200,241.  

  

 En cuanto a significación pronóstica, evaluada en la mayor parte de los casos como la 

tasa de recurrencia bioquímica, también encontramos resultados dispares, mostrando algunos 

autores una mayor  tasa de recurrencia cuando existe la fusión génica135,142, e incluso una mayor 

probabilidad de progresión y mayor  MCE241,243.  

En un estudio que evaluaba una cohorte de pacientes con CaP a los que se seguían 

para manejo conservador, se evaluó la presencia del gen de fusión así como la mortalidad 

cáncer específica, observando que aquellos pacientes con fusión positiva presentaban un 

mayor riego de muerte por CaP243.  

 Coincidiendo con nuestros resultados, diferentes autores no encontraron asociación 

entre la presencia del gen de fusión y el pronóstico246,247, es más, el grupo de Saramäki 

encuentra que aquellos pacientes con la presencia del gen de fusión tienen un pronóstico más 

favorable, sin encontrar asociación con factores relacionados con el pronóstico como el 

Gleason, el estadio tumoral o el PSA preoperatorio244. 

En otros trabajos en la misma línea, observan una supervivencia libre de recurrencia mayor en 

los casos de fusión positiva135,245.  

 De esta manera, parece ser que la utilidad del gen de fusión como marcador pronóstico 

sigue siendo una incógnita. Es posible que sean necesarios trabajos con cohortes prospectivas 

con mayor número de pacientes que clarifiquen la significación pronóstica de la fusión génica. 

 

4. METILACIÓN DEL GEN PITX2 

 

Es sabido que la metilación de determinados genes y su consecuente inactivación, 

contribuye al desarrollo del CaP364 y una creciente evidencia indica que la metilación tiene un 

importante potencial en la mejora del diagnóstico del CaP365. Además, se ha sugerido que la 

epigenética puede aportar información pronóstica adicional o complementaria a otras técnicas 

como pueden ser la inmunohistoquimia u otros marcadores moleculares como es el gen de 

fusión. La ventaja de este método es que cuenta con la estabilidad del ADN y que no es una 

técnica excesivamente cara, por lo que podría ser una herramienta pronóstica con una 

consitencia científica mayor. 
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Con el presente trabajo pretendemos aportar alguna evidencia más sobre la metilación 

del ADN como marcador pronóstico, en concreto para el gen PITX2. La decisión de elegir 

este gen se obtuvo tras realizar una búsqueda bibliográfica, donde evidenciamos que el PITX2 

aparecía en la mayoría de los trabajos publicados como un buen marcador pronóstico en el 

CaP. Este gen expresa una proteína que actúa como factor de transcripción, involucrada en el 

desarrollo de gran cantidad de órganos. La expresión de PITX2 es inducida por la vía Wnt y la 

proteína mediará la proliferación celular activando los genes encargadaos de la regulación del 

crecimiento celular366. Cuando este gen aparece hipermetilado conduce a una silenciación 

génica y por lo tanto una disminución de la expresión de la proteína PITX2, hecho que se 

asocia al CaP367.  

Hay que explicar antes de pasar a comentar los resultados, que los niveles de metilación 

del PITX2 que hemos obtenido son relativamente bajos. En las series de otros autores, en 

muchas ocasiones no establecen los valores medios o no establecen puntos de corte para 

definir cuándo el gen está hiper o hipometilado. En caso de hacerlo,  no especifican cuál es, 

por lo que hace complicado comparar nuestros resultados con los de otras series. De hecho, 

en algunos casos se opta por la no dicotomización de los valores, es decir, no indicar un punto 

de corte, sino que utilizan el valor continuo obtenido para la metilación. En cualquier caso, es 

éste un tema conflictivo, pues si el objetivo es estandarizar este marcador, debería 

homogeneizarse el nivel de metilación considerado como elevado, ya que este contrapunto 

puede suponer que los resultados entre series sean diferentes.  

En nuestro trabajo hemos considerado la mediana como punto de corte, de forma que 

aquellos valores por debajo los hemos clasificado como hipometilados y los que estaban por 

encima como hipermetilados. Los resultados que obtenemos en el segmento CpG1 son 

concordantes con los hallados en la literatura, de forma que la hipermetilación de este 

segmento del gen PITX2 implica un peor pronóstico en términos de RBq en el CaP. 

En el 2009 y 2010 Weiss i Bañez publican los dos estudios más importantes al respecto, 

en los cuales se muestra que aquellos pacientes con CaP que presentan el gen PITX2 

hipermetilado muestran tres veces más probabilidad de recaer. Lo mismo ocurre en nuestro 

estudio, donde los pacientes que presentan el gen PITX2 hipermetilado tienen cerca de dos 

veces más de probabilidades de presentar una RBq. 

En en caso del estudio de Weiss i cols. se estudian varios genes además del PITX2. Se 

trata de una cohorte de 605 pacientes de los que se cogen muestras de las piezas de PR, igual 

que en nuestro estudio FFPE y observan que entre otros, el PITX2 se asocia de forma 

significativa a la RBq, siendo el marcador más fuertemente seleccionado, aportando 
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información pronóstica adicional a los ya clásicamente conocidos, especialmente en pacientes 

con un riesgo intermedio, y Gleason 7. Aquellos pacientes con una mediana superior tienen 

cuatro veces más  de probabilidad de tener una recidiva bioquímica. Concluyen por tanto que 

la metilación del PITX2 aporta información pronóstica de interés274. En relación a los grupos 

de riesgo, en nuestra serie observamos que cuando el estudio de supervivencia lo 

estratificamos según esta variable, obtenemos que la metilación del gen PITX2 obtiene una 

mayor rentabilidad en el grupo de bajo riesgo. A diferencia de lo comentado, otros trabajos 

apuntan a la utilidad el PITX2 en aquellos casos de CaP de alto riesgo368. En nuestro caso la 

escasa utilidad hallada en este grupo de pacientes puede deberse al escaso número incluído.  

En el estudio de Bañez, también son pacientes intervenidos de PR y se pretende ver qué 

relación existe entre la metilación del gen PITX2 y la probabilidad de recaer . Para ello, 

emplean un total de 476 muestras de próstatas en bloques  FFPE. Utilizan el EpiChip con 

microarrays, observando que aquellos pacientes con un mayor estatus de metilación, presentan 

un mayor riesgo de RBq (HR 3, IC 95%:2-4,5, p<0,00001)369.  

Estos resultados serán corroborados posteriormente por Vanaja, el cual aporta que 

además de la RBq, aquellos pacientes que presentan hipermetilación del gen PITX2 tienen un 

mayor riesgo de recaída sistémica275.  

En cuanto al método utilizado, básicamente todos los trabajos al respecto utilizan la 

qPCR para la medición de la metilación del PITX2. Un estudio conducido por Dietrich tiene 

como objetivo la validación de este método, pues es accesible para muchos laboratorios, con 

lo que puede ayudar a la implementación de este marcador en la práctia clínica. Obtienen en 

este estudio que la hipermetilción de PITX2 es un buen predictor de recurrencia bioquímica 

(HR:2,6, p<0,001) cuando es realizado por qPCR, es más, que este marcado epigénietico, 

añade información pronóstica al Gleason, estadio patológico, PSA y márgenes quirúrgicos en 

el análisis multivariante. Esta utilidad aumenta para los casos de Gleaosn 7, tal y como hemos 

visto en otros trabajos276. También en nuestro caso obtenemos resultados en esta línea, pues 

observamos que la metilación del PITX2 es más útil en el grupo de pacientes con Gleason ≤7. 

Esta asociación con diferentes grupos de Gleason también la han publicado otros autores, 

encontrando que el PITX2 hipermetilado presenta una significación importante para gleason 

bajos a la hora de precedir el riesgo de muerte cáncer específica en este grupo de pacientes277.  

Por otro lado, uno objetivos del trabajo era establecer la posible relación entre la 

metilación del gen PITX2 y el gen de fusión, así como la expresión de ERG. Tras el 

descubrimiento del gen de fusión TMPRSS2-ERG, y su probabilidad de estar implicado en el 

desarrollo inicial de CaP, se postula que la etiología tumoral, así como el perfil epigenético 
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sean diferentes dependiendo de la positividad del gen de fusión. De esta manera, las vías 

moleculares de desarrollo tumoral son diferentes en los casos de expresión de ERG 

(considerando que es comparable a la positividad del gen de fusión) que aquellos tumores que 

no la expresan (en torno al 50%). En relación a la metilación de PITX2 y la expresión de 

ERG, diferentes trabajos han mostrado que la expresión de este marcador se asocia a la 

hipermetilación de diferentes genes implicados en el CaP370, entre ellos el gen PITX2, pues es 

sabido que la hipermetilación de este gen conduce a cambios moleculares en el CaP, como la 

activación oncogénica de ERG en la mitad de los casos367.  

En nuestro caso, no hemos encontrado asociación entre la metilación del gen PITX2 y 

la presencia del gen de fusión TMPRSS2-ERG, pero sí con la expresión de ERG. Observamos 

que la hipermetilación del segmento CpG7 parece estar asociada a la sobreexpresión de ERG, 

no así el resto de CpGs. No se conoce con exactitud el mecanismo por el cual se lleva a cabo, 

por lo que es difícil justificar el por qué de estos resultados370.  

 Con todo ello, podemos decir que según nuestros resultados, la metilación del gen 

PITX2 puede aportar información pronóstica en el cáncer de próstata, mostrándose como 

factor predictor de la RBq, de forma que puede ayudar a determinar perfiles concretos de 

riesgo que permitan personalizar el tratamiento para cada paciente con CaP. 

  

 Como limitaciones fundamentales del estudio podemos considerar, en primer lugar, que 

dado el contexto en el que se realiza el estudio, tenemos un escaso número de pacientes en el 

grupo de alto riesgo, como ya hemos comentado, por ser derivados a tratamiento combinado 

con HT y RT. Dado que hoy en día cada vez más pacientes con alto riesgo se incluyen para 

prostatectomía radical, estaría bien determinar el pronóstico específico de estos pacientes. 

 En segundo lugar, que se trata de un estudio retrospectivo y realizado sobre piezas de 

PR. Sería conveniente realizar un trabajo prospectivo donde el test se determinara previo al 

diagnóstico de CaP, es decir, en muestras de sangre/orina o bien en la biopsia prostática. 
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Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir:  

 

1.    Los marcadores inmunohistoquímicos en el CaP localizado que más se expresan son 

el PSA, la FAP y el PSMA, siendo la proteína p53 la que aparecen expresada en menor 

proporción. 

 

2.    La frecuencia de presentación de la fusión génica TMPRSS2-ERG en nuestra serie de 

pacientes con CaP localizado es del 56%. 

 

3.    La frecuencia de expresión inmunohistoquímica del marcador ERG en pacientes con 

CaP localizado es del 35%. 

 

4.    Existe una correlación baja en nuestra serie entre la qPCR para el gen de fusión 

TMPRSS2-ERG y la expresión inmunohistoquímica de ERG. 

 

5.    La expresión de diferentes marcadores inmunohistoquímicos en pacientes con CaP 

que han sido tratados mediante PR, se relaciona con diferentes parámetros clínico-

patológicos, indicando su relación con el pronóstico de la enfermedad, como son: 

- El aumento de la expresión de la proteína p53, relacionada con un Gleason 

más indiferenciado, estadios patológicos más avanzados, IPN y RBq. 

- La FAP pierde su expresión en estadios clínicos más avanzados.  

- Hay una pérdida de expresión del RA en aquellos casos con una puntuación 

total de Gleason más elevado. 

- La expresión de PSMA aumenta en aquel grupo de pacientes que progresan y 

requieren tratamiento hormonal. 

 

6.    El gen de fusión TMPRSS2-ERG analizado mediante qPCR en esta población de 

pacientes estudiada, no presenta relación con ninguna de las variables clínico-

patológicas.  

 

7.   La metilación del gen PITX2 muestra una asociación con la RBq. En el análisis 

multivariante de supervivencia, respecto al intervalo libre de RBq, la metilación del gen 

PITX2 aparece como marcador pronóstico independiente, junto con los grupos de 

riesgo, estadiaje y la presencia de ganglios positivos. 
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ANEXO 1: CRITERIOS RECIST  

Los criterios RECIST 1.1. (Response Evaluation Criteria in Solid Tumours) son una 

herramienta útil que permite una valoración objetiva de la respuesta al tratamiento, disminuye 

la variabilidad interobservador y unifica los criterios para la decisiones terapéuticas.  

Desde 1979 en que se detallan los primeros criterios de respuesta publicados por la 

OMS hasta el actual RECIST versión 1.1 publicados en el año 2009 muchas han sido las 

publicaciones y trabajos de investigación que se han apoyado en ellos para el desarrollo de 

nuevos fármacos antitumorales. Por ello conviene saber manejar para valorar resultados de las 

nuevas terapias que tenemos a nuestro alcance en esta patología.  

Criterios de valoración:  

- Lesión órgano medible: Debe medir más de 10 mm en su diámetro mayor. 

- Lesión órgano no medible: se incluyen las de <10 mm, tanto medibles como no 

medibles.  

- Las metástasis óseas con componente de partes blandas tienen la misma 

consideración dependiendo del tamaño de la lesión. 

- Adenopatía medible: Adenopatía 15 mm en su eje corto. 

- Adenopatía no medible: 10-15 mm. 

- Adenopatía no valorable: < 10 mm. 

- Lesiones diana: son las lesiones que elegimos, medibles, hasta un máximo de 5 y no 

más de 2 en un mismo órgano, para evaluar la evolución de la enfermedad. La suma 

de los diámetros de todas las lesiones dianas, diámetro mayor en las de órgano y 

menor en las adenopatías, deber ser calculada en el estudio basal, para 

posteriormente ser valorada objetivamente en el seguimiento. Las lesiones no diana 

no tienen que ser medidas pero sí documentadas en el estudio basal.  

Criterios de respuesta:  

Lesiones diana en órgano 

- Respuesta completa: desaparición de todas las lesiones que en el caso de las 

adenopatías deben haber disminuido por debajo de 10 mm. 
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- Respuesta parcial: al menos una reducción del 30% de la suma de todos los 

diámetros. 

- Progresión: al menos un incremento del 20% de la suma de todos los diámetros del 

estudio previo y al menos un incremento de 5 mm como valor absoluto. 

- Enfermedad estable: si la reducción es menor al 30% o la progresión menor del 20% 

ó menor de 5 mm en la suma de los diámetros. 

- Lesiones diana en adenopatías. En este caso lo único que varía es la respuesta 

completa o estabilización ya que como se consideran no patológicas las < 10 mm, la 

suma de los diámetros puede no ser 0. 

Lesiones no diana. 

- Respuesta completa: desaparición de la totalidad de las lesiones. 

- No remisión completa/no progresión: persistencia de una o más lesiones y/o 

niveles de marcador bioquímico elevados. 

- Progresión: aumento de la carga tumoral de magnitud importante o aparición de 

nuevas lesiones 

 

 

ANEXO 2: TÉCNICA DE ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

 
La técnica de electroforesis en gel se emplea para separar macromoléculas en función 

del tamaño, la carga eléctrica y otras propiedades físicas. Esta técnica consiste en aplicar 

corriente eléctrica a las moléculas para que atraviesen una placa de gel. La fuerza motriz de la 

electroforesis es la tensión eléctrica aplicada a los electrodos en ambos extremos del gel. Las 

propiedades de una molécula determinan la velocidad con que un campo eléctrico puede 

desplazarla a través de un medio gelatinoso. La electroforesis en gel de agarosa es un método 

normalizado que se utiliza para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. Se trata de 

una técnica sencilla y rápida que permite diferenciar fragmentos de ADN que no pueden 

separarse adecuadamente con otros procedimientos. El ADN lo localizamos en el gel tiñendo 

con Redsafe (ChemBio), que es un agente intercalante fluorescente que se utiliza como 

colorante. 
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Objetivo 

Verificar el producto de la PCR para la amplificación de la fusión TMPRSS2/ERG exón4. 

Receta para preparar gel de agarosa 

La concentración del gel de agarosa depende del tamaño de los fragmentos de ADN a separar, 

siendo la concentración mínima el 0,7% (fragmentos grandes de varias Kpb) y la máxima el 

4% (fragmentos de 50-150 pb).  

Procedimiento 

1. Preparar la bandeja de electroforesis primero y luego el gel. Las bandejas que se usan vienen 

con unos extremos que tienen “lados” que pueden acercar para tapar esa sección y evitar que 

se pierda el gel. De no tener ese tipo de bandeja, hay que tapar los extremos con cinta 

adhesiva. 

2. Colocar los peines en la bandeja de electroforesis. La bandeja tiene unas “guías” que indican 

donde colocarlos. De no ser así, coloque el peine a 1 cm del borde. Los productos de PCR se 

separan mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% p/v en 100 mL tampón TBE 0,5 X y 

se tiñen con Redsafe (ChemBio). 

3. Mezclar 2 g de agarosa con 100 mL de TBE 0.5X en un frasco Erlenmeyer limpio y calentar 

en un microondas (Figura 44). Usar guantes resistentes al calor. 

 
Figura 44: Calentamiento de la mezcla de agarosa con el amortiguador (TBE 0,5X) 

 

4. Agitar girando la mezcla de vez en cuando. 
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5. Cuando empiece a burbujear, y aclare, agitar constantemente hasta que hierva y se vean 

burbujas en la superficie. 

6. Asegurar que toda la agarosa se ha disuelto. 

7. Remover del microondas y dejar enfriar hasta que se pueda coger sin quemar. 

8. Añadir 8 µl de Redsafe para teñir el gel 

9. Verter la mezcla en la bandeja de electroforesis empezando en una esquina (Figura 45), y 

romper las burbujas. 

10. Dejar que se solidifique el gel y colocar la bandeja en un lugar seguro para que no se 

contamine. 

 
Figura 45: a) colocación de peine en la bandeja, b) vertido cuidadoso de la mezcla en la bandeja, c) 

esperar hasta tornarse opaco y sólido. 

 

 

 

 

 

Electroforesis 

Procedimiento 

1. Se quita la cinta adhesiva con la que se ha sellado el soporte del gel y se coloca en la cubeta 

de electroforesis. ¡¡OJO!!: Los pocillos deben de estar cerca del cátodo (polo negativo, color 

negro). 

2. Se aplican 4 µl del tampón de carga en un trozo de parafilm y se mezclan con 10 µl de la 

muestra preparada. Nota 1: Mezclar la muestra con el tampón de carga, el volumen de muestra 

depende del tamaño de peine con el que se han hecho los pocillos en el gel de agarosa, 

Para preparar TBE 0,5X 

Si se usa TBE 10X: 

- En una probeta vierta 100 ml de TBE 10X y añada agua destilada hasta llegar a 2 L. 
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normalmente es de 10-30 µl. De tampón de carga se añade 1/3 del volumen de muestra. Nota 

2: El tinte (loading buffer) que se utiliza contiene bromofenol azul y glicerol. El bromofenol 

azul es un colorante que se usa para observar el avance el ADN, y el glicerol le da peso a la 

muestra evitando así que ésta se salga del pocillo. 

3. Se añade tampón de electroforesis TBE, de forma que cubra bien el gel de agarosa. 

4. Utilizando una micropipeta, cuidadosamente se aplican 8 µl de marcador de pesos 

moleculares en el primer pocillo. Para las demás muestras, coloque 10 µL en los pocillos 

siguientes.  

5. Se sugiere colocar un papel oscuro debajo de la cubeta antes de cargar las muestras. Esto le 

ayudará a ver mejor dónde se encuentran los pocillos. 

6. Se tapa la cubeta de electroforesis y se conectan los electrodos a la fuente de alimentación. 

Se comprueba que está bien conectada. 

7. Se programa la fuente a unos 120 voltios y se comienza a correr la electroforesis que durará 

unos 30-45 minutos (Figura 46). 

 

                                       Figura 46: Aparato de electroforesis y fuente de energía. 

 

8. Una vez acabada la electroforesis se visualizan los fragmentos de DNA mediante luz UV y 

se realiza una fotografía de la imagen (Figura 47). 
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Figura 47: Transiluminador 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




