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Acerca de este libro

Este libro esta dirigido a estudiantes de posgrado, investigadores
en el campo de las ciencias basicas biomédicas, clinicos en el campo
de la oncologia, patologia y urologia, con interés en la asociacion
planteada entre inflamacién crénica de la prostata y el adenocarcinoma
prostatico, asi como en la busqueda de posibles blancos moleculares
en esta neoplasia.

El libro se ha dividido en dos secciones. La primera seccion revisa
aspectos generales de la estructura anatomica e histolégica de la
glandula prostética, las caracteristicas epidemiolégicas y morfolégicas
del adenocarcinoma prostatico, sus lesiones precursoras, el concepto
delatransicion epitelial-mesenquimal en esta neoplasia, y su patogenia.
En este aspecto se revisa el estado actual del conocimiento sobre la
inflamacion crénica de la prostata como uno de los factores ambientales
potencialmente involucrados en la carcinogénesis prostatica a los que
se les ha dedicado mayor interés en la investigacion en los ultimos
anos.

En la segunda seccién se presentan los resultados originales de
investigacion obtenidos dentro de las lineas de investigacion Cancer, y
factores genéticos y ambientales de riesgo en cancery biomarcadores,
desarrolladas porlos grupos de investigacion Histopatologia y Genética
y Biologia Molecular, de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Cartagena, dirigidos por las autoras, relacionados con las tematicas
descritas en la primera seccion. Estos resultados constituyen un aporte
al conocimiento cientifico del adenocarcinoma prostatico, a la vez que
han permitido consolidar las lineas de investigacion descritas, y han
contribuido al desarrollo académico y a la formacién en investigaciéon de
estudiantes de maestria y doctorado de la Universidad de Cartagena.



Los resultados de investigacion descritos en el libro han sido
obtenidos durante la ejecucidn de proyectos de investigacion
financiados por el Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia
e Innovacién /Colciencias y la Universidad de Cartagena. Através de su
publicacion en este libro, se esta dando cumplimento al requerimiento
de publicacién de libro de investigacion.



Prefacio

Es bien conocida la asociacion planteada entre la inflamacion
crénica y el desarrollo de cancer. En el caso del adenocarcinoma
prostatico, la inflamacién crénica se considera como uno de los
factores ambientales mas estudiados recientemente, para el que se
ha planteado una posible participacion en su carcinogénesis. Dentro
de este planteamiento se ha postulado que la inflamacién conlleva
al desarrollo de Atrofia Inflamatoria Proliferativa, en respuesta al
dafo tisular generado por la inflamacion, y que esta lesion podria
hacer parte de la progresién del cancer de préstata. Sin embargo,
esta postulacion no ha sido establecida, y sigue siendo objeto de
investigacion. Teniendo en cuenta estos aspectos, hemos llevado a
cabo revisiones tedricas sobre el tema y hemos desarrollado algunos
proyectos de investigacion para estudiar este campo de la patogenia
del adenocarcinoma prostatico.

Es asi como en los primeros capitulos de este libro se abordan
estos temas a través de revisiones del estado del arte, El capitulo uno
inicia con algunos aspectos generales de la estructura histolégica de la
glandula prostatica, la morfologia del adenocarcinomay de las lesiones
demostradas, y las postuladas como precursoras. En el capitulo dos
se revisa el concepto de transicion epitelial-mesenquimal dentro
del contexto de la carcinogénesis y progresién del adenocarcinoma
de préstata. Los capitulos siguientes, se dedican al estudio de las
investigaciones realizadas sobre la relacion de esta neoplasia con la
inflamacién, sus implicaciones bioloégicas y su posible utilidad clinica,
ademas, se revisa la participacion que puedan tener en este proceso
algunos de los mediadores mas importantes de la inflamacién como
son las quimiocinas.



La segunda parte del libro se dedica a presentar las investigaciones
llevadas a cabo en este aspecto, describiendo su metodologia, los
ensayos realizados, los resultados obtenidos y las conclusiones
producto de los mismos.

Presentamos un estudio de revision histolégica de biopsias
prostaticas en el que se determina la frecuencia de inflamacion
prostatica, su grado, extension y localizacién, la presencia, tipo y grado
de atrofia prostatica focal, y la presencia de Neoplasia Intraepitelial
Prostatica, en este tipo de muestras, y su relacion con la presencia de
adenocarcinoma prostatico.

Teniendo en cuenta que a pesar de los estudios de estas lesiones,
y de las investigaciones que han reportado diversos perfiles de
expresion génica en el adenocarcinoma prostatico, el conocimiento de
los genes involucrados en su carcinogénesis y progresion es todavia
limitado, el objetivo del estudio presentado en el siguiente capitulo,
fue evaluar en los diferentes compartimentos celulares presentes en
muestras de tejido prostatico humano, uno de los genes encontrados
diferencialmente expresados entre lineas celulares prostaticas
humanas cancerosas y una linea celular prostatica humana no
cancerosa. El gen estudiado es CXXC5, que codifica un factor
nuclear inducible por retinoides, que juega un papel esencial en la
hematopoyesis humana. Para el estudio de dicho gen, se evalué su
expresion a nivel de transcritos y de proteina, en muestras de tejido
prostatico con las diferentes lesiones postuladas como parte de la
progresion del adenocarcinoma prostatico, mediante PCR cuantitativa
en tiempo real, hibridacién cromogénica in situ e inmunohistoquimica.

En el capitulo séptimo se describen los resultados de estudios
subsecuentes que nos han permitido detectar la expresiéon
transcripcional del proteoglicano ESM-1, también conocido como
Endocan. En este estudio investigamos si el silenciamiento de la
expresion de Endocan mediado por siRNA afecta la proliferacion,
migracion y/o la expresion de quimiocinas CXC en células PC-3.
Encontramos que el silenciamiento de Endocan mediado por siRNA
en las células PC-3 de fenotipo agresivo resulté en una disminucion de
la migracion celular sin efectos en la proliferacion. En consistencia con
estudios previos en otros tipos celulares, el silenciamiento de Endocan
en células PC-3 resultdé en una disminucién de la migracion celular



en los ensayos in vitro. Ya que Endocan es considerado un marcador
de angiogeénesis, un proceso que se ha mostrado estar regulado por
diversos factores, tales como quimiocinas de la familia CXC, en este
estudio se examin¢ si el silenciamiento de Endocan en estas células
afectaba la expresion de mRNA codificante de quimiocinas CXC.
Encontramos que el silenciamiento génico de Endocan en las células
PC-3 estuvo acompafiado de una disminucién de la expresion de
CXCL3, un miembro de la familia de quimiocinas CXC con motivos
ELR+, las cuales tienen actividad angiogénica.

En el capitulo ocho del libro se evalua la expresién de los
receptores atipicos de quimiocinas y su asociacion con el cancer de
prostata. En este trabajo se determinaron los niveles transcripcionales
de estos receptores en lineas celulares humanas y en muestras
clinicas de pacientes, utilizando microarreglos de tejidos. Entre los
receptores atipicos de quimiocinas evaluados, se encontré que CCRL2
estaba diferencialmente expresado en las lineas celulares estudiadas,
asi también como en los especimenes clinicos malignos de proéstata
incluidos en el microarreglo de tejidos. CCRL2 es un miembro presunto
de esta familia de receptores, el cual juega un papel importante en
el trafico de células dendriticas. Su expresion se ha demostrado en
diferentes lineas celulares y tejidos cancerosos. Sin embargo, su
funcion y expresién en el cancer de prostata no han sido previamente
reportadas.
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Capitulo 1

ASPECTOS GENERALES DEL ADENOCARCINOMA PROSTATICO

Inés Benedetti, MD, PhD, Niradiz Reyes, MSc, PhD

La glandula prostatica

La glandula prostatica humana es una glandula accesoria del
sistema reproductor masculino, su funcién bioldgica es la acumulacion
lenta y la expulsidon ocasional y rapida de pequefios volumenes de
liquido prostatico. Estos requerimientos se cumplen gracias a que
es un 6rgano glandular y muscular que tiene una alta capacidad de
almacenamiento y una baja capacidad secretora, cuyos conductos son
morfolégicamente idénticos a sus acinos, y ambos funcionan como
reservorios secretores distensibles (McNeal 2007). Se encuentra
asociada con la uretra, donde vierte su secrecidon en el momento de la
eyaculacion, esta secrecion en el hombre adulto incluye una variedad
de sustancias como las enzimas hidroliticas antigeno especifico de
la préstata (PSA, del inglés: Prostatic Specific Antigen), y fosfatasa
acida prostatica especifica (PSAP del inglés: Prostate Specific Acid
Phosphatase), que facilitan la movilidad de los espermatozoides
(Petersen 2009).
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Desarrollo embriolégico

El desarrollo de la prostata inicia en el embriéon como una
condensacion densa del mesénquima derivado principalmente
del seno urogenital, a lo largo de la porcién posterior y apical de la
uretra pélvica, hasta su punto medial. Hacia la décima semana de
vida embrionaria proliferan unas yemas epiteliales a partir de las
paredes laterales y posteriores del segmento distal de la uretra, y se
ramifican hacia el mesénquima condensado. La zona circundante a
los conductos eyaculadores surge como una extension del estroma de
los conductos de Wolff, por lo que se considera que la prostata tiene
un doble origen embriolégico. El programa de desarrollo embriolégico
de la prostata es activado por los andrégenos producidos por los
testiculos fetales (McNeal 2007), con participacion de las interacciones
epitelio-estroma en la formacion y diferenciacion del érgano (Petersen
2009). Al nacimiento la préstata mide alrededor de un centimetro de
diametro, después de esto sigue creciendo a un ritmo lento hasta la
pubertad, pero su maduracion parece estar completa solo alrededor
de los 20 afios. En la mayoria de los hombres mayores de 50 afios,
se reanuda el crecimiento en el cuadro conocido clinicamente como
hiperplasia prostatica benigna (HPB), en el que se incrementa su
espesor (McNeal 2007).

Estructura anatomo-histolégica

La prostata es un é6rgano compuesto, formado de elementos
glandulares y no glandulares estrechamente unidos dentro de una
capsula fibromuscular (McNeal 2007, Fine y Reuter 2012). En su
estructura se describen cinco regiones distintas: La zona anterior,
compuesta principalmente por estroma fibromuscular con muy
escasas glandulas, y cuatro regiones glandulares: la zona periférica,
la zona central, la zona de transicion y la zona periuretral. Estas zonas
tienen distintos origenes embriolégicos, histologia diferente, y dan
lugar a diferentes entidades patoldgicas (Laczko, Hudson et al. 2005).
Histoloégicamente es una glandula tubulo-alveolar compleja, compuesta
por un parénquima epitelial incluido en un estroma de tejido conectivo.
El parénquima esta organizado en glandulas formadas por conductos
que se ramifican desde la uretra y terminan en acinos secretores
(Humphrey 2007) (Figura 1).
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El tejido no glandular de la préstata esta concentrado antero-
medialmente y es responsable por la convexidad del 6rgano, mientras
que el tejido glandular semeja un disco con alas laterales que se
pliegan hacia adelante y envuelven parcialmente el tejido no glandular
(McNeal, 2007). La zona periférica se localiza en la regién posterior
y lateral de la glandula, se extiende desde el apex y rodea la zona
central hasta la base. Corresponde al 65 a 70% del volumen de
tejido glandular de la prostata, se caracteriza por glandulas simples y
estroma laxo abundante con haces de musculo liso dispuestos al azar.
Es la zona mas susceptible a la inflamacion y el sitio mas frecuente
de origen del adenocarcinoma prostatico. La zona central se localiza
alrededor de los dos conductos eyaculadores, contiene cerca del 25 al
30% del volumen de tejido glandular de la préstata, sus células tienen
un citoplasma abundante, levemente basdfilo, y usualmente no se
asocia con inflamacién o adenocarcinoma (McNeal, 2007; Petersen,
2009).

La zona de transicion corresponde al 5% del volumen de la
glandula, se localiza anterior a la zona central y medial a la zona
periférica, en relacion con el segmento proximal de la uretra. Esta
compuesta de I6bulos de glandulas con conductos mas cortos que
los de la zona periférica, el estroma contiene haces compactos
entrelazados de musculo liso, contrasta con el estroma laxo adyacente
de la zona periférica, y se fusiona con el estroma de la zona anterior
fibromuscular. Es el sitio exclusivo de origen de la HPB: en los
individuos de edad avanzada las células epiteliales proliferan y forman
masas nodulares que debido a su cercania con la uretra con frecuencia
ocasionan dificultad para la miccidon. La zona periuretral contiene
glandulas mucosas, en los estadios avanzados de la HPB puede
desarrollar crecimiento patoldgico, principalmente de su componente
estromal, que junto con los nédulos glandulares de la zona transicional
aumentan la compresion de la uretra y llevan a retencion urinaria
(McNeal, 2007; Petersen, 2009).

Dentro de cada zona, los conductos y los acinos prostaticos
tienen apariencia histoldgica, calibre y disposicién similares, por lo que
no pueden distinguirse microscopicamente. Los acinos usualmente
contienen pliegues papilares y estan sostenidos por un estroma con
gran cantidad de musculo liso (McNeal, 2007). El epitelio que los
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reviste esta compuesto por dos capas en las que se distinguen tres
tipos celulares diferenciados que varian en su localizacién, morfologia
y caracteristicas fenotipicas: células basales, luminales secretoras y
neuroendocrinas. Las células luminales secretoras son columnares,
poseen citoplasma palido, y nucleos redondeados a ovoides de forma
y tamafio regularmente uniformes, sin nucléolo o con nucléolo muy
pequeno, localizados hacia la base. Estas células luminales forman una
capa continua de células columnares polarizadas y estan separadas
de la membrana basal y del estroma por la capa de células basales
(McNeal, 2007). Se considera que se derivan de la diferenciacion de
las células basales, son las células maduras que llevan a cabo las
funciones de la préstata al ser estimuladas por andrégenos, producen
secrecion proteica, expresan altos niveles de: PSA, receptor de
andrégenos, citoqueratina 8 y citoqueratina 18 (van Leenders, Gage
et al., 2003; Shen y Abate-Shen, 2010).

Figura 1. Estructura histolégica de la glandula prostatica.
Izquierda y derecha: acinos prostaticos revestidos por epitelio columnar,
con proyecciones luminales (flechas), rodeados por abundante estroma
fibromuscular (cabezas de flechas), H&E, 100 X. (Fotografias tomadas en el
Laboratorio de Histopatologia, Universidad de Cartagena, 2016).

Las células basales se localizan debajo de las luminales, paralelas
alamembrana basal, enlazadas por uniones intercelulares y moléculas
de adhesion formando una capa continua, son marcadamente
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aplanadas, con nucleos filiformes, oscuros, y muy escaso citoplasma.
Corresponden al compartimento proliferativo del epitelio prostatico, se
dividen y dan origen a las células secretoras maduras (McNeal, 2007).
Expresan p63, Bcl-2, receptor de factor de crecimiento epidérmico,
citoqueratinas de alto peso molecular: citoqueratina 5 y citoqueratina
14; y bajos niveles de: receptor de androgenos, citoqueratina 8 y
citoqueratina 18. En ellas se encuentra cerca del 70% de la actividad
de proliferacién celular del epitelio prostatico (van Leenders, Gage et
al., 2003; Shen y Abate-Shen, 2010). Esta envoltura de células basales
es usualmente poco evidente, y en los cortes de rutina puede aparecer
incompleta o ausente alrededor de los conductos o acinos individuales
(McNeal, 2007). Sin embargo, la tincion inmunohistoquimica con
citoqueratina especifica para células basales, o con el anticuerpo
p63, muestra que estas células estan presentes, a pesar de que en
ocasiones no se identifiquen con las tinciones de rutina. En los acinos
malignos infiltrantes las tinciones con dichos marcadores son negativas
debido a que las células basales estan ausentes (Hameed y Humphrey,
2005; Petersen, 2009, Benedetti, 2010). Como se ha descrito, los
dos principales tipos celulares de los acinos prostaticos: luminales y
basales, se pueden distinguir de acuerdo con las citoqueratinas que
expresan (van Leenders, Gage et al., 2003; Shen y Abate-Shen, 2010).

Las ceélulas neuroendocrinas de los acinos prostaticos son
escasas, de funcion desconocida, expresan marcadores endocrinos
como sinaptofisina y cromogranina A, y son negativas para receptor
de andrégenos (Shen y Abate-Shen, 2010).

En las luces glandulares del tejido prostatico, se observan con
frecuencia estructuras denominadas cuerpos amilaceos. Los cuerpos
amilaceos son pequefios cuerpos laminados observados en numero
variable, desde pocos hasta miles, en el tejido prostatico del hombre
adulto. Con base en resultados de varios estudios se ha planteado
una potencial etiologia infecciosa en el desarrollo de estos cuerpos
(Sfanos, Wilson et al., 2009; Sfanos, Isaacs et al., 2013). Debido a su
alta prevalencia en la prostata del adulto, su presencia también puede
indicar que la inflamacion aguda posiblemente causada por infecciones
bacterianas es mas comun en la préstata de lo que anteriormente se
consideraba (Sfanos, Isaacs et al., 2013). Se ha postulado también que
los cuerpos amilaceos causan traumatismo en el epitelio glandular, o
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disrupcion de la arquitectura epitelial con derrame de liquido prostatico,
con la induccion subsecuente de inflamacién focal aguda y cronica
(Sfanos y De Marzo, 2012).

Adenocarcinoma de prostata

Epidemiologia

El adenocarcinoma prostatico es el segundo cancer mas
frecuentemente diagnosticado, y la quinta causa de muerte por cancer
en hombres a nivel mundial, 70% de los casos se presentan en paises
en vias de desarrollo, con tasas de incidencia relativamente altas en
areas como el Caribe, Sur América y el Africa subsahariana (Bray,
Ferlay et al 2018). Segun cifras de la Sociedad Americana de Cancer,
es el tumor maligno que se presentaria con mayor frecuencia en
hombres durante el afio 2018, con un niumero estimado de 164,690
diagnosticos nuevos de cancer de préstata en hombres, y un numero
estimado de 29,430 muertes por esta neoplasia en el mismo periodo
(Siegel, Miller et al., 2018).

En los paises centro y suramericanos es el cancer mas frecuente
y una de las principales causas de muerte por cancer en hombres
(Sierra et al., 2016), a pesar de que en muchos de estos paises el
registro de datos de incidencia y mortalidad es precario (Tourinho-
Barbosa et al., 2016).

En Colombia, de acuerdo con los reportes del Instituto Nacional
de Cancerologia, ocupd el primer lugar en las cifras de incidencia
de cancer en hombres durante los afios 2010 y 2012, alcanzando
incidencias de 6.521 casos por afio (30/100.000 habitantes), y
es la segunda causa de muerte en hombres mayores de 65 afos
(Cancerologia, 2010; Cancerologia, 2012).

Factores de riesgo

Los factores de riesgo mas aceptados para este tipo de tumor
son: edad avanzada, raza negra, e historia familiar de la enfermedad.
(Gurel, Ilwata et al., 2008; Attard, Parker et al., 2016). Otros factores
han sido examinados en este sentido, incluyendo dieta, antropometria,
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y actividad fisica, sin embargo, no han sido asociados en forma
consistente (Park, Haiman et al., 2015).

Edad avanzada

Es el factor de riesgo aislado mas significativo; cerca de dos tercios
de los casos de adenocarcinoma prostatico son diagnosticados en
mayores de 60 afios y es muy raro antes de los 40 afios (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
interaccion de muchos factores ambientales, fisioldgicos, moleculares
y hereditarios cuyos efectos son exacerbados por dicho envejecimiento
(De Marzo, Nakai et al., 2007; De Marzo, Platz et al., 2007; Shen y
Abate-Shen, 2010).

Historia familiar y riesgo genético

La historia familiar de cancer de prostata es comunmente
usada como herramienta para predecir el riesgo de desarrollar esta
enfermedad, y el riesgo aumentado en hombres con historia familiar
ha sido documentado en forma consistente (Chen, Liu et al., 2016).
El riesgo para los familiares en primer grado de consanguinidad de
hombres con adenocarcinoma prostatico es dos veces mayor que
el de la poblacién general, siendo cuatro veces mas alto para los
familiares en primer grado de hombres con adenocarcinoma prostatico
diagnosticado antes de los 60 anos. (Attard, Parker et al., 2016). Sin
embargo, la ausencia de historia familiar al momento del examen no
indica necesariamente un riesgo disminuido y su uso exclusivo para
predecir el riesgo puede llevar a resultados dudosos, se debe tener
en cuenta que la historia familiar generalmente involucra factores de
riesgo genéticos y factores ambientales compartidos (Chen, Liu et al.,
2016). De modo que ambos, historia familiar y riesgo genético, pueden
aportar informacion util en la identificaciéon de los hombres en riesgo
(Helfand, Kearns et al., 2016).

La mejor medida del componente genético de susceptibilidad
a la enfermedad en la poblaciéon general son los Polimorfismos de
necleotido unico (SNPs). Se han reportado mas de 100 SNPs asociados
con adenocarcinoma prostatico, que son usados para determinar el
indice de riesgo genético (Helfand, Kearns et al., 2016).
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Se ha demostrado el desempeiio predictivo del indice del riesgo
genético utilizando todos los SNPs asociados al riesgo de cancer de
préstata. Sin embargo, la mayoria de los estudios de identificacion
de estos SNPs han sido realizados en hombres caucasicos. Se ha
demostrado que el uso de todos los SNPs asociados al cancer de
préstata, o sea no especificos de raza, podria llevar a sub o sobre
estimar el riesgo de la enfermedad. En este sentido la determinacién
de un riesgo genético especifico para la raza es mas robusto y preciso
en la determinacion del riesgo de desarrollar la enfermedad (Na, Ye et
al., 2016).

Muchos de los SNPs han sido encontrados en regiones no
codificantes, siendo la region 8924 la primera en ser identificada,
vecina al oncogén c-MYC, cuya expresion se encuentra alterada en
el adenocarcinoma prostatico (Koh, Bieberich et al., 2010). Ademas,
se ha reportado que las mutaciones de linea germinal del gen BRCA2,
incrementan en cinco a siete veces el riesgo de adenocarcinoma
prostatico (Attard, Parker et al., 2016). Actualmente existe un mejor
entendimiento de las bases genéticas del adenocarcinoma prostatico
familiar con la identificacion de mutaciones raras, pero de alto riesgo,
y, de alelos de bajo riesgo, pero comunes, que pueden conducir a un
tamizaje dirigido a los pacientes en riesgo (Attard, Parker et al., 2016).

Raza

El riesgo de adenocarcinoma prostatico es mayor en la raza
negra, y es dos veces mas alto en afroamericanos que en hombres
blancos. Esto puede estar asociado a factores ambientales como la
dieta y el nivel socioeconémico (Kheirandish y Chinegwundoh, 2011),
o a factores genéticos (Park, Haiman et al., 2015).

Factores ambientales

La influencia de los factores ambientales ha sido demostrada por
diversos estudios que muestran tasas de incidencia y mortalidad por
adenocarcinoma prostatico mucho mas bajas en poblaciones del este
y sudeste asiatico, comparadas con las de paises occidentales (Sfanos
y De Marzo, 2012). También por el aumento rapido en las cifras de
incidencia en estas poblaciones tras su migracion a Occidente (Shen
y Abate-Shen, 2010), y un mayor riesgo de adenocarcinoma prostatico
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en las generaciones posteriores a dicha migracion (Nelson, De Marzo
et al., 2003). En relacién con estos factores ambientales se destacan
la influencia de la dieta y la obesidad, que han sido documentados
como factores de riesgo importantes (Benedettini, Nguyen et al.,
2008). En este aspecto, se ha descrito que algunos componentes de
los alimentos pueden tener un efecto promotor. Otros componentes
con un potente efecto antioxidante, como la vitamina E, el licopeno y
otros carotenoides, parecen tener un efecto protector, lo que apoya
la hipétesis del 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; Gurel,
Iwata et al., 2008).

Los estudios de asociacion de la dieta al riesgo de cancer de
prostatamuestranresultados diversos, el reporte del Instituto Americano
de Investigacion en Cancer no muestra hallazgos convincentes en
relacién con que la dieta, o la obesidad, aumenten dicho riesgo, con
evidencias limitadas de riesgo aumentado asociado a la ingesta de
productos lacteos, dietas altas en calcio, o bajas concentraciones
plasmaticas de a-tocoferol y selenio (Park, Haiman et al., 2015).
Otros estudios en cambio reportan riesgo aumentado por ingesta
de productos lacteos (Capurso y Vendemiale, 2017). También se ha
mostrado una asociacién significativa entre el consumo de carnes
rojas muy asadas y, de nitritos y nitratos, usados en el procesamiento
de las carnes, con la incidencia de cancer de préstata (Capurso y
Vendemiale, 2017).

Varios estudios epidemioldgicos y clinicos han asociados la
obesidad y el sindrome metabdlico con incremento en la incidencia
y mortalidad por cancer de préstata (Allott, Masko et al., 2013). Sin
embargo, otros estudios han encontrado que los valores altos del indice
de masa corporal no estuvieron asociados con riesgo aumentado para
esta neoplasia (Benn, Tybjaerg-Hansen et al., 2016).

Diagnéstico

La mayoria de los casos de adenocarcinoma prostatico se
desarrollan en la zona periférica de la glandula, un niumero mucho
menor en la zona de transicion y casi ninguno en la zona central. La
razon de la predileccion zonal de esta neoplasia sigue siendo un asunto
no resuelto, junto con la alta selectividad de esta neoplasia por este
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organo, comparado con los otros 6rganos del sistema genitourinario
masculino (De Marzo, Platz et al., 2007).

El adenocarcinoma prostatico se sospecha tras la deteccién de
nivel sérico elevado de PSAy/o un examen digital rectal anormal (EDR),
y se confirma con el estudio histopatoldgico de los especimenes de
biopsia. El adenocarcinoma prostatico clinico puede definirse como
aquel que causa sintomas relacionados con la enfermedad. Aunque
esta neoplasia provoca pocos signos y sintomas en estadios precoces,
la presencia de hematuria, sintomas miccionales obstructivos y
dolor 6seo, indican habitualmente la existencia de una enfermedad
avanzada. Una enfermedad clinicamente localizada suele sospecharse
a partir de niveles séricos elevados de PSA, o de un EDR anormal. El
signo fisico mas temprano, aunque no el mas sensible ni especifico de
un adenocarcinoma prostatico, es el hallazgo de un nédulo anormal
en la prostata durante el EDR, lo que indica la realizacién de una
biopsia guiada por ultrasonido transrectal de la prostata para obtener
el diagnostico definitivo (Schroder, Van der Maas et al., 1998, Van der
Kwast y Roobol, 2013). EI EDR es una herramienta util en la evaluacion
de la consistencia de la préstata, y junto con el estudio de imagen por
ultrasonido dan informacién acerca del tamano, forma y nodularidad
de la glandula. La indicacién mas aceptada para la toma de biopsia
transrectal de prostata es un valor sérico de PSA por encima de 4.0
ng/ml, con este procedimiento se obtienen entre 10 y 12 cilindros de
tejido prostatico que luego de ser procesados son evaluados por el
patélogo (Catalona, Smith et al., 1997; Carvalhal, Smith et al., 1999;
Ukimura, Coleman et al,. 2013).

Histopatologia

El adenocarcinoma prostatico se origina del epitelio de los
acinos prostaticos (McNeal, 1997; Wang, Toivanen et al., 2014). Se
ha descrito que las células del adenocarcinoma prostatico y de la
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN, por su sigla del inglés: Prostatic
Intraepithelial Neoplasia), a pesar de poseer caracteristicas fenotipicas
de células luminales secretoras, también presentan el patron de
proliferacion celular de las células basales: capacidad de replicacion
del DNA, inmortalidad y expresién de telomerasa, mostrando por tanto
que estas caracteristicas “parecidas a las de las células madre” se
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han trasladado del compartimiento basal del epitelio al compartimiento
luminal, fenédmeno que ha sido denominado: “Infidelidad topografica
de proliferacion” (De Marzo, Nelson et al., 1998). Ademas, se ha
encontrado en las células tumorales una subpoblacion que presenta un
patron intermedio. Estos hechos, junto con los patrones de expresion
de citoqueratinas, llevaron a que algunos investigadores propusieran
que el tipo celular blanco de la transformacion neoplasica es un tipo
celular intermedio o transitoriamente proliferante, con caracteristicas
morfologicas y de expresiéon 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 diagnostico del adenocarcinoma prostatico se establece
con el examen de las biopsias transrectales con aguja, para lo cual
el estudio histopatologico es el “estandar de oro” (Berney y Cheng,
2012). Requiere una serie de caracteristicas histolégicas que se
pueden dividir en criterios mayores y menores. Los criterios mayores
incluyen: un patrén de crecimiento infiltrativo, con glandulas pequefias
malignas extendiéndose entre otras grandes y complejas, ausencia
de células basales y atipia nuclear con nucléolos agrandados. Los
criterios menores incluyen: mucina intraluminal basofila, secrecidn
amorfa eosindfila, figuras de mitosis, cristaloides intraluminales, areas
de PIN adyacentes, citoplasma anfofilico, e hipercromasia nuclear
(Humphrey, 2007; Epstein, 2012) (Figura 2).

Grado histolégico

El grado histolégico de una neoplasia corresponde al grado de
diferenciacion de las células tumorales, el cual esta directamente
relacionado con el potencial de malignidad y predice la agresividad de
la misma. En el adenocarcinoma prostatico, la evaluacién del grado
histoldgico hasta ahora se ha hecho a través del sistema de graduacion
de Gleason, siendo este un componente fundamental del informe de
patologia de esta neoplasia (Berney y Cheng, 2012). Este sistema de
evaluacién en su disefio inicial se basa en el patrén histolégico de
diferenciacion y disposicion de las células tumorales en cortes tefidos
con Hematoxilina y Eosina (H&E), por tanto, se fundamenta en su
patrén arquitectural. Se usan cinco patrones histolégicos basicos
(numerados de 1 a 5). En muchos casos mas de un patrén esta
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presente, por lo que se denomina primario al patrén predominante, el
que le sigue se denomina patrén secundario, y se genera una suma
histolégica obtenida de los dos patrones dominantes, que puede
oscilar entre 2 y 10 (Mellinger, Gleason et al., 1967; Humphrey, 2004)
(Tabla 1), (Epstein et al., 2005).

Tabla 1. Sistema de clasificacion de Gleason

Patrén Caracteristicas histolégicas

Glandulas uniformes, redondeadas a ovoides, de tamano
1 mediano, estrechamente agrupadas formando una masa
circunscrita.

Similar al patron 1 pero con las glandulas menos circunscritas,
con minima infiltracién en el borde, y mayor variacién en forma
y tamano, dispuestas en forma mas laxa y no tan uniformes
como en el patrén 1.

Unidades glandulares discretas, glandulas mas pequefias que
las del patrén 1y 2, infiltrando entre acinos no neoplasicos,
marcada variacion en forma y tamafio. Puede haber pequefios
nodulos cribiformes.

Glandulas microacinares fusionadas, mal definidas, luces
pobremente formadas, glandulas cribiformes, glandulas
cribiformes con borde irregular, patron semejante al carcinoma
renal de células claras, con alguna diferenciacion glandular.

Células aisladas o en cordones y nidos solidos, con poca o
ninguna formacién glandular. Comedocarcinoma.

(Epstein et al., 2005).

Numerosos estudios han confirmado el valor y la importancia del
sistema de Gleason como indicador de prondstico del adenocarcinoma
prostatico, ademas ha sido correlacionado con falla bioquimica,
desarrollo de metastasis, supervivencia postratamiento y supervivencia
engeneral (Delahunt, Milleretal., 2012). Pero, a pesar de esto, no puede
predecir en forma exacta la agresividad de la enfermedad, pues se ha
descrito que tumores con patrones histologicos similares pueden tener
diferente evolucion clinica (Shen y Abate-Shen, 2010). Esto, sumado
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a que algunos aspectos del sistema de graduacién de Gleason no
estaban acordes con el comportamiento clinico de los tumores, llevd
a que en el afno 2005 se realizaran modificaciones a este sistema de
graduacion (Epstein, Allsbrook et al., 2005). Recientemente, basados
en los resultados de nuevas investigaciones, se ha propuesto un nuevo
sistema de graduacion basado en modificaciones mayores al sistema
original, considerando que un sistema de clasificacion adecuado debe
separar los grados hasta el menor numero en el que cada uno de ellos
tenga un prondstico independiente (Epstein, Egevad et al., 2016).

El nuevo sistema de graduacion refleja mejor la biologia del
adenocarcinoma prostatico. Su implementacion se ha propuesto con
base en: (1) ofrece una estratificacién mas exacta de los tumores que
el sistema actual, (2) simplifica el numero de categorias a grados 1 a
5, (3) el grado inferior es 1, y no 6 como en la escala de Gleason, por
esto reduce el potencial sobretratamiento de tumores indolentes, vy, (4)
el sistema actual de Gleason modificado comparte pocas semejanzas
con el original. Este nuevo sistema ha demostrado ser mas preciso en
la prediccion de la progresion, y puede ser usado, en combinacion con
su equivalente en la escala de Gleason (Epstein, 2016).

Uso de inmunohistoquimicaen el diagnéstico del adenocarcinoma
prostatico

En muchos casos, la inmunohistoquimica (IHQ) juega un papel
fundamental como soporte del diagnéstico, especificamente en la
identificacién de una lesién glandular sospechosa, cuando se debe
confirmar el diagnéstico de adenocarcinoma prostatico, o, confirmar
la presencia de tumor metastasico (Hameed y Humphrey, 2005;
Kristiansen, 2012). En este aspecto, el uso mas comun de la IHQ es
en la identificacion de las células basales, que caracteristicamente
estan ausentes en el adenocarcinoma prostatico. Esto se evidencia
por ausencia de tincidbn con los anticuerpos mas comunmente
usados para células basales: p63 de localizacidén nuclear, y 34BE12
(Anticuerpo contra citoqueratina de alto peso molecular), de localizacién
citoplasmatica, respectivamente (Kristiansen, 2012). Aunque se han
reportado casos raros de adenocarcinoma acinar con tincion positiva
para 34BE12, y en menor frecuencia para p63, pero en una distribucién
no-basal (Humphrey, 2007; Epstein, Egevad et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 2. Adenocarcinoma prostatico tipo acinar. Izquierda y derecha:
glandulas pequenas dispuestas en un patron infiltrativo del estroma circundante
(cabezas de flechas), revestidas por células de nucleos pleomoérficos con
nucléolo prominente, H&E, 400X. (Fotografias tomadas en el Laboratorio de
Histopatologia, Universidad de Cartagena, 2016).

Figura 3. Tincion para anticuerpo 34BE12 en tejido prostatico
normal y con adenocarcinoma. lzquierda, acinos prostaticos con tincion
citoplasmatica fuerte para anticuerpo 34BE12. Derecha, acinos prostaticos
con tincion citoplasmatica fuerte para anticuerpo 34BE12 (flecha azul), acinos
tumorales negativos para anticuerpo 34BE12 (flecha verde). IHQ, anticuerpo
34BE12, 100X. (Tomado de Benedetti et al., Revista Ciencias Biomédicas
1(1): 23 - 29, 2010).
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Otro marcador ampliamente usado en la IHQ del adenocarcinoma
prostatico es el anticuerpo P504S, desarrollado para la deteccién
de la proteina alfa-metilacil-CoA-racemasa (AMACR, del inglés:
a-Methylacyl-CoA-racemase), presente en la mayoria de los casos
de adenocarcinoma prostatico, que se asocian con tincién positiva
para P504S. De modo que la combinacién de los marcadores para
células basales, junto con el marcador AMACR permite confirmar o
descartar el diagnostico en los casos dudosos. Pueden usarse los tres
anticuerpos en céctel en una sola tincion, en un corte de tejido, lo
que optimiza la preservaciéon del tejido y da mejores resultados que
los marcadores de células basales por si solos (Hameed y Humphrey,
2005; Humphrey, 2007; Epstein, Egevad et al., 2014).

Se ha propuesto el marcador ERG como ayuda en el diagndstico
del adenocarcinoma prostatico limitado. Este marcador detecta
la fusién entre el gen serina proteasa 2 regulado por andrégenos
(TMPRSS2: androgen-regulated transmembrane protease serine
2) y el gen ERG, presente en cerca del 40 al 50% de los casos de
adenocarcinoma prostatico, por lo que es altamente especifico del
mismo. Los anticuerpos anti-ERG disponibles se correlacionan
bien con los tumores positivos para la fusion, aunque su tincion es
heterogénea hasta en el 28% de los tumores, por lo que en la biopsia
puede ser negativo, y, por su baja sensibilidad, la ausencia de tincién
no descarta la lesion tumoral (Epstein, Egevad et al., 2014).

En los casos en los que se requiere diferenciar entre
adenocarcinoma prostatico y otro tipo de tumores que pueden
comprometer la préstata, como el carcinoma urotelial, los niveles
séricos de PSA y PSAP son ambos muy sensibles y especificos
(Hameed y Humphrey, 2005), pero su sensibilidad disminuye en el
adenocarcinoma prostatico pobremente diferenciado, en el que puede
haber positividad focal que no sea muestreada, en este caso se pueden
usar los nuevos marcadores de linaje prostatico : prostein (P501S) y
NKX3.1 (Kristiansen, 2012; Epstein, Egevad et al., 2014).

Biomarcadores de adenocarcinoma prostatico

Un biomarcador puede ser usado para tamizaje, diagndstico,
predicciéon de prondstico y/o monitoreo de la respuesta al tratamiento
de una enfermedad. En el caso del adenocarcinoma prostatico, el
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uso de biomarcadores en el tamizaje, diagnéstico y prediccion del
pronédstico ha influido en su manejo clinico. Debido a la marcada
heterogeneidad de esta neoplasia, un reto clinico importante es poder
distinguir entre los tumores indolentes y los tumores agresivos. Esto
no ha sido posible con los métodos actuales, incluyendo el PSA y el
grado histologico, por lo cual los esfuerzos estan enfocados en la
busqueda de marcadores de adenocarcinoma prostatico que puedan
predecir la agresividad de la enfermedad y llevar a mejores decisiones
en su manejo (Saini, 2016).

El numero de publicaciones sobre biomarcadores en el cancer de
prostata ha aumentado de forma constante a lo largo de los ultimos
afios (llic, Neuberger et al., 2013; Velonas, Woo et al., 2013; Balistreri,
Candore etal., 2014; Costa-Pinheiro, Patel etal., 2015; Ferro, Buonerba
etal., 2016); y a pesar de que algunos prometen ser utiles en la clinica,
todavia no estan disponibles masivamente, esto hace que el PSA
sérico siga siendo el unico biomarcador utilizado actualmente. Para
determinar el valor de un nuevo biomarcador en cancer de prostata,
no es suficiente demostrar una relacion estadisticamente significativa
con el resultado de la enfermedad, sino que debe ser significativo
en los modelos multivariados los cuales deben incluir el estandar
clinico (PSA) y factores patoldgicos adicionales (Shariat, Karakiewicz
et al., 2008). Cualquier nuevo biomarcador debe proporcionar un
beneficio adicional, o al menos mejorar la precisién de la prueba
estandar (nivel sérico de PSA). Por ejemplo, se necesita un mejor
método para distinguir entre condiciones benignas de la prostata y
el cancer. Con un marcador mas preciso para diagnosticar el cancer,
se perderian menos casos de cancer de prostata, y los pacientes con
patologias benignas o indeterminadas se salvarian del malestar y el
riesgo que genera la biopsia transrectal guiada por ecografia (Oon,
Pennington et al., 2011). También se necesitan biomarcadores para
detectar la invasion de las vesiculas seminales del cuello de la vejiga,
la invasion perineural, la extension extracapsular (Villari, Nesi et al.,
2010), y biomarcadores que determinen la enfermedad localizada en
el érgano frente a la enfermedad no limitada a la glandula prostatica.
Finalmente, los marcadores biolégicos que mejoren la precision de la
estratificacion del tumor segun su grado de agresividad reducirian el
numero de procedimientos de prostatectomia radical en pacientes con
tumores avanzados, ayudarian al uso racional de la radioterapia y la
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terapia hormonal, y proporcionarian a los pacientes con enfermedad
6rgano-confinada otras opciones para el tratamiento curativo diferente
a la prostatectomia radical (Stratton y Chang, 2009).

Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

El PSA es una serina proteasa de 240 aminoacidos, codificada
por un gen, miembro de la familia del gen de la calicreina humana,
ubicado en el cromosoma 19, producida por las células epiteliales de
la prostata, que esta presente en la secrecién prostatica normal, y se
eleva en el adenocarcinoma prostatico. Se secreta en concentraciones
altas en el liquido seminal, donde actua para licuar el coagulo seminal.
ElI PSA se encuentra en concentraciones mucho mas bajas en el suero,
donde existe en una forma libre, que corresponde de 5 a 35% del PSA
total (Saini, 2016), o en una forma ligada mas abundante, en complejos
con las antiproteasas a1-antiquimiotripsina o a2-macroglobulina
(Stenman, Leinonen et al., 1991). El valor sérico normal de PSA
aceptado generalmente es de 4,0 ng/ml o menos. Una concentracion
sérica elevada de PSA puede obedecer a diversos factores, entre ellos,
cancer de prostata, eyaculacion, inflamacién e infeccion prostatica,
hiperplasia prostatica, o instrumentacién uroldgica reciente (Romero
Otero, Garcia Gomez et al., 2014).

La relacion entre PSA libre y PSA total se encuentra disminuida en
el adenocarcinoma prostatico y mejora la especificidad de la deteccion
de cancer en hombres con valores de PSA total entre 4-10 ng/ml y
EDR normal. Sin embargo, debido a la inestabilidad del PSA libre
en comparaciéon con el PSA ligado, el PSA libre presenta una amplia
variabilidad analitica, por o que no es usado como una herramienta
primaria de tamizaje (Saini, 2016).

La determinacion de los niveles séricos de PSA ha sido usada
como prueba de tamizacion para adenocarcinoma prostatico durante
mas de veinte afos, y se considera la causa de la disminucién en la
mortalidad por esta neoplasia en USA. Es el marcador mas usado
por los clinicos para el cancer de préstata, desde 1994 cuando fue
aprobado por la FDA para el tamizaje junto con el EDR. Sin embargo,
estudios mas recientes han demostrado que un 20% de los hombres
con PSA por debajo de 4 ng/ml tienen adenocarcinoma prostatico, y
muchos hombres con niveles mas altos de PSA no lo tienen (Catalona,
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Smith et al., 1997). Se ha descrito que la probabilidad de identificar
un adenocarcinoma prostatico en la biopsia de préstata basada en
el umbral de PSA sérico usado comunmente de 4 ng/ml es cerca de
21%. Esto representa una sobreestimacion cercana al 75%, y un
sobrediagnédstico de tumores que habrian permanecido no detectados
(Attard, Parker et al., 2016). Lo que refleja su principal limitacion: la
falta de especificidad, pues, pese a tener especificidad de érgano, el
PSA no es especifico de cancer, sus niveles séricos pueden elevarse
en otras condiciones que alteran la membrana basal del epitelio
prostatico como en la prostatitis, HPB, tras biopsia prostatica o cirugia
(Saini, 2016).

Dichalimitacion hallevado a biopsias potencialmente innecesarias,
y a sobretratamiento por aumento en la deteccién de canceres
indolentes que podrian no haber afectado la vida de los pacientes
si no hubiesen sido tratados (Patil y Magi-Galluzzi, 2015). Diversos
estudios no encuentran ventajas al comparar el riesgo-beneficio del
uso del PSA, lo que ha llevado a determinar que no se debe usar en
el tamizaje en la poblacién general, a pesar de las evidencias en favor
de la reduccién en la mortalidad generada por el mismo. El efecto del
tamizaje con PSA en la mortalidad por adenocarcinoma prostatico y
su utilizacién como método de tamizaje siguen siendo controversiales.
A pesar de que algunos estudios han demostrado que el nivel sérico
de PSA predice poderosamente el riesgo de desarrollar metastasis de
adenocarcinoma prostatico y de morir por la enfermedad, en general,
no hay consenso en relaciéon con una evidente reduccién en la
mortalidad asociada al tamizaje con PSA (Attard, Parker et al., 2016).

El tamizaje con PSA ha sido relacionado con sobrediagndstico,
definido como la fraccion de hombres cuyo cancer fue detectado
mediante PSA, y que de otro modo no habrian sido diagnosticados
clinicamente en el transcurso de su vida, usando esta definicidon, se
considera que 30 a 50% de los casos de adenocarcinoma prostatico
detectados por tamizaje con PSA podrian corresponder a casos de
sobrediagnéstico (Van der Kwast y Roobol, 2013).

El diagndstico y seguimiento después del tratamiento son algunos
de los principales retos para el manejo clinico del adenocarcinoma
prostatico. Aunque el tamizaje con PSA mejor¢ la deteccion temprana,
sus niveles séricos tienen poca correlacion con la agresividad o la
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diseminacion tumoral, y no es util para predecir recaidas. La precision
en el diagnéstico, especificamente en términos de estadificacion
inicial, seguimiento activo y terapia focal, es uno de los principales
problemas en este campo. Los pacientes son sometidos a biopsias
repetitivas, que a pesar de ser invasivas no son decisivas, ni siquiera
si se combinan con PSA y DRE. El examen digital rectal tiene baja
sensibilidad, mientras que el tamizaje con PSA se caracteriza por baja
especificidad (Heidenreich, Bastian et al., 2014).

Nuevos biomarcadores sanguineos para adenocarcinoma
prostatico

Muchos biomarcadores han sido identificados en muestras
sanguineas y estan actualmente bajo investigacion (Costa-Pinheiro,
Patel et al., 2015; Ferro, Buonerba et al., 2016). Sin embargo, no todos
han tenido el impacto que se esperaba en los ambientes clinicos.
Entre otros, calicreina glandular humana 2 (hK-2) (Magklara, Scorilas
et al., 1999), antigeno precoz del cancer de prostata (EPCA) (Dhir,
Vietmeier et al., 2004), uroquinasa activadora de plasmindgeno (uPA)
(Duffy, 2002), cromogranina A (Hirano, Minei et al., 2007), y proteina
secretada de prostata (PSP94) (Whitaker, Warren et al., 2010).

Recientemente, otros biomarcadores potencialmente utiles para
el diagnodstico precoz del cancer de préstata han sido propuestos,
destacandose los microRNAs (miRNAs), un tipo de acidos nucleicos
no codificantes con funciones importantes como reguladores de la
expresion génica a nivel post-transcripcional (Ferro, Buonerba et
al., 2016). Tanto los miRNAs circulantes como los tisulares, tienen
el potencial de ser empleados como marcadores de diagnostico y
pronostico para diversos tipos de cancer incluyendo el de prostata
(Sarkar y Das, 2016). Por ejemplo, Mahn et al. (Mahn, Heukamp et
al., 2011) estudiaron 37 pacientes sometidos a prostatectomia radical,
18 pacientes con HPB tratados con adenomectomia retropubica, 8
pacientes con adenocarcinoma prostatico metastasico y 20 voluntarios
sanos. En todos los grupos evaluaron cuatro miRNAs oncogénicos
(miR-32, miR-26a, miR-let7i y miR-195), mas el miR-16 como control.
Encontraron que el uso de miR-26a como marcador individual fue
altamente sensible (sensibilidad de 89%), y moderadamente especifico
(especificidad de 56%), para discriminar entre pacientes con HPB
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y pacientes con cancer de prostata, pero el uso combinado de los
miRNAs oncogénicos se asocié con una mayor precision diagnostica
(sensibilidad de 78.4% y especificidad de 66.7%). Los autores también
destacan, que los niveles de expresiéon de miR-195 y miR- let7i se
asociaron con el indice de Gleason, indicando que los niveles séricos
de estas moléculas tendrian utilidad en predecir el prondstico de la
enfermedad (Mahn, Heukamp et al., 2011). En otro estudio en 82
individuos con cancer de prostata, Shen et al. (2012), mostraron
que los niveles elevados de miR-21 y miR-221 fueron capaces de
diferenciar los pacientes con adenocarcinoma prostatico de bajo riesgo
de aquellos con adenocarcinoma de alto riesgo. Estos resultados
confirmaron que los miRNAs estan asociados con diferentes niveles
de agresividad en el cancer de préstata (Shen, Hruby et al., 2012).

Biomarcadores de adenocarcinoma prostatico detectados en
orina

En las dos ultimas décadas también se han hecho esfuerzos
dirigidos a descubrir y validar nuevos marcadores biolégicos de
adenocarcinoma prostatico en orina; entre ellos el antigeno 3 de
cancer de prostata (PCA3), Sarcosin, y el reordenamiento genémico
TMPRSS2: ERG son los que tienen el mayor potencial diagndstico
(Ferro, Buonerba et al., 2016).

El PCA3 es un antigeno especifico de adenocarcinoma prostatico,
codificado por un gen ubicado en el cromosoma 9g21-22. Es un RNA
largo no codificante de funcién desconocida. No es detectado en tejido
prostatico normal, tiene baja expresion en HPB, y esta altamente
expresado en mas del 95% de los casos de adenocarcinoma prostéatico
primario y metastasico, lo que hace que el mRNA de PCA3 sea un
biomarcador util para esta neoplasia (Romero Otero, Garcia Gémez
et al., 2014). Su uso fue aprobado por la FDA en 2012 para casos
sospechosos de adenocarcinoma prostatico con resultado de biopsia
negativo, y/o EDR, o niveles de PSA negativos (Saini, 2016). Después
de un masaje prostatico, las células prostaticas son detectadas en
la orina para detectar el mMRNA de PCAS3, y se obtiene un puntaje de
PCAS3, que resulta de normalizar el nimero de copias de mRNA de
PCAS3 con el numero de copias de mRNA de PSA. Se ha establecido
un punto de corte de 35 para este puntaje de PCAS3, con el cual se
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ha reportado que tiene mayor especificidad (66%-89%), mejor valor
predictivo positivo (48%-75%) y mejor valor predictivo negativo (74%-
90%) que el PSA sérico, aunque su sensibilidad (54%,82%) es menor.
Hasta ahora los estudios no han podido demostrar si el PCA3 es
util para detectar en forma selectiva los casos de adenocarcinoma
prostatico de mayor agresividad. Se ha propuesto que una estrategia
para mejorar su rendimiento seria combinarlo con el estudio del gen
de fusion TMPRSS2-ERG (Attard, Parker et al., 2016). En el primer
reporte de su uso en Latinoamérica se obtuvieron cifras similares a las
descritas para otras poblaciones: sensibilidad de 52% y especificidad
de 87%, lo que demuestra su reproducibilidad (Ramos et al., 2013).

Por su parte, Sarcosin, un metabolito derivado de N-metil glicina,
se ha encontrado significativamente elevado en pacientes con
adenocarcinoma prostatico respecto a individuos sanos; también se ha
encontrado asociado a la progresion del cancer (Sreekumar, Poisson
et al., 2009). Este marcador se puede medir tanto en la orina como
en el suero, en este ultimo los estudios indican que Sarcosin tiene
un valor predictivo mayor que el PSA total y el PSA libre en pacientes
con PSA total < 4.0 ng/ml (Ferro, Lucarelli et al., 2015); lo que sugiere
que este biomarcador puede ser una herramienta adicional no solo
para el diagndstico, sino también, para la seleccion de pacientes
candidatos para una vigilancia activa. Ademas, niveles elevados de
esta molécula se han encontrado en suero de pacientes con cancer
de préstata metastasico resistente a la castracién en comparacién con
los pacientes con enfermedad no metastasica (Ferro, Buonerba et al.,
2016).

Por ultimo, la fusion TMPRSS2:ERG es el reordenamiento mas
frecuente en el cancer de préstata (presente en el 15% de los PIN, y
hasta en el 50% de los adenocarcinomas localizados) lo que sugiere
que este reordenamiento o bien corresponde a un evento temprano
que precede la apariciéon del cancer (PIN) o se produce después del
inicio del tumor (Tomlins, Rhodes et al., 2005; Tomlins, Laxman et
al., 2007). Esto se da cuando se fusiona el gen de la proteasa de
transmembrana serin 2 (TMPRSS2) y el proto-oncogén homologo del
virus de eritroblastosis aviar v-ets E26 (ERG). Se ha encontrado que
la fusion TMPRSS2:ERG es altamente especifica para la prediccién
de cancer de prostata clinicamente significativo en la biopsia (Ferro,
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Buonerba et al. 2016). Al igual que PCA3, la fusion TMPRSS2:ERG
puede ser detectada en orina después de un masaje prostatico y sus
valores pueden ser normalizados con los niveles del mMRNA de PSA, lo
que permite calcular un indice de TMPRSS2:ERG. Dado que ambos
marcadores pueden ser medidos en orina, Hessel y colaboradores,
(2007), informaron por primera vez la combinaciéon de PCA3 y
TMPRSS2:ERG, y desde entonces varios estudios han mostrado que
el uso combinado de estos dos biomarcadores mejora la exactitud
para detectar y predecir el comportamiento del cancer (Cao, Ye et al.,
2011; Salami, Schmidt et al., 2013).

Estadificacion

La estadificacion clinica y patoldgica se utiliza como una forma
de evaluar la extensién del tumor, predecir el prondstico y dirigir
el tratamiento. Se realiza con base en datos obtenidos antes del
tratamiento definitivo. La extension de un tumor clinicamente evidente
se determina mediante el EDR, el ultrasonido transrectal u otros
estudios de imagenes (Cheng, Montironi et al., 2012).

El sistema de estadificaciéon clinica que se utiliza con mayor
frecuencia en el cancer de prostata es el sistema TNM, en el que
T corresponde a tumor, N corresponde a ganglios linfaticos, y M
corresponde a metastasis (Tabla 2) (American Joint Committee on
Cancer). En los tumores T3, la identificacion de invasion grasa en
las biopsias con aguja constituye estadio T3a, pues normalmente
no hay tejido adiposo intraprostatico. El estadio T3b representa
invasion a las vesiculas seminales, y puede identificarse en biopsia
con aguja de estas. La clasificacion patoldégica no tiene pT1, el
adenocarcinoma prostatico pT2 esta confinado al 6rgano: pT2a es
unilateral, compromete la mitad o menos de un lado de la prostata,
pT2b es unilateral, comprometiendo mas de la mitad de un lado y pT2c
corresponde a compromiso bilateral; pT3 equivale a extensidén extra
prostatica: pT3a compromiso del cuello vesical, pT3b compromiso de
vesicula seminal, y pT4 extension a 6rganos vecinos (Cheng, Montironi
et al., 2012). Actualmente la mayoria de los expertos estan de acuerdo
en que el indice de Gleason y el estadio patoldgico son los mas fuertes
determinantes del comportamiento bioldgico de esta neoplasia (Van
der Kwast, Amin et al., 2011).
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Tabla 2. Clasificacion TNM para adenocarcinoma prostatico
(American Joint Committee on Cancer)

T1 | Tumor clinicamente no aparente, no palpable, ni visible mediante imagenes

T1a | Descubrimiento histoldgico incidental del tumor en < 5% del tejido resecado

T1b | Descubrimiento histoldgico incidental del tumor en = 5% del tejido resecado

Tumor no palpable o no visible, identificado en biopsia con aguja indicada

Te por nivel sérico elevado de PSA

Tumor palpable, érgano-confinado, palpable por EDR o visible por estudios

T2 L
de imagenes

T2a | Tumor involucra la mitad o menos, de un Iébulo

T2b | Tumor involucra mas de la mitad de un I6bulo

T2c¢c | Tumor involucra ambos Iébulos

T3 | Tumor palpable, con extensién extraprostatica

T3a | Extensién extracapsular, uni o bilateral

T3b | Extension a vesicula seminal

Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes distintas a las vesiculas
T4 | seminales: el cuello de la vejiga, el esfinter externo, el recto, los musculos
elevadores o la pared de la pelvis

NO | No existe metastasis ganglionar linfatica regional -

N1 | Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) regional(es)

MO | No hay metéstasis a distancia

M1 | Metastasis a distancia

Patogenia del adenocarcinoma prostatico

Inflamacién y cancer de préstata

Es bien conocida la asociacion planteada entre la inflamacion
cronica y el desarrollo de cancer (Balkwill y Mantovani, 2001;
Mantovani, Allavena et al., 2008). En el estudio de la patogénesis
de adenocarcinoma prostatico especificamente, la influencia de
la inflamacién cronica de la prostata ha sido uno de los factores
ambientales mas investigados recientemente (Sfanos y De Marzo,
2012). El papel de la inflamacion en este campo ha sido sugerido desde
tiempo atras teniendo como evidencia la infiltracion de la glandula por
células inflamatorias en pacientes con cancer (Sutcliffe y Platz, 2007),
y recientemente ha sido planteado por evidencias principalmente
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moleculares. Ademas, se ha documentado que la inflamacion en la
prostata es frecuente en la zona periférica de la glandula que es la
predilecta para la aparicién del adenocarcinoma. El desarrollo de
inflamacién en la préstata ha sido asociado a factores hormonales,
dietéticos, mecanismos potencialmente desencadenantes como
sustancias quimicas o agentes fisicos intraluminales, y procesos
infecciosos como las infecciones de transmision sexual (ITS), y las
infecciones del tracto urinario (Sfanos y De Marzo, 2012, Reyes, 2014).

En la busqueda de la etiologia de las infecciones prostaticas
se han detectado diversos microorganismos como virus, bacterias
y protozoarios, siendo algunas bacterias no relacionadas con ITS,
como Escherichia coli y Enterococcus spp, los microorganismos mas
comunmente implicados en la etiologia infecciosa de la inflamacién
cronica de la préstata. Aunque varios microorganismos asociados con
ITS también han sido implicados tales como: Chlamydia trachomatis,
Gonococo, Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum y Mycoplasma
spp. (Sfanos y De Marzo, 2012).

Durante mucho tiempo, se ha intentado identificar agentes
infecciosos en la préstata de pacientes con adenocarcinoma prostatico,
como parte del estudio de la asociacion planteada entre la etiologia
infecciosa de la prostatitis y esta neoplasia. Hasta la fecha no existe
evidencia de que un Unico microorganismo sea el estimulo reconocido
para la inflamacién asintomatica observada en estos casos, o0 que
contribuya directamente a la carcinogénesis prostatica, a pesar de
numerosos reportes sobre la presencia de especies bacterianas,
parasitarias o virales en la prostata de estos pacientes. De modo que
no existe un consenso en relacion con la contribucion de los agentes
infecciosos a la carcinogénesis prostatica (Sfanos, Isaacs et al., 2013).

Se han llevado a cabo muchos trabajos en los ultimos afos,
pero, el estudio de la inflamacién prostatica clinica no ha sido facil
(MacLennan, Eisenberg et al., 2006). La prostatitis es una entidad
heterogénea, que, de acuerdo con el consenso del Instituto Nacional
de Salud de los Estados Unidos, se clasifica en cuatro categorias,
las tres primeras sintomaticas: (I) prostatitis bacteriana aguda I; (II)
prostatitis bacteriana crénica; (I1) prostatitis crénica; y la ultima es la
(IV) prostatitis inflamatoria asintomatica (Nickel, True et al., 2001).
El término histologico prostatitis implica la presencia de infiltracion
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patolégica de la prostata por células inflamatorias. Los patélogos
usualmente han prestado poca atencion a la inflamacion prostatica
a menos que sea florida, la principal razén es que el significado
clinico de esta observacion no se ha definido. Para los patélogos, la
prostatitis se define como el aumento de células inflamatorias dentro
del parénquima prostatico (Gurel, Lucia et al., 2014).

La influencia de la inflamacion prostatica en la iniciacion y/o
progresion del adenocarcinoma prostatico es dificil de analizar debido
a que pocos casos de inflamacién prostatica generan sintomatologia.
También debido a la alta prevalencia de inflamacion prostatica
asintomatica, evidenciada en los estudios histolégicos de especimenes
de biopsias prostaticas de pacientes con niveles elevados de PSA,
prostatectomias radicales o resecciones transuretrales de prostata de
pacientes con adenocarcinoma o con HPB, o incluso en especimenes
de autopsia (De Marzo, Platz et al., 2007; Delongchamps, de la Roza
et al., 2008; Stimac, Reljic et al, 2009; Davidsson, Fiorentino et al.,
2011). Los estudios que han intentado establecer una asociacion entre
la prostatitis y el riesgo de adenocarcinoma prostatico han mostrado
resultados contradictorios, por lo que esta asociacién sigue siendo un
area importante de investigacion (Sfanos y De Marzo, 2012).

Lesiones precursoras de adenocarcinoma prostatico

El proceso de la carcinogénesis es complejo, pues involucra
muchos cambios a nivel celular, en el caso del adenocarcinoma
prostatico describe el cambio de glandulas benignas hasta carcinoma
invasor, en el que, se considera que existe un paso intermedio
constituido por el desarrollo de lesiones premalignas. Para que una
lesion de la préstata sea considerada como premaligna debe cumplir
una serie de condiciones: debe existir una relacion epidemioldgica, la
lesiéon precursora debe estar presente en edades mas tempranas que
el cancer y con caracteristicas morfologicas similares, debe localizarse
cercana a su presunto equivalente maligno, y la prueba definitiva es la
evidencia clinica de progresion a enfermedad invasiva (Vis y Van Der
Kwast, 2001).

En relacién con su desarrollo, actualmente, PIN es la unica lesion
ampliamente aceptada como lesién precursora, con base en que
existe mayor frecuencia de PIN en prostatas con adenocarcinoma,
y presenta una asociacion topografica con las glandulas tumorales;
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se ha demostrado con frecuencia la transicion entre PIN y focos de
adenocarcinoma, y, existen alteraciones citologicas y moleculares
compartidas entre PIN y adenocarcinoma prostatico (Bostwick, Liu et
al., 2004).

Existe controversia en relacion con el concepto de que el epitelio
prostatico normal directamente origina PIN, pues podria haber otra
lesion intermedia involucrada, o, también si el adenocarcinoma
prostatico se origina directamente de PIN, o también hay otra lesion
intermedia (De Marzo, Putzi et al., 2001). Se ha planteado también
que tanto PIN como el adenocarcinoma prostatico podrian tener su
origen en otras lesiones (Montironi, Mazzucchelli et al., 2007). En
este contexto, se ha propuesto a la Atrofia Inflamatoria Proliferativa
(PIA, por su sigla del inglés: Prolipherative Inflammatory Atrophy),
como potencial lesion precursora. Este es un tipo de atrofia prostatica
focal usualmente asociada con inflamacién, descrita recientemente,
observada con frecuencia en regiones extensas de la zona periférica
de la glandula (De Marzo, Marchi et al., 1999).

La evaluacion morfologica, inmunohistoquimica, genética y
molecular de PlArealizada en diversos estudios ha permitido encontrar
evidencias que soportan el planteamiento en favor de su relacién causal
con el adenocarcinoma prostatico (De Marzo, Marchi et al., 1999),
sobre todo porque esta lesion puede tener una proliferacién elevada en
relacion con el epitelio normal, y se ha observado fusionada con focos
de PIN y adenocarcinoma, con evidencia directa de una transicion
morfolégica (Wang, Bergh et al., 2009), Aunque esta asociacion
topografica por si sola no es una prueba definitiva, es consistente con
el modelo propuesto por De Marzo, quien plantea que el ambiente
de estrés oxidativo generado por la inflamacioén lleva al desarrollo de
esta lesion en respuesta al dano celular generado (De Marzo, Marchi
et al,. 1999). Sin embargo, existe controversia al respecto, pues otros
autores consideran que PIA no lleva al desarrollo de adenocarcinoma
prostatico (Billis 2010).

Neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)

Actualmente, PIN es considerada la lesién precursora de
adenocarcinoma prostatico de acuerdo con todas las evidencias
disponibles (Bostwick y Cheng, 2012; Klink, Miocinovic et al., 2012).
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Esta postulacion se fundamenta en varios aspectos: mayor frecuencia
de PIN en prostatas con adenocarcinoma, asociacion topografica
con adenocarcinoma, transicion frecuente entre PIN y focos de
adenocarcinoma, semejanza citolégica y alteraciones moleculares
compartidas entre PIN y esta neoplasia (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 debido a la poca reproducibilidad
y limitada utilidad clinica de PIN de bajo grado, se ha homologado a la
lesion de alto grado (Bostwick y Cheng, 2012)

Se caracteriza por una proliferaciéon de las células epiteliales
de los conductos y acinos, disponiéndose en diversos patrones
histolégicos de crecimiento producto de hiperplasia de las células
epiteliales luminales, con cambios citolégicos, como aumento del
tamano nuclear y nucleolar, que imitan los del cancer (Bostwick, Liu
et al., 2004). Es fenotipicamente similar al adenocarcinoma prostatico,
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 adenocarcinoma e indican deterioro en
la diferenciacion y en el control regulador celular (Bostwick y Cheng,
2012).

Clinicamente su importancia radica en que un diagnéstico de PIN
se asocia con un riesgo aumentado de adenocarcinoma prostatico
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 diagndstico benigno (Klink, Miocinovic et al.,
2012).

Atrofia prostatica focal

Es controvertido el planteamiento de si el epitelio prostatico normal
directamente origina PIN o hay otra lesién intermedia involucrada, o,
de otro modo, si PIN da origen directamente a un adenocarcinoma
prostatico o igualmente hay otro intermediario. Se ha postulado
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que tanto PIN como el adenocarcinoma prostatico ademas 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).

El planteamiento de la atrofia focal como potencial lesion
precursora del adenocarcinoma prostatico ha sido considerado desde
hace algunas décadas, por su presencia frecuente en la cercania
de lesiones cancerosas, y por la localizacion habitual tanto de
adenocarcinoma como de atrofia en la zona periférica de la glandula.
A mediados del siglo pasado, Franks, planteé la hipotesis de que la
atrofia de las glandulas prostaticas y la subsecuente proliferaciéon
de su epitelio representaba la lesion inicial del adenocarcinoma
prostatico, con base en las caracteristicas citologicas de las células
basales, parecidas a las de las células malignas (Franks, 1954).
Liavag plante6 que al menos algunas formas de atrofia podrian dar
origen directamente a cancer, y demostrd una asociacién topografica
entre hiperplasia postatrofica y adenocarcinoma prostatico (Liavag,
1968; Shah, Mucci et al., 2001). Dicha relaciéon causal aun sigue
siendo controvertida (Bostwick y Cheng, 2012), pues otros consideran
la atrofia focal como un proceso benigno que no conduce a cancer
(Billis, 1998; Anton, Kattan et al., 1999) (Billis y Magna, 2003), lo que
indica que existe todavia mucha controversia respecto a su relacion
causal con el adenocarcinoma prostatico y con PIN.

En la atrofia de la préstata se observa una reduccion del
volumen de las glandulas, representada por carencia relativa de
citoplasma, y del estroma que las rodea. Puede dividirse en dos
categorias: atrofia difusa y atrofia focal. La atrofia difusa es un tipo
hormonal de atrofia, producto de la disminucién o bloqueo total de
los niveles circulantes de andrégenos, también puede ser secundaria
a radioterapia, compromete toda la glandula en forma uniforme y
presenta caracteristicas histolégicas especificas como: una capa
de células basales prominente subyacente a una capa de células
luminales cubicas. La atrofia focal en cambio no esta relacionada con
descenso en el nivel de andrégenos, se presenta como focos aislados
de glandulas atréficas rodeadas por glandulas de apariencia habitual,
con frecuencia se localiza en la zona periférica y rara vez en la zona
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central de la prostata (De Marzo, Marchi et al., 1999; Putzi y De Marzo,
2000; De Marzo, Platz et al., 2006; Billis, 2010).

Microscopicamente, la atrofia focal prostatica es reconocida
como focos de glandulas de aspecto hipercromatico, debido al
escaso citoplasma de las células luminales, rodeadas por glandulas
de apariencia normal; el epitelio estd compuesto por dos capas de
células: basales y luminales, aunque puede ser dificil discriminar las
células basales en los cortes tefidos con HE, por lo que demostrar
su presencia puede requerir realizar inmunotincion con citoqueratinas
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 crénico, lo que llevé
a McNeal a denominarla “Atrofia postinflamatoria” y a proponer que
probablemente represente un remanente de procesos inflamatorios
crénicos severos (De Marzo, Platz et al., 2006). La atrofia focal
prostatica tiene varios tipos morfolégicos inicialmente clasificados por
Moore en 1936 como atrofia acinar simple y atrofia esclerética (Billis,
2010). En 1954 Franks la clasifico en cinco patrones (Franks, 1954),
presentandose posteriormente muchas descripciones de patrones
morfoldgicos, hasta la clasificacién simplificada de Ruska que consiste
en: Atrofia simple e hiperplasia postatrofica (Ruska, Sauvageot et al.,
1998).

Para desarrollar una terminologia estandarizada que permitiese
comparar los estudios de diferentes grupos, se establecio el “Working
Group Classification of Focal Atrophy of the Prostate” que clasifica la
atrofia focal prostatica en cuatro patrones morfolégicos: Atrofia simple,
hiperplasia postatréfica, atrofia simple con formacion de quistes y atrofia
parcial, aunque usualmente mas de un tipo puede estar presente en la
muestra estudiada (De Marzo, Platz et al., 2006). En la atrofia simple
las glandulas presentan un patron arquitectural normal sin incremento
en su numero y tienen una apariencia muy baséfila debida al escaso
citoplasma. En la hiperplasia postatréfica las glandulas tienen una
apariencia atréfica similar, con escaso citoplasma, pero son mas
pequeias, estan apifiadas y aumentadas en numero, lo que le da un
aspecto “hiperplasico” que llevé a su denominacién. En ambos tipos
de atrofia focal, en la mayoria de los casos, se observa al menos algun
infiltrado inflamatorio crénico en el estroma, el epitelio, o las luces
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glandulares, aunque también puede encontrarse infiltrado inflamatorio
agudo asociado (Ruska, Sauvageot et al., 1998; De Marzo, Platz et
al., 2006).

Aunquelaatrofiaengenerales consideradaunfendémenoregresivo,
la atrofia focal prostatica presenta una baja tasa apoptética similar a la
de las glandulas no atroficas, y un alto indice de proliferacion celular,
evidenciado por Ruska por aumento de tinciéon inmunohistoquimica
con el marcador de proliferacion celular Ki-67 en las células epiteliales
(Ruska, Sauvageot et al., 1998).

Atrofia inflamatoria proliferativa (PIA)

Es bien conocida la asociacion planteada entre la inflamacion
cronicay el desarrollo de cancer (Balkwill y Mantovani 2001, Mantovani,
Allavena et al. 2008). En el adenocarcinoma prostatico se ha postulado
que la inflamacién generada por estimulos, que hasta ahora no son
claros, pero que pueden incluir infecciones prostaticas, conlleva al
desarrollo de PIA, generalmente asociada con infiltrado celular de tipo
inflamatorio. (De Marzo, Nakai et al. 2007, Sfanos y De Marzo 2012).
Esta atrofia asociada a inflamacién que puede comprometer regiones
de la glandula prostatica ha sido postulada como precursora de PIN
o de adenocarcinoma prostatico (De Marzo, Marchi et al. 1999, De
Marzo, Nakai et al. 2007).

Los estudios que han evaluado algunos tipos de atrofia focal
desde el punto de vista morfolégico, inmunohistoquimico, molecular
y geneético han aportado algunas evidencias preliminares en favor de
su participacién en la carcinogénesis prostatica, especialmente debido
a que pueden ser altamente proliferativas comparadas con el epitelio
normal (De Marzo, Marchi et al., 1999; Putzi y De Marzo, 2000; Shah,
Mucci et al., 2001; Wang, Bergh et al., 2009).

Los hallazgos de Ruska en relacion con la baja tasa apoptética
y el alto indice de proliferacion de la atrofia focal fueron confirmados
en estudios posteriores (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 involucién, sino una lesidn regenerativa en
respuesta a eventos que lleven a pérdida celular (De Marzo, Marchi
et al.,, 1999; van Leenders, Gage et al.,, 2003). Como resultado de
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la caracterizacién inmunohistoquimica y morfologica de la atrofia
focal prostatica, De Marzo y colaboradores propusieron 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 postatréfica, con glandulas revestidas por doble capa
celular, asociadas con células inflamatorias en el componente epitelial
y estromal. En estos focos de atrofia ademas del aumento de tincion
para marcadores de proliferacion celular, se observé aumento de
tincion para GSTP1 (glutatiéon-S-transferasa 1 1) y Bcl2, y, disminucion
de tincién para el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p27Kip1,
planteando que esta lesion se produce dentro del ambiente de estrés
oxidativo generado por la inflamacion (De Marzo, Marchi et al., 1999).

Aunque no todas las lesiones de atrofia focal prostatica muestran
incremento en el niumero de células inflamatorias, en este caso
pueden ser denominadas “Atrofia proliferativa” (De Marzo, Platz et al.,
2006). Es decir, el significado de incluir atrofia simple e hiperplasia
postatréfica en la definicion de PIA es que ambas con frecuencia se
presentan juntas, tienen un alto indice proliferativo y usualmente estan
asociadas con inflamacion cronica o aguda (van Leenders, Gage et
al., 2003).

La observacion de que muchas de las células proliferativas
parecen tener un fenotipo de células secretoras o luminales inmaduras,
similar al de la células de PIN y adenocarcinoma prostatico, sumada al
cambio en la fidelidad topografica de proliferacion observada en PIA, a
la alta prevalencia de PIA, PIN y adenocarcinoma en la zona periférica
de la préstata, y a la observacién de focos de PIA fusionados con PIN
dentro de la misma glandula, llevé al grupo de De Marzo a postular
que PIA podria representar una lesién precursora de PIN y por tanto
de adenocarcinoma prostatico (De Marzo, Marchi et al., 1999).

Esta hipoétesis de PIA como lesion precursora de adenocarcinoma
prostatico, que a menudo puede progresar a través de una forma
intermedia: PIN, se fundamenta en las siguientes evidencias: 1) PIA
se asocia frecuentemente con inflamacion aguda y crénica, 2) Es
altamente proliferativa comparada con el epitelio normal, 3) Al igual
que PIN y adenocarcinoma se presenta con mayor frecuencia en la
zona periférica que en la zona central de la glandula, 4) La inflamacion
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es casi inexistente en las vesiculas seminales, que tienen un riesgo
muchisimo menor de desarrollar cancer que la préstata, 5) Al igual que
PIN, PIA contiene muchas células proliferantes en el estrato luminal,
6) Muchas células luminales en PIA tienen expresion disminuida del
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p27kip1 el cual ha sido
implicado en la iniciacion y progresion del adenocarcinoma prostatico,
7) PIA contiene muchas células con fenotipo de “células intermedias”
propuestas como blanco de la carcinogénesis prostatica, 8) PIA
contiene muy pocas células apoptéticas, con alta expresion de Bcl2
en la capa luminal, 9) PIA presenta expresion aumentada de la enzima
GSTP1, consistente con respuesta a un estrés oxidativo aumentado,
y 10) PIA con frecuencia presenta transicion morfolodgica con focos de
adenocarcinoma prostatico (De Marzo, Putzi et al., 2001).

64 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



Referencias bibliograficas

Allott, E. H., E. M. Masko, et al. (2013). “Obesity and prostate cancer:
weighing the evidence.” Eur Urol 63(5): 800-809.

Amin, M. B., P. Tamboli, et al. (1999). “Postatrophic hyperplasia of the
prostate gland: a detailed analysis of its morphology in needle biopsy speci-
mens.” The American Journal of Surgical Pathology 23(8): 925-931.

Anton, 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.

Attard, G., C. Parker, et al. (2016). “Prostate cancer.” Lancet 387(10013):
70-82.

Balistreri, C. R., G. Candore, et al. (2014). “Prostate cancer: from the
pathophysiologic implications of some genetic risk factors to translation in per-
sonalized cancer treatments.” Cancer Gene Ther 21(1): 2-11.

Balkwill, F. and A. Mantovani (2001). “Inflammation and cancer: back to
Virchow?” Lancet 357(9255): 539-545.

Benedetti, I., Barrios, L., Arroyo, B., De Oro, B., (2010). “Determinacion
retrospectiva de marcadores de células basales utiles en el diagndstico del
Adenocarcinoma prostatico en biopsias prostaticas con diagnéstico dudoso,
Cartagena 2005-2006.” Revista Ciencias Biomédicas 1(1): 23 - 29

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

Benn, M., A. Tybjaerg-Hansen, et al. (2016). “High body mass index and
cancer risk-a Mendelian randomisation study.” Eur J Epidemiol 31(9): 879-
892.

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

Billis, A. (1998). “Prostatic atrophy: an autopsy study of a histologic mim-
ic 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.” In-
ternational Braz J Urol : official journal of the Brazilian Society of Urology
36(4): 401-409.

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

Inflamacién e identificacién de blancos moleculares en la progresién del cancer de préstata - 65



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

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

Bray F, Ferlay J, Soerjomataran |, Siezel RL; Torre LA, Jemal A. Glob-
al cancer statistics 2018; GLOBOCAN estimates of incidence and mortality
worlwide for 36 cancers in 185 countries. Ca Cancer J Clin. 2018 Nov; 68 (6);
394-424,

Cancerologia, I. d. N. d. (2012). “Anuario estadistico 2012.”

Cancerologia, I. N. d. (2010). El cancer en cifras, Distribucion de casos
nuevos de cancer por sexo, segun localizacion primaria, INC,

Colombia, (2010). Bogota, Instituto Nacional de Cancerologia.

Cao, D. L., D. W. Ye, etal. (2011). “A multiplex model of combining gene-
based, protein-based, and metabolite-based with positive and negative mark-
ers in urine for the early diagnosis of prostate cancer.” Prostate 71(7): 700-
710.

Capurso, C. and G. Vendemiale (2017). “The Mediterranean Diet Reduc-
es the Risk and Mortality of the Prostate Cancer: A Narrative Review.” Front
Nutr 4: 38.

Carvalhal, G. F., D. S. Smith, et al. (1999). “Digital rectal examination
for detecting prostate cancer at prostate specific antigen levels of 4 ng./ml. or
less.” The Journal of urology 161(3): 835-839.

Catalona, W. J., D. S. Smith, et al. (1997). “Prostate cancer detection
in men with serum PSA concentrations of 2.6 to 4.0 ng/mL and benign pros-
tate examination. Enhancement of specificity with free PSA measurements.”
JAMA 277(18): 1452-1455.

Costa-Pinheiro, P., H. R. Patel, et al. (2015). “Biomarkers and person-
alized risk stratification for patients with clinically localized prostate cancer.”
Expert Rev Anticancer Ther 14(11): 1349-1358.

Chen, H., X. Liu, et al. (2016). “Adding genetic risk score to family history
identifies twice as many high-risk men for prostate cancer: Results from the
prostate cancer prevention trial.” Prostate 76(12): 1120-1129.

Cheng, L., R. Montironi, et al. (2012). “Staging of prostate cancer.” His-
topathology 60(1): 87-117.

Davidsson, S., M. Fiorentino, et al. (2011). “Inflammation, focal atrophic
lesions, and prostatic intraepithelial neoplasia with respect to risk of lethal
prostate cancer.” Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 20(10): 2280-2287.

66 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



De Marzo, A. M., V. L. Marchi, et al. (1999). “Proliferative inflammatory
atrophy of the prostate: implications for prostatic carcinogenesis.” The Ameri-
can Journal of Pathology 155(6): 1985-1992.

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 be-
nign 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). “A working 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 car-
cinogenesis.” Nature reviews. Cancer 7(4): 256-269.

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

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

Delongchamps, N. B., G. de la Roza, et al. (2008). “Evaluation of pros-
tatitis in autopsied prostates--is chronic inflammation more associated with
benign prostatic hyperplasia or cancer?” The Journal of urology 179(5): 1736-
1740.

Dhir, R., B. Vietmeier, et al. (2004). “Early identification of individuals with
prostate cancer in negative biopsies.” J Urol 171(4): 1419-1423.

Duffy, M. J. (2002). “Urokinase-type plasminogen activator: a potent
marker of metastatic potential in human cancers.” Biochem Soc Trans 30(2):
207-210.

Epstein, J. I. (2012). “Diagnosis of limited adenocarcinoma of the pros-
tate.” Histopathology 60(1): 28-40.

Epstein, J. I. (2016). “International Society of Urological Pathology
(ISUP) Grading of Prostate Cancer: Author’s Reply.” The American Journal of
Surgical Pathology 40(6): 862-864.

Epstein, J. I., W. C. Allsbrook, Jr., et al. (2005). “The 2005 International
Society of Urological Pathology (ISUP) Consensus Conference on Gleason
Grading of Prostatic Carcinoma.” The American Journal of Surgical Pathology
29(9): 1228-1242.

Inflamacién e identificacién de blancos moleculares en la progresién del cancer de préstata - 67



Epstein, J. I, L. Egevad, et al. (2016). “The 2014 International Society of
Urological Pathology (ISUP) Consensus Conference on Gleason Grading of
Prostatic Carcinoma: Definition of Grading Patterns and Proposal for a New
Grading System.” The American Journal of Surgical Pathology 40(2): 244-
252.

Epstein, J. I., L. Egevad, et al. (2014). “Best practices recommenda-
tions in the application of immunohistochemistry in the prostate: report from
the International Society of Urologic Pathology consensus conference.” The
American Journal of Surgical Pathology 38(8): e6-e19.

Ferro, M., C. Buonerba, et al. (2016). “Biomarkers in localized prostate
cancer.” Future Oncol 12(3): 399-411.

Ferro, M., G. Lucarelli, et al. (2015). “Improving the prediction of patho-
logic outcomes in patients undergoing radical prostatectomy: the value of
prostate cancer antigen 3 (PCA3), prostate health index (phi) and sarcosine.”
Anticancer Res 35(2): 1017-1023.

Fine, S. W. and V. E. Reuter (2012). “Anatomy of the prostate revisited:
implications for prostate biopsy and zonal origins of prostate cancer.” Histo-
pathology 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. Iwata, et al. (2008). “Molecular alterations in prostate can-
cer as diagnostic, prognostic, and therapeutic targets.” Advances in Anatomic
Pathology 15(6): 319-331.

Gurel, B., M. S. Lucia, et al. (2014). “Chronic inflammation in benign
prostate tissue is associated with high-grade prostate cancer in the placebo
arm of the prostate cancer prevention trial.” Cancer Epidemiol Biomarkers
Prev 23(5): 847-856.

Hameed, O. and P. A. Humphrey (2005). “Immunohistochemistry in diag-
nostic surgical pathology of the prostate.” Semin Diagn Pathol 22(1): 88-104.

Heidenreich, A., P. J. Bastian, et al. (2014). “EAU guidelines on prostate
cancer. Part Il: Treatment of advanced, relapsing, and castration-resistant
prostate cancer.” European urology 65(2): 467-479.

Helfand, B. T., J. Kearns, et al. (2016). “Clinical validity and utility of ge-
netic risk scores in prostate cancer.” Asian J Androl 18(4): 509-514.

Hessels, D., F. P. Smit, et al. (2007). “Detection of TMPRSS2-ERG fusion
transcripts and prostate cancer antigen 3 in urinary sediments may improve
diagnosis of prostate cancer.” Clin Cancer Res 13(17): 5103-5108.

68 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



Hirano, D., S. Minei, et al. (2007). “Implications of circulating chromogr-
anin A in prostate cancer.” Scand J Urol Nephrol 41(4): 297-301.

Humphrey, P. A. (2004). “Gleason grading and prognostic factors in car-
cinoma 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 nee-
dle biopsy tissue.” Journal of Clinical Pathology 60(1): 35-42.

llic, D., M. M. Neuberger, et al. (2013). “Screening for prostate cancer.”
Cochrane Database Syst Rev 1: CD004720.

Kheirandish, P. and F. Chinegwundoh (2011). “Ethnic differences in pros-
tate cancer.” Br J Cancer 105(4): 481-485.

Klink, J. C., R. Miocinovic, et al. (2012). “High-grade prostatic intraepi-
thelial 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.

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.

MacLennan, G. T., R. Eisenberg, et al. (2006). “The influence of chronic
inflammation in prostatic carcinogenesis: a 5-year followup study.” The Jour-
nal of urology 176(3): 1012-1016.

Magklara, A., A. Scorilas, et al. (1999). “The combination of human glan-
dular kallikrein and free prostate-specific antigen (PSA) enhances discrimina-
tion between prostate cancer and benign prostatic hyperplasia in patients with
moderately increased total PSA.” Clin Chem 45(11): 1960-1966.

Mahn, R., L. C. Heukamp, et al. (2011). “Circulating microRNAs (miRNA)
in serum of patients with prostate cancer.” Urology 77(5): 1265 €1269-1216.

Mantovani, A., P. Allavena, et al. (2008). “Cancer-related inflammation.”
Nature 454(7203): 436-444.

McNeal, J. E. (1997). “Prostate cancer volume.” The American Journal of
Surgical Pathology 21(11): 1392-1393.

McNeal, J. E. (2007). Prostate. Histology for pathologists. S. E. Mills.
Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins. 3rd ed.: 2776-2835.

Inflamacién e identificacién de blancos moleculares en la progresién del cancer de préstata - 69



Mellinger, G. T., D. Gleason, et al. (1967). “The histology and prognosis
of prostatic cancer.” The Journal of Urology 97(2): 331-337.

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

Na, R., D. Ye, et al. (2016). “Race-specific genetic risk score is more ac-
curate than nonrace-specific genetic risk score for predicting prostate cancer
and high-grade diseases.” Asian J Androl 18(4): 525-529.

Nelson, W. G., A. M. De Marzo, et al. (2003). “Prostate cancer.” The New
England Journal of Medicine 349(4): 366-381.

Nickel, J. C., L. D. True, et al. (2001). “Consensus development of a his-
topathological classification system for chronic prostatic inflammation.” BJU
Int 87(9): 797-805.

Oon, S. F., S. R. Pennington, et al. (2011). “Biomarker research in pros-
tate cancer-towards utility, not futility.” Nat Rev Urol 8(3): 131-138.

Park, S. Y., C. A. Haiman, et al. (2015). “Racial/ethnic differences in life-
style-related factors and prostate cancer risk: the Multiethnic Cohort Study.”
Cancer Causes Control 26(10): 1507-1515.

Patil, P. A. and C. Magi-Galluzzi (2015). “MicroRNA in prostate cancer:
Practical aspects.” Histol Histopathol 30(12): 1379-1396.

Petersen, R. O. S., Isabell A.; Davis, Charles J. (2009). Urologic Pathol-
ogy. L. W. Wilkins.

Putzi, M. J. and A. M. De Marzo (2000). “Morphologic transitions be-
tween proliferative inflammatory atrophy and high-grade prostatic intraepithe-
lial neoplasia.” Urology 56(5): 828-832.

Ramos CG, Valdevenito R, Vergara I, Anabalon P, Sanchez C, Ful-
la J. (2013). “PCAS3 sensitivity and specificity for prostate cancer detection
in patients with abnormal PSA and/or suspicious digital rectal examination.
First Latin American experience”. Urol Oncol. 2013 Nov;31(8):1522-6. doi:
10.1016/j.urolonc.2012.05.002

Reyes, N. C., O. (2014). “Inflamacién y cancer de préstata: implicaciones
biolégicas y posible utilidad clinica.” IATREIA 27(1): 73-84.

Romero Otero, J., B. Garcia Gomez, et al. (2014). “Prostate cancer bio-
markers: an update.” Urologic Oncology 32(3): 252-260.

Ruska, K. M., J. Sauvageot, et al. (1998). “Histology and cellular kinet-
ics of prostatic atrophy.” The American Journal of Surgical Pathology 22(9):
1073-1077.

70 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



Saini, S. (2016). “PSA and beyond: alternative prostate cancer biomark-
ers.” Cell Oncol (Dordr) 39(2): 97-106.

Salami, S. S., F. Schmidt, et al. (2013). “Combining urinary detection of
TMPRSS2: ERG and PCA3 with serum PSA to predict diagnosis of prostate
cancer.” Urol Oncol 31(5): 566-571.

Sarkar, S. and S. Das (2016). “A Review of Imaging Methods for Prostate
Cancer Detection.” Biomed Eng Comput Biol 7(Suppl 1): 1-15.

Schroder, F. H., P. Van der Maas, et al. (1998). “Evaluation of the digital
rectal examination as a screening test for prostate cancer. Rotterdam section
of the European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer.” J Natl
Cancer Inst 90(23): 1817-1823.

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

Sfanos, K. S., W. B. Isaacs, et al. (2013). “Infections and inflammation in
prostate cancer.” Am J Clin Exp Urol 1(1): 3-11.

Sfanos, K. S., B. A. Wilson, et al. (2009). “Acute inflammatory proteins
constitute the organic matrix of prostatic corpora amylacea and calculi in men
with prostate cancer.” Proc Natl Acad Sci U S A 106(9): 3443-3448.

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.

Shariat, S. F., P. I. Karakiewicz, et al. (2008). “An updated catalog of
prostate cancer predictive tools.” Cancer 113(11): 3075-3099.

Shen, J., G. W. Hruby, et al. (2012). “Dysregulation of circulating microR-
NAs and prediction of aggressive prostate cancer.” Prostate 72(13): 1469-
1477.

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

Siegel, R. L., K. D. Miller, et al. (2018). “Cancer statistics, 2016.” CA
Cancer J Clin 68(1): 7-30.

Sierra M, Soerjomataram |, and Forman D, Prostate cancer burden in
Central and South America Cancer Epidemiology 44S (2016) S131-S140

Society, A. C. (2012). Prostate Cancer, the key statistics about prostate
cancer, American Cancer Society.

Inflamacién e identificacion de blancos moleculares en la progresién del cancer de préstata - 71



Sreekumar, A., L. M. Poisson, et al. (2009). “Metabolomic profiles de-
lineate potential role for sarcosine in prostate cancer progression.” Nature
457(7231): 910-914.

Stenman, U. H., J. Leinonen, et al. (1991). “A complex between pros-
tate-specific antigen and alpha 1-antichymotrypsin is the major form of pros-
tate-specific antigen in serum of patients with prostatic cancer: assay of the
complex improves clinical sensitivity for cancer.” Cancer Research 51(1): 222-
226.

Stimac, G., A. Reljic, et al. (2009). “Aggressiveness of inflammation in
histological prostatitis--correlation with total and free prostate specific antigen
levels in men with biochemical criteria for prostate biopsy.” Scott Med J 54(3):
8-12.

Stratton, K. L. and S. S. Chang (2009). “Locally advanced prostate can-
cer: the role of surgical management.” BJU Int 104(4): 449-454.

Sutcliffe, S. and E. A. Platz (2007). “Inflammation in the etiology of pros-
tate cancer: an epidemiologic perspective.” Urologic Oncology 25(3): 242-249.

Tomlins, S. A., B. Laxman, et al. (2007). “Distinct classes of chromosom-
al rearrangements create oncogenic ETS gene fusions in prostate cancer.”
Nature 448(7153): 595-599.

Tomlins, S. A., D. R. Rhodes, et al. (2005). “Recurrent fusion of TM-
PRSS2 and ETS transcription factor genes in prostate cancer.” Science
310(5748): 644-648.

Tourinho-Barbosa R, Lima Pompeo A, and Glina S, Prostate cancer in
Brazil and Latin America: epidemiology and screening, Int Braz J Urol. 2016;
42:1081-90

Ukimura, O., J. A. Coleman, et al. (2013). “Contemporary role of sys-
tematic prostate biopsies: indications, techniques, and implications for patient
care.” European Urology 63(2): 214-230.

Van der Kwast, T. H., M. B. Amin, et al. (2011). “International Society of
Urological Pathology (ISUP) Consensus Conference on Handling and Staging
of Radical Prostatectomy Specimens. Working group 2: T2 substaging and
prostate cancer volume.” Modern Pathology: an official journal of the United
States and Canadian Academy of Pathology, Inc 24(1): 16-25.

Van der Kwast, T. H. and M. J. Roobol (2013). “Defining the threshold for
significant versus insignificant prostate cancer.” Nat Rev Urol 10(8): 473-482.

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.

72 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



Velonas, V. M., H. H. Woo, et al. (2013). “Current status of biomarkers for
prostate cancer.” Int J Mol Sci 14(6): 11034-11060.

Verhagen, A. P., F. C. Ramaekers, et al. (1992). “Colocalization of bas-
al and luminal cell-type cytokeratins in human prostate cancer.” Cancer Re-
search 52(22): 6182-6187.

Villari, D., G. Nesi, et al. (2010). “Radical retropubic prostatectomy for
prostate cancer with microscopic bladder neck involvement: survival and
prognostic implications.” BJU Int 105(7): 946-950.

Vis, A. N. and T. H. Van Der Kwast (2001). “Prostatic intraepithelial neo-
plasia and putative precursor lesions of prostate cancer: a clinical perspec-
tive.” BJU international 88(2): 147-157.

Wang, W., A. Bergh, et al. (2009). “Morphological transition of prolifera-
tive inflammatory atrophy to high-grade intraepithelial neoplasia and cancer in
human prostate.” The Prostate 69(13): 1378-1386.

Wang, Z. A., R. Toivanen, et al. (2014). “Luminal cells are favored as the
cell of origin for prostate cancer.” Cell Rep 8(5): 1339-1346.

Whitaker, H. C., A. Y. Warren, et al. (2010). “The potential value of mi-
croseminoprotein-beta as a prostate cancer biomarker and therapeutic tar-
get.” Prostate 70(3): 333-340.

Inflamacién e identificacién de blancos moleculares en la progresién del cancer de préstata - 73






Capitulo 2

TRANSICION EPITELIAL-MESENQUIMAL ASOCIADA A LA
PROGRESION DEL ADENOCARCINOMA PROSTATICO

Inés Benedetti MD, PhD, Niradiz Reyes, MSc, PhD

Resumen

En el cancer de prostata, al igual que sucede en muchos otros
tipos de cancer, las metastasis son su principal complicacion e influyen
notoriamente en el prondstico del paciente. En el desarrollo de estas,
se ha descrito la participacion de la Transicion Epitelial-Mesenquimal,
proceso fundamental durante el desarrollo embrionario, laremodelacién
tisular y la cicatrizacion, que contribuye patolégicamente a la
progresion del cancer e implica pérdida de las propiedades adhesivas
y la polaridad epitelial, y adquisicién de un fenotipo mesenquimal que
incrementa la movilidad individual de las células y permite el desarrollo
de caracteristicas invasivas. Este cambio en el comportamiento celular
es mediado por una regulacion molecular marcadamente compleja que
involucra gran cantidad de vias y moléculas de sefalizacion que actuan
tanto en forma independiente como interconectadas, la mayoria de las
cuales convergen en el control de la expresion de E-cadherina, cuya
subregulacién es el evento molecular clave en la Transicién Epitelial-
Mesenquimal. Los estudios realizados orientan a que esta transicion
se encuentra estrechamente relacionada a la progresion y desarrollo
de metastasis del adenocarcinoma prostatico, aunque no ha sido tan
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ampliamente estudiada como en otros tipos de cancer. El objetivo
de esta revisién es conocer sus bases moleculares y morfolégicas
y comprender el papel de sus reguladores en la adquisicion de un
fenotipo agresivo por las células tumorales, especificamente en
relacién con la progresion del adenocarcinoma prostatico.

Aspectos generales de la Transicion Epitelial-Mesenquimal

Como muchos otros tipos de cancer, el de prostata, en ausencia
de metastasis es generalmente tratable, por lo cual el diagnéstico
temprano de los pacientes con riesgo de enfermedad metastasica
contribuiria a disminuir las cifras de morbilidad y mortalidad asociadas
con esta neoplasia (Armstrong, Freedland et al., 2011). El desarrollo
de las metastasis es un proceso bioldgico complejo, de multiples
pasos, cada uno de los cuales es posiblemente regulado por distintos
genes y vias de sefializacion (Yao, Dai et al., 2011). En estos pasos
las células tumorales: 1) se desprenden y migran mas alla del sitio del
tumor primario, 2) invaden los tejidos vecinos y penetran a través de
la membrana basal, 3) entran a los vasos sanguineos y/o linfaticos, 4)
mientras estan desprendidas del tumor y en la circulacion sobreviven
en condiciones de anoikis, (Apoptosis asociada a pérdida de contacto
con la matriz extracelular), 5) salen de los vasos sanguineos y/o
linfaticos hacia 6rganos o tejidos distantes, 6) forman ndédulos
micrometastasicos, y 7) adaptan y reprograman el estroma circundante
formando macrometastasis (Steeg, 2006).

En la etapa inicial de este proceso durante la progresion del tumor,
se dan una serie de cambios a nivel de las células tumorales cuya
consecuencia final es su migracion a través de la membrana basal e
invasion del microambiente circundante. Estos cambios hacen parte
de un proceso de multiples pasos caracterizado por peéerdida de las
uniones intercelulares y reorganizacion del citoesqueleto, pérdida de la
polaridad apical-basal propia de las células epiteliales y adquisicion de
morfologia de células fusiformes, todos ellos asociados con disminucion
en la expresion de genes epiteliales especificos y aumento en la
expresion de genes mesenquimales (Guarino, Rubino et al., 2007).
Este proceso de transdiferenciacion de células epiteliales a un estado
mesenquimal, es llamado Transicion Epitelial-Mesenquimal (también
denominada EMT por su sigla en inglés: Epithelial Mesenchimal
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Transition), un proceso esencial para el desarrollo embrionario normal,
y también implicado en la progresion del cancer hacia un fenotipo mas
avanzado (Trimboli, Fukino et al., 2008).

La Transicion Epitelial-Mesenquimal ademas confiere a las
células tumorales propiedades de células madre, de resistencia al
tratamiento y resistencia a anoikis, caracteristicas que les aportan
una ventaja de supervivencia durante el dificil camino que deben
recorrer desde el tumor primario hacia los sitios de metastasis (Frisch,
Schaller et al., 2013, Deep, Jain et al., 2014). Teniendo en cuenta
las evidencias surgidas en los ultimos afios de la participacion de
este proceso de Transicion Epitelial-Mesenquimal en la progresion
del cancer de préstata (Armstrong, Freedland et al., 2011), conocer
sus bases moleculares y morfologicas y comprender el papel de sus
reguladores en la adquisicion de un fenotipo agresivo por las células
tumorales podria ser util para intentar inhibir la progresion tumoral y
buscar alternativas que eviten la formacion de metastasis.

Mecanismos de adhesion celular

La evolucion de organismos multicelulares permitié el desarrollo
de tipos celulares especializados, con diversos fenotipos. Una de las
divergencias mas tempranas en estos fenotipos es la distincién entre
células epiteliales y células mesenquimales (Micalizzi, Farabaugh et
al., 2010). En las etapas iniciales del desarrollo embrionario ocurre
la epitelizacion, pero la formaciéon de estructuras corporales con
funciones complejas requiere la flexibilidad aportada por las células
mesenquimales, de modo que casi inmediatamente se da la formacion
del mesénquima primario (Hay, 2005). En este proceso de ensamblaje
de células en tejidos tridimensionales son cruciales los mecanismos
de adhesion celular, que ayudan a traducir la informacion genética
basica en los patrones complejos que adoptan las células en los
tejidos (Gumbiner, 1996).

Las células epiteliales se caracterizan por poseer contactos
intercelulares bien desarrollados, estar estrechamente unidas, formar
una barrera necesaria para la regulacion del ambiente interno y
mantener la integridad de los organismos multicelulares (Micalizzi,
Farabaugh et al., 2010); mientras que las células mesenquimales
sostienen a las células epiteliales a través de la formacién de una
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matriz extracelular, y a diferencia de estas, rara vez forman contactos
entre si, y tienen movilidad (Guarino, Rubino et al., 2007; Huang,
Guilford et al., 2012).

Otra caracteristica de las células epiteliales son sus dominios
de membrana plasmatica: el dominio apical expuesto al medio
extracelular, la superficie basolateral que interactia con las células
vecinas y con la membrana basal, y el dominio lateral. Cercana a
la superficie apical se encuentran las uniones ocluyentes o uniones
estrechas que evitan la filtracion de sustancias a través del espacio
entre una célula y otra y hacia el medio externo. Debajo de estas hay
dos tipos de uniones: las uniones adherentes que son sitios de anclaje
para los filamentos de actina, y, los desmosomas sitios de anclaje
para los filamentos intermedios, debajo de estas se encuentran
las llamadas “gap junctions”, uniones formadoras de canales que
permiten la comunicacion intercelular. (Gumbiner, 1996; Feigin y
Muthuswamy, 2009; Huang, Guilford et al., 2012). En cada uno de
los tipos de unién, juegan un papel fundamental las glicoproteinas
de adhesion transmembrana: las cadherinas clasicas pertenecientes
a la superfamilia de las cadherinas, entre las cuales se encuentran
E-cadherina, P-cadherina y N-cadherina, que median la union
célula-célula, y la familia de las integrinas que lo hacen con la unién
célula-matriz extracelular (Kemler, 1993; Gumbiner, 1996). Otras
estructuras unen las células epiteliales a la lamina basal: las uniones
matriz-célula unidas a actina que anclan los filamentos de actina a
la matriz, y los hemidesmosomas donde la integrina a6B4 ancla los
filamentos de queratina de las células a la laminina de la membrana
basal. Igualmente se organizan complejos de proteinas alrededor de
las colas intracelulares de las integrinas produciendo sefales que
influyen en los procesos de polaridad y migracion celular (Gumbiner,
1996). De modo que estas moléculas participan en una gran variedad
de eventos de transduccién de sefal que regulan el ensamblaje focal
de la adhesion y motilidad celular, y también pueden interactuar con
vias de sefalizacion clasicas que regulan procesos de crecimiento
y diferenciacion celular, morfogénesis, apoptosis y expresion génica
especifica (Gumbiner, 1996)

Esta estructura y organizacion caracteristicas de las células
epiteliales se pierde durante la fase inicial de la tumorigénesis, que
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en el caso de los tejidos epiteliales da origen a los carcinomas, el tipo
mas frecuente (90%) de neoplasia maligna en humanos (Fidler, 2002;
Yao, Dai et al., 2011), cuyas células tumorales en etapas avanzadas
de la progresion adquieren una diferenciacion mesenquimal, que se
correlaciona con su potencial metastasico (Tomita, van Bokhoven et
al., 2000).

Transicién Epitelial-Mesenquimal

La Transicion Epitelial-Mesenquimal es un proceso bioldgico en
el cual las células epiteliales polarizadas que normalmente interactian
con su membrana basal, pierden su organizacion y las uniones
intercelulares, reprograman la expresion génica y desarrollan multiples
cambios bioquimicos que las capacitan para adquirir un fenotipo de
células mesenquimales que, incluye cambio en los programas de
sefalizacién que definen la forma y la organizacion del citoesqueleto,
lo cual lleva a una capacidad migratoria aumentada, invasividad,
resistencia a la apoptosis y produccién elevada de componentes de
la matriz extracelular (Tiwari, Gheldof et al., 2012; Lamouille, Xu et al.,
2014; Kalluri y Weinberg, 2009).

El concepto inicial de Transicion Epitelial-Mesenquimal fue
introducido por Elizabeth Hay, quien en 1967 se percaté de su
participacién en el proceso de gastrulacion durante el desarrollo
embrionario (Hay, 1995; Acloque, Thiery et al., 2008). Evidencias
adicionales han determinado que juega un papel fundamental en
los procesos de desarrollo embrionario, durante los cuales una serie
altamente coordinada y especifica de eventos define la transicion entre
las células epiteliales y las mesenquimales (Shook y Keller, 2003).

La Transicion Epitelial-Mesenquimal inicia con la pérdida de la
polaridad apical-basal a medida que se pierden las uniones estrechas,
permitiendo que se entremezclen los componentes de las membranas
apical y basolateral (Huang, Guilford et al., 2012). Adicionalmente
las uniones intercelulares adherentes comienzan a desensamblarse,
la E-cadherina se libera de la membrana y es degradada (Yilmaz y
Christofori, 2009), se separan los desmosomas y las uniones tipo
“‘gap” se debilitan por disminucién de los niveles de conexinas, y por
ultimo se degrada la membrana basal (Peinado, Portillo et al., 2004;
Huang, Guilford et al., 2012).

Inflamacién e identificacién de blancos moleculares en la progresién del cancer de préstata - 79



Las proteinas de la superficie celular como las E-cadherinas y
las Integrinas son reemplazadas por N-cadherina e integrinas que
proveen a las células de uniones transitorias induciéndolas hacia un
fenotipo mesenquimal. Ademas, los componentes del citoesqueleto
se reorganizan y la actina periférica es reemplazada por fibras de
estrés, mientras que los filamentos intermedios de citoqueratina son
reemplazados por vimentina. (Figura 4) (Micalizzi, Farabaugh et al.,
2010). Esta transicion continda con la degradaciéon de la membrana
basal y la formacién de células mesenquimales que pueden migrar
en forma individual, invadir el tejido circundante y desplazarse
hasta sitios distantes (Kalluri y Weinberg, 2009). Sin embargo,
dependiendo del tipo celular y la sefalizacién, las células epiteliales
pueden perder solo algunas de sus caracteristicas desarrollando
Transicion Epitelial-Mesenquimal parcial (Lamouille, Xu et al., 2014).
Asi, la desestabilizacion coordinada de las uniones intercelulares y
la estimulacién de asociaciones dinamicas célula-matriz extracelular
requeridas para la locomocién celular, son los cambios claves en la
Transicion Epitelial-Mesenquimal (Guarino, Rubino et al., 2007).

El fenotipo mesenquimal resultante se caracteriza por varias
transformaciones morfolégicas y moleculares: adquisicion de
una forma alargada parecida a fibroblastos, sobre-regulacion de
marcadores mesenquimales (N-cadherina, vimentina, actina de
musculo liso) y componentes de la matriz extracelular (colageno a1y
a2), subregulacién de marcadores de superficie de células epiteliales
y componentes del citoesqueleto (E-cadherina, ZO-1, claudinas,
ocludinas, citoqueratinas), sobre-regulacion y/o translocaciéon nuclear
de factores de transcripcion especificos (Snail, Slug, ZEB1/2, Twist1/2),
resistencia a la apoptosis, aumento de la capacidad de invadir y
moverse en la matriz extracelular sin ningun contacto célula-célula.
Al parecer durante este proceso las células adquieren resistencia
al anoikis y empiezan a responder a sefiales extracelulares que las
dirigen a lo largo de rutas altamente especificas hasta alcanzar su
destino (Lee, Dedhar et al., 2006; Kalluri y Weinberg 2009; Tiwari,
Gheldof et al., 2012; Zhu, Gao et al., 2013).
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Figura 4. Proceso de transicidon epitelial-mesenquimal. Durante la
Transicién Epitelial-Mesenquimal las células epiteliales pierden la polaridad,
las uniones estrechas se disuelven permitiendo la mezcla de proteinas
apicales y basolaterales de membrana, y las uniones intercelulares se
desensamblan. Proteinas como E-cadherina e integrinas especificas del
epitelio (verde) son reemplazadas por N-cadherina e integrinas especificas
de los componentes extracelulares (azul). El citoesqueleto de actina se
remodela. Los filamentos intermedios de citoqueratina son reemplazados
por vimentina. La membrana basal subyacente se degrada y las células se
mueven e invaden el estroma circundante, desprovistas de contactos célula-
célula. Tomado de: Benedetti |, Reyes N. Transicion epitelial-mesenquimal
en la progresién del adenocarcinoma prostatico. latreia. 2015 Oct-Dic;28(4)
:(420-433). DOI 10.17533/udea. latreia.v28n4a07..
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La Transicion Epitelial-Mesenquimal se presenta en tres distintos
contextos biolégicos, con diferentes consecuencias funcionales:
Transicion Epitelial-Mesenquimal tipo | asociada con procesos de
desarrollo, Transicion Epitelial-Mesenquimal tipo 1l asociada con
procesos de curacion y regeneracion tisular, y Transicion Epitelial-
Mesenquimal tipo Il asociada con progresion tumoral (Kalluri y
Weinberg, 2009 (Figura 5).

Durante el desarrollo, el primer ejemplo de Transicién Epitelial-
Mesenquimal ocurre en la gastrulacién, dando origen al mesénquima
primitivo y a la formacion de las tres capas germinales (Figura 5A).
Otro ejemplo se da a medida que ocurre la neurulacion, las células
cerca de la unién del neuroectodermo y el ectodermo embrionario
generan una poblacién migratoria de células de la cresta neural (Figura
5A), las cuales dan origen a varios tipos celulares (Kalluri y Weinberg,
2009; Micalizzi, Farabaugh et al., 2010). El proceso reverso, transicién
mesenquimal-epitelial, también se observa durante el desarrollo, por
tanto, Transicién Epitelial-Mesenquimal y transicion mesenquimal-
epitelial son criticas en la formacion de multiples 6rganos y utilizan
mecanismos moleculares diversos y especificos (Micalizzi, Farabaugh
et al., 2010).

El tipo 2 de Transicion Epitelial-Mesenquimal esta asociado con
la cicatrizacion de heridas, regeneracion tisular y fibrosis de 6rganos.
Como parte del evento asociado a la reparacion, inicia con la formacion
de fibroblastos y otras células para reconstruir el tejido dafado por
injuria traumatica o inflamatoria (Figura 5B) (Kalluri y Weinberg, 2009).

El tipo 3 de Transicién Epitelial-Mesenquimal representa el
cambio de células cancerosas de origen epitelial en células tumorales
con caracteristicas mesenquimales capaces de invadir y diseminarse
llevando a la formacién de metastasis (Figura 5 C) (Tiwari, Gheldof et
al., 2012).

Transicién Epitelial-Mesenquimal tipo lll, asociada a progresion
tumoral y metastasis en carcinomas

Los carcinomas en su etapa inicial se caracterizan por aumento en
la proliferacion de células epiteliales y angiogénesis. La subsecuente
aparicion de invasividad, evidenciada por la capacidad de atravesar

82 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



la membrana basal, es el inicio de la etapa final del proceso, que
conduce eventualmente a la diseminacion metastasica (Jaggi et al.
2005). Dentro de los controles genéticos y mecanismos bioquimicos
subyacentes a la adquisicion de este fenotipo invasivo, se ha propuesto
como un mecanismo critico la activacion de un programa de Transicion
Epitelial-Mesenquimal (Yilmaz. y Christofori, 2009). Especificamente
en este contexto, dicho programa carece de la induccion coordinada y
ordenada de una Transicién Epitelial-Mesenquimal completa, sino que
en cambio las senales ambientales altamente variables, junto con la
heterogeneidad genética del tumor, pueden conducir a grados variables
de plasticidad epitelial y a reactivacion de programas migratorios
asociados con el desarrollo, resultando en la induccién de migracion
celular individual o colectiva (Micalizzi, Farabaugh et al., 2010).

T

EFTELG  CRAONOM2  CARCNORIA
MORMAL  NSTU  MRITRANTE

B (

Figura 5. Tipos de Transicion Epitelial-Mesenquimal. A. Transicion
Epitelial-Mesenquimal tipo 1 se asocia con el proceso de gastrulacién que da
origen a al mesodermo y el endodermo. B. Transicion Epitelial-Mesenquimal
tipo 2, se asocia con la cicatrizacion, genera fibroblastos y otras células
encargadas de la reparacioén tisular. C. Transicion Epitelial-Mesenquimal
tipo 3, capacita a las células epiteliales tumorales para movilizarse, invadir
y metastatizar. Tomado de: Benedetti |, Reyes N. Transicion epitelial-
mesenquimal en la progresion del adenocarcinoma prostatico. latreia. 2015
Oct-Dic;28(4) :(420-433). DOI 10.17533/udea. latreia.v28n4a07.

Se debe tener en cuenta ademas, que la induccion de Transicién
Epitelial-Mesenquimal no solo regula caracteristicas intrinsecas

Inflamacién e identificacién de blancos moleculares en la progresién del cincer de prostata - 83



del tumor, también participa en la regulacion de sus interacciones
con el microambiente tumoral, es asi como se ha establecido que
las células que han desarrollado Transicion Epitelial-Mesenquimal
inducen citoquinas inmunosupresoras y alteran los mecanismos de
vigilancia inmunoldgica, y esta capacidad de evadir el sistema inmune
probablemente contribuye a la agresividad del tumor (Zhu et al., 2013;
Deep et al., 2014).

Por otra parte, el hecho de que las células tumorales que migran
y se establecen en un sitio distante formando un tumor secundario
sean histopatologicamente similares a sus progenitoras en el tumor
primario, implica que ademas del papel facilitador de la Transicidon
Epitelial-Mesenquimal en la diseminacién tumoral, se requiere que
estas células se despojen de su fenotipo mesenquimal a través del
proceso reverso de transicion mesenquimal-epitelial, durante la
formacion de dicho tumor secundario (Yao et al., 2011).

En relacion con los mecanismos que inician la Transicion Epitelial-
Mesenquimal, se ha planteado que las alteraciones genéticas y
epigenéticas que sufren las células tumorales durante la formacién del
tumor primario hacen que respondan a las sefales inductoras de este
proceso, que se originan en el estroma asociado al tumor. El proceso
inicia en un contexto en el que juegan un papel principal los factores
de crecimiento y sus receptores, moléculas relacionadas con la matriz
extracelular y varias vias de sefalizacion celular (Guarino, Rubino
et al., 2007). Es asi como en diversos estudios, realizados en lineas
celulares, se han identificado numerosos factores de crecimiento como
inductores de Transicién Epitelial-Mesenquimal incluyendo: Factor de
crecimiento transformante B (TGF-), Factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (Rubin, Mucci et al., 2001; Smith y Odero-Marah, 2012), Wnt,
Snail/Slug (Smith y Odero-Marah, 2012; Whiteland, Spencer-Harty et
al., 2013), Twist y Six1 (Micalizzi, Farabaugh et al., 2010).

Durante la Transicion Epitelial-Mesenquimal las proteinas que
determinan la polaridad celular no se localizan en forma correcta en
la membrana, liberando Smad y promoviendo la sefializacion de la via
TGF-B la cual a su vez estabiliza el proceso, ademas estas proteinas
de polaridad con frecuencia son subreguladas por los factores de
transcripcién que median dicho proceso (Frisch, Schaller et al., 2013).
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Como se ha descrito, la regulacién molecular de la Transicién
Epitelial-Mesenquimal es marcadamente compleja e involucra gran
cantidad de vias y moléculas de sefalizacion que actuan tanto
en forma independiente como interconectadas, la mayoria de las
cuales convergen en el control de la expresién de E-cadherina,
cuya subregulacion es el evento molecular clave en este proceso,
pues conduce a la pérdida de las uniones intercelulares y a la
desestabilizacion de la arquitectura epitelial (Guarino, Rubino et al.,
2007).

Expresion de E-Cadherina y Transicién Epitelial-Mesenquimal en
adenocarcinoma prostatico

E-cadherina es una glicoproteina transmembrana que regula la
adhesion célula-célula, la polaridad y la forma celular, al interactuar
con otras moléculas de E-cadherina en las células vecinas y con los
filamentos de actina a través de las cateninas (a, B y p120) (Gumbiner
1996, Deep, Jain et al. 2014). Es esencial para el mantenimiento de
los tejidos epiteliales donde la fuerza de adhesién también depende de
la interaccién del citoesqueleto de actina y la activacién de integrinas,
por lo que ambas actuan reciprocamente y su represion es un paso
crucial en la Transicion Epitelial-Mesenquimal (Acloque, Thiery et al.,
2008).

Durante los procesos de desarrollo existe sub y supraregulacion
altamente controlada de la expresion de diferentes cadherinas, que se
asocia con ganancia o pérdida de la adhesién celular, y el control de su
expresiony funcionamiento durante la Transicién Epitelial-Mesenquimal
y la transicion mesenquimal-epitelial, se da a nivel transcripcional
y de las vias de senalizacion que participan en su estabilizacion
(Peinado, Portillo et al., 2004). La progresién tumoral, ademas, se
asocia con pérdida de expresion y/o funcion de E-cadherina por las
células tumorales en la mayoria de los carcinomas, cuya conexion
con Transicion Epitelial-Mesenquimal ha sido establecida por muchos
estudios, que ademas la han relacionado con invasividad, metastasis
y pobre prondéstico (Rubin, Mucci et al., 2001, Murali y Norris, 2012).

Entre estos el adenocarcinoma de prostata, en el que se ha
reportado asociacién entre tumores con un bajo indice de Gleason con
un patréon normal de expresion de E-cadherina, y en cambio, expresiéon
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reducida en aquellos con alto indice de Gleason y estadios avanzados,
lo que ha llevado a postularla como un posible indicador de prondstico
(De Marzo, Knudsen et al., 1999; Tomita, van Bokhoven et al., 2000;
Rubin, Mucci et al., 2001; Whiteland, Spencer-Harty et al. 2013). En
estos tumores se observa un cambio en la expresion de cadherinas
con neo-expresion de N-cadherina y expresién aberrante de otros
tipos de cadherinas, asociado con mayor capacidad de invasion dada
por la desestabilizacion de las uniones intercelulares y la capacidad
de las células tumorales de separarse del tumor primario, migrar e
interactuar con el estroma y el endotelio. Todo esto debido a que las
interacciones homotipicas entre N-cadherinas son mas débiles que las
interacciones entre E-cadherinas (Sandig, Voura et al., 1997; Peinado,
Portillo et al., 2004; Lamouille, Xu et al., 2014).

Elcambioen el patron de expresion de cadherinas ha sido reportado
en lineas celulares de cancer de prostata (Tran, Nagle et al., 1999;
Bussemakers, Van Bokhoven et al., 2000; Jennbacken, Gustavsson et
al., 2006; Murali y Norris, 2012), y en tejidos con cancer de préostata de
alto grado y metastasico, en los que se encontrd expresion elevada de
N-cadherina y cadherina 11, las cuales estuvieron ausentes en el tejido
prostatico sano, postulandose que las células con este cambio tienen
una ventaja selectiva para la invasion (Bussemakers, Van Bokhoven
et al., 2000; Tomita, van Bokhoven et al., 2000; Gravdal, Halvorsen et
al., 2007).

Ademas, este “Cadherin switching” reportado en los estudios
en lineas celulares de cancer de prostata, se ha asociado con la
transicion de un adenocarcinoma androgeno-dependiente a un
estado de independencia de andrégenos (Tran, Nagle et al., 1999;
Bussemakers, Van Bokhoven et al., 2000; Jennbacken, Gustavsson et
al., 2006), mientras que en los estudios realizados en tejido de cancer
de préstata se ha asociado con tumores mal diferenciados, indice de
Gleason alto y extensién metastasica (Bussemakers, Van Bokhoven
et al., 2000; Tomita, van Bokhoven et al., 2000; Gravdal, Halvorsen et
al., 2007). Dicho aumento en la expresion de N-cadherina asociado a
la deprivacion androgénica ha sido reportado tanto en lineas celulares
como en cancer de prostata experimental y humano (Jennbacken,
Tesan et al., 2010).
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En la progresion tumoral E-cadherina puede ser funcionalmente
inactivada por diversos mecanismos que incluyen: mutaciones
somaticas, raras excepto en los carcinomas de tipo difuso que albergan
una mutacion de inactivacion del gen de E-cadherina (De Marzo,
Knudsen et al., 1999; Guarino, Rubino et al., 2007); subregulacién
de la expresién génica a través de metilacién del promotor, que es
probablemente el mecanismo mas frecuente (Wang y Shang, 2013);
y, represion transcripcional mediada por factores de transcripcion
(Kallakury, Sheehan et al., 2001; Peinado, Portillo et al., 2004). También
se ha descrito una regulacion posttraduccional, donde |la degradacion
proteolitica de la molécula original de E-cadherina lleva a una forma
truncada inactiva en la que se ha removido el dominio de B-catenina
(Rubin, Mucci et al., 2001) (Vallorosi, Day et al., 2000).

Por otro lado, la re-expresion de E-cadherina encontrada en la
mayoria de las células tumorales de cancer de préstata metastasico
a ganglio linfatico, cuyo tumor primario mostraba subregulacion
de la misma, ha llevado a plantear que este mecanismo facilita el
establecimiento de estas células en sitios distantes y el crecimiento
de las metastasis, y hace poco probable que la inactivacién genética
irreversible por mutaciones o pérdida alélica sea causa de esta
pérdida de expresion de E-cadherina en el adenocarcinoma prostatico
(De Marzo, Knudsen et al., 1999; Rubin, Mucci et al., 2001). Como
consecuencia de dicha re-expresion ectépica en células que han
sufrido Transicion Epitelial-Mesenquimal, los complejos de adhesion
celular epitelial se reorganizan y se suprime la proliferacion celular
haciendo que estas células pierdan su fenotipo mesenquimal (Tomita,
van Bokhoven et al., 2000).

Varios estudios han evaluado los niveles de expresién de las
proteinas involucradas en la cascada de sefalizacién de Transicion
Epitelial-Mesenquimal en el adenocarcinoma prostatico, en busca
de marcadores de probabilidad de progresién, como el realizado por
Whiteland et.al., donde se reporta pérdida de E-cadherina, aumento de
Snail a nivel nuclear, y sobre-expresion de Vimentina en el citoplasma
de las células tumorales, asociados con un alto indice de Gleason y
pobre prondstico, sin embargo, solo E-cadherina estuvo asociada con
muerte por la enfermedad (Whiteland, Spencer-Harty et al., 2013).
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En el trabajo realizado por Liu et.al.,, se reporta disminucion
significativa de expresion de E-cadherina en adenocarcinoma
prostatico comparado con el tejido adyacente, encontrandose en forma
predominante a nivel citoplasmatico, por lo que plantean inhibicion
de la formacion del complejo E-cadherina-catenina en estas células.
Mientras que N-cadherina tuvo una mayor expresion en el tejido con
cancer, de modo que observaron un “Cadherin witching”, en cancer
de prostata, similar al descrito previamente por otros autores (Tomita,
van Bokhoven et al., 2000; Jaggi, Johansson et al., 2005; Gravdal,
Halvorsen et al., 2007), TGF- B y Twist1 también mostraron mayor
expresion en el tejido con cancer, la cual aumenta a medida que
disminuye la diferenciacion del tumor, y se correlaciona con mayores
niveles de PSA y presencia de metastasis 6seas (Liu, Yang et al.,
2014).

Un aspecto importante a considerar es la expresion aumentada
de N-cadherina en un porcentaje considerable de casos de cancer
de préstata, que aumenta en los tumores resistentes a castracion,
y se asocia con pérdida o disminucion de expresion del receptor de
andrégenos, lo que plantea una posible regulacion sobre este, cuyos
mecanismos son desconocidos, y sugiere una ventaja de crecimiento
de estas células sobre las células N-cadherina negativas (Tanaka,
Kono et al., 2010). Esto ha llevado a postularla como posible blanco
terapéutico, y plantea una relacién inversa entre Transicién Epitelial-
Mesenquimal y sefalizacion androgénica en el cancer de prostata
(Tanaka, Kono et al., 2010; Armstrong, Freedland et al., 2011).

En este aspecto algunos han llegado a especular sobre una
posible relacion entre dicha expresion de N-cadherina y la adhesion
a estructuras neurales que se conoce la expresan, lo que podria
conducir a invasion perineural una via conocida de diseminacién
del adenocarcinoma prostatico que se asocia con mal prondstico
(Armstrong, Freedland et al., 2011).
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Regulacion de la Transiciéon Epitelial-Mesenquimal en
adenocarcinoma prostatico por factores de transcripciéon

Los cambios en la expresidn génica que conllevan a la represion
del fenotipo epitelial y activacion del fenotipo mesenquimal son
coordinados por un grupo de reguladores principales, como los factores
de transcripcion Snail, Twist y ZEB, cuya expresion es activada en
forma temprana en la Transicion Epitelial-Mesenquimal (Lamouille, Xu
et al., 2014).

El silenciamiento de la transcripciéon de E-cadherina requiere la
participacién de varios represores que interactian con su promotor
proximal (Peinado, Portillo et al., 2004). Los primeros represores de
E-cadherina descritos fueron los Snail: Snail y Slug (Snail2) (Cano,
Pérez-Moreno et al., 2000), posteriormente se han identificado
otros incluyendo factores ZEB: AEF1/ZEB1 (ZEB por zinc finger
E-box binding homeobox) y Sip1/ZEB2 /SIP1/ZEB2 (Sip por Smad
interacting protein), factores bHLH como E47 y Twist (Acloque, Thiery
et al., 2008; Wang y Shang, 2013; Lamouille, Xu et al., 2014). Entre
estos represores Snail tiene una afinidad mucho mayor que los otros
represores (Kalluri y Weinberg, 2009) (Figura 6).

Un mecanismo de inactivacion de E-cadherina puede ser el
silenciamiento epigenético por metilacion del promotor, que ha sido
observado en estudios en carcinoma de prostata y de mama, y en
lineas celulares. Esta hipermetilacion de las islas CpG ocurre como un
evento temprano en la carcinogénesis, y de acuerdo con este modelo,
las células tumorales con alelos de E-cadherina metilados podrian
ser responsables del inicio de la metastasis, pero con frecuencia
E-cadherina es re-expresada en las metastasis, lo que indica que
su regulaciéon durante la progresion tumoral es dinamica (Peinado,
Portillo et al., 2004). Una gran isla CpG en el extremo 5’ del promotor
de E-cadherina muestra metilacién aberrante del DNA en ocho tipos
de carcinoma, entre ellos de préstata, y se correlaciona con expresion
disminuida de la proteina (Peinado, Portillo et al., 2004; Wang y Shang,
2013).

La represion inducida por Snail, Slug, ZEB1 y SIP1/ZEB2,
involucra el reclutamiento de un complejo represor, llevando a un
patrén compacto de cromatina y a represién de la transcripcion, lo
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que establece una conexion entre la represién transcripcional y los
mecanismos epigenéticos en la induccion de Transicion Epitelial-
Mesenquimal (Peinado, Portillo et al., 2004; Le Bras, Taubenslag et
al., 2012; Stadler y Allis, 2012; Wang y Shang, 2013).

La expresion transitoria de Snail o Sip1/ZEB2 puede estar
involucrada en la induccién del proceso de invasion, mientras que Slug,
ZEB y EA47 estarian involucrados en el mantenimiento del fenotipo
invasivo, con diferentes patrones de expresion de estos represores
en los diferentes estadios de la progresion tumoral (Peinado, Portillo
et al., 2004).

Se ha demostrado en varios estudios la induccion de Transicion
Epitelial-Mesenquimal en cancer de préstata mediada por factores de
crecimiento a través de aumento de la expresioén o activacion de Snail:
TGF-B y EGF promueven su localizacion nuclear en las células PC3,
igualmente lo hace VEGF-A cuando se une a su receptor Neuropilin-1.
Este ultimo ademas participa en la induccion de EMT en respuesta
a hipoxia (Odero-Marah, Wang et al., 2008, Mak, Leav et al., 2010).
Es asi como, Snail se ha encontrado sobreexpresado en cancer de
préstata, con aumento progresivo desde el tejido benigno hasta las
metastasis, y asociado con un alto indice de Gleason y con pobre
pronéstico (Smith y Odero-Marah, 2012; Whiteland, Spencer-Harty et
al., 2013; Poblete, Fulla et al., 2014).

Snail es un factor de transcripcion que media la Transicion
Epitelial-Mesenquimal a través de subregulacion de moléculas de
adhesion como E-cadherina, claudina, ocludina y zona ocludina 1(ZO-
1), e incremento de marcadores mesenquimales como vimentina,
fibronectina y metaloproteinasas. Ademas, puede inducir otros
represores de E-cadherina y en general su efecto es aumentar la
migracion y la invasion (Smith y Odero-Marah, 2012). Su actividad es
controlada por varias quinasas, es asi como su fosforilacion mediada
por la glucégeno-sintasa-quinasa (GSK-33) promueve su traslado del
nucleo al citosol donde es ubiquitinado y degradado por el proteasoma,
en cambio, la fosforilacién mediada por la quinasa activada p21 (PAK1)
y la proteina quinasa D1 (PKD1) induce su acumulacién en el nucleo
donde cumple su funcion represora (Smith y Odero-Marah, 2012,
Deep, Jain et al., 2014).
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Figura 6. Regulacion transcripcional y mecanismos moleculares de
la transicion epitelial-mesenquimal. Los cambios en la expresién génica
que llevan a represion del fenotipo epitelial y activacion del mesenquimal
son coordinados por un grupo de reguladores principales, los factores de
transcripcion: Snail y Slug; ZEB: AEF1/ZEB1 y Sip1/ZEB2 /SIP1/ZEB2;
factores bHLH como E47 y Twist. Tomado de: Benedetti |, Reyes N. Transicién
epitelial-mesenquimal en la progresion del adenocarcinoma prostatico. latreia.
2015 Oct-Dic;28(4) :(420-433). DOI 10.17533/udea. latreia.v28n4a07.

El factor de transcripcion Twist reprime E-cadherina a través de
represion del promotor, e induce N-cadherina independiente de Snail.
(Lamouille, Xu et al. 2014). Los factores de transcripcion ZEB median
la represidn transcripcional a través del reclutamiento de un co-
represor: la proteina de unién a C terminal (CTBP). Su expresion sigue
a la activacion de Snail, y es inducida en respuesta a TGF-3, Wnt, y
factores de crecimiento que activan la via Ras/MAPK (Lamouille, Xu
et al., 2014).
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Wnt - B-catenina en Transicion Epitelial-Mesenquimal en
adenocarcinoma prostatico

La via de senalizacion Wnt-B-catenina establece una conexion
entre adhesion celular y respuesta celular a transcripcidn génica, pues
estas vias comparten la molécula de B-catenina y son dependientes
una de la otra (Guarino, Rubino et al., 2007). Esta implicada en la
Transicion Epitelial-Mesenquimal durante el desarrollo y la progresion
del cancer, y los estudios in vitro han confirmado que puede inducir
plasticidad epitelial y sobreregular el marcador mesenquimal Vimentina
(Micalizzi, Farabaugh et al., 2010).

B-catenina se encuentra en diferentes compartimientos
subcelulares: En la membrana celular interactua con E-cadherina en
las uniones adherentes y estrechas para mantener el fenotipo epitelial,
y en respuesta a sefales externas, es trasladada de la membrana
celular al citoplasma (Deep, Jain et al., 2014) (Acloque, Thiery et al.,
2008). El secuestro de B-catenina en el citoplasma es importante en la
preservacion de las caracteristicas epiteliales de las células tumorales
(Gottardi, Wong et al., 2001), mientras que, su movimiento al nucleo
con frecuencia se asocia con pérdida de expresion de E-cadherina,
y se correlaciona con la susceptibilidad a entrar en Transicion
Epitelial-Mesenquimal y adquirir un fenotipo invasivo, pues aumenta
la transcripcién de genes asociados con proliferacién celular (Thiery,
2002; Jaggi, Johansson et al., 2005). Asi, las células que pierden la
E-cadherina superficial responden mas facilmente a los factores de
crecimiento que inducen Transicion Epitelial-Mesenquimal (Kim, Lu et
al., 2002).

Esta disminucién de B-catenina citoplasmatica y su aumento
a nivel nuclear ha sido reportada en cancer de préstata por varios
estudios (Kallakury, Sheehan et al., 2001; Jaggi, Johansson et al.,
2005). La disminucién de expresion de E-cadherina en las células de
adenocarcinoma prostatico lleva a la redistribucion hacia la membrana
de la B-catenina citoplasmatica y a reduccion en la transcripcién
mediada por el receptor de androgenos (Yang, Li et al., 2002;
Jaggi, Johansson et al., 2005, Schweizer, Rizzo et al., 2008). Esta
subregulacion de los complejos E-cadherina-p-catenina se asocia con
un fenotipo agresivo de cancer de préstata y se correlaciona en forma
significativa con altos indices de Gleason (Jaggi, Johansson et al.,
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2005), en estos casos la metilacion del promotor de E-cadherina es un
evento frecuente (Kallakury, Sheehan et al., 2001; Jaggi, Johansson
et al., 2005). En general la alteracion en estos complejos proteicos
cadherina-catenina, sumada a su deteccién en PIN sugiere un papel
funcionalmente significativo en la carcinogénesis y progresion del
adenocarcinoma prostatico (Jaggi, Johansson et al., 2005).

Transicion Epitelial-Mesenquimal inducida por TGF-f8 en
adenocarcinoma prostatico

TGF-B, es una citoquina expresada en forma ubicua que se une
a las células diana a través de receptores tipo | y Il, iniciando multiples
cascadas de sefializacion. Su expresion induce Transicion Epitelial-
Mesenquimal en procesos asociados al desarrollo, cicatrizacion y
progresion tumoral (Lamouille, Xu et al., 2014). Como resultado del
estimulo con TGF-3 se produce pérdida de la polaridad apical-basal,
subregulacién de las uniones célula-célula, expresién de proteinas
mesenquimales como Vimentina en el citoesqueleto, ademas de
proteasas extracelulares, lo que la hace uno de los mas potentes
inductores de Transicion Epitelial-Mesenquimal, actividad que depende
del contexto, pues tiene también un efecto paraddjico como supresor
de tumor (Fuxe, Vincent et al., 2010; Micalizzi, Farabaugh et al., 2010).

Esta via de senalizacion es mediada por el receptor TGF-f3 tipo
I que fosforila y activa los factores de transcripcion Smad formando
un complejo que transloca al nucleo donde regula la transcripcion de
genes diana especificos, como Snail y Slug y el factor de transcripcion
LEF/TCF que tiene sitios de union para Smad y B-catenina. Otros
reguladores de Transicion Epitelial-Mesenquimal como ZEB1, SIP1/
ZEB2, E12/E47 y Twist1, también pueden ser regulados por TGF- 3
(Wu, Tsaietal., 2012). Ademas puede senalizar a través de la activacién
de (i) MAP quinasas: ERK1/2, p38MAPK, (Thiery y Sleeman, 2006;
Guarino, Rubino et al., 2007), y JNK; (ii) mediadores de supervivencia
celular: PI3K, AKT1/2, y mTOR; (iii) mediadores de inflamacion: NF-«kB,
ciclooxigenasa-2 (COX-2), y prostaglandinas; (iv) proteinas pequefias
de unién a GTP: Ras, RhoA, Rac1, y Cdc42; y (v) proteinas tirosina
quinasas no receptoras: Src, FAK (Moes, Le Bechec et al., 2012).
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La quinasa ligada a integrina (ILK) también puede ser un efector de
la Transicion Epitelial-Mesenquimal mediada por TGF- por activacion
de la via Wnt- B-catenina, pues su activacién por las proteinas Smad
activadas por TGF-B o la sefializacién de integrinas incrementa la
expresion de B-catenina/Factor enhancer linfoide (LEF), suprimiendo
E-cadherina (Cano et al., 2000).

Se ha reportado que las células de cancer de prostata
sobreexpresan TGF-31, este es capaz de inducir Transicion Epitelial
Mesenquimal a través de subregulacién de E-cadherina, sobre-
regulacién de Vimentina, de Snail y del ligando de unién al receptor
NFkB activado (RANKL). Este ultimo es normalmente expresado por
los osteoblastos, estimula la maduracion de osteoclastos y la resorcion
Osea a través de su receptor en la superficie celular (Odero-Marah,
Wang et al., 2008).

Receptores tirosina-quinasa y Transiciéon Epitelial-Mesenquimal
en adenocarcinoma prostatico

Los factores de crecimiento que actian a través de receptores
tirosina quinasa pueden inducir Transiciéon Epitelial-Mesenquimal
parcial o completa (Lamouille, Xu et al., 2014) (Kalluri and Neilson,
2003). Las vias de Transicion Epitelial-Mesenquimal en respuesta al
estimulo de estos receptores involucran Ras/MAPK, PI3K/Akt, Rho/
Rac o Src (Leopold et al., 2012), mientras que la desencadenada por
el receptor de crecimiento de insulina (IGF) involucra la sefalizacion
de la via de B-catenina y su traslado al nucleo (Guarino, Rubino et al.,
2007).

La senalizacion a través de Akt es esencial en la Transicion
Epitelial-Mesenquimal inducida por receptores tirosina quinasa. La
activacion de la via ERK-MAPK es inducida ademas por las mutaciones
en los genes Rasy Rafen las células cancerosas y también contribuye
a este proceso, pues estos genes inducen expresion de Snail y Slug
(Guarino, Rubino et al., 2007, Lamouille, Xu et al., 2014). Ademas,
Akt sobreexpresa Snail y fosforila e inhibe GSK-33, conduciendo a
incremento en la sefalizacion por B-catenina y Snail y promoviendo
Transicion Epitelial-Mesenquimal (Guarino, Rubino et al., 2007; Zhu,
Gao et al., 2013; Deep, Jain et al., 2014).

94 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



Se ha descrito que el Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
induce Transiciéon Epitelial-Mesenquimal acompanado de aumento de
Slug, y el Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) induce aumento
de Snail y Slug, mientras que el Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) induce disolucién de uniones adherentes y represion
de E-cadherina (Lamouille, Xu et al., 2014).

En estos procesos ademas se ha demostrado la participacion
de DAB2IP, otro miembro de la familia de proteinas de activacion de
GTPasas Ras, que funciona como proteina “scaffold” en la modulacién
de la senalizacion GSK-3B-B-catenina y Transicion Epitelial-
Mesenquimal. En un trabajo en lineas celulares de cancer de prostata
se demostré que la pérdida de DAB2IP llevoé a acumulacion nuclear
de B-catenina, ademas, se encontrd que los factores de transcripcion
ZEB1 y SIP1/ZEB2 estaban altamente elevados en las células sin
DAB2IP. Todo esto llevo a postular a DAB2IP como un supresor de
Transicion Epitelial-Mesenquimal, pues su subregulacion puede
aumentar la capacidad de las células de adenocarcinoma prostatico
de metastatizar a ganglios linfaticos (Xie, Gore et al., 2010).

Matrizextracelulary seializacién de Integrinas enadenocarcinoma
prostatico

Las integrinas son las principales moléculas que median la union
célula-matriz extracelular y les permiten a las células recibir sefales
de esta a través de moléculas de sefializacion. Como la quinasa ligada
a integrina (ILK), que interactua con el dominio citoplasmatico de las 3
-integrinas, y actua corriente abajo de los estimulos generados en la
matriz extracelular y en factores de crecimiento como TGF-f3, de modo
que su activacion lleva a fosforilacion de Akt y GSK-3B, estimulando la
sefnalizacion de la via Wnt- 3-catenina, e incremento de Snail. Ademas,
la sobreexpresion de ILK promueve la translocacion de B-catenina al
nucleo y la induccién de Transicidon Epitelial-Mesenquimal (Guarino,
Rubino et al., 2007).

A medida que las células pasan de epiteliales a mesenquimales
cambian la expresién de integrinas, por ejemplo, subregulan a6p4
que media el contacto con la membrana basal, aumentan la adhesion
celular a fibronectina a través de a5B1 y promueven la migracion
celular, también el aumento de expresion de a1Bf1 o a2B1 y su
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interaccion con colageno tipo |, facilita la degradacion de E-cadherina
y translocaciéon nuclear de B-catenina. Estos cambios también se
correlacionan con aumento de expresion de proteasas y remodelacion
de la matriz extracelular, proceso en el cual se pueden liberar factores
de crecimiento almacenados como TGF- 3 (Lamouille, Xu et al., 2014).

Durante la Transicion Epitelial-Mesenquimal las células tumorales
degradan su membrana basal, establecen contacto con la matriz
subyacente extendiendo seuddpodos y migran por etapas alternantes
de adhesién y separacién acopladas con la contraccion celular. En
este proceso participan las proteasas de la matriz en varias formas:
crean rutas de migracion para las células tumorales mediante la
ruptura de la membrana basal y la matriz intersticial, modifican el
microambiente extracelular, liberan y activan factores de movilidad
y supervivencia, degradan el dominio extracelular de E-cadherina y
liberan y relocalizan B-catenina en el citoplasma. La mayoria de las
proteasas involucradas en la invasion tumoral pertenecen a la familia
de las metaloproteinasas (MMP), de las cuales la MMP9 y MMP2
juegan un papel fundamental en la invasion tumoral (Guarino, Rubino
etal., 2007). En el cancer de préstata, un estudio realizado por Poblete
et.al., encontré una correlacion positiva entre expresion aumentada de
Snail en esta neoplasia y expresion o activacion de metaloproteinasas,
planteandose que estas enzimas pueden ser responsables de la
perdida de E-cadherina y el aumento de expresion de N-cadherina
mediados por Snail (Poblete, Fulla et al., 2014).

Otros inductores de Transicion Epitelial-Mesenquimal en
adenocarcinoma prostatico

Otras senales extracelulares también regulan y participan en el
inicio de Transicion Epitelial-Mesenquimal, como la hipoxia tumoral,
que influye en el proceso a través de la regulacién de varios factores
claves, como la estabilizacion de Snail, aumento de expresién de
TGF-B e induccion de microRNAs especificos [30]. La induccién de
Transicion Epitelial-Mesenquimal por hipoxia puede ser regulada
negativamente por el receptor de estrogenos (ERB1) el cual estabiliza
HIF-1a, la baja expresion de este receptor en los carcinomas de
prostata con alto indice de Gleason soporta el planteamiento que su
expresion esta inversamente relacionada con la progresion tumoral.
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Ademas, la expresion de ERB1 puede ser reprimida por la hipoxia y
por TGF-B (Mak, Leav et al., 2010).

Regulacion de Transicion Epitelial-Mesenquimal por microRNAs
en adenocarcinoma prostatico

La sobre o subregulacion de varios microRNAs es fundamental en
la regulacién del fenotipo epitelial, asi como también de la Transicién
Epitelial-Mesenquimal y la progresion tumoral. Es asi como han sido
reportados multiples microRNAs que afectan este proceso (Wang y
Shang, 2013).

Los microRNAs de la familia miR200 miR-200b/200a/429 (miR-
200b)y miR-200c/141 (miR-200c), han sido descritos como reguladores
principales de Transicion Epitelial-Mesenquimal, y junto con miR205
todos se han encontrado subregulados (Marie-Egyptienne, Lohse
et al, 2013; Wang y Shang, 2013), por lo que han sido propuestos
como marcadores epiteliales y supresores de Transicién Epitelial-
Mesenquimal (Zhang y Ma, 2012).

Let7, miR10b y Let-7i también han sido implicados en la regulacion
de Transicion Epitelial-Mesenquimal (Kalluri y Weinberg, 2009; Marie-
Egyptienne, Lohse et al., 2013; Wu, Tsai et al., 2012; Zhang y Ma,
2012). La induccion de miR21, sobrerregulado en carcinomas, facilita
la Transicion Epitelial-Mesenquimal mediada por TGF- y aumenta la
degradacion de la matriz extracelular y ademas actia sobre miR200
(Acloque, Thiery et al., 2008; Kalluri y Weinberg, 2009). MiR-9, un
microRNA inducido por MYC es dirigido directamente al mRNA de
CDH1 codificante para E-cadherina llevando a aumento de motilidad y
Transicion Epitelial-Mesenquimal (Zhang y Ma, 2012).

En el cancer de préstata, se ha reportado que miR29b inhibe la
expresion de MMP2, este microRNA se encontré inhibido en la linea
celular altamente metastasica PC3 y en tejidos de cancer de préstata
humano, por lo que fue postulado como participante del proceso
metastasico, también se ha descrito represion de Snail por miR29b
y mir30 de manera que su expresion aumentada puede revertir la
Transicion Epitelial-Mesenquimal (Ru, Steele et al., 2012).
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Por su parte, miR143 y miR145 inhiben la migracion de las células
de cancer de prostata a través de induccion de E-cadherina (Peng,
Guo et al., 2011). El estudio realizado por Saini et.al., se observé
que el fenotipo de las células de cancer de préstata transfectadas
con miR203 semejaba la reversidon de un estado mesenquimal a uno
epitelial, por lo que se investigd la expresion de marcadores inductores
de Transicion Epitelial-Mesenquimal, encontrandose que su expresion
ectopica resultd en aumento de E-cadherina a nivel de la membrana
y disminucion de SIP1/ZEB2, vimentina y fibronectina (Saini, Majid et
al., 2011).

Conclusiones

La progresion de los carcinomas implica una serie de alteraciones
genéticas, epigenéticas, transcripcionales, traduccionales y
posttraduccionales, que forman una extensa red en la que multiples
moléculas actuan en forma interconectada, dependiente del contexto
y regulada por varias vias. Algunas de estas vias pueden converger
y llevar al cambio fenotipico de las células epiteliales tumorales hacia
un linaje mesenquimal con caracteristicas migratorias e invasivas, que
les permiten diseminarse y establecerse en sitios distantes formando
metastasis.

Este cambio fenotipico descrito como Transicion Epitelial-
Mesenquimal es un proceso biolégico fundamental en el desarrollo
y la regeneracién tisular, que tiene una participacion crucial en la
progresion tumoral, invasién y metastasis, que inicia con eventos
inductores como la activacién de vias oncogénicas que regulan la
proliferacion y migracién celular, que para algunos autores es parte
del desarrollo del cancer.

En el adenocarcinoma prostatico se han encontrado evidencias
en favor de la participacion de la Transicién Epitelial-Mesenquimal en
su progresion, como la presencia de un “Cadherin switching” en las
células tumorales, y expresion de marcadores asociados como Snail,
Twist1 y TGF-beta que a través de cambios en expresién génica y
activacion de factores de transcripcion son potentes inductores de
Transicion Epitelial-Mesenquimal.
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La Transicion Epitelial-Mesenquimal es un fenémeno en general
entendido y aceptado por la comunidad cientifica, sin embargo,
se requiere establecer mas claramente los mecanismos que
podrian conducir a esas células a comportarse de esa manera, y
especificamente en el adenocarcinoma prostatico se requiere ampliar
el estudio de dicho fendmeno lo que permitiria buscar estrategias
dirigidas a contrarrestar su induccion y prevenir su progresion.
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Capitulo 3

INFLAMACION Y CANCER DE PROSTATA: IMPLICACIONES
BIOLOGICAS Y POSIBLE UTILIDAD CLiNICA

Niradiz Reyes, MSc, PhD y Oscar Correa, MD, MSc

Resumen

Actualmente existe evidencia que sefiala un papel de la
inflamacién cronica en el desarrollo de distintas neoplasias en
humanos, entre las cuales se encuentra el cancer de prostata. Esta
asociacion fue sugerida hace mucho tiempo por la observacion de
infiltrados en muestras de tejido prostatico de pacientes con cancer
y mas recientemente por altos niveles de citocinas proinflamatorias
circulando en suero de pacientes con esta patologia. Multiples estudios
han determinado la asociacion entre ciertos polimorfismos de base
unica en genes asociados a inflamacion con el riesgo de desarrollar
cancer de proéstata. En los ultimos afios se han descrito los efectos
de moléculas inflamatorias sobre el comportamiento biolégico de esta
neoplasia, destacando entre ellos el potencial de inducir la proliferacion
de células cancerigenas y la des-diferenciacién de células del
estroma. La influencia de la inflamacion en el desarrollo y progresion
del cancer de prostata se ha convertido en un tema de interés debido
a su uso potencial en diagndstico y terapéutica. Se espera que a futuro
una mejor comprension bioldgica de esta asociacién conlleve a una
explotacion practica de sus utilidades clinicas.
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Aspectos generales

El cancer de prostata es una neoplasia con un amplio rango
de comportamiento biolégico, presentandose como un reto para
los médicos en cuanto a la identificacion y tratamiento tanto de
las formas mas agresivas como de las formas indolentes de la
enfermedad (Sausville y Naslund, 2010). Aunque la mortalidad por
esta neoplasia ha disminuido en las ultimas décadas en algunos
paises europeos(Bosetti et al., 2011), en Estados Unidos (Damber et
al., 2008) e incluso en paises latinoamericanos(Niclis et al., 2011), la
incidencia ha aumentado rapidamente en el mismo periodo, viéndose
esta ultima influenciada por el diagnéstico temprano mediante el uso
de la cuantificacion del PSA en hombres con o sin sintomatologia y por
la deteccion de cancer latente de manera incidental en cirugia (Bray et
al., 2010). Su asociacion con la edad, evidenciada en que el 75% de los
diagnésticos son realizados en hombres mayores de 65 afos (Dunn et
al., 2011), ha sido relacionada con cambios inherentes o adquiridos en
el metabolismo celular, que podrian influir en su desarrollo (Khandrika
et al., 2009).

El papel de la inflamacion en las enfermedades de la préstata
se sugirié tiempo atras teniendo como evidencia la infiltracién por
células inflamatorias dentro de esta glandula en pacientes con cancer
o HPB (Hamid et al., 2011), y mas recientemente otras evidencias
principalmente moleculares, hanido en aumento (Sutcliffe y Platz, 2007;
De Nunzio et al., 2011; Hamid et al., 2011; Omabe y Ezeani, 2011). De
forma interesante, se ha documentado que la inflamacién en la préstata
por lo general se presenta en las zonas de transicion y periférica
(Delongchamps et al., 2008), las cuales son las zonas de predileccion
para aparicion de la HPB y el cancer, respectivamente (Damber et
al., 2008). Se ha documentado que las células prostaticas, por si
mismas, pueden mediar una reaccion inflamatoria, ya que expresan
receptores de tipo Toll, cuya activacién puede inducir la produccién de
citocinas proinflamatorias (Wong et al., 2009). En conjunto, linfocitos
T y células prostaticas, tanto estromales como epiteliales, secretan
mayor cantidad de citocinas proinflamatorias, quimiocinas de tipo CXC
y sus receptores en tejidos de HPB y adenocarcinoma prostatico que
en el tejido prostatico normal (Kogan-Sakin et al., 2009). Dentro de
las fuentes que potencialmente pueden desencadenar inflamacion
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en la prostata se han descrito las infecciones de transmision sexual,
infecciones del tracto urinario, prostatitis, sustancias quimicas o fisicas
intraluminales, entre otros (Sutcliffe et al., 2007).

Uno de los aspectos que hace atractiva la relacion entre
inflamacién y cancer de préstata es la posibilidad de aprovecharla a
nivel clinico en diagndstico, pronéstico y terapéutica (Narayanan et
al. 2009; Hamid et al., 2011). Se han utilizado varios marcadores de
inflamacién para realizar diagnéstico inicial y diferencial entre estadios
de la enfermedad (Prins et al. 2010; Mengus et al., 2011), mientras que
algunos estudios han abordado el tema del prondstico tomando como
base la agresividad tumoral y la progresién a metastasis(Stark et al.,
2009; Tawara et al., 2011), y algunos correlacionan ciertos SNPs con
el riesgo de desarrollar este cancer (Stevens et al., 2008; Wang et al.,
2009; Mandal y Mittal, 2011), en tanto que otros han intentado evaluar
los efectos de medidas anti-inflamatorias en el adenocarcinoma
prostatico (Dorff et al., 2010).

La presente revision se enfoca en describir los hallazgos recientes
que apoyan un rol de la inflamacion en la etiologia del cancer de
préstata, abordando estudios de asociacién epidemiolégica, para
continuar con las posibles implicaciones biolégicas de dicha asociacion
en la biologia tumoral de esta patologia y discutiendo finalmente las
posibles aplicaciones clinicas de la misma.

Rol de la inflamacion en la etiologia del cancer de prostata

Se ha descrito que la inflamacién prostatica puede ser de causa
infecciosa o causada por factores no infecciosos, principalmente
mediada por dafio quimico o fisico al epitelio debido a reflujo urinario,
factores dietarios, disruptores endocrinos, entre otros (Sutcliffe et al.,
2007; Rajarubendra et al., 2010; Omabe et al., 2011).

La evaluacion de asociacion entre multiples etiologias infecciosas
de la prostatitis y el adenocarcinoma prostatico ha sido un tépico activo
de investigacion en los ultimos afos (Sutcliffe et al., 2006; Huang
et al., 2008; Schlaberg et al., 2009). La prostatitis aguda debida a
infecciones de transmision sexual (ITS) actualmente es poco frecuente;
sin embargo, las infecciones subclinicas de la préstata ocurren con
frecuencia (Sutcliffe et al., 2007).
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En la busqueda de la etiologia de infecciones de la préstata se
han utilizado diversas metodologias, las cuales han permitido detectar
diversos microorganismos tanto en fluido como en tejido prostatico
(Sutcliffe et al., 2007; De Nunzio et al., 2011; Omabe et al., 2011).
También, a través de la pesquisa seroldgica (Sutcliffe et al., 2006) se
han encontrado asociaciones significativas entre la seropositividad
para diversos virus, bacterias y protozoarios con el adenocarcinoma
prostatico (Sutcliffe et al., 2006; Sutcliffe et al., 2007; Sutcliffe et al.,
2010). Ademas, bacterias no relacionadas con ITS, como Escherichia
coli 'y Propionibacterium acnes, también han sido implicadas en la
etiologia infecciosa de la inflamacién crénica de la préstata (Omabe
et al., 2011). Fassi Fehri y col. (2011), con el fin de determinar la
presencia de P. acnes en muestras de tejido prostatico de pacientes
con diagnostico de adenocarcinoma prostatico, condujeron un estudio
en el que la identificacion del microorganismo se realizé mediante
inmunofluorescencia in situ y tipificacion por reaccién en cadena
de la polimerasa. En dicho estudio se detectd esta bacteria en 58
de 71 muestras de tejido prostatico canceroso, mientras que no se
encontro en tejido prostatico sano, evidenciando ademas que la carga
bacteriana varié ampliamente entre las distintas muestras, y que no
hubo asociacién entre la presencia de P. acnes y el puntaje Gleason
de los tumores (Fassi Fehri et al,. 2011). Estudios como este y otros
adicionales, evidencian los esfuerzos realizados para identificar los
posibles agentes infecciosos que pueden estar relacionados con la
inflamacién crénica que se observa comunmente en la préstata de los
pacientes con cancer, y que pueden estar asociados con el cancer de
prostata (Sfanos e Isaacs, 2011).

Aparte de los agentes infecciosos, se ha sugerido que ciertos
factores tales como las grasas de la dieta (Reyes et al., 2002) y
compuestos como el amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b] piridina (PhIP)
que se encuentra en carnes asadas, contribuyen a la carcinogénesis
de la prostata (Omabe et al., 2011), en un complejo proceso que
parece estar precedido por inflamacion crénica seguido por cambios
proliferativos (Reyes et al., 2002; Borowsky et al., 2006). No obstante
estos hallazgos —obtenidos principalmente con modelos animales-, los
estudios epidemioldgicos no muestran asociacion entre el consumo de
estos compuestos y el riesgo de adenocarcinoma prostatico (Crowe
et al., 2008; Sander et al., 2011). La irritacion quimica ocasionada por
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el reflujo urinario es otro de los factores que han sido involucrados
en la etiologia de la inflamacién prostatica, ya que se ha descrito
que los cristales de acido urico son capaces de activar al complejo
proteico NALP3-inflamasoma que participa en la respuesta inmune
innata e inflamatoria mediante la deteccion de sefales de peligro tanto
exdégenas como enddégenas (De Nunzio et al., 2011).

Inflamacion prostatica y cancer de prostata

Uno de los aspectos mas importantes en cuanto a la inflamacion
prostatica es que no existe un marcador especifico de la misma (Robert
et al., 2011), razon por la cual la asociacion de ésta con el desarrollo
de adenocarcinoma prostatico se basoé inicialmente en el hallazgo de
células inflamatorias dentro del tejido prostatico obtenido de pacientes
con cancer (Hamid et al.,, 2011). Posteriormente los estudios de
asociacion epidemioldgica han intentado relacionar marcadores
vinculados de forma general con la respuesta inflamatoria y el riesgo
de adenocarcinoma prostatico (Stark et al., 2009; Mengus et al., 2011).
Actualmente multiples grupos estan interesados en determinar cuales
son las moléculas generadas como parte de la reaccién inflamatoria que
subsiste con esta neoplasia y que clases de interacciones celulares son
las que mantienen la misma. A continuacion, se describen resultados
recientes de estudios de asociacion epidemioldgica entre inflamacion
y adenocarcinoma prostatico.

Deteccidn de citocinas y reactantes de fase aguda

La falta de marcadores especificos de inflamacion prostatica
ha llevado a multiples investigadores a preguntarse si existe un
perfil de expresion diferencial de citocinas proinflamatorias en el
adenocarcinoma prostatico (Fujita et al., 2008) y si esta expresion
se encuentra relacionada a otros parametros diagnésticos de esta
neoplasia (Bouraoui et al., 2008). Estudios realizados mediante
inmunohistoquimica y western blot han permitido determinar la
expresion de citocinas proinflamatorias en tejido prostatico sano, HPB,
y adenocarcinoma prostatico (Mechergui et al., 2009), encontrando que
la expresidn de citocinas correlaciond con los niveles séricos de PSAe
identificando perfiles especificos de expresion de citocinas particulares
para cada patologia. Ademas, se ha determinado que pacientes con
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adenocarcinoma prostatico metastasico presentan niveles séricos
elevados de IL-6, lo que ha acrecentado el interés investigativo en
este topico (Culig, 2011). Al parecer, la IL-6 facilita la progresion del
adenocarcinoma prostatico a independencia de andrégenos a través
de la transactivacion del receptor de androgenos, ademas de que las
vias de sefializacion de esta citocina cooperan con las del receptor
del factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-IR) en el
microambiente prostatico para promover la tumorigénesis y progresion
hacia la agresividad (Rojas et al., 2011). Esta citocina es de las mas
estudiadas en el contexto de inflamacién y adenocarcinoma prostatico
debido a las implicaciones sobre la biologia tumoral y su potencial
utilidad clinica (Culig, 2011; Culig y Puhr, 2011).

Otras citocinas como la IL-4, IL-7, IL-15(Culig, 2011; Mengus et
al., 2011), y algunas proteinas de union a estas (IL-18BP), entre otras,
también han sido detectadas en distintos estadios de la enfermedad
(Fujitaetal., 2011). Otros, como el factor TGF-3 que ha sido encontrado
sobreexpresado en tejido de adenocarcinoma prostatico y expresado
diferencialmente en lineas celulares de adenocarcinoma prostatico
de rata con distintos potenciales metastasicos (Reyes et al., 2007),
demostrandose que produce fibroplasia e inflamacién que involucra
ganglios nerviosos y vasos a nivel prostatico (Barron et al., 2010).
Estudios in vitro han mostrado que las células estromales prostaticas
pueden expresar CXCL-1, CXCL-2, CXCL-3 e IL-8 en respuesta a
IL-1 secretada por células epiteliales prostaticas (Kogan-Sakin et al.,
2009), sugiriendo que tales interacciones contribuirian a la inflamacién
en la prostata y a la progresion a etapas tempranas de la formacién
del adenocarcinoma. Estos resultados son sugestivos de que la
expresion de citocinas juega un papel importante en la biologia del
adenocarcinoma prostatico.

Polimorfismos de genes asociados a Inflamacién

El primer locus génico asociado al adenocarcinoma prostatico fue
nombrado locus 1 de cancer de préstata hereditario, en el cual RNASEL
fue el alelo candidato (Smith et al., 1996; Wiklund et al., 2004). Después
de esta asociacion otros genes han sido asociados a esta neoplasia,
aunqgue con menor importancia dada su baja frecuencia en la poblaciéon
de riesgo (Damber et al., 2008). El objetivo de estos estudios ha sido
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la identificacién de genes asociados a la susceptibilidad hereditaria
al adenocarcinoma prostatico, y de genes en las células cancerosas
que presentan mutaciones somaticas sugestivas de que la infeccion
o la inflamacién de la préstata tiene un papel en la carcinogénesis
de esta (Nelson et al., 2003). La literatura referente a estos ultimos
es abundante, describiendo en algunos casos asociaciones positivas
entre la portacion de alelos y el riesgo de adenocarcinoma prostatico
(Amirian et al., 2011; Kwon et al., 2011; Lin et al., 2011), mientras que
en otros no se encuentra asociacion (Liu et al., 2010; Shui et al., 2011)
y en algunos otros se muestran como factores de resistencia (Balistreri
et al., 2009). Es asi como en el estudio de Balistreri y col. (Balistreri et
al., 2009), los autores analizaron la frecuencia alélica de la delecion
CCR-5A32 en pacientes con adenocarcinoma prostatico y sujetos
centenarios (que representan un modelo humano libre de enfermedad)
y encontraron que CCR-5A32 estaba sobrerrepresentado en los
centenarios y subrepresentado en los pacientes con adenocarcinoma,
sugiriendo su papel como factor de resistencia. Cabe resaltar que este
fue un estudio piloto que conté con una pequefa poblacién, por lo que
sus resultados no pueden ser generalizados.

En cuanto a los estudios en los que se ha logrado determinar
asociacion entre la portacion de ciertos alelos y el riesgo de
adenocarcinoma prostatico, destacan los resultados de Amirian y
col. (Amirian et al., 2011), quienes mediante un estudio de casos y
controles evaluaron la asociacién entre 14 SNPs en los genes de la
via del acido araquidénico: PTGS2, PTGES2, ALOX5, ALOX5AP y
LTA4H. En dicho estudio se determin6 que el genotipo TC de LTA4H
rs1978331 fue protector para el adenocarcinoma prostatico, mientras
que el genotipo GG de PTGESZ2 rs10987883 estaba asociado con
un aumento en el riesgo de esta neoplasia en individuos no obesos.
Otro estudio encontr6 que SNPs en los genes /L-4 (rs2243228),
IL-6ST (rs11574783), PTGS2 (rs6685280) y STAT3 (rs12949918)
se encuentran asociados significativa e independientemente con
susceptibilidad al adenocarcinoma prostatico, y 3 SNPs adicionales
[AKT1 (rs1130214), PIK3R1 (rs251408) y STAT3 (rs3809758)] con
adenocarcinoma prostatico agresivo (Kwon et al., 2011). Por su parte,
en un estudio en el que se incluyeron 3 grupos étnicos (caucasicos,
hispanos y afroamericanos), se evaluaron SNPs en los genes MSR1,
ELAC2, y RNASEL para asociacion con el riesgo de desarrollar esta
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neoplasia (Beuten et al., 2010). De forma notoria, los autores del
trabajo encontraron que las variantes en RNASEL presentaron el
efecto mas fuerte sobre el riesgo de adenocarcinoma prostatico en el
grupo de hispanos, mientras que en afroamericanos un SNP en MSR1
presentd una asociacion significativa con el riesgo de la enfermedad,
obteniendo mas variantes asociadas en el grupo de caucasicos (MSR1
y ELAC2 confieren el mayor riesgo de adenocarcinoma prostatico, y
rs11545302 ELAC?2 presento el efecto principal independiente de otros
SNPs).

Por otra parte, durante los procesos de inflamacion crénica
se produce COX-2, y aunque las células prostaticas normales no
expresan niveles significativos de COX-2 (Hamid et al., 2011), en el
adenocarcinoma prostatico se ha reportado una sobreexpresion de
esta molécula, lo cual se ha relacionado con una disminucion de la tasa
apoptética y aumento de la angiogénesis (Kim et al., 2011). Ademas,
una serie de SNPs en el gen COX-2 se encuentran asociados al riesgo
de adenocarcinoma prostatico (Mandal et al., 2011). Pese a esto, los
resultados respecto a la expresion de COX-2 en adenocarcinoma
prostatico son conflictivos, con algunos reportes enlos que su expresiéon
es muy baja o ausente (Aparicio Gallego et al., 2007). La expresion de
COX-2 puede aumentar el potencial carcinogénico de las células ya
que esta enzima puede oxidar los pro-carcinégenos a carcinégenos,
aumentar el crecimiento celular, disminuir apoptosis, disminuir la
respuesta inmune a células cancerosas, entre otras (Hamid et al.,
2011). Es por esto por lo que las terapias de inhibicion de la COX-2 se
han postulado como uno de los blancos moleculares del tratamiento en
esta neoplasia (Aparicio Gallego et al., 2007; Narayanan et al., 2009).

Implicaciones de la inflamacién en la génesis y comportamiento
bioloégico del cancer de préstata

Laobservacién deinfiltrados inflamatorios en las muestras de tejido
de adenocarcinoma prostatico fue el factor desencadenante de la serie
de estudios encaminados a determinar la asociacion entre inflamacién
y esta neoplasia (Hamid et al., 2011). Las interacciones celulares que
tienen lugar a nivel del tejido canceroso son complejas (Kogan-Sakin
et al., 2009; Paland et al., 2009; Wong et al. 2009); por una parte,
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las células epiteliales por si mismas producen citocinas y quimiocinas
(McDowell et al., 2010), las cuales sirven de factores quimioatrayentes
para leucocitos y fibroblastos presentes en el estroma, lo que ha
sido demostrado en distintos tipos de cancer. Los fibroblastos con la
induccién de inflamacién tumoral (Erez et al., 2010) y los leucocitos
como reguladores del proceso metastasico (Erez y Coussens, 2011),
son factores importantes en el comportamiento biolégico tumoral en el
adenocarcinoma prostatico. Estasinteracciones son bidireccionales, en
las cuales los fibroblastos del estroma poseen el potencial de modular
las propiedades quimiotacticas de las células del epitelio prostatico,
asi como los leucocitos infiltrantes promueven la proliferacion de las
lineas celulares epiteliales de préstata transformadas (McDowell et al.,
2010).

Como ya hemos mencionado, la IL-6 tiene un papel protagénico
en el adenocarcinoma prostatico. Esta citocina presenta mudltiples
implicaciones en la carcinogénesis de la prostata, determinandose
que regula la expresion del receptor androgénico (Chun et al.,
2009), con implicaciones sobre el crecimiento de lineas celulares
de adenocarcinoma prostatico (Culig, 2011). Por otra parte, diversos
estudios han descrito que los niveles de las quimiocinas IL-8, CXCL-12,
y CCL-2 aumentan con la progresién del adenocarcinoma prostatico, lo
cual esta soportado por estudios que demuestran la mayor expresion
de IL-8 y sus receptores en tumores de alto grado segun la clasificacion
de Gleason, siendo la ubicaciéon de estas quimiocinas controvertida,
ya que algunos estudios consideran que se expresan sobre células
neuroendocrinas y otros en las células epiteliales (Singh et al.,
2010). La IL-8 induce sobreexpresiéon de CXCR-7 lo que promueve el
crecimiento y la proliferacion de células de adenocarcinoma prostatico,
proliferacién que se logra por una via asociada con el EGFR (Singh
y Lokeshwar, 2011). La progresion tumoral de este tipo de cancer ha
sido asociada a la expresién de ciertas quimiocinas y sus receptores
encontrando que los tumores mas agresivos presentan altos niveles
de CXCR1, CXCR2 y CXCR4, siendo este ultimo ademas asociado
con adenocarcinoma prostatico metastasico (Singh et al., 2010).

Radhakrishnan y col. (Radhakrishnan et al., 2011) con base en
el hallazgo previo de asociacion entre adenocarcinoma prostatico
metastasico y PSA, con altos niveles séricos de TNF-a, decidieron
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evaluar el papel de esta citocina en el potencial metastasico de lineas
celulares de adenocarcinoma prostatico. En el estudio se encontro
que el TNF-a produjo una mayor union a selectinas de las células
LNCaP C-81, debido a que el tratamiento de estas células con esta
citocina indujo sobreexpresion de genes involucrados en la sintesis
de ligandos de selectinas, asi como también evidenciaron que el
tratamiento acrecentd la migracion celular de esta linea tumoral al
compararlas con las no tratadas (Radhakrishnan et al., 2011). De otro
lado, la sobreexpresion del TGF-B1 (evidenciada en adenocarcinoma
prostatico) induce fibrosis y depdsito de matriz alterada, al tiempo que
inflamacién en el compartimiento estromal en modelos murinos de
adenocarcinoma prostatico (Barron etal., 2010). Lared de mecanismos
biolégicos involucrados en la asociacion inflamacion-adenocarcinoma
prostatico es amplia y compleja, por lo cual los hallazgos de asociaciéon
entre moléculas de importancia en la respuesta inflamatoria y esta
neoplasia dejan de manifiesto lo intrincado de la biologia de esta
asociacion (Bouraoui et al., 2008; Fujita et al., 2008; Cansino Alcaide
et al., 2009; Kogan-Sakin et al., 2009; Mechergui et al., 2009; Barron et
al., 2010; Culig, 2011; Culig et al., 2011; Fujita et al., 2011). La Figura
7 muestra un resumen de las implicaciones biolégicas de moléculas
asociadas a inflamacion sobre la célula tumoral del adenocarcinoma
prostatico.

Posibles utilidades clinicas de la asociacion inflamacién-cancer
de prostata

La presencia de inflamacién a nivel de tejido de adenocarcinoma
prostatico y los estudios de asociacién entre ambas, traen consigo
el potencial de obtener utilidades clinicas de esta, ya sea a nivel de
diagnéstico o de terapia (Narayanan et al., 2009; Davidsson et al.,
2011; Hamid et al., 2011; Mengus et al., 2011).

Diagnéstico

Mengus y col. (Mengus et al., 2011) llevaron a cabo un estudio
comparativo en el que analizaron la expresion génica a nivel de
transcritos y de proteinas de las citocinas IL-2, IL-7, IL-15 e IL-21 en
pacientes con adenocarcinoma prostatico en estadios tempranos y
pacientes con HPB. En el estudio, la expresiéon de IL-7 e IL-15 fue
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significativamente mayor en muestras de tejido de adenocarcinoma
que en muestras de HPB, hallazgo que fue replicado a nivel sérico.
De forma llamativa, los niveles séricos de IL-7 pudieron distinguir a los
pacientes con adenocarcinoma en estadio temprano de los pacientes
con HPB.
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Figura 7. Representacion esquematica de la interaccion entre
estimulos inflamatorios y el tejido prostatico. Las flechas indican las
interacciones ocasionadas por distintas fuentes de inflamacién. La IL-6 es de
gran importancia en el desarrollo del adenocarcinoma prostatico. Como se
aprecia, la expresiéon de IL-6 a nivel del tejido prostético induce un aumento
en la tasa de mutacion y de la proliferacion de estas células mutadas. Se
observa como diversos estimulos inflamatorios convergen en efectos pro-
carcinogénicos en el tejido prostatico.
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La implicacion clinica de la expresién de IL-18BP en el
adenocarcinoma prostatico fue analizada por Fujita y col. (Fujita et al.,
2008; Fujitaetal., 2011). Estos autores determinaron mediante ensayos
in vitro que esta proteina era expresada de forma heterogénea por
distintas lineas celulares de adenocarcinoma prostatico en respuesta al
tratamiento con IFN-y. Posteriormente, mediante inmunohistoquimica
los mismos autores determinaron la expresion de dicha proteina en
muestras histologicas, de suero y de orina de pacientes con esta
neoplasia clasificados segun los puntajes de Gleason, determinando
que existia correlacion entre los niveles urinarios de IL-18BP y el
adenocarcinoma, y de los niveles séricos elevados de IL-18 y el
puntaje de Gleason (Fuijita et al., 2011).

La diversidad de estudios que analizan la asociacion entre
inflamacién y adenocarcinoma prostatico resalta la necesidad de
establecer un consenso internacional que defina los marcadores de
inflamacién apropiados para uso en grandes estudios de seguimiento,
en el contexto de pacientes con cancer de prostata (Robert et al., 2009;
Pace et al., 2011; Robert et al., 2011; Van Hemelrijck et al., 2011).

Terapéutica

Debido a los hallazgos de asociacion entre inflamacién crénica y
adenocarcinoma prostatico, se ha generado un campo de investigacion
en cuanto a su potencial terapéutico como quimio-prevencion (Hamid
et al.,, 2011). Salinas y col. (Salinas et al., 2010) encontraron una
reduccion significativa del 21% en el riesgo de adenocarcinoma
prostatico entre quienes consumian aspirina y quienes no, ademas
quienes la consumieron por mas de 5 afios y quienes presentaban uso
de bajas dosis diaria presentaron un menor riesgo de adenocarcinoma
prostatico (ORs: 0.76 y 0.71 respectivamente). Por su parte, en forma
contradictoria Murad y col. (Murad et al., 2011) encontraron ligeras
asociaciones positivas entre el uso de aspirina, AINES y paracetamol
con el adenocarcinoma prostatico. En este tdpico en particular se
hacen necesarios esfuerzos encaminados a esclarecer una verdadera
asociacion ya sea positiva o negativa.

Ya que la IL-6 presenta multiples roles en la biologia del
adenocarcinoma prostatico (Culig, 2011; Culig et al., 2011) ha sido
propuesto como blanco para terapia de este cancer. Chuny col. (Chun
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et al.,, 2010) mediante estudios de cribado de drogas, determinaron
que la lactona diterpenoide andrografolida, obtenida a partir de
Andrographis paniculata, inhibe la expresion de IL-6 tanto a nivel de
RNA mensajero como de proteina. Ademas, este compuesto tiene
efectos sobre lineas cancerigenas de prostata sin ocasionar toxicidad
en las células epiteliales prostaticas, y en un modelo murino de
adenocarcinoma prostatico se encontré que disminuia el crecimiento
tumoral (Chun et al., 2010). Se han llevado a cabo estudios clinicos
y preclinicos utilizando el anticuerpo monoclonal anti-IL6 Siltuximab
(Dorff et al., 2010; Karkera et al., 2011). Dorff y col. (Dorff et al., 2010)
presentaron los resultados de su estudio de fase Il usando Siltuximab
como terapia de segunda linea para hombres con adenocarcinoma
prostatico resistente a castracion. En el ensayo, los sujetos de estudio
fueron tratados por via intravenosa (IV) con 6 mg/kg de Siltuximab
cada 2 semanas por 12 ciclos; el punto final a evaluar fue la reduccién
en el 50% de los niveles séricos de PSA, al tiempo que determinaron
los niveles plasmaticos de citocinas y factores de crecimiento. Sélo el
3.8% respondié con una disminucién de los niveles séricos de PSA, y
de forma llamativa, después del tratamiento, los pacientes presentaron
niveles 250 veces mas altos de IL-6 con respecto a los niveles
basales presentados al momento de entrar en el estudio. De otro lado,
Karkera y col. (Karkera et al., 2011) determinaron la seguridad de la
aplicacioén de la terapia con Siltuximab en 20 pacientes sometidos a
prostatectomia radical, encontrandola como favorable. En su estudio,
ademas evidenciaron subexpresidén de genes que se encuentran en la
via de sefializacion de IL-6.

Pronéstico y seguimiento

Comperaty col. (Comperat et al., 2010) basados en descripciones
previas de asociacion entre SNPs del gen IL-16 y el adenocarcinoma
prostatico agresivo, decidieron evaluar si la expresion a nivel tisular
de IL-16 en muestras de esta neoplasia era un factor prondstico de
supervivencia; mediante un microarreglo de tejido hallaron que la
expresion de esta citocina se encontraba asociada positivamente con
los tumores que presentaban puntajes de Gleason altos, no siendo
asi con los niveles de PSA. En este estudio, los puntajes bajos de
Gleason, los niveles de PSA, y la pérdida de la expresion de IL-16
se encontraron relacionados con un mayor tiempo de supervivencia
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libre de recurrencia bioquimica (Comperat et al., 2010). Prins y col.
(Prins et al., 2010) por su parte evaluaron si las concentraciones
séricas de proteina C reactiva en 119 pacientes con adenocarcinoma
prostatico resistente a castracién presentaban algun valor prondstico
en estos casos. En este estudio los autores determinaron que niveles
elevados de proteina C reactiva eran un factor prondstico de menor
sobrevida. Sin embargo, este es un estudio pequefio y como debilidad
adicional, los autores no determinaron si estos niveles altos se debian
especificamente al cancer o si se debian a otras causas (Prins et al.,
2010).

Comentarios adicionales

La evidencia de la relacion existente entre inflamacién del tejido
prostatico y el adenocarcinoma prostatico va en aumento y el origen
de esta inflamacién y su asociacién con el desarrollo del cancer son
hoy dia uno de los topicos de investigacion en esta neoplasia. Los
principales factores etioldgicos implicados incluyen agentes infecciosos
y factores quimicos vy fisicos. Parte de la evidencia existente ha sido
obtenida mediante estudios de corte epidemiologico y estudios in
vitro que no se encuentran libres de controversia. Multiples moléculas
que desempenan papeles importantes en la inflamacion se han
visto involucradas con la carcinogénesis de la prostata. De manera
importante, multiples citocinas presentan altos niveles séricos y de
expresion en el tejido prostatico en pacientes con adenocarcinoma
prostatico. Dentro de estas, una de las mas estudiadas es la IL-6, de
la cual se conoce que cumple multiples funciones en el desarrollo de
este cancer. Sin embargo, en forma paralela se realizan estudios con
otras citocinas proinflamatorias y otras moléculas relacionadas con
la inflamacion con el fin de comprender si también cumplen papeles
importantes en el comportamiento bioldgico de esta patologia.

El hallazgo de la asociacion entre inflamacién y adenocarcinoma
prostatico ha abierto un campo de estudios en cuanto a las
utilidades clinicas que puede poseer. Una adecuada comprension
de las implicaciones biolégicas de esta asociacion permitira el
mejoramiento de las estrategias antiinflamatorias que actualmente
estan siendo evaluadas para el manejo de ciertas formas agresivas
del adenocarcinoma prostatico, asi como para el desarrollo de nuevas
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terapias. Teniendo en cuenta que no existen marcadores de inflamacion
especifica del tejido prostatico, esta es otra oportunidad de estudio
que promete ser ampliamente estudiada, asi como el uso potencial de
los marcadores clasicos de inflamacion y los de inflamacién especifica
de la prostata en el diagndstico y seguimiento de esta neoplasia.
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Capitulo 4

QUIMIOCINAS EN CANCER DE PROSTATA

Niradiz Reyes, MSc, PhD y Oscar Correa, MD, MSc

Resumen

La progresion tumoral no depende exclusivamente de las células
cancerigenas, sino que esta influenciada por el microambiente
tumoral. En este escenario, las quimiocinas presentan un papel
multifacético (Viola et al., 2012), mediante el cual la cantidad y el tipo
de quimiocinas expresadas por las células tumorales y estromales
determinan el tipo y extensién de infiltracién leucocitaria y por ende
la regresion o progresion tumoral (Viola et al., 2012). Sin embargo, la
evidencia apunta a que las quimiocinas asociadas a tumores pueden
regular la inflamaciéon y de paso inhibir la capacidad del sistema
inmune de eliminar los tumores (Coussens y Werb, 2002). La funcién
de las quimiocinas en el ambiente tumoral no se limita a atraer células
infiltrantes, sino que también cumplen roles en el crecimiento tumoral
y en la angiogénesis (Kakinuma y Hwang, 2006).

De manera particular en diferentes tipos de cancer se ha visto
asociacion con quimiocinas. En cancer de mama se determiné que
a nivel tumoral se presentan altos niveles de expresién de IL8 y que
a su vez hubo niveles elevados de CXCL1, CXCL3, CXCL5, CXCLS®,
y en menor medida de CXCL2, y que pacientes que presentan
sobreexpresion de IL8 presentan peor pronéstico (Bieche et al.,
2007). CXCR4 que es el receptor de quimiocinas mas comunmente
sobreexpresado por células tumorales (Mukaida y Baba, 2012), es
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responsable ademas de la migracion de células tumorales a sitios
donde se exprese su ligando CXCL12 (Kim et al., 2010). Gahan y
col. basados en estas asociaciones entre quimiocinas, receptores y
cancer decidieron evaluar la utilidad de estas para diferenciar subtipos
de carcinoma de células renales de oncocitomas, encontrando que
CXCL12, CXCR4, CXCRY7 e IL8 permiten una adecuada diferenciacion
y que ademas predicen metastasis con una precision del 80% (Gahan
et al., 2012).

Aspectos generales

Las quimiocinas conforman una familia de proteinas de bajo
peso molecular, caracterizadas por la presencia de cuatro residuos
de cisteina (C) en posiciones conservadas (Moser et al.,, 2004),
clasificandose en cuatro subfamilias dependiendo de las relaciones y
posiciones de dichos residuos de C, estas son: CXC, CC, CX3Cy C
(Allen et al., 2007) (Figura 8). Ademas, basandose en su funcion, las
quimiocinas pueden ser clasificadas en dos grupos: las inflamatorias
que son expresadas por leucocitos y otras células de la inmunidad
posterior a su activacion, y las homeostaticas que son expresadas
de manera constitutiva; sin embargo, algunas quimiocinas caben
en ambas categorias dependiendo del contexto bioldgico o estado
patolégico en el que se encuentren (Allen et al., 2007). Dentro del
grupo de las quimiocinas homeostaticas encontramos a: CCL14,
CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, CCL25, CCL27,
CCL28, CXCL12 y CXCL13 (Zlotnik et al., 2011). Estas coordinan los
niveles basales continuos de migracion que son necesarios para una
adecuada funcién del sistema inmune y se encuentran involucradas
en procesos de desarrollo que incluyen movimientos complejos tales
como la maduracion de linfocitos (Allen et al., 2007). Las quimiocinas
de la subfamilia CXC en su mayoria son inducidas por estimulos
inflamatorios, basados en la presencia del motivo ‘ELR’ precediendo
la primera C conservada pueden subdividirse en dos grupos: las ‘ELR’
positivas o angiogénicas CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCLS6,
CXCL7 e IL8 y las ‘ELR’ negativas que generalmente antagonizan la
actividad angiogénica de las primeras (Strieter et al., 1995; Addison et
al., 2000).
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Figura 8. Clasificacién estructural de la familia de las quimiocinas.
Con base al numero de residuos de C conservados en su estructura, las
quimiocinas pueden ser clasificadas en 4 subfamilias, las mas abundantes
son las subfamilias CC y CXC.

El reconocimiento de los mensajes codificados por quimiocinas
se da a través de receptores especificos sobre la superficie celular,
que hacen parte de la familia de receptores acoplados a proteina G
con siete dominios transmembrana (Rot y von Andrian, 2004). Aunque
cada receptor de quimiocinas tiene una especificidad para quimiocinas
distinta, existe cierto grado de solapamiento entre las interacciones de
quimiocinas con sus receptores, encontrandose que las quimiocinas
inflamatorias son altamente promiscuas con sus receptores (Murphy
et al., 2000) (Figura 9). En respuesta a su ligando, los receptores de
quimiocinas generan una cascada de sefales que difieren dependiendo
del contexto fisiolégico, tejidos o condicién patoldgica (Vindrieux et
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al., 2009), las cuales incluyen principalmente movilizacion de Ca++,
activacion de las quinasas reguladas por sefales extracelulares
(ERK), fosfolipasa C-B (PLC-B), fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K),
RAS, la familia de GTPasas Rho entre otras, que finalmente conducen
a la quimiotaxis (Rossi y Zlotnik, 2000).
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Figura 9. Interacciones entre quimiocinas y sus receptores. La
figura muestra los receptores de quimiocinas descritos y sus especificidades
en ligandos.
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Hallazgos de asociaciéon entre quimiocinas y cancer

Ademas de su efecto en la migracion de leucocitos, las quimiocinas
muestran diversas funciones en el desarrollo de tumores a través de
sus efectos en la angiogénesis, la hematopoyesis, la metastasis y el
rechazo del tumor (Yang et al., 1998; Cyster, 1999; Sallusto, 2002;
Strieter et al., 2006). Para la invasion dentro del tumor primario y la
diseminacion a sitios distantes se requiere la quimiotaxis (Roussos
et al., 2011). La metastasis es el proceso mediante el cual la célula
cancerigena deja el sitio de la lesion inicial y viaja a través del
cuerpo para establecer siembra en otros érganos y sitios anatémicos
(Zlotnik et al., 2011). Para que la metastasis sea exitosa se requieren
dos etapas: en la primera, las células deben responder a sefiales
quimiotacticas que la dirigen al “suelo habitable”; y, por ultimo, deben
sobrevivir y proliferar al llegar a dicho sitio. Es altamente probable que
las quimiocinas participen en ambos procesos (Zlotnik et al., 2011),
considerandose que los gradientes de quimiocinas pueden explicar
el érgano-tropismo observado en las metastasis de ciertos canceres
(Roussos et al., 2011).

El papel de las quimiocinas en la metastasis esta bien establecido
y se sefala a los receptores de quimiocinas homeostaticas como las
moléculas que controlan este proceso (Zlotnik et al., 2011). En cuanto a
la metastasis 6rgano-especifica, se contempla el que la célula tumoral
utilice las vias de migracion celular que en condiciones fisiolégicas
son utiles para transito leucocitario entre otros, mediante la expresion
de receptores de quimiocinas homeostaticas, dicha expresion puede
resultar de cambios debidos al microambiente o simplemente puede
reflejar la expresion normal de receptores particulares en la célula
parental normal (Zlotnik et al., 2011).

CXCR4 se perfila como el receptor de quimiocinas mas
comunmente expresado en cancer (Mukaida et al., 2012), presentando
niveles de expresion bajos en tejido normal, en tanto que su ligando
CXCL12 es producido constitutivamente por multiples tejidos, incluidos
algunos sitios frecuentes de metastasis (Kakinuma et al., 2006). Se
sabe que el eje CXCR4-CXCL12 actua de multiples formas para
aumentar las propiedades metastasicas de las células tumorales:
estimula la adhesion a células endoteliales, aumenta su proliferacién
y supervivencia, entre otras (Kakinuma et al., 2006). Otro receptor de
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importancia descrito en el desarrollo de metastasis érgano-especifica
es el CCRY7, encontrandose que éste se encuentra involucrado con
la infiltracion al sistema nervioso central por leucemias de células T
(Buonamici et al., 2009). Un aspecto importante en cuanto al papel de
las quimiocinas y sus receptores en la metastasis es el relacionado
con el tratamiento, conociéndose que las opciones terapéuticas
empleadas —quimioterapia y radioterapia- pueden afectar la expresion
de quimiocinas en la célula tumoral (Zlotnik et al., 2011). De hecho,
recientemente se ha descrito que, en cancer de mama, el tratamiento
quimioterapéutico induce hiperactivacién de un eje paracrino TNF-a-
CXCL1/2-S100A8/9 el cual conlleva a un aumento de la supervivencia
dela célula cancerosa en condiciones de estrés y orquesta el desarrollo
de quimioresistencia (Acharyya et al., 2012).

Quimiocinas y adenocarcinoma prostatico

Se ha determinado que el microambiente tumoral de muchas
neoplasias presenta un componente inflamatorio, cuyas caracteristicas
principales son: infiltracion leucocitaria, presencia de macrofagos
asociados a tumor, produccion de moléculas proinflamatorias (citocinas,
quimiocinas), remodelamiento del tejido, y angiogénesis (Colotta et al.,
2009). El papel de la inflamacién en las enfermedades de la prostata ha
sido sugerido por la evidencia de infiltracion por células inflamatorias
dentro de esta glandula en pacientes con cancer o con HPB (Hamid
et al., 2011). Se ha evidenciado que las células prostaticas por si
mismas pueden ser gestoras de la inflamacién en el microambiente
tumoral, ya que expresan receptores de tipo Toll, los cuales frente a
estimulos proinflamatorios inician las vias de sefalizacion que inducen
la expresién de citocinas (Wong et al. 2009) tales como la IL1, lo que
conlleva a la expresion de CXCL1, CXCL2, CXCL3 e IL8 por parte de
las células estromales (Kogan-Sakin et al., 2009). Sin embargo, se ha
visto que de manera constitutiva las lineas celulares de adenocarcinoma
prostatico PC-3, Du145 y LNCaP expresan quimiocinas angiogénicas
(Moore et al., 1999). Se ha descrito, ademas, que lineas celulares de la
préstata transformadas y solamente inmortalizadas, expresan niveles
significativos de CXCL5, IL8, CCL2 y CXCL12 (McDowell et al., 2010).
Por su parte, las quimiocinas homeostaticas han sido principalmente
relacionadas con el proceso metastasico (Zlotnik et al., 2011). Tales
como el eje CXCL12/CXCR4, cuyo bloqueo en modelos murinos de
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distintos canceres ha demostrado su implicacion en la metastasis.
Ademas, el CXCR4 es el receptor de quimiocina mas ampliamente
expresado por células tumorales y es responsable de las metastasis
a pulmén, higado y médula 6sea (Kakinuma et al., 2006; Zlotnik et al.,
2011).

La mayoria de los trabajos en el tema de quimiocinas y
adenocarcinoma prostatico se han enfocado en IL8, CXCL12 y CCL2
(Vindrieux et al., 2009). Por ejemplo, diversos estudios han descrito
que los niveles de estas quimiocinas aumentan con la progresion del
adenocarcinoma prostatico, encontrandose estudios que demuestran
la mayor expresion de IL8 y sus receptores en tumores de alto grado
segun la clasificaciéon de Gleason (Singh et al., 2010). Mediante
estudios in vitro en los que se empled silenciamiento génico del gen de
IL8 se determind que esta se encuentra asociada a la agresividad de
las lineas celulares de adenocarcinoma prostatico, ya que al silenciarse
dicho gen en las lineas PC-3 y Du145, estas se tornaron sensibles a
multiples agentes quimioterapéuticos (Singh y Lokeshwar, 2009). Se ha
descrito, ademas, que la IL8 induce sobreexpresion de CXCRY7 lo que
promueve el crecimiento y la proliferacion de células tumorales, lo cual
estad mediado por una via asociada con el EGFR (Singh y Lokeshwar,
2011). Por otro lado, se ha determinado que la IL8 puede ser detectada
en el suero de pacientes con adenocarcinoma prostatico, con niveles
significativamente superiores en aquellos pacientes que presentan
metastasis 0seas (Lehrer Steven, 2004). Se ha observado que los
niveles de expresion de mRNA de CXCL12 a nivel del tejido tumoral se
correlacionan con los niveles sanguineos de PSAYy el puntaje Gleason
(Wedel et al., 2008). Esta quimiocina también ha sido evaluada a nivel
sérico, proponiéndola como marcador bioldgico de uso potencial en
la deteccion de esta neoplasia (Macoska et al., 2008). En cuanto a
CCL2, se sabe que en el contexto de adenocarcinoma prostatico esta
quimiocina es producida por células endoteliales, células estromales y
por las células cancerigenas, y que ejerce funciones tanto autocrinas
como paracrinas que modulan el fenotipo metastasico (Zhang et al.,
2010).

Otros receptores y ligandos de quimiocinas también han sido
relacionados con esta neoplasia. El eje CXCL16/CXCR6 se ha
asociado con adenocarcinoma prostatico de tipo agresivo y metastasis
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6seas (Ha et al., 2011). Mediante microarreglos de tejido se evidencio
que las muestras de adenocarcinoma prostatico expresan niveles altos
de CXCRS5, la que ademas media propiedades invasivas y migratorias
(Singh et al., 2009). Mediante ELISA multiple en homogenizados
de tejido tumoral de adenocarcinoma se identific6 que CCL4 y
CX3CL1 e IL5 sirven como predictores de recurrencia bioquimica de
adenocarcinoma prostatico postprostatectomia (Blum et al., 2008).
A nivel del tejido prostatico se ha determinado mediante estudios de
inmunohistoquimica que la expresion de CCR6 se correlaciona con la
agresividad del tumor (Ghadjar et al., 2008), mientras que a nivel sérico
también se ha evaluado la expresién de CXCL13, evidenciandose que
permite distinguir a los pacientes con adenocarcinoma prostatico,
pero no se correlaciona con el PSA (Singh et al., 2009). Por su parte,
Agarwal y cols. determinaron mediante ELISA los niveles séricos de
las quimiocinas CCL1, CCL2, CCL5, CCL8, CCL11, CXCL1, CXCLS5,
CXCL8, CXCL10, CXCL12 en pacientes que fueron sometidos a
prostatectomia y que presentaban niveles séricos de PSA <10ng/mL,
encontrando que CCL11 presentaba niveles séricos significativamente
mayores en los pacientes con adenocarcinoma prostatico (Agarwal et
al., 2012).

Metastasis del cancer de préstata, quimiocinas y exosomas

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 6rganos distantes al sitio de origen (Bacac y Stamenkovic,
2008). Ciertos tumores sélidos presentan patrones de diseminacién
preferencial a algunos érganos, dicho patron ha sido llamado metastasis
organo-especifica, dentro de estos, destacan: el cancer de mama, de
prostata, colorectal, y de pulmén (Chiang y Massagué, 2008). En el
caso particular del adenocarcinoma prostatico, el principal sitio de
metastasis es el tejido 6seo. 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 0seas 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).
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Las quimiocinas han sido consideradas como actores claves
en el microambiente tumoral, las cuales estarian jugando un papel
preponderante en el establecimiento del nicho pre-metastasico asi
también como del proceso metastasico (Peinado et al., 2011). Para
hacer mas complejo el panorama de la metastasis, recientemente se ha
involucrado a un tipo particular de vesiculas membranosas conocidas
como “exosomas”, las cuales tienen diametros entre 40-100 nm, y
hacen parte del sistema endosomal (Stoorvogel et al., 2002). Gracias
a su pequeno tamario, los exosomas evaden el aclaramiento impuesto
por el sistema fagocitico mononuclear a particulas mayores a 100
nm, con lo que maximizan su tiempo de circulacion, lo que favorece
su funcion en la comunicacion intercelular a nivel sistémico (van den
Boorn et al.,, 2012). Estas nano-vesiculas transportan un rango de
moléculas entre las que se encuentran RNAs mensajeros, microRNAs,
y proteinas, cuya composicion molecular especifica depende del tipo
celular de origen. Al ser liberados al espacio extracelular, los exosomas
actian como mensajeros portadores de moléculas especificas que
son descargadas directamente a su contacto con células blanco
(Barral y von Herrath, 2005). A pesar de no conocerse con certeza cual
es el papel biolégico exacto que estas nanoparticulas membranosas
cumplen al interior o al exterior de la célula, ni cuales son sus células
blanco, se ha encontrado que aquellos exosomas derivados de células
inmunes tienen la capacidad para estimular respuestas inmunes
mientras que los derivados de células tumorales pueden mediar ya
sea respuestas tolerogénicas o antitumorales (Barral et al., 2005).

Algunos estudios han validado la utilidad clinica de los exosomas
como potenciales herramientas inmunoterapeuticas (Viaud et al.,
2010). Por ejemplo, algunos estudios sugieren que los perfiles de
microRNA de exosomas circulantes en sangre de pacientes con cancer
tienen el potencial de ser usados como marcadores diagndésticos no
invasivos pudiendo sustituir los perfiles de biopsias, y han sugerido
que su uso pudiera ser ampliado incluso al tamizaje de poblaciones
asintomaticas (Taylor y Gercel-Taylor, 2008).

Ademas de poseer proteinas comunes a los exosomas en
general, aquellos derivados de tumores también expresan diversos
antigenos tumorales que reflejan las células tumorales originarias.
Aunque la liberacién de exosomas puede ser demostrada en muchos
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tipos celulares en proliferacion, se ha encontrado que su liberacién es
mayor en las células tumorales, lo que se evidencia por su elevada
proporcion en el plasma, en liquido ascitico, y en efusiones pleurales
de pacientes con cancer (Andre et al.,, 2002; Valenti et al., 2006).
Estas caracteristicas han llevado a diversos investigadores a proponer
a los exosomas como potenciales biomarcadores diagndsticos o
prondsticos, e incluso las vias de la biogénesis de exosomas se han
sefalado como posibles fuentes de blancos terapéuticos (Koga et al.,
2005).

De los exosomas se considera que juegan un papel importante
en la comunicacion intercelular afectando a las células blanco ya sea
mediante su estimulacion directa a través de ligandos de superficie, 0
por transferencia de moléculas, ya sea proteinas o RNAs, contenidas
en los exosomas. Resulta de gran interés el hallazgo reciente de
algunos receptores de quimiocinas en la membrana de exosomas
y que algunas quimiocinas y citoquinas, ademas de ser secretadas
directamente al espacio extracelular, también pueden ser liberadas de
forma alternativa por las células, incluyendo células tumorales, a través
de exosomas (Bianco et al., 2005; Chen et al., 2006; Soderberg et al.,
2007; Castellana et al., 2009; Wieckowski et al., 2009; Xiang et al., 2009;
Xie et al., 2009; Szajnik et al., 2010). Sin embargo, los mecanismos
responsables de la exocitosis de quimiocinas/citoquinas mediadas
por exosomas, asi como el papel de las quimiocinas y receptores de
quimiocinas presentes en los mismos, no han sido aun elucidados. La
investigacion en exosomas apunta a que estas estructuras conllevan
un gran potencial para ser usadas en la identificacién de pacientes con
probabilidades de desarrollar metastasis, a la vez que el proceso de
biogénesis de exosomas pudiera proporcionar nuevos blancos para
terapias anti-metastasicas (Peinado et al., 2011; Alderton, 2012).

Comentarios adicionales

La inflamacion crénica puede causar liberacion de quimiocinas
por parte del infiltrado inflamatorio y por el tejido prostatico injuriado.
Las células activadas del sistema inmune son la principal fuente
de mediadores inflamatorios responsables de niveles elevados
de citoquinas, factores de crecimiento y especies reactivas de
oxigeno que contribuyen al dafio del DNA, a la proliferacién celular
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y a la invasividad de las células tumorales (Grivennikov et al., 2010;
Jorgenson et al., 2013). Estos hallazgos destacan la necesidad de una
mejor comprension del microambiente de la prdstata, incluyendo la
participacion de las células inflamatorias en la inducciéon de cambios
moleculares asociados con el desarrollo y progresion del cancer de
prostata.

Los tumores tienen diferentes mecanismos de comunicacion
intercelular que ayudan al crecimiento, progresion y diseminacion.
Los exosomas liberados por esos tumores pueden actuar produciendo
un ambiente fértil para soportar el crecimiento primario de lesiones
neoplasicas a sitios potenciales de metastasis (Zhang y Grizzle, 2014).

Ademas de su efecto en la migracion de leucocitos, las
quimiocinas muestran diversas funciones en el desarrollo de tumores
a través de sus efectos en la angiogénesis, la hematopoyesis, las
metastasis y el rechazo del tumor (Yang et al., 1998; Cyster, 1999;
Sallusto, 2002; Strieter et al., 2006). Moore et al (Moore et al.,
1999) demostraron que las lineas celulares de cancer de proéstata
pueden producir constitutivamente quimiocinas CXC angiogénicas.
El potencial tumorigénico de la linea PC3 es en parte atribuido a la
produccion de la quimiocina angiogénica IL8. La secrecion de IL-8 por
células de cancer de prostata se encuentra asociada con la progresion
(Uehara et al., 2005), la independencia de andrégenos (Araki et al.,
2007) y el potencial metastasico (Aalinkeel et al., 2004). Hallazgos
realizados por Maxwell et al (Maxwell et al., 2013) han enfatizado la
importancia de secrecion autocrina de IL-8 y la via de sefalizacién
que activa en adenocarcinoma prostatico, en los que la atenuacion de
la senalizacion de IL8 disminuye la viabilidad de las células de cancer
de préstata. Esto sugiere que la IL8 puede funcionar como un factor
regulador significativo dentro del microambiente del tumor y que puede
estar implicado en la resistencia a la deprivacion de andrégenos y a
la quimioterapia, aumentando la angiogénesis, e incrementando el
crecimiento del tumor (Araki et al., 2007).

La quimiocina CXCL1 fue originalmente descrita por Richmond
et al (Richmond et al., 1985; Richmond et al., 1988) por su capacidad
de promover el crecimiento de melanoma. Ademas, en melanoma
la activacion constitutiva de NFKB causa la expresion de CXCLA1
estableciendo un circuito autocrino que aumenta el crecimiento y la
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metastasis del tumor (Dhawan y Richmond, 2002). La CXCL1/GROa,
es una quimiocina proangiogénica tipo CXC, presente en varios
tipos de cancer, incluyendo canceres de mama, pulmén, pancreas y
prostata (Cheng et al., 2011). Esta quimiocina transactiva el receptor
factor de crecimiento epidérmico por corte proteolitico del factor del
crecimiento parecido al factor de crecimiento epidérmico de unién a
heparina, conduciendo a la activacion de la via de sefalizacion MAPK,
que conduce a la proliferacion del cancer (Bolitho et al., 2010).

La quimiocina multifuncional CCL2, es un importante mediador
del intercambio entre los macrofagos y las células tumorales en el
microambiente de la prostata. CCL2 funciona a través de la unién a su
receptor CCR2 e induce en la prdostata proliferacion celular, migracién, e
invasién, tanto en forma autocrina como paracrina (Zhang et al., 2010).
CCL2 facilita la angiogénesis, la infiltracién de macrofagos, la invasion
y las metastasis distantes (Loberg et al., 2007; Zhang et al., 2010).
Izumi et al mostraron que la expresion de CCL2 silencia al Receptor de
Androgenos (AR) incrementando y causando una migracion sustancial
de macrofagos y progresion del cancer de prostata via CCL2/CCR2,
que induce la activacion de STAT3 (lzumi et al., 2013).

El factor de transcripcion NF-kB ha sido identificado como un
regulador crucial en la progresion del cancer de préstata a un estado
de independencia de andrégeno (Chen y Sawyers, 2002; Jin et al.,
2008). La activacion constitutiva de NF-kB se encuentra fuertemente
correlacionada con la progresion de la enfermedad, metastasis y
recurrencia bioquimica (Fradet et al., 2004; Ismail et al., 2004; Shukla
etal., 2004). Jin et al. encontraron que NF-kB sobre-regula la actividad
del AR, un fenbmeno que es importante para la supervivencia y
progresion del cancer de préstata (Jin et al., 2008).

En diversos estudios se ha mostrado que las quimiocinas CCL3,
CCL4 y CCL5 inducen migracion a través de su receptor CCR5
(Blanpain et al., 1999). La activacion sucesiva de este receptor induce
migracion de células hacia un gradiente de quimiocinas, sin embargo,
estos mecanismos de regulacién no se encuentran bien comprendidos.
Por lo cual se han realizado estudios relacionados con las vias de
sefalizacién activadas por CCR5 (Cheung et al., 2009).
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La CXCL5 es una quimiocina proangiogénica de tipo CXC que
actua como mediador inflamatorio y es un poderoso atrayente para
granulocitos del sistema inmune. Asi como otras quimiocinas, la
CXCLS5 es secretada tanto por células del sistema inmune (neutrdfilos,
monocitos, y macréfagos) como no inmunes (células epiteliales,
endoteliales, y fibroblastos). Algunos estudios han mostrado que los
niveles de expresion de CXCL5 son concordantes con la progresion
del tumor. Esta quimiocina juega multiples roles en la etiologia de
las enfermedades proliferativas de la préstata, tanto benignas como
malignas.
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Capitulo 5

INFLAMACION Y ATROFIA FOCAL EN TEJIDOS DE BIOPSIAS DE
PROSTATA Y ASOCIACION CON ADENOCARCINOMA PROSTATICO

Inés Benedetti, MD, PhD, Alfonso Bettin, MSc, PhD, Niradiz Reyes, MSc, PhD

Resumen

La asociacion entre inflamacion y cancer de prostata ha sido
planteada sin que haya sido demostrada en forma conclusiva. Dentro
de este contexto, se ha propuesto como potencial lesidon precursora
de adenocarcinoma prostatico la atrofia inflamatoria proliferativa, un
tipo de atrofia prostatica focal usualmente asociada con inflamacion,
observada con frecuencia en regiones extensas de la zona periférica
de la glandula, considerada una respuesta regenerativa de las
células epiteliales prostaticas a la injuria causada por la inflamacion.
Tanto la atrofia focal como la inflamacién son hallazgos comunes en
las biopsias prostaticas, sin embargo, en el estudio de estas no se
describen en forma rutinaria. Se realizdé un estudio para determinar
la relacion entre la presencia de inflamacién y de atrofia focal con
la presencia de adenocarcinoma prostatico. Fueron estudiadas las
biopsias transrectales de prostata de 203 pacientes con sospecha
clinica de adenocarcinoma, se evalud la presencia, localizacion y
extensién de inflamacién, el tipo y grado de atrofia focal, la presencia
de neoplasia intraepitelial prostatica y la presencia de adenocarcinoma
prostatico. En el 77.3% de las biopsias se observé inflamacion
cronica, que estuvo significativamente asociada con la presencia de
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adenocarcinoma (p=0.031). La presencia de inflamacién moderada/
severa en al menos un cilindro de biopsia aumento la probabilidad de
adenocarcinoma (odds ratio, 2.94; IC 95%: 1.27-6.8), mientras que la
localizacién glandular de la inflamacion disminuyé esta probabilidad.
La atrofia focal se observé en 72.9% de las biopsias, siendo la
atrofia inflamatoria proliferativa el tipo mas comun, su grado estuvo
asociado en forma significativa a la presencia (p=0.0001), e intensidad
(p=0.003) de la inflamacion. Se demostré una asociacion entre la
presencia de adenocarcinoma prostatico y la inflamacion prostatica
cronica, y los grados mas altos de compromiso por atrofia inflamatoria
proliferativa estuvieron asociados con mayor extensién y severidad
de la inflamacion, soportando la evidencia propuesta de la naturaleza
inflamatoria de esta lesion.

Introduccion

Aunque los factores de riesgo mas reconocidos para el desarrollo
de cancer de prostata son: edad avanzada, raza negra e historia
familiar de cancer de prostata, algunos factores ambientales también
han sido involucrados. Uno de los factores ambientales que ha sido
estudiado con mucho interés es el desarrollo de inflamacién prostatica
crénica y su posible relacion con la patogénesis de esta neoplasia
(Sfanos y De Marzo, 2012)

En este aspecto, se han realizado muchas investigaciones,
pero el estudio de la inflamacion crénica de la prostata ha sido dificil
(MacLennan, Eisenberg et al., 2006). El término histolégico prostatitis
implica la presencia de células inflamatorias en las glandulas y el
estroma prostatico. Los patdlogos usualmente han prestado poca
atencion a la inflamacion prostatica, a menos que esta sea florida,
debido a que el significado clinico de esta observacion sigue siendo
incierto. Para los patologos la “prostatitis” se define como aumento
del numero de células inflamatorias en el parénquima prostatico. La
inflamacién prostatica puede ser un factor importante que contribuye a
la elevacion de los niveles de PSA en hombres sin cancer de prostata,
y un alto porcentaje de los hombres sometidos a biopsia transrectal
de préstata por PSA elevado o por un examen digital rectal anormal
tienen evidencia histoldgica de inflamacion cronica (Nickel, True et al.,
2001).
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Hace varios anos, se propuso la atrofia focal como una posible
lesion precursora de adenocarcinoma prostatico (Franks, 1954;
Liavag, 1968), de lo cual se han encontrado algunas evidencias. En
este sentido, un modelo de ‘injuria-y-regeneracién’ que enlaza el efecto
de la infamacién crénica con las alteraciones celulares y moleculares
subyacentes a la patogénesis del cancer de préstata fue propuesto por
De Marzo y colaboradores, quienes introdujeron el término PIA, para
denominar lesiones de atrofia focal asociadas con inflamacion crénica,
con una fraccion aumentada de células epiteliales en proliferacién
comparadas con el epitelio normal, y con frecuencia observadas
directamente adyacentes a lesiones de neoplasia intraepitelial
prostatica, cancer de préstata, o ambos (De Marzo, Marchi et al.,
1999),

PIA contiene células epiteliales atroficas que parecen estar
regenerandose en respuesta a dafo celular (De Marzo, Marchi et al.,
1999). Esta lesién atréfica, que con frecuencia se fusiona con PIN, la
unica lesién, hasta el momento, reconocida como precursor directo
del adenocarcinoma prostatico, (Bostwick, Liu et al. 2004, Bostwick y
Cheng, 2012), tiene algunas de las alteraciones genomicas somaticas
encontradas en el cancer de préstata y en PIN, y ha sido propuesta
como “lesion factor de riesgo” en el desarrollo de esta neoplasia
(Nelson, De Marzo et al., 2003; De Marzo, Platz et al., 2007).

La asociacién frecuente de PIA con la inflamacién crénica sugiere
que estas lesiones se originan en la proliferacién regenerativa de las
células epiteliales en respuesta a la injuria causada por los oxidantes
inflamatorios (De Marzo, Marchi et al., 1999). Las células epiteliales
en las lesiones de atrofia inflamatoria proliferativa muestran niveles
altos de moléculas inducidas en respuesta al estrés oxidativo, o a
sefiales asociadas con activacion y proliferacion celular (De Marzo,
Marchi et al., 1999; Parsons, Nelson et al., 2001; Zha, Gage et al.,
2001). Varias vias moleculares involucradas en el cancer de préstata
también se han encontrado alteradas en las lesiones de PIA (Gurel,
Iwata et al., 2008; Shen y Abate-Shen, 2010). Todos estos cambios
pueden conducir a inestabilidad genética y alto riesgo de mutaciones,
ademas, la proliferacién persistente, y la acumulacion de cambios
genéticos puede conducir a la progresion hacia adenocarcinoma
infiltrante (De Marzo, Platz et al., 2007). Algunos estudios han descrito
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y documentado una transicion morfolégica entre PIA y PIN, y, entre
PIAy adenocarcinoma prostatico (De Marzo, Marchi et al., 1999; Putzi
y De Marzo, 2000; Nakayama, Bennett et al., 2003; Wang, Bergh et
al., 2009). Pero, esta postulacion de PIA como una posible lesién
precursora de cancer o de PIN ha sido controvertida (Billis, Freitas et
al., 2007; Billis, 2010). En este trabajo, se estudié la morfologia de las
biopsias de prostata de los pacientes con sospecha de cancer para
determinar si existen correlaciones entre los hallazgos patologicos de
inflamacién, atrofia focal, y PIN en muestras de biopsias de prostata,
y comparar su prevalencia y relacion topografica en las biopsias con y
sin adenocarcinoma prostatico.

Materiales y métodos

Tipo de estudio y poblacién

Estudio prospectivo observacional realizado entre enero de 2012
y junio de 2015 en el laboratorio de investigacion de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Cartagena y el Hospital Universitario
del Caribe. Aprobado por los comités de ética de las instituciones
participantes. La poblacion corresponde a los pacientes con
sospecha de adenocarcinoma prostatico. Fueron incluidos todos los
pacientes sometidos a biopsia transrectal de prostata por sospecha
de adenocarcinoma prostatico que aceptaron participar en el estudio.
Se excluyeron del estudio histologico los cilindros que solo contenian
estroma prostatico o tejido no prostatico (mucosa rectal, o glandulas
accesorias como vesiculas seminales o glandulas de Cooper).

Biopsias de tejido prostatico

Las biopsias de tejido prostatico fueron tomadas de pacientes
referidos al servicio de Radiologia del Hospital Universitario del Caribe
para realizacidon de biopsia transrectal de prostata ecodirigida por
sospecha de adenocarcinoma prostatico, sin tratamiento previo de
quimioterapia u hormonoterapia, quienes fueron invitados a participar
en el estudio y firmaron un consentimiento informado. Las muestras
de tejido fueron recolectadas en los departamentos de Radiologia y
Patologia, y los datos clinicos fueron obtenidos de los registros de
los mismos departamentos del Hospital Universitario del Caribe de
acuerdo con los lineamientos institucionales.

154 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



Siguiendo el protocolo de rutina, los pacientes recibieron profilaxis
antibiotica por via oral con 500 mg diarios de ciprofloxacina durante
diez dias, empezando tres dias antes del procedimiento, hasta siete
dias después del mismo. Las biopsias fueron tomadas por un médico
radidlogo experimentado, el agente anestésico usado fue lidocaina
tépica. Los estudios de ultrasonido se realizaron con un equipo
Sonosite Titan® (Fujifilm Sonosite Inc. USA) con transductor transrectal,
a los pacientes sin lesiones hipoecoicas en el tejido prostatico se les
tomaron biopsias prostaticas por octantes, y a los que presentaron
lesiones hipoecoicas en el tejido prostatico se les tomaron biopsias
prostaticas adicionales sitio-especificas. En general fueron tomados
entre ocho y doce cilindros de tejido prostatico de aproximadamente
un centimetro de longitud de la zona periférica de la glandula y de
los nédulos sospechosos. Todas las biopsias fueron tomadas con una
pistola y una aguja Tru-Cut® calibre 18 (Carefusion, UK). Las muestras
de biopsia fueron fijadas en formalina al 10%, procesadas y sometidas
a coloracion histolégica con H&E, de acuerdo con el protocolo de rutina.
Los cortes tefidos fueron evaluados por un patélogo del hospital para
su respectivo diagnéstico histopatolégico.

Identificacién histolégica

Todos los cortes histologicos coloreados con coloracién de rutina
(H&E), de los casos incluidos en el estudio fueron evaluados para
determinar la presencia de tejido prostatico sano, inflamacion crénica,
atrofia focal, PIA, PIN y adenocarcinoma prostatico. Para el estudio
de las biopsias fueron descartados los cilindros que solo contenian
estroma prostatico o tejido no prostatico (mucosa rectal, o glandulas
accesorias como vesiculas seminales o glandulas de Cooper). Las
biopsias con adenocarcinoma fueron categorizadas de acuerdo con
el indice de Gleason (Humphrey 2004). Los focos de PIN presentes
fueron identificados usando los criterios establecidos por Bostwick
et.al. (Bostwick, Liu et al., 2004).

La inflamacion en el tejido fue evaluada usando el Sistema de
clasificacion histopatolégica de la inflamacion prostatica, desarrollado
por el consenso del “North American Chronic Prostatitis Collaborative
Research Network (CPCRN)”y el “International Prostatitis Collaborative
Network (IPCN)”. Se determiné el grado (1, leve; 2, moderada; 3,
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severa), y la extension de la inflamacion (1, focal; 2, multifocal; 3,
difusa), en cada compartimento tisular (estromal, periglandular y
glandular), (Tabla 3), (Nickel, True et al., 2001).

Tabla 3. Clasificacién de los infiltrados inflamatorios prostaticos.

Caracteristicas

Localizaciéon

Patron histolégico

Glandular

Infiltrado infamatorio localizado en el epitelio de los conductos/las
glandulas y/o en las luces

Periglandular

Infiltrado infamatorio localizado en el estroma, alrededor de las
glandulas/los conductos, a < de 50 mm de ellos.

Infiltrado infamatorio localizado en el estroma prostatico, sin rodear

Estromal las glandulas/los conductos y localizado > de 50 mm de ellos

Extensién Area de tejido comprometido por el infiltrado inflamatorio

Focal <10%

Multifocal 10-50%

Difuso >50%

Grado D?scripcién morfolégica (densidad de células inflamatorias,
células/mm2)

1/ Leve Células inflamatorias individuales, la mayoria separadas por

espacios definidos (<100)

Sabanas confluentes de células inflamatorias sin destruccién de

2/ Moderada tejido o formacion de foliculos linfoides (100+500)

Capas confluentes de células inflamatorias con destruccion de

3/ Severa tejido o formacion de foliculos linfoides (>500)

Tomado de: Consensus development of a histopathological classification
system for chronic prostatic inflammation. BJU Int. 2001;8

Para los casos con presencia de inflamacion se determiné el
numero de cilindros con inflamacion moderada o severa, y en los
casos con infiltrado inflamatorio de intensidad variable se registro el
mayor grado observado. Para determinar el puntaje de intensidad de
inflamacioén cronica, se siguieron los criterios usados por Gurel et.al.
(Gurel, Lucia et al., 2014), multiplicando en cada biopsia el grado de
inflamacién presente por su respectiva extension, y se clasificaron en:
Ninguna: O; Leve: 1-2; Moderada: 3-5, Severa: 6-9. En esta forma,
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el puntaje de intensidad de inflamacién crénica en cada biopsia en
particular representa el area de tejido afectada por un grado particular
de inflamacion. Para el analisis de la inflamacion crénica, el puntaje
de intensidad de inflamacion fue categorizado en tres niveles como:
ausente, leve, y, moderada/severa. La localizacion de la inflamacion
fue clasificada como estromal, periglandular y glandular.

La presencia de atrofia focal y su tipo mas comun en las biopsias
fue evaluada de acuerdo con los parametros establecidos por el
“Working Group Classification of Focal Prostate Atrophy Lesions”,
que incluye cuatro categorias: atrofia simple (SA, del inglés simple
atrophy), hiperplasia postatréfica (PAH, del inglés postatrophic
hyperplasia), atrofia simple con formacion de quistes (SACF, del inglés
simple atrophy cyst formation), y atrofia parcial (PA, del inglés partial
atrophy), usando las definiciones morfolégicas de cada tipo.

El término atrofia inflamatoria proliferativa incluye solo dos tipos
de lesion: SAy PAH (De Marzo, Platz et al., 2006). En este estudio los
otros dos tipos de atrofia focal: atrofia simple con formacién de quistes
(SACF), y atrofia parcial (PA), fueron categorizados juntos como No-
PIA.

El grado de atrofia focal fue medido usando las categorias
descritas por Postma: 0: no atrofia, 1: uno a tres cilindros con uno
o0 mas focos pequefios (menos de 5 mm), separados de atrofia, 2:
mas de tres cilindros con uno o mas focos pequefios (menos de 5
mm), separados de atrofia, 3: mas de 5 mm de atrofia continua en uno
o dos cilindros, 4: mas de 5 mm de atrofia continua en mas de dos
cilindros (Postma, Schroder et al. 2005). El grado de atrofia focal fue
categorizado como: ausente, grado 1/grado 2, y grado 3/grado 4.

Ademas, fueron buscadas asociacionestopograficasy transiciones
entre PIA-PIN y PlA-adenocarcinoma, de acuerdo con la descripcion
de Putzi y De Marzo (Putzi y De Marzo, 2000), con una modificacion:
la asociacion de SA'y PAH con PIN y/o adenocarcinoma fue descrita
como fusion, vecina, o distante. Fusion cuando el epitelio de aspecto
neoplasico de un foco de PIN o carcinoma estaba directamente
fusionado con PIA en un mismo acino o conducto. Vecina, cuando las
dos lesiones estaban muy cercanas con escaso estroma interpuesto,
pero no fusionadas en un mismo acino o conducto, estando ambas en
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un mismo campo microscoépico de alto poder. Y distante, cuando el foco
de PIN o de adenocarcinoma estaba separado de PIA por mas de un
campo microscoépico de alto poder. Cada foco de PIA con una fracciéon
conteniendo areas de PIN o de adenocarcinoma fue considerado
ser una transicion PIA-PIN o una transicion PlA—adenocarcinoma
prostatico. Se determind en forma global la prevalencia de inflamacion,
atrofia focal, y PIN en todas las biopsias de préstata, y luego para los
dos grupos: biopsias con y sin adenocarcinoma.

La presencia, localizaciéon, e intensidad de la inflamacion,
fueron evaluadas en relacion con la edad, el nivel sérico de PSA,
el volumen prostatico, la presencia de adenocarcinoma, el grado
tumoral, la presencia, tipo y grado de atrofia focal, y la presencia de
PIN. La presencia, tipo, y grado de atrofia focal fueron evaluadas en
relacion con la edad, el nivel sérico de PSA, el volumen prostatico, la
presencia de adenocarcinoma, el grado tumoral, la presencia de PIN,
y la presencia, localizacion, e intensidad de la inflamacion. Los datos
categoricos fueron analizados a través de prueba de Chi cuadrado
(X2) y Test exacto de Fisher. Los datos no categoricos se compararon
mediante la realizacion de prueba t, usando para los datos no
paramétricos la prueba U de U Mann-Whitney. El andlisis se llevo a
cabo con el programa GraphPad Prism5® (GraphPad®, San Diego,
CA). Los resultados se consideraron estadisticamente significativos
con un nivel de p<0.05.

Resultados

Para el analisis histolégico, se incluyeron un total de 1620 cilindros
de biopsias de tejido prostatico, obtenidas de 203 pacientes. En las
biopsias de 90 pacientes se identific6é adenocarcinoma prostatico
(44.3%). Hubo una diferencia significativa en la edad entre el grupo
con cancer y el grupo sin cancer (p<0.0001), (Tabla 4). En el grupo
con cancer, 31 (34.4%) casos fueron tumores de alto grado (indice de
Gleason 7 con un primario de 4, o Gleason 8 o mayor). El porcentaje
de tejido prostatico comprometido por el tumor en las biopsias con
cancer fue en promedio de 49.1% (SD: 25.5).
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Tabla 4. Edad, y caracteristicas histopatologicas de las biopsias,
en relacién con presencia de adenocarcinoma prostatico

Casos con

Casos sin cancer cancer Valor p

n=113 n=90
Edad
Media (+SD) 64.5 (9.5) 69.9 (8.5) <0.0001*
95% Cl de la media 62.75-66.3 68.1-71.7

n (%) n (%)
PIN
Si 6 (5.3) 52 (57.8) <0.0001**
No 107 (94.7) 38 (42.2)
Inflamacion
Si 81 (71.7) 76 (84.4) 0.031**
No 32 (28.3) 14 (15.6)
Atrofia focal
Si 87 (77.0) 61 (67.8) 0.142*
No 26 (23.0) 29 (32.2)
PIA
Si 73 (64.6) 61 (67.8) 0.657**
No 40 (35.4) 29 (32.2)

*Prueba U Mann-Whitney
**Prueba Chi?

Inflamacioén cronica, intensidad, y localizacion, en relacion con
adenocarcinoma prostatico

En general, la inflamacién crénica fue un hallazgo frecuente, se
encontré en los especimenes de biopsia de 157 (77.3%) pacientes
(Tabla 4), siendo mas frecuente la inflamacion de intensidad leve (n:
105, 66.9%). Lainflamacién crénica moderaday severa estuvo presente
en las biopsias de 44 (28%) y 8 (5.1%) casos, respectivamente. Se
encontré una asociacion significativa entre la presencia de inflamacién
y la presencia de adenocarcinoma (p=0.031), con 76 biopsias
mostrando inflamacion y adenocarcinoma, sin diferencias significativas
entre tumores de bajo-grado y tumores de alto grado (p=0.54). Hubo
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una diferencia de edad significativa entre los pacientes con inflamacién
en sus biopsias (Media: 67.9, SD: 8.8) y los pacientes sin inflamacion
(media: 63.5, SD: 10.9) en sus biopsias (p=0.005). El puntaje de
intensidad de inflamacion no estuvo asociado con la presencia de
adenocarcinoma (p=0.09), ni con el grado tumoral (p=0.77).

En las 157 biopsias con presencia de infiltrado inflamatorio se
evalu6é su localizacion, encontrandose en forma predominante en
el compartimiento periglandular (n: 104, 66.2%). Siendo también
la localizacion mas frecuente entre las 76 biopsias en las que la
inflamacién estuvo asociada a la presencia de adenocarcinoma (n: 56,
73.7%) (Tabla 5).

Tabla 5. Localizacién de la inflamacion en las biopsias de prostata

(n=157)
L Biopsias con Biopsias con inflamacién y
Localizacion de la inflamacion cancer
inflamacioén
n (%) n (%)
Glandular 28 (17.8%) 8 (10,5%)
Periglandular 104 (66.2%) 56 (73,7%)
Estromal 25 (15.9%) 12 (15.8%)
Total 157 (100%) 76 (100%)

Al estudiar cada patrén de localizacion de la inflamacion en relacion
con la presencia de esta neoplasia, se encontré que la inflamacién
glandular estuvo asociada con menor frecuencia al adenocarcinoma,
que al tejido prostatico benigno (p=0.032), (Tabla 6). El infiltrado
inflamatorio en esta localizacién estaba compuesto en estos casos
ademas de linfocitos, por polimorfonucleares neutroéfilos, (Figura 10).

Hubo una diferencia significativa en la intensidad de la inflamacion
entre los tres compartimentos tisulares de localizacion de la misma,
siendo la inflamacion glandular mas frecuentemente asociada a
intensidad de inflamacién moderada/severa, y la localizacién estromal
a intensidad de inflamacién leve (p<0.0001).

160 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



Atrofia focal, tipos y grados, relacion con la edad y con
adenocarcinoma prostatico

La atrofia focal fue también un hallazgo frecuente, estuvo presente
en las biopsias de 148 (72.9%) pacientes (Tabla 4). La clasificacion
morfolégica mostro que PIA fue el tipo mas comun, observada en 134
(66%) casos. En la mayor parte de los casos con PIA se encontré el
tipo atrofia simple (n=131, 97.7% de los casos con PIA), mientras que,
la hiperplasia postatréfica se identificd en 17 (12.7% de los casos con
PIA). Ambos tipos de PIA fueron observados como unica forma de
atrofia focal, o combinados entre si.

La atrofia focal No-PIA estuvo presente en 43 (21.2%) casos, la mayoria
correspondientes a atrofia parcial y frecuentemente asociados a atrofia
simple. No-PIA fue el tipo menos frecuente de atrofia focal observado
en forma aislada, presente en un bajo porcentaje de casos (n=14,
6.9%). Las formas combinadas de PIA'y No-PIA fueron observadas en
14.3% (n=29) de los casos.

No hubo asociacion entre el adenocarcinoma prostatico y la
presencia (p=0.142), el grado (p=0,263), o el tipo (p=0.157) de atrofia
focal. Cuando se evaluo PIA en forma especifica, aislada, o combinada
con No-PIA, no se encontré asociacion entre su presencia y la
presencia de adenocarcinoma (p=0.204 y p=0.406, respectivamente).

Del mismo modo, la atrofia focal no estuvo asociada a la edad.
Los grados de atrofia focal 1 y 2 fueron los mas frecuentemente
encontrados (n=130, 64%). Los grados mas altos de atrofia focal (3
y 4) estuvieron presentes en un pequefio numero de casos (n=18,
8.8%). No hubo una diferencia significativa entre PIA y No-PIA en
relacion con el grado de atrofia focal (p=0.267). Para ambos tipos de
atrofia focal los grados 1 y 2 fueron los mas frecuentes, y todos los
casos con grados mayores de atrofia correspondieron a PIA. La atrofia
focal grado 3 0 4 no se observo en ninguno de los casos de lesiones
No-PIA.

Atrofia focal en relacion con presencia de inflamacion

Hubo una diferencia significativa en la presencia y tipo de atrofia
focal entre los casos con y sin inflamacion (p<0.0001) (Figura 10 A).
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Los tipos de atrofia focal fueron significativamente diferentes entre
las biopsias con diferentes puntajes de intensidad de inflamacién
(p<0.0001). PIA fue encontrada mas frecuentemente en presencia de
inflamacion y fue el tipo predominante de atrofia focal en los casos con
intensidad de inflamaciéon moderada/severa (p<0.0001). Mientras No-
PIA fue el tipo predominante de atrofia focal en casos sin inflamacion,
y la inflamacién estuvo presente en solo tres casos con No-PIA como
un tipo exclusivo de atrofia.

El grado de PIA estuvo asociado a la intensidad de la inflamacion
(p=0.003), y cada grado de PIA tuvo una diferencia significativa entre
la inflamacion leve y la moderada/severa: PIA grado 1 y 2 estuvo
asociada con inflamacion leve y PIA grado 3 y 4 con inflamacion
moderada/severa (Figura 10 B).

PIN en relacién con adenocarcinoma prostatico, grado
tumoral, atrofia focal e inflamacioén

Fueron identificados focos de PIN en 58 (28.5%) casos, con una
asociacion significativa con la presencia de adenocarcinoma prostatico
(p<0.0001), pero no con el grado tumoral (p=0.68). Hubo diferencia
significativa entre la edad de los pacientes con PIN (Media: 71.3, SD:
9.1) y la de los pacientes sin PIN (Media: 65.1, SD: 9.0). La presencia
de PIN no estuvo asociada a presencia o localizacién de inflamacion,
a la intensidad de la inflamacion, ni al tipo o grado de atrofia focal.

Tabla 6. Localizacién de la inflamacion en relacion con
presencia de adenocarcinoma prostatico

Localizacién de la inflamacién Biopsias con Biopsias Valor
cancer benignas o]
n (%) n (%)
Glandular 8 (28.6) 20 (71.4) 0.032
Periglandular 56 (53.8) 48 (46.2) ns
Estromal 12 (48) 13 (52) ns

En un analisis multivariado inicial que incluyé inflamacion, PIA
y PIN, se encontré una posibilidad de adenocarcinoma 23.8 veces
mayor en los casos con presencia de PIN que en los casos en los
que PIN no estuvo presente (95% CI: 9.3 - 60.8). Aunque hubo mayor
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frecuencia de inflamacion en las biopsias con cancer, la asociacion
significativa encontrada en el analisis univariado se perdié en el analisis
multivariado. La presencia de PIA no contribuyé a la probabilidad de
adenocarcinoma.

Se observo que el 45.5% (n: 41) de los casos con cancer tuvo
al menos un cilindro de tejido con intensidad de inflamacion crénica
moderada/severa, comparado con el 22.1% (n=25) de los casos
benignos. Esta variable fue incluida en un modelo multivariado
incluyendo inflamacion, numero de cilindros con inflamacion moderada/
severa y localizacion glandular de la inflamacion, resultando que los
casos con al menos un cilindro de tejido con inflamacion moderada/
severa tenian 2.9 veces mayor posibilidad de adenocarcinoma
prostatico, que los casos sin cilindros de tejido con esta intensidad de
inflamacion (OR: 2.94; I1C 95%:1.27-6.8).

Este modelo también mostré que la localizaciéon glandular
de la inflamacion estuvo asociada con un riesgo disminuido de
adenocarcinoma (OR: 0.295, 95% CI: 0.08-0.99), de acuerdo con los
hallazgos descritos previamente (Tabla 7).

Asociacion topografica entre PIA y PIN o de adenocarcinoma
prostatico

Se observé transicion topografica entre PIA'y PIN en 17 casos,
en la mayoria de ellos observada en un solo cilindro de tejido (n: 15,
88.2%). En 5 de ellos (29.4%) se identifico transicion adyacente entre
PIA y PIN, transicién vecina en 9 (562.9%) y distante en 3 (17.7%) de
estos casos.

Una transicion entre PIA y adenocarcinoma se observo en 35
casos, siendo vecina en 26 (74.3%), y distante en 9 (25.7%) de estos
casos. Ambas formas de transiciéon topografica estuvieron presentes
en 3 de estas biopsias en forma combinada.

Discusioén
En la patogénesis de muchos tumores malignos en humanos son

componentes importantes los procesos inflamatorios causados por
patdgenos o por agentes quimicos o fisicos, y se considera que el dafio
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persistente al tejido y la proliferacion celular en un microambiente rico
en especies altamente reactivas de oxigeno y nitrdgeno contribuye
al desarrollo y la progresion del cancer (Balkwill y Mantovani, 2001,
Mantovani, Allavena et al., 2008).

Figura 10. Localizacion de la inflamacion en relacion con
adenocarcinoma prostatico. A: Biopsia prostatica benigna con inflamacion
estromal (flecha negra), periglandular y glandular (recuadro), HE, 40X, 400X.
B: Biopsia prostatica con adenocarcinoma (flechas azules), PIN (flecha
naranja), y PIA (flecha verde), inflamacién periglandular (recuadro, abajo),
inflamacion estromal (recuadro, arriba) HE, X100. Tomado de: Inflammation
and focal atrophy in prostate needle biopsy cores and association to prostatic
adenocarcinoma. Annals of diagnostic pathology. 2016; 24:55-61 (Benedetti,
Bettin et al. 2016).
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Figura 11. Relacién entre tipo y grado de atrofia focal prostatica
e inflamacién. A: Asociacién del tipo de atrofia focal con la presencia de
inflamacion. B: Asociacion del grado de PIA con laintensidad de la inflamacion.
C: Biopsia de prostata con PIA e inflamacion leve, D: Biopsia de prostata
con PIA e inflamacion severa, C a D: HE, x100. Tomado de: Inflammation
and focal atrophy in prostate needle biopsy cores and association to prostatic
adenocarcinoma. Annals of diagnostic pathology. 2016; 24:55-61 (Benedetti,
Bettin et al., 2016).
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La causa de la inflamacién prostatica cronica y su papel potencial
en la carcinogénesis sigue siendo objeto de estudio, pero hay
evidencias cada vez mas fuertes en favor de una posible implicacién
de la inflamacién en el desarrollo del adenocarcinoma prostatico
(Nelson, De Marzo et al., 2003; De Marzo, Nakai et al., 2007; Sfanos
y De Marzo, 2012, Shinohara, Vaghasia et al. 2013, Gurel, Lucia et
al. 2014). En este sentido, la inflamacion prostatica, junto con otros
cambios benignos como la atrofia focal, han sido considerados
precursores potenciales del adenocarcinoma prostatico, aunque
ellos representen hallazgos comunes en los cilindros de tejido de las
biopsias de préstata (De Marzo, Marchi et al., 1999; Nickel, True et al.,
2001; De Marzo, Platz et al., 2006; Kryvenko, Jankowski et al., 2012).

Tabla7.Efectos delapresenciade Inflamacion, nimerode cilindros
con inflamacion moderada/severa, localizacion glandular de la
inflamacion, y PIN, en riesgo de cancer de préstata (n=203)

Biopsias  Biopsias
con cancer  benignas

n (%) n (%)

Variable Valor p OR IC 95%

Presencia de

. - 76 (84.4) 81 (71,7) 0.917 0.954 0.39-2.32
inflamacion

21 cilindro con
inflamacion 41 (45.5) 25(21.1) 0.012 2.944 1.27-6.80
moderada/severa

Inflamacion
Glandular

PIN 52(57.8) 6(5.3)  0.000 2202 8.53-56.8

8 (8.9) 20 (17.7)  0.050 0.295  0.08-0.99

Afos atras se propuso la atrofia como una posible lesion
precursora de adenocarcinoma prostatico (Franks, 1954; Liavag,
1968), recientemente se ha mostrado alguna evidencia en favor de
esta postulacion. EI modelo de “injuria y regeneracion” propuesto
por De Marzo enlaza los efectos de la inflamacion crénica con las
modificaciones moleculares y celulares propuestas en la patogénesis
del adenocarcinoma prostatico. En este modelo se introduce el termino
PIA para referirse a las lesiones atroficas asociadas con inflamacion
crénica, que presentan aumento en la proliferacion de las células

166 - INES BENEDETTI - NIRADIZ REYES



epiteliales, comparadas con el epitelio normal, y contienen células
epiteliales atréficas que parecen estar en regeneracion en respuesta
a dano celular (De Marzo, Nakai et al., 2007). Estas lesiones con
frecuencia se encuentran adyacentes o fusionadas al adenocarcinoma,
y/o a lesiones de PIN, considerado hasta ahora el Unico precursor de
adenocarcinoma prostatico (Bostwick, Liu et al., 2004; Bostwick y
Cheng, 2012), o a ambos (De Marzo, Marchi et al., 1999).

En este modelo se plantea que ocurren brotes repetidos de lesion
celular en respuesta a agentes provenientes de la dieta, la inflamacion
prostatica o ambos, que conducen a dano epitelial y al desarrollo de PIA
como lesidn regenerativa en extensas zonas del tejido prostatico, de
modo que, si tan solo una pequefia fraccion de estas células progresa
a PIN, o a adenocarcinoma prostatico, puede llevar a la formacion
de una lesion clinicamente importante. A nivel molecular, este modelo
postula que, en la etapa inicial de progresién del adenocarcinoma, la
infiltracidn del tejido prostatico por linfocitos, macréfagos y neutréfilos
lleva a la liberacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
causando dano y muerte celular que desencadena una respuesta
epitelial regenerativa (Nelson, De Marzo et al., 2003). Prueba de ello
son los niveles altos de moléculas inducidas en respuesta al estrés
oxidativo, o a senales asociadas a la activacién y proliferacién celular,
que muestran las células epiteliales en PIA (De Marzo, Marchi et al.,
1999; Parsons, Nelson et al., 2001; Zha, Gage et al., 2001).

Muchas vias moleculares involucradas en el adenocarcinoma
prostatico han sido encontradas alteradas en las células epiteliales
luminales de PIA (Gurel, lwata et al., 2008). Presentan subexpresién
de los genes p27, NKX3.1 y Fosfatasa y tensin homologo (PTEN), lo
que lleva a la progresioén del ciclo celular (van Leenders, Gage et al.,
200; Bethel, Faith et al., 2006, Shen y Abate-Shen, 2010). Ademas,
expresan genes de respuesta a estrés como Glutation S-transferasa
P1 (GSTP1T), Glutation S-transferasa A1 (GSTAT) y Ciclo-oxigenasa-2
(PTGS2) (Nakayama, Gonzalgo et al., 2004; Wang, Bergh et al., 2009).
Sin embargo, esta respuesta se ve alterada por el silenciamiento de
GSTP1, mediado por metilacién de su promotor, en algunas de estas
células epiteliales de PIA, lo que predispone al acortamiento de sus
telomeros y favorece la inestabilidad genética y un alto riesgo de
mutaciones, con la consecuente acumulacién de dafio genético. Esto,
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sumado a la proliferacion celular aumentada lleva a la acumulacion de
otros cambios genémicos como re-arreglos de genes y podria llevar a
la progresion a un carcinoma infiltrante (De Marzo, Marchi et al., 1999).
Ademas, algunos estudios han descrito y documentado transicion
morfologica entre PIA y adenocarcinoma prostatico (De Marzo, Marchi
etal., 1999; Putzi y De Marzo, 2000; Nakayama, Gonzalgo et al., 2004;
Wang, Bergh et al., 2009).

Se conoce poco acerca de la presencia de inflamacién en el tejido
prostatico de pacientes sin condiciones prostaticas clinicas, debido a
la dificultad para obtener muestras para su estudio. En las biopsias de
prostata realizadas rutinariamente debido a niveles séricos elevados
de PSA, o aun EDR anormal, se encuentran frecuentemente infiltrados
inflamatorios (Schatteman, Hoekx et al., 2000; Nickel, True et al.,
2001; Stimac, Reljic et al., 2009; Yli-Hemminki, Laurila et al., 2013;
Moreira, Nickel et al., 2014), aunque su prevalencia es variable, tal
vez debido a que la inflamacién en el tejido prostatico no es reportada
frecuentemente por los patdlogos (Moreira, Nickel et al., 2014). En
el presente estudio se reporta una alta prevalencia de inflamacion
crénica, presente tanto en las biopsias con adenocarcinoma, como en
las biopsias negativas para tumor.

Varios estudios han encontrado asociaciones tanto positivas como
negativas entre inflamacion e incidencia de adenocarcinoma prostatico.
MacLennan et al reportaron una alta incidencia de adenocarcinoma
prostatico tras 5 anos de seguimiento en casos con inflamacién
cronica en la biopsia inicial (MacLennan, Eisenberg et al., 2006). En
un estudio de casos y controles realizado por Gurel et al, dentro del
grupo placebo del estudio PCPT (Prostate Cancer Prevention Trial),
la probabilidad de adenocarcinoma fue mas alta en los hombres que
tenian inflamacion en el tejido prostatico benigno en los cilindros de
biopsia (Gurel, Lucia et al., 2014).

En el estudio prospectivo de cohorte realizado por Cheng et al,
en 68,675 hombres afroamericanos, asiatico-americanos, latinos y
blancos, la gran diversidad sociodemografica de su poblacién y un
amplio rango de historia de prostatitis crénica y de enfermedades
de transmision sexual les permitié estudiar la influencia de estas
condiciones en el desarrollo del adenocarcinoma prostatico.
Encontraron que los hombres con historia de prostatitis tenian un riesgo
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significativamente mas alto (OR: 1.3; 95% CI: 1.1-1.5) de desarrollar
esta neoplasia, igualmente aquellos con mayor tiempo de duracion
de los sintomas. En cuanto al grupo étnico, los latinos con historia
de enfermedad de transmision sexual también tuvieron un riesgo mas
alto de adenocarcinoma prostatico que aquellos sin este antecedente
(Cheng, Witte et al., 2010).

Otros en cambio han reportado una asociacién negativa. Por
ejemplo, Terakawa et al. encontraron que la inflamaciéon fue mas
frecuente en enfermedades prostaticas benignas, y que la ausencia de
inflamacién croénica en la préstata estuvo asociada con un riesgo tres
veces mas alto para adenocarcinoma prostatico (Terakawa, Miyake
et al., 2008). Wolters et al siguieron a 121 pacientes con biopsia de
préstata inicial benigna, con repeticion de la biopsia cuatro afios mas
tarde, reportando que la inflamacién presente en la biopsia inicial no fue
predictiva de riesgo de cancer (Wolters, Roobol et al., 2008). Kryvenko
et al reportaron que la presencia de cualquier grado de inflamacién
estuvo asociada con un riesgo disminuido para adenocarcinoma
prostatico (OR: 0.65; CI: 0.51-0.84) (Kryvenko, Jankowski et al., 2012).
Otros dos estudios reportaron un riesgo menor de adenocarcinoma
en biopsias subsecuentes en hombres que tenian inflamacién en una
biopsia previa negativa (Yli-Hemminki, Laurila et al. 2013, Moreira,
Nickel et al., 2014). También, a diferencia de lo reportado en el estudio
de Gurel et al en el grupo placebo del estudio PCPT, en el grupo tratado
con finasteride no hubo una asociaciéon estadisticamente significativa
entre la prevalencia y extension de la inflamacion en las biopsias y
la probabilidad de adenocarcinoma prostatico (Moreira, Nickel et al.,
2014).

Una posible explicacion para estos resultados discordantes puede
estar relacionada con las caracteristicas de las poblaciones estudiadas.
Los estudios de seguimiento que mostraron un riesgo disminuido
para adenocarcinoma prostatico en relacién con inflamacioén crénica
incluyeron hombres que habian tenido una biopsia negativa posterior a
una elevacién de los niveles séricos de PSA. Es posible que las biopsias
negativas en estos hombres indicaran que el principal responsable de
sus altos niveles de PSA fuese la inflamacion tisular y no el cancer; lo
que puede explicar la relacién entre la inflamacion y el riesgo bajo de
adenocarcinoma prostatico en estos estudios. En contraste, el estudio
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de McLennan incluyé pacientes con hallazgos clinicos sugestivos de
adenocarcinoma, y el estudio de Gurel restringio el analisis a casos
y controles con niveles bajos de PSA al momento de la biopsia, y a
casos Yy controles sin indicacion para biopsia, evitando el sesgo de los
altos niveles de PSA como indicacion de la biopsia prostatica.

La inflamacién prostéatica puede contribuir en forma importante al
aumento de los niveles séricos de PSAen hombres sin adenocarcinoma
prostatico (Gurel, Lucia et al., 2014), con evidencia histolégica de
inflamacién crénica en un porcentaje alto de hombres sometidos a
biopsia transrectal de prostata por aumento del PSA, o por tacto digital
rectal anormal (Nickel, True et al., 2001).

En el presente estudio, se encontr6 mayor frecuencia de
inflamacién en casos con cancer. El analisis univariado mostré una
asociacion significativa entre la inflamacion y el adenocarcinoma,
aunque la significancia estadistica de esta asociacion se perdio
después de ajustarla a la presencia de PIN y PIA en el analisis
multivariado. A pesar de esto, se observo una probabilidad mas alta
de esta neoplasia en los casos que tenian al menos un cilindro de
biopsia con inflamacién moderada/severa, en comparacion con los
casos en los que este grado de inflamacion no se observé en ninguno
de los cilindros de tejido estudiados. De modo que la presencia de
inflamacién de alto grado en al menos un cilindro de biopsia puede
estar asociada a un riesgo aumentado de adenocarcinoma. Este
hallazgo concuerda con lo reportado por Gurel et al quienes mostraron
asociacion con adenocarcinoma tanto en los casos con al menos un
cilindro con inflamacién, como en los casos en los que aumenté el
numero de cilindros con inflamacion (Gurel, Lucia et al., 2014).

En relacién con la localizacion de la inflamacion, Kryvenko et al
reportaron que la inflamacion estromal estuvo asociada con menor
riesgo de adenocarcinoma prostatico. (Kryvenko, Jankowoski et al
2012). En contraste en el presente estudio este tipo de asociacion se
observé en casos con inflamacién glandular, y persistié después de
ajustarla a la intensidad de la inflamacién. La inflamacién glandular
fue moderada o severa, usualmente con presencia de infiltrado
inflamatorio agudo. Este patron de inflamacion ha sido asociado
previamente a retencion urinaria aguda, prostatitis, HPB, asi como a
hallazgos histolégicos aislados en pacientes asintomaticos (Nickel,
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True et al., 2001), y puede estar relacionado con etapas tempranas del
proceso inflamatorio. La carcinogénesis prostatica en cambio puede
involucrar la inflamacién crénica, que conlleva un tiempo mas largo
de exposicion a especies reactivas de oxigeno y nitrégeno y a otros
mediadores quimicos de la inflamacién.

La inflamacién intraprostatica también ha sido asociada al
grado tumoral. Por ejemplo, Gurel et al reportaron que la inflamacion
intraprostatica tuvo una asociacién mas fuerte con el adenocarcinoma
prostatico de alto grado que con el de bajo grado (gurel, Lucia et al
2014); asociacién que no fue encontrada en los casos evaluados
en este estudio. Otros dos estudios prospectivos desarrollados en
pacientes con adenocarcinoma prostatico encontraron que los hombres
con mayor extension de la inflamacion intraprostatica estuvieron
asociados a peor pronostico de la enfermedad (lrani, Goujon et al.,
1999; Davidsson, Fiorentino et al., 2011).

A pesar de esto, la evidencia continla apuntando a que una alta
frecuencia de inflamacion cronica asintomatica en la préstata puede
contribuir a su carcinogénesis a través de la induccion de inflamacién
cronica de larga evolucion. En este aspecto, algunos autores como
Sfanos y De Marzo, ampliamente dedicados al tema, con base en
sus estudios de la infeccién por P. acnes en modelos murinos, han
planteado la hipétesis de que la inflamacion crénica observada en los
pacientes con adenocarcinoma prostatico puede iniciar mucho tiempo
antes al desarrollo del mismo, y persistir independientemente de una
alta prevalencia del agente infeccioso causal, lo cual continda siendo
objeto de su investigacion (Sfanos y De Marzo, 2012).

El otro cambio benigno, un tipo especifico de atrofia focal lamado
PIA, encontrado con mayor frecuencia en la zona periférica de la
glandula, donde se desarrollan la mayoria de los tumores (McNeal,
1997; Ruska, Sauvageot et al., 1998), y caracterizado por un
epitelio altamente proliferativo, ha sido sugerido como precursor de
adenocarcinoma prostatico, sea directa o indirectamente a través de
la progresién a PIN (De Marzo, Marchi et al., 1999).

Al igual que en oftras investigaciones (Billis, Freitas et al., 2007,
Davidsson, Fiorentino et al., 2011; Kryvenko, Jankowski et al., 2012;
Vral, Magri et al., 2012), en el presente estudio se encontré una
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prevalencia alta de atrofia focal, con PIA como el tipo predominante,
y atrofia simple como la forma mas frecuente de PIA. La prevalencia
de atrofia simple fue similar a la reportada por Asimakopoulos et al en
especimenes de biopsia benignos, ellos no encontraron una asociaciéon
significativa entre la incidencia de adenocarcinoma prostatico en
una biopsia repetida, con la presencia de atrofia focal en la biopsia
inicial (Asimakopoulos, Miano et al., 2011). Anton et al encontraron
hiperplasia postatréfica en cerca de un tercio de las prostatas, pero,
no encontraron asociacion entre su presencia y la probabilidad de
adenocarcinoma prostatico (Anton, Kattan et al., 1999). En 202 casos
seleccionados al azar del “European Randomized Study of Screening
for Prostate Cancer”, Postma et al reportaron que ni el subtipo, ni la
extensién de la atrofia, estuvieron asociados significativamente con
un diagnostico subsecuente de adenocarcinoma (Postma, Schroder
et al.,, 2005). En otro estudio, Vral et al no pudieron demostrar
una asociacion entre PIA y la presencia de adenocarcinoma en su
evaluacion de biopsias prostaticas (Vral, Magri et al., 2012). En este
estudio, al igual que en el de Vral et al, no se encontré una diferencia
significativa en la prevalencia de PIA entre biopsias benignas y biopsias
con adenocarcinoma, al contrario de lo reportado por Kryvenko et al
quien reportd que los pacientes con atrofia en una biopsia de préstata
benigna tienen un riesgo moderadamente aumentado para cancer
(Kryvenko, Jankowski et al., 2012).

Ademas, en el presente estudio se observd que a diferencia de
lo que sucede con PIA, la atrofia focal de tipo no-PIA fue un hallazgo
inusual en biopsias con cancer. Acorde con lo reportado por Vral et al
se encontré que el adenocarcinoma prostatico y las lesiones atréficas
tipo no-PIA tienden a ser mutuamente excluyentes en la misma zona
del tejido (Vral, Magri et al., 2012).

La inflamacién crénicay las lesiones de atrofia focal se encuentran
comunmente en el tejido adyacente al adenocarcinoma (Kaplan, 2005;
Davidsson, Fiorentino et al., 2011). De acuerdo con los resultados que
describen a la atrofia simple como la forma predominante de PIA y
la asocian con inflamacién (Ruska, Sauvageot et al., 199; De Marzo,
Marchi et al., 1999; Billis y Magna, 2003; Vral, Magri et al. 2012), se
encontré una fuerte asociacién entre la presencia y la intensidad de la
inflamacién, con la presencia de PIA.
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Un hallazgo interesante fue la diferencia significativa en la
intensidad de la inflamacién entre los casos con grados bajos de
PIA, en comparacion con los casos con grados altos de PIA, con una
tendencia en los casos con PIA grado 3 y 4 a asociarse con niveles
mas intensos de inflamacion. Esta asociacion no habia sido reportada
previamente y puede sustentar el origen postulado de estas lesiones a
partir de la inflamacién crénica (De Marzo, Marchi et al., 1999).

Davidson et al reportaron previamente que la inflamacion crénica
fue mas comun y severa en los casos con hiperplasia postatrofica.
Ellos también encontraron que las lesiones de hiperplasia postatréfica
estuvieron asociadas con PIN, pero no las lesiones de atrofia simple, y
postularon que ambos tipos de lesiones difieren uno del otro, no solo en
su morfologia, sino también en su relacién potencial con el desarrollo
y progresion del adenocarcinoma prostatico (Davidsson, Fiorentino
et al., 2011). Billis et al no encontraron ninguna lesion de hiperplasia
postatrofica en biopsias sin inflamacion (Billis y Magna, 2003); en el
presente estudio se observd que la hiperplasia postatréfica estuvo
frecuentemente asociada con inflamacion leve, y, en un porcentaje
importante, con inflamacién moderada/severa, similar a los hallazgos
reportados por Ruska et al (Ruska, Sauvageot et al., 1998), y Vral
et al (Vral, Magri et al., 2012). Estos hallazgos también sustentan la
naturaleza inflamatoria de esta lesion.

Se confirmaron también las asociaciones previamente reportadas
de PIN con riesgo aumentado de diagnéstico de adenocarcinoma.
Varios estudios han estimado un riesgo dos a cuatro veces mas alto
para cancer después de un diagnostico de PIN (Merrimen, Jones et al.,
2009; Lee, Moussa et al., 2010; Merrimen, Jones et al., 2010). Se ha
reportado que el 77% de los urdélogos consideran la presencia de PIN,
en ausencia de cancer, como una indicacion para repetir la biopsia
posteriormente (Descazeaud, Rubin et al., 2005). Varios estudios
basados en los resultados de patologia han sugerido la necesidad de
realizar nueva biopsia después de una biopsia benigna con evidencia
de PIN (De Matteis, Poggi et al., 2005).

Sin embargo, los hallazgos aqui reportados similar a los
encontrados por Nonn et al (Nonn, Ananthanarayanan et al., 2009), no
pueden ser generalizados a todos los hombres. Los pacientes incluidos
en este estudio fueron candidatos a biopsia de préstata por niveles
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séricos elevados de PSA, y/o EDR anormal, y por tanto no pueden
considerarse representativos de todos los hombres de la misma edad.
Dado el alto rango de edad de nuestra cohorte, y la alta prevalencia de
adenocarcinoma prostatico descrita en ancianos (Sakr, Grignon et al.,
1994), algunos de estos hombres con biopsia negativa probablemente
tienen un tumor sincrénico que fue pasado por alto en la biopsia inicial,
y, dado que no fue posible llevar cabo seguimiento a largo plazo,
puede existir un sesgo debido a la presencia de adenocarcinoma no
diagnosticado. Ademas, se midio la inflamacion en biopsias que fueron
usadas para hacer o excluir el diagndstico de adenocarcinoma. Por lo
tanto, no se puede excluir que la inflamacion observada en el tejido
benigno sea una respuesta a un tumor no diagnosticado.

Similar a lo descrito en estudios previos, se encontré evidencia de
transicion morfologica entre PIAy PIN, y entre PIA y adenocarcinoma
(De Marzo, Marchi et al., 1999; Putzi y De Marzo, 2000; De Marzo,
Putzi et al., 2001; Nakayama, Bennett et al., 2003; Wang, Bergh et al.,
2009), en contraste con Anton et al quienes no encontraron asociacion
topografica entre hiperplasia postatréfica y focos de adenocarcinoma
(Anton, Kattan et al., 1999).

La postulacion de PIA como una lesidbn precursora de
adenocarcinoma prostatico o PIN sigue siendo controversial (Billis,
Freitas et al., 2007; Billis, 2010), y su posible origen en la proliferacion
regenerativa de las células epiteliales prostaticas en respuesta a la
injuria causada por las especies reactivas de oxigeno de origen
inflamatorio (De Marzo, Marchi et al., 1999) no ha sido definido.
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Capitulo 6

EXPRESION DE CXXC5 EN CANCER DE PROSTATA,
IMPLICACIONES EN SU PROGRESION

Inés Benedetti, MD, PhD, Niradiz Reyes, MSc, PhD

Resumen

La identificacion de genes desregulados especificamente en el
adenocarcinoma de prostata puede conducir al descubrimiento de
nuevos oncogenes o genes supresores de tumor con relevancia clinica.
CXXC5es un gen que codifica un factor nuclear inducible por retinoides,
cuya expresion en cancer de mama, melanoma maligno y carcinoma de
tiroides ha sido reportada recientemente. En investigaciones previas,
nuestro grupo encontré expresion diferencial de CXXC5 a nivel de
transcritos en lineas celulares de cancer de préstata metastasico de
rata, y humanas, sin embargo, no hay conocimiento de su expresion
en tejido prostatico benigno y tumoral. El objetivo de este estudio fue
determinar la expresiéon de CXXC5 a nivel de mRNA y de proteina en
tejido prostatico benigno, atrofia inflamatoria proliferativa, neoplasia
intraepitelial prostatica, y adenocarcinoma prostatico, usando RT-
gPCR, hibridacién cromogénica in situ, e inmunohistoquimica. Los
resultados mostraron que los niveles de expresion de la proteina
estuvieron acordes con los niveles de transcritos. La expresién de
CXXC5 a nivel de mRNA y proteina fue significativamente mas alta
en el adenocarcinoma, la neoplasia intraepitelial prostatica, y la atrofia
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inflamatoria proliferativa, comparadas con el tejido prostatico benigno.
Estos hallazgos sugieren que CXXC5 puede participar en el proceso
de la carcinogénesis prostatica. Se requieren estudios adicionales
para determinar su papel biolégico en el desarrollo y progresion del
cancer de prostata.

*El trabajo descrito en este capitulo fue apoyado financieramente por
la Universidad de Cartagena (Grant:# 021-2015), otorgado a Inés Benedetti
P. como Investigadora Principal. Se conté con la participacion de Angelo De
Marzo, MD, PhD, del Sidney Kimmel Cancer Comprehensive Center, Johns

Hopkins University.

Introduccion

El adenocarcinoma prostatico al igual que otros tipos de cancer
es resultado de alteraciones genéticas y epigenéticas que transforman
el epitelio glandular en lesiones pre-neoplasicas y luego en carcinoma
infiltrante. Los avances recientes en la investigacion de la patologia
molecular del cancer han permitido entender el funcionamiento de
muchos oncogenes y genes supresores de tumor que participan en
este proceso.

En un metaanalisis de los cambios en la expresion génica entre
tejido prostatico sano y adenocarcinoma no metastasico, y entre
adenocarcinoma no metastasico y metastasico, el mayor grado de
expresion diferencial fue encontrado entre los genes involucrados en
las vias de adhesion, proliferacion, motilidad y muerte celular. Estas
vias estan conectadas mecanicamente al participar las moléculas de
adhesion celular en la unién del citoesqueleto con la matriz extracelular,
por lo que se plantea que la desregulacion del citoesqueleto debida
a alteracion de dicha adhesion, especificamente originada en la
supresion de la expresion de genes de integrinas, modula la motilidad,
proliferacion y muerte celular, constituyéndose en la base molecular
de los cambios histolégicos que se dan en la carcinogénesis (Gorlov,
Byun et al., 2009)

El gen CXXC5 esta localizado en el brazo largo del cromosoma 5,
en la region 5931.3, que con frecuencia sufre delecién en la leucemia
mieloide aguda (LMA) y en los sindromes mielodisplasicos. El gen
abarca 35.5 kb y esta organizado en 4 exones. Con base en evidencias
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experimentales, se determind que la regién promotora corriente-arriba
de este gen contiene un elemento de respuesta a retinoides, y codifica
un factor nuclear inducible por retinoides, por lo que se propuso
llamarlo RINF, por “retinoid-inducible nuclear factor” (Pendino, Nguyen
et al., 2009; Astori, Fredly et al., 2013).

CXXC5 traduce una proteina de 322 aminoacidos con peso
molecular de 32.98 kDa que posee un dominio unico conservado, un
tipico motivo CXXC en dedos de zinc, localizado entre los aminoacidos
257 y 302, cerca al extremo C-terminal (Pendino, Nguyen et al.,
2009; Zhang, Wang et al., 2009). Este motivo contiene ocho residuos
conservados de cisteina uniendo dos iones de zinc, se encuentra
en otras once proteinas, muchas asociadas con la cromatina y se
asume que reconoce sitios CpG no metilados (Pendino, Nguyen et
al., 2009). El analisis detallado de la secuencia de la proteina CXXC5
revel6 ademas una sefial de localizacion nuclear entre los residuos
de aminoacidos 257 y 262 (KKKRKR), localizados hacia el extremo
N-terminal del dominio CXXC en dedos de zinc (Pendino, Nguyen et
al., 2009; Zhang, Wang et al., 2009).

Las proteinas que contienen dedos de zinc constituyen una
de las mas grandes superfamilias de proteinas del genoma de los
mamiferos y pueden clasificarse en familias de proteinas evolutiva y
funcionalmente distintas, con dominios conservados estructuralmente
diferentes que interactian con DNA, RNA, lipidos, u otras proteinas. El
dominio tipo CXXC en dedos de zinc se encuentra en un pequefo grupo
de proteinas involucradas en la remodelacion de la cromatina a través
de sus actividades de histona-metiltransferasa (MLL, MLL2), histona-
demetilasa (FBXL-10, FBXL-11, FBXL-19), DNA-metiltransferasa
(DNMT1), o unién a sitios CpG (CGBP, MBD1). Los dominios CXXC
de MLL, CGBP, y MBD1 se unen a sitios CpG no metilados y el motivo
conservado KFGG es esencial para su reconocimiento. Los paralogos
que no tienen el motivo KFGG (CXXC-4, CXXC-5, CXXC-6, y CXXC-
10) se espera que no compartan esta ultima propiedad, la identificacion
de los blancos moleculares reconocidos por este subgrupo especifico
de proteinas con dominios CXXC conservados que carecen del motivo
KFGG ha sido el objetivo de varios estudios (Pendino, Nguyen et al.,
2009).
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Se ha demostrado que el dominio CXXC en los miembros
fundadores de la familia CXXC, participa en interacciones entre DNA
y proteinas. Ademas, muchas de las otras proteinas que contienen
dominios CXXC participan en mecanismos que modifican la cromatina,
y, regulan e interfieren con la actividad de los factores modificadores
de la cromatina como las proteinas Polycomb (12). Por lo tanto, es
posible que alguno de los efectos de CXXC5 se deban a funciones
adicionales en el nucleo, se estan realizando estudios dirigidos a
aclarar el papel potencial del CXXC5 nuclear (Andersson, Sodersten
et al., 2009).

CXXC5 es un gen que hasta ahora ha sido muy poco investigado
en el contexto clinico, parcialmente debido a que su secuencia solo
fue recientemente conocida y por lo tanto su expresion no habia sido
detectada por los métodos convencionales de estudio gendémico
(Knappskog, Myklebust et al., 2011). Los reportes de su expresion
indican que tiene un compromiso funcional en la mielopoyesis tanto
normal como tumoral, al menos en las etapas finales del proceso de
maduracion es expresado en las células hematopoyéticas normales.
Se ha propuesto que es un candidato a gen supresor de tumor de la
transformacion de las células mieloides (Pendino, Nguyen et al., 2009;
Astori, Fredly et al., 2013).

Su expresion no esta restringida al tejido mieloide. Se ha descrito
por analisis de las bases de datos que se expresa en forma ubicua en
tejidos humanos adultos y embrionarios (Zhang, Wang et al., 2009). En
analisis con western-blot de varios extractos proteicos de diferentes
organos, la proteina CXXC5 mostré diferentes niveles de expresiéon
en los tejidos humanos evaluados, encontrandose la expresion mas
alta en la placenta y la mas baja en el cerebro (Pendino, Nguyen et
al., 2009). Debido a que la expresién de CXXC5 no esta restringida al
tejido mieloide, este gen puede estar involucrado en el desarrollo y/o
homeostasis de otros tejidos. Se ha reportado que CXXC5 participa
en el desarrollo del sistema nervioso. Las proteinas morfogenéticas
6seas (BMP) influyen en multiples eventos esenciales durante el
desarrollo del cerebro, como diferenciacion, proliferacion, y migracion.
Anderson et al encontraron que el silenciamiento de CXXC5 atenua
la respuesta a la proteina morfogenética de hueso 4 (BMP4) y facilita
la respuesta a Wnt3a en células madre neurales, mientras que los
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niveles altos de CXXCS5 interfieren con la respuesta a la estimulacién
Whnt3a en estas mismas células. Sus resultados muestran que CXXC5
es un modulador de la senalizacion de Wnt en células madre neurales
regulada por BMP4 (Andersson, Sodersten et al., 2009).

Su induccién directa por los retinoides sugiere que puede mediar,
al menos en parte, algunos de sus efectos como su accion anti-
proliferativa en varios tumores sélidos independientemente de su
diferenciacién. La expresion de CXXC5 farmacoldgicamente inducible
por retinoides en diferentes tejidos, puede tener un amplio interés
debido a su probable implicacién en muchas patologias y procesos de
desarrollo (Pendino, Nguyen et al., 2009).

CXXC5 ha sido descrito como supresor de tumor en leucemias,
sin embargo, muchos genes han sido previamente observados
regulados en forma diferencial entre leucemias y tumores sélidos. En
el estudio de Knappskog et al investigaron su patron de expresién en
tumores sélidos derivados de tejidos con origenes en diferentes lineas
germinales, en todos ellos encontraron una sobreexpresion de CXXC5
en el tejido maligno comparado con el tejido benigno. Sus hallazgos
contrastan con los hallazgos previos en lineas celulares de leucemia,
donde su expresion estuvo aumentada en el fenotipo no maligno. Sin
embargo, muchos genes han sido previamente observados como
diferencialmente regulados entre la leucemia y los tumores sélidos.
Interesantemente, la desregulacién tumoral, vs la desregulacion
normal de la expresién de CXXC5 presenta caracteristicas similares a
la desregulacion de otros genes importantes en la diferenciacion como
ID1y MAF, cuyas sobre o subregulacion son requeridas funcionalmente
de acuerdo con el contexto celular y el programa de diferenciacion,
(Knappskog, Myklebust et al., 2011). Estos resultados pueden hacer
parte del concepto emergente de que algunos genes de la diferenciacién
pueden contribuir funcionalmente al desarrollo de neoplasias al ser
sobre, o0 subregulados por mecanismos epigenéticos, antes que por
mutaciones de activacion, translocaciones o amplificaciones. En
contraste con la mayoria de los genes desregulados en cancer, los
genes de diferenciacién pueden ser regulados en forma adversa
dependiendo del contexto del tejido (Knappskog, Myklebust et al.,
2011).
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Se conoce poco acerca de los mecanismos moleculares a través
de los cuales CXXC5 ejerce su funcion biolégica. Se ha sugerido un
vinculo entre su expresién y dos vias de sefializacion conocidas como
desreguladas en tumores: la via de f-catenina/Wnt, y la via WT1.
También se ha sugerido un vinculo entre CXXC5 vy la activacién de
la proteina quinasa ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) reguladora
de la activacion transcripcional de p53 (Zhang, Wang et al., 2009;
Knappskog, Myklebust et al., 2011). En este aspecto, se ha reportado
que CXXC5 es requerido para la activacion de ATM en respuesta al
dafio al DNA, y por tanto para la apoptosis y detencion del ciclo celular
inducida por activacién transcripcional de p53, para lo cual requiere la
presencia de p53 en su estado natural, y no en su forma mutada. En
respuesta a esto induce la expresion y los efectos biolégicos de los
genes dependientes de p53 (Zhang, Wang et al., 2009). La localizaciéon
nuclear de CXXC5 es necesaria para su capacidad de activar p53,
y aunque la mutacién de los residuos conservados de cisteina del
motivo CXXC en dedos de zinc no afecta su localizacion nuclear, dicha
mutacion elimina su capacidad de activar p53 y sus efectos corriente-
abajo, sugiriendo que este motivo tiene una participacién importante en
su funcién bioldgica. El silenciamiento de CXXC5 inhibe la fosforilacion
de ATMYy la activacién de p53 y detencion del ciclo celular en las células
MCF7, sin embargo, este silenciamiento no afecta el reclutamiento de
ATM a la cromatina inducido por el dafo al DNA (Zhang, Wang et al.,
2009). El hallazgo de que altos niveles de expresién de CXXC5 estan
asociados con p53 “wild-type” puede indicar que la sobreexpresion
de CXXC5 puede sustituir a las mutaciones de p53 como marcador
de mal prondstico en cancer de mama (Knappskog, Myklebust et al.,
2011).

También se ha reportado que CXXC5 regula negativamente la
via de p-catenina/Wnt, asi como su blanco transcripcional Tumor de
Wilms 1 (WT1). CXXC5 contiene un dominio C-terminal de unién a
Dishevelled (Dvl) que facilita su interaccion con esta proteina, y es
esencial en su funcién como regulador negativo de la via p-catenina/
Whnt. Esta inhibicién de Wnt por CXXC5 ha sido descrita en tejidos no
tumorales. (Lee, Kim et al., 2015).

La evidencia de la funcidon como supresor de tumor de CXXC5
en LMA ha sido demostrada en relacién con que CXXC5 regula
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negativamente la via de sefalizacion candnica p-catenina/Wnt, y la
activaciéon de Wnt ha sido implicada en la transformacién leucémica,
donde promueve la proliferacion y supervivencia de las células
leucémicas in vitro. De modo que la subregulacién de CXXC5 podria
contribuir al desarrollo de leucemias al promover la sefalizacion por
Wnt (Kuhnl, Valk et al., 2015).

Sin embargo, en el estudio de Kuhnl no observo interacciéon de
CXXC5 con las proteinas Dvl. Lo que puede explicarse porque en
las lineas celulares leucémicas estudiadas CXXC5 estuvo localizada
predominantemente en el nucleo, en concordancia con los analisis in
silico y los resultados en las células NB4, HelLa, y MCF7. En contraste,
Kim et al y Anderson et al encontraron que CXXC5 (y su interaccion
con Dvl) estuvieron localizados en el citoplasma. De modo que la
interaccion de CXXC5 con las proteinas Dvl y su importancia en la
atenuacion de Wnt puede depender del contexto celular. Kim et al
demostraron que la capacidad de CXXC5 para unirse a Dvl fue menos
importante para la inhibicion de Wnt que la presencia del dominio
CXXC, lo que sugiere la existencia de otros mecanismos para dicha
inhibicion (Kuhnl, Valk et al., 2015).

Los estudios realizados en LMA no han encontrado mutaciones de
CXXC5. Las alteraciones genéticas de CXXC5parecen serinfrecuentes
(Astori, Fredly et al., 2013). Ademas, se ha encontrado evidencia de
silenciamiento de CXXC5 por hipermetilacién del promotor por lo
que se ha descrito que las modificaciones epigenéticas, asi como la
regulaciéon transcripcional por factores como GATA2 y WT1 podrian
contribuir a la expresion aberrante de CXXC5 en LMA. Otros estudios
han demostrado que CXXC5 se une al DNA y actia como activador
transcripcional y también como represor. Ademas, se ha demostrado
que el paralogo de CXXC5, CXXC4 se une a DNA rico en sitios CpG
no metilados e interactia con TET2, y se ha postulado que CXXC5
tenga una funcién similar (Kuhnl, Valk et al., 2015).

En un estudio, se observé una amplia variacion en la expresion de
CXXC5 en células primarias de variantes no-promielociticas de LMA.
Tras analizar cinco poblaciones diferentes de pacientes se encontré
asociacion entre alta expresion de CXXC5 y disminucién de la
supervivencia. Estas observaciones confirman la hipotesis que la alta
expresion de CXXC5 esta asociada con un pronéstico adverso (Astori,
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Fredly et al., 2013), una conclusién similar a la reportada previamente
en pacientes con cancer de mama (Knappskog, Myklebust et al., 2011).

Sus estudios de apoptosis, realizados en células de LMA,
sustentan la hipotesis de que CXXC5 es importante para la regulacién
de la viabilidad/apoptosis y que participa como mediador en la actividad
anti-apoptética. Llevandolos a proponer que la inhibicion terapéutica
de CXXC5 sea considerada para el tratamiento de la LMA de alto
riesgo (Astori, Fredly et al., 2013).

No se conocen los mecanismos moleculares que determinan la
actividad proapoptotica del silenciamiento de CXXC5 en la LMA. Las
observaciones en algunos tipos celulares como neuronas y células
renales en desarrollo, sugieren que WTT induce expresiéon de CXXC5
y por lo tanto subregula la via de senalizacion p-catenina-Wnt. La
correlacion entre la expresion de WT1 y CXXC5 puede sugerir que
hay una sefal cruzada entre estas dos moléculas también en células
de LMA. Sin embargo, la via, g-catenina-Wnt puede estar activada
en forma constitutiva en las células de LMA y esta activacion parece
mediar efectos antiapoptéticos, de modo que el efecto anti-apoptético
de CXXC5 en las células de LMA probablemente es mediado por
mecanismos distintos a la subregulacion de la sefalizacion pro-
apoptética inducida por la via p-catenina-Wnt (Astori, Fredly et al.,
2013).

CXXC5 también ha sido predicho como un paralogo de otro
factor que contiene el dominio CXXC llamado Idax (CXXC4). Idax fue
identificado enuntamizaje paraproteinas queinteractian con el dominio
PDZ del factor de sefalizacion intracelular Dishevelled (Dvl). Dvl es
una proteina predominantemente citoplasmatica que actua como un
intermediario en la sefializaciéon candnica de Wnt. Mediante ensayos
transcripcionales se encontré que ldax inhibe la sefializacion candnica
de Wnt. Un modelo de la secuencia del dominio de Idax que interactua
con Dvl ha sido generado y esta secuencia muestra similaridad del
100% a la secuencia en CXXC5. Para determinar si la interaccion de
CXXC5 y Dvl ocurre en el nucleo o en el citoplasma, Anderson et al
investigaron la localizacion subcelular de CXXC5 y Dvl, su estudio
reveld que CXXC5 localiza tanto en el nucleo como en el citoplasma.
Estos resultados indican que CXXC5 y Dvi2 estan localizadas muy
cercanas, reforzando la sugerencia de que hay una asociacion fisica
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especifica entre ellas, pero, mientras Idax tiene una localizacion
preferencialmente citoplasmatica, CXXC5 es predominantemente
nuclear. Seria de interés investigar si Idax y CXXC5 funcionan en
forma sinérgica, complementaria, 0 como antagonistas. (Andersson,
Sodersten et al., 2009).

La participacién de CXXC5 en la carcinogénesis prostatica no
ha sido descrita, en este estudio se buscé determinar el patron de
expresion de CXXC5, tanto a nivel del mMRNA y a nivel de proteina, en
tejido prostatico benigno y maligno, y en algunas lesiones prostaticas,
como PIAy PIN.

Materiales y métodos

Muestras

Las biopsias de tejido prostatico fueron tomadas de pacientes
referidos al servicio de Radiologia del Hospital Universitario del Caribe
para biopsia trans-rectal de prostata eco-dirigida por sospecha de
adenocarcinoma prostatico, sin tratamiento previo de quimioterapia
u hormonoterapia, quienes fueron invitados a participar en el estudio
y firmaron un consentimiento informado. Las muestras de tejido
fueron recolectadas en los departamentos de Radiologia y Patologia,
y los datos clinicos fueron obtenidos de los registros de los mismos
departamentos del Hospital Universitario del Caribe de acuerdo con
los lineamientos institucionales.

Biopsias de tejido prostatico

Las biopsias fueron tomadas por un médico radidlogo
experimentado usando una pistola de biopsia (Anvotech®) y una
aguja Tru-Cut® calibre 18 (Carefusion, UK). Bajo vision ecografica con
un equipo Sonosite Titan® (Fuijifilm Sonosite Inc. USA) con transductor
transrectal. Siguiendo el protocolo de rutina, los pacientes recibieron
profilaxis antibiética por via oral con 500 mg diarios de Ciprofloxacina
durante diez dias, empezando tres dias antes del procedimiento,
hasta siete dias después del mismo, el agente anestésico usado fue
lidocaina topica. A los pacientes sin lesiones hipoecoicas en el tejido
prostatico se les tomaron biopsias prostaticas por octantes, y a los
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que presentaron lesiones hipoecoicas en el tejido prostatico se les
tomaron biopsias prostaticas adicionales sitio-especificas. En general
fueron tomados entre ocho y doce cilindros de tejido prostatico de
aproximadamente un centimetro de longitud de la zona periférica de la
glandula y de los ndédulos sospechosos.

A cada paciente participante sometido a biopsia transrectal
guiada por ultrasonido se le tomé una muestra de tejido prostatico para
analisis de expresién génica. Una biopsia en espejo de los nodulos
sospechosos fue tomada en los casos en los que éstos estaban
presentes, y en caso contrario la biopsia fue tomada en espejo de una
de las zonas previamente biopsiadas de la zona periférica.

Las muestras de tejido obtenidas para estudio histolégico fueron
fijadas en formalina al 10%, procesadas y sometidas a coloracion
histolégica con HE de acuerdo con el protocolo de rutina. Los cortes
fueron evaluados por un Patdlogo del hospital para su respectivo
diagnéstico histopatolégico, los casos de adenocarcinoma fueron
categorizados usando el sistema de Gleason. Posteriormente los
especimenes de biopsias fueron clasificados en tres grupos: tejido
prostatico benigno, adenocarcinoma prostatico de bajo grado (casos
con Gleason 7 con patrén primario 3, o Gleason < 6), y adenocarcinoma
prostatico de alto grado (casos con Gleason 7 con patrén primario
4, o Gleason > 8), basado en el respectivo reporte de patologia de
cada paciente, y adicionalmente confirmado por el estudio histologico
de los cilindros de biopsia tomados de la misma zona durante el
procedimiento de la biopsia.

Las muestras de tejido prostatico para determinacion de expresion
a nivel de transcritos fueron seleccionadas de grupos homogéneos
de pacientes dentro de las mismas tres categorias: tejido prostatico
benigno, adenocarcinoma prostatico de bajo grado y adenocarcinoma
prostatico de alto grado. Para lo cual se tuvieron en cuenta ademas
del diagndstico histopatologico, los siguientes criterios: edad < 75
afios y para los casos de adenocarcinoma un porcentaje de tumor en
la biopsia >60%. Se incluyeron en total 65 muestras de biopsias de
préstata, 1 por paciente, formando tres grupos asi: 24 muestras con
tejido prostatico benigno, 20 muestras con adenocarcinoma prostatico
de bajo grado, y 21 muestras con adenocarcinoma prostatico de alto
grado. Parapreservarlaintegridad del RNA, los especimenes de biopsia
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de tejido prostatico fueron colocados inmediatamente en RNAlater®
(Life Technologies) en la sala de procedimientos, almacenados toda
la noche a 4°C y luego congelados a —80°C hasta su procesamiento.

Muestras de tejido prostatico para estudio de expresiéon de CXXC5
a nivel de proteina

La expresion génica a nivel de proteina mediante
inmunohistoquimica se investigd inicialmente en tejidos fijados en
formalina e incluidos en parafina (FFPE, del inglés: formalin-fixed,
paraffin-embeded), de especimenes de prostatectomia radical y
reseccion transuretral de la prostata, de un grupo de 62 pacientes con
diagnostico de adenocarcinoma prostatico (n = 50) o HPB (n = 12), y
un rango de edad entre 50 y 81 afios (media= 69.5 afos). Los bloques
de tejido fueron obtenidos de los archivos del Departamento de
Patologia del Hospital Universitario del Caribe, Cartagena, Colombia,
de pacientes con diagndstico de adenocarcinoma prostatico localizado,
o con HPB, quienes fueron sometidos a reseccion quirdrgica como
tratamiento inicial. Todo el material fue recolectado en forma anénima
y los datos igualmente analizados anénimamente.

Los cortes de estos tejidos coloreados con H&E fueron examinados
para determinar la presencia de tejido prostatico benigno, PIA, PIN, y
adenocarcinoma. Los tejidos con adenocarcinoma fueron clasificados
de acuerdo con la escala de Gleason (Humphrey, 2004; Epstein,
Allsbrook et al., 2005). La presencia de PIA en sus dos formas: SA
y PAH, fue evaluada de acuerdo con las definiciones morfolégicas
establecidas por el “Working Group Classification of Focal Prostate
Atrophy Lesions” (De Marzo, Platz et al., 2006). Se identificé la
presencia de PIN usando los criterios definidos por Bostwick et.al.
(Bostwick, Liu et al., 2004).

Un grupo de 17 tejidos de especimenes de prostatectomia que
presentaban en forma simultanea tejido prostatico benigno, PIA, PIN,
y adenocarcinoma prostatico, fue seleccionado para la evaluacién de
la expresion proteica de CXXC5 a través de las lesiones.

Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA, el tejido prostatico fue descongelado a
temperaturaambiente, se removid el excesode RNAlater®ylas muestras
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fueron sumergidas en forma inmediata en 700 pL de solucion de lisis
(TRI-Reagent; Ambion®), y homogenizadas con un TissueRuptor®
(Qiagen, USA) a maxima velocidad durante 1.30 min, luego, se
adicionaron 300 pL de Tri-Reagent y se homogeniz6 suavemente
por 30 segundos. Con el tejido completamente homogenizado, se
procedié a centrifugar la suspensién a 12.000 g durante 1 min a 4°C.
Finalmente, todo el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo (1.5
ml) y se dej6é en reposo por 5 minutos a temperatura ambiente. Al
finalizar este tiempo, se le agregaron 200 pL de cloroformo y se agité
vigorosamente por 15 segundos para luego dejarlo en reposo por 2-15
min a temperatura ambiente.

La mezcla resultante fue centrifugada a 12.000 g por 15 minutos a
4.0 °C, con la centrifugacion se obtuvo la fase acuosa superior incolora
(conteniendo el RNA), la cual fue transferida a un tubo de 1.5 mL, para
luego adicionarle 500 uL de isopropanol, se dejé en reposo por 5-10
min a temperatura ambiente, y nuevamente se centrifugd a 12.000 xg
por 10 min a 4.0 °C. El RNA precipitado en el fondo del tubo se dejo
secar al aire sobre papel absorbente por 5-10 min, y, finalmente, el
RNA total fue re-suspendido con 50 pL de agua libre de RNasa, llevado
a calentamiento en bafo seroldgico por 5 min a 65 °C, y almacenado
a -80 °C, hasta su posterior utilizacion. La concentracion y pureza
del RNA total fueron medidas por espectrofotometria calculando
el cociente entre las absorbancias de 260/280 usando Nanodrop®
(Thermo Scientific, Wilmington, DE).

Sintesis de cDNA

La reaccidn se llevd a cabo en dos etapas: primero la eliminacion
del DNA gendmico y luego la reaccion de transcripcion reversa. Para
eliminar cualquier contaminacién de DNA gendmico, 1 ug de RNA
total fue incubado con Genomic DNA Wipeout Buffer® Qiagen) por 2
minutos a 42°C, luego fue sometido a transcripcién reversa en cDNA
en un volumen de reaccion de 20-uL, usando el estuche comercial
QuantiTect Reverse Transcriptase® (Qiagen) que contiene una mezcla
de cebadores oligo-dT y cebadores aleatorios. Las muestras fueron
incubadas a 42°C por 15 minutos, seguida de inactivacién a 95°C por
3 minutos y almacenadas a -20°C.
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PCR cuantitativa en tiempo real

Las reacciones de RT-gPCR para cada muestra fueron realizadas
en duplicado en platos de PCR de 48-pozos Opticos (Applied
Biosystems), en un termociclador StepOne® (Applied Biosystems),
usando el estuche comercial QuantiTect® SYBR® Green PCR
Master Mix (Qiagen). Para cada ensayo las mezclas de reaccion
fueron preparadas en hielo, conteniendo 1.5 yL de cDNA, 10 pL de
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix® (2X) (Qiagen, USA), 1 uL
de los correspondientes cebadores forward y reverse (0.25 L), y agua
pura hasta un volumen final de 20 uL. Las condiciones de corrida
incluyeron un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 15 min
(activaciéon de la HotStarTaqg DNA Polimerasa), seguido de 45 ciclos
de amplificacion a 94 °C por 15's, 60 °C por 30 s y 72 °C por 30s. Se
incluyeron controles negativos (control sin muestra y control negativo
de la transcriptasa reversa). Se realizaron curva de fusion finales para
determinar la especificidad de la amplificacion.

Analisis de expresion génica a nivel de transcritos de CXXC5, en
tejido prostatico benigno y adenocarcinoma prostatico

A partir de los cDNA obtenidos del total de 65 muestras de
tejido prostatico, que incluyeron 24 biopsias con tejido prostatico
benigno y 41 biopsias con adenocarcinoma prostatico: 20 biopsias
con adenocarcinoma prostatico de bajo grado y 21 biopsias con
adenocarcinoma prostatico de alto grado, respectivamente, se llevé a
caboelanalisisdelaexpresiéngénicaaniveldetranscritosdelgen CXXC5,
mediante RT-gPCR RT-gPCR. El cDNA fue usado para el analisis de
expresion, mediante PCR RT-gPCR, utilizando cebadores previamente
disefiados para CXXC5 (Forward: 5GGTGGACAAAAGCAACCCTAZ
Reverse: 5TCAGCATCTCTGTGGACTGC3’), y B-actina (Forward:
5’AGAAAATCTGGCACCACACC3’ Reverse: 5GGGGTGTTGAAGGT
CTCAAA3).

La cuantificacion relativa de la expresion de mRNA para CXXC5
fue calculada con el software Sequence Detection System 2.1 (Applied
Biosystems), usando el método comparativo CT (2-AACT). Los niveles
de expresion para CXXC5 fueron normalizados a los niveles de
expresion del gen de referencia B-actina. Los niveles de transcritos en
el grupo de tejido prostatico benigno fueron comparados con los niveles
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en el grupo de adenocarcinoma prostatico, luego fueron comparados
también con los niveles de transcritos en el grupo de adenocarcinoma
prostatico de bajo grado y el grupo de adenocarcinoma prostatico de
alto grado.

Los valores de “fold-change” fueron calculados usando 2-AACT.
Para los “fold-changes” <1, el resultado inverso negativo fue reportado
como disminucion en el “fold-change”. Los valores p fueron calculados
usando la prueba estadistica no paramétrica Mann Whitney
comparando los “fold-changes” entre el grupo con adenocarcinoma
prostatico en relacion con el grupo con tejido prostatico benigno,
y entre los grupos con adenocarcinoma prostatico de bajo grado y
adenocarcinoma prostatico de alto grado, en relaciéon con el grupo
con tejido prostatico benigno. El analisis estadistico y las gréficas
se realizaron con el software GraphPad Prism® v5.0 (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA, USA), y un valor p <0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Procedimiento de inmunohistoquimica para deteccién de
expresion de CXXC5 a nivel de proteina

A los bloques de tejido prostatico se les tomaron cortes seriados
que fueron sometidos a técnica de inmunohistoquimica, usando
anticuerpos dirigidos contra la proteina CXXC5 para determinar su
expresion en tejido prostatico benigno, PIA, PIN, y adenocarcinoma
prostatico.

La expresion de CXXC5 fue detectada por inmunohistoquimica en
cortes seriados adicionales de 4-um de espesor, que fueron montados
en laminas Superfrost Plus adhesion® (Lomb Scientific, Sydney,
Australia) y calentados en horno convencional a 60°C por 45 minutes.
Los cortes fueron desparafinizados en xilol y rehidratados en alcohol de
acuerdo con los procedimientos de rutina. Fueron colocados en olla de
Pascal e inmersos en buffer citrato 10mM (pH 6.0) durante 30 minutos
pararecuperacion de los epitopes. Posteriormente fueron incubados en
Hydrogen peroxide block y con Protein Block (abcam®, Cambridge, MA,
USA), e incubados con anticuerpo anti-CXXC5 rabbit/lgG, polyclonal,
ab133191 (abcam®, Cambridge, MA, USA) a una dilucién de 1:200, a
4°C durante toda la noche. El estuche comercial EXPOSE Mouse and
Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC® (abcam® Cambridge, MA,
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USA) que usa DAB (3-3’-diamino-benzidine) para detectar la union del
anticuerpo fue usado de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
Los tejidos fueron contratefidos con hematoxilina, deshidratados, y
montados. En cada ensayo se incluyé un corte de tejido prostatico
como control negativo que fue incubado sin el anticuerpo primario, y
un corte de tejido pancreatico como control positivo, de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante.

Evaluacion de inmunohistoquimica en cortes de tejido prostatico

Los cortes de tejido tefiidos con cada anticuerpo fueron evaluados
con microscopio 6ptico Nikon Eclipse 400® conectado a camara digital
Nikon DS-Fi1® (Nikon, Japan), las imagenes fueron analizadas vy
capturadas con magnificacion final de 40X, 100X y 400X, usando el
software NIS-Elements-3.0® (Nikon, Japan), determinando un valor
individual para el anticuerpo utilizado, en cada una de las lesiones
estudiadas.

La intensidad de la tincion fue evaluada por separado en tejido
prostatico benigno, PIA, PIN y adenocarcinoma, usando el H-Score
(histo-score), que toma en consideracion la intensidad de la tincién y
el porcentaje de células positivas, obteniendo valores entre 0 y 300:
Fueron elegidos al azar 10 campos microscopicos a magnificacion de
100X, la intensidad de la tincion en las células epiteliales luminales
benignas y en las células tumorales fue graduada como 0, 1, 2, o
3, correspondientes a tincion negativa, leve, moderada, y fuerte
respectivamente. Fueron contadas el numero total de células en cada
campo y el numero de células tefiidas en cada nivel de intensidad
de tincidon. Se calculd el porcentaje promedio de células positivas,
y se aplico la siguiente formula: H-score = (% de células tenidas en
categoria 1 x 1) + (% de células tenidas en categoria 2 x 2) + (% de
células tenidas en categoria 3 x 3) (Dolcet, Llobet et al., 2005).

Los valores de H-score obtenidos en tejido prostatico benigno y
en adenocarcinoma prostatico fueron comparados entre si por medio
de prueba t. Los valores de H-score obtenidos en tejido prostatico
benigno, PIA, PIN y adenocarcinoma prostatico fueron comparados
usando la prueba ANOVA. Para ambos tipos de analisis se usaron
pruebas no paramétricas cuando los datos no tuvieron una distribucién
normal.
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Los niveles de expresion de CXXC5 fueron también comparados
entre los casos con adenocarcinoma prostatico de bajo grado y los
casos con adenocarcinoma prostatico de alto grado, usando prueba t
y pruebas no paramétricas, mediante el software GraphPad Prisma® v
5.00 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA). Se consideré un valor
p < 0.05 como estadisticamente significativo.

Diseno y construccion de microarreglo de tejido prostatico (TMA,
Tissue Microarray)

Para validar la expresion de CXXC5, se evalud su expresion
in situ a nivel de transcritos, y a nivel de proteina, en una cohorte
independiente de pacientes (n=47), mediante un microarreglo de
tejido prostatico. En la construccion del TMA se usaron tejidos FFPE
de especimenes de prostatectomia radical, RTU y prostatectomia
transvesical, obtenidos del archivo del Departamento de Patologia
del Hospital Universitario del Caribe, de pacientes con diagndstico
de HPB y adenocarcinoma prostatico, quienes fueron sometidos a
procedimiento quirdrgico, sin tratamientos previos.

El disefio y fabricacion del TMA se hizo usando el programa
TMAJ® en el laboratorio De Marzo Lab., en el Sidney Kimmel Cancer
Comprehensive Center, Johns Hopkins University (Baltimore, MD,
USA).

Para comprobar la antigenicidad de los tejidos escogidos se llevd
a cabo inicialmente tincién de inmunohistoquimica con el anticuerpo
Ki67: Los cortes seriados de 4 um de espesor del tejido prostatico
montados en laminas Superfrost Plus adhesiéon® (Lomb Scientific,
Sydney, Australia), fueron calentados a 60°C por 15 minutos,
desparafinizados en xilol y rehidratados en alcohol de acuerdo con
los procedimientos de rutina. Fueron colocados en vapor inmersos en
buffer citrato 10mM (pH 6.0), durante 45 minutos para recuperacion
antigénica. Posteriormente fueron incubados con un anticuerpo
monoclonal Ki67 Mouse (ZYMED®), a una dilucién de 1:4000, durante
toda la noche, a temperatura de 4°C. Tras lo cual el anticuerpo
secundario, Poly-HRP anti-Mouse 1gG® fue incubado durante 30
minutos a temperatura ambiente, y la unién del mismo fue detectada
usando DAB Plus Chromogen® (3-3’-diamino-benzidine).
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Para detectar la expresion de p27 se llevd a cabo procedimiento
similar de IHQ: Los cortes seriados de 4 um de espesor del tejido
prostatico fueron montados en laminas Superfrost Plus adhesion®
(Lomb Scientific, Sydney, Australia), calentados a 60°C por 15 minutos,
desparafinizados en xilol y rehidratados en alcohol de acuerdo con
los procedimientos de rutina. Fueron colocados en vapor inmersos en
buffer citrato 10mM (pH 6.0) durante 25 minutos para recuperacion
antigénica. Posteriormente, fueron incubados con un anticuerpo
monoclonal p27 BD/Transduction -20®, a una diluciéon de 1:1000,
durante 45 minutos, a temperatura ambiente. Tras lo cual el anticuerpo
secundario, Poly-HRP anti-Mouse IgG® fue incubado durante 30
minutos a temperatura ambiente, y la unién de este fue detectada
usando DAB Plus Chromogen® (3-3’-diamino-benzidine). Todos los
tejidos fueron contra tefidos con hematoxilina, deshidratados, y
montados. Los controles negativos fueron incubados sin anticuerpo
primario. Los controles positivos fueron incluidos para cada anticuerpo
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los tejidos
mostraron tincion fuertemente positiva para p27 y para Ki67 en las
células en proliferacion, con lo cual se confirmé su antigenicidad y se
continuo con el disefio y la elaboracion del TMA (Figuras 12, 13).

Una vez seleccionados los casos, se realizd6 una revision
patoldgica de los cortes coloreados con H&E de los bloques donantes,
para determinar la presencia de las lesiones de interés, seleccionando
areas representativas de cada lesion. Para cada caso se utilizaron
hasta cinco cilindros de tejido de 0.6 mm de diametro conteniendo
adenocarcinoma prostatico, PIN, PIA o tejido prostatico benigno,
este ultimo fue seleccionado de areas distantes por mas de 3 mm
de las zonas con las lesiones de interés. Las areas seleccionadas
fueron extraidas de cada bloque donante para la construccion del
TMA, de acuerdo con la técnica descrita previamente, hasta terminar
la construccion del bloque con el TMA (Fedor y De Marzo, 2005).
Posteriormente, se tomaron cortes de 4 um del bloque del TMA. Un
corteinicial fue coloreado con H&E, usado para verificar cada cilindro de
tejido de acuerdo con el disefio previo realizado en el software TMAJ®.
Todo el proceso fue llevado a cabo en el Johns Hopkins University
Oncology Tissue Services Core, Regional Oncology Research Center
(Baltimore, MD, USA). La Tabla 8 muestra el numero de cilindros de
tejido por cada lesién incluidos en el TMA.
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Figura 12. Tincién positiva para p27 en tejido prostatico benigno

y adenocarcinoma prostatico. Todos los recuadros:

ejemplos de

especimenes de tejido prostatico seleccionados para elaboracion del TMA,
sometidos previamente a IHQ con p27 para comprobar su antigenicidad,
IHQ, 100X. Fotografias tomadas en Johns Hopkins University, Sidney Kimmel

Comprehensive Cancer Center (Baltimore, MD, USA).
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Figura 13. Tincion positiva para Ki67 en tejido prostatico benigno

y adenocarcinoma prostatico. Todos los recuadros:

ejemplos de

especimenes de tejido prostatico seleccionados para elaboracién del TMA,
sometidos previamente a IHQ con Ki67 para comprobar su antigenicidad,
IHQ, 100X. Fotografias tomadas en Johns Hopkins University, Sidney Kimmel

Comprehensive Cancer Center (Baltimore, MD, USA).
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Tabla 8. Numero de cilindros de tejido por cada lesion,
representados en el TMA.

Tejido/Lesion Numero de cilindros
Tejido Prostéatico Benigno 78
PIA 102
PIN 58
Adenocarcinoma prostatico 143

Procesamiento del TMA para estudio de expresion in situ de
mMRNA de CXXC5 por hibridacién cromogénica in situ (CISH)

Para evaluar la expresion de mRNA del gen CXXC5 en las
muestras de tejido prostatico humano incluidas en el TMA, se llevaron
a cabo ensayos de hibridacion cromogénica in situ (CISH, del inglés:
Chromogenic /n Situ Hibridization), usando RNAscope® 2.5 HD Brown
ISH. Los ensayos se llevaron a cabo a través de un servicio técnico
realizado en el laboratorio de Advanced Cell Diagnostics (ACD, USA).

Se usaron las condiciones estandar del protocolo del ensayo
RNAscope 2.5 HD Brown®, con las siguientes condiciones
pretratamiento: Recuperacién de blancos: 15 minutos a 95°C. Proteasa
Plus: 30 minutos a 40°C. Los cortes del TMA de 5 micras de espesor
fueron desparafinizados en xilol, seguidos por deshidratacién en una
serie de etanol. Las laminas fueron incubadas en buffer citrato (10
nmol/L, pH 6), mantenidas a temperatura de 100°C a 103°C usando un
plato caliente durante 15 minutos, enjuagadas en agua desionizada; e
inmediatamente tratadas con 10 mg/mL de proteasa (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO) a 40°C, durante 30 minutos, en un horno de hibridacién
HybEZ® (Advanced Cell Diagnostics, Hayward, CA).

La hibridacion con las sondas blanco, el preamplificador, el
amplificador, la sonda marcada y la deteccion cromogénica fueron
hechas secuencialmente a 40°C, con las siguientes soluciones:
sonda blanco en buffer de hibridacion A, por 3 horas; preamplificador
en buffer de hibridacién B, por 30 minutos; amplificador en buffer de
hibridacion B a 40°C, por 15 minutos; y sonda marcada en buffer de
hibridacion C, por 15 minutos. Después de cada paso de hibridacion las
laminas fueron lavadas tres veces con buffer de lavado a temperatura
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ambiente. Se realiz6 la deteccion cromogénica usando DAB seguido
por contratincion con hematoxilina.

Para asegurar que los ensayos fuesen interpretables, se
realizaron ensayos paralelos con controles positivos y negativos.
Se uso el gen endégeno constitutivo Hs-PPIB (human Peptidylprolyl
Isomerase B) como control positivo para evaluar tanto la calidad e
integridad del RNA de los tejidos, como el procedimiento del ensayo.
Se considerd adecuada una tincion positiva con sefiales faciimente
visibles bajo microscopio con lente objetivo 10X. El gen bacteriano
dapB (dihydrodipicolinate reductase) se usé como control negativo
para medir la sefial de fondo.

Para determinar que la tincion fue satisfactoria se comparé la
expresion de los genes blanco con los controles negativo (dapB) y
positivo (PPIB). En los ensayos fueron corridas tres laminas del TMA
de tejido prostatico: una para el gen diana (CXXC5), una para el control
positivo: Hs-PPIB, y una para el control negativo: gen bacteriano dapB.
Se llevd a cabo optimizacion para establecer la mejor relacion senal-
ruido.

Evaluacién de CISH de CXXC5 en TMA de tejido prostatico

RNAscope detecta moléculas individuales de RNA que aparecen
como puntos delimitados. Los datos de la tincién fueron registrados
de acuerdo con la presencia y cantidad de la tinciéon punteada a nivel
nuclear y citoplasmatico, y de acuerdo con la intensidad de la sefial.

El puntaje fue determinado contando el numero de puntos por
célula, el cual se correlaciona con el nimero de copias de RNA
mensajero. Para evaluar los resultados de la tincidén se usé un método
semi-cuantitativo. El conteo se realizé a un aumento de 100X en un
microscopio Eclipse 400, conectado a una camara DS-Fi1 con el
software NIS-Elements-3.01 (Nikon®, Japan). Se contd el nimero de
puntos por célula en diferentes campos de tejido prostatico benigno,
con PIA, con PIN y en areas de tumor.

Los parametros usados fueron 0: Ausencia de tincion o <1 punto/
10 células. 1: 1-3 puntos/célula, 2: 4-9 puntos/célula, ningun o muy
pocos agregados de puntos, 3: 10-15 puntos/célula y <10% puntos
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formando agregados, 4: >15 puntos/célula y >10% de los puntos estan
formando agregados. Si <56% de las células tenia un puntaje 1y >95%
de las células tenia puntaje de 0, se asigné un puntaje de 0. Si 5-30%
de las células tenian puntaje 1y >70% de las células tenian puntaje 0,
se asigné un puntaje de 0.5.

Evaluacion de Inmunohistoquimica de CXXC5 en TMA de tejido
prostatico

Se usaron cortes de 4 um del bloque del TMA para determinar
por inmunohistoquimica, la expresion de la proteina CXXC5 en las
muestras de adenocarcinoma prostatico, PIN, PIA, y tejido prostatico
benigno, incluidas en el TMA. Para esto se siguié el mismo protocolo
usado para la inmunohistoquimica de los bloques de tejido.

Los niveles de expresiéon en el TMA fueron determinados en la
misma forma descrita, la inmunotincion fue medida por evaluacion
microscopica del porcentaje de células epiteliales luminales en
cada lesion, obteniendo un H-score para cada lesion de cada caso
representado en el TMA. Los valores de H-score se compararon
entre los grupos usando prueba t, prueba ANOVA, y pruebas no
paramétricas para los datos que no tuvieron una distribucion normal,
usando el software GraphPad Prisma® v 5.00 (GraphPad Software Inc,
San Diego, CA). Se considero un valor p < 0.05 como estadisticamente
significativo.

Resultados

Expresion de CXXC5 a nivel de transcritos en biopsias de prostata
con tejido prostatico benigno y adenocarcinoma prostatico

Los resultados del estudio previo de nuestro grupo comparando la
expresion entre lineas celulares de adenocarcinoma prostatico y linea
celular epitelial prostatica no tumoral, reportaron niveles medios de
expresion de CXXC5 significativamente mas bajos en la linea celular
no tumoral PWR-1E en comparacion con las lineas celulares de
adenocarcinoma prostatico: LNCaP (Fold-change: 10.479, p=0.001), y
PC3 (Fold-change: 2.806, p = 0.014) (Bettin, Reyes et al., 2016).
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Para caracterizar la expresion del gen CXXC5 en tejido prostatico
benigno y con adenocarcinoma prostatico, se estudio, mediante RT
- gPCR, la expresion de mRNA de CXXC5 en biopsias de pacientes
diagnosticadas comotejido prostaticobenigno, o como adenocarcinoma
prostatico.

Su expresion fue evaluada en un total de 65 muestras de tejido
prostatico, compuestas por 24 biopsias con tejido prostatico benigno,
y 41 biopsias con adenocarcinoma prostatico que incluyeron: 20
biopsias con adenocarcinoma prostatico de bajo grado, y 21 biopsias
con adenocarcinoma prostatico de alto grado, respectivamente.

Los niveles de expresién de CXXC5 fueron significativamente
mas altos en las biopsias con adenocarcinoma prostatico en general,
comparadas con las biopsias con tejido prostatico benigno (p=0.036,
Mann-Whitney U). Cuando se agruparon las biopsias de préstata en
tejido prostatico benigno, adenocarcinoma prostatico de bajo grado y
adenocarcinoma prostatico de alto grado, los niveles de expresion de
CXXC5 fueron significativamente mas altos en el grupo de muestras
con adenocarcinoma prostatico de bajo grado en relacién con el grupo
de biopsias con tejido prostatico benigno (p = 0.034; Mann-Whitney
U).

De modo que el gen CXXC5 fue expresado en forma diferencial
a nivel de transcritos en las biopsias con adenocarcinoma prostatico
comparado con las biopsias con tejido prostatico benigno, y en las
biopsias con adenocarcinoma prostatico de bajo grado en comparacion
con las biopsias con tejido prostatico benigno. (Tabla 9 A; Figura 13).
También hubo una tendencia a mayor expresion de CXXC5 en las
biopsias con adenocarcinoma prostatico de alto grado comparadas
con las biopsias con tejido prostatico benigno, sin embargo, la
diferencia no alcanz6 un nivel de significancia estadistica (p=0.148,
Mann-Whitney U), tal vez debido a heterogeneidad en la expresion de
CXXC5 en estas muestras. (Tabla 9 B; Figura 14).

Expresion de CXXC5 a nivel de proteina en tejido prostatico
benigno, PIA, PIN y adenocarcinoma prostatico

La expresion de la proteina CXXC5 en el adenocarcinoma
prostatico fue evaluada mediante tinciébn inmunohistoquimica.
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Se determind inicialmente la expresidén en tejidos obtenidos de
especimenes de prostatectomia de 62 pacientes (adenocarcinoma
prostatico=50, HPB=12) con edades entre 50 y 81 (Media = 69.5) afos.
Dentro de las 50 muestras de adenocarcinoma prostatico, se evalué la
tinciéon inmunohistoquimica en 20 casos de adenocarcinomas de bajo
grado, y en 30 casos de adenocarcinoma de alto grado, los cuales
fueron clasificados de acuerdo con el sistema de Gleason.

La expresion de la proteina CXXC5 se encontré6 aumentada en
forma significativa en las células epiteliales cancerosas, comparadas
con las células epiteliales benignas (Figura 15A). La tincidén para
CXXCS5 fue débil en el tejido prostatico benigno (Figura 15B), pero fue
fuerte en el adenocarcinoma prostatico (Figura 15C), donde se observé
tanto en el citoplasma como en el nucleo de las células tumorales.

La determinacién de la intensidad y extension de la tincion se
hizo usando el método del H-score, obteniendo un valor promedio
de H-score de 139.3 (95% CI: 125-153.6), en las células epiteliales
luminales benignas (de las glandulas benignas presentes tanto en los
especimenes con hiperplasia prostatica como en los especimenes con
cancer), mientras que este puntaje tuvo un valor promedio de 239.3
(95% ClI: 227.3-251.2), en las células tumorales (p < 0.0001, prueba t).

Hubo 30 casos en los que se estudiaron muestras de tejido
prostatico benigno y tejido tumoral del mismo paciente, para estos
casos la intensidad de la inmunotincién fue mas fuerte en los acinos
malignos que en los acinos benignos, (p<0.001, n=30). Mostrando que
la expresion de CXXC5 estuvo incrementada en forma significativa en
las células de adenocarcinoma, comparadas con las células epiteliales
benignas.

Dentro del grupo de casos con cancer, no se encontré una
diferencia significativa (p= 0,235, prueba t) en la expresién de CXXC5
entre los tumores de bajo grado (230.6, 95% CI: 210.1-251, n = 20),
y los tumores de alto grado (245,1, 95% CI: 229,9-260,2, n =30),
clasificados de acuerdo con el sistema de Gleason (Figura 16).
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Figura 14. Niveles de transcritos de CXXC5 en tejido prostatico
benigno y en adenocarcinoma prostatico. Los niveles de transcritos de
CXXC5 fueron cuantificados por RT-gPCR en tejido prostatico de biopsias
diagnosticadas como tejido prostatico benigno (n=24), adenocarcinoma
prostatico de bajo grado (n=20), o adenocarcinoma prostatico de alto grado
(n=21). El “fold change” positivo indica sobre-expresion de transcritos de
CXXC5 con relacion al gen constitutivo en cada grupo de pacientes. * valor p,
prueba U Mann-Whitney.
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Figura 15. Expresién de proteina CXXC5 en tejido prostatico benigno
y adenocarcinoma prostatico. A. La expresion de CXXC5 fue determinada
por IHQ en tejido prostatico con glandulas benignas (n=44), y tejido con
adenocarcinoma (n=50, (*p: prueba t)). B. Tincion inmunohistoquimica
de CXXC5 en tejido prostatico benigno con tincién ausente a leve. C.
adenocarcinoma prostatico con tincion fuerte IHQ, 100X. (Fotografias
tomadas en el Laboratorio de Histopatologia, Universidad de Cartagena,
2016). Tomado de Benedetti et al.,: Int. J. Exp. Path. (2017), 98, 234—243.
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Tabla 9. Perfil de expresion de transcritos de CXXC5 en biopsias
de tejido prostatico

A. Niveles de transcritos en biopsias de pacientes con tejido
prostatico benigno y pacientes con adenocarcinoma prostatico
comparados por el método CT. La diferencia de expresiéon de CXXC5
se determiné por comparacion con los niveles de expresion del gen
constitutivo b-actina en cada grupo de pacientes.

CT medio (DE) del gen blanco y

Grupo de casos del gen constitutivo

Fold-change (Media)

CXXC5 B-actina CXXC5 Valor p
TPB (24) 2916 (+2.09)  22.95(:2.03) 2.34
Adenocarcinoma o 45 (15 46) 2057 (+2.64) 7.99 0.036*

prostatico (41)

*Valor p de prueba Mann Whitney entre adenocarcinoma prostatico y tejido prostatico
benigno (TPB)

B. Niveles de transcritos en especimenes de biopsia de pacientes
con tejido prostatico benigno y de pacientes con adenocarcinoma
prostatico de bajo grado, y adenocarcinoma prostatico de alto grado,
comparados por el método CT. La diferencia de expresion de CXXC5
se determiné por comparacion con los niveles de expresion del gen
constitutivo B-actina en cada grupo de pacientes.

CT medio (DE) del

Grupo de casos gen blanco y del gen FoId-ch.ange
o (Media)
constitutivo
CXXC5 B-actina CXXC5 Valorp
TPB (24) 29.16 (¥2.09) 22.95(+2.03) 23
Adenocarcinoma prostatico de 22.67 .
+
bajo grado (20) 2734 (£2.2) (x2.43) 9.2 0.034
Adenocarcinoma prostatico de 22.48
+ *k
alto grado (21) 27.5 (£2.17) (x2.88) 6.7 0,148

*Valor p de prueba Mann Whitney entre adenocarcinoma prostatico de bajo grado y
tejido prostatico benigno. **valor p de prueba Mann Whitney entre adenocarcinoma
prostatico de alto grado y tejido prostatico benigno (TPB).
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Para evaluar el patron de expresion de CXXC5 a través de
las diferentes lesiones prostaticas, la expresiéon de la proteina fue
determinada en 17 casos que, en los bloques de tejido estudiados,
presentaban en forma simultanea tejido prostatico benigno, PIA, PIN
y adenocarcinoma prostatico. Con una diferencia estadisticamente
significativa en la tincién entre las lesiones (p<0.0001, prueba Kruskal-
Wallis). Se encontré que la expresiéon de la proteina CXXC5 fue
significativamente mas alta en adenocarcinoma prostatico (243.4,
95% CI: 222.1-264.6), seguida en orden decreciente por PIN (231.5,
95% CI: 207.2-255.9), PIA (169.9, 95% CI: 143.4-196.4), y el epitelio
benigno (143.5, 95% CI: 122.1-165). En el post-test, los puntajes de
tincion fueron significativamente diferentes entre las lesiones, excepto
entre el epitelio benigno y PIA, y, entre adenocarcinoma prostatico y
PIN (Figura 17).
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Figura 16. Expresién de proteina CXXC5 en glandulas tumorales de
adenocarcinoma prostatico de bajo grado en comparacién con glandulas
tumorales de adenocarcinoma prostatico de altogrado. La expresion de
CXXC5 fue determinada por IHQ en tejido prostatico con adenocarcinoma
prostatico de bajo grado, y tejido prostatico con adenocarcinoma prostatico
de alto grado, sin encontrar diferencia significativa entre los grupos (*p:

prueba t).
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Figura 17. Expresion de proteina CXXC5 a través de las lesiones
en tejidos de especimenes de prostatectomia. La expresion de la proteina
CXXC5 fue determinada por IHQ, en tejidos de especimenes de prostatectomia
con presencia de todas las lesiones involucradas en la progresion. A. Puntaje
de IHQ a través de las lesiones en especimenes de prostatectomia (n=17), (*p:
prueba ANOVA). B. Tincién inmunohistoquimica de CXXC5 ausente a débil en
tejido prostatico benigno. C. Tinciéon débil a moderada en PIA. D. Tincion débil
a moderada en PIN. E. Tincion fuerte en adenocarcinoma prostatico. IHQ,
100X. (Fotografias tomadas en el Laboratorio de Histopatologia, Universidad
de Cartagena, 2016). Tomado de Benedetti et al.,: Int. J. Exp. Path. (2017),
98, 234243
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Al comparar la expresion inmunohistoquimica de CXXC5 entre el
tejido prostatico benigno y las lesiones postuladas en la progresion a
cancer, en todos los bloques de tejido incluidos, se encontré que fue
significativamente mas alta en adenocarcinoma prostatico, PIN y PIA,
que la expresion media en las glandulas normales (p<0.001, prueba
Kruskall-Wallis) (Tabla 10).

Expresion in situ de RNA mensajero de CXXC5 en TMA de tejido
prostatico

La expresion in situ del RNA mensajero de CXXC5 fue evaluada
por medio de un ensayo de CISH (RNAscope® 2.0 FFPE Assay,
Advanced Cell Diagnostics, INC., Hayward, CA), en un TMA con 381
cilindros de tejido prostatico benigno y con las diferentes lesiones, de
47 especimenes de prostatectomia (Tabla 8).

La calidad del RNA fue variable a lo largo de los cilindros de tejido
del TMA, la mayoria de los cilindros mostraron tincion moderada a
fuerte del control positivo con muy escasa tincién de fondo. Las
condiciones del ensayo pretratamiento estandar de las muestras en
este estudio fueron determinadas como 6ptimas.

Tabla 10. Niveles de expresiéon inmunohistoquimica de CXXC5
en las diferentes lesiones, en tejidos FFPE de especimenes de
prostatectomia

H-score, media (BE)
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* prueba Kruskall-Wallis

La evaluacién de la expresion de mMRNA de CXXC5 en las lesiones
estudiadas en los cilindros de tejido prostatico mediante CISH,
demostrd que, en general su expresion fue mayor en adenocarcinoma
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prostatico seguida en orden decreciente por PIN, PIAy tejido prostatico
benigno (p<0.0001, prueba ANOVA), con una diferencia significativa
en la expresion de mRNA de CXXC5 entre tejido prostatico benigno
y PIN (p<0.0001, prueba t), y, entre tejido prostatico benigno y
adenocarcinoma prostatico (p<0.0001, prueba t). La diferencia en la
expresion no fue significativa entre tejido prostatico benigno y PIA
(p=0.37, prueba t), ni entre PIN y adenocarcinoma prostatico (p=0.19,
prueba t), (Figuras 18 a 21).

Figura 18. Expresiéon de transcritos de CXXC5 en adenocarcinoma
prostatico, en TMA de tejido prostatico. EI mismo cilindro de tejido
prostatico con adenocarcinoma prostatico, tincion con H&E (izquierda), la
sefial de MRNA de CXXC5 se localiza en el compartimiento tumoral, en patréon
en grumos color pardo (derecha) (Fotografias tomadas en el Laboratorio de
Histopatologia, Universidad de Cartagena, 2016).

Expresién de la proteina CXXC5 en TMA de tejido prostatico

La expresién de la proteina CXXC5 fue evaluada por IHQ en el
mismo TMA usado para el analisis de CISH, con 381 cilindros de tejido
prostatico benigno y con las diferentes lesiones, de 47 especimenes
de prostatectomia, estudiandola en cada cilindro con su respectiva
lesion.

Los resultados mostraron que la proteina CXXC5 fue expresada
con mayor intensidad en las células tumorales de adenocarcinoma
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prostatico comparadas con las células epiteliales prostaticas benignas
(p<0.0001).

Se observé un incremento en la expresion de CXXC5 a lo largo
de las lesiones planteadas como involucradas en el modelo de
progresion del adenocarcinoma prostatico (Figura 22 a 24). El valor de
la inmunotincion en los cilindros de tejido prostatico benigno (99.7, IC:
90.5 - 108.9), fue significativamente mas bajo que el valor promedio
de la inmunotincion en los cilindros con: PIA (195.2, IC: 184.4 - 206.1),
PIN (214.2, IC: 198.8 — 229.7), y adenocarcinoma (242.2, IC: 235,4
— 249.1), (p<0.0001, prueba ANOVA). Los datos demuestran un
incremento estadisticamente significativo en la expresion de CXXC5
desde el tejido prostatico benigno hasta las lesiones postuladas como
precancerosas y finalmente el adenocarcinoma prostatico (Figura 25).

La expresion media de CXXC5 en los cilindros con cancer fue
mas alta que la de los cilindros con PIN (p=0.0006, prueba t), y
que la de los cilindros con PIA (p<0.0001, prueba t). No hubo una
diferencia significativa en la expresion media de CXXC5 entre los
cilindros con PIN vy los cilindros con PIA (p= 0,0839, prueba t). Los
niveles de expresion de CXXC5 a nivel de proteina determinados
por IHQ, fueron consistentes con los niveles de expresion a nivel de
transcritos observados mediante CISH. De acuerdo con los resultados
observados en la expresion a nivel de transcritos, la expresién de
proteina aumenté a lo largo de las lesiones postuladas en la progresion
de esta neoplasia (Figura 25).
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Figura 19. Expresion de transcritos de CXXC5 en PIN, en TMA de
tejido prostatico. El mismo cilindro de tejido prostatico con PIN, tinciéon con
H&E (izquierda), la sefial de mRNA de CXXC5 se localiza en el epitelio con
PIN en patrén punteado color pardo (derecha) (Fotografias tomadas en el
Laboratorio de Histopatologia, Universidad de Cartagena, 2016)

Figura 20. Expresion de transcritos de CXXC5 en PIA, en TMA de
tejido prostatico. El mismo cilindro de tejido prostatico con PIA, tincion con
H&E (izquierda), la sefial de mMRNA de CXXC5 se localiza en el epitelio con
PIA en patrén punteado color pardo (derecha) (Fotografias tomadas en el
Laboratorio de Histopatologia, Universidad de Cartagena, 2016).
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Figura 21. Expresion de transcritos de CXXC5 en tejido prostatico
benigno, en TMA de tejido prostatico. El mismo cilindro de tejido prostatico
con glandulas benignas, tincion con H&E (izquierda), ausencia de sefal
de mRNA de CXXC5 en el epitelio del tejido prostatico benigno (derecha)
(Fotografias tomadas en el Laboratorio de Histopatologia, Universidad de
Cartagena, 2016)

Figura 22. Expresion de proteina CXXC5 en tejido prostatico
benigno en TMA de tejido prostatico. La expresion de la proteina CXXC5
fue determinada por IHQ, se observa el mismo cilindro de tejido prostatico
benigno. lzquierda: acinos prostaticos habituales rodeados por estroma
fibromuscular, tincion con H&E, 100X. Derecha: tincion leve o ausente
para CXXC5 en el epitelio de los acinos prostaticos, IHQ CXXC5, 100X.
(Fotografias tomadas en el Laboratorio de Histopatologia, Universidad de
Cartagena, 2016).
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Figura 23. Expresion de proteina CXXC5 en PIA, en TMA de tejido
prostatico. La expresion de la proteina CXXC5 fue determinada por IHQ,
se observa el mismo cilindro de tejido prostatico con PIA. Izquierda: tejido
prostatico con PIA tipo atrofia simple, tincion con H&E, 100X. Derecha: tincion
leve a moderada para CXXC5 en el epitelio de los acinos con atrofia simple,
IHQ CXXCS5, 100X. (Fotografias tomadas en el Laboratorio de Histopatologia,
Universidad de Cartagena, 2016).

Figura 24. Expresion de proteina CXXC5 en PIN, en TMA de tejido
prostatico. La expresioén de la proteina CXXC5 fue determinada por IHQ, se
observa el mismo cilindro de tejido prostatico con PIN. Izquierda: tejido con
PIN, tincion con H&E, 100X. Derecha: tincion leve a moderada para CXXC5
en epitelio de los acinos con PIN, IHQ CXXC5, 100X. (Fotografias tomadas
en el Laboratorio de Histopatologia, Universidad de Cartagena, 2016).
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Figura25. Expresion de proteina CXXC5 enadenocarcinoma,en TMA
de tejido prostatico. La expresién de la proteina CXXC5 fue determinada por
IHQ, se observa el mismo cilindro de tejido prostatico con adenocarcinoma.
Izquierda: acinos tumorales infiltrando el estroma circundante, tincion con
H&E, 100X. Derecha: tincion fuerte para CXXC5 en los acinos tumorales,
IHQ CXXCS5, 100X. (Fotografias tomadas en el Laboratorio de Histopatologia,
Universidad de Cartagena, 2016).

Discusién

La expresién de CXXC5 fue evaluada en muestras de tejido
prostatico benigno y con adenocarcinoma prostatico a nivel del mRNA
por medio de RT-gPCR e hibridacién cromogénica in situ (CISH) y
a nivel proteico mediante inmunohistoquimica. Los datos obtenidos
revelan aumento significativo de la expresién de CXXC5 a nivel de
mRNA y de proteina en adenocarcinoma prostatico, PIN, y PIA,
comparados con el tejido prostatico benigno.

CXXC5 es un gen localizado en la region cromosomica 5931.3,
codifica un factor nuclear inducido por retinoides (RINF), una proteina
que contiene un dominio en dedos de zinc tipo- CXXC. CXXC5 es
un regulador de la transcripcién que participa funcionalmente en la
mielopoyesis tanto normal como tumoral (Pendino, Nguyen etal., 2009),
y ha sido identificado como un factor esencial en la diferenciacion de las
células endoteliales y la formacion de vasos sanguineos (Kim, Yang et
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al., 2014). Aunque su expresion ha sido estudiada predominantemente
en neoplasia malignas de origen mieloide se ha reportado que no esta
restringida al tejido mieloide, de modo que también puede participar
en el desarrollo y/o la homeostasis de otros tejidos (Pendino, Nguyen
et al., 2009).

En un estudio previo de nuestro grupo en el que se evalué mediante
RT-gPCR el perfil de expresion de un grupo de genes enlineas celulares
prostaticas benignas y con diferentes fenotipos de adenocarcinoma
prostatico, se encontrd sobreexpresion de CXXC5 en las lineas LNCaP
y PC-3 en comparacion con la linea celular PWR-1E (Bettin, Reyes et
al., 2016). Knapshog et al inicialmente describieron un rol importante
de CXXC5 en el proceso de tumorigénesis en tumores solidos. Ellos
estudiaron el patron de expresion de CXXC5 y su posible correlacién
con varios parametros clinicos en carcinoma de mama, melanoma
maligno y carcinoma papilar de tiroides. Encontraron sobreexpresion
significativa de CXXC5 en el tejido maligno comparado con el tejido
no tumoral, y postularon a CXXC5 como un factor pronéstico para
el cancer de mama. Basados en sus hallazgos, concluyeron que los
altos niveles de expresion de CXXC5 pueden estar relacionados con
el potencial maligno de las células tumorales, y puede representar
un biomarcador potencial para el diagnéstico de estas neoplasias
(Knappskog, Myklebust et al., 2011).

En acuerdo con los resultados de Knapshog, los resultados aqui
reportados aportan evidencia de que el tejido prostatico benigno y el
adenocarcinoma prostatico expresan CXXC5 en forma diferencial.
Mediante un ensayo de CISH para detectar mRNA de CXXC5 en
cortes de tejido con tejido prostatico benigno y con adenocarcinoma
prostatico, se determiné que el tejido tumoral expresa niveles mas altos
de CXXC5 que el tejido prostatico benigno. La inmunohistoquimica
del tejido prostatico demostré que la expresion de CXXC5 fue
significativamente mas fuerte en las células de los acinos tumorales,
que en las células epiteliales de los acinos benignos adyacentes de
los mismos pacientes con adenocarcinoma prostatico.
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Figura 26. Comparaciéon de expresion de transcritos y de proteina
CXXC5 en tejido con adenocarcinoma prostatico, y a través de la
progresion del adenocarcinoma prostatico. Arriba: Expresion diferencial
de mRNA de CXXC5 a través de la progresion del adenocarcinoma prostatico,
determinada por CISH, *p ANOVA test. Abajo: Expresion diferencial de la
proteina CXXC5 a través de la progresion del adenocarcinoma prostatico,

determinada por IHQ, (*p: prueba ANOVA).
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Estos hallazgos, y los de Knappskog et al, contrastan con los
reportes iniciales de Pendino et al, quienes describieron expresion
aumentada de CXXC5 asociada con el fenotipo no maligno en la
linea celular de leucemia NB4. Ellos consideraron a CXXC5 como
un candidato fuerte para gen supresor de tumor en la transformacion
celular mieloide (Pendino, Nguyen et al 2009). Sin embargo, hallazgos
recientes reportaron que la expresion de CXXC5 muestra una amplia
variacion en pacientes con leucemia mieloide aguda primaria (LMA),
y los niveles altos de expresion estan asociados con un pronéstico
adverso (Astori, Fredly et al., 2013,). Con base en estas observaciones
se ha sugerido que CXXC5 puede ser considerado como una posible
diana terapéutica en la LMA (Bruserud, Reikvam et al., 2015).

El modelo de progresion del adenocarcinoma prostatico
propuesto por De Marzo, une los efectos de la inflamacion crénica a las
modificaciones moleculares y celulares subyacentes a la patogénesis
de esta neoplasia. Incluye la lesién de atrofia focal con aumento de la
fraccion de células epiteliales proliferantes, asociada con inflamacion
cronica, llamada PIA, (De Marzo, Marchi et al., 1999; De Marzo,
Platz et al., 2006). Esta lesion puede originarse en el contexto del
estrés oxidativo, y puede representar una lesién precursora de PIN y
adenocarcinoma prostatico (De Marzo, Meeker et al., 2003; Nelson,
De Marzo et al., 2003; De Marzo, Platz et al., 2007; Sfanos y De Marzo,
2012). Se observé aumento en la expresion de CXXC5 a lo largo del
modelo propuesto para la progresién del adenocarcinoma prostatico,
con sobre regulacion a lo largo del espectro de lesiones premalignas
de la préstata. En este sentido, encontramos que CXXC5 no solo
esta sobrerregulado en PIN, sino también en PIA, en relacién con los
acinos benignos. Estos hallazgos sugieren que CXXC5 puede estar
involucrado en el proceso de la carcinogénesis prostatica, con una
relacion entre niveles altos de expresion de CXXC5 y la progresion
de esta neoplasia. Este estudio constituye un punto de partida para
estudios posteriores que determinen el papel biolégico y posibles
implicaciones clinicas de la expresion de CXXC5 en cancer de prostata.
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Capitulo 7

ESM-1 EN CANCER DE PROSTATA

Silenciamiento génico de la Molécula Endotelial Especifica-1
(ESM-1) en células de cancer de prostata

Niradiz Reyes, MSc, PhD y Juan Rebollo, PhD.

Resumen

La Molécula Endotelial Especifica-1 (ESM-1), la cual también
se conoce como “Endocan”, corresponde a un proteoglicano soluble
expresado por el endotelio vascular, el cual también circula en el torrente
circulatorio. Las citocinas inflamatorias y los factores de crecimiento
pro-angiogenicos aumentan la expresion de este proteoglicano, lo cual
esta apoyado por reportes de la literatura que muestran niveles séricos
aumentados en pacientes con varios tipos de cancer y pacientes
inmuno-competentes con sepsis. En este estudio se analizé el perfil
de expresion de las quimiocinas con el motivo CXC- y los efectos
del silenciamiento del gen que codifica ESM-1 en la proliferacion, la
migracion, y los patrones de expresion de quimiocinas CXC- en las
células altamente metastasicas PC-3. Se utiliz6 como referencia la
linea celular PWR-1E, la cual es no tumorigénica. El silenciamiento
génico mediante el uso de RNA interferente pequeno (siRNA) se
realizoé en células PC-3, a las cuales se les evalud subsecuentemente
la capacidad de proliferacion y migracion celular. El efecto de la
transfeccion mediante siRNA sobre la expresion de quimiocinas CXC-
fue ademas cuantificado a nivel de transcritos y proteinas. El analisis
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mediante RT-gPCR y los ensayos ELISA tipo sandwich mostraron
que las células metastasicas PC-3 expresaron niveles mas elevados
de ESM-1 y de varias quimiocinas CXC- en comparacion con las
células no tumorigénicas PWR-1E. La transfeccion de las células
PC-3 con un constructo ESM-1-siRNA disminuy6 la migracion celular
sin hacer efecto sobre la proliferacion, y esto estuvo acompanado por
disminucion en los niveles de transcritos y de proteina de la quimiocina
angiogénica CXCL3.

El presente estudio reporta por primera vez que el silenciamiento
génico de ESM-1 en células PC-3 de cancer de préstata metastasico
resulta en disminucién de la migracion celular, lo cual puede deberse,
al menos parcialmente, a la disminucién de la expresién de la
quimiocina angiogénica CXCL3. La expresion de esta quimiocina
estuvo disminuida en las células transfectadas con el constructo ESM-
1-siRNA. Se requieren estudios adicionales para aclarar el efecto
biolégico de ESM-1 en las células de cancer de prostata y el vinculo
con la expresion de CXCL3.

*Este trabajo fue financiado por el Departamento Administrativo
de Ciencia, Tecnologia e Innovacién /COLCIENCIAS (grant #1107-
459-21483, Contrato #462-2008), y la Universidad de Cartagena
(Grants: #1673-2008 y #4682-2011), otorgado a Niradiz Reyes como
Investigadora Principal, lider del grupo de investigacion Genética y
Biologia Molecular.

Introduccion

La Molécula Endotelial Especifica -1 (ESM-1), también conocida
como Endocan, es un proteoglicano secretado cuyos transcritos
fueron inicialmente detectados a partir de una variedad de células
endoteliales humanas en cultivo de diferentes origenes, incluyendo
células coronarias, arterias pulmonares, vasos capilares, y dermis
(Aitkenhead, Wang et al., 2002; Tsai, Zhang et al., 2002). Estudios mas
recientes han reportado la expresion de este proteoglicano por células
epiteliales tumorales y lineas celulares cancerosas, incluyendo células
prostaticas (Reyes, Tiwari et al., 2007; Bettin, Reyes et al., 2016),
melanoma, (Hendrix, Seftor et al., 2002; Seftor, Meltzer et al., 2002), y
glioblastoma (Maurage, Adam et al., 2009). También se ha encontrado
en la circulacion sanguinea de sujetos sanos (Bechard, Meignin et al.,
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2000), y niveles aumentados han sido reportados en pacientes con
diferentes patologias, incluyendo enfermedad inflamatoria intestinal
(Voiosu, Balanescu et al., 2014), carcinoma hepatocelular (Ozaki,
Toshikuni et al., 2014), leucemia mieloide aguda (Hatfield, Lassalle et
al., 2011), entre otras.

ESM-1 esta considerado como un marcador de angiogénesis, un
factor importante en la progresion del cancer (Nishida, Yano et al.,
2006). Su expresion transcripcional se ha demostrado estar regulada
por factores de crecimiento angiogénicos, tales como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), y por citocinas inflamatorias,
tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Rennel, Mellberg
et al., 2007).

La angiogénesis es un proceso que esta regulado por diferentes
factores, producidos tanto por células tumorales como por células de
defensa del hospedador (Katoh, 2013). Entre los factores reguladores,
la evidencia apoya la importante funcién de las quimiocinas CXC en
este proceso de angiogénesis (Belperio, Keane et al., 2000; Keeley,
Mehrad et al., 2010).

La mayoria de las quimiocinas CXC contienes en su extremo NH2
terminal un motivo de tres aminoacidos (Glu-Leu-Arg: motivo ELR), el
cual precede el primer aminoacido de cisteina de la estructura primaria
de estas citocinas (Strieter, Polverini et al., 1995). Los miembros de
la familia CXC que contienen el motivo ELR (ELR+) son promotores
potentes de la angiogénesis (Strieter, Polverini et al., 1995), mientras
que los miembros que carecen de este motivo (ELR-) son inhibidores
potentes de la angiogénesis, o angiostaticos (Strieter, Polverini et al.,
1995; Mehrad, Keane et al., 2007).

Nuestro grupo de investigacion previamente ha reportado la
sobreexpresion de ESM-1 en lineas celulares de cancer de préstata
de rata (Reyes, Tiwari et al., 2007) y de origen humano (Bettin, Reyes
et al., 2016). El objetivo del presente estudio fue analizar los perfiles
de expresion de las quimiocinas CXC- y los efectos del silenciamiento
génico de ESM-1 en la proliferacién, migracién y expresiéon de
quimiocinas CXC en la linea celular prostatica humana PC-3, las
cuales tienen un fenotipo altamente metastasico.
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Materiales y métodos

Lineas celulares en cultivo

La linea celular humana PC-3 (ATCC® CRL-1435) de cancer
prostatico, derivada de una metastasis 6sea y la linea epitelial
humana, no tumorigénica, PWR-1E (CRL-11611), fueron obtenidas
de la ATCC (Manassas, VA). PC-3 fue mantenida rutinariamente en
medio modificado F-12K con rojo de fenol (ATCC) suplementado con
10% suero bovino fetal y 1% de solucién de penicilina-estreptomicina.
PWR-1E fue mantenida en medio de queratinocitos libre de suero
(Life Technologies) suplementado con 50 mg/mL de extracto pituitario
bovino, 5% L-glutamina, y 5 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico.
Las células fueron cultivadas como monocapas en frascos de T-25, en
una atmdsfera humidificada con 5% CO2 a 37 °C y subcultivadas una
a dos veces por semana. Para todos los experimentos, las células
fueron cosechadas a bajo numero de pases de subcultivo: linea PC-3
entre 28 a 31 pases, y PWR-1E entre 18 y 22 pases.

Silenciamiento de la expresion génica de ESM-1 mediante siRNA

RNA interferente pequefio dirigido contra ESM-1 (SiESM-1) y
siRNA de secuencia en desorden (siControl) fueron comprados a
Qiagen (FlexiTube GeneSolution GS11082 para ESM-1). Las células
PC-3 fueron sembradas en platos de cultivo de 12 pozos (Corning®) e
incubadas por 24 h en medio Opti-MEM® (GIBCO) sin suero. Luego,
las células fueron sometidas a transfeccion ya sea con siESM-1 o
siControl usando el RNAi Human/Mouse Starter Kit (Qiagen) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, 300.000 células se
mezclaron con solucién de siRNAs en complejo con el reactivo de
transfeccion, y la mezcla fue incubada a condiciones normales por 48
horas. Las células no transfectadas (NT) fueron tratadas en la misma
forma que el control.

Ensayos de viabilidad celular y proliferacion

Para medir la viabilidad y tasa de proliferaciéon celular de las
células PC-3, después del tratamiento con siESM-1 o siControl, la
viabilidad y proliferacion fueron analizadas 48 h post-transfeccion
usando dos métodos: conteo celular directo usando colorante de
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exclusion azul de tripano y un kit de viabilidad celular colorimétrico
basado en MTS (CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega®).

Para el método de exclusiéon con azul de tripano, las células
PC-3 transfectadas con siRNA fueron mezcladas con 10 ml de azul
de tripano (0.4% in PBS) y el numero de células viables, no tenidas,
fue determinado usando una camara de Neubauer. Para el ensayo
basado en MTS, las células PC-3 transfectadas con siRNA fueron
mezcladas con 20 pL de solucién CellTiter (Promega) e incubadas
por 4 h adicionales a 37 °C. Luego, se midi6 la absorbancia a 490
nm en un lector de microplatos Multiskan FC (Thermo Scientific).
MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt] es una sal de tetrazolio que
es reducida a un producto formazan soluble en agua principalmente
por enzimas deshidrogenasas mitocondriales encontradas en células
metabdlicamente activas. La cantidad de producto formazan se
calcula a una absorbancia de 490 nm, y es directamente proporcional
al numero de células viables en cultivo (Cory, Owen et al., 1991).

Ensayo de la herida para analisis de la migracién celular in vitro

Para evaluar el efecto del silenciamiento génico de ESM-1 en la
migracion celular, se realizé el ensayo de la herida (Liang, Park et
al., 2007). Las células PC-3 fueron sembradas en platos de 6-pozos
a una densidad de 3x106 células/pozo, e incubadas en 5% CO2 y
37 °C por 24 h. luego, las células fueron transfectadas con ESM-1-
siRNA o control-siRNA, e incubadas por 24 h adicionales. El medio de
cultivo fue subsecuentemente reemplazado por medio Opti-MEM libre
de suero y las células fueron incubadas hasta alcanzar 90-100% de
confluencia.

En este momento, se practico6 un rasgado vertical sobre la
monocapa de células PC-3 usando una punta estéril de micropipeta de
1,000 pl. Las células fueron lavadas cuidadosamente con Opti-MEM
para remover las células desprendidas, procediendo a incubar a 37 °C
en Opti-MEM fresco. El cierre de la herida fue monitoreado cada 12 h
después de su realizacion, usando un microscopio trinocular invertido
(Motic AE31). Las imagenes fueron analizadas con el programa
TScratch (Geback, Schulz et al.,, 2009). Los experimentos fueron
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efectuados en triplicados. Las células no transfectadas y las células
transfectadas con control-siRNA fueron usadas como controles de los
experimentos.

Extraccion de RNA total y control de calidad

Las células PWR-1E no transfectadas fueron usadas como
la linea celular de referencia para la comparacion de la expresion
génica entre las condiciones de transfeccion y sin transfeccién. Para
analizar los efectos de la transfeccidn siRNA en la expresion génica,
las células PC-3 transfectadas con control-siRNA fueron usadas
como control. EI RNA total fue aislado de las células PC-3 en las
siguientes condiciones: no transfectadas, transfectadas con ESM-
1-siRNA. Y transfectadas con control-siRNA. El aislamiento de RNA
fue efectuado con TRI-Reagent (Ambion), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La concentracion y pureza del RNA total extraido fue
evaluado espectrofotométricamente a 260 y 280 nm en agua libre de
RNasa usando un equipo Nanodrop 2000c® (Thermo Scientific). Se
hicieron triplicados de cada muestra de RNA'y las concentraciones se
promediaron. Para todas las muestras, la proporcion OD260/280 fue
de ~2.0, las muestras de RNA total fueron almacenadas a —80°C hasta
Su uso.

Sintesis de cDNA y PCR cuantitativa en tiempo real con
transcripcién inversa (RT-qPCR)

Las muestras de RNA de las lineas celulares fueron procesadas
para ftranscripcion inversa usando el estuche QuantiTect Reverse
Transcriptase® (Qiagen). Primero, para eliminar cualquier DNA
genomico contaminante, 1ug de RNA total fue incubado con “genomic
DNA Wipeout Buffer’ (Qiagen) por 2min a 42°C. el master mix de
transcripcion inversa, que incluye la enzima QuantiTect RT, QuantiTect
RT Buffery RT Primer Mix (oligo-dT y cebadores random), fue preparado
y adicionado al RNA plantilla. Las muestras fueron incubadas a 42°C
por 15min, seguido de inactivacion a 95°C por 3min. Un volumen final
de 20puL de cDNA fue almacenado a -20°C hasta su uso en RT-qPCR.

Los niveles de expresion de transcritos para ESM-1, quimiocinas
CXC ELR+ (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, y
CXCLS8), quimiocinas CXC ELR- (CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11,
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CXCL12,y CXCL14),ylosgenesdereferencia HPRT-1y 3-actinafueron
analizados en las lineas celulares por RT-gPCR usando QuantiTect
SYBR Green PCR Master Mix® (Qiagen). Cebadores especificos para
ESM-1y los genes de referencia HPRT-1 y B-actina fueron disefiados
con Primer-BLAST (Ye, Coulouris et al., 2012) usando secuencias de
la base de datos GenBank. Todos los cebadores fueron disefiados
para cubrir al menos una union exon—intrén para evitar la deteccion
de DNA gendmico residual. Para la evaluacion de la expresion de
las quimiocinas CXC-, se uso el panel comercial de cebadores
Chemokines qSTAR RT-gPCR primer panels (HPP6004A) de OriGene
Technologies (Rockville, MD). Las reacciones de RT-qPCR para cada
muestra se efectuaron en triplicados, usando QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix® (Qiagen) en un termociclador StepOne® (Applied
Biosystems), con un paso de desnaturalizacion a 95°C por 15 min,
seguido de 40 ciclos de amplificacion de 95 °C por 15 s, 55 °C por 45
s y 60 °C por 1 s. También se incluyeron controles negativos (control
sin plantilla de DNA y control negativo para transcriptasa inversa).
El cambio relativo de la expresidon génica para cada gen blanco en
las lineas celulares se calcul6 con el programa Sequence Detection
System 2.1 (Applied Biosystems), usando el método comparativo
CT (2-AACT). Los niveles de expresion de cada gen blanco fueron
normalizados a los niveles de expresion de los genes de referencia
HPRT1y B-actina. Para propésitos de control de calidad, se adquirieron
curvas de fusion (melting curves) para todas las muestras.

Ensayo ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para la
cuantificacion de Quimiocinas CXC

Los sobrenadantes se recolectaron de las células cultivadas en
medio libre de suero por 48 horas. Estos sobrenadantes se clarificaron
por centrifugacion a 13,000 rpm durante 5 min. Los niveles de proteinas
para cada quimiocina fueron cuantificados mediante ensayo ELISA.
Los niveles proteicos de las quimiocinas CXCL1/GROa, CXCLS8/IL8,
CXCL9/MIG, CXCL10/1P-10,y CXCL11/I-TAC se determinaron usando
el estuche Human Common Chemokines Multi-Analyte ELISArray Kit
(SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA, USA), mientras que los niveles
de CXCL3 fueron determinados con un estuche ELISA especifico (Cat
#: MBS910472, Mybiosource, San Diego, CA, USA). Brevemente,
se incubaron 50 pyL de medio en un plato de 96-pozos por 1 hora a
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temperatura ambiente, seguido de varios lavados, luego incubacion
con deteccién de anticuerpos por 1 hora, nuevamente lavado e
incubacién por 30 min con peroxidasa de rabano picante acoplada con
avidina. Posteriormente se realizé lavado y desarrollo de la coloracion
por 15 a 30 min, y finalmente se detuvo la reaccion con solucién de
parada. Los niveles proteicos de las quimiocinas se midieron en un
lector de microplatos MultiSkan (Thermo) a una absorbancia de 450
nm. Las muestras se trabajaron en triplicados.

Ensayo ELISA para la cuantificacion de ESM-1

Los sobrenadantes fueron recolectados de las células cultivadas
por 48 horas en medio libre de suero. Luego estos sobrenadantes
fueron clarificados por centrifugacién a 13,000 rpom por 5 min. Los
niveles proteicos de ESM-1 se midieron usando un ensayo comercial
ELISA especifico (Aviscera Biosciencies, Santa Clara, CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Un plato de micropozos fue cubierto con 100 ul de anticuerpo de
captura (1 ug/ml) contra ESM-1, incubado por 18 horas a 4°C y cubierto
nuevamente con 1% BSA. Luego, 100 pl de soluciones seriadas de
solucion estandar de ESM-1 incluidas en el estuche ELISA y muestras
diluidas con un factor de dilucion de 5 en buffer de dilucion (2% BSAin
PBST) fueron colocados en pozos por triplicado e incubados con 0.25
Mg/ml de anticuerpo de deteccion por 1 h a temperatura ambiente.
Después de lavar los pozos con solucion PBST, se agregaron 100
Ml de solucién diluida de estreptavidina conjugada con HRP y se
incubd por 30 min. Seguidamente se incubd cada pozo por 30 min con
solucion de TMB (tetramethylbenzidine), y posteriormente se detuvo la
reaccion con solucion 1 N H2SO4. La absorbancia se midié a 450 nm
en un lector de microplatos MultiSkan® (Thermo).

Analisis estadistico

Para la cuantificaciéon de la expresion relativa de mRNA se utilizé
el método comparativo CT (2-AACT), y los niveles de expresiéon
para cada muestra se normalizaron con los niveles de expresién de
los genes de referencia HPRT1 y B-actina. Los experimentos de RT-
gPCR se realizaron en triplicados. Un valor p<0.05 se consideré como
estadisticamente significativo. Para los resultados obtenidos con los
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ensayos ELISA especificos para ESM-1y CXCL3, y para los de ELISA
multiple, los datos se reportaron como media + SEM. La diferencia
estadistica de la expresion génica de ESM-1 y de cada quimiocina
entre la linea celular de cancer de préstata PC-3 y la linea celular
control, y entre la linea celular PC-3 transfectada con ESM-1-siRNA
y PC-3 transfectada con control-siRNA, se calculdé con la prueba T
usando el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA); p < 0.05 se considero estadisticamente significativo.

Resultados

Expresion de ESM-1y quimiocinas CXC en células PC-3 de cancer
de prostata

Los datos de expresion a nivel de transcritos y de proteinas para
ESM-1y las quimiocinas CXC se presentan en la Figura 27. En general,
los resultados de RT-gPCR mostraron que en comparacion con las
células no tumorigénicas PWR-1E, las células PC-3 metastasicas
sobre-expresaron transcritos para ESM-1 y para las quimiocinas CXC
ELR+CXCL1,CXCL2,CXCL3,CXCL5,CXCL6,y CXCL8. Encontraste,
no se detectaron en PC-3 ni en PWR-1E transcritos codificantes para
las quimiocinas CXC ELR- CXCL9, CXCL10, CXCL11, y CXCL14
(Figura 27 A).

A nivel proteico, el ensayo ELISA especifico para ESM-1confirmé
la expresion elevada de esta proteina en los sobrenadantes de las
células PC-3 en cultivo. ESM-1 no se detectd en los sobrenadantes
de las células de control no tumorigénicas PWR-1E. Los ensayos de
ELISA multiple y sencillo confirmaron la expresion diferencial de los
perfiles de expresion entre las células PC-3 y las células PWR-1E. El
medio de cultivo de las células PC-3 presentd niveles mas elevados
de las quimiocinas CXC ELR+ CXCL1, CXCL3, y CXCLS8, pero niveles
bajos de las quimiocinas CXC ELR- CXCL9 y CXCL10, y niveles no
detectables de CXCL11. En contraste, las células no tumorigénicas
PWR-1E presentaron niveles bajos de quimiocinas CXC ELR+ y
ELR- (Figura 27 B). Estos resultados mostraron consistencia con el
fenotipo altamente agresivo de las células PC-3 y con el fenotipo no
tumorigénico de las células PWR-1E.
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Expresion de ESM-1 y quimiocinas CXC de células PC-3
transfectadas con siRNA

Los genes codificantes de ESM-1 y de quimiocinas CXC, los
cuales han sido implicados en procesos de invasion y migracion
celular, fueron analizados a nivel de transcrito y de proteina mediante
RT-gPCR y ELISA, respectivamente, en células PC-3 transfectadas
con ESM-1-siRNA o con control-siRNA (Figura 28).

La Figura 28A muestra que 48 h después de la transfeccion, los
niveles de transcrito de ESM-1 en células transfectadas con ESM-1
siRNA estuvieron significativamente reducidos en comparaciéon con
las células transfectadas con control siRNA. El silenciamiento génico
de ESM-1 en las células PC-3 no afectd la expresion de transcritos
codificantes para la mayoria de las quimiocinas CXC, excepto para
CXCL3. En comparacion con las células PC-3 transfectadas con
control-siRNA, las células PC-3 transfectadas con ESM-1 siRNA
presentaron niveles significativamente mas bajos para transcritos
codificantes de CXCL3. La disminucién en la expresiéon de CXCL3 fue
especifica para células PC-3 transfectadas con ESM-1 siRNA, ya que
no hubo diferencia estadisticamente significativa en la expresion de
transcritos entre células PC-3 no transfectadas y PC-3 transfectadas
con control-siRNA. CXCL7, CXCL9, CXCL10, CXCL11 y CXCL14
presentaron niveles no detectables (ND) en las células PC-3.

No hubo diferencia estadisticamente significativa en la expresion
de transcritos de las demas quimiocinas CXC, en asocio con el
silenciamiento de ESM-1 en células PC-3. A nivel de proteinas, la
expresion de ESM-1 y CXCL3 en las células transfectadas con ESM-
1 siRNA estuvo significativamente reducida en comparaciéon con las
células transfectadas con control-siRNA. El silenciamiento de ESM-1
en PC-3 no afect6 la expresion de proteinas del resto de quimiocinas
CXC evaluadas: CXCL1/GROa, CXCL8/IL8, CXCL9/MIG, CXCL10/
IP-10, y CXCL11/I-TAC (Figura 28B).

Efecto del silenciamiento de ESM-1 mediante siRNA en la
viabilidad y proliferaciéon de células PC-3

La viabilidad celular fue evaluada usando el método de conteo
celular directo basado en el colorante de exclusion azul de tripano (A)
y el ensayo de titulacion de la viabilidad celular basado en MTS (B).
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Se encontré que ni la viabilidad (Figura 29), ni la proliferacion (Figura
29B), de las células PC-3 transfectadas con ESM-1 siRNA fueron
significativamente diferentes a las de las células PC-3 transfectadas
con control-siRNA. Después de 48 h de la transfeccién, la viabilidad
y proliferacion celular fue de 94.4% en PC-3 transfectadas con ESM-
1-siRNA comparada con PC-3 transfectadas con control-siRNA.
Por lo tanto, el silenciamiento mediante siRNA de ESM-1 no afecto
significativamente la proliferacion celular de las células PC-3.

Efecto del silenciamiento siRNA de ESM-1 en la migraciéon de
células PC-3

El ensayo de cicatrizacion de la herida (wound healing assay)
mostré que 48 h después de efectuado un rasgado en la monocapa
celular, el area abierta de la monocapa de células transfectadas con
ESM-1 siRNA fue significativamente mayor comparada con el de
las células transfectadas con control-siRNA o el de las células no
transfectadas (Figura 30). Por lo tanto, el silenciamiento de ESM-1 en
las células PC-3 inhibio la migracion celular in vitro.
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Niveles proteicos de ESM-1 y quimiocinas CXC
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Figura 27. Expresion de ESM-1 y de quimiocinas CXC en células
PC-3 en comparacion con células no-tumorigénicas PWR-1E. A. Los
niveles de transcritos para ESM-1, quimiocinas CXC ELR+ (CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8), y quimiocinas CXC ELR-
(CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL14), fueron analizados
en las lineas celulares mediante RT-qPCR. Los cambios relativos en la
expresion génica para cada blanco fueron calculados usando el método
comparativo CT (2*2T) normalizando los niveles de expresion a los genes
de referencia (HPRT-1 y B -actina). Cambios de expresion superiores al
doble fueron considerados significativos y se marcaron con asteriscos. B.
Los niveles de proteina fueron medidos usando estuches comerciales ELISA
cuantitativos para ESM-1 y quimiocinas CXC, siguiendo las instrucciones de
los fabricantes. Las quimiocinas evaluadas fueron CXCL1/GROa, CXCL3,
CXCLS8/IL8, CXCL9/MIG, CXCL10/ IP-10, y CXCL11/I-TAC. Los niveles de
ESM-1y de las quimiocinas CXC en los sobrenadantes se muestran como la
media £ SEM.
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Expresion de transcritos de ESM-1 y de quimiocinas CXC en células PC-3
transfectadas con siRNA
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Figura 28. Expresiéon de ESM-1 y de quimiocinas CXC en células
PC-3 transfectadas con siRNA. A. A las 48 h posteriores a la transfeccion,
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los niveles de transcritos para ESM-1 se encontraron disminuidos
significativamente en las células PC-3 transfectadas con ESM-1 siRNA,
en comparacién con los niveles de PC-3 transfectadas con control siRNA.
El silenciamiento de ESM-1 en las células PC-3 no afectd la expresion de
transcritos de la mayoria de quimiocinas CXC, excepto para CXCL3. El
silenciamiento de ESM-1 estuvo asociado a una disminucion de los niveles
transcripcionales de la quimiocina CXCL3, en comparacion con los niveles
en células PC-3 transfectadas con control siRNA o no transfectadas. B. El
silenciamiento de ESM-1 en las células PC-3 redujo significativamente los
niveles proteicos de ESM-1 y estuvo asociado a niveles reducidos de proteina
CXCL3. El silenciamiento de ESM-1 no afecté la expresion de proteinas de
las demas quimiocinas CXC evaluadas. Las quimiocinas evaluadas fueron
CXCL1/GROa, CXCL3, CXCL8/IL8, CXCL9/MIG, CXCL10/ IP-10, y CXCL11/
I-TAC. Los niveles proteicos de ESM-1 y de las quimiocinas CXC en los
sobrenadantes celulares se muestran como la media £ SEM. siControl: células
PC-3 transfectadas con control siRNA. siESM-1: células PC-3 transfectadas
con ESM-1 siRNA por 48 h.
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B.

Proliferacion de células PC-3 transfectadas con siRNA
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Figura 29. Viabilidad celular y proliferacion de células PC-3
transfectadas con siRNA. La viabilidad celular (A) y la proliferacion (B)
de células PC-3 transfectadas con siESM-1 o siControl, fueron analizadas
48 h después de la transfeccion usando un ensayo colorimétrico basado
en MTS y mediante conteo celular directo usando el colorante de exclusion
azul de tripano, respectivamente. El silenciamiento de ESM-1 no afecté la
viabilidad celular ni la proliferacién de las células PC-3. siControl: células
PC-3 transfectadas con control siRNA. siESM-1: células PC-3 transfectadas
con ESM-1 siRNA.
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Figura 30. Migracion celular de células PC-3 transfectadas con
siRNA. La migracion celular de las células PC-3 fue evaluada con el ensayo
de cicatrizacion de la herida “wound healing”. El silenciamiento de ESM-1
en células PC-3 inhibié la migracién celular in vitro. siControl: células PC-3
transfectadas con control siRNA. siESM-1: células PC-3 transfectadas con
ESM-1 siRNA.
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Discusidn

El adenocarcinoma de préstata es el cancer no cutaneo que con
mas frecuencia se diagnostica en los Estados Unidos (Siegel, Miller
et al., 2018) y la incidencia de su forma metastatica ha aumentado
en la ultima década en este pais (Weiner, Matulewicz et al., 2016).
La mayoria de los esfuerzos se han dirigido a entender la biologia
de esta enfermedad. Endocan es un proteoglicano que se encuentra
sobreexpresado en lineas celulares metastasicas de origenes diversos,
incluyendo la prostata (Reyes, Tiwari et al., 2007; Bettin, Reyes et
al., 2016), glioblastoma (Maurage, Adam et al., 2009), y cancer de
colon (Kim, Park et al., 2012), entre otros. También se ha encontrado
este proteoglicano circulando en el torrente sanguineo de individuos
sanos, pacientes con enfermedades inflamatorias, y pacientes con
cancer (Hatfield, Lassalle et al., 2011; Voiosu, Balanescu et al., 2014;
Toshikuni, Ozaki et al., 2015).

La evidencia muestra que este proteoglicano participa en el
control de procesos celulares fundamentales tales como la adhesion,
migracion celulary angiogénesis (Sarrazin, Adam et al., 2006). De estos
procesos, la angiogénesis es central para la progresién del cancer,
y esta regulada tanto por moléculas activadoras como inhibidoras,
incluyendo Endocan y quimiocinas CXC, las cuales cada vez mas
demuestran ser importantes en el proceso de angiogénesis del cancer
(Strieter, Belperio et al., 2004; Sarrazin, Adam et al., 2006). Hasta la
fecha, la funcién de Endocan en el proceso canceroso es desconocida.
En el presente estudio investigamos si el silenciamiento de la expresion
de Endocan, mediado por siRNA, afecta la proliferacion, migracion y/o
la expresion de quimiocinas CXC en células PC-3. Encontramos que
el silenciamiento de Endocan mediado por siRNA en las células de
fenotipo agresivo resulté en una disminucion de la migracién celular
sin efectos en la proliferacion. En consistencia con estudios previos
en otros tipos celulares (Kang, Ji et al., 2011; Kang, Ji et al., 2012), el
silenciamiento de Endocan en células PC-3 resulté en una disminucién
de la migracién celular en los ensayos in vitro.

Ya que Endocan es considerado un marcador de angiogénesis,
un proceso que se ha demostrado que esta regulado por diversos
factores, tales como quimiocinas de la familia CXC, (Belperio, Keane
et al., 2000), en este estudio quisimos examinar si el silenciamiento de
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Endocan en estas células afectaba la expresion de mRNA codificante
de quimiocinas CXC. Encontramos que el silenciamiento génico de
Endocan en las células PC-3 estuvo acompafiado de una disminucion
de la expresion de CXCL3, un miembro de la familia de quimiocinas
CXC con motivos ELR+, las cuales tienen actividad angiogénica.
Recientemente se ha encontrado que CXCL3 y su receptor CXCR3
estan sobre-expresados en células de cancer de prostata, células
epiteliales de proéstata y tejidos prostaticos cancerosos, lo cual pudiera
estar implicando a esta quimiocina en la progresion del cancer de
préstata y en el desarrollo de metastasis (Gui, Teng etal., 2016). CXCL3
es un miembro de la familia de quimiocinas CXC y esta subclasificada
como una quimiocina CXC con motivo ELR+ (Glu-Leu-Arg) (Murphy,
Baggiolini et al., 2000). CXCL3 ha sido encontrada previamente sobre-
expresada en la linea celular agresiva PC-3 y su expresion tisular
correlaciona con la metastasis en el cancer de préstata (Engl, Relja et
al., 2006; Gui, Teng et al., 2016). Nuestros resultados muestran que el
silenciamiento de ESM-1 en las células PC-3 resulté en disminucion
de la migracion celular, lo cual pudiera estar relacionado con la
disminucion asociada en la expresion de la quimiocina angiogénica
CXCL3, encontrada en las células transfectadas con ESM-71 siRNA.
Se ha demostrado que CXCL3 actua como quimioatrayente para
neutréfilos hacia areas de dafio cerebral (Szmydynger-Chodobska,
Strazielle et al., 2009) asi como para células progenitoras cerebrales
(Farioli-Vecchioli, Cina et al., 2012), aunque no es claro si para las
células prostaticas cancerosas esta quimiocina es quimioatrayente o
no (Gui, Teng et al., 2016). Nuestros resultados merecen investigacion
mas profunda para determinar cuales son los mecanismos por los
cuales se produce una disminucion en la expresién de CXCL3 en las
células silenciadas para la expresiéon de Endocan mediante siRNA
en las células PC-3. También se requieren estudios adicionales para
discernir la funcion bioldgica de ESM-1 en el cancer de prostata.

Conclusiones

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 esta neoplasia. La progresiéon de
esta enfermedad ha sido ampliamente estudiada in vitro con la ayuda
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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 0sea y su crecimiento es
insensible a los andrégenos (Kaighn, Narayan et al., 1979).

La linea celular LNCaP originalmente se aislo 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 andrdégenos y expresién de una variedad
de marcadores especificos de prostata, las cuales son caracteristicas
propias de las etapas relativamente tempranas de la progresion del
cancer de proéstata (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).

Uno de los genes que no ha sido previamente asociados al
cancer de prostata metastasico, el cual encontramos altamente
sobre-expresado en la linea PC-3 fue ESM-1, también conocido
como Endocan, el cual codifica un proteoglicano pequeio secretado,
capaz de regular la adhesion 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 pronéstico de la enfermedad como
ha sido reportado en el 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 el cancer renal (Leroy, Aubert et al., 2010).
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Capitulo 8

RECEPTORES ATIiPICOS DE QUIMIOCINAS EN CANCER DE
PROSTATA

Niradiz Reyes, MSc, PhD; Inés Benedetti, MD, PhD; Juan Rebollo,
PhD, Oscar Correa, MD, MSc.

Resumen

Los receptores atipicos de quimiocinas han surgido recientemente
como importantes actores en salud y enfermedad, los cuales afectan
una multitud de procesos fisiopatologicos, incluyendo la carcinogénesis.
Esta familia de receptores esta integrada por cinco miembros: ACKR1
(previamente Duffy Antigen Receptor for Chemokines, DARC),
ACKR2 (anteriormente D6 o CCBP2), ACKR3 (alias CXCR7), ACKR4
(anteriormente CCRL1 y CCXCKR), y CC-Chemokine Receptor like
2 (CCRL2, provisionalmente designado ACKRS5). En este capitulo se
describen los perfiles de expresion transcripcionales de los receptores
atipicos de quimiocinas enlaslineas celulares cancerosas PC-3y PWR-
1E). Ademas, se evalua la expresion proteica de los mas relevantes,
tanto en lineas celulares como en muestras clinicas de pacientes con
cancer de prostata usando la estrategia de microarreglos de tejidos.
Los resultados obtenidos mediante RT-gPCR mostraron expresion
diferencial de estos receptores entre las lineas celulares prostaticas
benignas y tumoral. La evaluacion de la expresion proteica de CCRL?2
en las lineas celulares y en un microarreglo de tejidos construido con
especimenes clinicos confirmé su sobreexpresién en células PC-3 y
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en tejido prostatico maligno. CCRL2 es un miembro presunto de la
familia de receptores atipicos de quimiocinas, del cual se sabe que
participa en el trafico de células dendriticas hacia los nédulos linfaticos.
Su expresion y funcién en cancer de préstata no ha sido previamente
estudiada.

*El trabajo descrito en este capitulo fue apoyado financieramente
por el Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion /COLCIENCIAS (grant #1107-459-21483, Contrato #462—
2008), y la Universidad de Cartagena (Grants: #1673-2008 y #4682-
2011), otorgado a Niradiz Reyes como Investigadora Principal, lider
del grupo de investigacion Genética y Biologia Molecular.

Introduccion

Las quimiocinas son un grupo de moléculas quimiotacticas,
estructuralmente homologas, que controlan la migraciéon y el
posicionamiento celular a lo largo de las etapas del desarrollo,
ademas de la homeostasis y la inflamacién (Rollins, 1997; Rossi y
Zlotnik, 2000; Zlotnik y Yoshie, 2000; Sokol y Luster, 2015). Estas
moléculas ejercen sus funciones mediante la sefalizacion a través
de receptores especificos de quimiocinas. En humanos y ratones, los
receptores de quimiocinas constituyen un grupo de ~20 receptores
transmembrana de siete dominios semejantes a rodopsina (Horuk,
2001; Griffith et al. 2014). Estos receptores han sido categorizados en
dos subgrupos principales, los cuales se encuentran estrechamente
relacionados filogenéticamente: a) receptores quimiotacticos de
leucocitos acoplados a proteina G y b) un subgrupo mas pequeno de
cinco receptores atipicos de quimiocinas (ACKRs) que no sefializan
a través de proteinas G y que carecen de actividad quimiotactica
(Murdoch y Finn 2000; Horuk 2001; Rajagopalan y Rajarathnam 2006;
Bachelerie et al. 2014; Bachelerie et al. 2014).

Actualmente la familia ACKR comprende cinco miembros:
ACKR1 (previamente Duffy Antigen Receptor for Chemokines, DARC),
ACKR2 (anteriormente D6 o CCBP2), ACKR3 (alias CXCR7), ACKR4
(previamente CCRL1 y CCXCKR), y CC-Chemokine Receptor like 2
(provisionalmente designado ACKR5 pendiente la confirmacion de su
especificidad de unién a quimiocina y propiedades de senalizacion)
(Ulvmar et al., 2011; Bachelerie et al., 2014; Bachelerie et al. 2014).
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ACKRs afectan la disponibilidad y funcién de las quimiocinas, causando
un impacto en una multitud de procesos fisiopatolégicos, siendo
considerados actores moleculares claves en salud y enfermedad
(Hou et al., 2013; Nibbs y Graham, 2013; Bonecchi y Graham, 2016;
Massara et al., 2016).

Estos receptores atipicos participan en los procesos de
tumorigénesis, con efectos que dependen del tipo celular en el cual
se expresan y de la coexpresion con otros receptores de quimiocinas.
Cada vez mas, los ACKRs son vistos como componentes importantes
en la red reguladora de la inflamacion y la inmunidad en cancer y
pueden ejercer un efecto principal en las terapias antiinflamatorias e
inmunes (Patel et al., 2009; Ulvmar et al., 2011; Massara et al., 2016).

De otra parte, el Chemokine CC-motif receptor-like 2 (CCRL2), un
presunto miembro de la familia ACKR, es un receptor de siete dominios
transmembrana acoplado a proteinas G, el cual es de importancia para
el trafico de células dendriticas del pulmén a los ganglios linfaticos
(Yoshimura y Oppenheim, 2011). En la molécula de CCRL2 el motivo
canonico DRYLALIV, esencial para la sefializacion, ha sido cambiado
a QRYLVFL, lo cual trae como resultado que CCRL2 es incapaz de
acoplarse con proteinas G y falla en inducir la clasica sefalizacion de
quimiocinas (Ulvmar et al., 2011). Se ha demostrado que las células
endoteliales expresan CCRL2 en una forma dependiente del tejido y
de la activacion, y su induccién se encuentra bajo la regulacién de
la sefalizacion por las vias de NF-kB y JAK/STAT (Monnier et al.,
2012). Estudios recientes han reportado la expresion de CCRL2 en
lineas celulares y tejidos humanos cancerosos de mama (Wang et al.,
2015), colon (Akram et al., 2016), glioblastoma (Yin et al., 2012), y
en carcinoma de glandulas salivales adenoide quistico (Mays et al.,
2016).

La funcion y expresidn de este receptor atipico en cancer de
prostata no ha sido estudiada previamente. Aqui reportamos que los
niveles de expresion de CCRL2 estan elevados a nivel de mRNA y
proteina en cancer de préstata, tanto en lineas celulares como tejidos
de pacientes con cancer. La funcion biolégica de CCRL2 en cancer de
préstata requiere de mas investigacion en el area.

Inflamacién e identificacion de blancos moleculares en la progresion del céncer de préstata - 249



Materiales y métodos

Lineas celulares en cultivo

La linea celular humana PC-3 (ATCC® CRL-1435) de cancer
prostatico, derivada de una metastasis 6sea y la linea epitelial
humana, no tumorigénica, PWR-1E (CRL-11611), fueron obtenidas
de la ATCC (Manassas, VA). PC-3 fue mantenida rutinariamente en
medio modificado F-12K con rojo de fenol (ATCC) suplementado con
10% suero bovino fetal y 1% de solucién de penicilina-estreptomicina.
PWR-1E fue mantenida en 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.
Las células fueron cultivadas como monocapas en frascos de T-25, en
una atmosfera humidificada con 5% CO2 a 37 °C y subcultivadas una
a dos veces por semana. Para todos los experimentos, las células
fueron cosechadas a bajo numero de pases de subcultivo: linea PC-3
entre 28 a 31 pases, y PWR-1E entre 18 y 22 pases.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA.

Se aislé RNA total a partir de células PC-3 y PWR-1E cultivadas
a aproximadamente 80% de confluencia, usando para eso el
reactivo TRI-Reagent® (Ambion) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion y pureza del RNA total fue evaluada por
espectrofotometria a 260/280 nm con Nanodrop™ 2000c (Thermo
Scientific).

Las muestras de RNA de las lineas celulares fueron procesadas
para transcripcion inversa usando el estuche QuantiTect Reverse
Transcriptase® kit (Qiagen). Primero, para eliminar cualquier DNA
gendmico contaminante, 1ug de RNA total fue incubado con reactive
“‘genomic DNA Wipeout Buffer” (Qiagen) por 2min a 42°C. Luego
se prepard el master mix de transcripcion inversa, el cual incluye la
enzima QuantiTect RT, QuantiTect RT Buffer y RT Primer Mix (oligo-
dT y cebadores random), y se le agregd al RNA molde. Las muestras
fueron incubadas a 42°C por 15min, seguido de inactivacion a 95°C
por 3 min. Un volumen final de 20 yL de cDNA fue almacenado a
—-20°C hasta su uso en RT-qgPCR.
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Analisis de expresion de receptores de quimiocinas mediante RT-
gPCR en lineas celulares prostaticas

Los perfiles de expresion transcripcionales para los miembros de
la familia de receptores atipicos de quimiocinas se evaluaron en lineas
celulares mediante RT-qPCR usando el estuche QuantiTect SYBR
Green PCR Master Mix® (Qiagen) y paneles de cebadores para RT-
gPCR (OriGene Technologies, Rockville, MD). Los cebadores incluidos
en los paneles se detallan en la Tabla 11. Las reacciones de PCR
para cada muestra se efectuaron en triplicados con QuantiTect SYBR®
Green PCR Master Mix® (QIAGEN) en un equipo StepOne Real-Time
PCR System® (Applied Biosystems), con un paso de desnaturalizacion
inicial a 95°C por 15 min, seguido de 40 ciclos de amplificacion. Los
cambios en la expresion para cada gen blanco en la linea metastasica
PC-3 fueron calculados con el programa Sequence Detection System
2.1® (Applied Biosystems), usando el método comparativo CT (2—
AACT) y la linea celular de referencia no tumorigénica PWR-1E. Los
niveles de expresion para cada gen fueron normalizados con los
niveles de expresion de los genes de referencia HPRT1y B-actina. Se
adquirieron curvas de fusion para todas las muestras para monitorear
la calidad de las reacciones. La significancia estadistica de las
diferencias en expresion génica se calculé con la prueba t, usando
el paquete estadistico GraphPad Prism (GraphPad Software Inc,
San Diego, CA, USA), con un p < 0.05 considerado estadisticamente
significativo.

Inmunohistoquimica del receptor atipico de quimiocinas CCRL2
en lineas celulares

La deteccién de la proteina CCRL2 se efectué con el anticuerpo
anti-human-CCRL2 (ab167114, abcam®) y el sistema de deteccién
EXPOSE Mouse y Rabbit Specific HRP/AEC Detection IHC (ab93686,
abcam®). En detalle, 1 x 104 células/ml fueron sembradas por 18
horas en medio de cultivo en platos de Petri con fondo de vidrio
(FluoroDish TM, World Precision Instruments, Inc). Cuando se alcanzoé
una confluencia de ~70%, los platos se enjuagaron con PBS y se
fijaron en 4% paraformaldehido/PBS por 10 min, y fueron lavados tres
veces en PBS. Los sitios de union inespecificos fueron bloqueados
con reactivo de bloqueo de proteinas por 10 min a temperatura
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ambiente. Luego se adiciond anticuerpo primario monoclonal de ratén/
IgG, dirigido contra CCRL2 humano, diluido en reactivo UltraClean
Diluent® (Thermo Scientific) (1:100) e incubado a 4° C por 18 horas.
Luego, los platos fueron lavados por 5 minutos tres veces con PBS-T,
incubados 10 minutos con Mouse Specifying Reagent, enjuagado
dos veces en buffer, y posteriormente incubados con solucion de
HRP conjugado (peroxidasa de rabano picante) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Después del lavado, la unidn al anticuerpo se
detectd con sustrato cromogénico AEC (3-amino-9-ethyl-carbazole).
Los controles negativos se prepararon en las mismas condiciones
omitiendo la adicion del anticuerpo primario solamente. Los nucleos de
las células fueron contratefiidos con hematoxilina (Sigma-Aldrich®). La
intensidad de la tincion fue evaluada por un patélogo sin conocimiento
del tipo celular presente en cada placa, usando una magnificacion final
de 100X y 400X con un microscopio Eclipse 400 conectado a una
camara DSFi1® (Nikon, Japan). A la intensidad de la tincién se le dio
un puntaje usando el software NIS-Elements-3.0° y se clasific6 como
fuerte, débil, o ausente.

Diseno y construccion de los microarreglos de tejidos (TMA)

La expresion de la proteina CCRL2 fue evaluada usando un
TMA construido con muestras clinicas de tejido prostatico FFPE.
El TMA fue construido a partir de especimenes de prostatectomia
radical y prostatectomia transuretral, obtenidos de los archivos del
Departamento de Patologia del Hospital Universitario del Caribe,
Cartagena, a partir de 47 pacientes con un diagndstico previo de
adenocarcinoma prostatico localizado, quienes fueron sometidos a
reseccion quirdrgica como su unico tratamiento. Los especimenes
de tejido prostatico fueron obtenidos con la aprobacion ética local,
y los estudios se efectuaron siguiendo las consideraciones de la
Declaracion de Helsinki. Los especimenes clinicos fueron clasificados
en tejido prostatico benigno y tejido con adenocarcinoma prostata, con
base en los reportes patologicos de los respectivos pacientes. Para la
construcciondel TMAse usaron cilindros de 0.6 mm de tejido clasificados
como adenocarcinoma o como tejido no neoplasico obtenidos de los
bloques donantes (Fedor y De Marzo, 2005), se realizaron secciones
de 4 um del bloque del TMA, y que fueron tefiidos con H&E para revisar
la histopatologia de cada tejido. El procesamiento del TMA se realizé
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en las instalaciones de Servicios de Tejidos de Oncologia de Johns
Hopkins University, en el Centro Regional de Investigacion Oncolégica
(Regional Oncology Research Center, Baltimore, MD, USA). La Tabla
12 muestra el numero de cilindros agrupados por tipo de tejido.

Evaluacion inmunohistoquimica del TMA y andlisis de los datos

Para evaluar la expresion de la proteina CCRL2 en las muestras
de adenocarcinoma prostatico y tejido prostatico benigno, se realizaron
secciones de 4 um del bloque del TMA, que se sometieron a analisis
inmunohistoquimico. Los cortes del TMA fueron desparafinizados
en xilol y rehidratados en alcohol segun protocolos estandarizados.
Luego fueron colocados en vapor por 30 min en buffer de citrato a
pH= 6.0 para desenmascarar los epitopes, fueron incubados en
Hydrogen Peroxide Block y Protein Block (Abcam®, Cambridge, MA,
USA), y luego incubados con anticuerpo monoclonal primario de ratén
/IgG, dirigido contra CCRL2 humano (ab167114, abcam®) diluido en
UltraClean Diluent® (Thermo Scientific) (1:100) a 4°C por 18 horas.
Posteriormente, los cortes fueron lavados por 5 minutos por tres
veces con PBS-T, incubados por 10 minutos con Mouse Specifying
Reagent®, enjuagados dos veces en buffer, e incubados por 15
minutos a temperatura ambiente en solucion de HRP conjugada.
Después del lavado, la unién al anticuerpo fue detectada usando
sustrato cromogénico DAB (3-3’-diamino-benzidina). Los cortes de
control negativo fueron incubados en las mismas condiciones en
ausencia del anticuerpo primario. Todos los cortes se contratifieron
con hematoxilina, se deshidrataron, y se montaron. Las imagenes de
los cortes tefidos se capturaron con una magnificacion final de 100X
y 400X usando un microscopio Eclipse 400 conectado a una camara
DS-Fi1 (Nikon, Japan). Para cuantificar la expresion de la proteina
CCRL2 en cada caso representado en el TMA, la inmunotincién fue
calificada microscopicamente evaluando el porcentaje de células
epiteliales luminales con tincion positiva, para obtener un H-Score-
final. La prueba de Mann Whitney se usé para comparar los valores de
H-Score- entre los grupos tejido prostatico benigno y adenocarcinoma
prostatico, usando el programa GraphPad Prism® v5.00 (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA); un valor de p < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. La evaluacion de la intensidad de
la inmunotincién en los cilindros con tejido prostatico benigno y los
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cilindros con adenocarcinoma fue realizada por dos patdlogos en
forma ciega e independiente.

Tabla 11. Secuencias de los cebadores para los ensayos de PCR
(Origene Technologies)

Receptores atipicos de Pares de cebadores
quimiocinas (Forward/Reverse)

GGGCTGAAGAAGGCATTGGGTA/

ACKR1 (DARC
( ) CTTGGACCTCACCAGGAAATCC

GACTACGCACTCCAGGTAACAG /

ACKR2 (D6) AAGCCTTCAGGTACTGGCGGAA

CCAAGACCACAGGCTATGACAC/

ACKR3 (CXCR7) TGGTTGTGCTGCACGAGACTGA

GTCTCTGGAATGCAGTTTCTGGC /

ACKR4 (CCRL1) GGTATGCTCAGCAAGATGGCAG

TGCCGCTGTTTCCATCTGCGTA/

ACKRS5 (CCRL2
( ) ACACTTCGGTGGAATGGTCAGG

Tabla 12. Niumero de cilindros de tejido/lesion incluidos en el TMA

Tipo de tejido/lesion Numero de cilindros

Tejido prostatico benigno 95
Adenocarcinoma prostatico 136

Numero total de cilindros 231
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Resultados

Expresion transcripcional de receptores atipicos de quimiocinas
en células PC-3

Los datos de expresion de receptores atipicos de quimiocinas se
analizaron mediante RT-qPCR en células PC-3 y se presentan en la
Tabla 13. La comparacion con la expresion en células PWR-1E, mostro
que dos de los cinco genes codificantes de los receptores atipicos
de quimiocinas se encontraron sobre-expresados (ACKR3/CXCR7
y CCRL2) mientras que los otros tres estuvieron subexpresados
(ACKR1/DARC, ACKR2/D6, y ACKR4/CCRL1), en las células PC-3.

Inmunocitoquimica de CCRL2 en lineas celulares

Ya que los niveles transcripcionales de CCRL2 mostraron una
mayor expresion diferencial, este gen fue seleccionado para andlisis
adicional a nivel de proteina en la linea cancerosa PC-3 y en la linea
no tumorigénica PWR-1E. La tincion inmunocistoquimica reveld
sobreexpresion de CCRL2 en las células PC-3 comparado con las
células notumorigénicas PWR-1E (Figura 31). Adiferenciade las células
no tumorigénicas PWR-1E que no mostraron tincién citoplasmatica,
las células PC3 mostraron una fuerte tincién citoplasmatica, indicativa
de un alto nivel de expresién. Los datos indicaron que la tincién para
CCRL2 fue significativamente mas fuerte en la linea celular cancerosa,
comparada con la linea no tumorigénica.

Expresion de la proteina CCRL2 en un microarreglo de tejidos
prostaticos humanos

La expresion de la proteina CCRL2 fue evaluada mediante IHQ
en un TMA construido con 231 cilindros de tejido prostatico benigno y
tejido prostatico canceroso obtenido de 47 pacientes. La evaluacion
inmunohistoquimica mostré que la tincion de CCRL2 estuvo presente
predominantemente en el citoplasma de las células prostaticas
cancerosas. Cuando se compararon con las células epiteliales benignas
en el tejido prostatico benigno se observé que la expresién de CCRL2
fue mayor en las células epiteliales tumorales en los cilindros con
adenocarcinoma (p<0.0001). La prueba de Mann Whitney mostré una
diferencia significativa en la tincion entre el tejido benigno y el tejido
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canceroso (p<0.0001). Se encontré una media mas alta en el puntaje
de tincién inmunohistoquimica en el adenocarcinoma (189.0, 95% ClI:
176.6-201.4), comparada con la tincién en tejido prostatico benigno
(124.3, 95% CI: 115.0-133.6). Los resultados de la inmunotincién de
CCRL2 en el TMA se muestran en la Figura 32.
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Figura 31. Expresion de la proteina CCRL2 en lineas celulares
prostaticas. La expresion a nivel de proteina fue evaluada mediante
inmunocitoquimica. Las células fueron incubadas con anticuerpo monoclonal
IgG de raton dirigido contra la proteina CCRL2 humana, seguido de incubacion
con el anticuerpo secundario respectivo. La deteccion de la sefial fue efectuada
con el sistema de deteccion EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/AEC
Detection IHC system. Células PWR-1E con tincion citoplasmatica negativa
(A). Células PC-3 con fuerte tincion citoplasmatica (C). Las células tefiidas en
ausencia de anticuerpo primario sirvieron como control negativo para cada
linea celular: PWR-1E (B); PC3 (D); Magnificacion: 400X. Coloracion café:
AEC. Coloracién azul: Hematoxilina.
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Figura 32. Tincién inmunohistoquimica de CCRL2 en tejido
prostatico benigno y adenocarcinoma prostatico en un microarreglo
de tejido prostatico humano. Cilindro de tejido prostatico benigno de
una seccion de tejido de prostatectomia con tincion H&E 100X (A), tincion
inmunohistoquimica de CCRL2 mostrando tincién ausente a moderada en el
compartimiento epitelial (B, C). Adenocarcinoma prostatico de una seccion de
tejido de prostatectomia con tincién H&E 100X (D), tinciéon inmunohistoquimica
de CCRL2 mostrando fuerte tincion en el compartimiento tumoral (E, F).
H-score de la tincién inmunohistoquimica en los tejidos prostaticos (G). BPT:
Tejido prostatico benigno, CaP: Adenocarcinoma prostatico
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Tabla 13. Datos de expresiéon analizados mediante RT-qPCR en
células PC-3

Receptores atipicos de = PWR-1E PC-3 FC
quimiocinas
CT CT
ACKR1(DARC) 31,95 ND NA
ACKR2(D6) 33,95 34,95 -4,70
ACKR3 (CXCRY7) 33,95 29,93 6,86
ACKR4(CCRL1) 30,95 32,94 -9,34
ACKR5 (CCRL2) 36,99 24,95 6758,56

Los valores de “Fold-Change” (FC) fueron calculados usando el
método 2PPCT. Para “fold changes” <1, el valor negativo inverso del
resultado se reporta como disminucién de la expresion. Los valores p
fueron calculados por prueba t (dos colas, para muestras triplicadas)
mediante comparacion de los “fold changes” en la linea celular PC-3
relativo a la linea celular PWR-1E. Los transcritos génicos con CT > 37
se consideraron como no detectados (ND).

Discusién

El objetivo de este estudio fue investigar el patrén de expresion
de los receptores atipicos de quimiocinas en lineas celulares y tejido
prostatico canceroso. Nuestros resultados de RT-gPCR mostraron
expresion diferencial de estos receptores en las células PC-3
metastasicas comparadas con las células no tumorigénicas PWR-1E.
ACKR1, previamente conocido como DARC, no fue detectado, mientras
que ACKR2 (D6) y ACKR4 (CCRL1) estuvieron subexpresados en las
células PC-3. DARC funciona a través de la unién de quimiocinas del
grupo CXC que poseen una secuencia amino terminal Glu-Leu-Arg
conocido como el motivo ELR (Szabo et al., 1995). Varios estudios
han reportado que el motivo ELR es responsable de las propiedades
angiogénicas de las quimiocinas CXC que lo portan (Strieter et al.,
1995; Belperio et al., 2000). La expresion de quimiocinas CXC ELR+
ha sido demostrada en células de cancer prostatico y niveles elevados
de estas quimiocinas han sido encontrados en tumores de pacientes
con cancer de prostata (Ferrer et al., 1998). DARC pudiera funcionar
principalmente mediante el secuestro de quimiocinas angiogénicas y
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la subsecuente inhibiciéon de la neovascularizacion tumoral (Wang et
al., 2006). Por lo tanto, la falta de expresion de DARC en las células
PC-3 pudiera funcionar como un regulador positivo para el crecimiento
o la metastasis, como ha sido sugerido en el cancer de mama (Wang
et al. 2006). En forma similar, respecto a la expresién de D6, los
resultados experimentales sugieren que D6 es un regulador negativo
del crecimiento en cancer pulmonar, principalmente a través del
secuestro de quimiocinas especificas (Wu et al., 2013). En contraste, la
funcion in vivo de ACKR4 (CCRL1) es aun desconocida. Este receptor
atipico de quimiocinas es capaz de unirse y secuestrar quimiocinas
homeostaticas como CCL19, CCL21, y CCL25, sin demostrar ningun
tipo de sefializacién clasica de quimiocinas. Ya que estas quimiocinas
estan involucradas en el desarrollo del cancer y la metastasis, ACKR4
pudiera tener funcidn inhibitoria en la proliferacion y la invasion de las
células cancerosas (Ulvmar et al., 2011; Parsi et al., 2016).

Por otra parte, las células PC-3 en este estudio mostraron
sobreexpresion de los receptores atipicos de quimiocinas ACKR3
(CXCR7) y ACKR5 (CCRL2). CXCR7 es un receptor de doble
especificidad que se une con alta afinidad a las quimiocinas CXCL12
y CXCL11 (Ulvmar et al., 2011); su sobre regulacion ha sido reportada
en diferentes tipos de tumores donde este receptor pudiera tener
una funcién en el crecimiento celular tumoral, la supervivencia, y las
metastasis (Burns et al. 2006; Sun et al. 2010). CXCR7 también se
encuentra expresado a altos niveles en la vasculatura asociada al
tumor, por lo cual es posible que cumpla un papel de importancia en la
angiogénesis tumoral (Maishi et al., 2012).

La expresion de CCRL2 ha sido previamente reportada en lineas
celulares y tejidos de mama (Wang et al., 2015), glioblastoma (Yin
et al., 2012), glandulas salivales (Mays et al., 2016), colon y recto
(Akram et al., 2016). La expresion y funcion de CCRL2 en cancer
no es clara en la actualidad. Dependiendo del tipo celular, CCRL2
puede comportarse como un supresor de tumores (Wang et al. 2015)
0 puede promover la migracion celular y la invasion (Yin et al., 2012).
Hasta ahora no se conocian datos de la expresién del receptor atipico
de quimiocinas CCRLZ2 y su implicacién en el cancer de prostata.
Nuestros resultados muestran que la linea celular metastasica
PC-3 expresa niveles significativamente mas altos de mRNA y de
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proteina CCRL2 comparada con la linea no tumorigénica PWR-1E.
Ademas, la inmunohistoquimica de los especimenes de tejidos de
cancer prostatico estudiados en el TMA, revelé que la expresion de
CCRL2 fue significativamente mas fuerte en las células epiteliales de
los acinos cancerosos comparadas con las células epiteliales de los
acinos benignos adyacentes pareados del mismo paciente. En este
punto, los efectos fisioldgicos de la expresion de CCRL2 en las células
epiteliales cancerosas no son claros.

En este trabajo reportamos por primera vez la expresion
elevada del receptor de quimiocinas CCRL2 en lineas celulares
prostaticas cancerosas y en muestras clinicas de cancer de prostata.
Los hallazgos claves de este estudio constituyen un punto de inicio
para estudios subsiguientes dirigidos a esclarecer el papel biolégico
y las implicaciones clinicas de la expresion de CCRL2 en este tipo
de cancer. El entendimiento claro de la via de sefalizacion corriente
abajo, y de la utilidad potencial de CCRL2 como blanco terapéutico
o0 como biomarcador del adenocarcinoma prostatico requiere de la
realizacién de estudios adicionales.

Conclusiones

CCRL2 es un receptor heptahélico que comparte gran homologia
con los receptores de quimiocinas CCR1 y CCR5 (Otero et al.,
2010). El gen que codifica CCRLZ2 se encuentra localizado sobre el
cromosoma 3p21 cercano a genes de receptores de quimiocinas de
motivo CC (Yoshimura et al., 2011). Para nuestro conocimiento, estos
resultados son la primera evidencia de expresion de dicho receptor
en el adenocarcinoma prostatico, pues, solo se habia encontrado
expresado en la mayoria de las células hematopoyéticas incluyendo
monocitos, macréfagos, PMNSs, células T, células B, células NK entre
otras, siendo en algunas de estas células de expresion constitutiva en
tanto que, en otras, como los linfocitos B, su expresion es inducida por
estimulos inflamatorios (Yoshimura et al., 2011). En modelos murinos
se ha detectado la expresion de este gen tanto en astrocitos como
microglia en respuesta a estimulacién con LPS (Zuurman et al., 2003),
y de manera constitutiva en el epitelio bronquial (Oostendorp et al.
2004). CCRL2 carece del motivo DRYLAQIV en el asa intracelular lo
que es caracteristico de los receptores de sefializacion, por lo que
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ha sido catalogado como un receptor silente (Zabel et al., 2008). Su
ligando conocido y mas estudiado es Chemerin, y se ha propuesto
que su funcién es la de concentrar e incrementar los niveles de esta
molécula y hacerla accesible para que interactie con su receptor
de senalizacion CMKLR1 (Zabel et al., 2008), lo que conlleva a
amplificacién de la respuesta inflamatoria (Yoshimura et al., 2011).
Otro aspecto importante referente al gen CCRL2 es que presenta dos
variantes transcripcionales que difieren principalmente a nivel de la
5 UTR y de la region codificante. Con base en esto evaluamos si los
cebadores provistos en el panel eran especificos para alguna de las
variantes y determinamos que se unian indistintamente a cualquiera
de las secuencias, por lo que es probable que los altos valores de ‘Fold
Change’ obtenidos se deban a sobreexpresion de ambas variantes o
de una en particular. Para aclarar este punto es necesario entonces
determinar mediante cebadores especificos para variantes cual de las
opciones es la correcta.
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