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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer de proéstata. Epidemiologia y cribado

Segun los altimos datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el cancer de prostata es el segundo tumor mas incidente en el mundo (29,3%) tras
el cancer de mama (46,3%) [figura 1]. También constituye el segundo tumor de mayor
incidencia entre los varones en todo el mundo, despues del cancer de pulmén. Ocupa el
sexto lugar en mortalidad por cancer (7,6%) lo que le hace ser el tumor de mayor
prevalencia entre los hombres de todo el mundo (1).

En Espafia, segin la misma fuente estadistica consultada (1), el cancer de prostata
ocupa también el segundo puesto de incidencia en ambos sexos, siendo el tumor mas
incidente entre los varones espafoles (73,1%) [figura 2]. Es el cuarto tumor en el ranking
de mortalidad por cancer entre la poblacion esparfiola (7,4%) lo que le convierte en el

tumor mas prevalente también entre los varones espafoles.

Lung
Prostate

Colorectum

Stomach

Liver

Bladder

Oesophagus
Non-Hodgkin lymphema
Leukaemia

Kidney

0 4.0 8.0 12 16 20 24 28 32

ph product
rservatory (

Figura 1. Incidencia mundial de tumores en ambos sexos, en 2018 (Fuente: OMS)
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Figura 2. Incidencia de tumores en Espafia en 2018 entre la poblacion masculina (Fuente: OMS)

Las pruebas de cribado con medicion de antigeno prostatico especifico (PSA por
sus siglas en inglés) en sangre tienen un gran efecto en las tasas de incidencia. Estas
pueden variar segun los paises dependiendo del nivel de implementacion de los cribados
con PSA. Por tanto, la incidencia serd mayor en aquellos paises desarrollados donde el

numero de pruebas de cribado y de realizacion de biopsias prostaticas sea mas elevado.

Aunque los ensayos aleatorizados sobre el cribado con PSA tienen limitaciones
metodoldgicas importantes, la mejor evidencia disponible (2) sugiere que el cribado
confiere un pequefio beneficio absoluto para reducir la mortalidad por cancer de prostata
y el riesgo de desarrollar metastasis. Sin embargo, los posibles dafios causados por las
pruebas de deteccion falsas positivas (por ejemplo, biopsia de prostata, ansiedad,
sobrediagnéstico y complicaciones del tratamiento) son comunes. Los médicos y
pacientes deben sopesar estos beneficios frente a los posibles dafios a corto y largo plazo
del cribado, incluidas las complicaciones de las biopsias y el tratamiento posterior, asi

como el riesgo de sobrediagndstico y sobretratamiento.

1.2 Factores de riesgo

De los varios factores de riesgo conocidos para desarrollar cancer de prostata, los
mas importantes son la edad, la etnia, los factores geneticos y, posiblemente, los factores

dietéticos



1.2.1 Edad

De entre todas las neoplasias malignas humanas, el cancer de préstata tiene una

de las asociaciones mas fuertes con la edad como factor de riesgo para su desarrollo.

El diagnostico de cancer de prostata rara vez ocurre antes de los 40 afios, pero la
incidencia aumenta rapidamente a partir de entonces, alcanzando su pico de incidencia
entre los 65 y los 74 afios. Aunque las tasas de prevalencia notificadas para el cancer de
préostata oculto han variado sustancialmente en diferentes estudios, la prevalencia

aumento drasticamente con la edad en todos los estudios (3).
1.2.2 Etnia

El cancer de prdstata es mas comudn en hombres negros que en blancos o hispanos,

tal vez relacionados con una combinacion de factores dietéticos y/o genéticos (4-6).

Ademas de las tasas de incidencia mas altas, la edad de aparicion en los hombres
afroamericanos es inferior con respecto a la edad del resto de varones de distintas etnias.
En una serie multiinstitucional de méas de 12.000 casos, el 8,3 por ciento de los pacientes
de raza negray el 3,3 por ciento de los pacientes de etnia blanca tenian menos de 50 afios
de edad al diagndstico de cancer de prostata (7).

Muchos estudios han encontrado que los hombres afroamericanos también tienen
niveles séricos mas altos de PSA, tienen peores puntajes de Gleason, se diagnostican en
una etapa mas avanzada de la enfermedad (8-9) y reciben cuidados médicos infra 6ptimos
(10). Ademas, otro estudio encontr6é que los hombres afroamericanos diagnosticados en
una etapa temprana de la enfermedad tienen una tasa méas alta de lo esperado de

recurrencia bioquimica (11).

1.2.3 Factores genéticos

El cancer de prostata tiene un fuerte componente genético y hereditario.

Los factores genéticos, especialmente mutaciones germinales en genes de
reparacion del ADN (&cido desoxirribonucleico) como BRCAZ2, parecen desempefiar un
papel importante en el desarrollo de ciertos canceres de prostata y se han asociado con



enfermedades mas agresivas (12). BRCA1 (13), ATM (14) y CHEK?2 (15) son otros de
los genes implicados.

Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) se han utilizado para
identificar los factores genéticos mas comunes que influyen en el riesgo de padecer cancer
de préstata en la poblacion en general (12). Utilizando paneles de polimorfismos de un
solo nucleotido (SNP) se han identificado mas de 100 loci que se asocian con un
diagnostico de cancer de prostata (16,17), incluyendo multiples loci en la region 8g24
(18,19) y laregion 17q (20,21). Se estima que estas variantes explican aproximadamente
el 33 por ciento del riesgo familiar de cancer de préstata. Algunos de los SNP asociados
con mayor riesgo de cancer de prostata son HOXB13, MSMB, LMTK2, KLK3, CPNE3,
IL16, CDH13 y HNF1B (22-24).

Mutaciones en genes de predisposicion de cancer conocidos (como BRCA2,
BRCAL, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) indican la posibilidad de un cancer hereditario

independientemente de los antecedentes familiares de cancer.
1.2.4 Dieta

La asociacion entre la ingesta de nutrientes y el riesgo de cancer de prostata se ha

revisado previamente en otros trabajos (25,26).

o Grasa animal: Una dieta rica en grasa animal puede ser un factor importante en
el desarrollo de cancer de prostata (27-29). En particular, la ingesta de grandes
cantidades de acido a-linolénico y bajas cantidades de acido linoleico parecen
estar asociadas con un mayor riesgo; esta combinacion es comun en la carne roja
y algunos productos lacteos (30,31).

0 Vegetales: Una dieta baja en vegetales puede ser otro factor de riesgo para el
cancer de prostata (28,32). Por otro lado, no existe ninguna asociacion entre el
consumo de frutas y/o verduras y el riesgo de cancer de préstata (33). La alta
ingesta de vegetales cruciferos (particularmente brocoli y coliflor) se asocia con
un riesgo significativamente menor de diagnosticarse tumores de prostata en
estadios avanzados.

0 Productos derivados del licopeno y tomate: Los productos derivados del tomate
son ricos en licopeno, que tiene potentes propiedades antioxidantes. Los estudios



sobre el impacto de los alimentos que contienen licopeno en el riesgo de cancer
de prostata han arrojado en la literatura resultados contradictorios (34-36). Sin
embargo, cabe destacar que un analisis reciente de una cohorte de 51.529
hombres ha sugerido que la ingesta dietética de licopeno se asocia con una menor
incidencia de cancer de préstata y un menor riesgo de cancer de prostata letal
(37) indicando, ademas, un posible papel de inhibicion de la neoangiogénesis
tumoral como mecanismo subyacente a estas observaciones.

Soja: Los fitoestrogenos (flavones, isoflavonas, lignanos) son compuestos
vegetales de origen natural que tienen actividad similar a la de los estrogenos.
Se postula que los fitoestrogenos como los que se encuentran en los alimentos
de soja pueden reducir el riesgo de cancer de prostata ya sea a través de sus
propiedades estrogénicas inherentes (que alteran favorablemente el ambiente
hormonal), o por la inhibicion de la enzima 5-alfa reducatasa. La mayor ingesta
de productos de soja entre los hombres asiticos podria explicar la menor
incidencia de cancer de prdstata entre estos hombres. Aunque se han realizado
pocos estudios en humanos, estudios de cohortes han demostrado un modesto
beneficio protector de la ingesta de soja en el riesgo de cancer de prostata
(38,39). Un metaanalisis de dos cohortes y seis estudios de caso-control que
abordaron el beneficio protector de la ingesta de alimentos de soja en el riesgo
de cancer de prostata produjo una estimacion global del riesgo de 0,70 (Intervalo
de confianza [IC] del 95% 0,59-0,83) (40).

Acidos grasos Omega-3 y aceite de pescado: Estudios caso-control de muestras
séricas de dos grandes ensayos encontraron que los altos niveles de acidos grasos
omega-3, como los que se encuentran en aceite de pescado, se asociaron con un
mayor riesgo de cancer de préstata de alto grado y clinicamente significativo
(41,42).

Alcohol: Los estudios que examinan la asociacion entre la ingesta de alcohol y
el riesgo de cancer de préstata han publicado resultados mixtos. Un metaanalisis
de 2001 basado en 235 estudios que incluyeron mas de 117.000 casos no
identificd una relacion consistente entre el alcohol y el cancer de préstata (43).
Por otro lado, un estudio de cohortes prospectivo ha sugerido que el consumo de
alcohol se asocia con un menor riesgo de cancer de prdstata letal (44).

Cafe: ElI aumento del consumo de café parece estar asociado con una

disminucion del riesgo de cancer de prostata letal (45). La relacion inversa
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parece estar relacionada con componentes de café distintos de la cafeina; se vio

un nivel similar de proteccion para aquellos que bebieron café con o sin cafeina.

0 Suplementos vitaminicos y minerales:

Multivitaminicos: El uso regular de multivitaminicos no parece afectar el
riesgo de cancer de prostata temprano o localizado (46). Sin embargo, dos
estudios han observado un mayor riesgo de cancer de prostata avanzado o
mortal en hombres que consumieron cantidades relativamente grandes de
multivitaminicos (46,47).

Acido folico y vitamina B12: Los niveles altos de &cido folico sérico y
vitamina B12 pueden estar asociados con un pequefio aumento en el riesgo
de cancer de prostata. Los datos que respaldan una posible relacion causal
provienen de estudios de cohortes y de un analisis secundario de un ensayo
aleatorizado (48).

Selenio y vitamina E: La relacion entre el cancer de prostata y la ingesta y
nivel de selenio es compleja. Los datos mas completos provienen de un
metaanalisis (49). En los casos en los que se midieron los niveles de selenio
en la sangre, el nivel de selenio no se asocio con una diferencia en el riesgo
de padecer cancer de préstata; sin embargo, los niveles altos en sangre se
asociaron con un menor riesgo de enfermedad agresiva. En aquellos casos
en los que el selenio se midio6 en las ufias en lugar de en la sangre, el nivel
de selenio de las ufias se asocié con una disminucién de la incidencia de
cancer de prostata.

Los resultados de ensayos aleatorizados a gran escala que evallan
especificamente estos compuestos como agentes quimiopreventivos no
han proporcionado evidencia de disminucién de riesgo de cancer de
préstata y, de hecho, puede haber un aumento del riesgo estadisticamente
significativo con vitamina E, como se ha demostrado en grandes ensayos
prospectivos (50).

Zinc: Al menos dos estudios han sugerido una asociacion entre el uso de
suplemento de zinc y un mayor riesgo de cancer de prostata (51,52). En
comparacion con los no consumidores, los hombres que consumieron mas

de 100 mg de zinc como suplemento diario tenian un riesgo de 2,29 veces

10



mayor de cancer de prostata; el riesgo relativo (RR) fue de 2,37 en aquellos
que tomaron zinc durante 10 0 mas afios.

Calcio y vitamina D: Se ha sugerido un vinculo entre la ingesta de
productos lacteos y calcio y un mayor riesgo de cancer de prdstata en
muchos (53-56), pero no en todos los estudios (57,58). En un metaanalisis
que examina la asociacion de productos lacteos y la ingesta de calcio y el
riesgo de cancer de prostata, los hombres con ingesta mas alta de productos
lacteos (RR 1.11, IC 95% 1.0 a 1.22) y calcio (RR 1.39, IC 95% 1.09 a
1.77) fueron mas propensos a desarrollar cancer de prostata que aquellos
con ingesta mas baja (55). Los estudios epidemioldgicos sugieren que la
relacion entre los niveles de vitamina D y la incidencia de cancer de
préstata es compleja. La deficiencia de vitamina D se ha sugerido como
una "via comun" subyacente a la asociacion del riesgo de céancer de
préstata con otros factores de riesgo epidemiologicos (por ejemplo, edad,
raza afroamericana y area geogréafica de residencia) (59). Otros estudios
han demostrado un vinculo entre ciertos haplotipos del receptor de
vitamina D, los niveles de vitamina D vy el riesgo de cancer de prostata
(5,54). Sin embargo, los estudios que analizan directamente los niveles de
vitamina D y el riesgo de cancer de prostata han sido contradictorios
(60,61).

1.25 Tabaco

La mayor revision sistemética publicada y su metaandlisis incluyen datos de mas de

50.000 hombres con cancer de prostata y mas de 11.000 muertes (62). Demuestra un

riesgo significativamente mayor de muerte por cancer de prostata en pacientes fumadores

(RR 1.24, 1C 95% 1.18-1.31). El mayor riesgo se correlaciond con el aumento del nimero

de cigarrillos fumados.

En un segundo metaanalisis de 16 estudios observacionales incluyendo 22.549

hombres tratados con cancer de prostata localizado, en comparacion con los que nunca

fumaban, los fumadores actuales y los exfumadores tenian un riesgo significativamente

mayor de recurrencia bioguimica (63). Sin embargo, los fumadores actuales tenian un
mayor riesgo de metastasis (Hazard Ratio) [HR] 2.51, IC 95% 1.80-3.51) y mortalidad
especifica por cancer de prostata (HR 1.89, 95% IC 1.37-2.60), mientras que los
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exfumadores este aumento de riesgo no lo tenian. Los resultados fueron similares en

hombres tratados con prostatectomia radical o radioterapia.

1.2.6 Niveles hormonales y obesidad

0 Hormonas sexuales: Multiples estudios han analizado la relacién entre los
niveles séricos de varias hormonas sexuales y el riesgo de desarrollar cancer de
préstata. Los datos mas concluyentes provienen de un analisis de 18 ensayos
prospectivos, que incluy6 3886 hombres con cancer de prostata y 6438 controles
(64). Las concentraciones séricas de testosterona, dihidrotestosterona (DHT) y
otros derivados activos de androgenos obtenidos antes del diagnostico no se
asociaron con un mayor riesgo de cancer de prostata. Ademas, no se vio ninguna
asociacion con los niveles séricos de estrogenos (estradiol, estradiol libre).

o Insulina y factor de crecimiento de tipo insulina (IGF): Un metaanalisis basado
en datos individuales de pacientes de 3700 hombres con cancer de prostata y
5200 controles encontré un modesto aumento de riesgo de cancer de prostata en
aquellos hombres con los niveles circulantes més altos de IGF-1 (65). Del mismo
modo, la mayoria de las series (66-68), pero no todas (69,) apoyan una relacién
entre los niveles méas altos de insulina sérica, el indice cintura-cadera (un
marcador de distribucion de grasa corporal) y el riesgo de cancer de prostata.

0 Obesidad: Multiples estudios han analizado la relacion entre la incidencia de
cancer de préstata y el peso. Aungue estos estudios han arrojado resultados
variables, los metaanalisis realizados han demostrado una asociaciéon pequefia,
pero estadisticamente significativa, entre la obesidad y la incidencia de cancer
de prostata (70-72). Entre los pacientes con cancer de préstata, existe una clara
relacion entre la obesidad y la agresividad de la enfermedad, con un aumento en
la tasa de recurrencia bioquimica después del tratamiento y la mortalidad cancer
especifica (73,74). Los aumentos en la tasa de recurrencia y la mortalidad son
proporcionales al grado de obesidad.

o Actividad fisica: Aunque los datos que vinculan el indice de masa corporal y la
agresividad del cancer de préstata sugeririan que la actividad fisica regular puede
ser beneficiosa, que el ejercicio proteja contra el desarrollo o la progresion del

cancer de prostata es incierto (75).
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1.2.7 Otros factores

o0 Inhibidores de la enzima 5 alfa reductasa (Finasteride, Dutasteride): LA US Food

and Drug Administration (FDA) ha concluido que, aunque los inhibidores de la

5-alfa reductasa reducen el PSA, potencialmente aumentan el riesgo de cancer

de prostata de alto grado (76).

o Infecciones e inflamaciones cronicas:

Prostatitis: Distintos estudios de caso-control y un metaanalisis sugieren
un aumento de riesgo, modesto, de desarrollar cancer de prostata entre
pacientes afectos de prostatitis (77-79). Una de las causas que puede
explicar esta relacion directa es que los pacientes que sufren prostatitis
aumentan los valores séricos de PSA, hecho que provoca la realizacion de
mas biopsias prostaticas y, por consiguiente, puede aumentar el namero de
nuevos casos diagnosticados.

Infeccion por Trichomona vaginalis: Estudios de caso-control han
demostrado una relacion directa entre la incidencia de seropositividad para

anticuerpos contra Trichomonas vaginalis y cancer de prostata (80,81).

o Carcin6genos ambientales:

Agente Naranja: La exposicion a este herbicida defoliante parece estar
asociado con una mayor incidencia de cancer de prostata, siendo estos
tumores mas agresivos (82-84).

Cloredocona: Insecticida con propiedades estrogénicas que aumenta, de
manera estadisticamente significativa, el riesgo de desarrollar cancer de
prostata (85).

Bisfenol A: Ampliamente usado para la fabricacion de plasticos y resinas.
La exposicidn a concentraciones anormales de estrogeno en las primeras
etapas de la vida puede iniciar cambios en las células madre de la préstata.
Estos cambios pueden perdurar en la vida adulta y potencialmente
contribuir al desarrollo de cancer de préstata, aunque esta asociacion

continla siendo incierta (86).

o Antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y aspirina: La ingesta de estos

farmacos se ha asociado con un menor riesgo de algunos tipos de cancer,

particularmente cancer colorrectal. Sin embargo, la disminucion de riesgo en

cancer de proéstata es incierta (87-89). Un metaanalisis, donde se analizaron
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datos de 24 estudios observacionales, examind los posibles efectos de la
aspirina demostrando un menor riesgo de incidencia de cancer de prostata y de
cancer de prostata avanzado (90).

Estatinas: La evidencia epidemiologica sugiere que el uso de estatinas puede
tener un impacto beneficioso en la progresion y mortalidad del cancer de
prostata (91-94).

Vasectomia: Que la vasectomia aumente el riesgo de desarrollar cancer de
prostata es controvertido, aunque la evidencia sugiere que, si hay un riesgo, es
muy bajo (95,96).

Frecuencia de eyaculacion: Dos estudios de casos-controles han sugerido una
asociacion entre la frecuencia eyaculatoria y un menor riesgo de cancer de
prostata (97,98). Los hombres que tenian cinco o mas eyaculaciones por
semana a sus 20 afios (pero no a sus 30 o 40 afios) tenian un riesgo
significativamente menor de cancer de prostata (odds ratio 0,66) que aquellos
gue tenian menos eyaculaciones. Esta asociacion no se ha encontrado en la
frecuencia eyaculatoria en mayores franjas de edad (99).

Exposicion luz ultravioleta (UV): En un estudio de caso-control la exposicion
a la luz ultravioleta (UV) tuvo un efecto protector en el desarrollo de cancer de
prostata (100). No esta claro que cualquier patron de exposicion pueda reducir
con éxito el riesgo de cancer de préstata sin aumentar el riesgo de cancer de
piel. Aunque el mecanismo subyacente a esta asociacion es incierto, parece que
pueda ser debido a la implicacién de la vitamina D y/o su receptor (101).
Procedimientos diagnosticos radioldgicos: Parece haber un posible aumento en
el riesgo de cancer de prostata debido a procedimientos radiologicos de
diagnostico (102).

Antecedente de radioterapia previa pélvica: Aunque la radioterapia externa
(RT) para el cancer de prostata se asocia con un mayor riesgo de cancer rectal,
la RT para el cancer rectal no se ha asociado con un mayor riesgo de cancer de
prostata posterior (103). Se postulan dos mecanismos para explicar esta
reduccion de riesgo de cancer de prostata tras la RT pélvica previa. La dosis de
RT incidental en prostata puede tener un efecto bioldgico, reduciendo o
esterilizando areas subclinicas de la enfermedad. Ademas, esta irradiacion
dispersa de la préstata puede disminuir el PSA sérico, lo que conduciria a un

menor numero de biopsias prostaticas (104,105).
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Existen calculadoras en la red (online), validadas de forma independiente, para
estimar el riesgo individual de desarrollar cancer de prostata. Su uso es limitado y su
empleo debe entenderse como una herramienta mas para ayudar al paciente y/o clinico a
tomar la decision de realizar o no biopsias prostaticas para estudio diagndstico de cancer

de prostata.

1.3 Estadificacion y grupos de riesgo

En paises desarrollados, el cancer de prostata se diagnostica sobre todo en estadios
iniciales, 6rgano confinado, debido en parte a la deteccidn con cribado de PSA (106). En
estos casos suele ser multifocal, originandose en el 80-85% en la zona periférica
(accesible al tacto rectal), en el 10-15% en la zona transicional y en el 5-10% en la prostata
central (107).

Para los hombres con cancer de prostata recién diagnosticado, los factores méas

importantes en la seleccion del tratamiento inicial incluyen los siguientes:

— Extensién anatomica de la enfermedad [extension tumor, estado de los ganglios,
presencia o ausencia de metastasis (TNM)].

— Grado histoldgico (grupo de puntuacion/grado de Gleason) y caracteristicas
moleculares del tumor.

— Nivel de PSA sérico.

— Resultado estimado con diferentes opciones de tratamiento.

— Posibles complicaciones con cada enfoque terapéutico.

— Estado general del paciente, edad y comorbilidad, asi como las preferencias
individuales.

La evaluacion inicial debe incluir la estadificacion clinica basada en un examen
rectal digital por un médico experimentado para evaluar el alcance de la enfermedad, el
valor sérico de PSA, el grupo de puntuacién/grado de Gleason en la biopsia inicial y el
numero y la extension de la afectacion en los cilindros de la biopsia. Esto permite la
estratificacion de los hombres en categorias de riesgo, segun lo definido por la Red
Nacional Integral del Cancer (NCCN por sus siglas en inglés) Gltima version publicada
en 2020 (108) [figura 3].

En algunos casos, esto también puede complementarse con las caracteristicas

moleculares (perfil gendmico) del tumor (109). Una mayor comprension de la biologia
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del cancer de proéstata ha llevado al desarrollo de ensayos moleculares en un esfuerzo por
mejorar la toma de decisiones en hombres recién diagnosticados considerando la
vigilancia activa y en hombres tratados con cirugia considerando la terapia adyuvante o
el tratamiento de la recurrencia. La incertidumbre sobre el riesgo de progresion de la
enfermedad podria reducirse si dichos ensayos moleculares proporcionaran informacién
precisa y reproducible de prondstico o predictiva mas all& de la asignacion de grupos de
riesgo de la NCCN vy las tablas y nomogramas de esperanza de vida disponibles
actualmente. Estudios retrospectivos han demostrado que estos ensayos proporcionan
informacidn pronostica independiente del grupo de estratificacion de riesgo NCCN (108)
o0 del grupo de evaluacion del riesgo de préstata (CAPRA) (110).

Las directrices basadas en el consenso de la NCCN (108) establecen que las
pruebas moleculares con Decipher, Oncotype DX Prostate, Prolaris o ProMark pueden
considerarse en pacientes que son potenciales candidatos a vigilancia activa y estan
clasificados como bajo riesgo o riesgo intermedio favorable con una esperanza de vida

mayor a 10 afos.

Riesgo muy bajo TcMAs -
Gleason Score <b. gruno 1 MAS
PSA< 10 ng/ml
Menos de 3 cilindros de la bionsia negativos con < 50% de afectacion en cada cilindro MAS
Densidad de PSA<0,15 ng/ml/g

Gleason Score <6, grupo 1 MAS

P'SA<10 ng/ml

Riesgo intermedio 2120

favorable Gleason Score 3+4 (-7), grupo 20
PSA 10 20ng/ml

Y afectacion < 50%en cada cilindro de la biopsia

Riesgo intermedio 20720
desfavorable Gleason Score 3+4(=7), grupo 2 o Gleason Score 4+3 (<7), grupo 3 0

PSA 10-20ng/ml
Afectacidn > 50% en cada cilindro de 13 biopsia
Riesgo alto T
Gleason Score 8 (4+4, 3+5,5¢3), grupo 4 o Gleason Score 445 (=9), grupo 5 6

PSA>20 ng/ml

Riesgo muy alto T3b-140
Gleason Score 5+4(-9) 0 5+5(-10), grupo 50

>4 cilindros de |a hiopsia con Gleason Score 8-10, grupo 4-5

Figura 3. Clasificacion en grupos de riesgo de cancer de préstata segun la nueva clasificacion de
la NCCN v2.2020
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Los estudios por imagenes [gammagrafia 6sea (GGO), tomografia computarizada
(TC) de abdomen y pelvis, resonancia magnética multiparamétrica (RMmp)] se utilizan
selectivamente para evaluar la extension extraprostatica, la afectacion ganglionar regional
y/o las metastasis a distancia, dependiendo de la estadificacion clinica inicial y la
estimacion del riesgo. Estas imagenes para identificar metastasis a distancia no se
recomiendan rutinariamente para enfermedades de muy bajo o bajo riesgo (de acuerdo
con el sistema de estadificacion clinica descrito anteriormente), mientras que se
recomienda para enfermedades mas avanzadas (111). Para el resto de los grupos, donde
si se aconseja el estudio por imagen para una correcta estadificacion, el grupo espariol de
las tres sociedades de Uro-Oncologia (URONCOR, GUO and SOGUG) recomienda, en
el consenso que crearon en 2017, la realizacion de RMmp que ha demostrado un 77-80%
de eficacia en la deteccidn de afectacion extracapsular (112), superior al tacto rectal y a
otras técnicas de imagen para estadificacion local. Segun este consenso (con un nivel de
evidencia 2b, nivel de recomendacion A) se debe realizar RMmp y GGO para una correcta

estadificacion local, regional y a distancia (113).

El mismo grupo reserva la utilizacion de la tomografia por emision de positrones
con colina (PET/TAC colina) para la deteccion de afectacion ganglionar o a distancia para
pacientes con pruebas convencionales negativas, pero con alta sospecha de afectacion
clinica (113).

El PET con 68Ga-PSMA (Galio68-Antigeno de membrana especifico de la
prostata, por sus siglas en inglés) es una novedosa técnica de imagen con mayor
sensibilidad y especificidad que el PET/TAC con colina para diagnostico de pacientes
con cancer de prostata. Sin duda, supone una importante mejora en las técnicas de imagen
gue cambiara la manera de proceder en estos pacientes (114), aunque, de momento, no es

una realidad ni en nuestra practica clinica habitual ni en nuestro medio.

La estadificacion local del cancer de prostata (T y N clinico) sigue siendo dificil,
a pesar de los avances en el diagndstico por imagen. En 1997 la American Joint
Committee on Cancer (AJCC) adoptd la clasificacion TNM para la estadificacion del
cancer de prostata. Este sistema incorpora la extension anatomica de la enfermedad
basada en el tumor primario (T), los ganglios linfaticos regionales (N) y las metastasis
distantes (M). Tras diversas revisiones y modificaciones, en el 2017 se publicé la ultima
actualizacion, hasta la fecha; la octava edicion del TNM, estableciéndola como el sistema

estandar de referencia para la estadificacion de la enfermedad (115) [figura 4]. Incluye
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cambios respecto a la anterior edicion (107) Los mas importantes son: la no
subcategorizacién de pT2, ya que distintos estudios han demostrado que subdividirlo en
distintas categorias (pT2a, pT2b y pT2c, segun la lateralizacion de la enfermedad en
prostata 6rgano confinada) como en ediciones anteriores no tiene valor pronostico (116);
y, sin embargo, incluye el grupo de grado histologico (basado en la puntuacién de

Gleason), ademas de conservar el valor de prondstico de PSA sérico en el momento

diagnosti

co.

T

_1 TX: no se puede evaluar el

tumor primario

TO: No hay evidencia de
cancer en la prostata

le: el tumor no se palpay no\
se ve en pruebas imagen
eT1a: <5% del tejido
prostatico extirpado
¢T1b: >5 % del tejido
prostatico extirpado
eT1c: el tumor se encontré

Ganglio (N)

durante una biopsia

GZ: el tumor se encuentra en\

la préstata Uinicamente

®T2a:<1/2 de un lado de la
préstata

*T2b: >1/2 de un lado de la
préstata

*T2c: Ambos lados de la

% préstata

-~
T3: el tumor ha crecido a
través de la prostata

| | #T3a: Afectacion
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\_seminal(es)

T4: Invade esfinter externo,
recto, vejiga, musculos
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R S
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linfaticos regionales

| S —
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S
e S
N1: Afectacion de
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Metastasis (M)

(pélvicos) regionales
CE— /

Figura 4. Octava clasificacion TNM por la AJCC

18

L—| disemind a unoo

MX: no se puede
evaluar la metdéstasis a
distancia

L.

e ™

MO: No hay evidencia de
metastasis

L. ”y

er: hay metastasis a )
distancia

*M1a: el cancer se

varios de los ganglios
linfaticos no regionales
o distantes

*M1b: el cancer se
disemind a los huesos

*Mic: el cancer se
disemind a otra parte
del cuerpo, con o sin
afectacion dsea

)\ /




1.4 Tratamiento segun grupos de riesgo

El enfoque terapéutico dependera del estadio, pero también de las condiciones de
salud del paciente, su edad, la escala de Gleason, el valor de PSA y factores moleculares,
sin dejar de tener en cuenta los efectos adversos y las preferencias personales de cada

individuo.

La eleccion de la terapia depende de una decision informada del paciente que
incorpore conocimientos sobre las posibles ventajas y desventajas asociadas con los
diferentes enfoques terapéuticos, teniendo en cuenta resultados oncoldgicos, efectos

adversos y calidad de vida.

En la actualidad se estan desarrollando y validando modelos que pueden utilizarse
para predecir estimaciones individualizadas de recurrencia bioquimica y supervivencia
cancer especifica (117-122) tras un tratamiento local definitivo, basado en factores

clinicos.

Modelos como estos no tienen en cuenta pruebas gendmicas o marcadores
moleculares. Como se sefialé anteriormente, se han desarrollado varios ensayos
moleculares en un esfuerzo por mejorar la toma de decisiones en hombres recién
diagnosticados de cancer de prostata que consideran la vigilancia activa. La incertidumbre
sobre el riesgo de progresion de la enfermedad podria reducirse si dichos ensayos
proporcionaran informacion de pronostico o predictiva precisa y reproducible mas alla de
la asignacion de grupos de riesgo NCCN y nomogramas. En este sentido la NCCN indica
que los pacientes con cancer de préstata con enfermedad de riesgo intermedio bajo o
favorable pueden beneficiarse o considerar el uso de estos test genéticos como Decipher,
Oncotype DX Prostate, Prolaris, o ProMark durante la estratificacion inicial del riesgo

para seleccionar candidatos dptimos para la vigilancia activa (108).

Las siguientes opciones de tratamiento, que se basan en la estratificacion del
riesgo, son consistentes con las directrices de la Asociacion Americana Urologica (AUA,
por sus siglas en inglés) /Sociedad Americana de Oncologia Radioterapica (ASTRO, por
sus siglas en inglés) /Sociedad de Oncologia Urolégica (SUO, por sus siglas en inglés),
que han sido ampliamente respaldadas por la Sociedad Americana de Oncologia Clinica
(ASCO, por sus siglas en inglés), y NCCN (108, 111, 123, 124).
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0 Cancer de prostata clinicamente localizado de riesgo muy bajo por la NCCN

(108): Las opciones de tratamiento estandar para estos pacientes incluyen las

siguientes:

Vigilancia activa. Se recomienda generalmente para los hombres con
enfermedad de muy bajo riesgo y una esperanza de vida >10 afios. Sin
embargo, este enfoque se asocia con la necesidad de un seguimiento
estrecho y muy bien protocolizado. Puede crear ansiedad significativa,
haciendo que muchos pacientes elijan posteriormente una intervencién
definitiva, incluso, en ausencia de progresion de enfermedad.

Tratamiento radical. Pueden ser tratados con radioterapia externa,
braquiterapia exclusiva o prostatectomia radical. El tratamiento

hemiglandular o focal deberia realizarse en el marco de un estudio clinico.

0 Céncer de prdstata clinicamente localizado de riesgo bajo por laNCCN (108): Las

opciones de tratamiento estandar para estos pacientes incluyen las siguientes:

Vigilancia activa, con monitorizacién en serie e inicio de un tratamiento
definitivo si hay evidencia de progresion

Tratamiento radical con radioterapia externa, braquiterapia exclusiva o
prostatectomia radical

Se han propuesto otras opciones de tratamiento (crioterapia, ultrasonido
de alta intensidad, terapia fotodinamica con laser intersticial), pero los
datos obtenidos a largo plazo de seguimiento con peores resultados que las
opciones previas han hecho que, de momento, no se considere como una
opcion de tratamiento estandar (125).

Los Unicos datos que comparan directamente estas opciones de tratamiento

en cancer de prostata localizado de bajo y muy bajo riesgo provienen de un gran

ensayo aleatorizado, Prostate Testing for Cancer and Treatment (ProtecT), que se

llevé a cabo en el Reino Unido, en el que los pacientes fueron asignados

aleatoriamente a la vigilancia activa, prostatectomia radical, o tratamiento de

radioterapia exclusiva (126-127). No hubo diferencias significativas en tasas de

supervivencia cancer especificas a 10 afios, ni en supervivencia global entre las

diferentes modalidades de tratamiento. Sin embargo, hubo una mayor frecuencia

de enfermedad metastatica y progresion clinica con vigilancia activa.
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o0 Cancer de prostata clinicamente localizado de riesgo intermedio por la NCCN

(108): Las opciones de tratamiento estandar para estos pacientes incluyen las

siguientes:

Radioterapia, que puede ser suministrado por una fuente de haz externo
y/o braquiterapia. Debido al mayor riesgo de recurrencia o enfermedad
diseminada, se recomienda afiadir terapia de deprivacion androgénica
(ADT, por sus siglas en inglés) de manera neoadyuvante y concomitante
a la radioterapia, como componente de un enfoque de modalidad
combinada terapéutica.

Prostatectomia radical con linfadenectomia ganglionar pélvica, por via
laparoscopica o0 por laparotomia. Para pacientes tratados con
prostatectomia radical, la presencia de factores de riesgo en la pieza
quirdrgica puede ser una indicacion para tratamiento radioterdpico
adyuvante.

La vigilancia activa es una opcién para aquellos con enfermedad de riesgo
intermedio favorable, pero se debe informar a los pacientes de que esto
conlleva un mayor riesgo de desarrollar metastasis en comparacion con el
tratamiento definitivo. La vigilancia activa no esté indicada para hombres
con enfermedad de riesgo intermedio desfavorable.

o0 Caéncer de prostata clinicamente localizado de riesgo alto por la NCCN (108): Las

opciones de tratamiento estandar para estos pacientes incluyen las siguientes:

Radioterapia utilizando una fuente de haz externa combinada o no con
braquiterapia. Se recomienda asociar ADT de forma neoadyuvante,
concomitante y adyuvante a la radioterapia (18 a 36 meses) para disminuir
el riesgo de diseminacion y/o recurrencia

La prostatectomia radical con linfadenectomia de ganglios linfaticos
pélvicos extendida es una opcion para pacientes de alto riesgo sin
infiltracion de 6rganos/tejidos adyacentes. Al igual que lo comentado para
pacientes prostatectomizados en riesgo intermedio, para los pacientes de
alto riesgo tratados con prostatectomia radical, la presencia de

caracteristicas patologicas adversas en la pieza quirdrgica puede ser una
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indicacion para tratamiento adyuvante con radioterapia externa con o sin
ADT.

La ADT primaria por si sola puede ser un enfogque razonable si los
pacientes no son candidatos para la terapia definitiva local
(comorbilidades, estado funcional, esperanza de vida...) y tienen sintomas
locales, teniendo en cuenta que es a costa de una peor supervivencia global

frente al resto de opciones anteriores curativas.

0 Cancer de prostata localmente avanzado o de riesgo muy alto por la NCCN (108):

Las opciones de tratamiento estandar para estos pacientes incluyen las siguientes:

Radioterapia externa con o sin braquiterapia intersticial mas ADT
neoadyuvante, concomitante y adyuvante a la radioterapia.

La prostatectomia radical con linfadenectomia de ganglios linfaticos
pélvicos extendida también puede ser una opcidn para pacientes de muy
alto riesgo. Estos pacientes deberian estar muy seleccionados, segun
recomiendan el consenso del grupo espafiol de Uro-Oncologia (113)
aunque no deberia ser la opcion elegida para estos pacientes si tenemos en
cuenta el analisis retrospectivo con el mayor nimero de pacientes
estudiado hasta la fecha (1809 pacientes) que encontrd que las tasas de
mortalidad cancer especificas a cinco afios fueron mas bajas en aquellos
tratados con radioterapia externa y braquiterapia intersticial en
comparacion con radioterapia externa exclusiva o prostatectomia radical
(128).

Varias lineas de investigacion estdn analizando el uso de terapias
multimodales que incorporan terapia sistémica y radioterapia junto con
cirugia para mejorar los resultados en pacientes con enfermedad
localmente avanzada, de alto riesgo 0 metastatica, ya sea a los ganglios
linfaticos regionales o mas extendido (129). Estos enfoques se deben

considerar en el contexto de ensayo clinico.

o Céncer de prostata localmente avanzado con afectacion ganglionar regional (108):

El tratamiento convencional suele ser radioterapia externa mas ADT.
Sin embargo, para los hombres jovenes con diseminacion linfatica

regional minima, la prostatectomia radical con linfadenectomia como
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parte de una estrategia de combinacion que incluye ADT y/o radioterapia
postoperatoria puede considerarse una opcion, pero con menos evidencia

cientifica.

o Enfermedad metastatica (108): Las opciones de tratamiento estandar para estos

pacientes incluyen las siguientes:

e Tradicionalmente ADT de forma exclusiva u orquiectomia bilateral era la
opcidn elegida para estos pacientes. Sin embargo, en los Gltimos afios han
aparecido estudios que analizan la combinacion de ADT con nuevas
terapias androgénicas (abiraterona, apalutamida, enzalutamida) o
docetaxel y debido a los excelentes resultados obtenidos deben
considerarse estas combinaciones como el nuevo estandar de tratamiento
(130-137) vy, en casos seleccionados, afiadir radioterapia local (138)

e ADT mas radioterapia estereotaxica extracraneal (SBRT, por sus siglas en
inglés) para pacientes oligometastaticos

En pacientes diagnosticados de cancer de prostata, pero no adenocarcinoma, si no
histolégicamente categorizado como carcinoma neuroendocrino de células grandes o de
células pequefias, el prondstico es mas sombrio (139). EI manejo 6ptimo de estos
pacientes no ha sido bien definido. Se requerira investigacion adicional para categorizar
mejor este subconjunto de pacientes y definir el enfoque de tratamiento preferido. Para
los pacientes con enfermedad localizada, el tratamiento es similar al de otros pacientes
con enfermedad de alto riesgo 0 muy alto riesgo. Para los pacientes con enfermedad
metastatica, puede haber un mayor papel para la quimioterapia utilizando regimenes

similares a los utilizados para el carcinoma de células pequefias del pulmon.

1.5 Cancer de prostata resistente a la castracion

Aunque la mayoria de los casos de cancer de prostata se diagnostican y tratan
cuando la enfermedad esta localizada, algunos hombres presentan metastasis en el
momento diagndstico y otros (en torno al 10-20%) las desarrollan durante los cinco afios
de seguimiento tras haber recibido un tratamiento definitivo (140). En muchos casos la
unica manifestacion de enfermedad diseminada es un aumento del valor sanguineo de
PSA.

23



Los tratamientos de deprivacién androgénica (bien a través de la castracion
quirdrgica o mediante castracion quimica) han constituido el tratamiento de eleccion para
el cancer de prostata avanzado desde 1941. La deprivacion androgénica quimica completa
de primera linea se basa en la utilizacion de un analogo o agonista de hormona liberadora

de gonadotropinas (GnRH) y un antiandrégeno.

Los agonistas de GnRH se unen a los receptores de GnRH en las células
productoras de gonadotropina pituitaria, causando una liberacién inicial de hormona
luteinizante pituitaria (LH) y hormona foliculoestimulante (FSH), lo que provoca un
aumento posterior en la produccion de testosterona a partir de células de Leydig testicular.
Este aumento transitorio de la LH cuando se inicia la terapia de analogo de GnRH puede
causar un aumento de la testosterona sérica, que puede estimular el crecimiento del cancer
de prostata. Este efecto Ilamarada, conocido como efecto flare, puede causar un aumento
de dolor 6seo, obstruccion vesical u otros sintomas debido al cancer de prostata. Este se
puede prevenir eficazmente con la terapia antiandrogénica, que bloquea el aumento de la
testosterona serica uniéndose a los receptores de androgenos e inhibiendo
competitivamente su interaccion con la testosterona y la dihidrotestosterona. Los
antiandrégenos solos no bloguean el eje hipotalamico-pituitario ya que los niveles de
testosterona son normales 0 aumentan. Por tanto, es necesaria su combinacién, ya que
tras aproximadamente una semana de terapia con un farmaco antiandrogeno, los
receptores de GnRH estan regulados a la baja en las células productoras de gonadotropina,
con una disminucion en la produccion pituitaria de LH y FSH. La caida de la LH sérica
conduce a una disminucion de la testosterona sérica para castrar los niveles en el plazo de
tres a cuatro semanas tras el inicio del tratamiento El tratamiento continuado mantiene la
testosterona sérica a niveles de castracion. Los agonistas de GnRH aprobados para la
administracion parenteral incluyen leuprolida, goserelina, triptorelina, buserelina e
histrelina. Entre los antiandrogenos de primera generacion se encuentran flutamida,

bicalutamida y nilutamida.

Si bien esta aproximacion terapéutica es altamente eficaz beneficiando a un 80-
90% de los pacientes, la duracién del beneficio es limitada en el tiempo estimandose su
mediana en 18-24 meses, pasando el tumor entonces a una situacién denominada cancer

de prostata resistente a la castracion (CPRC).

No estan claros los mecanismos que impulsan la progresién del cancer de prdstata
dependiente de androgenos a CPRC, aunque la sefializacion continua del receptor de
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androgenos, a pesar del agotamiento de androgenos circulantes y el bloqueo del receptor
de andrdgenos, se postula como una de las claves para el desarrollo del CPRC. Por este
motivo, los tratamientos dirigidos frente a la via de androgenos pueden seguir siendo

eficaces, aunque la enfermedad se conozca como resistente a la castracion.

A lo largo del tiempo se han propuesto varias definiciones del CPRC. Del mismo
modo, los criterios diagnésticos utilizados en los estudios clinicos han sido
extremadamente heterogéneos (140). EI Consenso de Expertos Europeos (141) definio a
los pacientes con CPRC como hombres con niveles séricos de testosterona en rangos de
castracion con progresion sérica de PSA. El grupo espafiol de expertos en tumores
uroldgicos esparioles afiadieron progresion radioldgica a la definicion de CPRC (142). Y
segun un consenso posterior de URONCOR con un 96% de acuerdo el CPRC se definio
por un PSA en aumento documentado (>2 ng/ml) y/o progresion radiolégica en hombres

con niveles de testosterona de <50 ng/dl (< 1,7 nmol/l) (143).

Un aspecto importante para tener en cuenta es la presencia o no de metéastasis en
el contexto de CPRC ya que la historia natural de la enfermedad en este punto puede ser
muy variable. Para aquellos cuya progresion de la enfermedad se manifiesta sélo por un
aumento de PSA sérico (es decir, CPRC no metastatico, CPRCMO), la historia natural de
la enfermedad puede ser muy prolongada, lo que tiene implicaciones significativas para

el momento y la eleccidn de la terapia.

El manejo del CPRC tipicamente implica el uso secuencial de tratamientos
dirigidos a la via del receptor de andrdgenos, otras terapias hormonales alternativas,
guimioterapia, terapia con radioisétopos e inmunoterapia, cuyo objetivo es prolongar

supervivencia, minimizando las complicaciones y manteniendo la calidad de vida.

La secuenciacion optima de estas opciones en los hombres con CPRC no esta
definida en la actualidad. A continuacion, se presentan las diferentes opciones
terapéuticas y algunos de los ensayos clinicos que han propiciado su indicacion en cada

contexto.

o Continuacion de la terapia de deprivacion de andrégenos (ADT). La terapia de
privacion de androgenos generalmente se continta en la mayoria de los hombres
con CPRC en combinacion con otras terapias secundarias tras la progresion a la

terapia inicial de bloqueo androgénico (144).
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No hay estudios randomizados que aborden directamente la utilidad de la
ADT continua en los hombres con CPRC. Sin embargo, un analisis multivariante
de un estudio retrospectivo con 341 pacientes con CPRC tratados en cuatro
ensayos clinicos, mostrd una ventaja modesta en supervivencia (de dos a seis
meses) para los hombres con CPRC que continuaron recibiendo supresion
androgenica testicular (145).
Tratamiento sistémico y secuenciacion. En los ultimos afios se han investigado y
desarrollado mudltiples agentes que han mejorado la supervivencia global en
CPRC, todos ellos administrados en combinacion con ADT continuada. Pocos
ensayos randomizados han comparado las distintas opciones de tratamientos uno
frente a otro. Las distintas terapias sistémicas incluyen lo siguiente:

e Interferencia con la estimulacion androgénica (abiraterona, enzalutamida,
apalutamida, darolutamida).

e Quimioterapia basada en taxanos (docetaxel, cabazitaxel) o mitoxantrona.

e Inmunoterapia [vacuna sipuleucel-T y, para pacientes con alteracion en la
reparacion del ADN (mismatch repair), pembrolizumab].

e Radiofarmacos dirigidos a los huesos (Radio-223).

¢ Inhibidores la poliadenosina difosfato-ribosa polimerasa (PARP, por sus
siglas en inglés) para pacientes con mutacion en genes de la reparacion del
ADN germinal o somatico (por ejemplo, BRCA).

e Enfoques endocrinos mas antiguos que pueden conservar la utilidad en
situaciones seleccionadas. Sin embargo, para los hombres cuya terapia
hormonal inicial incluia tanto un agonista de GnRH como un
antiandrdgeno, retirar el antiandrdgeno es un primer paso razonable.

En ausencia de datos de grandes ensayos aleatorizados comparando estos
farmacos entre si, la secuenciacion adecuada requiere la consideracion de
multiples factores. Los factores que pueden influir en la eleccion del tratamiento
son la localizacion y extension de la enfermedad, especialmente, y el tratamiento
sistémico previo, la via y la frecuencia de administracion del farmaco elegido, los
efectos secundarios, costo, comorbilidades y preferencias del paciente, ademas de

estudio de determinadas alteraciones genéticas, nombradas anteriormente.
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1.5.1 Terapia sistémica

a) Interferencia con la estimulacién androgénica

Abiraterona. Los andrégenos producidos en los testiculos, las glandulas
suprarrenales y las propias células tumorales pueden producir la sefalizacién
autocrina/paracrina y fomentar la progresion del tumor. Abiraterona actda inhibiendo de
manera irreversible los productos del gen del citocromo P450, familia 17 (CYP17)
(incluyendo 17,20-liasa y 17-alfa-hidroxilasa). Al hacerlo, bloquea la sintesis de
androgenos en el tumor, en los testiculos y en las glandulas suprarrenales. Es un inhibidor
de la sintesis de androgenos.

Sin embargo, la inhibicion de la enzima 17-alfa-hidroxilasa también disminuye el
cortisol, lo que produce un aumento compensatorio de la hormona adrenocorticotropica
(ACTH), que estd mediada por una respuesta hipotalamica a la inhibicion suprarrenal
parcial. EI aumento de la liberacion de ACTH puede causar un aumento en la produccién
de mineralocorticoides suprarrenales, que pueden ser responsables de producir
hipertension e hipopotasemia. Para disminuir estos efectos por exceso de
mineralocorticoides, abiraterona debe de ser administrada de manera conjunta con
prednisona, lo que reduce la estimulacion mediada por ACTH de las glandulas
suprarrenales.

En dos ensayos aleatorizados fase Ill, abiraterona mas prednisona demostré un
aumento en supervivencia global en comparacion con placebo mas prednisona en
hombres con CPRC metastaticos. El primero de ellos para pacientes que previamente
habian sido tratados con docetaxel (146) vy, el segundo, en CPRC metastaticos como
tratamiento de primera linea, en aquellos que todavia no habian sido tratados con
quimioterapia (147).

Enzalutamida, apalutamida y darolutamida. Enzalutamida, apalutamida y

darolutamida son agentes administrados por via oral que actan en mdaltiples sitios de la
via de sefializacion del receptor de androgenos, incluido el bloqueo de la union de
androgenos a su receptor, inhibicion de la translocacion nuclear del receptor de
androgenos, y la inhibicion de la asociacion del receptor androgénico con ADN nuclear.
Se consideran antagonistas del receptor de androgenos. Apalutamida y enzalutamida
tienen un mecanismo de accion y un perfil de eficacia muy similares. Darolutamida es
un antagonista del receptor de andrdgenos con una estructura molecular distinta que le

confiere baja penetracion de la barrera hematoencefélica y baja afinidad por los receptores
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de acido gamma-aminobutirico tipo A (que se consideran responsables de la tendencia de
otros antagonistas de los receptores de andrdgenos a inducir convulsiones).

A diferencia de abiraterona, ninguno de estos tres farmacos requiere tratamiento
simultaneo con esteroides.

En el CPRC metastatico enzalutamida se ha comparado con placebo en dos
ensayos aleatorizados fase Ill. Al igual que en abiraterona, uno de ellos fue en hombres
que habian sido tratados previamente con docetaxel (148) y el otro en aquellos que
todavia no habian recibido quimioterapia (149). La supervivencia global fue superior, de
manera estadisticamente significativamente, en ambos ensayos.

En el CPRC no metastatico, al menos tres ensayos aleatorizados fase Il
controlados con placebo demuestran la eficacia de apalutamida (150), enzalutamida (151)
y darolutamida (152) en el tratamiento de hombres con CPRC no metastatico con tiempo
de duplicacion de PSA menor de 10 meses y, por este motivo, han sido aprobados por la
FDA para su uso en este contexto.

Ninguno de estos cuatro farmacos se ha comparado directamente entre si en
ensayos fase Ill randomizados. La eleccion del agente se basa en posibles efectos
secundarios, comorbilidades y disponibilidad. No parece haber ningun beneficio para
combinar abiraterona con enzalutamida. Esta combinacion se abord6 en el ensayo fase 111
ALLIANCE A031201 (153). En un informe preliminar presentado en la reunion anual de
la ASCO de 2019, la terapia combinada no mejoro la supervivencia global ni disminuyd
cifras de PSA, pero si que aumentd, en cambio, las tasas de hipertension arterial de grado
3 0 4, astenia, hipertransaminemia e hipopotasemia.

Sélo hay datos limitados sobre la actividad de enzalutamida en pacientes que han
sido tratados previamente con abiraterona y sobre la actividad de abiraterona despueés del
tratamiento con enzalutamida, pero los datos disponibles sugieren que el valor clinico del
“switch” es limitado (154,155). Recientemente se ha publicado un ensayo clinico fase Il
(156) que sugiere que el uso de una estrategia de secuenciacion de acetato de abiraterona
seguida de enzalutamida proporciona el mayor beneficio clinico en terapia de

secuenciacion en CPRC metastatico.

b) Inmunoterapia
Sipuleucel-T. Se trata de una vacuna de células dendriticas que se prepara a partir
de celulas mononucleares de sangre periférica obtenidas por leucoféresis. Estas células

estan expuestas ex vivo a un nuevo inmunogen de proteina recombinante que consiste en
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fosfatasa acida prostatica (PAP) fusionada con el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF). Estas células activadas se infunden de nuevo en
el paciente aproximadamente tres dias después de su preparacion. Esta disefiada para
mejorar la respuesta inmune de los linfocitos T a la PAP. En ensayos aleatorizados en
pacientes con CPRC metastatico minimamente sintomatico, sipuleucel-T prolongo la
supervivencia global en comparacion con placebo, reduciendo la mortalidad en un 22%
(157). No hay datos sobre su eficacia en hombres con CPRC no metastatico o en aquellos
con enfermedad més avanzada (metéastasis viscerales), ni en pacientes con enfermedad
metastatica sintomatica. El tratamiento estd contraindicado en pacientes que toman
corticoesteroides u opioides.

Aunque sipuleucel-T prolongd la supervivencia global, no aumento
significativamente la supervivencia libre de progresion ni afectd al PSA sérico. Por lo
tanto, evaluar el impacto de la terapia en un paciente individual puede ser dificil o
imposible. La ausencia de parametros objetivos para juzgar si un paciente individual se
estd beneficiando o no de la terapia vacunal plantea una dificultad importante para
determinar cuando considerar ineficaz el sipuleucel-T e iniciar un tratamiento alternativo.

Otras opciones de inmunoterapia activa (vacunas terapéuticas) pretenden
potenciar, de igual modo, el sistema inmunoldgico frente a la enfermedad ya existente
para que sea capaz de destruir las células tumorales, como las vacunas de combinaciones
virales, vacunas de células completas y vacunas basadas en antigenos (158).

Actualmente, Provenge® (sipuleucel-T, vacuna autéloga de células dendriticas)
es la Ginica vacuna que se encuentra comercializada desde abril de 2010, aprobada por la
FDA para el tratamiento del cancer de prostata metastatico asintomatico o minimamente
sintomatico resistente a la castracion. El resto de vacunas se encuentran en fase de
investigacion. El ensayo fase 111 (159) de la vacuna de recombinacion de virus (Prostvac-
VF®) no mostrd beneficio en supervivencia global y la investigacion sobre la vacuna de
células completas GVAX® se encuentra detenido en fase Ill por presentar una alta
mortalidad en el grupo intervencion (160).

Pembrolizumab. Anticuerpo frente a PD-1, de manera que su empleo inhibe la
interaccion PD-L1/PD-1.

En mayo de 2017, la FDA aprobd pembrolizumab para el tratamiento de una

variedad de tumores sélidos avanzados (incluyendo adenocarcinoma de prdstata) que
tienen altos niveles de inestabilidad en microsatelites (MSI-H, por sus siglas en inglés) o

que tienen alterada la reparacion del ADN por falta de coincidencia “mismatch repair”

29



(dMMR), y que progresaron a los tratamientos previos y para los cuales no hay opciones
de tratamiento alternativo satisfactorio.

Los cénceres de prostata intraductales y de alto grado (grupo de grado 5) tienen
una mayor frecuencia de dMMR (161-162) y deberia incluirse su estudio en este tipo de
tumores para identificar pacientes que podrian beneficiarse de esta terapia inmunoldgica.

MSI-H o dMMR pueden indicar la presencia del sindrome de Lynch, afeccion
hereditaria que predispone a varios tipos de tumores, particularmente cancer colorrectal,
pero también posiblemente a cancer de préstata (163). Dado que el sindrome de Lynch es
mas frecuente de lo que se pensaba anteriormente, todos los pacientes con un cancer de
préostata MSI-H/dMMR deben ser referidos para la evaluacion genética germinal del

sindrome de Lynch, independientemente de los antecedentes familiares (164).

c) Quimioterapia
Los taxanos son los Unicos agentes de quimioterapia citotoxicos que han prolongado
significativamente la supervivencia global en ensayos clinicos en hombres con CPRC.

Docetaxel. EI empleo de este farmaco administrado cada tres semanas en
combinacion con prednisona diaria (5 mg dos veces al dia) aumenta la supervivencia
global de manera estadisticamente significativa en comparacion con mitoxantrona mas
prednisona en el ensayo TAX 327 fase Ill (165). En base a estos resultados, docetaxel
mas prednisona se ha convertido en el régimen inicial estandar cuando la quimioterapia
esta indicada en pacientes con CPRC metastaticos (166).

Cabazitaxel. Un derivado taxano sintético que se desarroll para pacientes que
progresaban a docetaxel. En un ensayo fase I1l, cabazitaxel mas prednisona demostr6 un
aumento significativo en supervivencia global en comparacion con mitoxantrona mas
prednisona en pacientes que habian progresado a docetaxel (167).

En el ensayo FIRSTANA (168), se compar0 la actividad de cabazitaxel (20 o 25
mg/m2) frente a docetaxel en tratamiento de primera linea de CPRC metastéatico. Los tres
brazos también recibieron prednisona oral diaria. El estudio demostroé la no inferioridad
en supervivencia global de cabazitaxel frente a docetaxel y demostré que cabazitaxel tenia
menor incidencia de neuropatia periférica, edemas, alopecia y alteraciones ungueales que
con docetaxel.

Mitoxantrona. Primer agente quimioterapico aprobado para su uso en pacientes

con CPRC basado en mejoria sintomatica paliativa y no en aumento de supervivencia
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global (169-170). Su uso ahora se limita generalmente a los pacientes que requieren
quimioterapia y han progresado o no son candidatos para quimioterapia con taxanos.
Inhibidores de la poliadenosina difosfato-ribosa polimerasa (PARP). Pacientes

con CPRC metastaticos con mutaciones genéticas en genes de reparacion del ADN
germinal o somatico (por ejemplo, BRCA, CHEK2, ATM, PALB2, FANCA, 0 RAD51D)
pueden responder al tratamiento con un inhibidor de PARP (171). Los datos parecen
prometedores pero su uso todavia se considera investigacional. Aungue recientemente se
han publicado los resultados de un fase 11l que abren la puerta al uso de olaparib para
pacientes con CPRC metastaticos que hayan progresado a enzalutamida o abiraterona y
que tengan alteracion en genes de reparacion de ADN (172). Todos los pacientes con una
mutacién germinal o somética en un gen de reparacion del ADN de recombinacion
homologa, especialmente si la mutacion es en BRCA2, deberian ser incluidos en ensayos
clinicos que evallen los inhibidores de PARP. Si la participacion en un ensayo clinico no
es factible o los ensayos no estan disponibles, su uso fuera de indicacion podria

considerarse individualizando el caso.

d) Radiofarmacos

Radio-223. Radiofarmaco emisor de particulas alfa que tienen afinidad por los
huesos. La descomposicidn radiactiva del radio-223 permite la deposicion de radiacion
de alta energia a una distancia mucho mas corta que la de los radiois6topos emisores de
particulas beta, minimizando asi la toxicidad para la médula ésea normal y otros érganos
a riesgo cercanos.

En un ensayo de fase 111, el tratamiento con radio-223 fue bien tolerado y aumento
tanto la supervivencia global como el tiempo hasta el primer evento 6seo sintomatico
relacionado en pacientes con metastasis 0seas sintomaticas y sin metastasis viscerales
conocidas (173).

La combinacidn con otros farmacos de momento no esta establecida. En el ensayo
fase 11l ERA223 (174) se combino con abiraterona, pero se levanto el ciego de forma
prematura tras observarse mas fracturas y muertes en el grupo de combinacion, por lo que

su utilizacién de manera conjunta no se recomienda.

e) Otros enfoques endocrinos
Existen enfoques endocrinos mas antiguos que pueden conservar la utilidad en

pacientes seleccionados, pero éstos no fueron evaluados adecuadamente en ensayos
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aleatorios o sus resultados fueron inferiores a los conseguidos con las terapias presentadas
anteriormente. Sin embargo, para los hombres cuya terapia hormonal inicial incluia tanto
un agonista de la GhnRH como un antiandrogeno, retirar el antiandrégeno es un primer
paso razonable.

Suspensidn de antiandrogenos. Para pacientes tratados con bloqueo androgénico

completo, la primera maniobra es retirar el antiandrégeno, manteniendo Unicamente el
analogo de GnRH, maniobra que puede producir una respuesta clinica o bioguimica
(descenso de PSA) (175). Por lo general, no se debe iniciar otra terapia hasta que haya
transcurrido el tiempo adecuado para evaluar una posible respuesta a esta suspension de
antiandrogeno.

Ketoconazol. Agente antifungico que inhibe la sintesis de andrdgenos
suprarrenales. El ketoconazol también tiene un efecto citotoxico directo sobre las células
de cancer de préstata. Su accidn antitumoral es rapida, consigue niveles de testosterona
en rangos de castracion bioquimica en 24 horas. El beneficio de este farmaco se demostro
en el ensayo fase 11l CALGB 9583 (176). Sin embargo, sus efectos adversos (nauseas,
vomitos, erupcion cutanea, astenia, disnea, ginecomastia, insuficiencia adrenal,
hepatopatia...) y las multiples interacciones farmacologicas limitan mucho su uso y rara
vez se emplea en este contexto. Por esto, las agencias reguladoras no recomiendan su uso.
Se emiti6 una alerta por el comité de medicamentos de uso humano (CHMP, por sus
siglas en inglés) recomendando la suspension de la comercializacion de los medicamentos
de administracion sistémica que contienen ketoconazol. A partir de esta alerta europea la
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) recomienda no
iniciar nuevos tratamientos con ketoconazol sistémico y revisar los tratamientos en curso,
quedando su uso reservado para casos de sindrome de Cushing previa solicitud especial.

Glucocorticoides. Prednisona, dexametasona e hidrocortisona reducen la

produccién pituitaria de ACTH, lo que conlleva a una supresion de la esteroidogénesis
suprarrenal, incluyendo los andrégenos suprarrenales. Varios estudios (177-179) han
demostrado una mejoria subjetiva y objetiva en pacientes con CPRC que reciben
glucocorticoides. Sin embargo, el perfil de toxicidad a largo plazo ha limitado mucho su
empleo.

Estrogenos y progestagenos. Los estrogenos inhiben la liberacion de GnRH del

hipotalamo, suprimiendo asi la liberacion de LH y reduciendo asi la produccion testicular

de testosterona.
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Diethylstilbestrol (DES) a una dosis de 1 mg/dia es atil en algunos pacientes (180).
Dosis superiores (5mg/dia) ya no se utilizan debido al mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular. DES es barato, pero su disponibilidad esta limitada en todo el mundo.

El acetato de megestrol es una version sintética de progesterona que puede tener
su papel en este contexto (181) aunque rara vez se utiliza ya que sélo tiene actividad

limitada y se ha asociado con complicaciones como trombosis venosa profunda.

1.6 Enzalutamida
1.6.1 Mecanismo de accion de enzalutamida

Antes de explicar el mecanismo de accion de enzalutamida, merece la pena
describir el receptor de andrdgenos y explicar su forma de activacién, para asi comprender

mejor el mecanismo de accion de enzalutamida

El receptor de andrégeno (AR, por sus siglas en inglés) es un factor de
transcripcion perteneciente a la familia de los receptores hormonales nucleares (182).
Entre sus funciones se encuentra la de regular la expresion de genes criticos (como el
PSA 'y el gen de fusion TMPRSS2-ETS, entre otros) en una forma ligando-dependiente.
El principal ligando del AR es la DHT. La unién de la DHT al dominio de union al ligando
(LBD, por sus siglas en inglés) del AR promueve la dimerizacion del AR y su
translocacion nuclear y va a estimular la actividad transcripcional del receptor. La
interaccion AR con el ADN induce la expresion o represion de diferentes genes segun la
situacion y regula maltiples funciones celulares como proliferacion, apoptosis, migracion,

invasion y diferenciacién (183).

Enzalutamida es un inhibidor del AR de segunda generacion, que se dirige
directamente al receptor y actta en los tres pasos de su via de sefializacion (184) [figura
5]. Por un lado, inhibe la unién de andrégenos al receptor por lo que al no producirse
dicha unién no se induce un cambio conformacional que desencadena la activacion del
receptor. Previene, ademas, la translocacion nuclear del AR, que es un paso esencial en
la regulacién de la transcripcion de determinados genes especificos, e impide la union del

AR al ADN que es esencial para la modulacion de expresion de los genes.
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Figura 5. Mecanismo de accion de enzalutamida

1.6.2 Farmacocinética

Enzalutamida se administra de forma oral. La dosis recomendada es de 160 mg
(cuatro capsulas de 40 mg) en una sola dosis diaria. Se puede administrar con o sin
alimentos. Su absorcion oral se estima en algo menos del 85%. Las concentraciones
maximas en plasma se observan pasadas 1 0 2 horas de su administracion. El aclaramiento
es primariamente por metabolismo hepatico. Se metaboliza por el citocromo P450 2C8
(CYP2C8) y en menor medida por el citocromo P450 3A4/5 (CYP3AA4/5). Existen dos
metabolitos mayores en el plasma humano: N-desmetil enzalutamida (activo) y un
derivado del acido carboxilico (inactivo). EI metabolito activo es tan activo como
enzalutamida y circula en una concentracion plasmatica similar. Los estudios en roedores
indican que tanto enzalutamida como su metabolito activo pueden atravesar la barrera
hematoencefalica. Bajo condiciones de uso clinico, enzalutamida es un inductor fuerte de
CYP3A4 y un inductor moderado de los citocromos P450 2C9 y 2C19 (CYP 2C9 y
CYP2C19, respectivamente). Su eliminacién se produce a través de la orina en un 71%
(principalmente como metabolito inactivo, con trazas de enzalutamida y su metabolito
activo) y un 13,6% se recupera en las heces (un 0,39% de la dosis como enzalutamida
pura) (185).
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1.6.3 Ensayos clinicos con enzalutamida en CPRC metastaticos

Estudios Fase I-11

En 2010 se publica un estudio fase I-11 (186) con 140 pacientes con cancer de
prostata resistentes a la castracion metastaticos donde los pacientes podian haber recibido
previamente quimioterapia. El objetivo principal era identificar la seguridad y la
tolerabilidad de MDV3100 (posteriormente conocido como enzalutamida) y establecer la
dosis maxima tolerada, que fue de 240 mg al dia via oral. En la parte fase | se observo
actividad del farmaco en todos los niveles de dosis. La diminucion de PSA mayor del
50% se observo en el 56% de los pacientes. La mediana de tiempo a la progresion
radioldgica se sitla en 47 semanas. La astenia fue el evento adverso, grado 3-4, méas
comun y se vio que era dependiente de la dosis, generalmente se resolvid tras la reduccién
de la misma. Todos estos resultados llevaron a que se explorara su actividad a una dosis

de 160 mg en estudios fase I1I.

Enzalutamida 160 mg al dia comparé su eficacia frente a bicalutamida
(antiandrogeno no esteroideo) 50 mg al dia en un ensayo clinico fase Il, aleatorizado,
randomizado 1:1 para pacientes con CPRC metastaticos asintomaticos o minimamente
sintomaticos (187). Ambas terapias se combinaron con bloqueo hormonal [castracidn
quirdrgica (orquiectomia) o quimica (agonista o antagonista de GnRH)]. Se randomizaron
375 pacientes (184 recibieron enzalutamida y 191 bicalutamida). Antes de finalizar el
estudio el 68% de los pacientes del grupo de enzalutamida y el 88% del grupo de
bicalutamida tuvieron que suspender el tratamiento por progresion de la enfermedad. La
mediana de supervivencia libre de progresion (objetivo principal del estudio) fue superior
en el brazo de enzalutamida [15,7 meses (IC 95%, 11,5-19,4)] frente al brazo de
bicalutamida [5,8 meses (IC 95%, 4,8-8,1)] con una disminucion de riesgo de progresar
del 56% a favor de enzalutamida [HR 0,44 (IC 95%, 0,34-0,7); p<0-0001]. Los dos
obtuvieron un perfil de toxicidad similar, aunque efectos adversos serios (G3 o superior)
fueron més frecuentes en el grupo de enzalutamida (31% vs 23%), siendo el mas frecuente
hipertension (7% vs 4%). Estos resultados avalaron el uso de enzalutamida frente a
bicalutamida en pacientes con CPRC metastaticos.
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Estudios Fase |1

El estudio AFFIRM (148) fue un estudio internacional fase 111, aleatorizado, doble
ciego, controlado con placebo que valord el papel de enzalutamida en pacientes con
CPRC metastaticos asintomaticos o levemente sintomaticos que habian sido tratados
previamente con uno o dos regimenes de quimioterapia, siendo docetaxel uno de los
quimioterapicos utilizados. 1199 pacientes fueron aleatorizados de forma 2:1 a recibir
enzalutamida 160 mg al dia (800 pacientes) vs placebo (399 pacientes). Se incluyeron
estudios de calidad de vida. Su objetivo principal fue el analisis de supervivencia global,
definido como el tiempo desde la aleatorizacion a la muerte por cualquier causa. En 2012
se publican sus datos con un seguimiento medio de 14,4 meses. La supervivencia global
fue de 18,4 meses (IC 95%, 17,3- no alcanzado) entre los pacientes tratados con
enzalutamida frente a 13,6 meses (IC 95%, 11,3-15,8) entre los pacientes que recibieron
placebo (figura 6). En el momento del analisis intermedio preespecificado en el estudio,
con 520 muertes, se evidencio una reduccion del riesgo de muerte del 37% a favor de
enzalutamida (HR 63%: IC 95%, 0,53-0,75: p<0,001) por lo que en este momento el
estudio se paralizd y se abrié el ciego para que los pacientes del grupo placebo
comenzasen tratamiento con enzalutamida. Esta ganancia en supervivencia global fue
consistente entre los diferentes subgrupos analizados: edad, dolor basal, region geografica
y tipo de progresion en el momento de la inclusion en el estudio. La superioridad de
enzalutamida sobre placebo se demostrd, igualmente, en los objetivos secundarios
analizados: reduccion de PSA (54% vs 2%; p<0,001), tasa de respuesta en tejido blando
(29% vs 4%; p<0,001), calidad de vida medida por la escala FACT-P (43% vs 18%;
p<0,001), tiempo a la progresion por PSA (8,3 vs 3 meses; p<0,001; HR= 0,25),
supervivencia libre de progresion radioldgica (8,3 vs 2,9 meses; HR= 40; p<0,001), y
tiempo hasta la aparicion del primer suceso esquelético (16,7 vs 13,3 meses; HR=0,69;
p<0,001). Enzalutamida fue bien tolerada, la frecuencia de efectos adversos fue similar a
la de los pacientes tratados con placebo (98% en ambos grupos) pero la frecuencia de

efectos adversos de toxicidad grado 3-4 fue superior en el grupo placebo (53% vs 45%).

Astenia, diarrea y sofocos fueron los efectos adversos mas comunes y ligeramente
mas altos en el grupo de la enzalutamida. Convulsiones fueron notificadas en cinco

pacientes (0,6%) del grupo de enzalutamida.
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Figura 6. Representacion grafica de Supervivencia global en estudio AFFIRM con el estimador

de supervivencia Kaplan-Meier

Tras los buenos resultados obtenidos con enzalutamida en pacientes con CPRC
metastaticos, los investigadores del estudio PREVAIL (149) se plantearon el papel de
Enzalutamida en pacientes con CPRC metastaticos, pero en primera linea, previo a
tratamiento con quimioterapia. Para ello disefiaron un estudio fase Ill, internacional,
aleatorizado, doble ciego, donde se comparaba la eficacia de Enzalutamida 160 mg al dia
frente a placebo en este grupo de pacientes. Se incluyeron un total de 1717 pacientes (872
pacientes en el grupo de enzalutamida y 845 pacientes en el grupo control). Los resultados
del estudio se publicaron en 2014. Los objetivos principales del estudio fueron la
supervivencia global y la supervivencia libre de progresion radioldgica. El tratamiento se
mantuvo hasta que aparecio cualquier efecto adverso inaceptable, progresion radioldgica
confirmada o inicio de segunda linea de tratamiento. La progresion de PSA como criterio
anico no se consider6 como motivo de suspension de tratamiento. Al igual que ocurrio
en el estudio AFFIRM, este estudio también se detuvo tras el andlisis intermedio
planificado cuando se habian notificado 540 muertes, debido al claro beneficio mostrado
en el grupo de tratamiento activo. Tras 12 meses de seguimiento, la tasa de pacientes sin
progresion radiologica fue de un 65% en los pacientes que fueron tratados con
enzalutamida y un 14% entre los que fueron tratados con placebo, con una reduccion de
riesgo de progresion radioldgica del 81% (HR: 0,19; IC 95% 0,15 -0,23; p<0,001). La
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reduccion del riesgo de muerte en el grupo de enzalutamida fue de un 29% (HR: 0,71; IC
95% 0,6 -0,84; p<0,001). Con una mediana de seguimiento de 22 meses el grupo de
enzalutamida registré6 menos muertes que el grupo tratado con placebo (28% vs 35%).
Estos efectos en supervivencia libre de progresion radioldgica y en supervivencia global
fueron consistentes entre los distintos subgrupos analizados. Los resultados de eficacia
de enzalutamida en las variables secundarias analizadas (tiempo a inicio de quimioterapia,
tiempo a una bajada en calidad de vida, tiempo a la aparicién de primer suceso
esquelético, tiempo a progresion por PSA, respuesta por PSA < 50% y <90% y respuesta
objetiva en tejidos blandos) también fueron superiores de manera estadisticamente

significativa (p <0.01 en todas ellas)

El perfil de tolerancia y efectos secundarios fue parecido a los resultados del
estudio AFFIRM. Un paciente de cada rama de estudio presentd convulsiones como
efecto secundario. La incidencia de hipertension arterial en el brazo de enzalutamida fue
superior, llegando a un 7% de grado 3-4.

Este estudio demostrd la actividad clinica de enzalutamida en pacientes con CPRC
metastaticos que no han recibido tratamiento previo con quimioterapia, demostrando su
superioridad frente a placebo en los dos objetivos principales del estudio (supervivencia
global y supervivencia libre de progresion radioldgica) [figura7]. Las guias actuales
internacionales NCCN ofrecen enzalutamida como uno de los tratamientos recomendado
para el CPRC metastatico (categoria 1 en su grado de recomendacion tanto si el paciente
presenta enfermedad visceral como si no la presenta) (108).
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Figura 7. Representaciones gréaficas de supervivencias Kaplan —Meier de los dos objetivos prifnarios
del estudio PREVAIL. A: Supervivencia Libre de Progresion Radioldgica. B: Supervivencia Global
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1.6.4 Ensayos clinicos con Enzalutamida en CPRC no metastaticos

Estudios Fase I-11

En el estudio Fase Il randomizado, doble ciego, STRIVE, se compara la eficacia
y seguridad de enzalutamida frente a bicalutamida en 396 pacientes con CPRC no
metastatico (139 pacientes) 0 metastatico (257 pacientes). Se aleatorizaron al azar con
asignacion 1:1 a recibir tratamiento con enzalutamida 160 mg/dia (198 pacientes) o con
bicalutamida 50 mg/dia (198 pacientes). La terapia de privacion androgénica continud
en ambos brazos. La variable principal del estudio fue la supervivencia libre de progresion
(SLP). Enzalutamida demostro reducir el riesgo de progresion o muerte en un 76%
comparado con bicalutamida (HR 0.24; IC 95% 0,18- 0,32; P< 0,001). El efecto
beneficioso de enzalutamida se observd tanto en pacientes metastaticos como no
metastaticos, y su tasa de efectos adversos fue comparable a otros ensayos clinicos con
enzalutamida. La mediana de SLP en pacientes CPRC no metastaticos tratados con
enzalutamida no se alcanz6 en el momento de la publicacién. La mediana de SLP para
pacientes tratados con bicalutamida fue de 8,6 meses (HR 0.24; IC 95% 0,14- 0,42). En
el subgrupo de CPRC metastaticos, las medianas de SLP en pacientes tratados con
enzalutamida y bicalutamida fueron de 16,5 meses y 5,5 meses, respectivamente (HR
0.24; 1C 95% 0,17-0,34). Estos hallazgos publicados en 2016 (188) condujeron a realizar
estudios fase 1l para el subgrupo de pacientes con CPRC no metastaticos.

Estudios Fase |11

1401 pacientes con CPRC no metastatico y con un tiempo de duplicacion de PSA
maximo de 10 meses fueron incluidos y analizados en el ensayo PROSPER (151). Ensayo
fase 11, doble ciego, randomizado con una asignacion 2:1, donde enzalutamida
160mg/dia (933 pacientes) se comparaba con placebo (468 pacientes). La variable
principal del estudio fue la supervivencia libre de metastasis (SLM), variable aceptada
como buena subrogada de supervivencia global en cancer de prostata tras los resultados
de un estudio con mas de 28000 pacientes con cancer de prostata (189). La mediana de
supervivencia libre de metastasis fue de 36,6 meses en el grupo de enzalutamida frente a
14,7 meses en el grupo placebo con una reduccion de riesgo de metastasis 0 muerte de
71% (HR 0,29; IC 95% 0,24-0,35; P<0.001) [figura 8]. Enzalutamida también mostro su
superioridad en el resto de las variables secundarias analizadas: tiempo hasta uso de
siguiente tratamiento antineoplasico tras progresion (39,6 meses frente a 17,7 meses,

39



P<0.001), tiempo hasta la progresion del PSA (37,2 meses frente a 3,9 meses, P<0.001).
En el momento del primer analisis intermedio planificado, la mediana de supervivencia
global no se habia alcanzado en ninguno de los dos brazos del estudio. Hasta ese momento
habian fallecido 103 pacientes (11%) del grupo de enzalutamida y 62 pacientes (13%) en
el grupo de placebo. Los efectos adversos de grado 3 o superior ocurrieron en el 31% de
los pacientes que recibieron enzalutamida, en comparacion con el 23% de los que
recibieron placebo, hallazgos consistentes con el perfil de seguridad establecido de
enzalutamida. Recientemente, en junio 2020, se publican los datos de supervivencia
global del estudio PROSPER (190) donde se demuestra que enzalutamida aumenta la
supervivencia global en 11 meses comparada con placebo, de manera estadisticamente
significativa en CPRC no metastaticos y que su empleo reduce el riesgo de muerte en un
27% (HR 0,73; 1C95% 0,61- 0,89; P = 0,001) [figura 9].

Meadian Metastasis-free
Survival [95% CI)

ma
Enzalutamide 366 (33.1-MR)

100 :
?n- —a Placeba 147 (1431500
%0+ ke 1 - - Hazard ratio for metastasis or death,
F 804 i. W ~. .79 (95% CI, 0.74-0,15)
= ——y P=0.001
E 704 M
= - e
o 60 l- SR ‘L Ty Enzalutamide
_E 50 }‘ -
= - -
2 TN
§ 0 R N
£ 204 1‘ +—, Placebo
1o
c T T T T T T T T T T T T 1
o 3 6 9 12 15 1% 71 4 7 30 i3 16 34 47
Month
Mo, at Risk
Enzalutamide 933 65 759 637 528 431 41% E kT 159 a7 77 31 4 ]
Placebo 468 40 MG 212 157 105 9% &4 A% il 16 11 3 1 ]

Figura 8. Curvas de estimacion Kaplan-Meier de supervivencia libre de metéstasis en estudio
PROSPER

Enzalutamide

Ne. of Patients  Median Survival (95% CI)

Placebo

Overall Surwival [%6)
S

4,0- mo

304 Enzalutamide 933 67.0 (64.0-NR)

204 Placebo 463 56.3 (54.4-63.0)

104 Hazard ratio, 0.73 (95% Cl, 0.61-0.89)
P=0.001

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

a 4 3 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 &0 .2 68 72
Months
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1.6.5 Ensayos clinicos con enzalutamida en cancer de prostata
hormonosensible (CPHS)

Estudios Fase I-11

Un ensayo fase Il abierto de brazo Unico, analiz6 el uso de enzalutamida 160 mg/
dia (191). Incluyé 67 pacientes con diagnostico de cancer de prostata sensible a la
castracion y donde el tratamiento hormonal estaba indicado. El objetivo primario fue la
proporcién de pacientes con una disminucion de PSA del 80% o superior en la semana
25. Todos los andlisis incluyeron a todos los pacientes que habian recibido al menos una
dosis del farmaco. 62 pacientes de los 67 del estudio (92,5%, IC del 95% 86,2-98,8)
obtuvieron esa disminucion de PSA del 80% o superior en la semana 25. Los autores
sugieren que enzalutamida en monoterapia en pacientes con cancer de prostata
hormonosensibles de distinta severidad proporciona un nivel de supresion de la
enfermedad, y fue generalmente bien tolerada. Nueve pacientes (13%) desarrollaron un
efecto adverso grado 3 o superior, en este estudio. Estos hallazgos proporcionaron una
justificacién para una mayor investigacion de la respuesta clinica y los resultados con
enzalutamida en hombres con cancer de préstata sin niveles hormonales de castracion. El
seguimiento de este estudio a 3 afios (192) demuestra que ningun paciente tuvo que
interrumpir el tratamiento por progresion o toxicidad inaceptable, manteniendo la

actividad antitumoral de enzalutamida en todos ellos.

Estudios Fase |11

ENZAMET (193) es un estudio fase 111, randomizado, abierto, donde los pacientes
con cancer de prdstata metastaticos hormonosensibles fueron randomizados a recibir
tratamiento de supresion de testosterona junto con enzalutamida (brazo estudio) o con
otro antiandrogeno no esteroideo estdndar como bicalutamida, flutamida, etc (brazo
control). Se randomizaron 1125 pacientes con una randomizacion 1:1 a cada brazo de
estudio. La dosis de enzalutamida diaria fue de 160mg. La variable principal de estudio
fue la supervivencia global. Supervivencia libre de progresion bioquimica y clinica y

efectos adversos fueron variables secundarias del estudio.

Enzalutamida se asocié con una mayor estimacion de supervivencia global
(estimacion de supervivencia global a 3 afios con Kaplan-Meier fue de 80% en el grupo
de enzalutamida frente a 72% en el grupo control). La reduccion de riesgo de muerte fue
de un 33% en el grupo de enzalutamida (HR 0,67; IC 95% 0,52-0,86; P= 0,002).
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Enzalutamida también fue superior en supervivencia libre de progresion de PSA (174
progresiones de PSA en el grupo experimental frente a 333 progresiones del grupo
control, HR 0,39; P<0.001) y en supervivencia libre de progresion clinica (167 y 320
eventos en los grupos de enzalutamida y control, respectivamente, HR 0,40; P<0.001)
[figura 10]. La interrupcion del tratamiento debida a acontecimientos adversos fue mas
frecuente en el brazo de estudio que en el de control (33 interrupciones frente a 14 del
grupo control), presentando convulsiones el 1% de los pacientes tratados con

enzalutamida (ningan paciente del grupo control).
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Figura 10. Gréficas de estimacion supervivencia Kaplan-Meier de estudio ENZAMET.
A: Supervivencia Global B: Supervivencia Libre de Progresion Bioquimica

ARCHES (194) es otro estudio fase I, multinacional, doble ciego, donde
enzalutamida (160mg/dia) mas ADT se compara con placebo mas ADT en pacientes con
CPHS, estratificando por volumen y uso previo de docetaxel. Sus resultados se publicaron
en 2019. 1150 pacientes fueron aleatorizados. El objetivo principal fue tiempo hasta
progresion radiologica. El brazo de enzalutamida demostr6 menor riesgo de progresion

radioldgica y muerte de manera estadisticamente significativa (HR: 0.39; 1C 95% 0.30 -
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0.50; P <0.001) [figura 11]. Estos resultados fueron consistentes al analizar los distintos

subgrupos especificados.
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de estudio ARCHES

1.6.6 Combinacion enzalutamida mas radioterapia

El uso de deprivacidn androgenica se contempla en combinacion con radioterapia
para pacientes con cancer de prostata no metastatico, de riesgo intermedio, alto y
localmente avanzado (108) y como tratamiento adyuvante tras prostatectomia en
determinados pacientes (195). Su combinacién ha demostrado beneficio en términos de
supervivencia en cancer de prostata de riesgo alto (196-197); sin embargo, su uso en
cancer de prostata de riesgo intermedio es més controvertido, ya que el empleo de terapia
de deprivacion androgénica completa no esta exento de efectos adversos y su beneficio
en supervivencia se demostrd en estudios mas antiguos que empleaban dosis de
radioterapia inferiores a las actuales (198). Con el fraccionamiento convencional actual o

hipofraccionamiento su combinacion es mas controvertida (196).

El empleo de nuevos antiandrdégenos, como enzalutamida, en vez de terapia
androgenica completa, se esta testando para combinar con radioterapia y comprobar si la
combinacion es eficaz y con menos efectos adversos asociados que con el bloqueo
androgénico completo. Como hemos visto anteriormente, en estudios como TERRAIN
(187) y STRIVE (188) ya se demostré superioridad de enzalutamida frente e
bicalutamida.
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En la actualidad hay doce estudios registrados (199) estudiando la combinacion
de enzalutamida con radioterapia en cancer de prostata. Cuatro estan en fase de
reclutamiento, seis activos que ya han finalizado reclutamiento, uno completado

pendiente de publicacion y otro suspendido por pandemia de COVID-109.

Fase I-11

De los doce estudios que evaltan la combinacion enzalutamida con radioterapia,
once son fase I-11 (uno fase | y diez fase I1). Uno de ellos es un fase Il espafiol que inicia
en 2017. Es el estudio ENZART. Se trata de un estudio fase Il, intervencionista,
multicéntrico, abierto, de brazo Unico, cuyo objetivo primario es evaluar la eficacia de la
combinacién de enzalutamida de manera neoadyuvante y adyuvante a la radioterapia en
cancer de prostata de riesgo intermedio, en términos de disminucién de PSA sin causar
los efectos asociados a la deprivacion androgénica completa; ya que, como hemos visto
previamente, enzalutamida en lugar de disminuir los niveles de testosterona, bloquea la
accion de la testosterona en las células. El estudio acaba de finalizar el reclutamiento de

pacientes (200).

Fase 111

ENZARAD es un estudio fase Ill, intervencionista, randomizado, abierto que
compara enzalutamida con analogo de GnRH maés radioterapia frente a tratamiento de
deprivacion androgénico completo convencional mas radioterapia en pacientes con
cancer de prostata de alto riesgo. El objetivo principal es la supervivencia global. El
estudio comenzd a reclutar pacientes en 2015, sigue en activo, ya ha finalizado el

reclutamiento y sus resultados estan pendientes de publicar (201).

El estudio de la combinacion de radioterapia con un antiandrégeno de segunda
generacion, como lo es enzalutamida, en lineas celulares de cancer de prostata que sirva
para testar la eficacia de esta combinacion en investigacion basica deberia ser el aval
indicado para los estudios clinicos en marcha que, como se acaba de especificar, estan
testando en clinica la eficacia en la combinacion de estas dos terapias en pacientes con

cancer de prostata localizado.

El empleo en investigacion clinica de los resultados de estos estudios seria

ejemplo de investigacion traslacional en cancer de prostata y podria servir de base para
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abrir horizontes terapéuticos futuros en el enfoque de esta patologia tumoral en estadio

localizado.

Se ha demostrado que, en este contexto de enfermedad, tanto la radioterapia
externa por si sola, como en combinacion con braquiterapia y/o en combinacion con el
tratamiento hormonal completo de primera generacion (segun estadio clinico) aportan
resultados excelentes en control local y supervivencia global. Quedaria por explorar, en
base a los resultados de estos estudios en marcha, el lugar que le corresponde a la
combinacion que se propone y dejar la puerta abierta a nuevos estudios comparativos
entre las distintas opciones terapéuticas disponibles en aras de encontrar la mejor
herramienta terapéutica posible para estos pacientes en términos de supervivencia,

toxicidad y calidad de vida.
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2. OBJETIVOS

En este trabajo evaluamos el papel de enzalutamida como potenciador de la
radioterapia en lineas celulares de cancer de prostata, sirviendo como experimento de
apoyo de investigacion bésica para investigacion clinica. En este proyecto, proponemos
estudiar este tratamiento combinado en dos lineas celulares humanas de cancer de prostata

representativas, LNCaP y PC3.
Los objetivos concretos son los siguientes:

1) Analizar el efecto del tratamiento con enzalutamida antes de la radioterapia sobre
la proliferacion de células tumorales prostaticas evaluando si existe un efecto
sinérgico entre ambas

2) Comprobar el grado de apoptosis conseguido tras la combinacion del tratamiento.

3) Abordar el potencial de la tecnologia de monitorizacion en tiempo real (RTCA)
para probar si el régimen terapéutico combinatorio de radioterapia con
enzalutamida en las lineas celulares de cancer de prostata puede justificar su

aplicacion de esta combinacidn en pacientes con cancer de prostata localizado
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3. HIPOTESIS

La hipdtesis de trabajo es que enzalutamida tiene un papel radiopotenciador en
lineas celulares de cancer de prostata y que este efecto sinérgico puede ser medido y
demostrado por técnicas de medicion de viabilidad en tiempo real y cuantificacion de

apoptosis.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Lineas celulares

Para el estudio del efecto sinérgico entre la radioterapia y la enzalutamida hemos
utilizado dos lineas celulares establecidas a partir de biopsias procedentes de pacientes
con cancer de préstata avanzado. Una de las lineas celulares de cancer de prostata elegida
ha sido las células LNCaP, provenientes de un ganglio linfatico metastatico de un varén
caucasico de 50 afios diagnosticado de cancer de préstata. Estas células expresan
receptores de androgenos y estrogenos, y por lo tanto son sensibles al bloqueo
androgénico. La segunda linea utilizada, las células PC3, se obtuvieron a partir de una
metastasis 0sea de cancer de prostata de un varon caucésico de 62 afios. Esta segunda
linea celular se ha utilizado en la tesis doctoral como linea control, dado que son

insensibles a terapia androgénica.

Las células LNCaP se utilizan cominmente en investigacion en cancer de prostata,
siendo un buen modelo in vitro para el estudio de la biologia celular y molecular del
cancer de prostata. Son células de adenocarcinoma de prostata humano sensibles a los
androgenos, derivadas de una metéastasis de un ganglio linfatico supraclavicular izquierdo
de un vardn caucasico de 50 afios en 1977. Fenotipicamente, son células epiteliales
adherentes que crecen facilmente in vitro en agregados y como células individuales, con
un tiempo de duplicacion de 60 horas; forman clones sin problemas y son resistentes a
los interferones de tipo I. Tienen un nimero de cromosomas modal de 76 a 91, indicativo
de un cariotipo masculino humano con varios cromosomas marcadores. Los receptores
de estrogenos y andrdgenos especificos de alta afinidad estan presentes en el citoplasma
celular y también en el nucleo, donde ejercen sus funciones transactivadoras de genes. La

linea LNCaP es hormonalmente sensible, como lo demuestra la modulacion del
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crecimiento celular in vitro de la 5 alfa-dihidrotestosterona y la produccion de fosfatasa

acida. Las células LNCaP también expresan PSA.

Las células PC3 son una linea celular procedente de una muestra de cancer de
prostata humano utilizadas ampliamente en investigacion y desarrollo de farmacos. Son
utiles para investigar cambios bioquimicos en células de cancer de prostata avanzado y
para evaluar su respuesta a los agentes terapéuticos. La linea celular PC3 se establecio en
1979 a partir de metéstasis 6seas de cancer de prostata en un varon caucésico de 62 afios.
Estas células no responden a los andrégenos, glucocorticoides o factores de crecimiento
de fibroblastos, pero los resultados sugieren que las células responden a factores de
crecimiento epidérmico. Las células PC3 tienen un alto potencial metastatico en
comparacion con las células LNCaP, que tienen un bajo potencial metastatico en modelos
preclinicos de xenotransplantes en ratones y en estudios de migracion celular. Las
comparaciones de la expresion proteica de PC3, LNCaP y otras células han demostrado

gue comparten caracteristicas propias del carcinoma neuroendocrino de células pequefias.

Las células PC3 expresan bajos niveles de 5-alfa reductasa y baja actividad de
fosfatasa acida y son PSA-negativas. Ademas, el analisis cariotipico ha demostrado que
PC3 son casi triploides, con 62 cromosomas. El analisis de la banda Q demostro la pérdida
del cromosoma Y. Desde el punto de vista morfoldgico, la microscopia electronica reveld
que las células PC3 muestran caracteristicas de un adenocarcinoma mal diferenciado.
Tienen caracteristicas comunes a las células neoplésicas de origen epitelial, como
numerosas microvellosidades, complejos de union, nacleos y nucleolos anormales,

mitocondrias anormales, laminillas anulares y cuerpos lipoidales.

Las lineas celulares de cancer de préstata humanas LNCaP y PC3 se adquirieron
a partir de la coleccion de células y tejidos ATCC, uno de los bancos de lineas celulares
mas importantes, y fueron puestas en crecimiento en cultivos celulares en las condiciones
recomendadas por la ATCC. Las células LNCaP crecieron en medio Roswell Park
Memorial Institute-1640 (RPMI-1640); mientras que las células PC-3 lo hicieron en el
medio Ham F-12 (F-12). Ambos medios de cultivo se complementaron con 10% de suero
fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), penicilina (100 unidades/mililitro) y
estreptomicina (100 microgramos/mililitro). Los cultivos celulares se incubaron a 37
grados centigrados (°C) en una incubadora de diéxido de carbono (CO.) al 5%. Siguiendo
las indicaciones de la ATCC, las células se cultivaron realizando los siguientes pasos:
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Cultivo celular

1.

Descongelamos los viales que contenian las células en un bafio de agua de 37°C.
Transferimos las células a 10 mililitros (ml) de su medio correspondiente (RPMI
1640, en el caso de LNCaP y F-12, en el caso de PC3) en un tubo conico de 15
ml.

Centrifugamos a 700 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

Recuperamos el sedimento celular (pellet) en 10 ml del medio indicado
previamente para cada linea celular y lo transferimos a un plato de 10 centimetros
(cm).

Dejamos crecer las células hasta aproximadamente 70-80% de confluencia
(aproximadamente 5 X 10° células).

Lavamos con tampodn fosfato salino o buffer fosfato salino tibio (PBS, por sus
siglas en inglés) previo a la tripsinizacion (tratamiento con tripsina, enzima que
rompe los enlaces de las proteinas mediante hidrolisis, para la disociacién celular)
Recogimos las células en 10 ml del medio correspondiente y las distribuimos en
placas de cultivo a una alta densidad, aproximadamente un millon de células por
placa de cultivos celulares de 10 cm de diametros, en un volumen final de 10 ml
de medio completo. Una vez que alcanzaron el 80% de confluencia, los cultivos
se volvieron a tripsinizar, las células se contaron y se volvieron a colocar en

celdillas E8 ACEA para el estudio de su crecimiento en tiempo real.

4.2 Enzalutamida

Se mantuvo la preparacion de enzalutamida en el agente criopreservante

dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion de 10 milimoles (mM). Posteriormente la

diluimos en los medios de cultivo correspondientes a cada linea celular, a concentraciones

de trabajo correspondientes, antes de su adicion a los cultivos celulares.

La concentracion final de DMSO en los medios de cultivo se redujo a un rango de 0,01 a

0,1%, concentraciones que no inducian muerte celular por apoptosis. Las lineas celulares

LNCaP y PC-3 se trataron con enzalutamida o DMSO (control) durante tres dias a sus

concentraciones inhibitorias medias maximas (IC50, por sus siglas en inglés),

concentracion que indica cuanta cantidad de un farmaco se necesita para inhibir un

proceso bioldgico concreto a la mitad.
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Tras esto, las células se irradiaron y su crecimiento y viabilidad se

monitorizaron en tiempo real, como veremos en el apartado correspondiente.

4.3 Radioterapia

Se utilizaron 3 dosis de radioterapia diferentes de 10, 20 y 30 Gray (Gy)
atendiendo a los resultados de experimentos de prueba previos con 2, 5y 8 Gy. Cada una
de estas dosis se administro en fraccion Unica para cada linea celular y por triplicado, una
por cada experimento. Utilizamos para la irradiacion fotones de 6 megavoltios (MV)
administrados por un acelerador lineal Clinac 21ex de la casa comercial Varian en el
Servicio de Oncologia Radioterdpica del Complejo Hospitalario de Navarra en
colaboracion con el Servicio de Radiofisica del mismo centro. La tasa de dosis empleada
fue de 600 Unidades de Monitor (UM) por minuto, utilizando un campo de 16x12 cm con
una distancia fuente superficie de 100 cm.

4.4 Citometria de Flujo

Las células se recogieron y se tifieron usando el marcador de apoptosis
eBioscience Anexina V segun lo descrito por el fabricante, y que se detalla a
continuacion. Las anexinas son una familia de proteinas que se unen a fosfolipidos de
manera calcio-dependiente y se unen a la fosfatidilserina (PS) para identificar células
apoptoticas, en las que PS se transloca a la superficie de las células apoptoticas. En las
células sanas, la PS se encuentra principalmente en la parte citosolica de la membrana
plasmatica. Al inicio de la apoptosis, la PS pierde su distribucion asimétrica en la bicapa
lipidica y se transloca a membrana extracelular, que se puede detectar con Anexina V
marcada con fluorescencia. Las muestras se analizaron en el citometro FACS CANTO
(BD bioscience) y los datos con el programa Flowjo. Los experimentos se realizaron por

triplicado.

Procedimiento tincidon Anexina VV

1. Diluimos la solucion tampon (buffer) de unidn de anexina a la concentracion de
trabajo utilizando agua destilada (dH20) (1 ml 10X solucidon reguladora de union
mas 9 ml dH.0).

2. Lavamos las células una vez en PBS, después una vez en 1X solucién reguladora
de union.

3. Suspendimos las células en solucion tampdn de union a 1-5x10%/ml.

54



4. Anadimos 5 microlitros (ul) de Anexina V conjugada con el fluorocromo
alloficocianina (APC) a 100 pl de la suspension celular.

5. Incubamos durante 10-15 minutos a temperatura ambiente.

6. Lavamos las células en 1X solucién reguladora de unidn y resuspendimos en 200
I de dicha solucion reguladora

7. Agregamos 5 pl de solucion de tincion de yoduro de Propidium

8. Analizamos por citometria de flujo pasadas 4 horas de la tincién, almacenamos

las células a 2-8 °C en la oscuridad

4.5 Monitorizacion celular en tiempo real (RTCA por sus siglas en

inglés).

El crecimiento celular y su viabilidad se monitorizaron utilizando la tecnologia de
XCelligence RTCA, de la compafiia biotecnoldégica ACEA Bioscience, Inc, San Diego,
California. Esta tecnologia tiene una alta sensibilidad para detectar cambios en el tamafio,
la forma y el crecimiento de las células, por lo que es una técnica muy util para el
seguimiento de los efectos de agentes farmacoldgicos en la biologia celular. Ademas,
RTCA integra los datos en tiempo real para trazar curvas de inhibicién con las que
calcular con precision las dosis inhibitorias (ID) en un momento determinado. Las curvas
de crecimiento tras dos semanas de cultivo se obtuvieron utilizando el software ACEA
con los datos obtenidos con RTCA. Primero se probd el uso de monitorizacién celular en
tiempo real para estimar la sensibilidad de las dos lineas celulares a enzalutamida, ya que
la mayoria de los estudios utilizan ensayos basados en punto final (basados en enzimas
gue mide la cantidad de material por la cantidad de sustrato consumido o producto
formado en el transcurso de una reaccién). Como se ha comentado anteriormente, se
utilizaron concentraciones de enzalutamida que variaron entre 0 a 10 micromolar (UM) a
los cultivos celulares y se controlé su crecimiento hasta 12 dias. Se afiadio DMSO como
control negativo a la concentracion equivalente a la presente en los tratamientos con
enzalutamida. Los tratamientos se realizaron simultaneamente por duplicado y los
experimentos se repitieron tres veces independientemente. Tras la irradiacion de las dos

lineas celulares repetimos de nuevo la monitorizacion en tiempo real.
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4.6 Estadistica

Las lineas celulares LNCaP y PC3 se descongelaron y cultivaron en dos ocasiones
y cada experimento se repitié por triplicado. Los datos celulares correspondientes al
crecimiento celular medido por RTCA fueron altamente reproducibles y siguieron una
distribucion normal tal y como se comprob6 previamente mediante tests de normalidad.
Por lo tanto, los grupos de tratamiento se compararon con el test paramétrico ANOVA
unidireccional utilizando las medias de todos los experimentos replicados por triplicado,
durante las ultimas 24 horas de cultivo. Las comparaciones por pares se realizaron a
posteriori con el test estadistico de Tukey. Los datos de tincion con Anexina V se
compararon utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, ya que las varianzas
de los grupos eran significativamente diferentes. Para llevar a cabo todos los test

estadisticos utilizamos el paquete de analisis cientifico GraphPad Prism.
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5. RESULTADOS

5.1 Estimacion de la IC50 de enzalutamida en dos lineas celulares de
cancer de préstata humano metastatico mediante la monitorizacion

celular en tiempo real

En primer lugar, analizamos la sensibilidad a enzalutamida de las dos lineas celulares
de cancer de prostata humano mediante la monitorizacion en tiempo real del crecimiento
celular (xCelligence RTCA). Analizamos la linea celular LNCaP, sensible al blogueo
androgénico, como hemos explicado en apartado de Materiales y Métodos, y las células
PC-3, elegidas como células de control ya que son insensibles a los andrdgenos.

El crecimiento de las células LNCaP presentaba una cinética exponencial que se
retrasaba de manera muy significativa con el aumento de las concentraciones de
enzalutamida, especialmente a partir de 5 puM [figura 12]. Por el contrario, no se
observaron efectos significativos en el crecimiento de las células PC-3 en ninguna de las
concentraciones de enzalutamida testadas, de acuerdo con su resistencia intrinseca a la

enzalutamida [figura 13].
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Figura 12. Crecimiento celular de las células LNCaP evaluado por monitorizacion celular en
tiempo real (RTCA). (a) El gréfico de la izquierda muestra la cinética del crecimiento en tiempo
real de las células LNCaP tratadas con DMSO (control negativo de enzalutamida; en color rojo) o
tratadas con enzalutamida a la concentracion de 1,5 o 10 uM (colores verde, azul y rosa,
respectivamente), como se indica en el gréfico. A la derecha, los datos por duplicado de los
experimentos RTCA representados mediante diagrama de barras

ns: No diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)

***: Diferencias estadisticas altamente significativas (p<0.001)
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Figura 13. Crecimiento celular de las células PC3 evaluado por monitorizacion celular en tiempo
real (RTCA). (a) El grafico de la izquierda muestra la cinética del crecimiento en tiempo real de las
células PC3 tratadas con DMSO (control negativo de enzalutamida; linea roja) o tratadas con
enzalutamida a la concentracion de 1, 5 0 10 uM (lineas verdes, azul y rosa, respectivamente), como
se indica en el gréfico. A la derecha, los datos por duplicado de los experimentos RTCA
representados mediante diagrama de barras.

ns: No diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)
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A continuacion, calculamos las concentraciones IC50 con los datos de la
monitorizacién en tiempo real (RTCA) para las dos lineas celulares [figura 14]. La IC50
calculada para las células LNCaP fue de 5,6 uM + 0,8 uM. Este valor de 1C50 obtenido
fue comparable a la publicada en otros trabajos utilizando ensayos de citotoxicidad de
punto final (entre 1y 5 uM). Por el contrario, el valor IC50 calculado para las células PC-
3 tuvo que ser extrapolado hasta un valor no fisioldgico (34,9 UM =9 uM), dada su
altisima resistencia a enzalutamida al menos en el rango de concentraciones utilizadas.
Estos resultados son los esperados y confirman la resistencia intrinseca de las células PC-

3 al bloqueo androgénico.
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Figura 14. Los graficos de la izquierda muestran las gréaficas de inhibicion de células LNCaP
(gréfico superior) y de células PC-3 (grafico inferior) tras ser tratadas con enzalutamida a
concentraciones crecientes, segun lo calculado por RTCA. Los valores 1C50 calculados se resaltan
en amarillo dentro de cada gréfico. La figura de la derecha de diagrama de barras representa los
IC50 de enzalutamida calculados para las células LNCaP y PC-3, resultantes de tres experimentos
independientes, cada experimento por duplicado. Se muestran las comparaciones estadisticas
pertinentes.

**: diferencias estadisticamente muy significativas, p<0.01.

La monitorizacién de células en tiempo real se basa en las lecturas de impedancia
de los circuitos eléctricos presentes en el fondo de las placas de cultivo celular en las que
las células se adhieren y proliferan. Aungue puede utilizarse para comprobar la viabilidad
de las células, esta técnica no proporciona directamente informacién sobre la muerte
celular. Por lo tanto, confirmamos la induccion de apoptosis producida por enzalutamida

en las células de cancer de prdstata mediante un ensayo de apoptosis por citometria de
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flujo estandar basado en la tincion con Anexina V marcada con un agente fluorescente
alloficocianina en presencia de una tincion con yoduro de propidio para identificar células
gue conservan su integridad estructural. Para comprobar esto, las dos lineas celulares se
trataron con una concentracion no citotoxica de 0,1% de DMSO o de enzalutamida
durante 48 horas a sus correspondientes concentraciones de IC50 [figura 14]. A
continuacidn, se cuantificé mediante citometria de flujo el porcentaje de células Anexina
V positivas resultante y se confirmo que la enzalutamida aumentaba significativamente
la apoptosis en las células LNCaP tratadas. Como era de esperar, y de acuerdo con
evidencias experimentales previas de otros autores, las células PC3 eran refractarias a la

induccion de la apoptosis por enzalutamida [figura 15].
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Figura 15. Grafico de barras que representa el porcentaje de células Anexina V positivas /
yoduro de propidio negativas en cultivos de las lineas celulares indicadas, tratadas con DMSO
o0 con enzalutamida a las concentraciones de 1C50 calculadas en figura anterior [Figura 14].

* diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)

ns: no diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)

5.2 El pretratamiento con enzalutamida potencia la radioterapia.

Comprobamos en experimentos preliminares para establecer las dosis que al tratar
con radioterapia a dosis de 2, 5y 8 Gy los cultivos celulares de LNCaP y PC3 no

mostraban ninguna alteracion en el crecimiento y continuaban su cinética sin detenerse.
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Las lineas celulares de cancer de prostata eran muy resistentes a la radioterapia en
comparacion con otras lineas celulares de cancer distintas a cancer de prostata. Por lo
tanto, probamos si la enzalutamida podia sensibilizar a las células frente a la muerte
inducida por la radioterapia. Para averiguarlo, las células LNCaP y PC-3 fueron pre-
tratadas con DMSO o enzalutamida en sus concentraciones IC50 durante 3 dias,
confirmando durante este tiempo que las células presentaban integridad y viabilidad. A
estas concentraciones, el crecimiento celular se retrasa, pero las células siguen siendo en
su mayoria viables. Tras esto, las células fueron irradiadas con 10, 20 y 30 Gy y su
crecimiento y viabilidad fueron monitorizados por RTCA. Como se esperaba de nuestros
estudios preliminares, se necesitaron dosis de 30 Gy para inducir la muerte celular
mensurable por RTCA en las células LNCaP no tratadas con enzalutamida. En cambio,
el pretratamiento de las células LNCaP con enzalutamida sensibilizo fuertemente a las
células LNCaP frente a la radioterapia, provocando una rapida muerte celular a la dosis
minima probada de 10 Gy, reflejando un potente efecto sinérgico entre enzalutamida y
radioterapia [figura 16]. Las células PC-3, que ya habian mostrado previamente su
resistencia a enzalutamida [figura 13], demostraron, de igual manera, su resistencia a la
radioterapia, mostrando una cinética de crecimiento exponencial con las tres dosis de
irradiacion probadas. El pretratamiento en esta linea PC3 con 40 uM de enzalutamida no
tuvo ningan efecto sobre su crecimiento [figura 17].
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Figura 16. Datos de crecimiento celular por RTCA de células LNCaP tratadas con DMSO
(control negativo, gréafico de la izquierda) o tratadas con enzalutamida (gréfico de la derecha)
durante tres dias tras haber recibido radioterapia a las dosis de irradiacion de 10,20 y 30 Gy
como se indica en el grafico.

ns: no diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)

***: diferencias estadisticas altamente significativas (p<0.001)
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Figura 17. Datos de crecimiento celular por RTCA de células PC-3 tratadas con DMSO (control
negativo, gréafico de la izquierda) o tratadas con enzalutamida (gréafico de la derecha) durante
tres dias tras haber recibido radioterapia a las dosis de irradiacion de 10,20 y 30 Gy como se
indica en el gréfico.

ns: No diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)

Estos resultados demostraron que un tratamiento previo con enzalutamida
radiosensibiliza las lineas celulares de cancer de préstata, siempre y cuando las células
respondan previamente al bloqueo androgénico. Para evaluar si estos efectos sinérgicos
se debian a un aumento de la apoptosis, se utilizé la tincion de la Anexina V y su analisis
con citometria de flujo. Como se observo con la monitorizacion con RTCA, las células
LNCaP pretratadas con DMSO eran muy resistentes a la apoptosis inducida por la
radioterapia a una dosis de 10 Gy. En cambio, el pretratamiento con concentraciones
IC50 de enzalutamida sensibilizO enormemente a las células y aumento
considerablemente la apoptosis inducida por radioterapia a una dosis de 10 Gy [figura
18]. Las células PC-3 permanecieron insensibles a enzalutamida, a radioterapia o a su
combinacion, lo que sugiere que las propiedades apoptoticas de la enzalutamida eran

necesarias para la radiopotenciacion.
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Figura 18. Diagrama de barras que representa el porcentaje de células Anexina V positivas /
yoduro de propidio negativas en cultivos de las lineas celulares indicadas, tratadas con DMSO
o0 enzalutamida a las concentraciones de sus valores de 1C50 seguido de tratamientos con
radioterapia con dosis de 10 Gy

ns: no diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)

***: diferencias estadisticas altamente significativas (p<0.001)
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6. DISCUSION

La radioterapia supone uno de los pilares fundamentales del tratamiento de
cancer de proéstata localizado en primera linea. Puede realizarse en combinacion con
braquiterapia y, en muchos casos, junto con tratamiento hormonal de forma, como
minimo, concomitante y adyuvante a la radioterapia (108); ya que la terapia contra el
cancer de prostata depende en gran medida de la deprivacién de andrégenos.

La combinacion de radioterapia con terapias hormonales ha demostrado
mejores resultados de supervivencia global en pacientes con cancer de préstata localizado
(202-204). Sin embargo, la mayoria de los pacientes se vuelven resistentes a la ADT con
antiandrégeno de primera generacion y analogo de GnRH debido al blogueo incompleto
de la sefializacion del ligando-AR, a amplificaciones del AR, a mutaciones del AR, a
actividades aberrantes del corregulador del AR o a la expresion de variantes del AR (por
ejemplo ARV7) (205,206) cuya consecuencia implica recurrencia de la enfermedad y
progresion hacia un estadio mas avanzado de la enfermedad como es el cancer de préstata
resistente a la castracion.

La enzalutamida es un antiandrogeno de segunda generacion, y consiste en un
inhibidor competitivo del receptor de andrdgeno, que impide la unién del ligando al
receptor androgénico y bloquea su translocacion nuclear. La enzalutamida se ha utilizado
como tratamiento exclusivo y ha mostrado de manera contundente su eficacia en primera
y segunda linea en cancer de prostata avanzado (148, 149, 151, 193).

Parece ldgico, por tanto, el estudio de la combinacién de dos tratamientos
altamente eficaces en distintos estadios de cancer de prostata, como lo son enzalutamida
y radioterapia, y valorar si la suma de sus mecanismos de accion supone una ventaja
clinica respecto a la obtenida de manera individual.

Dos articulos publicados recientemente analizaron de forma paralela a nuestros

experimentos, el potencial de esta combinacion (207-208). Estos estudios independientes
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obtuvieron las mismas conclusiones que las expuestas en la presente tesis doctoral.
Brevemente, que los tratamientos con enzalutamida tiene un papel radiosensibilizante en
lineas celulares de cancer de préstata. EI mecanismo de esta radiosensibilidad puede
implicar procesos criticos para el crecimiento tumoral. Enzalutamida inhibe la actividad
de proteinas involucradas en la respuesta al dafio y reparacion del ADN, como la
subunidad catalitica de proteinas quinasas dependiente de ADN (DNAPKcS) vy, a través
de esta inhibicion de la reparacion del ADN, mejora la apoptosis inducida por la radiacion
y la senescencia.

El intervalo de tiempo y la cronologia entre el tratamiento de enzalutamida y
radioterapia también puede jugar un papel importante en la efectividad de la combinacidn.
En esta tesis se han tratado las lineas celulares con enzalutamida a su concentracion 1C50
y, 72 horas mas tarde, se sometieron las lineas celulares a tratamientos con radioterapia.
Ghashghaei et al (207) experimentaron con distintos intervalos de tiempo y encuentran
que la administracion de enzalutamida 2 horas antes de la administracion de la
radioterapia es el orden cronolégico de mayor potencia radiosensibilizante de los tres
esquemas estudiados; ya que no encontraron el mismo efecto radiosensibilizante ni
administrando enzalutamida 24 horas antes ni 24 horas después de la radioterapia.
Ademas, el mecanismo molecular por el que la enzalutamida estimula la apoptosis
producida por la radioterapia en las células tumorales de cancer de prostata también
parece diferir segun su momento de aplicacion. Los autores de este estudio encontraron
que al administrar enzalutamida 2 horas antes que la radioterapia se inhiben las DNAPKcs
impidiendo la reparacion de la rotura de doble cadena de ADN producido por la
radioterapia. Sin embargo, al administrar enzalutamida 24 horas antes de la radioterapia
no encontraron la inhibicion de DNAPKCcs, explicando el efecto radiosensibilizante de
enzalutamida por la alteracion en la regulacion del receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR, por sus siglas en inglés).

Triggiani et al (208) demostraron un aumento de fosforilacion de histonas
H2AX en las células LNCaP pretratadas con enzalutamida frente a la misma linea celular
pretratada con control (DMSO). Esta diferencia no se observa en la linea PC3 entre las
células pretratadas con enzalutamida o DMSO. La fosforilacion de las histonas H2AX es
un mecanismo implicado en la reparacién de la rotura de doble cadena de ADN (209),
dafio demostrado que se produce en el ADN tras la irradiacion (210). El aumento de esta
fosforilacion en las células sensibles a androgenos pretratadas con enzalutamida

demuestra el papel radiosensibilizante de enzalutamida en estas lineas celulares. En la
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presente tesis comprobamos que al pretratar con enzalutamida 72 horas antes de la
radioterapia se observo un aumento de apoptosis en las células sensibles a tratamiento
hormonal, y que este mecanismo contribuye a su radiosensibilizacion. El aumento de la
apoptosis se vio reflejado en un aumento de positividad para Anexina V, marcador de
apoptosis, en estas células, superior a la cifra de positividad encontrada en las células
control no pre-tratadas antes de la radioterapia. Otros autores han intentado repetir estos
hallazgos, pero con combinaciones bicalutamida/ radioterapia. Quero et al (211) utilizd
el mismo método de deteccion de apoptosis basado en medicion de porcentaje de células
Anexina V positivas. No encontré diferencias significativas entre las células pretratadas
0 no con bicalutamida. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio de
Bromfield et al (212) donde tampoco se encontraron diferencias en cuantificacion de
apoptosis en células pretratadas con bicalutamida antes de aplicacion de radioterapia.
Quedaria por dilucidar en investigaciones futuras, qué mecanismos moleculares
adicionales podrian contribuir a esta sinergia enzalutamida/radioterapia, y si son mas
potentes que el conseguido por la via de las DNAPKcs cuando se administra enzalutamida
2 horas antes de la radioterapia y no 72 horas antes.

Si enzalutamida radiosensibiliza mas a las células en combinacion con
radioterapia que bicalutamida, antiandrégeno utilizado actualmente en clinica, es otra de
las cuestiones que habré que analizar. En este sentido Ghashghaei y su equipo (207) pre-
trataron las lineas celulares de cancer de préstata con bicalutamida y no encontraron un
efecto tan radiosensibilizante como el encontrado con enzalutamida.

Estos resultados sugieren que un bloqueo mas eficaz y profundo de la actividad
y sefializacion del AR con enzalutamida potencia significativamente el efecto del
tratamiento de radiacion en comparacion con la ADT en ceélulas de cancer de prostata
sensibles a hormonas.

Estudios anteriores han demostrado que la ADT con bicalutamida potencia
modestamente la respuesta a la radiacion en las células de cancer de préstata que expresan
receptor androgénico y son, por tanto, sensibles a androgenos, y no tiene ningun efecto
en las células de cancer de prostata resistentes a androgenos que no expresan AR (213).
Quero et al. (211) evaluaron el uso de bicalutamida como radiosensibilizante y
encontraron que, en realidad, bicalutamida provocaba una interaccion antagénica y menos
pronunciada tras la administracion de radiacion en células LNCaP. Especificamente, los
investigadores observaron que el tratamiento con bicalutamida 48h antes de la radiacion

tenia el menor efecto radiomodulador en cancer de prostata localizado. En 2006, el grupo
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de See (Early Prostate Cancer Trialists’ Group) demostré para pacientes con cancer de
préstata localmente avanzado (T3-T4) que la utilizacion de bicalutamida de manera
adyuvante a la radioterapia aumentaba de forma significativa la supervivencia global y
supervivencia libre de progresion bioquimica en un 44% frente al empleo de radioterapia
de manera exclusiva (214).

La duracion del blogueo androgénico es otra de las cuestiones que habria que
resolver. Hasta la fecha, en base a los datos de los que disponemos en la combinacion de
bloqueo hormonal completo con antiandrégeno y analogo GnRH y radioterapia, la
secuencia y duracién del bloqueo viene determinada por las caracteristicas clinicas y
anatomopatoldgicas de cada paciente, variando la duracién de la terapia hormonal segin
grupos de riesgo (108).

Para pacientes considerados de riesgo intermedio hasta la fecha, se han
realizado al menos ocho ensayos aleatorizados [dos canadienses, uno irlandés, uno
australiano, dos estadounidenses (del Grupo de Oncologia Radioterapica, RTOG por sus
siglas en inglés, RTOG-9202, 9910) y dos realizados por la Organizacion Europea para
la Investigacion y el Tratamiento del Cancer, EORTC por sus siglas en inglés] donde se
evalUa, en términos de supervivencia, la duracion éptima de ADT y hay otros tres ensayos
aleatorizados adicionales (dos canadienses y uno de la EORTC) cuyo objetivo principal
evaluado es el de control de PSA (215). El analisis de estos estudios junto con el
metaandlisis de Roach (216) sugieren que, para los pacientes con cancer de prostata
localizado de riesgo intermedio, no hay razén para extender la ADT mas alla de 4 meses
cuando se combinan con radioterapia externa, realizando el tratamiento de manera
neoadyuvante y adyuvante a la radioterapia. El estudio fase 11l canadiense liderado por
J. Crook (217) asigno al azar a 378 pacientes a 3 u 8 meses de ADT mas radioterapia, no
encontrando ganancia en téerminos de supervivencia global al aumentar a 8 meses el
tratamiento hormonal, salvo en el subgrupo de pacientes de alto riesgo del estudio. Otros
esquemas de duracién de ADT junto a radioterapia empleados y comparados en estos
estudios fueron 4 frente a 8 meses (218) del grupo irlandés; 0 versus (vs) 3 meses 0 6
meses del grupo australiano (219); o 4 frente a 9 meses del estudio fase 11 RTOG-9910
(220).

Para pacientes considerados de alto riesgo la combinacién de radioterapia con
ADT de larga duracién (neoadyuvante, concomitante y adyuvante a la radioterapia)
parece ser, en términos de supervivencia, superior al empleo de ADT con una duracion

mas reducida (216). Esta afirmacion ha sido posteriormente confirmada por estudios fase
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I11 como el EORTC-22961 (221) que compard 6 meses de ADT vs 36 meses en 1113
pacientes con cancer de préstata localmente avanzado y demostrd la superioridad de este
ultimo. Otro estudio fase I1l, RTOG-9202 (222), también demostrd que la adicion de 24
meses de ADT adyuvante vs 4 meses de ADT podria mejorar la supervivencia en
pacientes con cancer de prostata de alto riesgo. Estos dos ensayos demuestran la
superioridad de, al menos 24 meses de ADT para estos pacientes en su objetivo primario
(supervivencia global), pero, también en supervivencia cancer especifica, supervivencia
libre de enfermedad y supervivencia libre de control bioquimico. En el andlisis de
subgrupos, los pacientes con una puntuacion de Gleason de 8 a 10 fueron el subgrupo de
pacientes que obtuvieron una mayor mejora significativa en la supervivencia global con
ADT de larga duracion junto con radioterapia.

Los ensayos clinicos en marcha con enzalutamida y radioterapia estan
evaluando la combinacion de forma neoadyuvante y concomitante (6 meses) para
pacientes con cancer de préstata de riesgo intermedio (200) y aumentando el tiempo de
blogueo hormonal hasta 24 meses de en pacientes clasificados en riesgo alto (201). Habra
que esperar resultados definitivos para valorar eficacia y comparar, en un futuro, si debido
a la radiosensibilidad en lineas celulares sensibles a andrégenos demostrada en nuestro
estudio de tesis (223) y los otros dos estudios similares (207-208), la terapia de
deprivacién androgenica con enzalutamida puede acortarse en este subgrupo de pacientes
que reciben ademas radioterapia.

En este estudio, hemos aplicado la monitorizacion celular en tiempo real basada
en la impedancia para evaluar el potencial de la combinacién de enzalutamida y
radioterapia en dos lineas celulares de cancer de préstata humano (células LNCaP,
sensibles a Enzalutamida y células PC-3, resistentes a Enzalutamida). Estas dos lineas
celulares se usan ampliamente en la evaluacion preclinica de los tratamientos para el
cancer de prostata (224, 225).

A pesar de que la mayoria de los estudios sobre agentes apopt6ticos utilizan
ensayos de citotoxicidad de punto final [como 3-(4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-
difeniltetrazolio bromuro (MTT) o métodos de recuento nuclear, entre otros] o ensayos
clonogeénicos (226,227), se han desarrollado tecnologias basadas en impedancia para
monitorizar el crecimiento y viabilidad celular en tiempo real, como la tecnologia
xCelligence RTCA (228), utilizada en la presente tesis doctoral. La tecnologia
xCelligence mide los cambios de impedancia en una malla de microelectrodos de oro

interdigitados ubicados en el fondo (placa electronica) o en la parte inferior de una
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membrana con microporos (placa CIM16). Estos cambios de impedancia son causados
por el aumento a la resistencia del paso de la corriente eléctrica durante la modificacion
gradual de la ocupacion de la superficie de los electrodos por las células durante el
transcurso del tiempo, ya sea causado por proliferacion, migracion o invasion. Por lo
tanto, su medicion proporciona un indice relativo de viabilidad, migracién e invasion
celular. Este método de cuantificacion es directamente proporcional a la morfologia,
propagacién, adherencia y recuento celular (229,230). Nuestro estudio de tesis, hasta la
fecha, es el Unico que ha utilizado esta tecnologia en el analisis de la combinacion de
enzalutamida y radioterapia en lineas celulares de cancer de prostata. La decision de
utilizar este método de medida de viabilidad celular y no los ensayos de punto final
considerados técnica de referencia, fue debida a que XCelligence RTCA permite un
seguimiento a tiempo real con alta sensibilidad. Estas caracteristicas convierten a la
técnica en una herramienta muy Util para el seguimiento de los efectos de agentes
farmacoldgicos en cultivos celulares (231); siendo, ademas, y en contraste con los
ensayos de punto final clasicos, un método de deteccion menos laborioso.

Los resultados de viabilidad celular tras los tratamientos con enzalutamida y
radioterapia concuerdan con los obtenidos en los dos estudios similares que se publicaron
simultaneamente a la realizacion de esta tesis doctoral (207,208). Estos dos estudios
utilizaron ensayos de punto final como método de medida de letalidad celular, en
contraste con nuestro método de evaluacion a tiempo real. Cabe destacar que los
resultados de los tres estudios incluyendo el nuestro son equiparables. Por lo tanto,
concluimos que los métodos basados en monitorizacion de células a tiempo real de tipo
XCelligence RTCA son fiables, especificamente para estudiar la radiosensibilidad de
enzalutamida en lineas celulares.

Nuestros datos de RTCA confirmaron las 1C50 de Enzalutamida para células
LNCaP estimadas por otros autores utilizando ensayos basados en punto final (232-233)
asi como la resistencia intrinseca a enzalutamida de PC-3, ya que su valor no se obtuvo
en el experimento y tuvo que ser extrapolado a un valor no fisioldgico. Encontramos que
las celulas LNCaP y PC-3 exhibian una fuerte resistencia a la radioterapia segun los datos
de RTCA, en contraposicion a otras lineas celulares donde el empleo de radioterapia a
dosis menores consigue frenar su crecimiento e incluso hacerlas inviables destruyéndolas
(234-236). Nuestros primeros experimentos con dosis bajas sobre estas lineas celulares
no modificaron ni el crecimiento ni su viabilidad por lo que tuvimos que empelar sesiones

unicas de radioterapia de 10, 20 y 30 Gy, mucho mayores a las aplicadas normalmente
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sobre lineas celulares. De hecho, las células PC-3 permanecieron viables incluso con la
dosis de irradiacion mas alta probada en este estudio (30 Gy). Por su parte, las células
LNCaP solo murieron con esta dosis muy alta.

Curiosamente, un breve tratamiento previo con enzalutamida de las células
LNCaP a la concentracion IC50 de enzalutamida las sensibilizd fuertemente a la
radioterapia, lo que indujo la muerte celular por apoptosis a la dosis mas baja probada en
este estudio (10 Gy). No ocurrio asi en la linea celular PC3; ya que estas células
permanecieron insensibles a la irradiacion en presencia de enzalutamida.

La aplicacion de esquemas de radioterapia hipofraccionados (empleando dosis
por sesién mayores al fraccionamiento habitual de 1,8-2 Gy por fraccién) es ya practica
clinica habitual en muchos de los hospitales de todo el mundo (237-240). Estudios
recientes han evaluado la eficacia de hipofraccionamientos extremos o técnicas de
esteroataxia (SBRT) en cancer de prostata primario (241-243) y se estan investigando en
el contexto de enfermedad oligmetastatica (244-246). Las dosis utilizadas en la presente
tesis doctoral, y en fraccionamiento Unico se asemejan mas a estos fraccionamientos
emergentes empleados en cancer de prostata. Debido a las caracteristicas radiobioldgicas
del 6rgano y su bajo cociente alfa/beta (247-249), la aplicacién de estos esquemas
hipofraccionados permite acortar tiempos de tratamiento aplicando dosis mayores de
radioterapia por sesion sin que ello suponga un menor control en términos de
supervivencia o control tumoral y sin un aumento de toxicidad significativo. De hecho,
la braquiterapia es un claro ejemplo de hipofraccionamiento extremo y, debido a sus
excelentes resultados (250-253), su empleo en cancer de prostata es practica clinica
habitual ya sea en monoterapia 0 en combinacion con radioterapia externa, segun estadio
clinico (108,112).

Por tanto, si la utilizacion de fraccionamientos mas moderados o el uso en sesion
Unica de altas dosis de radioterapia en lineas celulares de cancer de préstata, en
conjuncidn con enzalutamida, produce mayor o menor efecto letal en estas células es algo
que deberia explorarse de cara a poder investigar, a posteriori, estas combinaciones en

practica clinica habitual.
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. CONCLUSIONES

Enzalutamida es un potente radiosensibilizador en las células de cancer de prostata
hormonodependientes. La combinacién de ambos tratamientos tiene un efecto
sinérgico ya que se ha demostrado cémo esta combinacidn disminuye el crecimiento
celular y proliferacion en estas lineas celulares hormonodependientes tratadas con
enzalutamida antes de radioterapia frente a aquellas que no fueron pretratadas con
enzalutamida.

Las propiedades pro-apoptoticas de enzalutamida son necesarias para sus efectos de
radiopotenciacion en las células sensibles al bloqueo androgénico. La combinacion
de enzalutamida y radioterapia favorece la muerte por apoptosis en las células de
cancer de prostata hormonodependientes.

Los resultados utilizando la monitorizacion de la viabilidad celular a tiempo real son
equiparables a los obtenidos en estudios con técnicas de referencia publicados por
otros autores. La técnica RTCA supone un método simple y directo para evaluar la
muerte celular por radioterapia en combinacion con otras armas farmacoldgicas.

La combinacion de radioterapia con enzalutamida representa una buena base tedrica
para el tratamiento del cancer de prostata localizado. Los resultados de investigacion
basica obtenidos en la presente tesis doctoral apoyan los ensayos clinicos en curso
investigando esta nueva opcion de tratamiento para pacientes con cancer de prostata
en estadios localizados en lugar del uso limitado actual de enzalutamida en la

enfermedad avanzada.
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