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EXPRESION DE METALOPROTEASA DE MATRIZ 9 EN EL CANCER DE PROSTATA.

EXPERIENCIA PRELIMINAR

vén Gonzdlez Rodriguez, Manuel Rivas del Fresno, Rodrigo Gil Ugarteburu, Patricia Gonzélez
Arriaga, Felicitas Lopez Cima, Ana Ferndndez Samoano, Valentin Muruamendiaraz Ferndndez,
Isabel Fernandez Garcia, Jose Ramén Pérez-Carral y Adonina Tardén.

Servicio de Urologia. Hospital de Cabueries. Gijén. Asturias. Espania.

Resumen.- OBJETIVO: Estudiar la validez de la meta-
loproteasa @ (IMMP-Q) como marcador complementario
al PSA en el diagnéstico y el pronéstico del carcinoma
de préstata.

METODO: Estudio prospectivo estructurado como co-
horte de base hospitalaria. Fueron incluidos 100 pa-
cienfes consecutivos a los que se iba a practicar una
biopsia prostdtica. la determinacién sérica de MMP-Q
se realizé mediante inmunoensayo, y el andlisis estadis-
tico con el programa informdtico stata,/SE 8.2.

RESULTADOS: 32 pacientes fueron diagnosticados de
carcinoma prostdtico y el 52% de ellos con grado Glea-
son mayor o igual a 7. los valores de MMP-Q sérica os-
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cilaron entre 225,7 y 1932, 3 nanogramos por mililitro,
sin encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes con histologia benigna, maligna e
incierta (p=0,429). las diferencias se acercaron a la
significacién estadistica en el subgrupo de pacientes
con PSA 4-10 ng/ml (p=0,058] y en el subgrupo PSA
libre/total menor de 15% se observaron diferencias sig-
nificativas (p=0,037). No se encontré relacién entre el
grado Gleason v el nivel de MMP-Q (p=0,739). los ni-
veles de PSA y MMP-Q demostraron ser independientes
(Coeficiente de correlacién de Pearson -0, 1).

CONCILUSIONES: No fue posible demostrar la efi-
cacia de la MMP-Q para predecir el resultado de la
biopsia. En el grupo de pacientes con elevaciones dis-
cretas del PSA (entre 4y 10 ng/ml] todas las variables
descriptivas fueron superiores en el grupo con histolo-
gia maligna, sin alcanzar la significacién estadistica.
Si se alcanzé la significacién cuando el cociente de
PSA libre entre PSA total fue menor del 15%, pero este
hallazgo no tiene relevancia en la prdactica clinica, pues
estos pacientes ya fienen indicacion clara de biopsia.
Tampoco se demuestra relacién con el prondstico al no
existir diferencias de expresion de MMP-Q entre diferen-
tes grados Gleason.

Palabras clave: Cancer de Préstata. PSA.
Diagnéstico. Marcadores. Metaloproteasa-9.

Summary.- OBJECTIVES: To study the validity of Matrix
Mefalloproteinase 9 as a complementary marker fo PSA
for the diagnosis and prognosis of Prostate Cancer.

METHODS: Prospective study structured as a hospital-
based cohort of 100 consecutive patients undergoing
prostate biopsy. Serum determination of MMP-9 was
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carried out by means of inmunoassay . Statistical analysis
was performed using the Stata,/SE 8.2 software.

RESULTS: 32 patients were diagnosed with prostate
cancer and 52% had a Gleason score equal fo or
greater than /. The valves of serum MMP-Q varied
between 225.7 and 1932.3 ng/ml, without significant
differences among patients with benign, malignant
and uncertain histology (p=0.429). The differences
approached  statistical significance in the subgroup
of patients with PSA at 4-10 ng/ml (p=0.058), and
significant differences were observed in the subgroup
with free PSA to fotal PSA coefficient of less than 15%
(p=0.037). No relationship between the Gleason score
and the level of MMPQ was shown (p=0.739). The
levels of PSA and MMP-Q were shown fo be independent
[Pearson coefficient of correlation -O. 1).

CONCILUSIONS: It was not possible to show the efficacy
of MMP-9 in predicting the result of the biopsy. In the
group of patients with slightly increased levels of PSA
(between 4 and 10 ng/ml) all the descriptive variables
were higher in the group with malignant histology,
though they did not reach statistical significance, they
did reach significance when the coefficient of free PSA
over fotal PSA was less than 15%, but this finding is
not relevant clinically, as these patients already have a
clear indication for biopsy. Neither was the relationship
with the prognosis shown as there are no differences of
MMP-9 expression at varying Gleason scores.

Keywords: Prostate cancer, PSA, Diagnostic,
Markers, Metalloproteinase-9.

INTRODUCCION

Actualmente el diagnéstico de sospecha del
cancer de préstata se basa en la determinacién sé-
rica del Antigeno Prostatico Especifico (PSA), que en
realidad resulta un marcador de valor limitado para
esta funcién, con tan sélo un 30% de valor predic-
tivo positivo (1, 2). Esto obliga a la realizacién de
un gran nimero de biopsias prostéticas innecesarias.
Por ofra parte la heterogénea historia natural de la
enfermedad plantea la duda del sobretratamiento
tanto en pacientes no curables como en aquellos con
tumores clinicamente no significativos.

En la carrera cientifica abierta para desarro-
llar nuevos marcadores diagnésticos y pronésticos del
cancer de préstata, las metaloproteasas llevan sien-
do estudiadas desde hace varios afos, con resulta-
dos diversos. Las metaloproteasas de matriz son una
familia de proteasas de gran complejidad funcional

(3). Intervienen en procesos de remodelacién tisular
como la embriogénesis, el desarrollo y la reparacién
de tejidos dafiados (4), y su desregulacién es causa
de miltiples patologias como la artritis reumatoide,
enfermedades autoinmunes y cardiopatias (5). Pare-
cen jugar también un importante papel en la muerte
celular programada y la formacién de neovasos (6),
fundamentales en el proceso tumoral, y gran nimero
de estudios clinicos relacionan su actividad y expre-
sién tisular o sérica con neoplasias de mama (7, 8),
pulmén (9), colon (10), vejiga (11) o rifdn (12).

La metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9)
degrada el colageno desnaturalizado de las mem-
branas basales y el intersticio celular, ejerciendo un
papel clave en los procesos de crecimiento y dise-
minacién tumoral. Este aspecto es especialmente
interesante en el céncer de préstata, pues podria
segregar los tumores indolentes de los agresivos cli-
nicamente.

En estudios previos ha sido demostrada una
mayor actividad tisular de la MMP-9 en tejido pros-
tatico maligno frente a tejido hiperpléasico (13). Ha
sido demostrado también un aumento de expresién
sérico del mRNA de la MMP-9 en pacientes con car-
cinoma prostdtico frente a pacientes sin tumor (14).
Por ofra parte, se ha observado un incremento sérico
de MMP-9 en pacientes con céncer de prostata me-
tastdtico frente a pacientes con carcinoma localizado

(15).

La hipétesis de este estudio es que existen
diferencias en los niveles sanguineos de MMP-9 en-
tre los pacientes con cancer prostético y los pacien-
tes con histologia benigna. También deberian existir
diferencias entre pacientes con tumores prostaticos
agresivos y silentes; y por tanto la determinacién
de los niveles sanguineos de MMP-9 podria com-
plementar al PSA como instrumento diagnéstico y
prondstico.

MATERIAL Y METODOS

El estudio fue disefiado como una cohorte de
base hospitalaria en la que fueron incluidos 100 po-
cientes consecutivos sospechosos de padecer un car-
cinoma prostético, y a los que iba a realizarse una
biopsia prostatica, entre octubre del 2005 y febrero
de 2006, al cumplir al menos uno de los siguientes
criterios de inclusion:

® PSA sérico superior a 4ng/ml

® Tacto rectal sospechoso de tumor prostatico

* Imagen sospechosa de tumor en ecografia
transrectal
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TABLA |. VALORES SERICOS DE METALOPROTEASA 9 MEDIDOS EN NANOGRAMOS POR MILILITRO, SEGUN
LA PRESENCIA O AUSENCIA DE CARCINOMA PROSTATICO.

Tumor |\ | Media |DesvTip. | Min. | P25% | P50% | P75% | Max. | Kruskall -Wallis
maligno p-valor
No 58 [800.47[387.22 | 225.7 | 516.2 | 680.85 | 1055.4 | 1932.3

0.846
Si 32 |837.07] 42529 | 319.9 | 473.55 | 736.25 | 1240.1 | 1888 0.429
Otro 5 |998.44|402.35 | 632.3 | 78905 | 877.1 | 1020.6 | 1672.7

Para evitar sesgos, fueron excluidos los pa-
cientes que cumplian al menos uno de los siguientes
criterios:

® Denegacién del consentimiento.

* Diagnéstico previo de neoplasia.

® Padecer enfermedades inflamatorias que
alteren los niveles de metaloproteasas.

* Tratamiento en los 6 meses previos con
farmacos que alteren el PSA.

La biopsia transrectal fue realizada por vo-
rios urdlogos con experiencia en el procedimiento,
tomando al menos 6 cilindros con una aguja “tru-cut”
18 Gauge, guiada por una sonda ecogrdfica de 7
MHz y un ecégrafo Siemens SONOLINE S| 250.

La extraccion de sangre se realizé justo antes
de la biopsia en tubos de plastico de 8 ml Z Serum
Sep Clot Activator Vacuette. Tras un periodo en ne-
vera de entre 1y 6 horas, las muestras fueron cen-
trifugadas a 3000 r.p.m. durante 15 minutos, para
congelarse inmediatamente a -80° C. La determina-
cién del nivel sérico de MMP-9 fue realizada por per-
sonal especializado en el laboratorio de la unidad
de Epidemiologia Molecular del Instituto Asturiano de
Oncologia de la Universidad de Oviedo, mediante
la técnica de ELISA (séndwich enzime inmunoassays)
utilizando un set comercial Quantikine (DMP 900,
R&D Systems, Minneapolis USA) para realizar un
inmunoensayo tfipo sandwich. La determinacién del
PSA se realizé en el laboratorio de andlisis clinicos
del Hospital de Cabuefes segin la técnica estdndar
de quimioluminiscencia (Advia Centaur PSA Ready
Pack, Bayer).

El andlisis estadistico se realizé con el sopor-
te del programa informético Stata/SE 8.2. Se utiliza-
ron estadisticos descriptivos para las variables conti-
nuas. La comparacién entre variables categéricas se
realiz6 mediante tablas de contingencia con el fest
%2 de Pearson, asi como el coeficiente de correlacién
de Pearson para el estudio de correlacion. Se con-

sider6 la existencia de diferencias estadisticamente
significativas cuando el p-valor fue menor de 0,05.

RESULTADOS

Entre los 100 pacientes biopsiados, con eda-
des comprendidas entre 46 y 81 afios, se diagnos-
ticaron 34 cénceres de prostata y 6 lesiones dudo-
sas (PIN o ASAP). El grado Gleason de los tumores
fue determinado en 31 pacientes, con 6,5% grados
Gleason 4-5, 42% grado Gleason 6, 29% grado
Gleason 7'y 22,5% grados Gleason 8-9. Se excluyd
a 3 pacientes del andlisis, 2 por presencia de PSA
muy alejados de la media y mediana de la serie (165
y 299 ng/ml) y el otro por fractura de los tubos de
sangre durante el procesamiento.

Los pacientes con resultado benigno en la
biopsia presentaron un PSA medio de 9,26 ng/ml
(2,5-28,3), y los que fueron diagnosticados de carci-
noma prostatico 19,11 ng/ml (4,7-82,8). Las diferen-
cias de PSA fueron estadisticamente significativas en
pacientes con y sin carcinoma prostético (p=0,030).
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FIGURA 1. Expresién sérica de mefaloproteasa @, se-
gun la presencia o ausencia de carcinoma prostatico.
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TABLA II. VALORES SERICOS DE METALOPROTEASA 9 (en ng,/ml] DEL SUBGRUPO DE PACIENTES
CON PSA 4-10 ng/ml.

Tmor |\ | Media [DesvTip. | Min. | P25% | P50% | P75% | Max. | Kruskoll “Wallis
maligno p-valor
No 41 |771.841360.38 | 225.7 | 516.2 674.5 | 1011.1 | 17994
0.058
Si 15 1987.75]1 428.56 | 366.3 704 953.1 1350.9 1888
Otro 5 (998.44| 402.35 | 632.3 | 789.5 877.1 1020.6 | 1672.7
Para el grupo de pacientes con PSA 4-10 DISCUSION

ng/ml, el cociente PSA libre/total fue significativa-
mente menor (p=0,028) en los pacientes con cancer
de préstata (media 8,66%), que en los pacientes sin
cancer de préstata media (11,8%). Pero al utilizar el
punto de corte del 15%, los resultados no son signifi-
cativos (p=0,838).

En cuanto a la MMP-9, se obtuvieron datos
de 95 pacientes. Para aquellos con tumor maligno,
la media fue de 837,7 ng/ml (425,29-1888), para
los pacientes con histologia benigna la media fue de
800,47ng/ml (225,7-1932,3). Para los pacientes
con lesiones dudosas o premalignas la media fue de
998,44 ng/ml (402,35-1672,7). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la ex-
presién de metaloproteasas, p=0,429.

Agrupando a los pacientes diagnosticados
de cancer prostético segin el grado Gleason de la
biopsia, no fueron encontradas diferencias significa-
tivas en la expresiéon de MMP-9 entre los grupos de
Gleason bajo, medio y alto (p=0,739).

En el subgrupo de pacientes con PSA 4-10
ng/ml los pacientes con cancer de préstata no demos-
traron estadisticamente mayor expresién de MMP-9
que los pacientes sin tumor maligno (p=0,058), si
bien los valores estadisticos descriptivos fueron siste-
méticamente menores en el grupo sin tumor maligno.
En aquellos con PSA 4-10 ng/ml y cociente PSA li-
bre/total menor del 15%, los pacientes diagnostica-
dos de céncer prostético presentaron valores signifi-
cativamente mayores de MMP-9 sérica (p=0,037).

Se realizé un estudio de correlacién entre la
expresiéon de PSA y la de MMP-9 en los pacientes
diagnosticados de céncer de préstata, con el resulta-
do de un Coeficiente de correlacién de Pearson de
-0,1000, por lo que fue asumido que los niveles de
MMP-9 no guardan relacién lineal con los de PSA
séricos.

La generalizacién en el uso del PSA como
marcador diagnéstico del cancer de préstata ha su-
puesto un incremento progresivo de la incidencia del
tumor en pacientes més jévenes y en estadios mas
precoces. Pero esto se ha conseguido a costa de
incrementar las biopsias prostaticas de manera ex-
ponencial, siendo éste un procedimiento no exento
de riesgos y morbi-mortalidad (16). Segin nuestros
resultados, para el diagnéstico de un céncer prostéti-
co son necesarias en nuestro estudio alrededor de 3
biopsias, dato acorde con la literatura existente des-
de el uso del PSA como marcador del diagnéstico de
sospecha (17).

Entre los tumores detectados hay una clara
prevalencia de los tumores de alto potencial maligno,
expresados como grados Gleason medios y sobre
todo altos. Tan solo un paciente fue diagnosticado

1,500 2,000

Exp MMP9 ng/ml
1,000

500

0

No Si Otros

FIGURA 2. Expresién sérica de metaloproteasa @ en el
subgrupo de pacientes con PSA 4-10 ng,/ml.
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TABLA lll. VALORES SERICOS DE METALOPROTEASA 9 EN EL SUBGRUPO DE PACIENTES CON COCIENTE DE
PSA LIBRE ENTRE PSA TOTAL MENOR DE 15%.

Tumor |\ | Media |DesvTip. | Min. | P25% | P50% | P75% | Max. | Kruskall -Wallis
maligno p-valor
No 31 725.96| 36876 | 280.9 | 461 | 6247 | 843 |[1799.4

0.037
Si 16 |948.61| 414.18 | 319.9 | 718.8 | 8845 | 12574 | 1888
Otro 2 [1152.5 632.3 1672.7

con un grado Gleason bajo. Todo ello concuerda con
ofros estudios, y nos permite extraer dos conclusio-
nes. En primer lugar, la muestra parece representati-
va de la poblacién estudiada, pero, por ofra parte,
debido a su escaso tamaiio, dificulta la obtencién de
resultados estadisticos. Los pacientes diagnosticados
de neoplasia prostatica intraepitelial (PIN) y prolifera-
cién acinar atipica (ASAP) fueron incluidos juntos en
un grupo aparte, pues aunque anatomopatolégica-
mente no guardan relacién, avalan la presencia sin-
crénica de un carcinoma prostético y en la préctica
clinica suelen ser manejados de igual modo (18).

En cuanto al valor del PSA como marcador,
en nuestro estudio no fueron encontrados tumores
en pacientes con PSA menor de 4. Por otra parte
también fue demostrado que al aumentar el PSA el
riesgo de padecer un cancer prostatico fue mayor. En
el subgrupo de pacientes con PSA de dudoso rango
patolégico (4-10), suelen utilizarse otros datos que
aumenten el valor predictivo positivo del PSA y eviten
biopsias innecesarias. Una de las medidas mas utili-
zadas para decidir la biopsia es el cociente del PSA
libre entre el PSA total. En el presente estudio se de-
muestra su valor estadistico como variable continug,
pero sin significacién estadistica al utilizar el punto
de corte del 15%. Este resultado es dudosamente ex-
trapolable a la poblacién general por el escaso tama-
fio muestral y el sesgo de seleccién de los pacientes.

En este estudio no fue demostrada relacién
estadistica entre el nivel de MMP-9 y el resultado
histolégico de la biopsia (benigno, incierto, malig-
no) posiblemente debido también al escaso tamafio
muestral, pues los valores estadisticos descriptivos de
la expresién de MMP-9 como el minimo, la mediana
y la moda son superiores en el grupo con cancer de
prostata.

En el estudio de los subgrupos segin niveles
de PSA se observa un acercamiento a la significa-
cién estadistica en el rango clinicamente mas proble-

mdtico, aquel con PSA poco elevado (con variables
descriptivas sistemdaticamente superiores en los pa-
cientes con tumor), e incluso llega a la significacién
estadistica en el subgrupo de pacientes con cociente
de PSA libre/total menor del 15%, aunque este resul-
tado aislado no tiene importancia clinica, pues estos
pacientes iban a ser biopsiados en todo caso.

En el estudio de subgrupos segin el Glea-
son de la biopsia, no se encontraron diferencias sig-
nificativas en los niveles de metaloproteasas. Cabe
destacar sin embargo la heterogeneicidad de los
hallazgos ligada a grados Gleason altos, y el peque-
fio tamafo muestral (tan solo un Gleason bajo), que
dificultan la presencia de resultados. No fue posible
por tanto demostrar asociacién entre la agresividad
tumoral (evaluada segin el patrén histopatolégico)
con el nivel de MMP-9. Debido a la estrecha relacién
entre el pronéstico de la enfermedad y el grado Glea-

1,500 2,000

Exp MMP9 ng/ml
1,000

500

No Si Otros

FIGURA 3. Expresién sérica de mefaloproteasa @ en
el subgrupo de pacientes con cociente PSA libre entre

PSA total menor del 15%.
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son, no parece existir relacién entre los niveles de
MMP-9 y el pronéstico, pero esta es una afirmacion
que debe realizarse con la revisién de los datos a
largo plazo.

Finalmente, la relacién entre la expresién de
MMP-9 y PSA séricos quedé descartada al obtener
un coeficiente de correlacién de Pearson de -0,1000,
lo cual aporta un especial interés a este potencial
marcador del carcinoma prostatico, al ser un marca-
dor cuyos valores son independientes de los niveles

PSA.

CONCLUSIONES

En el presente estudio no ha sido posible
demostrar la relacién entre la expresiéon de la meta-
loproteasa de matriz 9 y el resultado de la biopsia
prostdtica. El andlisis por subgrupos muestra una clo-
ra tendencia a la significacién estadistica (sin alcan-
zarse con este tamafio muestral) en el subgrupo de
pacientes con PSA 4-10 ng/ml, y llega a la signifi-
cacién estadistica en el subgrupo de PSA libre/total
menor del 15%, aunque este hallazgo tiene una re-
percusion clinica escasa. Tampoco fue demostrada la
asociacion entre la expresién de MMP-9 y el grado
Gleason. La independencia demostrada entre la ex-
presion de MMP-9 y el PSA podria ser 0til en tumores
bioquimicamente silentes. Este estudio preliminar pre-
senta una clara limitacién por su tamafo muestral,
que va a ser ampliado en un futuro inmediato.
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