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ACERCA DE ESTE LIBRO

Este libro esta dirigido a estudiantes de posgrado e investigadores en
el campo de las ciencias basicas biomédicas, con un interés en las
areas del desarrollo de biomarcadores, biologia de los proteoglicanos,
y patologias comunes de la prostata. Para una mejor comprension
de los temas desarrollados, el libro se ha dividido en dos grandes
secciones. La primera seccion brinda informacion detallada y profunda
del estado actual del conocimiento de los proteoglicanos y su expresién
en la prostata, revisa la implicacion de estos componentes de la matriz
extracelular en el cancer de prostata, a la vez que revisa la fisiologia de
la glandula prostatica y las caracteristicas de las principales lesiones
patolégicas asociadas al cancer de préstata.

En la segunda seccion del libro se describen resultados originales de
investigacion obtenidos dentro de las lineas de investigacion Factores
genéticos y ambientales de riesgo en céancer y biomarcadores,
desarrolladas por el grupo de investigacion Genética y Biologia
Molecular, dirigido por Niradiz Reyes, PhD, que se relacionan
estrechamente con las tematicas descritas en la primera seccion. Los
resultados de investigacion descritos en el libro han sido obtenidos
durante la ejecucion de proyectos de investigacion financiados por el
Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacién /
Colciencias y la Universidad de Cartagena. A través de su publicacién
con este libro, se estd dando cumplimento al requerimiento de
publicacion de libro de investigacion.






PREFACIO

Lainvestigacion en el campo de los proteoglicanos esta expandiéndose
continuamente a medida que se descubren nuevas funciones para los
diferentes miembros de este grupo de moléculas bioactivas. De gran
interés es el descubrimiento de la ubicacion intracelular de algunos
proteoglicanos, lo cual ha sido objeto de investigacion reciente. Es asi
que nuestro grupo de investigacion ha dedicado parte de su quehacer
cientifico al estudio de las implicaciones de estos compuestos en el
desarrollo de patologias prostaticas comunes, como el cancer de
préstata y la hiperplasia prostatica benigna. En el presente libro se
describen los experimentos y resultados desarrollados por el grupo de
investigacion, los cuales lo han conducido a identificar la implicacion
en cancer de préstata de miembros de este grupo biolégico de
componentes de la matriz extracelular conocidos como Proteoglicanos,
especialmente los de la familia de Pequenos Proteoglicanos Ricos en
Leucina. A su vez, tomamos ventaja de esta oportunidad para revisar
la literatura cientifica alrededor del cancer de prostata, la prostata
misma, los proteoglicanos y su implicacion en el desarrollo y progresiéon
del cancer, con especial énfasis en el cancer de préstata. Algunos de
estos resultados aun no han sido publicados en revistas cientificas,
por lo tanto son resultados inéditos de investigacion.

La primera seccion del libro estd dividida en cuatro capitulos. En
el primer capitulo del libro se describen los aspectos generales de
los proteoglicanos en cada clase; en el segundo capitulo se revisan
los Proteoglicanos Pequefios Ricos en Leucina (SLRP), y se hace
énfasis en fiboromodulina, un pequeno proteoglicano rico en leucina, y
que en nuestros estudios hemos identificado su asociacién al cancer
de prostata. En el tercer capitulo revisamos la literatura cientifica



relacionada con la glandula prostatica y las enfermedades mas
comunes de la misma. El capitulo 4 estda dedicado a las lesiones
precursoras del cancer de prostata.

Los capitulos de la segunda seccion se dedican a presentar resultados
originales que han sido obtenidos durante la realizacién de proyectos
de investigacion financiados al Grupo de Investigacién Genética y
Biologia Molecular, adscrito a la Facultad de Medicina de la Universidad
de Cartagena. De esta manera, el capitulo cinco describe la sobre-
expresion de los proteoglicanos fibromodulina y endocan en lineas
celulares de cancer de préstata de origen animal (rata), las cuales
poseen diferentes fenotipos metastasicos (Reyes, Tiwari et al. 2007).

Enelcapitulosextosedescribenlosresultadosdeestudiossubsecuentes
que nos han permitido detectar la expresion transcripcional del
proteoglicano endocan en lineas celulares humanas de cancer de
prostata. El silenciamiento de su expresion causa una disminucion
marcada en las propiedades de migracion de una linea altamente
metastasica de cancer de prostata, mientras que ensayos ELISA nos
han llevado a identificar la presencia de este proteoglicano circulando
a niveles elevados en la sangre de pacientes diagnosticados con
cancer de prostata (N.Reyes et al. 2015. Manuscrito en preparacion).

El séptimo capitulo del libro describe los experimentos con los que
demostramos la expresién a nivel de transcrito y de proteina del
proteoglicano fibromodulina en lineas celulares y tejido prostatico
humano. Lo que se conoce sobre su expresion en la prostata, en
estos momentos, es muy limitado. Por lo tanto, a través de nuestros
estudios pretendemos aumentar el conocimiento sobre la expresion
de este pequeno proteoglicano en la préstata y sus implicaciones
en las enfermedades de la misma, principalmente la hiperplasia
prostatica benigna y el adenocarcinoma prostatico. Estas son las dos
enfermedades mas comunes de la glandula prostatica, las cuales
representan una carga significativa para el paciente y para los sistemas
de cuidado en salud de muchos paises del mundo. Se caracterizan por
ser enfermedades crénicas con una larga evolucion, caracterizadas
por lesiones precursoras y de lenta progresion.



Aun hay mucho por aprender acerca de la patogénesis de estas dos
enfermedades responsables de una fraccién importante de morbilidad
y mortalidad en la poblacion masculina, asi como de la biologia de los
proteoglicanos y su participacion en procesos patoldgicos complejos,
tales como fibrosis, inflamacién, y cancer. Los retos futuros incluyen la
elucidacion de los eventos de sefalizacion y vias particulares a través
de las cuales algunos proteoglicanos ejercen acciones biolégicas
especificas.
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Capitulo 1
PROTEOGLICANOS

Niradiz Reyes, PhD
Resumen

Una gran variedad de proteoglicanos se encuentran haciendo parte de
la matriz extracelular y su distribucion depende de la naturaleza de esta
matriz. Este grupo de compuestos representan una clase muy diversa
de moléculas, las cuales se diferencian por su tamafo y composicion
de sus cadenas laterales de glicosaminoglicanos. Los proteoglicanos
pequenos ricos en leucina (SLRPs) contienen en su dominio central
una serie de repeticiones ricas en leucina flanqueadas por cisteinas.
Los diferentes proteoglicanos pueden portar cadenas laterales de
condroitin-sulfato (CS), dermatan-sulfato (DS), o queratan-sulfato
(KS). La funcién general de los proteoglicanos es ayudar a estabilizar
y organizar las fibras de colageno en tejidos conectivos, por ejemplo
en tendones. En la cérnea, los proteoglicanos de KS son importantes
para el mantenimiento de la transparencia. Otros como la decorina,
son capaces de secuestrar factores de crecimiento como el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B), sirviendo como depésitos
que mantienen al factor de crecimiento secuestrado en la matriz que
circunda a la mayoria de las células.

Aspectos generales
Los proteoglicanos (PG) son macromoléculas que consisten de un
nucleo proteico unido covalentemente a una o mas cadenas laterales

de glicosaminoglicanos (GAG) (Kjellen and Lindahl 1991) (Figura 1).
En el genoma de los mamiferos se han identificado cuatro clases
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principales de proteoglicanos, los cuales se encuentran codificados
por cuarenta y tres genes diferentes, los que dan origen a un numero
mayor de proteoglicanos gracias a los procesos de corte y empalme
alternativo, haciendo de los proteoglicanos un grupo de moléculas
muy rico y biolégicamente activo. Se ha propuesto clasificar los
proteoglicanos de los mamiferos en cuatro clases principales tomando
como base su localizacion celular y sub-celular, su homologia a nivel
gendémico y proteico, y la presencia de modulos proteicos particulares,
los cuales son compartidos con frecuencia por una clase determinada
(lozzo and Schaefer 2015).
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Figura 1. Estructura de los proteoglicanos

Los proteoglicanos son macromoléculas que consisten de una
proteina central (nucleo proteico) unido covalentemente a una o mas
cadenas laterales de glicosaminoglicanos (GAG). Los GAG se unen
a la proteina central en forma perpendicular formando una estructura
en forma de cepillo. Los proteoglicanos forman grandes complejos
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con otros proteoglicanos, proteinas fibrosas como el colageno, y otros
componentes de la matriz extracelular como el hialuronan.

De acuerdo a esto, las cuatro clases de proteoglicanos son:

Proteoglicanos intracelulares

Proteoglicanos de la superficie celular

Proteoglicanos pericelulares, y

Proteoglicanos extracelulares.

En las siguientes secciones se revisaran los aspectos mas relevantes
de cada clase de proteoglicanos y de sus miembros respectivos.

Proteoglicanos intracelulares

En estaclase encontramos un unico proteoglicanointracelular conocido,
la serglicina, la cual se encuentra dentro de los granulos secretorios de
las células hematopoyéticas, incluidas células mastoideas, leucocitos
y eosinodfilos. Este proteoglicano es el unico conocido que porta
cadenas laterales de heparina (lozzo and Schaefer 2015), lo cual se
ha descrito para las células mastoideas del tejido conectivo. Ademas
de la heparina, también se ha encontrado que la serglicina puede estar
unida covalentemente al glicosaminoglicano condroitin sulfato en su
forma hipersulfatada, conocida como tipo E, lo cual se ha reportado
en las células mastoideas de las mucosas y en macréfagos activados
(Kolset and Tveit 2008). Mas recientemente, la serglicina ha sido
encontrada en una amplia variedad de células no inmunes, tales como
células endoteliales, condrocitos, y células musculares lisas (Kolset
and Pejler 2011). El ndcleo peptidico de la serglicina esta compuesto
por repeticiones en tandem glicina-serina y tiene una masa estimada
de 16 a 18 kd antes del agregado de glicosaminoglicano (GAG) y de 60
a 750 kDa después de la adicion de multiples cadenas heterogéneas
de GAG. Por lo tanto, es un proteoglicano Unico por la secuencia
distintiva de su proteina nucleo y su localizacion intracelular.
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La serglicina esimportante paralaretencién de importantes mediadores
inflamatorios dentro de los granulos de almacenamiento y vesiculas
secretorias. Este proteoglicano puede ademas modular la actividad
de moléculas acompafantes en formas diferentes después de su
secrecion por células inmunes activadas, a través de la proteccion,
transporte, activacion, e interacciones con sustratos o células blancas.
Porlo tanto, la serglicina es un proteoglicano con importantes funciones
en reacciones inflamatorias (Kolset and Tveit 2008; Kolset and Pejler
2011), el cual ademas ha sido implicado en cancer, ya que se ha
encontrado que su expresion correlaciona con un fenotipo maligno
mas agresivo, y se ha sugerido que protege las células cancerosas de
mama del ataque del complemento lo que conlleva a la supervivencia
celular y la progresion (Korpetinou, Skandalis et al. 2013).

Diversos tipos celulares expresan serglicina en sus granulos de
almacenamiento, como plaquetas, células asesinas naturales (NK-
cells), células T citoliticas, leucocitos polimorfonucleares (PMNC),
células mastoideas de tejido conectivo, células mastoideas de las
mucosas, células endoteliales y células acinares pancreaticas (Kolset,
Prydz et al. 2004).

En el caso de las células acinares pancreaticas, se reporté que la
distribucién de serglicina a las vesiculas secretorias de estas células
fue dependiente de las cadenas de GAG, ya que la proteina central sin
las cadenas unidas de GAG no llegaba a estas vesiculas y cuando las
células expresaban serglicina sin cadenas de GAG contenian pocos
granulos secretorios (Biederbick, Licht et al. 2003). La presencia de
serglicina en los granulos de estas células pudiera ser una indicacion
que este PG cumple una funcion en el almacenamiento de enzimas
pancreaticas digestivas.

No obstante que la gran mayoria de los proteoglicanos estan
destinados al espacio extracelular, algunos de ellos también han sido
encontrados en sitios intracelulares como el nucleo y los granulos
secretorios (Bhavanandan and Davidson 1975; Ishihara, Fedarko et al.
1986). Estos proteoglicanos encontrados en sitios intracelulares, son
expresados por células que por lo general no estan involucradas en
interacciones extensas con la matriz extracelular o en la construcciéon
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de tejidos, sino que por el contrario son méviles por naturaleza, como
las del sistema inmune y las células tumorales metastasicas. Se cree
que estos proteoglicanos intracelulares cumplen funciones semejantes
a las de sus contrapartes que residen en las matrices y superficies
celulares, pero también es posible que pudieran estar cumpliendo
otras funciones en estas ubicaciones intracelulares (Kolset, Prydz et
al. 2004).

Presencia de proteoglicanos en el nucleo celular

La presencia de GAGs o PGs en el nucleo fue sugerida décadas atras
(Bhavanandan and Davidson 1975; Ishihara, Fedarko et al. 1986),
pero solo recientemente su presencia ha sido confirmada a través de
técnicas de microscopialaser confocal, encontrandose ademas senales
de localizacion nuclear funcionales en las proteinas centrales de
proteoglicanos como glipican-1 y biglicano, un proteoglicano pequefo
rico en leucina (small leucine-rich proteoglycan, SLRP) (Liang, Haring
et al. 1997; Brockstedt, Dobra et al. 2002). Se desconoce como los
PGs o GAGs se translocan al nucleo y cuales son las moléculas que
los acompafian en esa translocacion.

La localizacién nuclear también ha sido observada para otros SLRPs,
incluyendo PRELP, decorina y opticina, lo que ha llevado a proponer
que estos compuestos participan en diferentes procesos nucleares
(Liang, Haring et al. 1997; Banerjee, Bhattacharyya et al. 2003; Rucci,
Rufo et al. 2009; Mikaelsson, Osterborg et al. 2013). Por ejemplo, se
han encontrado diversas variantes de decorina en el citoplasma y en
el nucleo de células epiteliales de cancer oral humano proveniente
de biopsias de pacientes, asi como de lineas celulares (Banerjee,
Bhattacharyya et al. 2003), determinandose que una de las variantes
correspondié al nucleo proteico de decorina sin modificaciones
postraduccionales, lo que llevo a sugerir que la decorina intranuclear
pudiera estar participando en la migracion e invasion de las células
malignas (Dil and Banerjee 2011).

La localizacion nuclear de proteoglicanos puede resultar en nuevas

interacciones proteina-proteina que pueden conducir a funciones
nuevas o alteradas. Por lo tanto, es posible que los PGs o GAGs en
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el nucleo cumplan funciones diferentes a las que cumplen cuando se
encuentran asociados a la matriz o a la superficie celular. Ademas de
servir de transporte desde la superficie celular a factores de crecimiento
como el FGF-2 (factor de crecimiento de los fibrablastos-2) (Reiland
and Rapraeger 1993), los PG localizados intracelularmente pueden
tener nuevas funciones. Por ejemplo, algunos reportes indican que los
GAGs pueden afectar la expresion génica (Busch, Martin et al. 1992).
Ademas, el heparano sulfato de la superficie celular puede portar sitios
de unién para virus y bacterias, por lo cual si estos componentes son
direccionados al nucleo, se posibilita el ingreso de microorganismos
infecciosos (Kolset, Prydz et al. 2004). Este direccionamiento nuclear
de moléculas, dependiente de GAG, tiene relevancia médica, asi como
también en investigacion farmacéutica, ya que puede ser aprovechada
como mecanismo de entrega de genes o medicamentos (Sandgren,
Cheng et al. 2002).

La investigacion en el campo de los proteoglicanos esta expandiéndose
continuamente a medida que se descubren nuevas funciones para este
grupo de moléculas bioactivas, incluyendo su ubicacion intracelular,
la cual ha comenzado a ser investigado solo recientemente. Resulta
interesante pensar que los proteoglicanos localizados intracelularmente
pueden estar destinados a funciones tan complejas y fascinantes
como las desplegadas por sus contrapartes secretadas que viajan a
destinos mas lejanos (Kolset, Prydz et al. 2004).

Proteoglicanos de la superficie celular

Los proteoglicanos de la superficie celular son glicoproteinas ancladas a
la membrana que contienen cadenas laterales de glicosaminoglicanos.
Los proteoglicanos en esta clase, se encuentran codificados por trece
genes, de los cuales siete codifican proteoglicanos de transmembrana
tipo | (el extremo N-terminal se encuentra al exterior de la membrana
plasmatica) y seis codifican proteoglicanos anclados por glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI). Los proteoglicanos transmembrana tipo |
incluyen cuatro sindecanos (sindecanos 1-4), CSPG4/NG2, betaglicano
y fosfacan, mientras que los anclados por GPI incluyen seis glipicanos
(glipicanos 1-6) (lozzo and Schaefer 2015).
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Los sindecanos 1, 2, 3, y 4 son proteoglicanos de heparan sulfato,
los cuales se expresan en diferentes tipos celulares, y su expresion
se ve afectada por ciertas condiciones patolégicas como la
progresion tumoral, invasion y metastasis (Beauvais and Rapraeger
2004). La expresion del sindecano-1 se encuentra principalmente
en células epiteliales (Rapraeger, Jalkanen et al. 1986), mientras
qgue las células neuronales expresan el sindecano-3 (Chernousov
and Carey 1993), las mesenquimales expresan el sindecano-2
(Couchman, Klass et al. 1999), y el sindecano-4 es de expresién
ubicua (Couchman, Chen et al. 2001). Los sindecanos se localizan
en la membrana plasmatica donde funcionan como coreceptores en
una variedad de procesos fisiolégicos tales como adhesion celular,
migracion, respuesta a factores de crecimiento, y el desarrollo
(Couchman, Chen et al. 2001).

Los sindecanos también se han visto implicados en procesos
patologicos como la tumorigénesis, y su relevancia en cancer ha sido
estudiada principalmente respecto al sindecano-1, sefialandolo como
un posible supresor de tumores en carcinoma de células basales,
mieloma multiple y hepatocarcinoma (Bayer-Garner, Dilday et al.
2000; Aref, Goda et al. 2003; Li, Xie et al. 2005). Sin embargo, otros
estudios han encontrado una expresiéon elevada de este proteoglicano
en tumores de mama (Tsanou, loachim et al. 2004), pancreas (Conejo,
Kleeff et al. 2000) y metastasis 6seas de tumores hematologicos y
de mama (Sanderson, Yang et al. 2004). En cuanto al cancer de
prostata, los resultados reportados son contradictorios, ya que algunos
muestran que la sobreexpresiéon de sindecano-1 fue un predictor de
la recurrencia temprana de este cancer y estuvo ademas asociada
significativamente con la sobrevida especifica del tumor Gleason de
alto grado, y sobreexpresion de Ki67 y Bcl-2 (Zellweger, Ninck et al.
2003); mientras que otros reportes muestran que la expresion de
sindecano-1 en cancer de prostata se encuentra alterada existiendo
una relacion inversa entre sus niveles de expresion y el grado Gleason
del tumor (Kiviniemi, Kallajoki et al. 2004).

El otro grupo importante de proteoglicanos en esta clase es el de

los glipicanos, los cuales constituyen una familia de proteoglicanos
de heparan sulfato (heparan sulfate proteoglycans, HSPGs) que se
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encuentran unidos a la superficie celular por un anclaje de glicosil-
fosfatil-inositol (GPI). La proteina central de los glipicanos tiene un
tamafo de entre 60 a 70 kDa, la cual despliega un péptido senal
secretorio en su extremo N-terminal y un dominio hidrofébico al
extremo C-terminal el cual es necesario para la adicion del anclaje
de GPI. La expresion de los glipicanos ocurre predominantemente
durante el desarrollo y sus niveles fluctian de una manera dependiente
de la etapa del desarrollo y del tejido especifico, lo cual indica que
cumplen una funcion en la regulacién de la morfogénesis (Filmus and
Selleck 2001). Los glipicanos ademas han sido implicados en cancer
de diferentes 6rganos, como pancreas, higado, y ovario (Hsu, Cheng
et al. 1997; Kleeff, Ishiwata et al. 1998; Lin, Huber et al. 1999).

En general, los proteoglicanos de la superficie celular (sindecanos
y glipicanos) interactuan a través de sus dominios extracelulares
con varias moléculas efectoras tales como factores de crecimiento,
componentes de la matriz extracelular, otras moléculas de la superficie
celular y proteinas de la coagulacion. Estos proteoglicanos muchas
veces median la internalizacion de ligandos a través de su union via
interacciones electrostaticas, seguida por endocitosis de los complejos
resultantes (Poon and Gariepy 2007).

Ademas, en diversas circunstancias los ectodominios de estos
proteoglicanos superficiales pueden ser liberados al espacio
extracelular como parte de una respuesta celular altamente regulada
en respuesta a eventos bioldgicos; estos ectodominios luego actuan
como reguladores de encuentros moleculares (Park, Reizes et al.
2000). Los ectodominios de estos proteoglicanos de la superficie
celular son liberados practicamente intactos y el proceso es catalizado
por enzimas conocidas como “sheddasas” o secretasas.

Proteoglicanos pericelulares y de la membrana basal

Esta clase comprende cuatro proteoglicanos que se asocian
estrechamente con la superficie de muchos tipos celulares a través
de interacciones con integrinas u otros receptores, y también se les
encuentra haciendo parte de la mayoria de membranas basales.
Los cuatro proteoglicanos pericelulares son principalmente HSPGs e
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incluyen perlecan, agrin, y colagenos XVIIl and XV (lozzo and Schaefer
2015).

Perlecan, también conocido como Heparan Sulfato Proteoglicano-2
(HSPG2) es un proteoglicano de alto peso molecular con una
estructura modular que le sirve para cumplir sus muchas funciones en
tejidos complejos (Farach-Carson, Warren et al. 2014). Perlecan esta
codificado por un gen de respuesta temprana inducido por TGFB vy
reprimido por Interferén-y. La unién de perlecan a varios factores de
crecimiento y morfégenos modula sus actividades y se ha encontrado
que en varios tipos de cancer, incluyendo el de prostata, la expresion
de perlecan se encuentra desregulada (lozzo and Cohen 1993; Cohen,
Murdoch et al. 1994; Datta, Pierce et al. 2006). Su procesamiento por
heparanasa y varias proteasas conlleva a la liberacion de fragmentos
que funcionan como factores pro-angiogénicos o anti-angiogénicos
(Mongiat, Sweeney et al. 2003; lozzo and Schaefer 2015). Uno de estos
fragmentos funcionales, el dominio V C-terminal de perlecan ha sido
denominado Repellin, el cual posee potente actividad anti-angiogénica y
ha sido identificado como una proteina principal circulante con potencial
utilidad como biomarcador sérico en cancer (Adkins, Varnum et al. 2002;
Chang, Kang et al. 2008).

El segundo miembro de esta clase de proteoglicanos es agrin, el cual
posee una organizacién estructural de tipo multimodular homaologo al
del perlecan, y se expresa como diferentes isoformas en diferentes
tipos celulares (Bezakova and Ruegg 2003). Este proteoglicano
cumple importantes funciones en el sistema nervioso central (Daniels
2012).

Proteoglicanos extracelulares

Los proteoglicanos extracelulares constituyen la clase mas grande de
estos compuestos, la cual abarca 25 genes diferentes. En esta clase se
distinguen tres grupos: los hialectanos codificados por cuatro genes,
los proteoglicanos pequenfios ricos en leucina (SLRPs) codificados por
18 genes, y la familia SPOCK que comprende tres proteoglicanos de
heparan sulfato de unién al calcio, conocidos como testicanos (lozzo
and Schaefer 2015).
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Los hialectanos aggrecan, versican, neurocan, y brevican, son
componentes estructurales principales del cartilago, vasos sanguineos,
y sistema nervioso central, y se unen al hialurano formando complejos
supramoleculares de alta viscosidad. Por su parte, los SLRPs tienen
multiples funciones, entre las que se cuenta su capacidad para
participar en sefializacion a través de varios receptores, y muchos
de estos proteoglicanos se han encontrado en la circulacion y varios
fluidos corporales.

Los hialectanos tienen una estructura con tres dominios: el dominio
N-terminal que se une al hialurano, un dominio central que porta
las cadenas laterales de GAG, y una regiéon C-terminal que se une
a lectinas (lozzo 1998). Con frecuencia estos proteoglicanos actuan
como puentes moleculares entre la superficie celular y la matriz
extracelular (lozzo and Schaefer 2015).

Los SLRP constituyen la familia mas grande de proteoglicanos, en la
que se cuentan 18 diferentes productos génicos y numerosas variantes
alternativas y formas procesadas. Estos proteoglicanos cumplen
funciones tanto estructurales como de sefalizacion, especialmente
en condiciones de remodelacion tisular como las que ocurren durante
el cancer, diabetes, inflamacién y aterosclerosis. Los proteoglicanos
de este grupo interactuan con varios receptores tirosina quinasas
(RTKs) y receptores tipo Toll, regulando procesos fundamentales
como la migracién y proliferacion celular, inmunidad innata, apoptosis,
autofagia y angiogénesis (lozzo and Schaefer 2015).

El tercer grupo de proteoglicanos extracelulares esta integrado por
la familia SPOCK, cuyos miembros son primariamente HSPG, que
tienen una estructura modular similar a la de perlecan y agrin, con
cinco dominios. Aunque inicialmente se aislaron de testiculo, se ha
establecido que la expresidon de estos proteoglicanos esta restringida
al sistema nervioso central (lozzo and Schaefer 2015).

Otros proteoglicanos

Se conocen otros proteoglicanos que no se clasifican dentro de
las cuatro clases descritas. Ellos incluyen Prg4/lubricin, endocan,
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leprecan, collagenos IX y Xll, bikunina y CD44. Estas moléculas han
sido poco estudiadas y los reportes sobre sus funciones bioldgicas
como proteoglicanos son escasos.

Lubricin es un proteoglicano secretado en las articulaciones sinoviales,
el cual es de importancia para la integridad del cartilago, a los cuales
les otorga lubricacion previniendo dafos a la superficie y preservando
los condrocitos. El lubricin recombinante es un terapéutico potencial
para pacientes con deficiencias en este proteoglicano en el contexto
de trauma o artritis autoinmune (Jay and Waller 2014).

Endocan es un proteoglicano circulante descubierto recientemente
(Lassalle, Molet et al. 1996), el cual tiene la propiedad de unirse a
una gran variedad de moléculas bioactivas implicadas en vias de
sefalizacién y adhesion celular, o que le permite participar en procesos
de regulacion de la proliferacion, diferenciacion, migracion, y adhesion
de diferentes tipos celulares en condiciones fisioldgicas y patoldgicas
(Kali and Shetty 2014).

Endocan esta codificado por el gen ESM, localizado en el brazo largo
del cromosoma 5, el cual contiene tres exones y dos intrones. Como
otros miembros de la familia de los PGs, endocan tiene una proteina
central a la cual se une una Unica cadena lateral de dermatan sulfato
(DS) mediante enlace covalente a serina-137 durante las modificaciones
postraduccionales (Sarrazin, Lyon et al. 2010). La proteina central
de endocan tiene 165 amino acidos, distribuidos en dos dominios, el
N-terminal de 110 amino acidos, el cual es rico en cisteina, y el dominio
C-terminal de 55 amino acidos, el cual carece de cisteinas. Endocan es
principalmente una molécula secretada, cuya cadena de DS es corta,
de solo 32 unidades de disacarido, que contiene alta proporcion de
unidades disacaridas sulfatadas (Sarrazin, Lyon et al. 2010).

Nuestro grupo de investigaciéon encontré6 a través de un estudio
de analisis transcripcional global con microarreglos de ADN, la
sobreexpresion de este proteoglicano en lineas celulares metastasicas
de cancer de prostata derivadas de rata (Reyes, Tiwari et al. 2007).
Estudios subsecuentes nos han permitido detectar la expresion
transcripcional de endocan en lineas celulares humanas de cancer de
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prostata y el silenciamiento de su expresion causa una disminucion
marcada en las propiedades de migracion de una linea altamente
metastasica de cancer de prostata, mientras que ensayos ELISA nos
han llevado a identificar la presencia de este proteoglicano circulando
a niveles elevados en la sangre de pacientes diagnosticados con
cancer de prostata (N.Reyes et al. 2015. Manuscrito en preparacion).

Porsu parte, leprecan es un nuevo proteoglicano de la membranabasal,
codificado por un gen ubicado en el cromosoma 1p31 humano, y al
que se le ha identificado como un potencial supresor de tumores cuyas
alteraciones genéticas pudieran relacionarlo con canceres humanos
ligados al cromosoma 1p31, una region frecuentemente delecionada
en muchos canceres (Wassenhove-McCarthy and McCarthy 1999;
Kaul, Sugihara et al. 2000).

Los colagenos IX y XII son dos proteoglicanos homélogos, miembros
de una familia Unica de proteinas colagenosas que despliegan patrones
de expresion tisulares especificas (Gordon, Gerecke et al. 1987).
Bikunina por otra parte es un pequefio proteoglicano de condroitin
sulfato (CS) presente en la sangre, la cual conforma la cadena ligera
de los miembros de la familia de inter-alfa-inhibidores, agentes anti-
inflamatorios presentes en alta concentracién en el plasma (Fries and
Kaczmarczyk 2003).

CD44 es una molécula de adhesion de la superficie celular,
la cual participa de interacciones célula-célula y célula-matriz.
Gendmicamente, el gen esta conformado por 20 exones, de los cuales
los primeros cinco y los ultimos cinco son constantes, mientras que
los diez exones internos participan de procesos de corte y empalme
alternativo que resulta en la generacion de multiples isoformas,
algunas de las cuales son proteoglicanos de heparan sulfato, con el
potencial de secuestrar quimiocinas y factores de crecimiento de unién
a heparina (Naor, Sionov et al. 1997). CD44 es el principal receptor
del acido hialurénico, aunque también tiene otros ligandos importantes
qgue hacen parte de la matriz extracelular, como colageno, fibronectina,
laminina, y condroitin sulfato.
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Muchos tipos de cancer y sus metastasis expresan altos niveles de
CD44, sugiriendo que este confiere una ventaja de crecimiento a las
células neoplasicas, pudiendo representar un blanco terapéutico. La
esperanza que se tiene es que la identificacion de variantes de CD44
que se expresen en células cancerosas pero no en células normales
conducira al desarrollo de terapéuticos contra CD44 especificos contra
el crecimiento neoplasico (Naor, Sionov et al. 1997).

Comentarios finales

En el presente capitulo se han descrito ampliamente los aspectos
generales de la biologia de los proteoglicanos, teniendo como intencion
dar una perspectiva general sobre la diversidad de este grupo de
compuestos. Los topicos descritos incluyeron una descripcion de las
principales familias de proteoglicanos, de cada uno de sus miembros
respectivos, las caracteristicas relativas a su expresion en diferentes
tipos celulares y las implicaciones en condiciones patologicas, tales
como la inflamacién y el cancer.

En el siguiente capitulo se describiran los aspectos generales y
especificos de la familia de proteoglicanos pequefos ricos en leucina
(SLRP), se revisara la informacion disponible que soporta la asociacién
de estos compuestos con la inflamacién y el cancer. Finalmente se
revisaran con mas detalle las caracteristicas de fibromodulina, un
miembro de esta familia de proteoglicanos, el cual ha generado un
particular interés al interior de nuestro grupo de investigacion.
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Capitulo 2.
PROTEOGLICANOS PEQUENOS
RICOS EN LEUCINA

Niradiz Reyes, PhD y Juan Rebollo, Biélogo
Resumen

Los proteoglicanos pequefos ricos en leucina (SLRPs) comprenden
una familia de proteoglicanos y glicoproteinas que abarcan cinco
grupos diferentes cuya clasificacion se basa en sus caracteristicas
funcionales y estructurales. Los miembros de esta familia de
compuestos funcionan en la organizacion de la arquitectura tisular, al
orientar y ordenar las fibrillas de colageno de la matriz extracelular
durante la ontogenia y reparacion tisular. Diversos miembros
han sido implicados en un numero de procesos de regulacion en
la tumorigénesis, incluyendo el control del crecimiento celular y
la supervivencia, la induccion de la apoptosis, la adhesion, y la
invasion. Actualmente estos compuestos son reconocidos como
moléculas claves de sefnalizacion con un repertorio cada vez mas
amplio de interacciones moleculares que afectan no solo a factores
de crecimiento sino también a varios receptores involucrados en el
control del crecimiento celular, morfogénesis e inmunidad. Especies
de proteoglicanos individuales tienen funciones opuestas, por lo que
cualquier cambio en el equilibrio de los proteoglicanos en un tejido
puede promover o inhibir la progresion del tumor, al interactuar positiva
0 negativamente con factores de crecimiento, lo cual puede causar un
impacto importante en la regulacién del comportamiento celular.

El presente capitulo se enfoca en los nuevos avances conceptuales y

funcionales de la biologia de estos componentes con énfasis especial
en su participacion en procesos patolégicos como la inflamacién y el
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cancer. El capitulo describe ademas la asociacion entre los miembros
de este grupo de proteoglicanos, la inflamacién y el cancer. Finalmente,
se revisa la nueva informacion referente a la expresion de algunos
miembros de este grupo en diferentes tipos celulares, incluyendo la
glandula prostatica, y su potencial implicacion en la carcinogénesis de
la misma.

Aspectos generales

Esta es la familia mas grande de proteoglicanos, la cual incluye
18 productos génicos distintos y numerosas variantes de corte y
empalme y formas procesadas. Cuando se comparan con los otros
proteoglicanos, los miembros de este grupo se caracterizan por
poseer un nucleo proteico pequeino conservado, de entre 36 a 42 kDa,
con una region central constituida por repeticiones ricas en leucina
(leucine-rich repeats, LRRs), flanqueadas por grupos de cisteinas
y sustituidos covalentemente con cadenas laterales de GAG (lozzo
1998; R.V. lozzo 2011; lozzo and Schaefer 2015). El nucleo proteico
participa de interacciones proteina-proteina.

Los 18 SLRP se clasifican a su vez en cinco clases, | a V, con base
en los grupos de cisteinas al extremo N-terminal del nucleo proteico y
de las repeticiones especificas de los SLRPs en el extremo C-terminal
(“ear repeats”), su organizacion cromosomal y homologias a nivel
proteico y genémico (lozzo 1998; R.V. lozzo 2011; lozzo and Schaefer
2015). Las clases I-lll corresponden a genes canénicos mientras que
las clases IV y V corresponden a genes no-canonicos.

Después de ser sintetizados, estos proteoglicanos son secretados y
depositados ubicuamente en la mayoria de las matrices extracelulares,
y durante la etapa del desarrollo su expresion se aumenta a nivel
de las membranas que envuelven los érganos principales, como
las meninges, el pericardio, la pleura, el periosteo, el pericondrio,
el perimesium y el endomesium, lo cual es sugestivo de que estos
componentes de la matriz extracelular participan de los procesos que
regulan el tamafo y forma de los 6rganos durante la etapa embrionaria
(Scholzen, Solursh et al. 1994; lozzo 1999; Zoeller, Pimtong et al.
2009; lozzo and Karamanos 2010; lozzo and Schaefer 2010).
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En general, los SLRP son componentes de la matriz extracelular,
biolégicamente activos, los cuales cumplen funciones como la unién
al colageno, union a receptores tirosina kinasas (RTK), receptores
de la respuesta innata, y en sus formas solubles, miembros de este
grupo modulan la actividad de diversas vias de sefalizacion como
la del factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B), proteina
morfogenética del hueso (BMP-4) (lozzo 1988), proteina-1 secretada
inducida por Wnt-I (WISP-1), factor de von Willebrand (VWF), factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de necrosis
tumoral-alfa (TNFa) (Merline, Schaefer et al. 2009).

Algunos reportes sefalan que miembros de los SLRP inhiben el
crecimiento; estos SLRPs han sido considerados como proteinas
matricelulares debido a su localizacion extracelular, efectos
moduladores de la sintesis, ensamblaje y degradacién de fibrillas,
sin ser parte misma de la estructura de la fibrilla, regulacion directa
e indirecta de la comunicacién célula-matriz influenciando diversos
procesos biolégicos como la inflamacion, fibrosis, tumorigénesis,
angiogenesis, coagulacién y sanado de heridas.

A nivel clinico, fragmentos del nucleo proteico de algunos SLRP
tienen utilidad como marcadores biolégicos para varios desordenes
degenerativos del cartilago (Melrose, Fuller et al. 2008). Los miembros
mejor caracterizados del grupo de SLRP son decorina, biglicano
(proteoglicanos CS/DS clase ) y lumican (proteoglicano KS clase II).
Cada vez surgen mas evidencias que apoyan la participacion de estas
moléculas en la regulacién de procesos tumorales como adhesion,
migracién, angiogénesis y metastasis.

Tabla 1
Clasificacion, caracteristicas estructurales, y localizacién
cromosomica de los miembros de la familia de SLRPs.

SLRP (gen) Tamaio del nucleo Tipo de Ubicacién
proteico (kDa) GAG gendémica
Clase |
ECM2 77 9
Asporina (ASPN) 42 9
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Biglicano (BGN) 38 CS/DS X
Decorinaa (DCN) 36 CS/DS 12
ECMX 64 X
Clase Il

Fibromodulinaa (FMOD) 42 KS 1

Lumicano (LUM) 38 KS 12
Osteomodulina (OMD) 42 KS 9
PRELP 44 KS 1

Qeratan (KERA) 38 KS 12
Clase Il

Osteoglicina (OGN) 35 KS 9
Epificano (EPYC) 36 CS/DS 12
Opticina (OPTC) 35-45 1

Clase IV

Tsukushina (TKS) 40 11
Condroaderina (CHAD) 36 KS 17
Nictalopina (NYX) 50 X
Clase V

Podocan (PODN) 70 1

Podocan-like protein 1 57 19
(PODNLT1)

CS/DS: condroitin sulfato/dermatan sulfato, KS: queratan sulfato).
Estructura y funcién de los SLRPs

Los pequenos proteoglicanos ricos en leucina (SLRPs) son un grupo
extenso de proteinas asociadas que participan en la organizacién de la
matriz extracelular y tienen efectos importantes en el comportamiento
celular. La Figura 2 muestra la organizacion molecular de los pequefios
proteoglicanos ricos en leucina. Miembros de esta familia comparten
multiples repeticiones de un motivo estructural rico en leucina (RRLs),
flanqueado por regiones conservadas en cisteina en el nucleo proteico
(McEwan, Scott et al. 2006). Varias clases o subfamilias de SLRPs han
sido propuestas, con base en sus homologias, tanto a nivel genémico
y de proteinas (Figura 3). En los seres humanos, 18 son los genes
que codifican para SLRPs, estos se encuentran en siete cromosomas,
con algunos genes agrupados en los cromosomas, lo que sugiere la
duplicacion para generar redundancia funcional durante la evoluciéon
(Chen and Birk 2011).
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Figura 2. Organizacion molecular de los pequeios proteoglicanos ricos en leucina

Organizacion estructural de algunos de los miembros representativos
de cada una de las clases de proteoglicanos pequefios ricos en
leucina. Decorina, biglicano, fiboromodulina, lumicano y queratocano
tienen nucleos proteicos de tamafio similar, de 36, 38, 42, 37, y 37
kDa, respectivamente. Las proteinas centrales estan representadas
con enlaces disulfuro en los dominios N- y C- terminales, los cuales
flanquean diez dominios con repeticiones ricas en leucina (LRR). Los
LRR comprenden aproximadamente el 70% de cada proteina del
nucleo, y cada uno esta compuesto por la secuencia LXXLXLXXNXL,
donde L representa leucina (o isoleucina), N representa asparagina
generalmente, y X representa cualquier aminoacido. En el caso de
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decorina o biglicano, una o dos cadenas de sulfato de dermatano/
condroitina, respectivamente, se encuentran unidas en la region
amino terminal. En el caso de fibromodulina, lumicano y queratocano,
una a cinco cadenas de sulfato de queratano se encuentran entre los
dominios LRR.

ECM2
Clase |

Asporina (ASPN)
Biglicano (BGN)
 Decorina (DCN)

Fibromodulina (FMOD)
Clase 1l Lumicano (LUM)

Osteomodulina (OMD)
PRELP

Keratocano (KERA)
Osteoglicina (OGN)

Clase Il

e Epificano (EPYC)

Opticina (OPTC)
Clase IV Tsukushina (TKS)

e Condroaderina (CHAD)

Nictalopina (NYX)
Clase V [——=== Podocan (PODN)

——— Podocan-like protein 1
(PODNLA1)

Figura 3. Arbol filogenético de la familia de los pequefios proteoglicanos ricos en leucina

Arbol filogenético de los miembros de la familia de pequefios
proteoglicanos ricos en leucina (SLRP) en el humano. Se efectud
analisis filogenético en el que se muestra la presencia de cinco clases
distintas y las relaciones entre los diferentes miembros de la familia
de pequefios proteoglicanos. El dendrograma fue generado mediante
alineamiento multiple de las secuencias proteicas usando el programa
Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation del Instituto
Europeo de Bioinformatica (http://www.ebi.ac.uk/Tools /msa /muscle)
(Larkin, Blackshields et al. 2007).
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Figura 4. Organizacion cromosoémica de varias clases de la familia de pequeiios
proteoglicanos ricos en leucina (SLRP) en el humano

Miembros de las cinco clases se muestran en diferentes colores:
amarillo (Clase 1), verde (clase Il), purpura (clase lll), café (clase IV),
naranja (clase V). La disposicion cromosomica de los diversos genes
SLRP se muestra en una orientacion telomérica (a la derecha). La
direccién de la transcripcion se indica por las flechas situadas por
encima de las cajas de colores. La distancia horizontal entre los genes
no esta representada a escala.

A nivel de proteina, los SLRPs presentan un numero variable de
repeticiones en tandem ricas leucina (LRRs), que constituyen el
principal dominio central. Los LRRs estan compuestos generalmente
por 20-29 residuos de longitud y contienen un motivo conservado de
11 residuos caracteristico: LxxLxLxxNxLx, donde L indica leucina,
que puede ser sustituida por isoleucina, valina y otros aminoacidos
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hidrofobos, y x corresponde a cualquier aminoacido (Hocking,
Shinomura et al. 1998). Este tipo de motivos en el dominio central
forman una estructura solenoide curvada, con una cara convexa y una
concava. La cara interna, concava, es una hoja B paralela, al cual
cada LRR contribuye con una hebra B. La cara externa, convexa,
estda compuesta de arreglos de hélices a. Cada repeticion coloca
sus residuos hidrofébicos consenso dentro del nucleo del solenoide
mientras el resto de residuos se aleja de él (Kajava 1998). Los LRR
en ambos lados son flanqueados por regiones conservadas de
cisteina. En el extremo N-terminal, los SLRPs contienen un racimo de
cuatro cisteinas con un espaciador interno de clase conservada. Este
dominio en diversos SLRPs sufre modificaciones de forma variable
para proporcionar funciones uUnicas a cada SLRP (McEwan, Scott et
al. 2006). Entre los motivos conservados C- terminal rico en cisteina,
un rasgo distintivo para los SRLPs canénicos de clase | ,Il y lll es la
repeticidon de oreja, la cual es la penultima RRL mas larga, que se
extiende hacia fuera a partir de la cara convexa (Figura 2). Se ha
propuesto que esta estructura mantiene la conformacién del nucleo
proteico e influencia la habilidad de unién a ligando (Chen and Birk
2011).

Los SLRPs son proteoglicanos que tienen un nucleo proteico y un
numero variable de cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs). Aunque
las clases no canonicas IV y V no contienen ningin GAG, estas dos
clases también se incluyen en esta familia. Los GAGs de SLRPs son
procesados diferencialmente en el desarrollo y el envejecimiento, y
sonvariables en cuanto atamafo, nimero, sulfatacion y epimerizacién
en varios tejidos (Chen and Birk 2013). Los GAGs cumplen diversas
funciones que incluyen la hidratacion de la matriz extracelular;
pueden unirse a citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento,
protegiéndolos de enzimas proteoliticas. Ademas, pueden actuar
como receptores de proteasas y de inhibidores de proteasas y como
reguladores de la migracién celular (McEwan, Scott et al. 2006). Los
SLRPs también son modificados por la N-glicosilacién. Junto con
los GAG O-ligados, estas modificaciones de polisacaridos afectan la
estabilidad conformacional del nucleo proteico y de secrecion (Seo,
Hocking et al. 2005).
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Se ha documentado que algunas proteinas SLRPs regulan la
estructura de la matriz extracelular (ECM), afectan la adhesion celular
a través de la interaccion con integrinas, y controlan las actividades
de efectores celulares potentes, tales como el factor de crecimiento
transformante . El arquetipico mas caracterizado ha sido decorina,
proteoglicano de la familia SLRP, el cual se encuentra presente en
una variedad de tejidos conjuntivos, por lo general, decorando el
colageno fibrilar. Ademas, esta involucrado en importantes funciones
biolégicas incluyendo la regulacion del ensamble de colageno fibrilar y
la modulacién de la adhesion celular.

Una funcién importante de los SLRPs es el ensamblaje de una matriz
de colageno adecuada, especializada. Los requisitos especiales sobre
las fibrillas, y las diferentes etapas de la formacién de fibrillas, requieren
diferentes SLRPs, los cuales trabajan en concierto para ensamblar las
fibras de colageno en una matriz extracelular funcional. Los SLRPs
podrian regular el entrecruzamiento entre dos moléculas de colageno,
ocultando algunos de los posibles residuos de lisina de reticulacion
presentes en cada mondémero de colageno. La matriz extracelular
se compone principalmente de glicoproteinas, proteoglicanos y
colagenos. Los diferentes miembros de SLRPs, con sus capacidades
de union multivalentes, regulan el ensamblaje de la matriz durante
el desarrollo a distintos niveles, contribuyendo a la arquitectura del
microambiente, y a la modulacion tanto de la matriz extracelular como
de las funciones celulares, causando un impacto en la funcion tisular.
Estos componentes bioldgicos influyen en diferentes aspectos del
comportamiento celular, incluyendo la diferenciacion, apoptosis,
proliferacion y migracion a través de multiples medios.

SLRPs, inflamacioén, y cancer

La inflamacién es un proceso crucial en la defensa contra patégenos
invasores, la cual es mediada por células del sistema inmune,
principalmente neutréfilos, macrofagos, y células dendriticas, las
cuales reconocen estructuras microbianas conservadas conocidas
como Patrones moleculares asociados a patégenos (Pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs), a través de Receptores de
reconocimiento de patégenos (Pathogen recognition receptors, PRRs)
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(Takeuchi and Akira 2010). La inflamaciéon también tiene lugar en
casos de dafio tisular en ausencia de patdgenos microbianos, tales
como trauma, dafno quimico, isquemia, entre otros. Enfermedades
como aterosclerosis, tumorigénesis, infarto al miocardio, entre otras,
estan asociadas a inflamacion no mediada por patdégenos.

La matriz extracelular se encuentra en practicamente todos los tejidos,
sirviendo como un gran reservorio de compuestos secuestrados
en ella, algunos de los cuales, bajo condiciones de estrés o dafio
tisular, son liberados como moléculas endégenas capaces de actuar
como Patrones moleculares asociados a dafio (Damage-associated
molecular patterns, DAMPs). La investigacién reciente en este
tema ha encontrado que varios miembros de la familia de SLRPs,
especificamente decorina y biglicano, pueden actuar como potentes
DAMPs luego de su liberacion proteolitica desde la matriz extracelular,
interactuando con varios receptores implicados en la activacion de la
inflamacion, tales como los receptores tipo Toll, receptores de TGF-f3,
y NLRs (NOD like receptors)(Babelova, Moreth et al. 2009; Merline,
Moreth et al. 2011).

Biglicano y decorina son los dos SLRPs mas estudiados, los cuales
pertenecen a la clase | candnica y se encuentran sustituidos con una o
dos cadenas de condroitin/dermatan sulfato. El hallazgo de que estos
dos componentes de la matriz extracelular actian como moléculas
sefalizadoras ha abierto nuevas puertas a la investigacion, para tratar
de entender como estos compuestos regulan procesos bioldgicos tan
importantes como la diferenciacion, proliferacién, migracién y apoptosis.
Por ejemplo, decorina es capaz de unirse a cuatro diferentes receptores
tirosina quinasas (RTKSs), incluyendo el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (lozzo, Moscatello et al. 1999), receptor del factor
de crecimiento parecido a insulina-1 (IGFR-1) (Schonherr, Sunderkotter
et al. 2005), Met (Goldoni, Humphries et al. 2009), y el receptor del
factor de crecimiento endotelial-2 (VEGFR2) (Khan, Girish et al. 2011),
lo cual lo capacita para impactar procesos de fibrogénesis, crecimiento
tumoral, y diseminacién metastasica (Goldoni and lozzo 2008).

Ya que solo en sus formas solubles intactas biglicano y decorina
son capaces de disparar la sefalizacion proinflamatoria, surgen los
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interrogantes de por qué, cuando y por cual razén estos proteoglicanos
entran a la circulacion. Es evidente que se requiere mas investigacion
dirigida a determinar si los niveles circulantes de algunos de los
miembros de esta interesante familia de proteoglicanos puedan ser de
utilidad como biomarcadores de enfermedades inflamatorias (Moreth,
lozzo et al. 2012; Schaefer and lozzo 2012).

A este respecto, investigaciones en curso en nuestro grupo de
investigacion estan dirigidas a determinar la asociacion entre los niveles
circulantes de fibromodulina, otro de los miembros de esta familia de
proteoglicanos, y la enfermedad prostatica benigna o maligna (Bettin,
Reyes et al. 2016; Reyes, Benedetti et al. 2016).

En general, no se puede hablar de un papel definido de los SLRP en el
cancer debido a que especies individuales de proteoglicanos parecen
tener papeles opuestos en la regulacién del crecimiento celular, la
adhesién, la migracion y la apoptosis. Por lo tanto es conveniente
definir el rol biolégico de cada SLRP por separado.

Fibromodulina: un pequefio proteoglicano rico en leucina

Fibromodulina es un miembro de la familia de proteoglicanos pequefios
ricos en leucina (small leucine rich proteoglycans, SLRPs), el cual se
encuentra codificado por el gen FMOD que se localiza en el cromosoma
1932 (Antonsson, Heinegard et al. 1993; Sztrolovics, Chen et al. 1994).
Este proteoglicano es importante para la organizacion de la matriz
extracelular y la reparacion tisular en multiples 6rganos (Ameye, Aria
et al. 2002). Las proteinas centrales de los SLRPs tienen un dominio
central que contiene 6-10 repeticiones ricas en leucina (leucine-rich
repeats, LRR), delimitados por regiones N-terminal y C-terminal con
residuos conservados de Cys (lozzo, Pillarisetti et al. 1997). En el caso
de fibromodulina, la proteina central tiene una cadena de queratan
sulfato unido covalentemente a N (N-linked) (Lauder, Huckerby et al.
1997). (Figura 5).

La principal funcion descrita para fibromodulina es la regulacion

de la formacién de las fibrillas de colageno (Chakravarti 2002); sin
embargo, recientemente se han descrito funciones adicionales para
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este proteoglicano, incluyendo la regulacion de la angiogénesis (Jian,
Zheng et al. 2013; Adini, Ghosh et al. 2014), asociacion con el fenotipo
metastasico de lineas celulares cancerosas (Reyes, Tiwari et al. 2007),
reprogramacion de fibroblastos humanos en células multi-potenciales
(Zheng, Jian et al. 2012), modulacién de la actividad de TGF-B (Zheng,
Lee et al. 2014) y procesos inflamatorios a través de la activacién
de la via clasica del complemento (Sjoberg, Onnerfjord et al. 2005).
Otros estudios lo han identificado como un nuevo antigeno tumoral en
leucemia, linfoma y leiomioma (Levens, Luo et al. 2005; Mayr, Bund et
al. 2005; Mikaelsson, Danesh-Manesh et al. 2005; Hassan, Samy et
al. 2011).

Aunque fibromodulina ha sido descrito como un proteoglicano
secretado, el cual es un componente importante de la matriz extracelular
en tejidos conectivos, el conocimiento acerca de su expresion en otros
tejidos o tipos celulares es limitado.

LRR
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Figura 5. Organizacion estructural de fibromodulina

Fibromodulina es una proteina de 42 kDa con tres dominios
estructurales. El dominio N-terminal tiene cuatro residuos de cisteina,
los cuales participan en enlaces disulfuro intracatenarios. ElI dominio
central contiene residuos de leucina en posiciones conservadas.
El dominio C-terminal contiene dos residuos de cisteina, los cuales
forman un enlace disulfuro intracatenario. Fibromodulina contiene de
una a cuatro cadenas de sulfato de queratano entre los dominios LRR.

Recientemente, mediante analisis transcriptomico con microarreglos

de ADN, nuestro grupo de investigacion identifico la expresion de este
proteoglicano a nivel transcripcional en lineas celulares cancerosas de
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prostata de rata (Reyes, Tiwari et al. 2007). Otros trabajos recientes han
reportado la expresion de fibromodulina en queratinocitos en cultivo
y en epidermis humana (Vélez-Delvalle, Marsch-Moreno et al. 2008),
dando evidencia que este proteoglicano tiene localizacion intracelular
en este tipo celular (Vélez-Delvalle, Marsch-Moreno et al. 2008). La
expresion epitelial y localizacion intracelular de fibromodulina es un
nuevo hallazgo que sugiere nuevas funciones bioldgicas potenciales
para esta familia de proteoglicanos.

Actualmente, no hay informacién acerca de si la proteina fibromodulina
es expresada por lineas celulares prostaticas humanas en cultivo o si
esta presente en tejido humano prostatico normal, benigno, o maligno.
Nuestro grupo reporté la expresion transcripcional de fibromodulina
usando PCR cuantitativa en tiempo real, y a nivel proteico usando
inmunocitoquimica e inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico,
en lineas celulares prostaticas y tejido prostatico, respectivamente
(Reyes et al. 2016.). Ademas, reportamos la expresion diferencial
de fibromodulina entre diferentes lineas celulares prostaticas y en
especimenes de tejido prostatico obtenidos de pacientes con cancer o
enfermedad benigna.

Es claro que se necesitan estudios adicionales para determinar la
significancia bioldgica y clinica de la expresién de fibromodulina en
la préstata y si este proteoglicano de la familia de SLRP tiene una
funcién importante en la biologia del cancer o si puede servir como
un biomarcador para el cancer de prostata. A este respecto, nos
encontramos evaluando los niveles séricos de fibromodulina mediante
un ensayo ELISA especifico, en pacientes diagnosticados con cancer
en comparacién con pacientes diagnosticados con hiperplasia
prostatica benigna. Los estudios preliminares muestran que los niveles
séricos de fibromodulina estan significativamente elevados en el grupo
de pacientes con cancer. A este respecto, estudios en curso en nuestro
grupo de investigacion estan dirigidas a determinar la asociacién entre
los niveles circulantes de fibromodulina, otro de los miembros de
esta familia de proteoglicanos, y la enfermedad prostatica benigna o
maligna (N. Reyes et al. 2016. Manuscrito en preparacion).
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Decorina: un supresor de tumores

Decorina representa el miembro prototipico de la familia de SLRPs
mejor estudiado, y es un constituyente importante de la matriz
extracelular, contiene una unica cadena de glicosaminoglicano (GAG)
compuesto de sulfato de dermatan o de condroitina, y 12 repeticiones
ricas en leucina que comprenden el nucleo de la proteina.

Sulfato de Dermatano

LRR N- oligosacarido

LxxLXLxxNxLx /

;i‘-j-i-i$wmm

/ Enlace disuffuro

Enlaces disulfuro

NHy

Figura 6. Organizacion estructural de decorina.

Decorina tiene una proteina central de 36 kDa, la cual tiene unida en su
dominio N-terminal una cadena de glicosaminoglicano (GAG) de sulfato
de dermatano/condroitina. El dominio N-terminal tiene cuatro residuos
de cisteina, los cuales participan en enlaces disulfuro intracatenarios.
El dominio C-terminal contiene dos residuos de cisteina, los cuales
forman un enlace disulfuro intracatenario. La proteina central se
encuentra ademas glicosilada con varios oligosacaridos pequenos en
varios de sus dominios LRR.

Decorina es un proteoglicano del estroma sintetizado principalmente
por los fibroblastos, células endoteliales vasculares y células
musculares lisas. Inicialmente se caracterizé por su alta afinidad por las
fibras de colageno y por actuar en la fribilogenesis del mismo (Keene,
San Antonio et al. 2000). Sin embargo, actualmente es conocido por
su habilidad para unirse a factores de crecimiento y actuar como un
supresor de tumores soluble.

Uno de los primeros estudios que indagd sobre la funcién bioldgica
de decorina en cancer fue llevado a cabo por lozzo, Chakrani et al,
en 1999, quienes demostraron que la expresion ectopica de decorina
en células transformadas resultaba en la detencion del crecimiento y
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en la inhabilidad para generar tumores en ratones desnudos. En un
estudio subsecuente, los mismos autores revelaron el mecanismo por
el cual decorina induce el efecto cito-estatico en las células tumorales:
Una molécula exégena de decorina activa el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), y desencadena una cascada de
sefalizacion que conduce a la fosforilacion de la proteina activada
por mitégeno (MAP) quinasa, la induccién de p21, y la supresién del
crecimiento. Decorina interactia de forma directa con el receptor de
EGF. La unién de decorina induce la dimerizacion del receptor de EGF
y la fosforilacién rapida y sostenida de la MAP quinasa en células
escamosas de carcinoma. En un sistema libre de células se demostro
que decorinainduce la auto-fosforilacion del EGFR purificado mediante
la activacion de la tirosina quinasa del receptor y también puede actuar
como un sustrato para la quinasa del receptor de EGF per se. Mediante
el uso de ensayos de union de radioligando se demostro que decorina
tanto soluble como inmovilizado se unen al ectodominio del receptor
EGF o al receptor de EGF purificado. La union esta mediada por el
nucleo de la proteina y tiene una afinidad relativamente baja (Kd de
aproximadamente 87 nM)(lozzo, Moscatello et al. 1999). Por lo tanto,
decorina se debe considerar como un nuevo ligando biolégico para
el receptor de EGF, una interaccion que podria regular el crecimiento
celular durante la remodelacién y el crecimiento del cancer.

Ademas del EGFR, decorina puede interactuar con otros factores
de crecimiento, (Goldoni, Humphries et al. 2009) incluyendo Met, el
receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), al cual se
une directamente y con alta afinidad (K(d) = aprox 1.5 nM), induciendo
la activacion temporal del receptor, el reclutamiento de la ligasa de
ubiquitina E3c-Cbl, y la rapida degradacion intracelular del receptor.
Ademas, decorina suprime los niveles intracelulares de B-catenina,
un efector clave de Met, e inhibe el crecimiento y migracién celular.
Por lo tanto, mediante la unidon a multiples receptores tirosina quinasa,
decorina puede reducir el desarrollo y progresién de tumores primarios
(Goldoni, Humphries et al. 2009).

Por otro lado, aunque varios estudios han apoyado la funcién supresora

de tumores de decorina en otros tipos de cancer, respecto al de
prostata ha habido poca evidencia de un papel tan importante para esta
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molécula. Hasta la fecha, solo un estudio ha informado de la expresion
de decorina en neoplasia intra-epitelial prostatica de alto grado (PIN)
pero no en cancer de prostata propiamente dicho (Banerjee, Liu et al.
2003). En ese informe, la expresion del estroma de la préstata también
fue alta en las muestras de HPB, pero disminuyo con la progresion del
cancer de prostata.

En un estudio reciente, (Hu, Sun et al. 2009) implementaron un
modelo animal de cancer de préstata, basado en ratones con delecion
del supresor de tumor Pten (Pten™") especifica de la prostata, para
demostrar que la liberacion sistémica de decorina inhibe la progresion
del tumor mediante el bloqueo de la proliferacion celular y las vias
de supervivencia. Ademas, en lineas celulares de cancer de prostata
mostraron que decorina inhibe especificamente la fosforilacion de
EGFR y del receptor de andrégenos (AR) y el entrecruzamiento entre
estas vias (Figura 7). Lo cual previene la translocacion nuclear del AR
e inhibe la produccién del antigeno especifico de la préstata. Ademas,
la via de supervivencia del fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K)/Akt es
suprimida, lo que conduce a la apoptosis tumoral. Estos hallazgos
resaltan la efectividad de decorina en |la presencia de un riesgo genético
de cancer e implica a decorina como un nuevo agente potencial para
la terapia contra el cancer de prostata dirigida hacia la via EGFR/AR-
PI3K-Akt (Hu, Sun et al. 2009).

Ademas del desarrollo y la progresion tumoral decorina también tiene un
efecto enlaangiogénesis, la cual es un paso clave en la progresion tumoral
maligna. Sin embargo, este papel aun es controversial ya que, algunos
estudios indican un papel pro-angiogénico tal como el potenciamiento
de la migracion celular endotelial mediante el aumento de la interaccion
de a2B1 integrina con colageno tipo | (Fiedler, Schonherr et al. 2008).
Especificamente, decorina media la adhesion mediante la unién a a2f31
integrina y la promocion de la interaccion integrina-colageno. No obstante,
un estudio reciente ha demostrado con claridad la union inhibitoria de alta
afinidad de decorina al receptor 2 del VEGF (VEGFR2) (Khan, Girish et al.
2011). Ademas, mediante la union de factor de crecimiento transformante
B (TGFP), decorina interactua con TGFf3, previene su unién al receptor,
y por lo tanto juega un papel significativo en la progresion tumoral y la
angiogénesis (Baghy, lozzo et al. 2012).
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Biglicano: implicacién en cancer

Biglicano esta estructuralmente relacionado con decorina pero porta
dos cadenas de glicosaminoglicanos en vez de una (Figura 7). Ademas,
parece tener una participacion muy limitada en la progresion del cancer
y no posee las propiedades antiproliferativas de decorina (Edwards
2012). La liberacién sistematica de biglicano no tiene un impacto
detectable sobre el desarrollo del cancer de prostata en estudios con
ratones Pten-/-, y tampoco es capaz de inhibir la sefializacion por EGFR
0 AR en lineas celulares de cancer de proéstata (Hu, Sun et al. 2009).
Sin embargo, en cancer de vejiga, biglicano parece tener una funciéon
parecida a decorina. Estudios recientes realizados en biopsias de
pacientes con cancer de vejiga con diferentes estadios tumorales han
analizado la expresion de biglicano en estudios de seguimiento clinico
a largo plazo (10 afios) (Niedworok, Rock et al. 2013). Curiosamente,
elaumento de la expresion de ARNm de biglicano se asoci6 con etapas
tumorales mas tardias y la invasividad al musculo. Ademas, el bloqueo
in vitro de biglicano enddgeno en células humanas de carcinoma
urotelial (células J82) aumento la proliferacion celular, mientras que
la adicién de biglicano recombinante y la sobreexpresion de biglicano
inhibié la proliferacion de las células tumorales. Los autores también
transplantaron células J82 (después de suprimir BGN) en ratones
desnudos, lo cual resulté en un aumento significativo del crecimiento
de tumores en los xenoinjertos subcutaneos. En general estos
hallazgos sugieren que la alta expresion de biglicano esta asociada
con una reduccioén en proliferacion celular tumoral. Ademas, el analisis
de Kaplan-Meier revel6 mayor supervivencia a los 10 afios en los
pacientes con alta expresion de biglicano en biopsias tumorales

De manera contradictoria, en cancer gastrico biglicano parece tener
un papel oncogénico mas que de supresor tumoral. En estudios
reportados se encontré que la expresion de BGN era significativamente
mayor en tejidos de cancer gastrico y estaba asociada con metastasis
en los ganglios linfaticos, la profundidad de la invasion del tumor y el
estadio tumoral (Hu, Duan et al. 2014). Asi mismo, (Wang, Li et al.
2011), analizaron la expresion de BGN a nivel de ARNm y proteina en
69 canceres gastricos y tejido no tumoral adjacente, mediante qRT-
PCR y western blot, y encontraron que biglicano estaba sobreregulado
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tanto a nivel transcripcional como traduccional. La sobreexpresion de
BGN estuvo fuertemente asociada con la metastasis de los ganglios
linfaticos, la clasificacién del tumor (T), la clasificacion de la metastasis
(M), y la invasién vascular. Ademas, los pacientes con tumores
positivos para biglicano tuvieron una mayor tasa de recurrencia de la
enfermedad y una menor supervivencia que los pacientes con tumores
negativos para biglicano después de la cirugia radical. El analisis
multivariado revel6 que la expresion de biglicano es un indicador de
pronostico independiente de la supervivencia de los pacientes con
cancer gastrico. Los datos del presente estudio demuestran que la
expresion elevada de biglicano puede jugar un papel importante en el
desarrollo y progresion del cancer gastrico.
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Figura 7. Organizacion estructural de biglicano.

Biglicano es un proteoglicano pequefio con una proteina central de 38
kDa aproximadamente, la cual tiene unidas en su dominio N-terminal
dos cadenas del glicosaminoglicano dermatano/condroitina sulfato.
El dominio N-terminal tiene cuatro residuos de cisteina, los cuales
participan en enlaces disulfuro intracatenarios. El dominio C-terminal
contiene dos residuos de cisteina, los cuales forman un enlace disulfuro
intracatenario. La proteina central se encuentra ademas glicosilada
con varios oligosacaridos pequenos en varios de sus dominios LRR.

Lumicano: inhibidor de la migracioén celular

Lumicano es un SLRP que lleva glicosaminoglicanos KS y ha sido
mejor estudiado como un regulador de la fibrilogénesis de colageno
en la cornea (Chakravarti, Magnuson et al. 1998; Kao and Liu 2002).
Esta presente en este tejido en forma de proteoglicano asociado a
keratan sulfato, con un nucleo proteico de 38kDa (Figura 8). LUM esta
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presente en numerosas matrices extracelulares de diferentes tejidos,
tales como musculo, cartilago y cornea.

Los reportes sobre el papel de lumican en el cancer son contradictorios,
con la sobreexpresion asociado con un aumento en la malignidad
del cancer de mama, (Leygue, Snell et al. 1998) cancer de pulmén
(Matsuda, Yamamoto et al. 2008) y cancer pancreatico (Ishiwata, Cho
et al. 2007), pero con niveles de expresion reducidos asociados con
progresion de melanoma (Brezillon, Venteo et al. 2007). Ademas, la
expresion forzada de lumican en células de melanoma ha demostrado
aumentar la adhesion mediada por integrina 1 (D'Onofrio, Brezillon et
al. 2008) y reduce el potencial metastasico de célular (Brezillon, Zeliz
et al. 2009).

Zeltz, Brezillon et al., en 2010 demostraron que lumican evita la
progresion del melanoma mediante la inhibicion de la migracion
celular mediante la unién a a2B1 integrina. Células de melanoma A375
fueron transfectadas con ARNSsi dirigido contra la subunidad a2 de la
integrina. En comparacién con las células control A375, el efecto anti-
migratorio de lumican fue abolido en células A375 transfectadas. Por
otra parte, lumican inhibié la migracion quimiotactica de las células de
ovario de hamster chino (CHO) transfectadas de forma estable con la
subunidad de integrina a2 (CHO-A2), pero no la de las células CHO
de tipo salvaje.

Otros informes indican un papel de lumican en la apoptosis inducida
por Fas-FasL (Vij, Roberts et al. 2004) y en la creacion de un gradiente
quimico para la migracion de neutréfilos (Lee, Bowrin et al. 2009).
Aunque existen similitudes en la sefalizacion entre lumican y decorina,
la expresion diferencial de estos dos SLRPs se informo en cancer de
mama (Leygue, Snell et al. 2000). En préstata humana, perfiles de
expresion génica revelaron una sobreregulacion de lumican en la HPB
en comparacion con la préstata normal (Luo, Dunn et al. 2002). Sin
embargo, en ensayos de inmunohistoquimica, la tincidon de la proteina
lumican en el estroma de tejido prostatico maligno y no maligno es
débil (Cohen, Holland et al. 2000). Disminucién de la inmunotincién
para KS glicosaminoglicanos de lumican acompafd la pérdida de
organulos secretores en adenocarcinoma de prostata (Cohen, Holland
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et al. 2000). El papel de lumican en los procesos de secrecion de
la préstata no se entiende, pero se puede especular que podria ser
similar a la de Serglycin en el empaquetamiento de productos de
secrecion bioactivos tales como proteasas, poliaminas y quimiocinas.
En un estudio sobre la actividad antitumoral de lumican en cancer de
prostata, (Coulson-Thomas, Coulson-Thomas et al. 2013), mediante
PCR en tiempo real e inmunotincion, observaron la sobreregulacion de
este SLRP en los tumores primarios analizados.
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Figura 8. Organizacion estructural de lumicano.

Dominios estructurales de lumicano. La proteina central de lumicano
se esquematiza con el dominio N-terminal, el dominio central con
repeticiones ricas en leucina (LRR), y el dominio C-terminal. El dominio
N-terminal porta residuos de cisteina y sulfato de tirosina, y el dominio
central esta compuesto de diez LRR que contienen cuatro sitios
de N-glicosilacion para cadenas del glicosaminoglicano sulfato de
queratano, mientras que el dominio C-terminal contiene dos residuos
conservados de cisteina que forman enlaces disulfuro.

El aumento en la expresion de LUM fue observado en el estroma
reactivo que rodea los tumores primarios con deposicion fibrética
alrededor de las glandulas acinares. Los estudios in vitro demostraron
que lumican inhibe tanto la migracion como la invasion de células de
cancer de prostata aisladas del ganglio linfatico, hueso y cerebro.
Ademas, las células cultivadas en presencia de lumican presentaron
una disminucion en la formacién de proyecciones celulares (Figura
11). Estos hallazgos sugieren que las moléculas de lumican presentes
en el estroma reactivo que rodea los tumores primarios de prostata
juega un papel restrictivo en la progresion del cancer.
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Por otro lado, Brezillon, Pietraszek et al. (2013) demostraron que
lumican ejerce propiedades angiostaticas mediante la regulacion
negativa de la actividad proteolitica asociada con las membranas de
células endoteliales, en particular metaloproteinasas de matriz MMP
-14 y MMP-9.

Através de una vision global, lumicano parece ser un potente inhibidor
de la progresion tumoral mas que de la tumorigenesis. Sin embargo,
los proteoglicanos sufren cambios progresivos en el ambiente del
tumor, de manera que la complejidad y la diversidad de la estructura
de proteoglicanos pueden ser responsables de una variedad de
funciones que regulan el comportamiento celular.

A través de su nucleo proteico y sus cadenas de glicosaminoglicanos,
los proteoglicanos pueden interactuar con factores de crecimiento y
quimiocinas. Estas interacciones afectan la sefalizacién celular, la
motilidad, la adhesion, el crecimiento, y la apoptosis.

Comentarios finales

Los SLRP son componentes de la matriz extracelular, biolégicamente
activos, que recientemente handemostradotenerfuncionesimportantes
en las interacciones entre células y entre células y matriz extracelular.
Los SLRPs constituyen unared de regulacién de sefiales, en su mayoria
extracelulares, que se desarrollan corriente arriba de varias cascadas
de senalizacion que afectan la fosforilacion intracelular y modulan
diferentes vias que incluyen aquellas conducidas por miembros de la
super familia de la proteina morfogenética ésea/factor de crecimiento
transformante B y receptores tirosina quinasas tales como el factor de
crecimiento tipo insulina y los receptores tipo Toll (Schaefer and lozzo
2008). Estudios recientes muestran que el tejido prostatico humano
normal expresa un conjunto especifico de proteoglicanos, incluyendo
SLRP como decorina, lumican y biglicano, los cuales se localizan tanto
en las células epiteliales como en el estroma. En diferentes tipos de
cancer, incluyendo el de préstata, ocurren cambios progresivos en
la expresion de proteoglicanos tanto en el tejido epitelial como en
el estroma. Segun las investigaciones recientes, tanto las células
cancerosas como el microambiente tumoral cooperan para llevar a
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cabo la transformacién maligna. Un papel importante en este proceso
de transformacion se le atribuye a los componentes moleculares
presentes en ambos sitios, tales como los proteoglicanos, considerados
en la actualidad como efectores moleculares claves de la superficie
celular y el microambiente pericelular. Entre los proteoglicanos mejor
estudiados en el cancer de prostata se encuentran versican, decorina
y perlecan, sindecan-1 y betaglicano. Por su parte, lumican, presente
en el estroma reactivo que rodea los tumores primarios de prostata,
juega un papel restrictivo en la progresion del cancer. En el proximo
capitulo se revisaran los aspectos generales de la glandula prostatica,
sus enfermedades mas comunes, y finalmente, la informacion actual
sobre la expresion de proteoglicanos en tejido prostatico normal y
canceroso.
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Capitulo 3.
LA GLANDULA PROSTATICA
Enfermedades mas comunes de la préostata

Niradiz Reyes, PhD y Marlon Charris, MSc

Resumen

La préstata es una glandula presente en los machos de todas las
especies de mamiferos estudiadas. El crecimiento de esta glandula, el
mantenimiento de su tamario, y sus funciones secretoras, son regulados
por los niveles hormonales séricos de testosterona. Durante el transcurso
de la vida, esta glandula se desarrolla en respuesta a la regulacion
endocrina, pasando por una rapida fase de crecimiento en la pubertad,
luego manteniendo estable su tamafio, y finalmente, en algunos casos,
inicia un crecimiento anormal con la edad, que puede conducir al desarrollo
de enfermedad, ya sea benigna o maligna(Partin 1997).

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) y el cancer de préstata (CaP)
son las enfermedades mas comunes de la glandula prostatica, las
cuales representan una carga significativa para el paciente y para los
sistemas de cuidado en salud de muchos paises del mundo. Ambas
son enfermedades cronicas con una larga evolucién, caracterizadas
por lesiones precursoras y de lenta progresion (Guess 2013). EI CaP
continla siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad
relacionada con cancer en hombres, siendo el segundo en frecuencia
en este género a nivel mundial, y el primero en los paises desarrollados
(Jemal et al. 2011). En Colombia, segun cifras del Instituto Nacional
de Cancerologia, se presentaron en promedio 8000 casos anuales
en el periodo de 2002-2006 (Cancerologia 2008) y ocupd el primer
lugar entre los casos nuevos de cancer en hombres durante el afio
2010 (Cancerologia 2010). Sin embargo, a pesar de ser un problema
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importante de salud, son muchos los vacios que existen en el
conocimiento de su etiologia y patogénesis.

Es preciso aclarar que cuando se habla de CaP, por analogia se refiere
al adenocarcinoma prostatico, originado en las células epiteliales de
los conductos y acinos prostaticos, de los cuales, la mayoria de casos
corresponden al adenocarcinoma de tipo acinar usual (Humphrey
2012) pues en la prostata ademas se presentan con una frecuencia
muchisimo menor otros tipos de neoplasias originadas en los demas
tejidos que la conforman, los cuales son denominados usualmente en
forma especifica.

Aspectos generales

La prostata es una glandula presente en los machos de todas las
especies de mamiferos estudiadas. El crecimiento de esta glandula, el
mantenimiento de su tamafio, y sus funciones secretoras, son regulados
por los niveles hormonales séricos de testosterona. Dentro de la préstata,
la testosterona es convertida por la accién enzimatica de la 5a-reductasa
a dihidrotestosterona (DHT), la cual es un andrégeno mas activo. Ademas
de los andrégenos, otras hormonas tales como estrégenos y esteroides
adrenales producen diferentes efectos sobre la préstata dependiendo del
estado del desarrollo (vida fetal, periodo neonatal, pubertad, adultez, y
envejecimiento). Durante la vida fetal, la préstata es altamente sensible a
estrégenos, mostrado por el hecho que a los cinco meses de gestacion,
se desarrolla una extensa metaplasia de células escamosas que alcanza
un maximo a las 36 semanas. Después del nacimiento, este crecimiento
celular escamoso disminuye y a los tres meses de edad la prostata ha
reducido su tamaro. Durante el transcurso de la vida, la prostata se
desarrolla en respuesta a la regulacion endocrina, pasando por una
rapida fase de crecimiento en la pubertad, luego manteniendo estable su
tamano, y finalmente, en algunos casos, inicia un crecimiento anormal
con la edad, que puede conducir al desarrollo de enfermedad, ya sea
benigna o maligna (Partin 1997).

La hiperplasia prostatica benigna y el cancer de préstata son las

enfermedades mas comunes de la glandula prostatica, las cuales
representan una carga significativa para el paciente y para los
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sistemas de cuidado en salud de muchos paises del mundo. Ambas
son enfermedades crénicas con una larga evolucién, caracterizadas
por lesiones precursoras y de lenta progresion (Guess 2013).

Mientras la patogénesis de ambas enfermedades no es del todo bien
comprendida, se cree que ambas son de etiologia multifactorial, siendo
los principales factores de riesgo la inflamacion crénica, disrupcién
metabdlica, influencias hormonales y variantes genéticas. A pesar de
esas caracteristicas comunes, la HPB y el CaP exhiben importantes
diferencias histolégicas.

La HPB es definida como un agrandamiento benigno de la glandula
prostatica (Roehrborn 2008). Aunque la manifestacion clinica de la
enfermedad consiste en un perfil de sintomas caracterizado como
sintomas del tracto urinario bajo (Lower urinary tract symptoms,
LUTS), la enfermedad incluye una proliferacién benigna tanto de los
compartimentos epiteliales como estromales (Roehrborn 2008). La
prevalencia se incrementa desde un 25% en hombres entre los 40 a
49 afos de edad, a mas del 80% en hombres entre 70 a 79 afos de
edad (Berry et al. 1984). Estudios recientes han asociado alteraciones
complejas implicadas en procesos inflamatorios crénicos y de reparacion
de heridas con la etiologia de la enfermedad (Schauer et al. 2011).

Por su parte, con 13 millones de casos nuevos alrededor del mundo
cada ano, el CaP es un serio problema de salud publica. Este cancer
es comun en hombres mayores de 50 afios y es la sexta causa de
muerte relacionada con cancer en hombres de todo el mundo. Asi
como otros canceres, el de préstata es multifactorial, con factores de
riesgo no modificables como la herencia, la etnicidad y la localizacién
geografica, pero con factores de riesgo modificables como la dieta
(Adjakly et al. 2015). Aunque los estudios moleculares, experimentales,
y datos clinicos sugieren que la inflamacién puede contribuir o
promover la carcinogénesis de la prostata, el enlace etiolégico no ha
sido establecido plenamente (Thapa et al. 2015).

Los factores de riesgo mas consistentemente involucrados en su

desarrollo son: edad avanzada, historia familiar y grupo étnico,
especificamente raza negra (Gurel et al. 2008; Jemal et al. 2011).
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Algunos factores ambientales también han sido incluidos entre los que
se destacan la influencia de la dieta y la obesidad (Benedettini et al.
2008). Dentro de estos, el factor de riesgo aislado mas significativo
es la edad avanzada, cerca de dos tercios de los casos de CaP
son diagnosticados en mayores de 60 afios y es muy raro antes
de los 40 afnos (Society 2012). Sin embargo, aunque su ocurrencia
esta estrechamente relacionada con el aumento de la edad, se ha
postulado que no es simplemente producto del envejecimiento, sino
probablemente el resultado de la interaccién de muchos factores
ambientales, fisioldgicos, moleculares y hereditarios cuyos efectos
son exacerbados por dicho envejecimiento (De Marzo et al. 2007; De
Marzo et al. 2007; Shen et al. 2010).

La influencia de los factores ambientales ha sido demostrada por
diversos estudios que muestran tasas de incidencia y mortalidad por
CaP mucho mas bajas en poblaciones del este y sudeste asiatico
comparadas con las de paises occidentales (Sfanos et al. 2012),
aumento rapido en las cifras de incidencia en estas poblaciones tras
su migracion a Occidente (Shen et al. 2010), ademas de un mayor
riesgo de CaP en estas poblaciones en las generaciones posteriores a
dicha migracion (Nelson et al. 2003).

Uno de los factores ambientales mas estudiados recientemente es el
desarrollo de inflamacién cronica en la préstata, asociada a procesos
infecciosos, factores hormonales y dietéticos (Sfanos et al. 2012),
estos Ultimos en particular han sido documentados como factores
de riesgo importantes entre los cuales algunos componentes de los
alimentos pueden tener un efecto promotor, mientras que otros con
un potente efecto antioxidante, como la vitamina E, el licopeno y otros
carotenoides, parecen tener un efecto protector, lo que apoya el papel
importante que el estrés oxidativo asociado a la inflamacién podria
jugar dentro de la carcinogénesis prostatica (Nelson et al. 2003; Gurel
et al. 2008) (De Marzo et al. 2003).

Hiperplasia prostatica benigna y cancer de prostata

La hiperplasia prostatica benigna y el cancer de préstata son dos
condiciones clinicas consideradas enfermedades croénicas con
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aparicion temprana y de progresion lenta (Sciarra et al. 2007). La HPB
es una de las enfermedades proliferativas mas frecuente que afectan
a varones de edad madura y avanzada (Kirby 2000; De Nunzio et al.
2011), mientras que el CaP es uno de los canceres mas comunes en
varones adultos y representa la sexta causa de muerte por cancer en
hombres alrededor del mundo (Campos Rodriguez et al. 2002; Ferlay
et al. 2014).

La HPB y el CaP no poseen unas relaciones genéticas y moleculares
claras lo que por tanto se considera que ambas condiciones presentan
vias patogénicas diferentes (Alcaraz et al. 2009). Durante el desarrollo
de CaP e HPB, ocurren interacciones entre el epitelio y el estroma, los
cuales resultan en la formacién de un estroma reactivo (Tuxhorn et al.
2002). Las dos enfermedades se originan en diferentes areas de la
préstata: la HPB se forma en la zona transicional y en la zona central
de la glandula, mientras que el CaP proviene de la zona periférica.
El HPB comienza como una hiperplasia micronodular simple, que
evoluciona a un noédulo macroscépico que posteriormente se traslada
a una entidad clinica. Similarmente, el CaP se desarrolla a través
de modificaciones precancerosas tempranas y tardias (Sciarra et al.
2007). Solo en el 20% de los casos ambas patologias coexisten en la
misma zona (McNeal 1988).

Lasdosenfermedades presentan rasgos como crecimiento dependiente
de hormonas y respuesta a terapia antiandrogenos. Ademas, factores
de riesgo tales como inflamacion prostatica y disrupcion metabdlica
juegan papeles claves en el desarrollo de ambas enfermedades. Apesar
de estas caracteristicas en comun, HPB y CaP exhiben importantes
diferencias en términos de histologia y localizacion. Aunque estudios
epidemioldgicos a gran escala han mostrado que hombres con HPB
tienen un riesgo incrementado de CaP, permanece poco claro si la
asociacion refleja una relacién causal, mostrando factores de riesgo
0 mecanismos fisiopatoldgicos, o deteccion de sesgo en el analisis
estadistico (Hsing et al. 2007).

La HPB es una enfermedad que afecta a mas del 50% de hombres

de mas de 60 anos de edad, y es causa de millones de dodlares en
gastos de cuidado de la salud para el tratamiento de sintomas del
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tracto urinario inferior y la obstruccion urinaria (Bechis et al. 2014).
Esta condicion es definida como una proliferacion del muasculo liso y
de células epiteliales en la zona de transicion de la prostata, causando
su agrandamiento (Priest et al. 2012).

La glandula prostatica humana esta compuesta de epitelio secretor
organizado en acinos glandulares dentro de un estroma fibromuscular
compuesto principalmente de musculo liso. EI compartimento estromal
tambiéncontienefibroblastos, vasos, nerviosy componentes del sistema
inmune. De una forma interactiva, cada uno de esos componentes
estromales y epiteliales probablemente se encuentran involucrados
en la génesis y evolucion de la HPB. Los mecanismos especificos
que regulan el alargamiento, asi como los cambios patologicos que
conducen al fenotipo HPB, son esencialmente desconocidos. Sin
embargo, es claro que ocurren varias alteraciones complejas que
involucran procesos inflamatorios crénicos y de reparacion de heridas
(McNeal 1990; Price et al. 1990).

Hasta el presente, no hay consenso de la etiologia de HPB. Varios
factores han sido propuestos como la alteracién de la funcion
urodinamica debido al incremento de la angulacion uretral prostatica
(Cho et al. 2008). Algunos han identificado eventos moleculares
potenciales como el elevado estrés oxidativo (Gradini et al. 1999;
Aryal et al. 2007), el dafio isquémico debido a disfuncion vascular
(Berger et al. 2005), la pérdida de reguladores negativos que controlan
el ciclo celular (Cordon-Cardo et al. 1998) o cambios en los niveles
hormonales relacionados con la edad (Hulka et al. 1987; Chatterjee
2003). Sin embargo, la mayoria de las causas etioldgicas senaladas
apuntan hacia una inflamacién prostatica como iniciador de HPB (Lee
et al. 2004; Untergasser et al. 2005; Kramer et al. 2006; Kramer et al.
2007; Nickel 2008; Sciarra et al. 2008).

La HPB puede ser considerada como un fenotipo reactivo en respuesta
a una alteracion fundamental en la homeostasis de tejido asociada
con el envejecimiento, niveles alterados de hormonas e inflamacién
crénica. Diversos estudios han mostrado expresion alterada de
citocinas y quimiocinas con focos de HPB y respuesta estromal local
en HPB (Penna et al. 2007; Macoska et al. 2008; Schauer et al. 2008).
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Dentro de la prostata normal de un adulto joven, en el area periglandular
se encuentra una baja cantidad de linfocitos T, macréfagos, y linfocitos
B (Theyer et al. 1992; Dozmorov et al. 2009). También existen
agregados linfoides en el estroma fibromuscular, compuesto por
foliculos de linfocitos B, rodeados de linfocitos T (Steiner et al. 2003).
Los productos de secrecion prostatica normal son inmunogénicos
debido a su actividad proteolitica.

La inflamacién prostatica crénica, es una condicién comudn en la
prostata humana, la cual puede ser iniciada por varios estimulos
conocidos y desconocidos que determinaria el estatus proinflamatorio
en el microambiente prostatico. La inflamacion de la préstata puede
ser originada por la expresiéon de una condicion localizada (por ejemplo
enfermedades de transmisién sexual) o como parte de enfermedad
sistémica o croénica, tal como la obesidad y sindrome metabdlico.

La destruccion del epitelio intraglandular (disparado por agentes
infecciosos) incrementa la exposicion de tejido conectivo a esos
productos proteoliticos (Steiner et al. 2003; Kramer et al. 2007).
Entre los agentes microbianos mas frecuentes que infectan a la
prostata tenemos Neisseria gonorrhoea, Chlammydia trachomatis,
Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis, bacterias Gram negativas
(especialmente E. coli), y varios virus, incluyendo el del papiloma
humano, el del herpes simple, y citomegalovirus. Adicionalmente,
el sistema inmune prostatico es expuesto tanto a antigenos como a
autoantigenos infecciosos.

Las células de la reacciéon inflamatoria liberan ciertos tipos de
mediadores, incluyendo quimiocinas (CXCL5 y CXCL8) y factores
de crecimiento, los cuales modulan la respuesta inmune sistémica
o localizada; por lo tanto, esos mediadores inflamatorios también
actuan como estimuladores antigénicos en las células de la prostata,
influenciando el crecimiento y/o apoptosis de las células epiteliales
y del estroma (Palapattu et al. 2005; De Nunzio et al. 2013). La
inflamacién crénica causa hipoxia local, lo que conduce a la liberacién
de ROS y oxido nitrico (NO). El estrés oxidativo dispara los niveles
de acido araquiddnico, que por medio de las ciclo-oxigenasas son
convertidas a prostaglandinas, los cuales juegan un papel importante
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en la regulaciéon de la proliferacion celular (Ficarra et al. 2013).
Adicionalmente, la hipoxia dispara la liberacion de factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que estimula la neovascularizacion y la
diferenciacion de fibroblastos, los cuales son factores promotores de
la HPB o del CaP (Sciarra et al. 2007).

El cancer de préstata

El CaP es el cancer no cutaneo mas frecuente en varones en Estados
Unidos y es el segundo cancer mas frecuente después del cancer de
pulmon en hombres alrededor del mundo. En términos de mortalidad,
este cancer ocupa el segundo lugar en los Estados Unidos y es la
sexta causa de muerte por cancer a nivel mundial. Cada afo mueren
aproximadamente 30.000 hombres en los Estados Unidos y mas de
250.000 alrededor del mundo (Cancer 2008; Howlader et al. 2013).
Datos recientes de supervivencia relativos en los Estados Unidos
indican que aproximadamente 1 en 11 (9%) pacientes con CaP
falleceran de la enfermedad en un periodo de 15 afnos después del
diagnéstico (Siegel et al. 2012).

En las ultimas tres décadas ha habido un aumento en la incidencia de
CaP. Hasta cierto punto, esto puede ser explicado por la introduccién
de la medida de los niveles del antigeno prostatico especifico (PSA),
por el desarrollo de imagenes diagnosticas y por la mejora en sistemas
de informacion demografica. El aumento de la esperanza de vida y
la tendencia a aplicar bajos cortes para PSA en suero aumentara
aun mas el numero de hombres diagnosticados con CaP (Max et al.
2002).

Hay tres factores de riesgo no modificables para el cancer de prostata:
edad, raza e historia familiar. Ademas, existen factores modificables o
de comportamiento que han sido asociados con el riego de padecer
de este cancer. Aunque no haya sido establecido firmemente, factores
como la actividad fisica y el consumo frecuente de tomates y otros
vegetales han sido establecidos como protectores. Por el contrario,
la ingesta de productos lacteos y carnes rojas puede incrementar el
riesgo a contraer este cancer (Leitzmann et al. 2012).
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El CaP es una patologia fuertemente asociada a la edad, lo que hace
de esta el principal factor de riesgo descrito, ya que el 75% de los
diagnésticos son realizados en hombres mayores de 65 afos (Dunn
et al. 2011). Por esto, se ha planteado que cambios inherentes o
adquiridos en el metabolismo celular y que ocurren con el transcurrir
del tiempo puedan influir en el desarrollo de esta neoplasia (Khandrika
et al. 2009). Otros factores se han visto relacionados con el desarrollo
del CaP, tales como la dieta, la historia familiar, raza, carcinégenos
ambientales, entre otros (Reyes et al. 2002; Khandrika et al. 2009;
Dunn et al. 2011).

Una de las hipétesis en cuanto a la carcinogénesis de esta enfermedad
plantea que es iniciada y mantenida por células madres cancerigenas
de la préstata, las cuales presentan una serie de cambios genéticos
y epigenéticos que le permiten sobrevivir de manera ventajosa
permitiendo la formacion del cancer (Maitland et al. 2008). Dentro de
los aspectos que han sido asociados a la carcinogénesis se encuentran
las hormonas, el que la prostata sea una glandula andrégena
dependiente y que el CaP presente cierta dependencia androgénica
es la base para asumir un rol causal de las hormonas androgénicas
en su carcinogénesis (Bosland et al. 2011). La mayoria de informacion
relacionada y que soporta tal papel de las hormonas androgénicas
proviene de modelos murinos, pero la evidencia en humanos es poca
(Bosland et al. 2011).

Por otro lado, existe evidencia que implica a los estrégenos en el rol
que media la testosterona en la carcinogénesis de la prostata. Mediante
modelos murinos, ya sea con sobreexpresion o con “knockout” para
la enzima aromatasa, se determind que en estos animales no se
desarrollaba el CaP. Los ratones “knockout” no producen estrogeno y
presentan altos niveles circulantes de testosterona y sus prostatas se
agrandan pero no desarrollan cancer, mientras que en los ratones que
sobreexpresan aromatasa, la produccién de estrogenos esta elevada
y los niveles de testosterona estan disminuidos notablemente, pero
no desarrollan lesiones prostaticas neoplasicas o preneoplasicas.
Por su parte, cuando ratas NBL reciben tratamiento combinado de
estradiol mas testosterona, la incidencia de CaP sube de 40% (solo
con androgeno) a entre 90 y 100%. Estas observaciones sugieren
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firmemente que ambas hormonas son necesarias para el desarrollo
de CaP (Bosland et al. 2011).

Mas alla del papel permisivo de las hormonas sexuales, la fisiopatologia
de HPB y de CaP permanecen basicamente desconocidos. Aunque
la edad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de ambas
condiciones, varios factores juegan un papel importante (ejemplos:
mediadores inflamatorios, hormonas, factores dietarios, genes
inflamatorios, y estrés oxidativo), por lo tanto no existe un consenso
de la causa primaria.

Metastasis del cancer de proéstata

La principal causa de mortalidad en pacientes con cancer es el
desarrollo de metastasis, siendo este el proceso que le permite
a la célula cancerigena diseminarse en el cuerpo, estableciendo
nuevas colonias en érganos distantes al sitio de origen (Bacac et al.
2008). Ciertos tumores solidos presentan patrones de diseminacion
preferencial a algunos ¢rganos, dicho patrén ha sido llamado
metastasis 6rgano-especifica, dentro de estos, se destacan: el cancer
de mama, el de prostata, colorectal, y de pulmon (Chiang et al. 2008).
En el caso particular del CaP, el principal sitio de metastasis es el
sistema Oseo. El desarrollo de lesiones metastasicas en este sitio altera
la homeostasis del hueso conllevando en este caso a la formacion
de lesiones osteoblasticas (Chiang et al. 2008). Por lo general, las
metastasis 6seas suelen ser refractarias al tratamiento, por ende las
opciones terapéuticas se limitan a disminuir la carga de la morbilidad y
paliar las complicaciones (Vicent et al. 2006).

A pesar del progreso en el diagnostico y tratamiento, la hiperplasia
prostatica benigna y el cancer de préstata siguen siendo las dos
patologias prostaticas de mayor prevalencia en el adulto mayor.
Aunque los mecanismos fisiopatolégicos de estas enfermedades
son complejos, y sus patogénesis no son bien comprendidas, se ha
reportado que ambas son de etiologia multifactorial, con incidencia
y prevalencia influenciadas por la edad y el balance de hormonas,
ademas, han sido asociadas con inflamaciéon prostatica cronica
(Elkahwaiji 2013).
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Expresion de proteoglicanos en tejido prostatico normal y cancer
de prostata

Los proteoglicanos se encuentran expresados sobre la superficie celular
y la matriz extracelular de todas las células y tejidos de mamiferos,
cumpliendo funciones importantes en las interacciones celulares y
entre las células y la matriz extracelular, asi como también en vias
de senalizacion celular (lozzo et al. 2015). Cada vez se le reconocen
mas funciones a este grupo de compuestos bioldgicos, los cuales a
través de sus interacciones con proteinas de la matriz extracelular,
factores de crecimiento, y quimiocinas, tienen la capacidad de afectar
la sefalizacion celular, motilidad, adhesion, proliferacién celular, y
apoptosis (Edwards 2012).

Actualmente es poca la informacién publicada sobre la expresion
de diferentes proteoglicanos y sus implicaciones en el cancer de
prostata. Estudios recientes muestran que el tejido prostatico humano
normal expresa un conjunto especifico de proteoglicanos, los cuales
se localizan tanto en las células epiteliales como en el estroma,
reportandose que las células epiteliales expresan principalmente
sindecan-1 y glipican-1, mientras que el estroma tisular expresa
principalmente versican, decorina, y lumican (Suhovskih et al. 2013).
Por su parte, en el tejido con hiperplasia prostatica benigna, el patron
de expresion de proteoglicanos fue muy similar al del tejido prostatico
normal. En contraste, al comparar el tejido prostatico normal con el
canceroso, se encontro que en el microambiente tumoral ocurren
cambios progresivos en la expresion de proteoglicanos, tanto en
las células epiteliales como en el estroma (Suhovskih et al. 2013),
aunque aun se desconocen las implicaciones patoldgicas que esto
acarrea (Edwards 2012; Suhovskih et al. 2013). Especificamente
se reportd expresion disminuida de los proteoglicanos decorina y
lumican en el estroma, expresién aumentada y su relocalizacion en el
estroma tumoral de sindecan-1 y glipican-1, asi como la aparicién de
proteoglicanos adicionales como agrecan y NG2. Cabe resaltar que
los investigadores encontraron patrones altamente individuales para
la expresidon de proteoglicanos en los tumores prostaticos, los cuales
presentaban varias combinaciones de proteoglicanos expresados asi
como variaciones en sus niveles de expresiéon (Suhovskih et al. 2013).
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Los proteoglicanos que mas se han estudiado en el cancer de prostata
sonversican-un hialectano que regulalaadhesion celularylamigracién-
y los proteoglicanos pequefios ricos en leucina -decorina, biglicano
y lumican- los cuales son importantes en cascadas de sefalizacion
celular y organizacion tisular. A algunos de los proteoglicanos se les
atribuyen acciones inhibidoras en el cancer de préostata, como decorina
(Hu et al. 2009) y lumican (Coulson-Thomas et al. 2013), mientras que
a otros como perlecan se les considera promotores tumorales (Datta
et al. 2006). La elevada expresion de perlecan en lineas celulares
de cancer de préstata y tejido prostatico correlaciona con una rapida
proliferacion celular y un alto grado Gleason, respectivamente; en
tanto que la inhibicidn de su expresion en lineas celulares disminuye
la proliferaciéon celular (Datta et al. 2006). Otros como sindecan-1 y
biglicano que tienen actividad inhibidora de la proliferacion celular,
pudieran facilitar la progresion en el cancer de prostata temprano
(Edwards 2012; Shimada et al. 2013).

Enlostumores prostaticoslos cambios enlaexpresion de proteoglicanos
son complejos, observandose una tendencia hacia la disminucion de
los niveles de decorina y lumican, un aumento general de la expresion
de sindecano-1 y glipicano-1 en el estroma del tumor junto con su
desaparicion en las células epiteliales tumorales, y expresién de
agrecan y NG2 en algunos tumores prostaticos (Suhovskih et al. 2013).
Un aspecto importante es que los cambios celulares y la actividad
enzimatica en el desarrollo tumoral pueden alterar la composicién y
estructura de los proteoglicanos, causando modificaciones en sus
funciones, lo cual puede ser aprovechado por las células cancerosas
para su propia supervivencia, proliferacion y diseminacion.

Comentarios finales

La hiperplasia prostatica benigna y el cancer de prostata conforman
dos condiciones clinicas altamente prevalentes en la poblacion
masculina humana, que se caracterizan por ser cronicas con aparicion
temprana y de progresion lenta (Sciarra et al. 2007). La carcinogénesis
de la prostata es un proceso complejo en el que ocurre el cambio de
glandulas benignas hasta carcinoma invasor, pasando por lesiones
premalignas. Actualmente, la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)
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es considerada la lesién precursora de CaP de acuerdo con todas
las evidencias disponibles (Bostwick et al. 2012; Klink et al. 2012).
Hasta la fecha no existe claridad sobre si el epitelio prostatico normal
directamente origina PIN o hay otra lesion intermedia involucrada, o si
PIN da origen directamente a CaP o igualmente hay otro intermediario.
También existe la posibilidad que tanto PIN como CaP podrian
originarse de otras lesiones, entre las que se ha propuesto la atrofia
focal como potencial lesion precursora (Montironi et al. 2007) (De
Marzo et al. 2001). La atrofia prostatica focal usualmente asociada con
inflamacioén, se ha denominado atrofia inflamatoria proliferativa (PIA).
En el siguiente capitulo se revisaran los conceptos sobre esta lesion y
su posible participacién como lesion precursora de PIN y CaP.
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Capitulo 4.
ATROFIA INFLAMATORIA PROLIFERATIVA:
Lesidon precursora potencial del
adenocarcinoma prostatico

Inés Benedetti, MD y Niradiz Reyes, PhD
Resumen

La Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) es considerada actualmente
como la unica lesion precursora de cancer de prostata (CaP), sin
embargo, hace varios afios se ha sospechado que las lesiones atréficas
podrian también estar involucradas en su carcinogénesis. En 1999 De
Marzo propuso el término Atrofia Inflamatoria Proliferativa (PIA) para
denominar una lesién localizada en la zona periférica de la glandula,
con células epiteliales altamente proliferativas, frecuentemente
acompafada de inflamacion, que ha sido postulada como posible
lesion precursora de PIN y CaP. Diversos grupos han observado
PIA en asociacion topografica y transicion morfolégica con PIN y
CaP; ademas, se han reportado alteraciones genéticas, somaticas y
moleculares en PIA similares a las observadas en PIN y CaP por lo
que ha sido postulada como posible lesidén precursora de ambas. Sin
embargo, este planteamiento es controversial, pues varios estudios no
han encontrado pruebas suficientes para sustentar esta postulacion.
Las alteraciones moleculares descritas en PIA apoyan el origen de
estas lesiones en un contexto de estrés oxidativo, posiblemente
originado por las células inflamatorias circundantes, que induce en
algunas células epiteliales la expresion de genes de defensa contra
el dafio oxidativo del genoma, mientras que aquellas que fallan en
expresar estos genes se tornan vulnerables a oxidantes y electréfilos,
lo que las hace propensas a desarrollar alteraciones genéticas que
favorecerian su transformacion en células de PIN y CaP. Esto, sumado
a la asociacion morfolégica PIA-PIN/CaP, apuntaria hacia una relacién
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causal entre estas lesiones, existiendo evidencias epidemiolégicas,
patoldgicas y moleculares que indican que el estrés oxidativo asociado
ainflamacion crénica es quiza el evento de iniciacion mas relevante de
la carcinogénesis prostatica.

Aspectos generales

Aunque la ocurrencia de CaP esta estrechamente relacionada con la
edad, su inicio y progresion estan influenciados por la interaccion de
multiples factores ambientales, fisiolégicos, moleculares y hereditarios
cuyos efectos son exacerbados por el envejecimiento (Reyes, Reyes et
al. 2005; De Marzo, Nakai et al. 2007; De Marzo, Platz et al. 2007; Shen
and Abate-Shen 2010). Entre los factores ambientales involucrados,
uno de los mas estudiados es el desarrollo de inflamacion crénica en
la prostata, asociada a procesos infecciosos, factores hormonales y
dietéticos (Reyes, latropoulos et al. 2002; Reyes, Reyes et al. 2005;
Sfanos and De Marzo 2012). Estos ultimos en particular han sido
documentados como factores de riesgo importantes entre los cuales
algunos alimentos pueden tener un efecto promotor, mientras que otros
con un potente efecto antioxidante parecen tener un efecto protector,
lo que apoya el papel importante que el estrés oxidativo asociado
a la inflamacién podria jugar dentro de la carcinogénesis prostatica
(De Marzo, Meeker et al. 2003; Nelson, De Marzo et al. 2003; Reyes,
Reyes et al. 2005; Gurel, lwata et al. 2008; De Nunzio, Kramer et al.
2011).

La carcinogénesis es un proceso complejo que involucra muchos
cambios, y en el caso particular del CaP comprende el cambio de
glandulas benignas hasta carcinoma invasor, pasando por lesiones
premalignas (Vis and Van Der Kwast 2001). Actualmente, la Neoplasia
Intraepitelial Prostatica es considerada la lesién precursora del CaP
(Bostwick and Cheng 2012; Klink, Miocinovicetal. 2012), fundamentada
en varios aspectos: mayor frecuencia de PIN en préstatas con CaP,
asociacion topografica con CaP, transicion frecuente entre PIN y focos
de CaP, semejanza citologica, alteraciones moleculares compartidas
e indices similares de proliferacion y apoptosis entre PIN y CaP
(Bostwick, Liu et al. 2004). Estos cambios en el genotipo y el fenotipo
en las células de PIN son intermedios entre las células epiteliales
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benignas y las del CaP e indican deterioro en la diferenciacion y en
el control regulador celular (Bostwick and Cheng 2012). Clinicamente
su importancia radica en que un diagndéstico de PIN se asocia con
un riesgo aumentado de CaP en una biopsia posterior, riesgo que
actualmente se describe en un 24% y sigue siendo mayor que el
observado en los casos con biopsias iniciales con diagndstico benigno
(Klink, Miocinovic et al. 2012).

Se ha documentado que la mayoria de los casos de cancer prostatico
se desarrollan en la zona periférica de la glandula, con frecuencia se
asocian con PIN, y ademas los diferentes patrones de atrofia prostatica
son mucho mas prevalentes en esta zona (De Marzo, Platz et al. 2007).
Al respecto, se han descrito dos tipos de atrofia prostatica: atrofia difusa'y
atrofia focal. La primera es de tipo hormonal, producto de la disminucién
o bloqueo total de los niveles circulantes de androgenos, compromete
toda la glandula en forma uniforme y presenta caracteristicas histolégicas
especificas como son una capa de células basales prominente
subyacente a una capa de células luminales cuboidales (De Marzo,
Platz et al. 2006). En contraste, la atrofia focal no esta relacionada con
descenso en el nivel de androgenos, se presenta como focos aislados de
glandulas atroficas rodeadas por glandulas de apariencia habitual, con
frecuencia se localiza en la zona periférica y rara vez en la zona central de
la préstata (De Marzo, Marchi et al. 1999; Putzi and De Marzo 2000; De
Marzo, Platz et al. 2006; Billis 2010). Es reconocida microscépicamente
a menor aumento como focos de glandulas de aspecto hipercromatico,
el epitelio esta compuesto de dos capas de células: basales y luminales,
aunque puede ser dificil discriminar las células basales en los cortes
tefidos con H&E, por lo que demostrar su presencia puede requerir de
inmunotincién con citoqueratinas (CK) especificas de células basales
(Amin, Tamboli et al. 1999). También se ha descrito que en la mayoria
de los casos, la atrofia prostatica focal contiene infiltrado inflamatorio
cronico, lo que llevd a McNeal a denominarla “atrofia postinflamatoria” y
a proponer que probablemente represente un remanente de procesos
inflamatorios crénicos severos (McNeal 1997; De Marzo, Platz et al.
2006).

Hasta la fecha no existe claridad sobre si el epitelio prostatico normal
directamente origina PIN o hay otra lesion intermedia involucrada,
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o si PIN da origen directamente a un CaP o igualmente hay otro
intermediario. También existe la posibilidad que tanto PIN como CaP
podrian originarse de otras lesiones, entre las que se ha propuesto
la atrofia focal como potencial lesion precursora (De Marzo, Putzi
et al. 2001; Montironi, Mazzucchelli et al. 2007). Los resultados de
estudios que han evaluado estas lesiones desde el punto de vista
morfolégico, inmunohistoquimico, genético y molecular han aportado
algunas evidencias preliminares en favor de su relacion causal con el
CaP, especialmente debido a que pueden ser altamente proliferativas
comparadas con el epitelio normal (De Marzo, Marchi et al. 1999;
Putzi and De Marzo 2000; Shah, Mucci et al. 2001; Wang, Bergh et
al. 2009), mientras que otros las consideran procesos benignos que
no conducen a CaP (Billis 1998; Anton, Kattan et al. 1999; Billis and
Magna 2003), lo que indica que existe todavia mucha controversia en
este aspecto.

Histopatologia del adenocarcinoma prostatico

La prostata es un érgano compuesto de tres zonas glandulares y una
region no glandular el estroma fibromuscular anterior, estrechamente
unidas dentro de una capsula fibromuscular; la zona glandular esta
formada por la zona central, la zona de transicion, y la zona periférica
que corresponde aproximadamente al 65% del tejido glandular (Fine
and Reuter 2012). Estas zonas tienen diferente histologia y origen
embriolégico y dan lugar a distintas entidades patoldgicas (Laczko,
Hudson et al. 2005) .

Histoloégicamente es una glandula tubulo-alveolar compleja, compuesta
por un parénquima epitelial incluido dentro de un estroma de tejido
conectivo. El parénquima estad organizado en glandulas formadas
por conductos que se ramifican desde la uretra y terminan en acinos
secretores (Humphrey 2007). El epitelio luminal esta separado del
estroma por una capa de células basales estrechamente unidas por
uniones intercelulares y moléculas de adhesién, y por una membrana
basal compuesta por colageno, laminina y otras moléculas que rodean
y unen las células basales de manera que estas y la membrana basal
regulan la comunicacién y el intercambio de moléculas entre el epitelio
y el estroma subyacente (Man, Zhao et al. 2006).
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En el epitelio de los acinos prostaticos, dispuesto en las dos capas
descritas, se distinguen tres tipos celulares diferenciados, que varian
en su localizacion, morfologia y caracteristicas fenotipicas: células
basales, luminales secretoras y neuroendocrinas. Las células luminales
se considera que se derivan de la diferenciacion de las células basales,
formando una capa continua de células columnares polarizadas; son
las células maduras que llevan a cabo las funciones de la prostata
al ser estimuladas por andrégenos, producen secrecion proteica,
expresan altos niveles de PSA, receptor de andrégenos, CK8 y CK18.
Las células basales se localizan debajo de las luminales, expresan p63,
Bcl-2, receptor de factor de crecimiento epidérmico, citoqueratinas de
alto peso molecular: CK5 y CK14, con bajos niveles de expresion de
receptor de androgenos, CK8 y CK18, en ellas se encuentra cerca del
70% de la actividad de proliferacién celular del epitelio prostatico (van
Leenders, Gage et al. 2003; Shen and Abate-Shen 2010). Las células
neuroendocrinas son escasas, expresan marcadores endocrinos como
sinaptofisina y cromogranina A, y no expresan receptor de andrégenos
(Shen and Abate-Shen 2010) (McNeal 1997).

El adenocarcinoma prostatico se origina de este epitelio. Las células del
CaP y de PIN, a pesar de poseer caracteristicas fenotipicas de células
luminales secretoras, también presentan el patrén de proliferacion de
las células basales: capacidad de replicacion del ADN, inmortalidad y
expresion de telomerasa, mostrando por tanto que estas caracteristicas
parecidas a células madre (stem cell-like) se han trasladado del
compartimento basal del epitelio al compartimento luminal, fenémeno
que ha sido denominado: “Infidelidad topografica de proliferacion”
(TIP) (De Marzo, Nelson et al. 1998). Ademas se ha encontrado en las
células tumorales una subpoblacion que presenta un patrén intermedio.
Estos hechos junto con los patrones de expresion de citoqueratinas
han llevado a proponer que el tipo celular blanco de la transformacion
neoplasica es un tipo celular intermedio o transitoriamente proliferante,
con caracteristicas morfologicas y de expresion de genes tanto de células
basales como de células luminales secretoras (Verhagen, Ramaekers
et al. 1992; De Marzo, Marchi et al. 1999; De Marzo, Putzi et al. 2001).

El diagnodstico del CaP se establece con el estudio histopatolégico
como “Gold standard” (Berney and Cheng 2012). Los criterios de
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diagnésticos mayores incluyen: patron de crecimiento infiltrativo con
glandulas pequenas malignas extendiéndose entre otras grandes y
complejas, ausencia de células basales y atipia nuclear con nucléolos
agrandados. Mientras que los criterios menores incluyen: mucina
intraluminal baséfila, secrecion amorfa eosindfila, figuras de mitosis,
cristaloides intraluminales, areas de neoplasia intraepitelial prostatica
(PIN) adyacente, citoplasma anfofilico e hipercromasia nuclear
(Humphrey 2007; Epstein 2012). Caracteristicamente en el CaP las
células basales estan ausentes, lo que se demuestra por ausencia de
tincion con IHQ para marcadores de células basales: p63 y 34BE12,
mientras que las células tumorales presentan tincién positiva para el
marcador AMACR (Humphrey 2007).

Igualmente, el estudio histopatolégico es el “Gold standard” para
evaluar la agresividad del CaP a través del sistema de graduacion de
Gleason utilizado universalmente como un componente fundamental
delinforme de patologia de estos casos (Berney and Cheng 2012). Este
sistema de evaluacion se basa en el patrén arquitectural histolégico
de las células tumorales del CaP, en cortes tefiidos con H&E. Se
usan cinco patrones basicos (numerados de 1 a 5) para generar una
suma histologica, obtenida de los dos patrones dominantes, que
puede oscilar entre 2 y 10 (Humphrey 2004). Numerosos estudios
han confirmado su valor, ha sido clasificado como factor prondstico
de categoria 1 por el Colegio Americano de Patoélogos, y ademas ha
sido correlacionado con falla bioquimica, desarrollo de metastasis,
supervivencia postratamiento y supervivencia en general (Delahunt,
Miller et al. 2012).

Por otro lado, la mayoria de los CaP se desarrollan en la zona periférica
de la glandula, un numero mucho menor en la zona de transicién y
casi ninguno en la zona central. Los casos de adenocarcinoma en la
zona periférica con frecuencia se asocian con una lesion precursora:
Neoplasia Intraepitelial Prostatica, ademas los diferentes patrones de
atrofia prostatica son mucho mas prevalentes en la zona periférica.
La razdén de la predileccion zonal del CaP sigue siendo un asunto
no resuelto, junto con la alta selectividad de esta neoplasia por este
organo comparado con los otros drganos del sistema genitourinario
masculino (De Marzo, Platz et al. 2007).
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Lesiones precursoras del adenocarcinoma prostatico

La carcinogénesis es un proceso complejo que involucra muchos
cambios, en el caso del CaP describe el cambio de glandulas benignas
hasta carcinoma invasor, pasando por lesiones premalignas. Para que
una lesion de la préstata sea considerada como tal debe cumplir una
serie de condiciones: existir una relacion epidemioldgica, la lesion
precursora debe estar presente en edades mas tempranas que el
cancer y con caracteristicas morfolégicas similares, debe localizarse
cercana a su presunto equivalente maligno y la prueba definitiva es la
evidencia clinica de progresion a enfermedad invasiva (Vis and Van
Der Kwast 2001).

Actualmente, la Neoplasia Intraepitelial Prostatica es considerada
la lesion precursora de CaP de acuerdo con todas las evidencias
disponibles (Bostwick and Cheng 2012; Klink, Miocinovic et al. 2012)
esta postulacion se fundamenta en varios aspectos: mayor frecuencia
de PIN en préstatas con carcinoma, asociacion topografica con
carcinoma (Eminaga, Hinkelammert et al. 2013), transicion frecuente
entre PIN y focos de CaP, semejanza citolégica y alteraciones
moleculares compartidas entre PIN y CaP (Bostwick, Liu et al.
2004). PIN representa el estadio final preinvasivo de una cadena de
proliferaciones celulares a nivel del epitelio de los acinos y conductos
prostaticos. Tradicionalmente fue clasificada como PIN de bajo y alto
grado, sin embargo, recientemente en razén de la poca reproducibilidad
y limitada utilidad clinica del PIN de bajo grado, el término PIN se ha
homologado a la lesion de alto grado (Bostwick and Cheng 2012).

Se caracteriza por proliferacion de las células epiteliales de los
conductos y acinos, disponiéndose en diversos patrones histoldgicos
de crecimiento producto de hiperplasia de las células luminales, con
cambios citolégicos como aumento del tamafio nuclear y nucleolar
que imitan los del CaP (Bostwick, Liu et al. 2004). Es fenotipicamente
similar al CaP, se encuentra en zonas contiguas con él y ambos tienen
indices similares de proliferacion y apoptosis. Estos cambios en el
genotipo y el fenotipo en las células de PIN son intermedios entre las
células epiteliales benignas y las del CaP e indican deterioro en la
diferenciacion y en el control regulador celular (Bostwick and Cheng
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2012). Clinicamente su importancia radica en que un diagnéstico de
PIN se asocia con riesgo aumentado de CaP en una biopsia posterior,
riesgo que anteriormente era considerado muy alto y actualmente se
describe en un 24%, pero a pesar de su disminucion, sigue siendo
mayor que el observado en los casos con biopsias iniciales con
diagnéstico benigno (Klink, Miocinovic et al. 2012).

Atrofia inflamatoria prostatica

Desde mediados del siglo pasado se plante6 como hipotesis que
la atrofia de la glandula prostatica y la subsecuente proliferaciéon
de su epitelio representaba la lesion inicial del CaP (Franks 1954;
Liavag 1968; Shah, Mucci et al. 2001), sin embargo, esta relacién
causal aun sigue siendo controvertida (Bostwick and Cheng 2012).
Aunque la atrofia en general es considerada un fendémeno regresivo,
la atrofia focal prostatica, a diferencia de la atrofia difusa asociada
con actividad hormonal, presenta una baja tasa apoptética similar a la
de las glandulas no atréficas y un alto indice de proliferacion celular,
evidenciado inicialmente por Ruska y col. (Ruska, Sauvageot et al.
1998) por aumento de tincidon inmunohistoquimica con el marcador
de proliferacion celular Ki-67 en las células epiteliales, y confirmado
en estudios posteriores como los realizados por De Marzo y col. (De
Marzo, Marchi et al. 1999; Shah, Mucci et al. 2001), donde se plantea
que no parece ser el resultado de un proceso activo de involucion,
sino una lesion regenerativa en respuesta a eventos conducentes a
pérdida celular.

Comoresultado de la caracterizacion inmunohistoquimica y morfolégica
de la atrofia focal prostatica, De Marzo y col. proponen el término
“Atrofia Inflamatoria Proliferativa” (PIA), en razén de su frecuente
asociacion con inflamacion y su alto indice proliferativo, describiéndola
como focos de atrofia focal cuya morfologia es de atrofia simple o
hiperplasia post-atréfica, con glandulas revestidas por doble capa
celular, asociadas con células inflamatorias en el componente epitelial
y estromal en los que, ademas del aumento de tincion para marcadores
de proliferacion celular, se observé aumento de tincion para GSTP1 y
Bcl2, y disminucidén de tincidn para el inhibidor de quinasa dependiente
de ciclina p27%r', planteando que esta lesiéon se produce dentro del
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ambiente de estrés oxidativo generado por la inflamacién (De Marzo,
Marchi et al. 1999).

La observacién que muchas de las células proliferativas parecen tener
un fenotipo de células secretoras o luminales inmaduras, similar al de
la células de PIN y CaP, sumada al cambio en la fidelidad topografica
de proliferacion observada en PIA, a la alta prevalencia de PIA, PIN y
CaP en la zona periférica de la prostata y a la observacion de focos de
PlA fusionados con PIN dentro de la misma glandula, llevé a De Marzo
y col. a postular que PIA podria representar una lesion precursora
de PIN y por tanto de CaP (Figura 9) (De Marzo, Marchi et al. 1999;
Nelson, De Marzo et al. 2003).

o _— Atrofia Inflamatoria Adenocarcinoma de
rostata norm Proliferativa prostata

Células
columnares

Células basales

Figura 9. PIA como precursor de PIN y CaP.
Tomado de: I. Benedetti, and N. Reyes (2014). "Proliferative Inflammatory Atrophy: Potential
Precursor Lesion for Prostatic Adenocarcinoma." Rev.cienc.biomed. 5(1): 88-99.

Caracterizacion morfolégica de PIA
En contraste con el tejido prostatico normal, en PIA el epitelio no
forma proyecciones papilares abundantes y las células luminales

tienen escaso citoplasma y nucleo central pequefio, redondeado a
ovoide con nucléolo no evidente o levemente agrandado; ademas el
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estroma periglandular usualmente presenta un infiltrado inflamatorio
mononuclear compuesto por linfocitos, macréfagos y plasmocitos que
también puede encontrarse dentro del epitelio y las luces glandulares
(van Leenders, Gage et al. 2003).

Ademas de estos cambios morfologicos, a diferencia de lo que ocurre
en el epitelio normal, y al igual de lo que ocurre en PIN, muchas de
las células proliferantes en PIA se encuentran en el compartimento
luminal, lo que corresponde a un cambio en la fidelidad topografica
de proliferacién (De Marzo, Nelson et al. 1998), otro de los hallazgos
inicialmente considerados como evidencia para plantear su posible
participacion como lesion precursora de PIN, junto con el parecido
fenotipico encontrado entre las células de PIAy las de PIN y CaP (De
Marzo, Marchi et al. 1999) (Figuras 2 y 3).

Figura 10. Morfologia de la PIA.
(A\): Atrofia simple, acinos con apariencia basofilica (HE 100X). (B) Dos capas de células
luminales cuboidales (HE 400X).

Dicho parecido fenotipico se sustenta en el hallazgo en las células
atroficas fusionadas con focos de PIN y con CaP del fenotipo
caracteristico del epitelio en las lesiones de PIA, descrito como
intermedio entre células basales y células luminales, expresiéon de
CK5/CK8, c-MET, GSTP1, COX-2, C/EBPDb, siendo en este caso CK5y
GSTP1 los marcadores mas intensamente expresados (van Leenders,
Gage et al. 2003; Wang, Bergh et al. 2009). En las células de PIA se ha
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Figura 11. PIA en transicion con PIN y adenocarcinoma. (A) Menor aumento de foco de PIA

en vecindad de glandulas con PIN de alto grado y adenocarcinoma. Flechas: PIA. Cabezas

de flechas: PIN (H&E, 100X). (B) Mediano aumento de glandula de PIA en vecindad de
adenocarcinoma. Flechas: PIA. Cabezas de flechas: adenocarcinoma (H&E, 400X).

documentado ademas una actividad proliferativa aumentada revelada
por aumento del indice de tinciéon con el marcador de proliferacién
celular Ki-67 tanto en las células basales como en las luminales, lo
cual puede corresponder a una respuesta a la liberacion local de
factores de crecimiento desencadenada por dafo y pérdida de células
epiteliales (Ruska, Sauvageot et al. 1998; De Marzo, Marchi et al. 1999;
Wang, Bergh et al. 2009), y subregulacion del inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina p27<¢' en las células luminales comparadas
con las del epitelio no atrofico (De Marzo, Marchi et al. 1999).

También existe evidencia que las células luminales atroficas tienen
un fenotipo intermedio, muchas expresan Bcl-2 y casi todas expresan
altos niveles de CK8/CK18; muchas también expresan niveles de
bajo a moderado de receptor de andrdégenos y PSA lo que indica una
diferenciacion parcial hacia células luminales secretoras. Asi mismo,
muchas de estas células también expresan marcadores de células
basales definidos por positividad a CK5 o anticuerpo 34BE12 que
reconoce CK1, CK5, CK10 y CK14. Sin embargo, la ausencia de
expresion de CK14 y p63 en las células luminales de PIA demuestra que
no son simplemente células basales (van Leenders, Gage et al. 2003).
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La evidencia inicial de la posible participacion de PIA como lesion
precursora de CaP se fundamentd, entre otros hallazgos, en la
alta prevalencia de ambas lesiones en la zona periférica y baja
prevalencia en la zona central de la prostata, ademas de la asociacion
topografica, descrita inicialmente al estudiar lesiones de PIA escogidas
aleatoriamente, en el 34.5% de las cuales se observd fusidon con
zonas de PIN en la misma glandula (De Marzo, Marchi et al. 1999).
Es asi como se ha descrito que comunmente la atrofia se observa
fusionada con PIN sugiriendo que algunas lesiones de PIN se originan
directamente de la atrofia, y con menos frecuencia se ha observado
fusionada con pequefios focos de CaP (Liavag 1968; Nakayama,
Bennett et al. 2003).

Varios estudios morfolégicos realizados en especimenes de
prostatectomia de pacientes con CaP, han encontrado evidencia de una
transicion directa entre PIA y PIN de alto grado, y entre PIAy CaP, en
ambos casos adyacentes a zonas de inflamacién cronica. En uno de ellos
se reportd que el 17% (Wang, Bergh et al. 2009), y en otro el 42.5% (Putzi
and De Marzo 2000) de los focos de PIN encontrados en especimenes
de prostatectomia presentan una transicion con PIA. Por ejemplo Wang y
col. reportaron transiciéon entre PIAy CaP en el 28% de los casos (Wang,
Bergh et al. 2009), mientras que Putzi y col. no encontraron fusion con
PIA en ninguno de los focos de carcinoma, pero el 30.4% de ellos se
localizé en zonas adyacentes a PIA (Putzi and De Marzo 2000). Por su
parte Nakayama y col. describieron un 25% de lesiones PIA directamente
fusionadas con PIN y dos pequefos focos de CaP fusionados con PIA
entre sus casos, y plantean que dichas evidencias morfolégicas son
indicadoras de que estas células atréficas pueden desarrollar cambios
estructurales y atipias nucleares que preceden en forma directa el
desarrollo de PIN o CaP (Nakayama, Bennett et al. 2003).

En otro estudio, Shah y col. identificaron hiperplasia postatrofica (un
subtipo de PIA) en el 78% de los especimenes de prostatectomia
estudiados, adyacente a carcinoma en 28% de los focos encontrados.
Este tipo de atrofia se asocia frecuentemente con focos de CaP y
también puede encontrarse en forma aislada, ademas tiene un indice
de proliferacién mayor que el de la atrofia simple, lo cual es acorde con
su aspecto histolégico diferente (Shah, Mucci et al. 2001).
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Putzi y col. también describieron que el porcentaje de focos de CaP
adyacentes o cercanos a PIA encontrados en su estudio, es mayor
al porcentaje de focos de carcinoma adyacente o cercano a PIN
(Putzi and De Marzo 2000). Hallazgo similar al descrito por Tomas
y col. quienes compararon la frecuencia de PIA entre especimenes
de prostatectomia con CaP y con HPB, encontrando que PIA fue
significativamente mas frecuente en los casos de CaP mientras que
los casos de HPB se asociaron con tipos no inflamatorios de atrofia,
denominados atrofia proliferativa (PA) (Tomas, Kruslin et al. 2007).

El hecho de encontrar estas lesiones frecuentemente fusionadas
favorece la hipotesis de una lesion precursora, sin embargo, no
permite excluir que sean eventos aleatorios dada la alta frecuencia
observada de PIA (Putzi and De Marzo 2000). PIA ha sido encontrada
con mayor frecuencia en prostatas con CaP que en préostatas con HPB,
sin embargo debe tenerse en cuenta que los cortes de tejido con HPB
suelen corresponder a la zona transicional de la prostata, por lo que
esto podria ser el reflejo de diferente prevalencia de atrofia en diversas
zonas de la glandula. Ademas PIA se encuentra con frecuencia en la
zona periférica de la préstata con y sin CaP, sin relacion con la edad,
el Puntaje de Gleason y el TNM (Tomas, Kruslin et al. 2007). De otra
parte, se ha reportado mayor niumero de focos atréficos en pacientes
de edad avanzada (Billis 1998; Di Silverio, Gentile et al. 2003).

En varios estudios se ha descrito la atrofia simple como el tipo mas
comun de PIA (De Marzo, Marchi et al. 1999; Postma, Schroder et al.
2005; Tomas, Kruslin et al. 2007), mientras que la hiperplasia post-
atrofica ha sido observada con igual frecuencia en casos con CaP y
sin CaP (Tomas, Kruslin et al. 2007), y en algunos casos este tipo de
atrofia se describe como una lesidbn comun, presente en cerca de un
tercio de los especimenes de prostatectomia, pero sin asociacién con
CaP (Anton, Kattan et al. 1999). Todos estos hallazgos documentan la
frecuente transicién morfolégica entre PIAy PIN, y presencia de focos
de CaP en la vecindad de PIA, y, aunque no son una prueba definitiva
que PIA da origen directamente a PIN o CaP, si son consistentes con
esta hipétesis en la que varios grupos de investigadores trabajan para
contribuir a su demostracion.
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Alteraciones cromosdémicas y moleculares en PIA

Varios estudios han demostrado que las células de PIA pueden
contener aberraciones cromosomicas similares a las descritas en
las células de PIN y CaP, algunas de las cuales son marcadores
caracteristicos de estas ultimas (Perletti, Montanari et al. 2010). Por
ejemplo, en estudios realizados a través de FISH, se encontré que
las células de PIA presentan aumento de sefales centroméricas del
cromosoma 8 (Shah, Mucci et al. 2001; Yildiz-Sezer, Verdorfer et al.
2006), por pérdida de 8p (Macoska, Trybus et al. 2000; Yildiz-Sezer,
Verdorfer et al. 2006) y ganancia de 8q24 (Yildiz-Sezer, Verdorfer
et al. 2006; Perletti, Montanari et al. 2010). Sin embargo, no se han
encontrado evidencias para alteraciones clonales indicadoras de
ganancia de regién centromérica del cromosoma 8, pérdida de 8p o
ganancia de 8q24 en PIA, por lo que estas mutaciones y alteraciones
cromosomicas no clonales pueden indicar daino gendémico y/o el inicio
de inestabilidad gendémica (De Marzo, Platz et al. 2007).

Del mismo modo, un estudio en el que se compararon los cambios
en el cromosoma 8 entre tejido sano y tumoral en especimenes de
prostatectomia a través de FISH, reportd que el grupo de tejidos
clasificados como “normales” (benignos, hiperplasico y atréfico) no
fue genéticamente idéntico, encontrando que en el tejido atréfico el
porcentaje de nucleos con pérdida de 8p concurrente con ganancia de
8c fue significativamente mas alto; esta alteracion fue encontrada en
un porcentaje aun mayor en los tejidos con CaP, los cuales ademas
presentaron altos porcentajes de nucleos con pérdida de 8p con
diferencias significativas con el grupo de tejidos “normales” (Macoska,
Trybus et al. 2000).

Adicionalmente, en el estudio realizado por Shah y col. un tipo de PIA, la
hiperplasia postatrdéfica, tuvo un incremento significativo en el porcentaje
de nucleos con mas de tres sefiales de fluorescencia con FISH para 8c
en comparacion con atrofia simple y PIN, superado solo por el CaP.
También se describe aumento en el porcentaje de nucleos con trisomia
para 8c en PIA, PIN de alto grado y CaP en comparacion con el tejido
prostatico benigno, aunque esta ultima diferencia no fue significativa lo
que se atribuyo al bajo numero de casos estudiados. Estos hallazgos
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demuestran una fuerte asociacion entre hiperplasia postatréfica y CaP
(Shah, Mucci et al. 2001; De Marzo, Meeker et al. 2003).

Las aberraciones genéticas especificas en el cromosoma 8 se han
descrito en el CaP avanzado, como la pérdida de 8p concurrente con
ganancia de centromero 8 o de secuencias 8q, dichas aberraciones
también han sido asociadas al pronéstico del CaP; es asi como la
pérdida de 8p se encuentra con mayor frecuencia en CaP mal
diferenciados, la ganancia de 8c se ha descrito como una alteraciéon
molecular comun en PIA y PIN (Bethel, Faith et al. 2006), asociada a
mal prondstico en el CaP (Shah, Mucci et al. 2001). La pérdida de 8p22
parece ser un evento temprano y la ganancia de 8q24 un evento tardio
en la carcinogénesis prostatica (Yildiz-Sezer, Verdorfer et al. 2006).

En otros estudios como el de Yildiz-Sezer y col. PIAy PIN presentaron
altos porcentajes de pérdida de 8p22, significativamente mas altos que
el epitelio normal (Yildiz-Sezer, Verdorfer et al. 2006). En esta region
se encuentra el gen candidato a supresor de tumor de CaP, LPL, que
participa en el metabolismo de las lipoproteinas y al que algunos han
relacionado con el papel de la dieta rica en grasas en la carcinogénesis
prostatica; ademas se encuentra el gen de susceptibilidad para CaP,
MSR1, encontrado mutado en familias con CaP hereditario (Yildiz-
Sezer, Verdorfer et al. 2006). Por su parte, la ganancia de 8924 conlleva
amplificaciéon del oncogen c-MYC. Este gen codifica la proteina
c-MYC, un factor de transcripcién que participa en la inmortalizaciéon
de las células epiteliales humanas, y en una serie de procesos como
progresion del ciclo celular, metabolismo, biogénesis de ribosomas,
sintesis proteica y funciéon mitocondrial (Gurel, lwata et al. 2008).
c-MYC se ha encontrado sobreexpresado en varios tipos de tumor, en
cultivos de células de epitelio prostatico ha llevado a inmortalizacion
celular, y se cree que podria brindar una “ventaja proliferativa” a las
células que les permite crecer en condiciones desfavorables (Yildiz-
Sezer, Verdorfer et al. 2006). Su activacion es una alteracion somatica
temprana en la carcinogénesis prostatica y un gran numero de estudios
ha mostrado su sobreexpresion en la mayoria de casos de CaP a nivel
del ARNm (80% a 90%) (Koh, Bieberich et al. 2010) mientras que en
otro se ha descrito tincion nuclear fuerte en la mayoria de CaP y PIN
(Gurel, lwata et al. 2008; Gurel, Iwata et al. 2008).
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Al comparar la frecuencia de estas mutaciones entre tejido prostatico
normal, PIA, PIN y CaP, tanto en PIA como en PIN se ha detectado un
porcentaje alto de pérdida de 8p22, el cual es mucho mas altoen PIN y
CaP, con diferencias significativas con el epitelio normal. En cambio la
ganancia de 8924 se presentd con menor frecuencia que la pérdida de
8p22, sin diferencias significativas entre PIAy PIN, lo que lleva a asumir
que esta amplificacion de c-MYC se inicia desde el epitelio atrofico y
confirma la presencia de aberraciones cromosomicas en PIA similares
a las detectadas en PIN y CaP. Ademas, demuestra inestabilidad
genética en las células de PIA, que puede aumentar la susceptibilidad
de las glandulas atréficas en regeneracion y con proliferacion celular
a ser dafiadas y desarrollar transformacion neoplasica (Yildiz-Sezer,
Verdorfer et al. 2006) .

Adicionalmente, otro gen sobreexpresado en PIA es el supresor de
tumor p53, localizado en el brazo corto del cromosoma 17, consta de
11 exones y 10 intrones y codifica una proteina de 393 aminoacidos.
Este gen se ha observado sobreexpresado en PIA en comparacion
con el epitelio normal (Tsujimoto, Takayama et al. 2002; Wang, Bergh
et al. 2009), siendo este hallazgo infrecuente en CaP y casi nunca
descrito en PIN, por lo que se considera que dicha sobreexpresion
en PIA puede ser desencadenada por el dafio oxidativo asociado a la
inflamacion (Perletti, Montanarietal. 2010). También se han encontrado
mutaciones de p53 asociadas a la hiperplasia postatréfica que pueden
conducir a transformacion neoplasica por alteracién de su actividad
supresora de tumor. En un estudio realizado en Japdn, Tsujimoto y col.
encontraron mutaciones en el gen p53 en la hiperplasia postatrofica,
identificadas en las células microdisecadas, con una frecuencia del
5.3% de los casos, similar a la descrita en PIN, sin encontrarse en el
epitelio de apariencia normal (Tsujimoto, Takayama et al. 2002; De
Marzo, Meeker et al. 2003; Wang, Bergh et al. 2009).

Diversos estudios han demostrado que muchas vias moleculares
involucradas en el CaP también se encuentran alteradas en PIA. Por
ejemplo, se ha detectado que los tres genes supresores de tumores
NKX3.1, CDKN1B y PTEN, que normalmente se encuentran altamente
expresados en tejido prostatico sano y disminuidos o ausentes en PIN
y CaP, se encuentran subregulados en las lesiones de atrofia focal y
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se ha observado que su sobreexpresion forzada causa disminucion
del crecimiento en lineas celulares de CaP (De Marzo, Marchi et al.
1999; van Leenders, Gage et al. 2003; Bethel, Faith et al. 2006). El gen
homeobox NKX3.1 es un gen especifico de la préstata regulado por
androgenos, encontrado inicialmente en epitelio prostatico benigno y
neoplasico, involucrado en el desarrollo prostatico (Gurel, Iwata et al.
2008; Kristiansen 2012). Este gen también participa en la disminucién
del dafio oxidativo del genoma por su capacidad de activar la expresion
de genes involucrados en la eliminacién de los radicales libres (Gurel,
Iwata et al. 2008). NKX3.1 funciona como supresor de tumor por su
efecto inhibitorio en la proliferacion celular, se localiza en el cromosoma
8p21.2, dentro de una region con LOH en un alto porcentaje de PIN y
CaP que puede llegar hasta el 85% de los casos, ademas con evidencia
de regulacién epigenética, tal vez mediada por metilacion del promotor
(Bethel, Faith et al. 2006; Shen and Abate-Shen 2010). La descripcion
de que se encuentra disminuido en casi todos los CaP y ausente en
tumores avanzados ha llevado a plantear que la expresion de NKX3.1
es seleccionada para la reduccion pero no para la pérdida durante la
progresion del CaP (Gurel, lwata et al. 2008; Shen and Abate-Shen
2010). La expresion de NKX3.1 se ha encontrado muy disminuida en
PIN y PIA comparados con el epitelio prostatico normal (Gurel, Iwata
et al. 2008). En el estudio realizado por Bethel y col. se observé una
marcada disminucion, tanto en intensidad como en area, de tincion
inmunohistoquimica para NKX3.1 en PIA, esta expresion disminuida
puede contribuir al dafio oxidativo observado en estas lesiones, por
control de la expresion de enzimas antioxidantes que llevan a aumento
del dafo oxidativo del ADN (Bethel, Faith et al. 2006).

Por su parte el gen CDKN1B codifica p27%*', un inhibidor de los
complejos de quinasas dependientes de ciclina cuya activacion resulta
en un bloqueo de la progresion del ciclo celular, del que se han descrito
niveles generalmente disminuidos en PIN y CaP en comparacién con el
epitelio prostatico normal. El analisis de su expresion disminuida junto
con la caracterizacion de citoqueratinas en un subgrupo de células del
epitelio prostatico llevo a postular la existencia de las llamadas células
intermedias en este epitelio, que presentan un fenotipo intermedio
entre células madre en la capa basal y células maduras en la capa
luminal, cuya expresion disminuida de p27¥*! se correlaciona con su
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capacidad potencialmente proliferativa en presencia de un estimulo
apropiado, y esta implicada en la fase inicial del desarrollo de CaP (De
Marzo, Meeker et al. 1998).

Por su parte, el gen PTEN esta localizado en la regiéon cromosémica
10923, que frecuentemente presenta pérdida alélica en CaP,
desarrolla pérdida de numero de copias como un evento temprano
en la carcinogénesis prostatica y se correlaciona con progresion a
enfermedad agresiva. Usualmente presenta reduccién o ausencia
de expresion en CaP, aunque se ha reportado mantenimiento de
niveles bajos de expresion, asociada en dichos casos con tumores
de naturaleza indolente, similar a la haploinsuficiencia observada en
NKX3.1 y p27¥r! (Shen and Abate-Shen 2010).

El producto de este gen, la proteina PTEN, es responsable de
la defosforilacién e inactivaciéon de PIP3, un segundo mensajero
producido posteriormente a la activacion de la quinasa de PIP3 en
respuesta a la union de varios receptores de factores de crecimiento.
PIP3 es requerido para la activacidon de la quinasa de proteina
AKT, que resulta en la inhibicion de la apoptosis. Se han observado
deleciones homocigotas y mutaciones en un subgrupo de CaP vy la
pérdida de su expresién se relaciona con puntaje de Gleason de alto
grado y enfermedad avanzada (Gurel, lwata et al. 2008). De modo
gue a través de AKT, la proteina PTEN lleva a la inactivacién de p27X?
por su fosforilacion y retencion citoplasmatica; ademas el gen PTEN
puede cooperar con NKX3.1 y CDKN1b en el aumento de la frecuencia
y extensién de PIN y posiblemente de CaP temprano (Gurel, lwata et
al. 2008).

También se ha descrito en PIA la sobreexpresién de la proteina
supresora de apoptosis Bcl-2, evidenciada por aumento en su tincion
inmunohistoquimica en las células luminales, a diferencia del patréon
observado en el epitelio normal, en el que dicha tincién se observa
aumentada solamente en la capa de células basales (De Marzo, Marchi
et al. 1999; Wang, Bergh et al. 2004; Wang, Bergh et al. 2007). Bcl-2
ha sido observada en PIN y CaP, su sobreexpresion se ha asociado a
inflamacion cronica, y se ha sugerido que puede ser inducida por COX2
en lineas celulares de CaP (Wang, Bergh et al. 2004). La extension
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de la expresion de Bcl-2 en PIA se correlacion6 con el tipo de lesion
presentandose niveles mas altos en las lesiones que contienen
hiperplasia postatrofica. Estos hallazgos explican los bajos niveles de
apoptosis observados en estas lesiones y favorecen el concepto de PIA
como una lesién regenerativa (De Marzo, Marchi et al. 1999).

Otros productos de genes que se encuentran aumentados en PIA
son los inducidos en respuesta al estrés oxidativo o por sefiales
asociadas con activacion y proliferacion celular incluyendo GSTP1,
GSTA1, COX2 y p16 (De Marzo, Marchi et al. 1999; Parsons, Nelson
et al. 2001). El gen GSTP1 es considerado un guardian del genoma,
codifica glutation-S-transferasa ™ (GSTP1), una enzima inducible
que pertenece a las glutatidon-transferasas, las cuales tienen un papel
importante en la detoxificacion intracelular de electréfilos reactivos y
productos del estrés oxidativo, catalizando su conjugacion a glutation,
de esta manera protegen a las células del dafo al ADN provocado
por el estrés oxidativo al inactivar quimicamente estos compuestos y
evitar la formacion de aductos de ADN (Parsons, Nelson et al. 2001;
Gurel, lwata et al. 2008). GSTP1 es expresada normalmente en la
capa de células basales y esta ausente en la mayoria de las células
luminales secretoras no atroficas del epitelio prostatico (De Marzo,
Marchi et al. 1999; Nakayama, Bennett et al. 2003; Wang, Bergh et
al. 2009). En contraste, se ha observado que todas las lesiones de
PIA presentan expresion aumentada de GSTP1 en la mayoria de las
células luminales, con un rango de expresion evidenciado por tincion
individual de glandulas rodeadas por células negativas, y asociado
con el tipo de lesion siendo mas elevado en los casos de hiperplasia
postatrofica (De Marzo, Marchi et al. 1999; Nakayama, Bennett et al.
2003; Wang, Bergh et al. 2009).

Este patréon de expresién de GSTP1 en PIA sugiere una respuesta
celular de proteccion ante el posible dafio al ADN producido por el
estrés oxidativo asociado al componente inflamatorio descrito en estas
lesiones. Sin embargo, al no encontrarse en la totalidad de las células
se ha planteado que aquellas que no la expresan estan expuestas
al dafio oxidativo y por tanto propensas a desarrollar alteraciones
genéticas y transformacion neoplasica (De Marzo, Marchi et al.
1999; van Leenders, Gage et al. 2003). La razén de esta negatividad
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en algunas células de PIA podria ser la presencia de un patrén de
hipermetilacién del promotor de GSTP17 similar al encontrado en
CaP y PIN, demostrado en varios estudios donde se ha descrito en
aproximadamente el 70% de los casos de PIN y mas del 90% de
CaP (De Marzo, Marchi et al. 1999; Nakayama, Bennett et al. 2003;
Bastian, Yegnasubramanian et al. 2004), siendo este el gen afectado
por hipermetilacion mas estudiado dentro de la carcinogénesis
prostatica (Benedettini, Nguyen et al. 2008; Nelson, De Marzo et al.
2009). La pérdida de funcién de GSTP1 en un porcentaje de células
de PIA, considerada precursor de CaP, y en un alto porcentaje de PIN,
indica que dicha alteracion se produce en una fase temprana de la
carcinogénesis prostatica, resultando en pérdida de la proteccion que
la enzima confiere contra las especies quimicas reactivas y facilitando
la activacion de aminas heterociclicas carcinégenas, presentes en las
carnes sobreasadas, lo que constituye una explicacion de la relacion
entre factores ambientales como el consumo de dietas ricas en grasas
animales y carnes sobreasadas con el riesgo de desarrollar CaP
(Nelson, De Marzo et al. 2003; Nelson, De Marzo et al. 2009).

Aunque hasta ahora no es claro el mecanismo que desencadena la
metilacion de novo del promotor de GSTP1, se ha considerado que
procesos inflamatorios cronicos o recurrentes pueden participar en
este silenciamiento epigenético, similar al observado en varios casos
de carcinogénesis epitelial cuya forma de aparicion sigue siendo una
pregunta sin resolver (Nelson, De Marzo et al. 2009). La induccién
demostrada de GSTP1 en PIA en respuesta al estrés oxidativo ha
llevado a plantear la posibilidad que otras glutatién-transferasas
pudiesen igualmente ser inducidas en estas lesiones, como GSTA1 de
la cual solo se tenian datos sugestivos de una baja expresion en tejido
prostatico normal, sin claridad de su distribucién en los diferentes
compartimentos celulares o datos comparativos entre tejido prostatico
normal y PIA, PIN o CaP, lo que llevé a estudiar su expresion en estos
diferentes tipos de tejidos (Parsons, Nelson et al. 2001), encontrandose
diferencias estadisticamente significativas entre la expresion de
GSTA1 en PIAy la detectada en PIN y CaP que fueron negativas en
la gran mayoria de los casos. Esto constituye un soporte adicional a
la teoria que las células de PIA estan respondiendo a un alto estrés
oxidativo localizado (Parsons, Nelson et al. 2001).
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Al igual que GSTP1 y GSTA1, COX2 se ha encontrado sobreregulada
en las células epiteliales de PIA, hallazgos consistentes con el concepto
de respuesta a estrés tisular aumentado en estas lesiones. COX2 se
ha encontrado sobreregulada en células transformadas y tumores
malignos, lo que se ha asociado a induccion de carcinogénesis a
través de la promocion de angiogénesis, aumento de motilidad celular
e incremento en la resistencia a la apoptosis (Zha, Gage et al. 2001;
Sfanos and De Marzo 2012). Como resultado de la sobreexpresion
de COX2 aumenta la resistencia a la apoptosis y su actividad
catalitica resulta en produccion de radicales libres potencialmente
dafinos al ADN, ambos mecanismos contribuyen al dafio genémico
y la transformacion celular, y son compatibles con el papel potencial
de la inflamacién en la carcinogénesis prostatica y la posibilidad de
reduccion del riesgo de CaP con el uso regular de NSAIDs (Zha, Gage
et al. 2001; De Marzo, Meeker et al. 2003).

La sobreregulacion de COX2 en las células epiteliales luminales de
glandulas adyacentes a infiltrado inflamatorio y células de PIA esta
relacionada con la inflamacién crénica probablemente en respuesta
a senales provenientes de dichas células inflamatorias. Ademas los
datos inmunohistoquimicos muestran en estas células COX2 positivas
un fenotipo diferente al de las células luminales, representado por una
alta tasa de proliferacion y sobreexpresion de Bcl-2, lo que se asocia
con disminucion de la apoptosis (Wang, Bergh et al. 2004). Estos
hallazgos llevaron a sugerir que la expresion de COX2 en respuesta
a la inflamacién, puede contribuir al proceso de carcinogénesis
prostatica a través de su sobreregulacién en PIA, teniendo un papel
limitado en CaP establecido (Zha, Gage et al. 2001), y por tanto el
efecto de disminucion de CaP propuesto para los NSAIDs podria
estar relacionado con la modulacién de los niveles elevados de COX2
en PIA y en macréfagos, o con una via independiente de COX2 (De
Marzo, Meeker et al. 2003; Zha, Yegnasubramanian et al. 2004).

Una confirmacién adicional de que las células de PIA estan sometidas
a estrés y desarrollan regeneracion tisular, es su expresion aumentada
delaproteina c-MET, involucrada en procesos de reparacion y motilidad
celular (De Marzo, Platz et al. 2007). Dichos procesos bioldgicos
conllevan funciones de proliferacién, migracion y diferenciacion
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celular, generalmente asociadas con el rol postulado para las células
intermedias del epitelio prostatico, por tanto, su sobreexpresion en las
células epiteliales de PIA esta acorde con la denominacion de estas
lesiones como regenerativas y sirve de soporte a su postulacion como
células blanco de la transformacion neoplasica en la préstata (van
Leenders, Gage et al. 2003).

Otro gen que se ha descrito sobreregulado en mas del 80% de casos de
CaP y en PIN es p16/CDKN2, un inhibidor de quinasas dependientes
de ciclina que se une e inactiva las ciclinas CDK4 y CDKG6 al impedir la
unién de estas a la ciclina D, llevando a hipofosforilacion de la proteina
Rb y detencion del ciclo celular en la fase G1 (Ortega, Malumbres et
al. 2002). La razdén de esta sobreexpresion no es clara pero se cree
que es posible que involucre alteraciones en la union de proteinas que
lo regulan (Faith, Han et al. 2005). En relacion con esto, en el estudio
realizado por Faith y col. la expresién de p16 fue poco frecuente en
el epitelio de las glandulas prostaticas normales, comparada con la
expresion aumentada que tiene en las glandulas atréficas en las que
se observo tincidon en las células luminales, aunque dicha tinciéon fue
heterogénea dentro de un acino o entre varios acinos, de manera
que imita la expresion observada en PIN y CaP. Es posible que el
incremento de la proteina p16 en PIA represente una respuesta
celular dirigida a mantener la homeostasis en respuesta a sefiales
proliferativas y al estrés oxidativo asociado a PIA evidenciado por su
expresion aumentada de GSTP1, GSTA y COX2 (Faith, Han et al.
2005; Perletti, Montanari et al. 2010).

PIA: Lesion precursora de PIN y/o cancer de préstata? La
evidencia en contra

A pesar de las evidencias anteriormente descritas existe controversia
en relacién con la postulacion de PIA como lesion precursora de PIN o
CaP. Diversos estudios (Billis 1998; Billis and Magna 2003; Billis, Freitas
etal. 2007; Billis 2010) han demostrado que la atrofia focal prostatica es
un hallazgo comun en los especimenes de préstata, planteandose que
la inflamacion es un fendmeno secundario a la atrofia. Estos estudios
no han encontrado la asociacion topografica entre PIA y PIN o CaP
descrita por otros autores. Ademas, en la Conferencia de Consenso
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de Cancer de Préstata realizada en Estocolmo se enfatizé que dicha
relacion entre atrofia y CaP no ha sido probada (Wang, Bergh et al.
2009).

Es asi como en dos diferentes estudios realizados por Billis y col. en
los que se examinaron especimenes de prostatas de autopsias de
pacientes mayores de 40 afios, no se encontrd relacién estadistica
ni topografica entre la presencia de atrofia y PIN o CaP, solo hubo
asociacion con la edad y con arteriosclerosis por lo cual se postuld
que la isquemia secundaria a esta podria ser un factor importante
en la etiopatogenia de la atrofia (Billis 1998; Billis and Magna 2003).
En ambos se describen alta frecuencia de atrofia con inflamacién en
los especimenes estudiados en autopsias (85% y 66%) (Billis 1998;
Billis and Magna 2003), sin diferencia significativa entre atrofia sin
inflamacién y con inflamacion, en relacion con la presencia de PIN o
CaP (Billis and Magna 2003).

Igualmente, en un estudio en biopsias de pacientes con CaP, en
los cilindros con tumor se encontré mayor frecuencia de atrofia sin
inflamacién que de PIA (Billis, Freitas et al. 2007; Billis 2010), y en el
realizado en cuadrantes de tejido de especimenes de prostatectomia
no se encontro relacion topografica entre PIAy PIN o CaP, manifestado
por distancias mayores de cinco milimetros entre los focos de PIAy los
de PIN o CaP y mayor frecuencia de cuadrantes, mostrando solo PIA
en comparacién con los que mostraban PIA con PIN y/o CaP (Brasil,
Favaro et al. 2011).

Otros estudios como el de Anton y col. reportod hiperplasia postatrofica
en un tercio de los especimenes de prostatectomia estudiados, sin
asociacion con la presencia de CaP, ni relacién entre este tipo de
atrofia y el riesgo de CaP o relacion topografica con focos de CaP
(Anton, Kattan et al. 1999). Igualmente en el estudio de Bakshi y col.
en el que se estudiaron 79 biopsias de préstata, los grupos sin ninguna
anormalidad, con atrofia simple o hiperplasia postatréfica no mostraron
diferencias significativas en la frecuencia con la que presentaron un
diagnéstico posterior de CaP, concluyendo que los subtipos de atrofia
no estan asociados con aumento significativo del riesgo de diagndstico
de CaP en una biopsia posterior (Billis and Magna 2003). Asi mismo,
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Asimakopoulos y col. no encontraron correlacion significativa entre la
presencia de PIA/PA o ausencia de atrofia en la biopsia inicial negativa
y el diagnéstico posterior de CaP tras un seguimiento corto (promedio
de 3.7 meses) (Asimakopoulos, Miano et al. 2011). Este riesgo de
presentar CaP en una biopsia posterior fue evaluado también por
Postma y col. quienes no encontraron una asociacion significativa
entre atrofia y diagnostico posterior de PIN o CaP, ni los diferentes
subtipos de atrofia ni su extensién en los cilindros de la biopsia inicial
estuvieron asociados con aumento en incidencia de CaP en tamizajes
posteriores. Igual que en los estudios descritos, también este reportd
un alto porcentaje de incidencia de atrofia, correspondiente al 94% de
las biopsias (Postma, Schroder et al. 2005).

Por tanto, persiste la duda con relacién a si la atrofia prostatica por si
misma esta implicada en la carcinogénesis o si el evento clave es el
proceso inflamatorio que conlleva a atrofia, PIN y CaP. La inflamacién
puede producir dafno tisular y atrofia, u otros agentes nocivos, como
la isquemia pueden llevar a atrofia directamente y desencadenar un
proceso inflamatorio en forma secundaria. El hallazgo de ausencia de
inflamacién en la atrofia parcial, al postular que esta seria la etapa
inicial del continuum de atrofia prostatica, junto con la alta frecuencia
de PIA en prostatas con y sin CaP, llevo a algunos autores a establecer
la hipétesis que la inflamacion en la atrofia focal parece ser un proceso
secundario (Tomas, Kruslin et al. 2007; Billis 2010; Brasil, Favaro et al.
2011).

Comentarios finales

La atrofia prostatica focal usualmente asociada con inflamacién,
denominada PIA, que se observa con frecuencia en regiones extensas
de la zona periférica de la prostata, ha sido postulada como posible
lesion precursora de PIN y/o CaP, en un modelo donde el epitelio de
las glandulas en PIA puede progresar a PIN y posteriormente a CaP.
Las glandulas que forman estas lesiones de PIA estan revestidas por
células epiteliales atréficas con un alto indice de proliferaciéon y bajo
indice apoptotico, probablemente como una respuesta regenerativa
ante el dafno tisular generado por agentes lesivos de tipo infeccioso,
quimico como la exposicién a carcindgenos de la dieta, o fisico como los
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desencadenados por eventos de isquemia local, que generan procesos
inflamatorios y liberaciéon de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Por tanto, las células epiteliales de PIA, que expresan proteinas como
¢c-MET, vinculadas con reparacion y motilidad celular, como un soporte
adicional de su participacion en estos procesos regenerativos, estan
sometidas a estrés oxidativo, evidenciado por su alta expresion de
GSTP1, GSTA1 y Cox2, lo que puede llevar a inestabilidad genética
y en consecuencia a mayor riesgo de mutaciones, como por ejemplo
el incremento de sefiales centroméricas del cromosoma 8, pérdida del
cromosoma 8p y ganancia del cromosoma 8q24, observados en PIAy
encontrados con frecuencia en PIN y CaP.

Estas lesiones se han observado fusionadas, con evidencia directa
de transicion morfoldgica entre PIAy PIN, y entre PIA y CaP. Aunque
esta asociacion topografica por si sola no es una prueba definitiva, es
consistente con el modelo propuesto en el que PIA puede progresar
a PIN y/o CaP. Ademas PIA presenta cambios de expresién génica
iguales a los descritos en PIN y CaP, como la disminucion de expresion
de NKX3.1 y p27%'. Sin embargo, existe controversia en relacién con
la postulacion de PIA como posible lesién precursora de PIN y/o CaP.
Es asi que su alta frecuencia en especimenes de préstata sin CaP, la
baja o nula asociacion topografica entre PIAy PIN o CaP observada
por algunos investigadores, la ausencia de asociacion entre PIA y el
riesgo de CaP en biopsias subsecuentes, ha llevado a varios autores
a negar esta hipotesis.

A pesar de la controversia en relacién con el papel de la atrofia, existen
evidencias epidemioldgicas, patoldgicas y moleculares que indican que
el estrés oxidativo asociado a la inflamacion crénica es probablemente
el evento de iniciacion mas relevante de la carcinogénesis prostatica. A
este respecto, el analisis molecular de lineas celulares con diferentes
fenotipos ofrece un instrumento valioso para identificar genes
asociados a la iniciaciéon y a la progresion del cancer de prostata.
Por ejemplo, las lineas de cancer de préstata de rata, Dunning G y
Mat LyLu, originadas del mismo tumor parental Dunning R-3327,
exhiben muchas caracteristicas observadas durante la progresion del
cancer de préstata humana, incluyendo la respuesta a androgenos y
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propiedades metastasicas diferenciales. Por lo tanto, nuestro grupo
realizé el analisis comparativo de los perfiles de expresion génica
de estas dos lineas celulares con la finalidad de determinar sus
diferencias en expresién génica y como estas diferencias se asocian a
los fenotipos cancerosos de dichas lineas (Reyes, Tiwari et al. 2007),
lo cual se describe en el siguiente capitulo.

Referencias

Amin, M. B., P. Tamboli, et al. (1999). "Postatrophic hyperplasia of
the prostate gland: a detailed analysis of its morphology in needle
biopsy specimens." The American journal of surgical pathology
23(8): 925-931.

Antén, R. C., M. W. Kattan, et al. (1999). "Postatrophic hyperplasia of
the prostate: lack of association with prostate cancer." The American
journal of surgical pathology 23(8): 932-936.

Asimakopoulos, A. D., R. Miano, et al. (2011). "Significance of focal
proliferative atrophy lesions in prostate biopsy cores that test
negative for prostate carcinoma." Urologic oncology 29(6): 690-697.

Bastian, P. J., S. Yegnasubramanian, et al. (2004). "Molecular biomarker
in prostate cancer: the role of CpG island hypermethylation."
European urology 46(6): 698-708.

Benedettini, E., P. Nguyen, et al. (2008). "The pathogenesis of prostate
cancer: from molecular to metabolic alterations." Diagnostic
histopathology 14(5): 195-201.

Berney, D. and L. Cheng (2012). "Prostate cancer: towards the
standardization and synthesis of morphology, genetics, and
prognosis." Histopathology 60(1): 1-3.

Bethel, C. R., D. Faith, et al. (2006). "Decreased NKX3.1 protein
expression in focal prostatic atrophy, prostatic intraepithelial
neoplasia, and adenocarcinoma: association with gleason score and
chromosome 8p deletion." Cancer research 66(22): 10683-10690.

Expresion de proteoglicanos en la préstata: Biomarcadores potenciales con implicaciones patolégicas — 119



Billis, A. (1998). "Prostatic atrophy: an autopsy study of a histologic
mimic of adenocarcinoma." Modern pathology : an official journal of
the United States and Canadian Academy of Pathology, Inc 11(1):
47-54.

Billis, A. (2010). "Prostatic atrophy. Clinicopathological significance."
International braz j urol : official journal of the Brazilian Society of
Urology 36(4): 401-409.

Billis, A., L. L. Freitas, et al. (2007). "Inflammatory atrophy on prostate
needle biopsies: is there topographic relationship to cancer?"
International braz j urol : official journal of the Brazilian Society of
Urology 33(3): 355-360; discussion 361-353.

Billis, A. and L. A. Magna (2003). "Inflammatory atrophy of the prostate.
Prevalence and significance." Archives of pathology & laboratory
medicine 127(7): 840-844.

Bostwick, D. G. and L. Cheng (2012). "Precursors of prostate cancer."
Histopathology 60(1): 4-27.

Bostwick, D. G., L. Liu, etal. (2004). "High-grade prostatic intraepithelial
neoplasia." Reviews in urology 6(4): 171-179.

Brasil, A. A.,, W. J. Favaro, et al. (2011). "Atrophy in specimens of
radical prostatectomy: is there topographic relation to high-grade
prostatic intraepithelial neoplasia or cancer?" International urology
and nephrology 43(2): 397-403.

De Marzo, A. M., V. L. Marchi, et al. (1999). "Proliferative inflammatory
atrophy of the prostate: implications for prostatic carcinogenesis."
The American journal of pathology 155(6): 1985-1992.

De Marzo, A. M., A. K. Meeker, et al. (1998). "Prostate stem cell
compartments: expression of the cell cycle inhibitor p27Kip1 in
normal, hyperplastic, and neoplastic cells." The American journal of
pathology 153(3): 911-919.

120 — Niradiz Reyes Ramos



De Marzo, A. M., A. K. Meeker, et al. (2003). "Human prostate cancer
precursors and pathobiology." Urology 62(5 Suppl 1): 55-62.

De Marzo, A. M., Y. Nakai, et al. (2007). "Inflammation, atrophy, and
prostate carcinogenesis." Urologic oncology 25(5): 398-400.

De Marzo, A. M., W. G. Nelson, et al. (1998). "Stem cell features of
benign and malignant prostate epithelial cells." The Journal of
urology 160(6 Pt 2): 2381-2392.

De Marzo,A. M., E.A. Platz, et al. (2006). "Aworking group classification
of focal prostate atrophy lesions." The American journal of surgical
pathology 30(10): 1281-1291.

De Marzo, A. M., E. A. Platz, et al. (2007). "Inflammation in prostate
carcinogenesis." Nature reviews. Cancer 7(4): 256-269.

De Marzo, A. M., M. J. Putzi, et al. (2001). "New concepts in the
pathology of prostatic epithelial carcinogenesis." Urology 57(4
Suppl 1): 103-114.

De Nunzio, C., G. Kramer, et al. (2011). "The controversial relationship
between benign prostatic hyperplasia and prostate cancer: the role
of inflammation." European urology 60(1): 106-117.

Delahunt, B., R. J. Miller, et al. (2012). "Gleason grading: past, present
and future." Histopathology 60(1): 75-86.

Di Silverio, F., V. Gentile, et al. (2003). "Distribution of inflammation, pre-
malignant lesions, incidental carcinoma in histologically confirmed
benign prostatic hyperplasia: a retrospective analysis." European
urology 43(2): 164-175.

Eminaga, O., R. Hinkelammert, et al. (2013). "High-Grade Prostatic
Intraepithelial Neoplasia (HGPIN) and topographical distribution in
1,374 prostatectomy specimens: Existence of HGPIN near prostate
cancer." The Prostate 73(10): 1115-1122.

Expresion de proteoglicanos en la préstata: Biomarcadores potenciales con implicaciones patolégicas — 121



Epstein, J. I. (2012). "Diagnosis of limited adenocarcinoma of the
prostate." Histopathology 60(1): 28-40.

Faith, D., S. Han, et al. (2005). "p16 Is upregulated in proliferative
inflammatory atrophy of the prostate." The Prostate 65(1): 73-82.

Fine, S. W. and V. E. Reuter (2012). "Anatomy of the prostate revisited:
implications for prostate biopsy and zonal origins of prostate cancer."
Histopathology 60(1): 142-152.

Franks, L. M. (1954). "Atrophy and hyperplasia in the prostate proper."
The Journal of pathology and bacteriology 68(2): 617-621.

Gurel, B., T. lwata, et al. (2008). "Nuclear MYC protein overexpression
is an early alteration in human prostate carcinogenesis." Modern
pathology : an official journal of the United States and Canadian
Academy of Pathology, Inc 21(9): 1156-1167.

Gurel, B., T. lwata, et al. (2008). "Molecular alterations in prostate
cancer as diagnostic, prognostic, and therapeutic targets." Advances
in anatomic pathology 15(6): 319-331.

Humphrey, P. A. (2004). "Gleason grading and prognostic factors in
carcinoma of the prostate." Modern pathology : an official journal of the
United States and Canadian Academy of Pathology, Inc 17(3): 292-306.

Humphrey, P. A. (2007). "Diagnosis of adenocarcinoma in prostate
needle biopsy tissue." Journal of clinical pathology 60(1): 35-42.

Klink, J. C., R. Miocinovic, et al. (2012). "High-grade prostatic
intraepithelial neoplasia." Korean journal of urology 53(5): 297-303.

Koh, C. M., C. J. Bieberich, et al. (2010). "MYC and Prostate Cancer."
Genes & cancer 1(6): 617-628.

Kristiansen, G. (2012). "Diagnostic and prognostic molecular
biomarkers for prostate cancer." Histopathology 60(1): 125-141.

122 — Niradiz Reyes Ramos



Laczko, I., D. L. Hudson, et al. (2005). "Comparison of the zones
of the human prostate with the seminal vesicle: morphology,
immunohistochemistry, and cell kinetics." The Prostate 62(3): 260-266.

Liavag, I. (1968). "The localization of prostatic carcinoma. An autopsy
study." Scandinavian journal of urology and nephrology 2(2): 65-71.

Macoska, J. A., T. M. Trybus, et al. (2000). "8p22 loss concurrent with
8c gain is associated with poor outcome in prostate cancer." Urology
55(5): 776-782.

Man, Y. G., C. Zhao, et al. (2006). "A subset of prostate basal cells lacks
the expression of corresponding phenotypic markers." Pathology,
research and practice 202(9): 651-662.

McNeal, J. E. (1997). Prostate. Histology for pathologists. e. Sternberg
SS. Philadelphia, Lippincott—Raven Publishers. 2nd ed.: 997-1017.

McNeal, J. E. (1997). Prostate.:Sternberg SS, ed. Histology for
Pathologists. Philadelphia, Lippincott-Raven: 997-1017.

Montironi, R., R. Mazzucchelli, et al. (2007). "Mechanisms of disease:
high-grade prostatic intraepithelial neoplasia and other proposed
preneoplastic lesions in the prostate." Nature clinical practice.
Urology 4(6): 321-332.

Nakayama, M., C. J. Bennett, et al. (2003). "Hypermethylation of the
human glutathione S-transferase-pi gene (GSTP1) CpG island is
present in a subset of proliferative inflammatory atrophy lesions but
not in normal or hyperplastic epithelium of the prostate: a detailed
study using laser-capture microdissection." The American journal of
pathology 163(3): 923-933.

Nelson, W. G., A. M. De Marzo, et al. (2003). "Prostate cancer." The
New England journal of medicine 349(4): 366-381.

Nelson, W. G., A. M. De Marzo, et al. (2009). "Epigenetic alterations in
human prostate cancers." Endocrinology 150(9): 3991-4002.

Expresion de proteoglicanos en la préstata: Biomarcadores potenciales con implicaciones patolégicas — 123



Ortega, S., M. Malumbres, et al. (2002). "Cyclin D-dependent kinases,
INK4 inhibitors and cancer." Biochimica et biophysica acta 1602(1):
73-87.

Parsons, J. K., C. P. Nelson, et al. (2001). "GSTA1 expression in
normal, preneoplastic, and neoplastic human prostate tissue." The
Prostate 49(1): 30-37.

Perletti, G., E. Montanari, et al. (2010). "Inflammation, prostatitis,
proliferative inflammatory atrophy: 'Fertile ground' for prostate
cancer development?" Molecular medicine reports 3(1): 3-12.

Postma, R., F. H. Schroder, et al. (2005). "Atrophy in prostate needle
biopsy cores and its relationship to prostate cancer incidence in
screened men." Urology 65(4): 745-749.

Putzi, M. J. and A. M. De Marzo (2000). "Morphologic transitions
between proliferative inflammatory atrophy and high-grade prostatic
intraepithelial neoplasia." Urology 56(5): 828-832.

Reyes, I., N. Reyes, et al. (2005). "Aging-associated changes in gene
expression in the ACI rat prostate: Implications for carcinogenesis."
Prostate 63(2): 169-186.

Reyes, N., M. latropoulos, et al. (2002). "Microarray analysis of diet-
induced alterations in gene expression in the ACI rat prostate." Eur
J Cancer Prev 11 Suppl 2: S37-42.

Ruska, K. M., J. Sauvageot, et al. (1998). "Histology and cellular
kinetics of prostatic atrophy." The American journal of surgical
pathology 22(9): 1073-1077.

Sfanos, K. S. and A. M. De Marzo (2012). "Prostate cancer and
inflammation: the evidence." Histopathology 60(1): 199-215.

Shah, R., N. R. Mucci, et al. (2001). "Postatrophic hyperplasia of the

prostate gland: neoplastic precursor or innocent bystander?" The
American journal of pathology 158(5): 1767-1773.

124 — Niradiz Reyes Ramos



Shen, M. M. and C. Abate-Shen (2010). "Molecular genetics of prostate
cancer: new prospects for old challenges." Genes & development
24(18): 1967-2000.

Tomas, D., B. Kruslin, et al. (2007). "Different types of atrophy in the
prostate with and without adenocarcinoma." European urology
51(1): 98-103; discussion 103-104.

Tsujimoto, Y., H. Takayama, et al. (2002). "Postatrophic hyperplasia of
the prostate in Japan: histologic and immunohistochemical features
and p53 gene mutation analysis." The Prostate 52(4): 279-287.

van Leenders, G. J.,, W. R. Gage, et al. (2003). "Intermediate
cells in human prostate epithelium are enriched in proliferative
inflammatory atrophy." The American journal of pathology 162(5):
1529-1537.

Verhagen, A. P., F. C. Ramaekers, et al. (1992). "Colocalization of
basal and luminal cell-type cytokeratins in human prostate cancer."
Cancer research 52(22): 6182-6187.

Vis, A. N. and T. H. Van Der Kwast (2001). "Prostatic intraepithelial
neoplasia and putative precursor lesions of prostate cancer: a
clinical perspective." BJU international 88(2): 147-157.

Wang, W., A. Bergh, et al. (2004). "Chronic inflammation in benign
prostate hyperplasia is associated with focal upregulation of
cyclooxygenase-2, Bcl-2, and cell proliferation in the glandular
epithelium." The Prostate 61(1): 60-72.

Wang, W., A. Bergh, et al. (2007). "Increased expression of CCAAT/
enhancer-binding protein beta in proliferative inflammatory atrophy
of the prostate: relation with the expression of COX-2, the androgen
receptor, and presence of focal chronic inflammation." The Prostate
67(11): 1238-1246.

Wang, W., A. Bergh, et al. (2009). "Morphological transition of
proliferative inflammatory atrophy to high-grade intraepithelial

Expresion de proteoglicanos en la préstata: Biomarcadores potenciales con implicaciones patolégicas — 125



neoplasia and cancer in human prostate." The Prostate 69(13):
1378-1386.

Yildiz-Sezer, S., |. Verdorfer, et al. (2006). "Assessment of aberrations
on chromosome 8 in prostatic atrophy." BJU international 98(1):
184-188.

Zha, S., W. R. Gage, et al. (2001). "Cyclooxygenase-2 is up-regulated
in proliferative inflammatory atrophy of the prostate, but not in
prostate carcinoma." Cancer research 61(24): 8617-8623.

Zha, S., V. Yegnasubramanian, et al. (2004). "Cyclooxygenases in
cancer: progress and perspective." Cancer letters 215(1): 1-20.

126 — Niradiz Reyes Ramos



SECCION I

RESULTADOS DE INVESTIGACION






Capitulo 5.

ANALISIS TRANSCRIPTOMICO GLOBAL DE
LINEAS CELULARES CANCEROSAS
Identificacion de proteoglicanos
diferencialmente expresados

Niradiz Reyes, PhD
Resumen

Los mecanismos moleculares y celulares involucrados en la
progresion del cancer de préstata hacia un fenotipo metastasico no
son bien entendidos. La progresion del cancer de prostata localizado
hacia un estado metastasico parece estar regulado por multiples
sefales oncogénicas en las células epiteliales y por cambios en la
interaccion estroma-epitelio. Estas incluyen las vias de sefalizacion
Hedgehog y Wnt (Karhadkar, Bova et al. 2004; Yang, Chen et al. 2006)
asi como la sobreexpresion de varios factores de crecimiento y sus
receptores, tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), factor de crecimiento parecido a insulina-1 (IGF-1)
y factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)(Hellawell and
Brewster 2002).

El fenotipo clinicamente agresivo distintivo del fenotipo metastasico
(Poste and Fidler 1980) ha sido estudiado al nivel de la expresion génica
(Dhanasekaran, Barrette et al. 2001; LaTulippe, Satagopan et al. 2002;
Reyes, latropoulos et al. 2002), encontrandose patrones alterados
de la expresién de genes asociados con sefales de transduccion,
remodelacién de la matiz extracelular, motilidad, regulacion del ciclo
celular, y la estructura celular. El analisis molecular de lineas celulares
con diferentes potenciales metastasicos ofrece un instrumento valioso
para identificar genes asociados al fenotipo metastasico. Las lineas
de cancer de prostata de rata, Dunning G y Mat LyLu, originadas del
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mismo tumor parental Dunning R-3327, exhiben muchas caracteristicas
observadas durante la progresion del cancer de prostata humana,
incluyendo la respuesta a androgenos y propiedades metastasicas
diferenciales.

Por lo tanto, nuestro grupo realizé el analisis comparativo de los perfiles
de expresién génica de estas dos lineas celulares con la finalidad de
aumentar el entendimiento del proceso metastasico del cancer de
prostata (Reyes, Tiwari et al. 2007).

Metodologia
Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares MAT-LyLu y Dunning G, las cuales
fueron derivadas originalmente del mismo tumor parental, Dunning
R-3327, de ratas Copenhagen (Dunning 1963). La linea Dunning
G corresponde a células tumorigénicas pobremente diferenciadas,
androgeno-dependientes, obtenidas en el laboratorio de Dunning
después de varios pases in vitro del tumor original; mientras que la
linea MAT-LyLu (Metastatic At-Lymph Node and Lung) fue desarrollada
y caracterizada por Isaacs et al (Isaacs, Yu et. al. 1981) en la Facultad
de Medicina de la Universidad Johns Hopkins, después de varios pases
seriales del tumor original, en las que se obtuvo el tumor Dunning
R3327-AT, de rapido crecimiento y androgeno insensible. Las lineas
Dunning G y Mat LyLu exhiben muchas caracteristicas observadas
durante la progresion del cancer de préstata humana, incluyendo la
respuesta a androégenos y propiedades metastasicas diferenciales.

Analisis transcriptémico con micromatrices de ADN

Se utilizaron micromatrices de Affymetrix (GeneChip Rat Genome
U34A array) para realizar el analisis transcriptomico global de las
lineas celulares Dunning G y MAT-LyLu, con diferentes propiedades
metastasicas. Los datos transcriptémicos fueron analizados en el
contexto de vias y grupos funcionales, y se utilizé reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real para validacion de un grupo de genes
seleccionados.
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Validaciéon de la expresion por PCR cuantitativa en tiempo real
(QRT-PCR)

Se validaron varios genes seleccionados mediante qRT-PCR,
utilizando los mismos RNAs individuales usados en los ensayos
con micromatrices para asi validar la especificidad de la técnica
(Rajeevan, Ranamukhaarachchi et al. 2001). La cuantificacion relativa
de la expresiéon se determind mediante el método comparativo CT
(24€T), normalizando los niveles de expresion a los de los genes
constitutivos B-Actina y HPRT-1. Los ensayos para qPCR se realizaron
en triplicado para cada muestra. Se utilizaron genes especificos para
los genes de interés disefiados con el programa Primer3y sintetizados
por IDT technologies. Entre los genes validados se incluyeron los
proteoglicanos ESM-1 (Endothelial specific molecule 1/Endocan),
BGN (biglicano), fibromodulina, y decorina. La significancia estadistica
de las diferencias en expresion génica se determind por la prueba T
de Student.

Resultados

Se encontrd expresion alterada (sobreexpresién y subexpresion) de
107 genes; especificamente se detectd sobreexpresion de 48 genes
y expresion disminuida de 59 genes en la linea MAT-LyLu comparado
con la linea Dunning G. Los genes fueron agrupados en categorias
funcionales, tales como interaccién epitelial-matriz extracelular,
motilidad celular, proliferacién celular, y transportadores, entre
otros. Muchos de estos genes no han sido asociados previamente a
la metastasis del cancer de prostata. La categoria que presenté el
mayor numero de genes diferencialmente expresados fue la de matriz
extracelular, con un 20% del total de los genes diferencialmente
expresados.

La Figura 12 muestra la agrupacion jerarquica de 20 de los genes
encontrados con mayor nivel de expresion diferencial en las lineas
celulares estudiadas. Los genes mas relevantes de este grupo fueron
seleccionados para su evaluacidon en lineas celulares humanas de
cancer de prostata.

Expresion de proteoglicanos en la préstata: Biomarcadores potenciales con implicaciones patolégicas — 131



Do
D1

MO
M1

dual specificity phosphatase 6

fatty acid binding protein 5, epidermal

gap junction membrans channel protein alpha 1
endothebal cellspecific molecule 1

hypoxanthine guanine phosphoribosy transferase
nerve growth factor receptor associated protein 1
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, dade E,
caveolin

thymasin bata-4

high mobility group AT =hook 1

preproankephalin, related sequence

asparagine synthetase

stearoyl-Coenzyme A desaturase 1

kelch repeal and BTB (POZ) domain containing 10
CD24 antigen

protein tyrosine phosphatase, receptor type, Q
cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 13
fatty acid binding protein 4, adipocyte

sialopharin

lransmembrane 4 superfamily member 3

Figura 12. Agrupacioén jerarquica de genes sobre-expresados.

Genes sobreexpresados (color rojo) en MAT-LyLu (MLL). La
figura representativa del agrupamiento jerarquico fue generada
automaticamente con el programa dChip v1.3 (www.dchip.org) usando
el parametro de correlacién de Pearson. Se muestran los 20 genes
que mostraron mayor sobreexpresion en MLL.

Los genes relevantes al fenotipo metastasico, y encontrados con
expresion alterada, fueron: ESM-1 (endotelial specific molecule-1/
endocan), antigeno CD24, biglicano (BGN), serpine2, fibromodulina,
macrophage stimulating 1, alpha-2-macroglobulin, glicoproteina-38,
decorina, molécula de adhesién vascular-1, clusterin, y elastina.
Todos estos genes pueden ser agrupados en la categoria de Matriz
Extracelular de Gene Ontology; varios de ellos codifican proteinas
de proteoglicanos (PG) tales como: ESM-1, BGN, fibromodulina,
y decorina, los cuales son componentes principales de la Matriz
Extracelular que mantienen la integridad de la estructura tisular.
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Entre estos componentes de la Matriz Extracelular identificados como
diferencialmente expresados en este andlisis transcriptémico, los
genes codificantes de pequefnos proteoglicanos: ESM-1 (Endocan),
BGN (Biglicano), y Fmod (Fibromodulina), no han sido asociados
previamente a la metastasis del cancer de prostata. Estos tienen el
potencial de ser desarrollados como biomarcadores de utilidad en el
manejo de esta enfermedad.

Serequieren estudios adicionales realizados en la contraparte humana,
para determinar la participacion de estos genes, o de sus productos,
en el cancer de prostata y definir su utilidad como biomarcadores de
esta enfermedad.

Discusion

La expresion diferencial encontrada en este estudio a nivel de genes
de la matriz extracelular puede ser un reflejo de las alteraciones que
ocurren durante el proceso metastasico, tales como alteraciones en
la matriz extracelular, neo-vascularizaciéon, cambios en la estructura
celular y aumento de la motilidad (Poste and Fidler 1980). La
sobreexpresion de ESM-1 en el tejido tumoral puede constituir un
factor de prondstico negativo y un marcador de metastasis para
pacientes con cancer de préstata , como se ha sugerido en el cancer de
mama (Lipoldova, Svobodova et al. 2002), cancer renal (Amatschek,
Koenig et al. 2004), y cancer de pulmén (Burton-Wurster, Liu et al.
2003). Nuestros resultados han sido los primeros en vincular ESM-1 y
fibromodulina, dos miembros de la familia de los proteoglicanos, con
el cancer metastasico de la prostata.

Fibromodulina, BGN vy decorina, son genes que codifican las
proteinas centrales de proteoglicanos que son miembros de la
familia de Proteoglicanos Pequefos Ricos en Leucina (Small Leucine
Rich Proteoglycans, SLRP). Estos proteoglicanos funcionan, bajo
condiciones fisiolégicas y patofisioldgicas, como reguladores de la
organizacioén de la matriz extracelular, la adhesion celular, la migracion
y regulacion de la actividad del Factor de Crecimiento Transformante
beta (TGF-B) (Hildebrand, Romaris et al. 1994; Burton-Wurster, Liu et
al. 2003).
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Fibromodulina es un pequeho proteoglicano rico en leucina,
importante para la organizaciéon de la matriz extracelular y esencial
para la reparacion tisular en multiples 6érganos. Se ha descrito que la
principal funcién de este proteoglicano es la regulacion de la formacién
de fibrillas de colageno (fibrilogénesis). Sin embargo, investigaciones
recientes han descrito nuevas funciones de fibromodulina, incluyendo
regulaciondelaangiogénesis, reprogramacion de fibroblastos humanos
en células pluripotenciales, modulacion de la actividad de TGF-(3,
procesos inflamatorios, y asociacién con fenotipos metastasicos.
Adicionalmente, fibromodulina ha sido identificado como un nuevo
antigeno asociado a tumores en leucemia, linfoma y leiomioma.

Respecto a endocan, este corresponde a un nuevo proteoglicano de
dermatan sulfato, soluble, derivado del endotelio (Lassalle, Molet et
al. 1996). Endocan tiene la propiedad de unirse a un amplio rango de
moléculas bioactivas que participan de vias de sefializacion celular y
adhesion, y de esta manera participa en regulacion de la proliferacion,
diferenciacion, migracion, y adhesién de diferentes tipos celulares, tanto
en procesos homeostaticos como patolégicos. Se ha mostrado que la
elevacion de los niveles tisulares o séricos de endocan es un reflejo de
la activacion endotelial y la neovascularizacion (del Toro, Prahst et al.
2010; Sarrazin, Lyon et al. 2010), los cuales son procesos primordiales
asociados con la inflamacién y progresion tumoral. Debido a esto,
endocan ha sido propuesto como biomarcador sanguineo vy tisular
para diversos tipos de cancer y como biomarcador de inflamacion,
mostrando resultados prometedores (Grigoriu, Depontieu et al. 2006;
Scherpereel, Depontieu et al. 2006; Kali and Shetty 2014).

Nuestro analisis transcriptémico nos permitié identificar a este
proteoglicano particular, sobreexpresado en una linea celular de
cancer de prostata de rata altamente metastasica (Reyes, latropoulos
et al. 2002). Estudios posteriores realizados por nuestro grupo de
investigacion, permitio demostrar que este proteoglicano también se
encuentra altamente expresado en PC-3, una linea celular humana de
cancer de préstata altamente mestastasica, y ademas lo identificamos
a altos niveles en el suero de pacientes diagnosticados con cancer de
prostata en etapas avanzadas (Bettin, Reyes et al. 2015).
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Conclusiones

Nuestro grupo ha identificado diversos genes con expresion alterada,
asociados al fenotipo metastasico del cancer de prostata. La
subsiguiente validacion de estos genes en tejido prostatico humano
pudiera revelar su utilidad como marcadores biolégicos para esta
enfermedad. Algunos de estos genes pudieran tener potencial utilidad
para el diagndstico temprano de la recurrencia o de la metastasis o
como blancos terapéuticos de esta enfermedad.

La extrapolacion de los resultados obtenidos a partir de este trabajo
al contexto de la enfermedad en el humano, requiere de la realizacion
de estudios adicionales con muestras humanas y una caracterizacion
clinica detallada de los respectivos pacientes para que se puedan
hacer las correlaciones clinicas apropiadas.

No obstante, la identificacion de genes diferencialmente expresados
en estas dos lineas celulares de origen animal, a través de un
aproximamiento transcriptdmico global, como lo es, el de analisis de
expresion genica con micromatrices de ADN, es el paso logico inicial en
la busqueda de biomarcadores de utilidad en la enfermedad humana.

Nuestros estudios apuntan a que los proteoglicanos, especialmente
los de la familia de SLRP, participan de forma importante en los
procesos asociados al cancer de prostata. Estudios adicionales
nos han permitido identificar la expresion diferencial del SLRP
fiboromodulina en muestras de tejido y de suero de pacientes
diagnosticados con hiperplasia prostatica benigna y cancer de
prostata, las cuales representan las dos enfermedades prostaticas
mas comunes en el hombre, las cuales acarrean un alto costo
socioecondmico, tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo. Por otra parte, estudios que hemos realizado a nivel
de lineas celulares humanas de prostata, han evidenciado que
endocan esta implicado directamente en las propiedades migratorias
e invasivas de lineas cancerosas de prostata con alta capacidad
metastasica, por lo cual pudiera representar un blanco terapéutico
para esta enfermedad.
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Estudios en marcha en nuestro grupo, muestran que fibromodulina
y endocan, dos proteoglicanos pequefios, representan nuevos
biomarcadores con potencial utilidad en el cancer de préstata.
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] Capitulo 6.
ANALISIS TRANSCRIPCIONAL DE UN PANEL DE
MARCADORES
Identificacion de los proteoglicanos fibromodulina
y endocan como biomarcadores potenciales en
cancer de préstata

Niradiz Reyes y Alfonso Bettin.
Resumen

Nuestro grupo ha desarrollado un ensayo basado en PCR cuantitativa
en tiempo real para evaluar los perfiles de expresion de un panel
de genes que fueron identificados previamente en nuestra linea de
investigacion en Biomarcadores de Cancer (Reyes, Tiwari et al. 2007).
Este panel disefiado por nosotros consiste de 18 genes candidatos a
biomarcadores del cancer de prdstata, el cual hemos evaluado en un
grupo de tres lineas celulares humanas de origen prostatico, PC-3 y
LNCaP, las cuales poseen fenotipo canceroso agresivo y moderado,
respectivamente, y PWR-1E, la cual es la linea celular de referencia,
no-tumorigénica.

Los genes evaluados con el panel de biomarcadores son: CAV1,
CD24, ESM-1, FMOD, CXXC5, F2RL1, KBTBD10, CD81, SPN,
TMSB4X, PSA, A2M, FOXQ1, SERPINE2, DCN, CLU, PENK, vy
TSPANS8. Todos estos genes han demostrado participar en procesos
relacionados con cancer, migracién, invasion, angiogénesis, y/o
adhesion celular, pero no han sido catalogados como biomarcadores
especificos del cancer de préstata. Entre los genes identificados, el
gen que codifica el proteoglicano FMOD fue adicionalmente evaluado
en muestras clinicas, encontrandose diferencialmente expresado
entre el tejido prostatico benigno y el tejido prostatico canceroso.
Se requiere la validacion posterior de FMOD en una poblacion mas
grande para determinar con mayor precision la utilidad de este gen
como biomarcador del cancer de prostata.
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Aspectos generales

El impacto del cancer de prostata en la poblacion humana se debe
en parte a la falta de métodos eficientes para el diagndstico temprano
y el prondstico de la enfermedad (Oon, Pennington et al. 2011). El
unico biomarcador actualmente en uso en el cancer de prostata es el
Antigeno Prostatico Especifico (PSA), el cual ha presentado muchos
inconvenientes que disminuyennotablemente suutilidad. Porestarazon,
resulta prioritario que se desarrollen nuevos y mejores biomarcadores
que mejoren el diagndstico, la prediccion del comportamiento clinico,
y/o el tratamiento de esta enfermedad (Sardana, Dowell et al. 2008).

Nuestro grupo ha desarrollado un ensayo basado en PCR cuantitativa
en tiempo real para evaluar los perfiles de expresion de un panel
de genes que fueron identificados previamente en nuestra linea de
investigacion en Biomarcadores de Cancer (Reyes, Tiwari et al. 2007).
Este panel disefiado por nosotros consiste de 18 genes candidatos a
biomarcadores del cancer de prostata, el cual hemos evaluado en un
grupo de tres lineas celulares humanas de origen prostatico, PC-3 y
LNCaP, las cuales poseen fenotipo canceroso agresivo y moderado,
respectivamente, y PWR-1E, la cual es la linea celular de referencia,
no-tumorigénica. Los genes evaluados en el panel de biomarcadores
son: CAV1, CD24, ESM-1, FMOD, CXXC5, F2RL1, KBTBD10, CD81,
SPN, TMSB4X, PSA, A2M, FOXQ1, SERPINE2, DCN, CLU, PENK, y
TSPANS8. Todos estos genes han demostrado participar en procesos
relacionados con cancer, migraciéon, invasion, angiogénesis, y/o
adhesioén celular, pero no han sido catalogados como biomarcadores
especificos del cancer de préstata.

DESARROLLO DE UN PANEL DE BIOMARCADORES

En el campo de la investigacién en biomarcadores, la determinacion
de los perfiles de expresion transcripcionales de genes blancos
involucrados en vias biolégicas complejas, captan gran interés y
representan un paso inicial comun en la deteccion e identificacion de
biomarcadores apropiados (Lohmann, Herold et al. 2013). De otra
parte, es de amplia aceptacion que la tecnologia de transcripcion
reversa seguida de PCR cuantitativa en tiempo real es altamente
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especifica y sensible para la medicién de la expresion de transcritos,
siendo superior a la tecnologia de micromatrices de ADN, aunque
presenta la limitacion de que el numero de genes evaluados al tiempo
es limitado (Linton, Hey et al. 2008; Reinholz, Eckel-Passow et al.
2010; Sadi, Wang et al. 2011).

Por lo tanto, el abordaje mas frecuente en el campo del descubrimiento
de nuevos biomarcadores ha sido la realizacion inicial de analisis
transcriptomicos globales con micromatrices de ADN, seguidos por
la validacion de resultados por transcripcion inversa seguida de PCR
cuantitativa en tiempo real (Quackenbush 2006; Gu, Wei et al. 2009;
Yan, Li et al. 2012). Siguiendo este delineamiento, nuestro grupo de
investigacion inicialmente realizé el analisis transcriptémico global
de dos lineas celulares derivadas de la prostata de rata, las cuales
presentan diferencias en sus propiedades metastasicas (Reyes, Tiwari
et al. 2007). Este estudio nos permitio identificar un grupo de genes
asociados al fenotipo metastasico del cancer de prostata en un modelo
animal in vitro.

En los siguientes capitulos determinamos los perfiles transcripcionales
de un panel de 18 genes candidatos a biomarcadores relevantes, los
cuales no son actualmente considerados como tales en cancer de
prostata, pero estan implicados en procesos relacionados con cancer,
como los de regulacién del ciclo celular, apoptosis, angiogénesis,
adhesion celular, regulacién de la matriz extracelular, motilidad celular,
y vias de senalizacion mediadas por citokinas, factores de crecimiento
y hormonas.

La expresidon de este panel seleccionado de genes fue evaluado
mediante RT-gPCR en las lineas celulares LNCaP (fenotipo canceroso
de baja agresividad), PC-3 (fenotipo cancerosos altamente agresivo), y
PWR-1E (fenotipo no-tumorigénico) usadas como control de referencia
de la expresion.

Los resultados encontrados nos llevaron a seguir estudiando en mas
profundidad uno de los genes diferencialmente expresados, el gen que
codifica la proteina central del proteoglicano fibromodulina (FMOD),
un proteoglicano pequerfio rico en leucina. Validamos la expresion de
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este proteoglicano en un panel de cDNA comercial preparado a partir
de muestras clinicas de pacientes diagnosticados con enfermedad
prostatica benigna o maligna, usando PCR cuantitativa en tiempo real.
Ademas, verificamos que las lineas cancerosas de la préstata utilizadas
ciertamente estuvieran expresando el transcrito de FMOD, para lo cual
empleamos PCR convencional para amplificar un fragmento grande
del gen utilizando cebadores especificos, y luego secuenciando en
ambas direcciones el producto amplificado y comparando la secuencia
de ADN con la secuencia oficial de FMOD depositada en el GenBank.
Se utilizé para esto el producto obtenido de las células PCS-201-012,
como control positivo, correspondientes a fibroblastos de piel humana
normal. El estudio molecular nos permitié confirmar que el transcrito
del gen FMOD se encuentra diferencialmente expresado en lineas
celulares cancerosas comparadas con una linea no tumorigénica, y en
muestras clinicas de pacientes diagnosticados con enfermedad benigna
0 con cancer de préstata. Se requiere la validacion subsiguiente del
transcrito de FMOD en una poblacién masculina mayor para determinar
su utilidad potencial como biomarcador del cancer de prostata. Ya que
FMOD codifica un proteoglicano secretado, la evaluacion adicional de
sus niveles séricos en pacientes con cancer de prostata y pacientes
con enfermedad prostatica benigna es requerida.

Metodologia
Lineas celulares

Para este estudio empleamos las siguientes lineas celulares de origen
humano obtenidas de ATCC (Manassas, VA). LNCaP Clone FGC
(ATCC® CRL-1740), sensible a andrégenos, de adenocarcinoma de
prostata, metastasica a nédulos linfaticos; PC-3 (ATCC® CRL-1435)
derivada de una metastasis 6sea de cancer de prostata, insensible
a andrégenos; PWR-1E (CRL-11611) no-tumorigénicas, de epitelio
prostatico; y PCS-201-012 correspondientes a fibroblastos primarios
de piel normal adulta. EI mantenimiento rutinario de las células en el
laboratorio se hizo a 37°C, 5% COZY en atmosfera humeda, usando
como medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco/Invitrogen; Carlsbad, CA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Gibco/Invitrogen)
y 1% penicilina-estreptomicina (Gibco/Invitrogen) para las células
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LNCaP; F-12K modificado (ATCC) con 10% FBS y 1% penicilina-
estreptomicina para las células PC-3; medio de queratinocitos libre
de suero (Life Technologies) suplementado con 50 ug/mL de extracto
pituitario bovino, 5% L-glutamina, y 5 ng/mL de factor de crecimiento
epidérmico para las células PWR-1E; y DMEM suplementado con
10% FBS para las células PCS-201-012. Las células se cultivaron en
monocapas en frascos de cultivo T25 y se pasaron una a dos veces
por semana. Para todos los experimentos las células se cosecharon a
bajo numero de pases.

El panelincluyé los siguientes 21 genes: Molécula especifica de células
endoteliales-1 (ESM-1/Endocan), inhibidor de peptidasa Serpin-2
(SERPINE2), clusterin (CLU), biglicano (BGN), alfa-2-macroglobulina
(A2M), proencefalina (PENK), fibromodulina (FMOD), molécula CD81
(CD81), decorina (DCN), tetraspanina 8 (TSPANS), Kelch repeat/
BTB (POZ) domain containing-10 (KBTBD10), factor de coagulacién
Il (trombina) receptor-like 1 (F2RL1), timosina beta 4 (TMSB4X),
sinucleina gamma (SNCG), CXXC finger protein 5 (CXXC5), forkhead
box Q1 (FOXQ1), podoplanina (PDPN), y sialoforin (SPN). Seincluyeron
los genes previamente establecidos como asociados a metastasis:
molécula CD24 y Caveolina-1 (CAV1), y el actual biomarcador para
el diagnéstico del cancer de prostata, Antigeno Prostatico Especifico/
PSA (KLK3), para efectos de validaciéon y comparacion. Los genes
constitutivos hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa-1 (HPRT1)
y B-Actina (ACTB) se incluyeron para normalizacién de la expresion
génica.

Extraccion de ARN total y sintesis de cADN

El ARN total se aislé con trizol (TRI-Reagent, Ambion) de cada
una de las lineas celulares cuando se encontraban a 80% de
confluencia. La concentracién y pureza del ARN total se determiné
por espectrofotometria a 260/280 nm usando nanodrop™ (Thermo
Scientific). ARN total, 1ug, se sometié a transcripcién inversa para
sintetizar cADN de primera cadena, en 20 yL de reaccién usando el
estuche QuantiTect Reverse Transcriptase (QIAGEN).
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PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Se disefiaron cebadores especificos para cada gen a evaluar usando el
programa Primer-BLAST y las secuencias depositadas en GeneBank,
sintetizados por Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany), y
arreglados en platos de PCR, en triplicados. Las reacciones de PCR
se efectuaron para cada gen en cada muestra en triplicado usando el
estuche QuantiTect® SYBR® Green PCR Master Mix (QIAGEN) en
un termociclador StepOne (Applied Biosystems), con un paso inicial
de desnaturalizaciéon a 95°C por 15 min, seguido de 40 ciclos de
amplificacion.

PCR convencional y secuenciacion de un fragmento del gen
FMOD

Serealizé PCR convencional con cebadores disefhados para amplificar
una secuencia de 864 pb entre el primero y segundo exon del gen
FMOD. La amplificacion se realizé con el estuche GoTag PCR master
mix y los productos de la amplificacién se separaron en un gel de
agarosa al 2%, luego se purificaron usando el estuche QlAprep Spin Ml
3 Kit (Qiagen, Valencia, CA) y se secuenciaron en ambas direcciones
(Genewiz Technical Services, South Plainfield, NJ) usando cebadores
especificos para FMOD. Los datos de la secuenciacion se compararon
con las secuencias publicadas del gen FMOD depositadas en la base
de datos GeneBank, usando el programa BLASTN 2.2.

Panel de cADN de muestras clinicas de prostata (Tissue qRT-PCR
Arrays)

Para analizar los niveles transcripcionales de fibromodulina en
muestras clinicas, se utilizaron paneles comerciales de cDNA
arreglados en platos de PCR listos para usar (TissueScan® qPCR
Array, Origene Technologies Inc., Rockville, MD, USA). Los paneles
incluyeron cDNA obtenido de 39 pacientes diferentes clasificados
en dos estados de enfermedad y tejidos normales (10-cancer,
23-hiperplasia prostatica benigna, y 6-normal). TissueScan® qPCR
Arrays son paneles normalizadas de cDNA preparados a partir de
tejidos tumorales y benignos humanos verificados por patélogos. Los
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cDNAs estan certificados que provienen de tejidos de alta calidad y
utilizados con el consentimiento informado de los pacientes. Después
de la suspension de los cDNAs liofilizados, se efectud . qRT-PCR para
analizar la expression transcripcional del proteoglicano fiboromodulina y
del antigeno prostatico especifico en el panel de cDNAs. La expresion
fue normalizada al gen constitutivo 3-Actina, cuyos cebadores son
incluidos en el panel.

Analisis de la expresiéon génica

Los niveles transcripcionales de cada gen se determinaron con el
programa Sequence Detection System 2.1 (Applied Biosystems). La
cuantificacion de la expresion relativa de cada gen se realizd con el
método comparativo C, (2-2°T). Para los experimentos con lineas
celulares, los niveles de expresion se normalizaron con los de los
genes constitutivos HPRT1 B-Actin. Para los paneles de cDNA, los
niveles se normalizaron con los de (-actin. Se adquirieron curvas de
fusion para todas las muestras para verificar la especificidad de la
amplificacion.

Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferencias en expresion génica para
cada gen de interés entre cada una de las lineas celulares evaluadas y
lalinea control de referencia no tumorigénica, se analizaron por ANOVA
de dos factores (two way ANOVA) usando el nivel de expresion y el
tipo celular como factores y empleando la correccion de Bonferroni.
Los resultados se presentan como media £ SEM.

Todas las observaciones se derivan de al menos tres experimentos
independientes. Un valor p<0.05 se considerdé estadisticamente
significativo. Para los experimentos realizados con el panel de cDNA,
las diferencias en expresion de los genes entre el grupo de Cancer y
el grupo Benigno o el grupo Normal se determinaron con la prueba no
paramétrica de “mann whitney”. Los analisis estadisticos y las graficas
se realizaron con el programa Graphpad Prism (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA).
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Resultados

Perfil de expresién de candidatos a biomarcadores del cancer de
prostata

Se utilizaron cebadores especificos para los ensayos de expresién por
PCR cuantitativa en tiempo real (Tabla 2). En general, los resultados
de PCR cuantitativo mostraron que las lineas celulares prostaticas
con diferentes fenotipos cancerosos presentan diferentes perfiles de
expresion para el grupo de genes evaluados (Tabla 3). CAV1, ESM-
1, CD81, CD24, CXXC5, FMOD, KBTBD10, y F2RL1 se encontraron
sobreexpresados en las células PC-3 mientras que SERPINEZ2, DCN,
KLK3/PSA y A2M se encontraron subexpresados. Las células LNCaP
sobre-expresaron los genes CD81, FMOD, CXXC5, A2M, KBTBD10, y
KLK3/PSA, mientras que TMSB4X, SERPINE2, ESM-1, SPN, y DCN
estuvieron subexpresados en este tipo celular (Tabla 3).

En detalle, se encontré que los transcritos de los genes CAV1 y ESM-
1 estuvieron altamente expresados en la linea celular agresiva PC-3,
pero no se detectaron en la linea de baja agresividad LNCaP, mientras
que A2M y KLK3 tuvieron altos niveles de expresiéon en LNCaP pero
fueron indetectables en las células PC-3. En ambos tipos celulares,
los transcritos de CD81, CXXC5, KBTBD10, y FMOD se encontraron
sobre-expresados (Figura 1A), mientras que los transcritos de
SERPINE2 y DCN se encontraron sub-expresados (Figura 1B). Las
células PC-3 mostraron sobre-expresion de CAV1, ESM-1, CD81,
CD24, CXXC5, FMOD, KBTBD10, y F2RL1; mientras que las células
LNCaP tuvieron sobre-expresion de KLK3/PSA, CD81, FMOD, CXXC5,
A2M, y KBTBD10.

Los genes CAV1, ESM-1, CD24 y F2RL1 se encontraron
sobreexpresados solamente en PC-3 mientras que KLK3/PSA y A2M
se encontraron sobre-expresados exclusivamente en LNCaP. Los
transcritos de los genes CLU, BGN, y SNCG no mostraron expresion
diferencial entre las tres lineas estudiadas. A su vez, los transcritos
de los genes PENK, TSPAN8 y PDPN no se detectaron en ninguna
de las tres lineas celulares evaluadas. KLK3/PSA, el biomarcador de
uso en el tamizaje del CaP también fue evaluado encontrandosele
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altamente expresado en las células LNCaP e indetectable en las PC-
3. Este hallazgo ha sido reportado con anterioridad muchas veces,
lo cual le da validez a nuestros resultados de expresién génica en
las lineas estudiadas (Yang, Loda et al. 1998; Takahashi, Hoshi et al.
1999; Dozmorov, Hurst et al. 2009).

Tabla 2.

Secuencias de los cebadores para ensayos de PCR
SiMBOLO Tamafio | giypoLo Tamafio
OFICIAL Cebador del OFICIAL Cebador del

(FORWARD/REVERSE) amplicén (FORWARD/REVERSE) amplicon
DEL GEN DEL GEN
(BP) (BP)
Para RT-qPCR:
GACCAGTCAACAGGGGACAT CCACAGGGGAAAGTGAAAAA
HPRT1 132 TSPAN8 160
CCTGACCAAGGAAAGCAAAG CTTTGGCATGGTCTCTGCTT
AGAAAATCTGGCACCACACC TGCACTGGCTGAGCAGATTCCC
ACTB 142 KBTBD10 152
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA CCTGGCTGAAGGCAGAGGTGGA
CAACCAGAAAACCCCTGAAG GCCAGTCTCTTCGTGGTCTC
ESM-1 151 cD24 142

TGTTTCCTATGCCCCAGAAC CCTGTTTTTCCTTGCCACAT

TGCGGCTTTTCAGAAGAAAT ATTCCTGCCCTGAACATCAC
SERPINE2 150 F2RL1 140

CCCCAAAATAACGCTTGCTA AGCACATAGGCAGAGGCTGT

GCAAGACACTGCTCAGCAAC TTGAACAGGAGAAGCAAGCA

cLU 153 TMSB4X 160
TCAGGCAGGGCTTACACTCT AGGGGCAGCACAGTCATTTA
GGACTCTGTCACACCCACCT TGTGGTGAGCAGCGTCAACACT

BGN 159 SNCG 162
AGCTCGGAGATGTCGTTGTT TTGGATGCCTCACCCTCCTGTT
CTCTGGGTCACTGCTCAACA GAGCTGAGCGAGAAGCAAGT

A2M 158 CAV1 152
CTGTCTTCCAGGCTGACTCC CAAATGCCGTCAAAACTGTG
GCTGTCCAAACCAGAGCTTC GGTGGACAAAAGCAACCCTA

PENK 159 CXXC5 140
TCTGGCTCCATGGGATAAAG TCAGCATCTCTGTGGACTGC
ACCGTCCCCGATAGCTACTT TGCTATTGACCGATGCTTCA

FMOD 145 FoxQ1 154
GCAGCTGGTTGTAGGAGAGG GCCCAAGGAGACCACAGTTA
TGACCACCTCAGTGCTCAAG AGCTCTGCTCTTCGTTTTGG

cD81 157 PDPN 149
ATCATGATCACAGCGACCAC TTCCTGGAGTCACCACATCA

boN GCTCTCCTACATCCGCATTGCT 28 N GCAACCAGTCATCCTGCTGTTC 107
GTCCTTTCAGGCTAGCTGCATC CTGGTCCTACTGGAGGTTTCTG
GGAGAGTGACATGTGCTGGA 151 Para PCR convencional:

KLK3 TTTATAGCGTCAGGCGGACC
CTTGGCTCACAGCCTTCTCT FMOD | 100AGAGOATTGTTGOOGAC 864

*Los cebadores fueron disefiados con Primer-BLAST usando secuencias de la base de datos
GenBank y sintetizados por Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany). Para los ensayos de
RT-qPCR los cebadores fueron arreglados en platos de PCR en triplicados.
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Tabla 3.
Datos de expresién para los genes analizados por PCR

cuantitativa
Grupo funcional/ Simbolo
genes individuales oficial Fold change (Coromean)
LNCaP |pvalue| PC-3 P PWR-1E | LNCaP | PC-3
value

Extracellular/ECM
Endothelial cell-specific | g/ 4 ND 645.7 |0.0001| 374 | 405 | 303
molecule 1
CD24 molecule CcD24 113 | 006 | 2927 | 0015 | 301 | 30.16 | 26.7
Fibromodulina FMOD 29.8 | 00002 | 7.91 |00243| 360 | 298 | 3455
Alpha-2-macroglobulin | A2M 1629 | 0.0001 | ND |0.0001| 34.83 | 31.08 | 37.64
Serpin peptidase inhibitor, | g-ppnvEs | 8615 | 0.0001 | -27.81 |0.0002| 291 | 35.34 | 35.14
clade E, member 2
Decorina DCN -3.368 | 0.026 | -227 | 005 | 3283 | 3451 | 33.05
Clusterin CLU 1.22 007 | 145 | 005 | 228 | 226 | 23.3
Biglycan BGN 435 | 005 | 11 | 007 | 317 | 323 | 321

Cell motility

Kelch repeat and
BTB (POZ) domain KBTBD10 4.58 0.021 5.57 0.05 31.97 29.6 30.9
containing10

Defense response

Syalophorin SPN -8.48 0.0001 1.35 |0.0001| 34.87 36.68 | 355

Proenkephalin PENK ND ND 30.9 43 41

Development

thymosin beta 4, X-linked | TMSB4X -70.0 0.001 1.46 | 0.001 19.7 24.7 20.7

synuclein, gamma (breast

" ) SNCG -1.3 0.05 -1.43 0.05 29.5 29.73 | 29.79
cancer-specific protein 1)

Regulation of cell cycle/ proliferation

Caveolin 1, 22kDa CAV1 ND 521 0.014 31,6 37.8 241

CD81 molecule CD81 120 0.025 120 0.005 30.8 23.7 25.3

Transcription Regulation / DNA-binding

CXXC finger protein 5 CXXC5 13.2 0.001 6.75 | 0.014 28.6 2475 | 273

Forkhead box Q1 FOXQ1 -286.8 | 0.0001 | -3.46 | 0.024 34.7 41.7 36.9

Receptor activity

Coagulation factor Il

(ihrombin) receptor-like 1 ‘FZRL1 ‘ 1.17 ‘o.oooz‘ 5.3 ‘o.oooz‘ 23.9 ‘ 234 ‘ 225
Others

Tetraspanin 8 TSPANS ND ND 41 41 42
Podoplanin PDPN ND ND 40 43 42
gggﬁ;ﬁi’;ﬁ{ggftate KLK3/PSA | 4440 | 0.0001 | ND |0.0001| 343 | 157 | 37.8

El signo negativo indica genes que estuvieron subexpresados.
ND: no detectado
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Los niveles de expresién transcripcional de FMOD y PSA en lineas
celulares en cultivo fueron determinados en un ensayo individual.
Los niveles transcripcionales de las células LNCaP y PC-3 fueron
comparados con los niveles de la linea celular no-tumorigénica PWR-
1E, confirmandose para estos dos genes los resultados obtenidos con
el panel de biomarcadores. Se incluyé ademas como referencia para
la expresion de fibromodulina a la linea PCS-201-012 correspondiente
a una linea ATCC primaria de fibroblastos de piel humana normal,
adulta.

Tabla 4.
Expresion transcripcional de FMOD y PSA en lineas celulares en
cultivo.

Los niveles transcripcionales de las células LNCaP, PC3, y PCS-20-012
fueron comparados con los niveles de la linea celular no-tumorigénica
PWR-1E. Cambios de expresion positivos (fold change) indican sobre-
expresion de transcritos en LNCaP o PC3.

Ct Promedio (DE) de genes blanco y constitutivos Fold change
Linea celular FMOD P PSA P
FMOD PSA B-Actina HPRT value*
PWR-1E 36,0 (x1,0) 34,3(x0,48) | 16,6 (:0,01) | 22,56 (+0,036) | 1-0 - 1.0
PC-3 34,5(+0,38) | 36,8(x0,19) | 18,3 (£0,08) | 23,74 (+1,38) | 42 | "0.0002 -2,1 *0.001
LNCaP 29,8 (£0,16) | 15,7(x0,12) | 16,0 (x0,08) | 22,9 (+0,052) | 26:6 | *0.0007 | >10,000 | *0.0001
PCS-201-012 | 28,05 (£0,12) ND 15,8 (£0,18) | 22,3 (+0,003) | 595 | *0.0001 ND

*valor p de prueba t (dos colas) para muestras en triplicados. ND: no detectado DE: desviacion
estandar
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Genes sobre-expresados en lineas celulares de cancer de prostata
(relativo a la linea no-tumerigénica)
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Figura 13. Genes diferencialmente expresados en lineas celulares de cancer de
prostata. Un total de cuatro transcritos génicos se encontraron sobreexpresados(A) y dos
transcritos génicos se encontraron subexpresados (B) en las lineas celulares de cancer de
prostata, comparadas con la linea no-tumorigénica PWR-1E. La significancia estadistica de
las diferencias en expresion génica entre cada una de las lineas prostaticas cancerosas y
la linea no-tumorigénica fue determinada mediante ANOVA de dos factores, usando el nivel
de expresion y el tipo celular como factores y empleando la correccion de Bonferroni para
multiples comparaciones. Los resultados se expresan como promedios + SEM. Se utilizo el
programa GraphPad Prism. Un valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Genes sobre-expresados en lalinea celular LNCaP
(relativo a la linea no-tumorigénica)
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Figura 14. Niveles transcripcionales en células LNCaP relativo a las células no-
tumorigénicas PWR-1E. A.Genes sobreexpresados. PSA, CD81, FMOD, CXXC5, A2M, y
KBTBD10 se encontraron sobre-expresados en células LNCaP. B. Genes subexpresados.
FOXQ1, SERPINE2, TMSB4X, SPN y DCN fueron encontrados sub-expresados en la linea

LNCaP. Los resultados se expresan como promedios + SEM. Se utilizé el programa GraphPad
Prism. Un valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Genes sobre-expresados en células PC3
(relativo a las celulas no-tumorigenicas)
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Figura 15. Niveles transcripcionales en células PC-3 relativo a las células no-
tumorigénicas PWR-1E. A. Genes sobreexpresados. CAV1, ESM-1, CD81, CD24, CXXC5,
FMOD, KBTBD10, y F2RL1 se encontraron sobre-expresados en células PC-3. B. Genes
subexpresados. SERPINE2, DCN, y FOXQ1, fueron encontrados sub-expresados en la linea
PC-3. Los resultados se expresan como promedios + SEM. Se utiliz6 el programa GraphPad
Prism. Un valor p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Los niveles transcripcionales relativos se calcularon usando el método
comparativo C, (24°T) y los niveles de expresion de cada gen en
cada muestra se normalizaron a los niveles de expresiéon de los genes
constitutivos HPRT1 y B-Actina. Todos los experimentos se llevaron
a cabo en ftriplicados y se adquirieron curvas de fusion para verificar
la especificidad de la amplificacion. La significancia estadistica de
las diferencias en expresion génica entre cada una de las lineas
prostaticas cancerosas y la linea no-tumorigénica fue determinada
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mediante ANOVA de dos factores, usando el nivel de expresion y el
tipo celular como factores y empleando la correccion de Bonferroni
para multiples comparaciones. Los resultados se expresan como
promedios + SEM. Se utilizé el programa GraphPad Prism. Un valor
p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Expresion transcripcional de fibromodulina en cDNA de muestras
clinicas de tejido prostatico

Uno de los genes encontrados diferencialmente expresados en las
lineas celulares de préstata fue FMOD, el cual codifica la proteina
central del proteoglicano fibromodulina. Este gen fue seleccionado para
evaluar su expresion a nivel de muestras clinicas de tejido prostatico,
para lo cual se utilizé un panel comercial de cDNA de muestras clinicas
(TissueScan™ Prostate Cancer qRT-PCR Array/HPRT101; Origene
Technologies), comprendido por 39 muestras distribuidas asi: 6-normal,
23-hiperplasia prostatica benigna, y 7-canceres. Se identific6 una
diferencia significativa en los niveles de expresion entre el tejido normal
y el canceroso (p=0.0363) y entre el tejido de hiperplasia prostatica
benigna y el tejido canceroso (p = 0.0480) (Figura 4A). El analisis del
transcrito de PSA en el mismo panel de cDNA permitié determinar que
los niveles de expresion de PSA fueron significativamente mas elevados
en el grupo de muestras con cancer de prostata que en el grupo de
muestras benignas (P=0.0280) y entre el tejido de hiperplasia prostatica
benigna y el tejido canceroso (p = 0.07134) (Figura 4B).

Secuenciacién de un fragmento de DNA de fibromodulina

Para verificar que las lineas de cancer prostatico efectivamente
estuvieran expresando el transcrito del gen FMOD, se efectué PCR
convencional usando cDNA obtenido de cada una de las lineas
LNCaP y PC-3 en cultivo, y cebadores disefiados para amplificar un
fragmento de 864 pb entre el primer y segundo exén del gen FMOD.
Como control positivo para la reaccion de PCR se uso la linea PCS-
201-012 de fibroblasto de piel normal, ya que esta bien establecido
que los fibroblastos de la piel expresan el gen FMOD (Sztrolovics,
Rimoin et al. 1994). El analisis BLAST de la secuencia de DNA
amplificada a partir del cDNA, tanto de las lineas cancerosas como de
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Figura 16. Expresion relativa de transcritos para Fmod y PSA en un panel comercial de
cDNA derivado de 39 pacientes. Los niveles de expresion de fibromodulina se evaluaron
en un panel de cDNA de muestras clinicas de tejido prostatico (panel comercial TissueScan™
Prostate Cancer gRT-PCR Array/HPRT101; Origene Technologies), comprendido por 39
muestras distribuidas asi: 6-normal, 23-hiperplasia prostatica benigna, y 7-canceres. Se
identifico una diferencia significativa en los niveles de expresion entre el tejido normal y el
canceroso (p=0.0363) y entre el tejido de hiperplasia prostatica benigna y el tejido canceroso
(p = 0.0480) (Figura 4A). El analisis del transcrito de PSA en el mismo panel de cDNA permitio
determinar que los niveles de expresion de PSA fueron significativamente mas elevados en el
grupo de muestras con cancer de prostata que en el grupo de muestras benignas (P=0.0280) y
entre el tejido de hiperplasia prostatica benigna y el tejido canceroso (p = 0.0134) (Figura 4B).
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la linea de fibroblastos, mostré coincidencia total con la secuencia de
cDNA publicada para la variante-1 del transcrito de FMOD (GenBank
referencia NM_002023), confirmando de esta manera que el transcrito
de FMOD es efectivamente expresado por las lineas celulares de
cancer de prostata en cultivo LNCaP y PC-3.

Discusion

Los mecanismos exactos por los cuales el cancer de prostata
progresa desde un estado andrégeno dependiente hasta un fenotipo
metastasico no estan claramente entendidos, y esto sigue siendo un
tema activo de la investigacion en cancer de prostata. La progresion de
esta enfermedad ha sido ampliamente estudiada in vitro con la ayuda
de lineas celulares establecidas, como LNCaP y PC-3. Se considera
que LNCaP representa las etapas tempranas del desarrollo del cancer
de prostata ya que su crecimiento es sensible a los andrégenos
(Zimmerman, Dozmorov et al. 2004), mientras que las células PC-3
se considera que representan la enfermedad en etapa avanzada ya
que su origen es a partir de una metastasis 6sea y su crecimiento es
insensible a los andrégenos (Kaighn, Narayan et al. 1979).

La linea celular LNCaP originalmente se aislé de una metastasis a
ganglio linfatico de un adenocarcinoma prostatico, y retuvo numerosas
propiedades de las células epiteliales de prostata como p53 tipo
silvestre, dependencia de androgenos y expresion de una variedad
de marcadores especificos de prostata, las cuales son caracteristicas
propias de las etapas relativamente tempranas de la progresion del
cancer de prostata (Dozmorov, Hurst et al. 2009). Las células PC-
3, por otra parte han adquirido un fenotipo mas agresivo que es
altamente angiogénico, insensible a andrégenos, caracteristico de la
etapa metastasica (Dozmorov, Hurst et al. 2009).

En el estudio que describimos aqui, hemos validado a nivel
transcripcional, en un modelo in vitro de lineas celulares prostaticas de
origen humano, algunos de los genes que previamente encontramos
asociados al fenotipo metastasico del cancer de prostata en un modelo
animal in vitro (Reyes, Tiwari et al. 2007). Entre los genes relevantes
al fenotipo metastasico del cancer de prostata seleccionados para
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este estudio estan: FMOD, ESM-1, DCN, A2M, KBTBD10, CD81,
CD24 y CAV-1. Algunos de ellos codifican proteoglicanos pequefos
ricos en leucina (FMOD, ESM-1y DCN), los cuales son componentes
principales de la matriz extracelular requeridos en la homeostasis
tisular (Schaefer and Schaefer 2010).

Uno de los genes que no han sido previamente asociados al cancer de
prostata metastasico, el cual encontramos altamente sobreexpresado
en la linea PC-3 fue ESM-1, también conocido como endocan, el
cual codifica un proteoglicano pequefo secretado, capaz de regular
la adhesién de células cancerosas circulantes a la vasculatura
endotelial, un proceso esencial para la invasion. Ademas, endocan
puede interactuar con diversos factores de crecimiento angiogénicos
regulando sus actividades y estimulando sus propiedades metastasicas
(Scherpereel, Gentina et al. 2003; Sarrazin, Adam et al. 2006). Por lo
tanto, endocan representa un marcador de interés para evaluar en
asociacion con el pronostico de la enfermedad como ha sido reportado
en carcinoma hepatocelular (Huang, Tao et al. 2009). También pudiera
representar un parametro potencial para el monitoreo de la respuesta
del tumor a la terapia antiangiogénica como ha sido observado en
cancer renal (Leroy, Aubert et al. 2010).

Un proteoglicano que se encontré subexpresado en las lineas
cancerosas de prostata fue decorina, un miembro de la familia de
SLRPs. Se ha reportado previamente, en muchos tipos de cancer, que la
expresion alterada de uno o mas proteoglicanos de esta familia, tales como
fibromodulina, decorina, biglicano, entre otros, constituye un parametro
relevante para el diagnéstico y pronéstico de la enfermedad (Garusi,
Rossi et al. 2012). Para decorina (DCN), su funcion como molécula
antiproliferativa ha sido observada en el cancer de préstata (Hu, Sun et al.
2009), donde induce un mecanismo de represion tumoral a través de la
sub-regulacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
lo que conlleva a la activacion de la caspasa-3 y subsecuente apoptosis
(Seidler, Goldoni et al. 2006). Ademas se ha demostrado que la expresion
de decorina, asi como la de otros proteoglicanos, como biglicano,
esta frecuentemente reprimida en células cancerosas, existiendo una
correlacion inversa entre el crecimiento canceroso y la expresion de
SLRPs (Schaefer and lozzo 2012).
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Por otra parte, en este trabajo estamos reportando la expresion
significativamente aumentada de otro SLRP, fibromodulina, el cual
encontramos elevado en las lineas cancerosas LNCaP y PC-3. Se
ha mostrado recientemente que fibromodulina y otros miembros de
la familia SLRP no solo estan implicados en la formacion de fibrillas
de colageno y la adhesion celular, sino que también contribuyen a la
modulacion de factores de transcripcion, supresion del crecimiento
tumoral y prevencion de la apoptosis(Lee and Schiemann 2011; Garusi,
Rossi et al. 2012). Fibromodulina ha sido implicado previamente
en cancer, ya que se le encontré altamente sobreexpresado en
leucemia linfocitica cronica de células B (CLL-B) (Mayr, Bund et al.
2005; Mikaelsson, Danesh-Manesh et al. 2005; El-Hamid Hassan,
Mohamed Samy et al. 2011). Sin embargo, este proteoglicano no ha
sido previamente asociado a la patogénesis del cancer de préstata u
otros tumores sélidos (Edwards 2012).

Conclusiones

Nuestro grupo ha reportado previamente la sobreexpresion de
transcritos de FMOD en células de cancer de préstata de rata (Reyes,
Tiwari et al. 2007), y en este estudio hemos avaluado su expresion en
lineas prostaticas de origen humano y en muestras clinicas de cancer
de proéstata (Tabla 4; Figura 1A). Los resultados que hemos obtenido
en muestras clinicas humanas, nos muestran que FMOD alberga
el potencial de discriminar entre tejido normal o benigno y cancer
de prostata (Figura 1A). Estos resultados resaltan la importancia de
continuar la validacion de FMOD al nivel de proteina tanto en muestras
de tejidos como en otro tipo de muestras clinicas, tales como suero
u orina de pacientes, para definir su valor real como biomarcador
de diagndstico temprano o como blanco terapéutico del cancer de
prostata.

Actualmente, la informacién sobre la expresion del proteoglicano
fibromodulina y su participacién en la patogénesis del cancer de
prostata es escasa. Se necesita mas investigacion para clarificar el
papel bioldgico y las implicaciones clinicas de la expresion aumentada
de fibromodulina en el cancer de prostata, y asi determinar si
potencial como biomarcador de esta enfermedad. Nuestros resultados
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favorecen el empleo de lineas celulares como modelos de utilidad
para la identificacién y evaluacién de marcadores potenciales y para el
estudio de los efectos biolégicos de la expresién diferencial de genes
en un modelo controlado y facilmente manipulable en condiciones
in vitro. Resulta evidente que se requieren estudios adicionales
para determinar la significancia de la expresion transcripcional de
fibromodulina y otros proteoglicanos, como endocan y decorina, en
células epiteliales de cancer de préstata y en muestras clinicas de
pacientes, paradeterminar siestos compuestos tienen una participacion
importante en la carcinogénesis de la préstata o si pueden servir como
biomarcadores de utilidad en el manejo de esta enfermedad.
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_ Capitulo 7.
EXPRESION DE FIBROMODULINA
EN CANCER DE PROSTATA
Niveles transcripcionales y proteicos de fibromodulina
en lineas celulares y tejido prostatico humano

Niradiz Reyes, Inés Benedetti, Alfonso Bettin, Juan Rebollo.
Resumen

Fibromodulina es un pequeno proteoglicano rico en leucina (SLRP),
importante para la organizacion de la matriz extracelular y esencial para
la reparacion tisular en multiples érganos. La principal funcion de este
proteoglicano es la regulacién de las fibras de colageno. Sin embargo,
recientemente se han descrito nuevos roles para fibromodulina,
incluyendo regulacion de la angiogénesis, reprogramacion de
fibroblastos humanos en células pluripotenciales, modulacion de
la actividad de factores de crecimiento como TGF-[3, participacion
en procesos inflamatorios y asociacion con fenotipos metastasicos.
Adicionalmente, fibromodulina ha sido identificado como un nuevo
antigeno tumoral en leucemia, linfoma, y leiomioma. Sin embargo, la
informacion sobre su expresion en la prostata es escasa.

Aqui estamos reportando la expresion de fibromodulina en lineas
celulares de prostata humana y en tejido prostatico de pacientes con
cancer de préstata y enfermedad prostatica benigna. Ensayos de
inmunotincion y PCR cuantitativo en las lineas celulares demuestran
cantidades significativamente mayores de fibromodulina en las
lineas cancerosas, en comparacion con lineas no tumorales. En
forma semejante, se encontré que el tejido canceroso expreso
niveles significativamente mas elevados de fiboromodulina intracelular
comparado con tejido benigno pareado de los mismos pacientes, y
con tejido de pacientes con solo enfermedad prostatica benigna.

162 — Niradiz Reyes Ramos



Aspectos generales

Fibromodulina es un integrante de la familia de proteoglicanos
pequenos ricos en leucina (small leucine rich protoglycans, SLRPs),
con funciones importantes en los procesos de organizacién de la matriz
extracelular y en la reparacion tisular en multiples 6rganos (Ameye,
Aria et al. 2002). La principal funcién descrita para este proteoglicano
es la regulacion de la fibrilogénesis de colageno (Chakravarti 2002).
Sin embargo, recientemente se han descrito funciones adicionales
para este pequerio proteoglicano, entre las que se incluyen regulacion
de la angiogenesis (Jian, Zheng et al. 2013; Adini, Ghosh et al. 2014),
asociacion con el fenotipo metastasico de lineas celulares (Reyes,
Tiwari et al. 2007), reprogramacion de fibroblastos humanos en células
multipotenciales (Zheng, Jian et al. 2012), modulacién de la actividad
de TGF-B (Zheng, Lee et al. 2014) y procesos inflamatorios a través de
la activacién de la via clasica del complemento (Sjoberg, Onnerfjord
et al. 2005). Otros estudios también lo han identificado como un
nuevo antigeno asociado a tumores en leucemia, linfoma, y leiomioma
(Levens, Luo et al. 2005; Mayr, Bund et al. 2005; Mikaelsson, Danesh-
Manesh et al. 2005; Hassan, Samy et al. 2011).

Aunque fibromodulina ha sido descrito como un proteoglicano
secretado con funciones importantes en la matriz celular en tejidos
conectivos, se desconocen sus patrones de expresion en otros tipos
celulares. Recientemente, a través de un estudio de analisis de
expresion geénica, detectamos la expresién de este proteoglicano en
células cancerosas prostaticas de rata mantenidas en cultivo (Reyes,
Tiwari et al. 2007). Otros trabajos han reportado su expresion a nivel
proteico en queratinocitos en cultivo y en epidermis humana (Vélez-
Delvalle, Marsch-Moreno et al. 2008), suministrando evidencia que
este proteoglicano tiene localizacion intracelular en este tipo celular.

La expresion epitelial y localizacion intracelular de fibromodulina es
un hallazgo reciente que sugiere funciones bioldgicas potenciales
para esta familia de proteoglicanos. Actualmente se desconoce si
fibromodulina, como proteina de la matriz extracelular, se encuentra
expresado por lineas prostaticas en cultivo, o si esta presente en el
tejido prostatico humano normal, benigno, o maligno.
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Nuestra investigacion a nivel molecular nos ha permitido identificar
la expresion diferencial de este proteoglicano en lineas celulares
de prostata y tejido prostatico benigno y maligno (Reyes, N et al.
observaciones no publicadas, manuscrito en preparacion). Lo que se
conoce sobre su expresion en la prostata, en estos momentos, es muy
limitado. Por lo tanto, a través de este trabajo pretendemos aumentar
el conocimiento sobre la expresion de este pequefio proteoglicano en
la prostata y sus implicaciones en las enfermedades de la misma.

Metodologia

La expresion de fibromodulina fue analizada en lineas celulares
humanas de la préstata, fibroblastos, y en tejido prostatico humano
benigno y maligno, mediante el uso de técnicas de PCR cuantitativo
en tiempo real, inmunocitoquimica, e inmunohistoquimica. Ademas,
se realizo la secuenciacion de un fragmento de DNA amplificado a
partir de cDNA obtenido de las lineas celulares estudiadas, utilizando
para ello cebadores especificos para el gen FMOD que codifica a
fibromodulina.

Consentimiento informado

Los especimenes utilizados en este trabajo se obtuvieron con la
aprobacién del Comité de Etica institucional, y con el consentimiento
informado de los pacientes, los cuales habian sido programados ya
sea para procedimientos diagnosticos mediante biopsia transrectal
de aguja guiada por ultrasonido o para prostatectomia, en el Hospital
Universitario del Caribe en la ciudad de Cartagena de Indias.

Lineas celulares humanas en cultivo in vitro

Se compraron a la ATCC las células de origen humano: LNCaP Clone
FGC cells (CRL-1740) correspondientes a adenocarcinoma prostatico
metastasico, PC-3 (CRL-1435) derivadas de metastasis 6sea, PWR-1E
(CRL-11611) no tumorigénicas de epitelio prostatico, y PCS-201-012
correspondientes a fibroblastos de piel de adulto normal. Las células
LNCaP fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI1640 (Gibco/
Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Gibco/
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Invitrogen) y 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco/Invitrogen). Las
células PC-3 fueron mantenidas en medio F-12K modificado (ATCC)
suplementado con 10% FBS y 1% penicilina-estreptomicina. Las
células PWR-1E fueron mantenidas en medio de queratinocitos libre
de sueron (Life Technologies) suplementado con 50 ug/mL de extracto
pituitario bovino, 5% de L-glutamina, y 5 ng/mL de factor de crecimiento
epidérmico. Las células PCS-201-012 fueron mantenidas en medio
DMEM suplementado con 10% FBS. Todas las lineas celulares, PC-
3, PWR-1E, LNCaP, y PCS-201-012 fueron cultivadas en presencia
de una atmésfera hiumeda con 5% CO, a 37 °C y pasadas una a dos
veces por semana. Las células se cultivaron como monocapas en
frascos de cultivo T-25. Para este estudio, las células se usaron a bajo
numero de pases: LNCaP de 23 a 26 pases, PC-3 de 28 a 31 pases,
PWR-1E de 19 a 25 pases, y PCS-201-012 de 8 a 12 pases.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

El RNA total fue aislado de las células LNCaP, PC-3, PWR-1E, and
PCS-201-012 cuando estas alcanzaron un 80% de confluencia en los
cultivos, utilizando el reactivo TRI-Reagent (Ambion) y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La pureza y concentracion del RNA
total se determiné por espectrofotometria con Nanodrop™ (Thermo
Scientific) usando la razén de absorbancias 260/280. 1ug de RNA
total RNA se sometio a transcripcion inversa obteniéndose cDNA de
primera cadena en un volumen de reaccion de 20 L, utilizando el
estuche QuantiTect Reverse Transcriptase (QIAGEN).

RT-PCR y PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)

Los cebadores usados fueron disefiados con el programa Primer3
(Whitehead Institute for Biomedical Research) y sintetizados por
IDT technologies (Tabla 1). Para la PCR cuantitativa los cebadores
fueron especificos para FMOD y los genes constitutivos -actina y
HPRT(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1). Para los
ensayos de PCR convencional, los cebadores fueron disefiados para
amplificar un fragmento de 864 bp entre el primer y segundo exén del
gen FMOD.
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Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en un termociclador
StepOne (Applied Biosystems), utilizando SYBR Green |. Para cada
ensayo, las mezclas de reaccion se prepararon sobre hielo, e incluyeron
1.5 pL cDNA, 10 yL QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (2X)
(QIAGEN), 1 yL de cada uno de los cebadores correspondientes a 0.25
MM, y se agregé agua purificada para un volumen final de 20 uL. Las
condiciones de ciclos incluyeron un paso inicial de desnaturalizacion
a 95 °C por 15 min (HotStarTag DNA Polymerase activation), seguido
de 45 ciclos a 94 °C por 15's, 60 °C por 30 sy 72 °C por 30 s. La
expresion relativa de mRNA de fibromodulina se calculé con el
programa Sequence Detection System 2.1 (Applied Biosystems),
usando el método comparativo C_ (2-24°T) y los niveles de expresion
para cada muestra fueron normalizados a los niveles de expresion
de los genes constitutivos HPRT1 y 3-Actina. Todos los experimentos
se realizaron en triplicados para todas las muestras y se adquirieron
curvas de fusion para verificacion de la especificidad de la amplificacion.
La significancia estadistica de las diferencias en expresion génica
entre la linea celular prostatica no tumorigénica y cada una de las
lineas prostaticas cancerosas y la linea de fibroblastos se calcul6é con
la prueba T de Student usando el programa GraphPad Prism (IBM,
USA). Un p<0.05 se consideré estadisticamente significativo.

Tabla 5.
Secuencias de los cebadores para la amplificaciéon
por PCR de FMOD

; TAMARNO DE
SIMBOLO | o c,ENCIA DEL CEBADOR | AMPLICON
DEL GEN (Pb)
GACCAGTCAACAGGGGACAT
HPR T CCTGACCAAGGAAAGCAAAG 132
AGAAAATCTGGCACCACACC
Para gPCR ACTB GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 142
ACCGTCCCCGATAGCTACTT
FMOD 5 CAGCTGGTTGTAGGAGAGG 145
Para PCR MOD TTTATAGCGTCAGGCGGACC o6
convencional TCCAGAGCATTGTTGGGGAC
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Ensayos de PCR convencional y secuenciacion

Para la PCR convencional se utilizo el reactivo GoTaq PCR master mix y
los productos de la amplificacion se separaron en gel de agarosa al 2%, y
se purificaron usando el estuche QlAprep Spin MI 3 Kit (Qiagen, Valencia,
CA). El fragmento de DNA purificado se sometié a secuenciacion en
ambas direcciones (Genewiz Technical Services, South Plainfield, NJ)
utilizando cebadores especificos para el gen FMOD. Los datos de la
secuenciacion fueron comparados con las secuencias publicadas del
gen FMOD usando el programa BLASTN 2.2.

Niveles transcripcionales de fibromodulina en especimenes de
tejido prostatico

Especimenes de biopsias de tejido prostatico obtenido de pacientes se
colocaron de inmediato en RNAlater® (Life Technologies) en la sala de
operacion y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion en ensayos de
extraccion de RNA total. Un total de 48 muestras de tejido prostatico,
integradas por 20 biopsias de tejido hiperplasico benigno y 28 biopsias
de tejido prostatico canceroso, fueron sometidas a extraccion de RNA
total con el reactivo TRI-Reagent (Ambion), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La concentracion y pureza del RNA total se determnao por
espectrometria a 260/280 nm usando Nanodrop™ (Thermo Scientific).
1ug de RNA total se sometié a transcripcion inversa para obtener
cDNA de primera cadena en un volumen de reaccion de 20 pL usando
el estuche QuantiTect Reverse Transcriptase (QIAGEN). Los niveles
relativos de mRNA de fibromodulina se calcularon con el programa
Sequence Detection System 2.1 (Applied Biosystems), usando el
método comparative C. (2-%°T) y los niveles de expresion de cada
muestra fueron normalizados a los niveles de expresion de los genes
constitutivos HPRT1 y B-Actina. Los ensayos de PCR se realizaron en
triplicados para todas las muestras y se adquirieron curvas de fusion
para verificar la especificidad de la amplificacion. La significancia
estadistica de las diferencias en expresion génica entre los grupos de
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) y Cancer de Préstata (CaP) se
determiné usando una prueba T no pareada con correccidon de Welch,
mediante el programa GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA). Un p<0.05 se consideré estadisticamente significativo.
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Inmunocitoquimica de lineas celulares y andlisis de imagenes

Se colocaron las células a una concentracion de 1x10* células/ml en
platos de petri con fondo de vidrio (FluoroDish TM, World Precision
Instruments, Inc), en medio de cultivo apropiado, hasta alcanzar una
confluencia de ~70%, momento en el cual los platos fueron lavados dos
veces con PBS y las células fijadas en 4% para-formaldehido/PBS por
10 min, y lavados tres veces con PBS. Las células se permeabilizaron
con PBS suplementado 0.5% Tween 20 por 10 min, y se lavaron tres
veces con PBS-T (PBS con 0.1% Tween 20) por cinco minutos cada
vez. Los sitios de union no especificos se trataron con buffer de bloqueo
(1% BSA in PBS-T) por una hora a temperatura ambiente. Se agrego
anticuerpo primario PA5-26250 (ThermoFisher Scientific, Rockford, IL,
USA) IgG de conejo, policlonal, dirigido contra fibromulin humano a
una dilucién de 1:100 en UltraClean Diluent (Thermo Scientific) y se
incubd a 4° C por 18 horas.

Los platos fueron luego lavados por cinco minutos tres veces con
PBS-T, incubados con UltraVision ONE HRP Polymer (Lab Vision,
Thermo Scientific) por 30 minutos a temperatura ambiente. Después
del lavado, la unién del anticuerpo fue detectada con DAB Plus
Chromogen® (3-3’-diamino-benzidine) (Ultravision ONE Detection
System® Kit, Thermo Scientific, Fremont, CA, USA). Células
usadas como controles negativos se trataron de la misma manera y
condiciones, pero se incubaron en ausencia de anticuerpo primario.
Los nucleos fueron contra tefidos con hematoxilina (Sigma-Aldrich),
deshidratados, y montados. La intensidad de la tincion se evalud a
maghnificacion final de 100x y 400x en un microscopio Eclipse 400
conectado a una camara DS-Fi1 (Nikon, Japan). La evaluacion de la
tincion fue realizada por un patdlogo que desconocia el tipo celular
presente en cada portaobjetos. La intensidad de la tincion se calificé
usando el programa NIS-Elements-3.0® en las categorias fuerte,
moderado, débil, o ausente.

Inmunohistoquimica de muestras de tejido prostatico de pacientes

La expresion de fibromodulina se detectd por inmunohistoquimica
en secciones seriadas en FFPE obtenidas de especimenes de
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prostatectomias de 42 pacientes, los cuales firmaron el debido
consentimiento informado en el que aceptaban que se usaran sus
tejidos para investigacion. Secciones de 4-um de tejido prostatico en
parafina se desparafinaron en xylol y se rehidrataron en alcohol de
acuerdo a procedimientos estandarizados. Luego se sometieron a vapor
por 30 min en buffer de citrato 10 mM (pH 6.0) para desenmascarar
los epitopes, se incubaron con anticuerpo primario PA5-26250
(ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, USA) IgG de conejo, policlonal,
dirigido contra fibromulin humano a una dilucién de 1:100 en UltraClean
Diluent (Thermo Scientific) por tres horas a temperatura ambiente.
Como anticuerpo secundario se agregdé UltraVision ONE HRP
Polymer (Lab Vision, Thermo Scientific) por 30 minutos a temperatura
ambiente. Después del lavado, la unién del anticuerpo fue detectada
con DAB Plus Chromogen® (3-3’-diamino-benzidine) (Ultravision ONE
Detection System® Kit, Thermo Scientific, Fremont, CA, USA). Como
controles negativos se usaron muestras de tejido tratadas de la misma
manera pero incubadas en ausencia del anticuerpo primario. Todos
los tejidos colocados en los portaobjetos fueron contra tefidos con
hematoxilina (Sigma-Aldrich), deshidratados, y montados.

Analisis de imdgenes

Lasimagenesdelas muestrastenidas se capturaronaunamagnificaciéon
final de 100x y 400x usando un microscopio Eclipse 400 conectado a
una camara DS-Fi1 (Nikon, Japan). La intensidad de la inmunotincién
fue evaluada en las regiones con tumor y en el tejido benigno asociado
por un patologo, utilizando el programa NIS-Elements-3.01 (Nikon,
Japan), aplicando el H-Score. Para esto, se escogieron al azar 10
campos a una magnificacion de 100x y a la intensidad de la tincion en
las células epiteliales luminales benignas y en las células tumorales
se le asigno un puntaje de 0, 1, 2, o 3, correspondiente a negativo,
débil, intermedio, y fuerte, respectivamente. Se contabilizé el numero
total de células en cada campo y el numero de células tefiidas en cada
categoria de intensidad. El porcentaje promedio positivo se calculd
aplicandose la siguiente formula: H-score = (% de células tefiidas en la
categoria de intensidad 1x 1) + (% de células tefiidas en la categoria de
intensidad 2x 2) + (% de células tefiidas en la categoria de intensidad
3 x 3). Los valores de H-score se compararon entre ambos grupos
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mediante prueba T de Student usando el programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA).

Resultados

Reportamos la expresion de fibromodulina en las lineas derivadas
de tejido prostatico humano, fibroblastos de la piel, y tejido prostatico
canceroso y benigno. Se encontré expresion diferencial entre las lineas
celulares prostaticas con diferentes fenotipos cancerosos, tanto a nivel
de transcritos como a nivel de proteinas. La expresion de fibromodulina
en las lineas celulares fue significativamente mayor en las lineas con
fenotipo cancerosos que en la linea no tumorigénica, tanto a nivel de
RNA mensajero como de proteina. Adicionalmente, el tejido canceroso
de pacientes diagnosticados con cancer de prostata expreso niveles
significativamente mayores de fibromodulina intracelular que el tejido
benigno de pacientes diagnosticados con hiperplasia prostatica.

Niveles transcripcionales de fibromodulina en lineas celulares
humanas de cdncer de prostata

Los niveles transcripcionales de fibromodulina se determinaron
normalizando los datos a la expresion de los genes constitutivos
B-actina y HPRT, usando el método de 22CT, Se detectaron niveles de
expresion diferenciales de fibromodulina en las tres lineas celulares
prostaticas y en la linea celular de fibroblastos primarios de piel normal.
Los niveles transcripcionales de fibromodulina fueron mas elevados
en la linea fibroblastica PCS-201-012, seguido de LNCaP y PC3,
en comparacion con la linea no tumorigénica PWR-1E usada como
linea control de referencia. Los datos encontrados proveen evidencia
que las lineas celulares de cancer de prostata expresan niveles
transcripcionales diferenciales de fibromodulina (Tabla 6; Figura 1).
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Tabla 6.

Perfil de expresidn transcripcional de fibromodulina en lineas
celulares en cultivo. Los niveles transcripcionales de fibromodulina
en las lineas celulares PC3, LNCaP, y PCS-201-012 fueron
comparados con los niveles de la linea celular no tumorigénica PWR-
1E. Los cambios positivos (“fold change”) en la expresion indican
sobreexpresion de transcritos en las células PC3, LNCaP, o PCS-

201-012.

i CT1 Promedio (DE) “Fold Change”
Linea

celular

FMOD B-Actin HPRT FMOD P
22,56

PWR-E | 360(10) | 166(001) o8 1.0 -

PC3 | 345(x0,38) | 183 (:0,08) | 2374 (1,38) 42 | *0.0002
LNCaP | 29,8 (:0,16) | 16,0 (+0,08) | 22,9 (:0,052) | 26.6 | *0.0001
PC?@“' 28,05 (£0,12) | 15,8 (£0,18) | 22,3 (+0,003) | 59.5 | *0.0001

*Valor p de prueba t (dos colas) para muestras en triplicados.
ND: no detectado DE: desviacion estandar

Niveles de expresion transcripeional de Fibromodulin
en lineas celulares humanas en cultivo
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Figura 17. Niveles de expresion transcripcional de fibromodulina en lineas celulares en cultivo.
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Los niveles transcripcionales de fibromodulina fueron mas altos en
la linea celular de fibroblastos PCS-201-012, seguido de LNCaP y
PC3, comparado con la linea no tumorigénica PWR-1E. Los niveles
relativos de expresion transcripcional de fibromodulina se calcularon
usando el método comparativo C_ (2-24°T) y los niveles de expresion
para cada muestra se normalizaron con los niveles de expresion de los
genes constitutivos HPRT1 (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl
transferase-1) y B-Actina. Todos los experimentos fueron realizados
en triplicados para todas las muestras y se adquirieron curvas de
fusiéon para verificacion de la especificidad de la amplificacion. La
significancia estadistica de las diferencias en expresion génica entre
la linea prostatica no tumorigénica y cada una de las lineas prostaticas
cancerosas Y la linea fibroblastica se calculd con la prueba T usando
el programa GraphPad Prism. Un valor p<0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo. El error estandar de la media (SEM) se
muestra mediante barras de error.

Expresion del nucleo proteico de fibromodulina en lineas celulares
humanas

La expresion de fibromodulina se estudio al nivel de proteina mediante
inmunocitoquimica en las lineas celulares de cancer de prostata
LNCaP y PC-3, y en la linea epitelial prostatica no tumorigénica
PWR1-E. Como control positivo de la expresion de fiboromodulina se
utilizé la linea PCS-201-012 correspondiente a fibroblastos primarios
de piel normal. La tinciéon inmunocitoquimica reveld diferencias en la
expresion de fibromodulina entre las dos lineas cancerosas LNCaP y
PC3, comparadas con la linea no tumorigénica PWR-1E (Figura 2).
Mientras que las células PWR-1E mostraron tincién citoplasmatica
ausente a débil, las células LNCaP presentaron una fuerte tincion
citoplasmatica y las células PC3 tuvieron un nivel intermedio de
expresion evidenciada por una intensidad de moderada a fuerte.
La linea fibroblastica PCS-201-012 se usd como control positivo,
observandose que estas células presentaron una fuerte intensidad de
la tincion similar a la observada en las células LNCaP. Los resultados
indicaron que la tincion de fibromodulina fue significativamente mas
fuerte en las lineas cancerosas prostaticas comparadas con la linea
no-tumorigénica.

172 — Niradiz Reyes Ramos



Ab contra Fibromodulina humano

Ab Primario ausente

PWR-1E

A

PC3

LNCaP

PCS-201-012

Figura 18. Expresion del ntcleo proteico central de fiboromodulina en lineas
celulares prostaticas y fibroblastos. Los niveles de proteina fueron evaluados mediante
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inmunocitoquimica. Las células fueron incubadas con anticuerpo de conejo dirigido contra
fibromodulina humano seguido por incubacién con el respectivo anticuerpo secundario. La
deteccion fue efectuada con el sistema HRP Polymer/DAB Plus Chromogen. Células PWR-
1E con débil tincién citoplasmatica (A). Células PC3 con tincion citoplasmatica moderada a
fuerte (C). Células LNCaP con fuerte tincion citoplasmatica (E). Células PCS-201-012 con
fuerte tincion citoplasmatica (G). Células tefiidas en ausencia de anticuerpo primario se usaron
como controles negativos para cada linea celular : PWR-1E (B); PC3 (D); LNCaP (F); PCS-
201-012 (H). Magnificacion: 400x. Coloracion parda: DAB. Coloracion azul: contra-tincion de
hematoxilina.

Niveles transcripcionales de fibromodulina en tejido prostatico
tumoral y en hiperplasia prostatica benigna

Para evaluar la expresion de fibromodulina en tejidos prostaticos
malignos vs. benignos, se llevé a cabo PCR cuantitativa en tiempo
real en biopsias de pacientes diagnosticados con cancer de prostata
(CaP) o con hiperplasia prostatica benigna (HPB). Cuando los
pacientes fueron agrupados en las categorias CaP y HPB, los niveles
de expresion de fibromodulina estuvieron significativamente mas
elevados en el grupo CaP que en el grupo HPB (Tabla 3; Figura 3) (p =
0.0282; prueba t no pareada con correccion de Welch). Por lo tanto, los
niveles transcripcionales de fibromodulina estuvieron diferencialmente
expresados entre los pacientes con CaP y HPB.

Tabla 7.

Perfil de expresion transcripcional de fibromodulina en biopsias
de tejido prostatico. Niveles transcripcionales en especimenes de
biopsias obtenidas de pacientes con HPB y CaP, utilizando el método
comparativo CT. Cambios de expresion (“fold change”) positivos
indican sobreexpresion de transcritos de fibromodulina relativo a los
niveles de los genes constitutivos en cada grupo de pacientes. Cada
muestra se analizo por triplicado.

Grupo de Ct Promedio (DE) Fold change (Promedio)
pacientes FMOD B-Actin HPRT FMOD p
BPH .
(1=20) 287 (£2,3) | 24,6 (+2,9) | 35,3 (+3,1) 2,9 0.0282
PCa 259 (+2,5) | 223 (£21) | 32,6 (+2,2) | 5,09
(n=28) i) —_— 1 ’ —_ L b —_— b} ’

*Valor p de prueba t no pareada con correccion de Welch (una cola) para mdltiples mediciones.
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Niveles transcripcionales de Fibromodulin
en Biopsias de Tejido Prostatico
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Figura 19. Perfil de expresién transcripcional de fibromodulina en biopsias de tejido
prostatico. Los niveles transcripcionales de fibromodulina en especimenes de biopsias
obtenidas de pacientes diagnosticados con HPB (n=20) o CaP (n=28) se determinaron

mediante PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el método comparativo CT. Cambios de
expresion (“fold change”) positivos indican sobreexpresion de transcritos de fibromodulina
relativo a los niveles de los genes constitutivos en cada grupo de pacientes. Cada muestra se
analizo por triplicado.

Expresion del nidcleo proteico central de fibromodulina en
muestras de tejido prostatico

Para analizar la expresion y localizacion del nucleo proteico de
fibromodulina in situ, secciones de tejido prostatico canceroso y
benigno fueron sometidos a inmunotincién con un anticuerpo primario
especifico para fibromodulina (Figura 4). La determinacién de la
intensidad y extension de la tincién se efectué en especimenes de
prostatectomia de 42 pacientes, usando el H-score. En este grupo de
pacientes, el valor H-score medio para las células epiteliales luminales
benignas fue de 66.9 y de 136.1 para las células epiteliales tumorales
(p < 0.0007), lo cual indica que la expresion de fibromodulina en las
células de adenocarcinoma estuvo significativamente aumentada en
comparacion con la expresion de las células epiteliales luminales
(Figura 5). El analisis de la inmunotincién dentro de las muestras
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individuales de los pacientes mostr6 que fibromulin se expresé
a niveles mas altos en las células epiteliales cancerosas que en el
estroma prostatico circundante (Figura 4A,B). Interesantemente, la
tincion de fibromodulina en el tejido canceroso prostatico se observo
tanto en el citoplasma como en el nucleo de las células epiteliales
(Figura 4A,B). También, dentro del mismo espécimen tisular, la
tincion de fibromodulina fue mas fuerte en los acinos malignos que
en los acinos benignos adyacentes (Figura 4 E,F). Comparando la
expresion de fibromodulina entre pacientes con cancer de préstata
e hiperplasia prostatica benigna, la expresion de fibromodulina fue
mas alta en muestras de tejido de pacientes con cancer de prostata
(Figura 4A,B) comparado con muestras de pacientes con enfermedad
benigna (Figura 4C,D). De forma interesante, fiboromodulina también
se encontrd en corpora amilacea de glandulas benignas (Figura 4G).
Estas son secreciones luminales presentes comunmente en acinos
prostaticos benignos.

A B
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Figura 20. Expresion de proteina fiboromodulina en biopsias de tejido prostatico. Biopsias
de tejido prostatico humano fijadas en formalina, embebidas en parafina, se tifieron con
anticuerpo primario de conejo (PA5-26250) dirigido contra fibromodulina humano, usando el
sistema HRP Polymer/DAB Plus Chromogen; los nucleos se contra-tifieron con hematoxilina.
Tincion citoplasmatica (A) y citoplasmatica y nuclear (B) positiva en células epiteliales
cancerosas en un espécimen tisular de un paciente diagnosticado con cancer de préstata
Gleason 6 (400x). Débil tincion citoplasmatica (C y D) en células epiteliales en un espécimen
tisular de un paciente diagnosticado con hiperplasia prostatica benigna. Acinos malignos con
fuerte tincion, adyacentes a un acino benigno con tinciéon débil, en un espécimen tisular de un
paciente diagnosticado con cancer de préstata Gleason 6 (100x). Magnificacion 400x (F) de
un area en la seccion E. Tincion de fibromodulina en glandulas benignas conteniendo corpora
amilacea (G) de un paciente diagnosticado con adenocarcinoma prostatico (100x). Control
negativo (H) en ausencia de anticuerpo primario.

La intensidad de la inmunotinciéon fue evaluada en las regiones
tumorales y benignas usando el programa NIS-Elements-3.01 (Nikon,
Japodn). El promedio del valor H-score para células epiteliales luminales
benignas fue de 66.9 y 136.1 para células epiteliales tumorales (p <
0.0001), indicativo de expresion significativamente aumentada en las
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Tincién IHQ en células epiteliales benignas y tumorales
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Figura 21. Fibromodulina H-scoring en tejidos prostaticos cancerosos y benignos.

células de adenocarcinoma, comparado con el de las células epiteliales
luminales. Los valores de H-score se compararon entre ambos grupos
con la prueba t usando el programa GraphPad Prism.

Discusion

Fibromodulina es un pequeio proteoglicano rico en leucina,
importante para la organizacion de la matriz extracelular y esencial
para la reparacion tisular en multiples érganos. En el presente trabajo
realizamos la evaluacién inmunocitoquimica de la expresion proteica
de fibromodulina en lineas celulares prostaticas. Encontramos que
este proteoglicano estuvo ausente o débilmente expresado en las
células PWR-1E, expresado moderadamente o fuerte en casi todas las
células PC3, y fuertemente expresado en las células LNCaP (Figura
2). La expresion de fibromodulina estuvo claramente restringida al
citoplasma de las lineas celulares prostaticas evaluadas mediante
inmunocitoquimica.

Por su parte, la evaluacion inmunohistoquimica de las biopsias
prostaticas demostré que fibromodulina se localizé principalmente
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en las células epiteliales y en menor grado en el estroma (Figura 4).
Ademas, la expresion de fibromodulina fue significativamente mas
fuerte en los acinos cancerosos que en los acinos benignos adyacentes
tanto de pacientes con cancer como de pacientes con HPB (Figura 5).

Actualmente, datos sobre la expresioén del proteoglicano fibromodulina
y su participaciéon en cancer de prostata es limitado. Los hallazgos
clave de este estudio constituyen un punto de partida para
estudios adicionales dirigidos a esclarecer la funcién biolégica y las
implicaciones clinicas de la expresion de fibromodulina en cancer de
prostata. Nuestra observacion que la expresion intracelular de este
proteoglicano en células epiteliales cancerosa de la prostata es mas
elevada que en el estroma tumoral es de particular significancia, y
es consistente con la observacion que en los tumores de prostata
ocurren cambios complejos en la expresion de proteoglicanos, con
una tendencia hacia la expresion aumentada, desplazada desde el
estroma tumoral hacia las células epiteliales (Suhovskih, Mostovich et
al. 2013).

Un hallazgo interesante de este estudio es la presencia de fibromodulina
en el nucleo de células epiteliales tumorales de pacientes con
adenocarcinoma prostatico, algo que no ha sido reportado previamente,
en nuestro conocimiento. Durante la ultima década, se ha mostrado
que diferentes proteoglicanos pueden también estar presentes en
el nucleo de diferentes tipos de células tumorales y de fibroblastos
tumorales (Richardson, Trinkaus-Randall et al. 2001; Brockstedt, Dobra
et al. 2002). Se ha demostrado que estos proteoglicanos se translocan
desde otros compartimentos celulares, y no han sido encontrados
expresados constitutivamente dentro del nucleo celular (Kovalszky,
Hjerpe et al. 2014). La localizacion nuclear también ha sido observada
para algunos SLRPs, incluyendo PRELP, biglicano, decorina, y opticin,
lo que ha llevado a proponerse que ellos participan en diferentes
procesos nucleares (Liang, Haring et al. 1997; Banerjee, Bhattacharyya
et al. 2003; Rucci, Rufo et al. 2009; Mikaelsson, Osterborg et al. 2013).
Diversas variantes de decorina han sido encontradas en el citoplasma
y en el nucleo de biopsias de cancer oral humano y en lineas celulares
(Banerjee, Bhattacharyya et al. 2003), determinandose que una de las
variantes correspondié al nucleo proteico de decorina sin modificaciones
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postraduccionales, lo que llevd a sugerir que decorina intranuclear
pudiera estar participando en la migracion e invasion de las células
malignas (Dil and Banerjee 2011).

La presencia de coérpora amilacea dentro de glandulas benignas con
fuerte tincion para fibromodulina es un hallazgo intrigante en el presente
estudio. Estos cuerpos de inclusion han sido encontrados en otros tejidos
ademas de la prostata, tales como cerebro, pulmon, ovario, y utero
(Rocken, Linke et al. 1996; Hoyaux, Decaestecker et al. 2000; Shintaku
2005). El desarrollo de corpora amilacea en la prostata se considera
como una fuente de inflamacion prostatica crénica, ya que estos cuerpos
son frecuentemente encontrados cerca de epitelio prostatico dafado y de
infiltrados inflamatorios focales (Drachenberg and Papadimitriou 1996).
Un estudio reciente dirigido a determinar la composicion de la corpora
amilacea en la prostata reportdé que las proteinas S100A8 y S100A9
fueron los principales componentes de estos cuerpos de inclusién. Estas
dos proteinas han sido asociadas con varias condiciones inflamatorias y
tipos de cancer (Yanamandra, Alexeyev et al. 2009).

Se ha propuesto que la cérpora amilacea en la prostata corresponde
a un subproducto de la secrecidén de granulos secretorios prostaticos
(prostatic secretory granules, PSG), los cuales representan la unidad
secretoria basica de la glandula prostatica, que contienen muchas
de sus proteasas exocrinas (Cohen, Holland et al. 2000). Estudios
previos ha reportado la presencia de un proteoglicano de queratan
sulfato en la cérpora amilacea de la prostata (Cohen, Holland et al.
2000; Holland, Meehan et al. 2004). Estudios mas recientes muestran
que la composicion de la cérpora amilacea de la prostata es compleja,
y se ha encontrado muchas proteinas inflamatorias agudas como
componentes de la matriz organica de estos corpusculos de inclusion
(Sfanos, Wilson et al. 2009). En este trabajo encontramos que un
anticuerpo especifico para el nucleo proteico de fibromodulina, un
proteoglicano de queratan sulfato, causo6 una fuerte tincién del epitelio
prostatico, y también causo la tincion de la corpora amilacea dentro
de acinos prostaticos benignos. Es claro que se requiere de estudios
mas detallados para confirmar que fibromodulina es un componente
estructural de la corpora amilacea, y para determinar cuales son las
potenciales implicaciones bioldgicas asociadas.
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Conclusiones

El proteoglicano fibromodulina exhibe expresion diferencial en lineas
de cancer de préstata comparadas con lineas no tumorigénicas y en
tejido canceroso comparado con tejido prostatico benigno. Se requieren
estudios adicionales para determinar la relevancia bioldgica y clinica
de la expresion de fibromodulina en la préstata y si este proteoglicano
tiene participacion en la carcinogénesis de la prostata y/o en procesos
inflamatorios relacionados con el cancer de prostata.

Los resultados de este estudio evidencian, por primera vez, que el
tejido prostatico benigno y maligno asi como las lineas celulares
cancerosas de prostata expresan de forma diferencial el proteoglicano
pequeno rico en leucina fibromodulina.

Adicionalmente, la correlacion de la expresion aumentada de
fibromodulina, tanto a nivel transcripcional como del nucleo proteico
central, en células epiteliales cancerosas versus normal/benignas,
tanto de lineas celulares como de muestras de pacientes sugiere que
las lineas celulares prostaticas pueden ser usadas como modelos
utiles para el estudio de los efectos bioldgicos de la expresién
de fibromodulina en un sistema in vitro controlado y faciimente
manipulable. Queda por determinar si fibromodulina tiene el potencial
de discriminar entre el cancer de proéstata y la enfermedad prostatica
benigna, y servir asi de biomarcador para el cancer de prostata. Se
requieren estudios adicionales para determinar la significancia de la
expresion de fibromodulina en células epiteliales de cancer de préstata
y si este proteoglicano cumple alguna funcion en la carcinogénesis
de la préstata o en procesos inflamatorios relacionados con el cancer
de prostata. La localizacion intracitoplasmatica e intranuclear de
fibromodulina, identificada en este estudio, justifica investigaciones
adicionales. Todavia hay mucho por aprender acerca de la biologia
de este SLRP y su participacion en procesos patolégicos complejos,
tales como fibrosis, inflamacién, y cancer. Los retos futuros incluyen la
elucidacion de los eventos de sefalizacion y vias particulares a través
de las cuales fibromodulina ejerce sus acciones biolégicas especificas.
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La investigacion en el campo de los proteoglicanos esta expandiéndose conti-
nuamente a medida que se descubren nuevas funciones para los diferentes
miembros de este grupo de moléculas bioactivas. De gran interés es el descubri-
miento de la ubicacion intracelular de algunos proteoglicanos, lo cual ha sido
objeto de investigacion reciente.

En el presente libro se describen los experimentos y resultados desarrollados por
el Grupo de Investigacion Genética y Biologia Molecular de la Universidad de
Cartagena, los cuales han conducido a identificar la implicacién en cancer de
prostata de miembros de este grupo bioldgico de componentes de matriz extra-
celular conocidos como proteoglicanos, especialmente los de la familia de
Pequenos Proteoglicanos Ricos en Leucina.

También se revisa la literatura cientifica alrededor del cancer de prostata, la pros-
tata misma, los proteoglicanos y su implicacion en el desarrollo y progresién del
cancer, con especial énfasis en el de préstata.
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