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PERFIL DE EXPRESION DE QUIMIOCINAS PROINFLAMATORIAS EN LINEAS
CELULARES DE CANCER DE PROSTATA Y EN SUERO DE PACIENTES CON
HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA Y CANCER DE PROSTATA

Resumen:

La inflamacion prostatica asintomatica es de considerable importancia en la investigacion
biomédica debido a su asociacion con dos condiciones urologicas comunes en el adulto mayor:
el cancer de prostata y la hiperplasia prostatica benigna. De otra manera, los mecanismos
celulares y moleculares involucrados con la hiperplasia benigna y el cancer de préstata no son
del todo comprendidos, aunque las quimiocinas han mostrado tener un papel clave en el
establecimiento de las mismas. Se encontré un perfil de expresion diferencial de quimiocinas
proinflamatorias en sobrenadantes y exosomas de lineas celulares de cancer de préstata con
distintos potenciales metastasico. Dentro de este se encontraron quimiocinas no descritas
previamente en el cancer de prostata, las cuales han evidenciado participar en procesos de
inmunologia tumoral y metastasis en otros tipos de tumores sdlidos. De otra parte los pacientes
con hiperplasia prostéatica benigna mostraron un moderado perfil inflamatorio dominado por las
guimiocinas CCL5 y CCL22.

Palabras clave: Quimiocinas, Adenocarcinoma prostatico, Hiperplasia prostética benigna.



EXPRESSION PROFILES OF PROINFLAMMATORY CHEMOKINES IN PROSTATE
CANCER CELL LINES AND PATIENTS WITH BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA
AND PROSTATE CANCER

Abstract:

Asymptomatic prostate inflammation is of considerable importance in biomedical research
because of its association with two common urological conditions in the elderly: prostate cancer
and benign prostatic hyperplasia. Otherwise, the cellular and molecular mechanisms involved
with BPH and prostate cancer are not completely understood, although chemokines have been
shown play a key role in establishing the same. A profile of differential expression of
proinflammatory chemokines in supernatants of cell lines and exosomes of prostate cancer with
different metastatic potential was found. Within this chemokines they were found not previously
described in prostate cancer, which have shown to participate in processes of tumor immunology
and metastases in other types of solid tumors. On the other hand patients with benign prostatic
hyperplasia showed a moderate inflammatory profile dominated by chemokines CCL5 and
CCL22

Key words: Chemokines, prostate cancer, benign prostatic hyperplasia.



INTRODUCCION

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) y el cancer de préstata (CaP) son las enfermedades
mas comunes de la glandula prostética, las cuales representan una carga significativa para
el paciente y para los sistemas de cuidado en salud de muchos paises del mundo. Ambas
son enfermedades cronicas con una larga evolucion, caracterizados por lesiones

precursoras y de lenta progresion (1).

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

histolégicas.

La HPB es definida como un agrandamiento benigno de la glandula prostatica (2). Aunque
la manifestacion clinica de la enfermedad consiste en un perfil de sintomas caracterizado
como sintomas del tracto urinario bajo (lower urinary tract symptoms, LUTS), la enfermedad
incluye una proliferacion benigna tanto de los compartimientos epiteliales como
estromales.(2). La prevalencia se incrementa desde un 25% en hombres entre los 40 a 49
afios de edad, a mas del 80% en hombres entre 70 a 79 afios de edad (3). Estudios
recientes han asociado alteraciones complejas implicadas en procesos inflamatorios

cronicos y de reparacion de heridas con la etiologia de la enfermedad (4).

Por su parte, con 13 millones de casos nuevos alrededor del mundo cada afo, el CaP es
un serio problema de salud publica. Este cancer es comun en hombres mayores de 50 afios
y es la sexta causa de muerte relacionada con cancer en hombres de todo el mundo. Asi
como otros canceres, el de prostata es multifactorial, con factores de riesgo no modificables
como la herencia, la etnicidad y la localizacién geografica, pero con factores de riesgo
modificables como la dieta (5). Aunque los estudios moleculares, experimentales, y datos
clinicos sugieren que la inflamacion puede contribuir o promover la carcinogénesis de la

préstata, el enlace etioldégico no ha sido establecido plenamente (6).

A. HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA Y CANCER DE PROSTATA



La hiperplasia prostéatica benigna (HPB) y el cancer de proéstata (CaP) son dos condiciones
clinicas consideradas enfermedades crénicas con aparicion temprana y de progresion lenta
(7). La HPB es una de las enfermedades proliferativas mas frecuente que afectan a varones
de edad madura y avanzada(8, 9), mientras que el CaP es uno de los canceres mas
comunes en varones adultos y representa una causa de muerte por cancer en hombres
alrededor del mundo (10, 11).

La HPB y el CaP no poseen unas relaciones genéticas y moleculares claras lo que por tanto
se considera que ambas condiciones presentan vias patogénicas diferentes (12). Durante
el desarrollo de CaP e HPB, ocurren interacciones entre el epitelio y el estroma, los cuales
resultan en la formacion de un estroma reactivo (13, 14). Las dos enfermedades se originan
en diferentes areas de la prostata: la HPB se forma en la zona transicional y en la zona
central de la glandula, mientras que el CaP proviene de la zona periférica. La HPB es una
enfermedad afecta a mas del 50% de hombres de 60 afios de edad, y es causa de millones
de délares en gastos de cuidado de la salud para el tratamiento de sintomas del tracto

urinario inferior y la obstruccion urinaria (15). .

La inflamacion crénica causa hipoxia local, 1o que conduce a la liberacion de ROS y 6xido
nitrico (NO). El estrés oxidativo dispara los niveles de acido araquidoénico, que por medio de
las ciclo-oxigenasas son convertidas a prostaglandinas, los cuales juegan un papel
importante en la regulacion de la proliferacion celular (16). Adicionalmente, la hipoxia
dispara la liberacion de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que estimula la
neovascularizacion y la diferenciacion de fibroblastos, los cuales son factores promotores
de la HPB o del CaP (7).

El CaP es el cancer no cutaneo mas frecuente en varones en Estados Unidos y es el
segundo cancer mas frecuente después del cancer de pulmon en hombres alrededor del
mundo. En términos de mortalidad, este cancer ocupa el segundo lugar en los Estados
Unidos y es la sexta causa de muerte por cancer a nivel mundial. Cada afio mueren
aproximadamente 30,000 hombres en los Estados Unidos y mas de 250,000 hombres
alrededor del mundo(17, 18). Datos recientes de supervivencia relativos en los Estados
Unidos indican que aproximadamente 1 en 11 (9%) pacientes con CaP falleceran de la

enfermedad en un periodo de 15 afios después del diagndstico (19). Hay tres factores de

10



riesgo no modificables para el cancer de préstata: edad, raza, y la historia familiar. Ademas,
existen factores modificables o de comportamiento que han sido asociados con el riego de
padecer de este cancer. Aunque no haya sido establecido firmemente, factores como la
actividad fisica y el consumo frecuente de tomates y otros vegetales han sido establecidos
como protectores. Por el contrario, la ingesta de productos lacteos y carnes rojas puede

incrementar el riesgo a contraer este cancer(20).

Mas alla del papel permisivo de las hormonas sexuales, la fisiopatologia de HPB y de CaP
permanecen basicamente desconocidos. Aunque la edad es el principal factor de riesgo
para el desarrollo de ambas condiciones, varios factores juegan un papel importante (ej.,
mediadores inflamatorios, hormonas, factores dietarios, genes inflamatorios, y estrés

oxidativo), por lo tanto no existe un consenso de la causa primaria.

B. QUIMIOCINAS, INFLAMACION, Y ASOCIACION CON HPB Y CaP

La familia de quimiocinas esta compuesta de 50 proteinas de bajo peso molecular, cuya
principal funcién es la regulacion del trafico de leucocitos en condiciones fisioldgicas y
patoldgicas. Todas las quimiocinas se unen a receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
gue son expresadas predominantemente por leucocitos. Una de las principales
caracteristicas del “mundo de las quimiocinas” es que la mayoria de ellas se unen a mas de
un receptor, y en paralelo, muchos receptores tienen alta afinidad por varios ligandos (21-
25). Las quimiocinas y sus receptores son esenciales para la integridad de la respuesta
inmune del huésped. (Figura 1). Las quimiocinas se dividen en sub-grupos de acuerdo a
criterios estructurales y funcionales. Estructuralmente, la categorizacion esti basada en el
namero y localizacién de residuos de cisteina en el extremo N de las moléculas, dividiendo
a las quimiocinas en cuatro principales sub-grupos: CXC, CC, CX3, y C, en donde las mas
numerosas son las de los sub-grupos CXC y CC. Afos después de una terminologia
confusa, un nuevo sistema de nomenclatura fue establecido por Zlotnik y Yoshie.(26), la
cual esta basada en una clasificacion estructural. En paralelo, funcionalmente, las

guimiocinas son divididas en dos grupos, homeostéticas e inflamatorias.
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FIGURA 1. QUIMIOCINAS: LIGANDOS Y RECEPTORES.

Tomado de: Annelien J.M. Zweemer, Jimita Toraskar, Laura H. Heitman, and Adriaan P. IJzerman. Trends in

Immunology, June 2014, Vol 35, No 6.

Estudios indican que una variedad de quimiocinas son secretadas por el microambiente
prostatico como consecuencia de disrupciones en la homeostasis del tejido normal debido
al proceso de envejecimiento o a la respuesta inflamatoria. La acumulacién de fibroblastos
estromales senescentes, y, posiblemente, células epiteliales, pueden servir como fuerzas
potenciales que conducen a la secrecidbn de quimiocinas en el envejecimiento y en el

agrandamiento de la préstata. Las quimiocinas pueden estimular poderosas vias de



transduccion de sefiales pro-proliferativas y asi funcionar como potentes factores de

crecimiento en el desarrollo y progresion de la HPB (27).
C. MICROAMBIENTE INFLAMATORIO DE LA PROSTATA

Numerosas observaciones sugieren que el microambiente inflamatorio puede estar
asociado con la iniciacion de la tumorigénesis de la prostata. Las células epiteliales de la
préstata que han sufrido atrofia focal inflamatoria pueden producir mediadores que generan
un microambiente inflamatorio lo que permite a las células sufrir una transformacion
neoplasica (7, 28). EI microambiente inflamatorio pudiera influir en estados tempranos del
CaP. La presencia de células inflamatorias cronicas (y sus mediadores) puede indicar la
induccion a metastasis y progresion al fenotipo resistente a castracion. Las evidencias
muestran que cada una de las células linfoides y mieloides se encuentran involucradas en

la carcinogénesis de la préstata y/o en la invasion del tumor y en la metastasis (Figura 2).
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FIGURA 2. CELULAS INFLAMATORIAS INVOLUCRADAS EN PROGRESION DE
CANCER DE PROSTATA.

Tomado de: Dinesh Thapa, Rita Ghosh. Biochemical Pharmacology 94(2015) 53-62.
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Los mediadores inflamatorios, tales como las citoquinas y quimiocinas son moléculas
criticas en vias de sefializacion que conducen a la comunicacion entre células epiteliales
malignas y el microambiente circundante contribuyendo asi a las multiples marcas del
cancer. Su regulacion estd mediada por factores de transcripcion especificos. La activacion
de la sefalizacion amplifica la expresion de mediadores inflamatorios seguidas de
acumulacion de células del sistema inmune, los cuales en conjunto inducen la inflamacion

asociada a tumores y la desregulacion de la homeostasis
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FIGURA 3. MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS INDUCEN MULTIPLES VIAS DE
SENALIZACION EN EL MICROAMBIENTE DE LA PROSTATA.

Tomado de: Dinesh Thapa, Rita Ghosh. Biochemical Pharmacology 94(2015) 53-62.

D. METASTASIS DEL CANCER DE PROSTATA, QUIMIOCINAS Y
EXOSOMAS

La principal causa de mortalidad en pacientes con cancer es el desarrollo de metastasis,
siendo éste el proceso que le permite a la célula cancerigena diseminarse en el cuerpo,
estableciendo nuevas colonias en érganos distantes al sitio de origen(29) . Ciertos tumores
sélidos presentan patrones de diseminacion preferencial a algunos 6rganos, dicho patron
ha sido llamado metastasis organo-especifica, dentro de estos, destacan: el cancer de
mama, el de prostata, colorectal, y de pulmén(30). En el caso particular del CaP, el principal
sitio de metastasis es el sistema 6seo. El desarrollo de lesiones metastésicas en este sitio

altera la homeostasis del hueso conllevando en este caso a la formacidon de lesiones
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osteoblasticas(30). 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 (31). Gracias a su pequeiio tamafio, los exosomas evaden el aclaramiento
impuesto por el sistema fagocitico mononuclear a particulas mayores a 100 nm, con lo que
maximizan su tiempo de circulacién lo que favorece su funcion en la comunicacion

intercelular a nivel sistémico(32).

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 liberacion de exosomas puede ser demostrada en muchos tipos
celulares en proliferacion, se ha encontrado que su liberacion es mayor en las células
tumorales, lo que se evidencia por su elevada proporcion en el plasma, liquido ascitico, y
efusiones pleurales de pacientes con cancer (33, 34). Estas caracteristicas han llevado a
diversos investigadores a proponer a los exosomas como potenciales biomarcadores
diagnésticos o prondsticos e incluso las vias de la biogénesis de exosomas se han sefialado

como posibles fuentes de blancos terapéuticos(35).

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 o por transferencia de moléculas, ya sea proteinas o0 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 (36-43). Sin embargo, los mecanismos responsables de la exocitosis de
guimiocinas/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 reciente en exosomas apunta a que estas estructuras conllevan un gran
potencial para ser usadas en la identificacion de pacientes con probabilidades de desarrollar
metastasis, a la vez que el proceso de biogénesis de exosomas pudiera proporcionar

nuevos blancos para terapia anti-metastésicas (44, 45).
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METODOLOGIA
A. DISENO METODOLOGICO

Se realizd un estudio observacional en el cual se determinaron, mediante ensayos ELISA
multiples e individuales, los perfiles de expresion de un panel de quimiocinas
proinflamatorias, en el sobrenadante y en los exosomas de células humanas de epitelio
prostético, canceroso y no tumorigénico, mantenidos en condiciones estandares de cultivo
in vitro. Adicionalmente, se analizaron los niveles de las mismas quimiocinas
proinflamatorias, en mezclas (“pool”) de muestras de suero de pacientes diagnosticados con
HPB o con CaP.

B. LINEAS CELULARES

Se utilizaron las lineas celulares LNCaP, PC-3 y PWR-1E, las cuales se obtuvieron de la
ATCC (American Type Culture Collection; Manassas, VA, USA). La linea LNCaP fue
derivada de un ganglio linfatico en un paciente con CaP hormono-dependiente, quien
presentaba metastasis a ganglios linfaticos(46), por lo cual representa un modelo de
metastasis a ganglio, con baja agresividad (47). La linea PC-3 fue aislada de una lesion
metastasica en vertebra de un paciente con CaP hormono-independiente(48), y representa
un modelo de metastasis 0sea de alta agresividad (49-52). LNCaP y PC-3 representan
modelos in vitro de CaP humano ampliamente usadas, tienen caracteristicas establecidas
similares al CaP clinico, y derivan de diferentes sitios metastésicos, por lo que permiten
estudiar los mecanismos de progresion y metastasis del CaP. La linea celular PWR-1E se
usé como referencia, ya que es una linea celular inmortalizada, no tumorigénica, que
presenta caracteristicas de células epiteliales normales de préstata, incluyendo la expresion
del receptor de androgeno y la induccion de la expresion de PSA en respuesta a androgenos
(53). LNCaP y PC-3 fueron mantenidas en medio RPMI-1640, suplementado con 1% de L-
glutamina y 10% de suero fetal bovino (FBS), mientras que PWR-1E se mantuvo en medio
de cultivo para queratinocitos libre de suero. Todos los cultivos fueron mantenidos en un

ambiente humidificado a una temperatura de 37°C y 5% de CO..
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C. ESPECIMENES CLINICOS

Se prepararon mezclas de sueros de pacientes para evaluar los niveles de expresion de
guimiocinas proinflamatorias. Una mezcla se preparoé a partir de cantidades equivalentes de
suero de pacientes con HPB (n=9) y la otra con cantidades equivalentes de sueros de
pacientes con CaP (n=9). Estas muestras se obtuvieron de pacientes que participaron del
proyecto “Evaluacion de genes candidatos a biomarcadores de metastasis del cancer
de prostata” ejecutado por parte del grupo de Genética y Biologia Molecular de la
Universidad de Cartagena. Dichas muestras se mantuvieron almacenadas a -80°C hasta su
utilizacién en los ensayos de cuantificacion por ELISA mdultiple. Se analizaron sueros de
pacientes que fueron diagnosticados con cancer de prostata o hiperplasia prostatica
benigna, de quienes se contd con informacién referente a diagnostico histolégico, datos

epidemioldgicos y clinicos.

D. AISLAMIENTO DE EXOSOMAS LIBERADOS DE CELULAS EN CULTIVO

Las lineas celulares LNCaP y PC-3 se cultivaron en RPMI-1640 suplementado con 1% de
L-glutamina y 10% FBS, hasta alcanzar el 70% de confluencia. En este momento se cambio
el medio por RPMI-1640 libre de FBS por 12 horas. La linea celular PWR-1E se cultivé en
medio de queratinocitos libre de FBS hasta alcanzar el 70% de confluencia. Se recolect6 el
sobrenadante de los cultivos celulares y se centrifugé a 2000 x g por 30 minutos para
eliminar restos celulares y desechos, y se transfirio a un nuevo tubo para el aislamiento de
exosomas utilizando el estuche Total Exosome Isolation kit from culture medium
(Invitrogen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los exosomas recuperados
fueron almacenados a -20°C hasta su uso en los ensayos de cuantificacion por ELISA

multiple.

E. ENSAYO ELISA MULTIPLE DE QUIMIOCINAS PROINFLAMATORIAS

La determinacién de los niveles de quimiocinas inflamatorias se evalu6 por el ensayo
enzimatico inmunoabsorbente ELISA multiple (Multi-Analyte ELISArray, QIAGEN) segun las
indicaciones del fabricante. El estuche Multi-Analyte ELISArray analiza un panel de 12
guimiocinas bajo condiciones uniformes. Las quimiocinas incluidas en este ensayo fueron
IL8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3, MIP-1b/CCL4, IP-10/CXCL10, I-
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TAC/CXCL11, MIG/CXCL9, Eotaxin-1/CCL11, TARC/CCL17, MDC/CCL22, vy
GROa/CXCL1. Los controles positivos y negativos también son incluidos en el estuche. Los
resultados son expresados como picogramos por mililitros. El estuche completo ofrece la
mejor combinacion posible de anticuerpos de captura y de deteccién para cada proteina en
el panel y todos los reactivos necesarios para la deteccion colorimétrica. Los niveles de
guimiocinas se midieron en un lector de microplatos (MultiSkan microplate reader, Thermo),

a una absorbancia a 450 nm.

Para la cuantificacion maltiple de las quimiocinas, 50 ul de muestra (solucidon de exosomas,
sobrenadante de cultivo celular, o mezcla de suero, segun correspondiera) fueron
depositados por triplicado en placas de ELISA de 96 pozos cubiertos con anticuerpo
monoclonal especifico para la quimiocina a evaluar, incubados por 2 hrs a 18-25°C y lavados
tres veces; seguidamente a cada pozo se le agregé 50 ul de anticuerpo marcado con biotina
y 100ul de conjugado de estreptavidina-HRP a una dilucién apropiada y se incubé por 30
minutos a 18-25°C. Después de tres lavados, se agrego 100 ul de substrato a cada pozo y
se incubod por 20 minutos a 18-25°C. Finalmente se agregaron 50 ul de solucion de parada
y la intensidad del color se determind a 450 nm usando lector de ELISA. En cada ensayo se

incluyeron los estandares y controles apropiados para la cuantificacion.

Cuantificacion multiple de quimiocinas proinflamatorias en sobrenadantes de células en

cultivo:

Los sobrenadantes fueron recolectados de las células cultivadas en medio libre de suero
por 12 horas. Estos sobrenadantes fueron clarificados por centrifugaciéon a 13,000 rpm por
5 min y los niveles de quimiocinas fueron determinados mediante ensayo ELISA multiple
cuantitativo usando el estuche ‘human chemokine Multi-Analyte ELISArray Kit”
(SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las

muestras se analizaron en triplicados.

e Cuantificacion multiple de quimiocinas proinflamatorias en exosomas aislados de

sobrenadantes de células en cultivo: Aislamiento de proteinas a partir de exosomas.
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Las proteinas contenidas en los exosomas aislados de los sobrenadantes de células en
cultivo se extrajeron con el Total Exosome Protein Isolation Kit (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las proteinas aisladas de los exosomas se utilizaron en
ensayos de ELISA mdltiple para cuantificar los niveles de las quimiocinas proinflamatorias
usando el estuche “human chemokine Multi-Analyte ELISArray Kit” (SABiosciences, Qiagen,
Valencia, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se analizaron
en triplicados. Cada muestra se ajusté para un contenido de proteinas de 1ug/ml con buffer
PBS.

e Cuantificacion mualtiple de quimiocinas proinflamatorias en mezclas de sueros de
pacientes diagnosticados con CaP o HPB:

Las mezclas de suero de pacientes se utilizaron en ensayos de ELISA mdltiple para

cuantificar los niveles de las quimiocinas proinflamatorias usando el estuche “human

chemokine Multi-Analyte ELISArray Kit” (SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA, USA),

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se analizaron en triplicados. Se

utilizé 50 ul de cada mezcla de sueros proveniente del grupo de pacientes con HPB (n=9) y

del grupo de pacientes con CaP (n=9), respectivamente, en triplicados.

F. ENSAYO ELISA INDIVIDUAL DE QUIMIOCINAS PROINFLAMATORIAS EN
SOBRENADANTE DE LINEAS CELULARES EN CULTIVO
Se analizaron los niveles individuales de las quimiocinas proinflamatorias CXCL-8 (IL-8) y

CXCL1 (Groa)en los sobrenadantes de las lineas celulares -cultivadas. Estos
sobrenadantes fueron clarificados por centrifugacion a 13,000 rpm por 5 min y los niveles
de quimiocinas fueron determinados mediante ensayo ELISA individual cuantitativo usando
los estuches IL8 Single Analyte ELISA Kit y GROea Single Analyte ELISArray Kit,
respectivamente (SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA, USA), siguiendo las instrucciones

del fabricante. Las muestras se analizaron en triplicados.
G. ANALISIS ESTADISTICO

La cuantificacién por ELISA de los niveles de quimiocinas en cada muestra se determiné
por extrapolacion de las medias de los valores de absorbancia a partir de la curva obtenida

de los estandares incluidos en los estuches comerciales. Para determinar las diferencias en
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niveles de quimiocinas entre los diferentes grupos, se utilizara la prueba de ANOVA cuando
se comparen mas de dos grupos y la prueba t de student cuando se comparen dos muestras
0 grupos. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.0 (La
Jolla, USA). La t de student fue usada para comparar los promedios de los dos grupos.
Andlisis de ANOVA de dos vias se desarroll6 para evaluar la significancia cuando dos o

mas grupos estan involucrados. Los valores fueron considerados significativos si p<0.05.
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. RESULTADOS.

A. PERFIL DE EXPRESION DE QUIMIOCINAS PROINFLAMATORIAS EN LAS
LINEAS CELULARES DE PROSTATA

Los perfiles de expresion determinados mediante el panel comercial Multi-Analyte
ELISArray para las lineas celulares en cultivo, se observan en la Figura 4 (a nivel de
sobrenadantes) y en la Figura 5 (a nivel de exosomas aislados de sobrenadantes). El
analisis de los niveles de las 12 quimiocinas proinflamatorias muestra que la linea celular
PC3 tuvo altos niveles de expresion de las quimiocinas CXCL1 y CXCLS8, tanto en el
sobrenadante como en los exosomas, mientras que las quimiocinas CCL2 y CXCL10
tuvieron un nivel de expresion moderado. Por su parte, la linea celular LNCaP mostré un
bajo nivel de quimiocinas proinflamatorias en sobrenadante y exosomas, en los que
CXCL10, CXCLS8, y CXCL9 tuvieron los niveles mas altos. En contraste, la linea celular no
tumorigénica PWR-1E mostré un bajo perfil proinflamatorio, en los que los niveles mas altos
fueron presentados por CXCL8 y CXCL10, tanto en exosomas como en sobrenadante.

Proinflammatory Chemokine Profile of

Prostate Cell Lines
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Figura 4. Perfil de quimiocinas proinflamatorias en sobrenadante de lineas celulares de
cancer de préstata.
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Exosomal Proinflammatory Chemokine Profile of
Prostate Cell Lines
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Figura 5. perfil de quimiocinas inflamatorias en exosomas de lineas celulares de
cancer de préstata.

B. NIVELES DE EXPRESION DE LAS QUIMIOCINAS PROINFLAMATORIAS CXCL1
(GRO o) Y CXCLS8 (IL-8) EN LINEAS CELULARES DE PROSTATA.

Para validar los datos obtenidos con el ensayo ELISA mudltiple, se realiz6 la cuantificacion
de la expresién individual de CXCL1 y CXCL8 usando estuches de ELISA individuales para
estas dos quimiocinas (Single Analyte ELISA Array Kit, Qiagen). Los ensayos se realizaron

por triplicado para cada linea celular: PC-3, LNCaP y PWR-1E (linea de referencia).

La Figura 6 muestra los niveles de la quimiocina CXCL1 (Gro o) y la Figura 7 muestra los
niveles de la quimiocina CXCL8 (IL-8) en los sobrenadantes de las lineas celulares de
prostata estudiadas. Se puede observar que los niveles, tanto de CXCL1 como de CXCL8
fueron altamente significativos en PC3, comparado con los niveles en LNCaP y PWR-1E.
No hubo diferencias significativas en los niveles de CXCL1 y CXCL8 en la linea LNCaP

comparado con la linea no tumorigénica PWR-1E, lo que pudiera estar indicando que estas
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guimiocinas proinflamatorias, CXCL1 y CXCL8, se encuentran asociadas al fenotipo

altamente agresivo de las células PC-3.

CXCL1 Level in Prostatic Cell Line Supernatants
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Figura 6. Niveles de cxcll en el sobrenadante de lineas celulares de prostata.
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IL-8 Level in Prostatic Cell Line Supernatants
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Figura 7. Niveles de cxcl8 en el sobrenadante de lineas celulares de prostata.

C. PERFIL DE EXPRESION DE QUIMIOCINAS PROINFLAMATORIAS EN
MEZCLAS DE SUEROS DE PACIENTES

El estuche de ELISA multiple utilizado para analizar los niveles de 12 quimiocinas
proinflamatorias (Multi-Analyte ELISArray, QIAGEN) fue usado para evaluar los niveles de
expresion en una mezcla preparada a partir de cantidades equivalentes de 9 sueros de
pacientes diagnosticados con HPB o con CaP. Los ensayos fueron realizados por triplicado
para cada mezcla de suero (HPB o CaP).

Se encontré que las muestras provenientes de los pacientes con CaP tuvieron un perfil con
niveles elevados de quimiocinas proinflamatorias dominadas por CCL3, CXCL1, CCL5,
CCL4, CXCL8, y CCL2, como lo indica la Figura 8. En contraste, las muestras provenientes



de los pacientes con HPB tuvieron un perfil con niveles moderados de quimiocinas

proinflamatorias, dominadas por CCL5 y CCL22, como lo indica la Figura 9.

La Figura 10 muestra la comparacion de los perfiles de expresion séricos de quimiocinas
proinflamatorias en pacientes con HPB y pacientes con CaP. Se puede apreciar que los
pacientes con CaP tuvieron un perfil de expresiéon de quimiocinas proinflamatorias

significativamente diferente al perfil de los pacientes con HPB.

Por otra parte, la Figura 11 muestra la comparacion de los perfiles de expresion de
guimiocinas proinflamatorias en el suero de pacientes con CaP y la linea celular con fenotipo
altamente metastasico PC-3. Se puede apreciar que los niveles de las quimiocinas CXCL1
y CXCLS8 estuvieron elevados, a niveles comparables, tanto en los pacientes de CaP como
en el sobrenadante de las lineas celulares. Sin embargo, los niveles de las quimiocinas
CCL3, CCL5, CCL4, CCL2. y CCL22 se encontraron muy elevados en el suero de los
pacientes con CaP pero no fueron detectables en el sobrenadante de la linea PC-3. Esto
pudiera indicar que los niveles de estas quimiocinas en los pacientes de CaP provienen de

células diferentes al epitelio tumoral de la préstata.

Una comparacion similar, realizada entre los perfiles séricos de pacientes con HPB y el
sobrenadante de la linea celular PC-3 se muestra en la Figura 12. Se puede apreciar que
los niveles de las quimiocinas CXCL1 y CXCL8 estuvieron muy elevados en el sobrenadante
de la linea celular PC-3, en comparaciéon con el suero de los pacientes con HPB, en los
cuales estas dos quimiocinas se encontraron a niveles comparativamente mucho mas bajos.
En contraste, los pacientes con HPB mostraron niveles elevados de las quimiocinas CCL5
y CCL22, y niveles moderados de las quimiocinas CCL17, CCL10, CCL2, CCL11, CCL4,
CCL9, CCL3 y CXCL11, los cuales fueron practicamente indetectables en el sobrenadante

de las células PC-3 metastasicas.
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Proinflammatory Serum Chemokine Profile in
Prostate Cancer Patients
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Figura 8. Perfil sérico de quimiocinas proinflamatorias en pacientes con cancer de
prostata.

Proinflammatory Serum Chemokine Profile in
Benign Prostatic Hyperplasia Patients

1500-
mm BPH (n=9)

1000

5004

Serum Chemokine Level {(pg/ml)

cP": @:a. @5\ o o8 cp’% cP’\\ d‘&\ c.G’h (_‘JPG? cP’% dg’,\« &‘*"%

Figura 9. Perfil sérico de quimiocinas proinflamatorias en pacientes con hiperplasia
prostatica benigna.
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Proinflammatory Serum Chemokine Profiles of
PCa and BPH Patients
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Figura 10. Comparacién de los perfiles séricos de quimiocinas proinflamatorias de
pacientes con cancer de préstata e hiperplasia prostéatica benigna.

p= 0.0018 (twoway ANOVA)

1500- *

Hl PCa-mean
Hm PC3

E

E=)]

£ 1000

@

=

(4]

|

[++]

=

S

£ 500

[-F]

=

(&

0- L |!| 1 |*|

AT

FPCCESTEIST N PP COOTF R

Figura 11. Comparacion de los perfiles de quimiocinas proinflamatorias en suero de
pacientes con cancer de prostata y en sobrenadante de células pc-3 altamente
metastésicas.
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Figura 12. Comparacion de los perfiles de quimiocinas proinflamatorias en suero de
pacientes con hiperplasia prostatica benigna y en sobrenadante de células PC-3
altamente metastéasicas.
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ll. DISCUSION

A pesar del progreso en el diagnéstico y tratamiento, la hiperplasia prostatica benigna (HPB)
y el cancer de prostata (CaP) siguen siendo las dos patologias prostaticas de mayor
prevalencia en el adulto mayor. Aunque los mecanismos fisiopatologicos de estas
enfermedades son complejos, y sus patogénesis no son bien comprendidas, se ha reportado
gue ambas son de etiologia multifactorial, con incidencia y prevalencia influenciadas por la
edad y el balance de hormonas, ademas, han sido asociadas con inflamacién prostatica

cronica (54).

La inflamacion cronica puede causar liberacion de quimiocinas por parte del infiltrado
inflamatorio y por el tejido prostético 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 proliferacion celular y a la invasividad de las células tumorales (55, 56). Estos
hallazgos destacan la necesidad de una mejor comprension del microambiente de la
prostata, incluyendo la participacion de las células inflamatorias en la induccion 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 diseminaciéon. 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 (57).

Sin embargo, hasta el momento no se han reportado otros estudios que hayan evaluado el
perfil de quimiocinas proinflamatorias en exosomas de lineas celulares de cancer de
prostata con diferentes fenotipos metastasico. Por lo tanto, en el presente estudio, se
determinaron los perfiles de expresion de quimiocinas proinflamatorias en sobrenadantes y
exosomas liberados por las células de cancer de prostata en cultivo, con el objetivo de
determinar si existen diferencias de expresion a nivel proteico y si estas diferencias se

encuentran asociadas con el fenotipo metastasico.
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Ademas, se compararon estos perfiles de expresion en suero de pacientes con hiperplasia
prostatica benigna y cancer de préstata. Los resultados de cuantificacion de quimiocinas
utilizando un estuche de ELISA multiple, mostraron niveles altos de expresion de las
guimiocinas CXCL1 y CXCLS8 en la linea celular PC3, tanto en sobrenadantes como en
exosomas, indicando su posible rol en las transformaciones metastasicas. La quimiocina
CCL2 se encontré a niveles bajos tanto en exosomas como en sobrenadante de la linea
PC3.

Para las lineas celulares LNCaP y PWR-1E se evidencidé un perfil con niveles bajos de
guimiocinas proinflamatorias, tanto en exosomas como en sobrenadantes. De las
guimiocinas escogidas para la validacion individual, se confirmé la sobreexpresion de
CXCL1 y CXCL8 en la linea celular PC3 en comparacion con las lineas LNCaP de bajo
potencial metastasico, y PWR-1E no tumorigénica. Estas dos quimiocinas han sido
previamente relacionadas con cancer de prostata(58-65). Su presencia a altos niveles en el
sobrenadante de las lineas PC-3 indicaria su implicacion en las propiedades altamente

metastasicas de estas células.

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 angiogénesis,
hematopoyesis, metastasis y rechazo del tumor (66-69). Moore et al (70) demostraron que
las lineas celulares de cancer de préstata 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
préstata se encuentra asociada con la progresién(60), laindependencia de andrégenos (61)
y el potencial metastasico (71). Hallazgos recientes realizados por Maxwell et al (62) han
enfatizado la importancia de secrecion autocrina de IL-8 y la via de sefalizacion que activa
en CaP, en los que la atenuacion de la sefializacion 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(61).
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La quimiocina CXCL1 fue originalmente descrita por Richmond et al (72, 73) por su
capacidad de promover el crecimiento de melanoma. Ademas, en melanoma la activacion
constitutiva de NFkB causa la expresion de CXCL1 estableciendo un circuito autocrino que
aumenta el crecimiento y la metéastasis del tumor (74). La CXCL1/GROa, es una quimiocina
proangiogénica tipo CXC, presente en varios tipos de cancer, incluyendo canceres de seno,
pulmén, pancreas y préstata(75). Esta quimiocina transactiva el receptor factor de
crecimiento epidérmico por corte proteolitico del factor de crecimiento parecido al factor de
crecimiento epidérmico de unién a heparina, conduciendo a la activacién de la via de

sefalizacion MAPK, que conduce a la proliferaciéon del cancer (76).

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 union a su receptor CCR2 e induce en la préstata proliferaciéon celular,
migracion, e invasion, tanto en forma autocrina como paracrina (77). CCL2 facilita la
angiogénesis, infiltracion de macréfagos, invasion y metastasis distante (78, 79). Izumi et al
mostraron que la expresion de CCL2 silencia al Receptor de Andrégenos (AR)
incrementando y causando una migracion sustancial de macréfagos y progresiéon del cancer
de prostata via CCL2/CCR2 que induce la activacion de STAT3(80).

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 androgeno(81, 82). La
activacion constitutiva de NF-kB se encuentra fuertemente correlacionada con la progresion
de la enfermedad, metastasis y recurrencia bioquimica(83-85). Jin et al. encontraron que
NF-kB sobre-regula la actividad del AR, un fenédmeno que es importante para la

supervivencia y progresion del cancer de prostata(82).

Como un tamizaje inicial hacia la determinacion de la posible utilidad diagnéstica, se evalué
la expresion de quimiocinas proinflamatorias, mediante ELISA mdaltiple, en muestras clinicas
de suero de pacientes con CaP y pacientes con HPB. Los resultados de ELISA multiple
mostraron la presencia de niveles séricos altos de las quimiocinas proinflamatorias CCL3,
CXCL1, CCL5, CCL4, CXCL8 y CCL2 en los pacientes con cancer de préstata, mientras
gue se encontraron niveles de expresion moderados de quimiocinas CCL22, CCL17,
CXCL11, CCL11, y CXCL10 en estos mismos pacientes.
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Por su parte, los pacientes con HPB mostraron un moderado perfil proinflamatorio dominado
por las quimiocinas CCL5 y CCL22. El restante de las quimiocinas proinflamatorias mostro
niveles muy bajos en suero. Al contrario de los pacientes con CaP, los pacientes con HPB

tuvieron bajos niveles de quimiocinas angiogénicas CXL8 y CXCL1.

En diversos estudios se ha mostrado que las quimiocinas CCL3, CCL4 y CCL5 inducen
migracion a través de su receptor CCR5 (86). 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. Recientemente se han realizado

estudios relacionados con las vias de sefalizacion activadas por CCR5(87).

La CXCL5 es una quimiocina proangiogénica de tipo CXC que actia como mediador
inflamatorio y es un poderoso atrayente para granulocitos del sistema inmune. Asi como
otras quimiocinas, la CXCL es secretada tanto por células del sistema inmune (neutrofilos,
monocitos, y macrofagos) 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.

Varias quimiocinas y citoquinas han sido reportadas como asociadas a HPB. Las citoquinas
y quimiocinas CXC que se encuentran especificamente asociadas con HPB incluyen IL-1a
(88), IL-2(89), IL-8(90, 91), IL-15 e IL-17 (92, 93). La IL-8 estimula la expresion del factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) in vitro (91, 94). La implicacion de la IL-8 ha sido
universalmente observada en varios desordenes proliferativos y en sitios de inflamacion.
Esta es una quimiocina multifuncional que regula varios mecanismos de respuesta inmune
del huésped y de reparacion de heridas. La expresion elevada de varias interleucinas y otras
citoquinas conocidas por estar asociadas con reparacion de tejidos han sido reportadas en
HPB(95-97).

[ll. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
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Nuestros resultados muestran que efectivamente existen diferencias en el perfil de
expresion de quimiocinas entre lineas celulares de CaP con diferentes comportamientos
metastasicos. Dentro de las quimiocinas sobreexpresadas se encontraron la CXCL1,
CXCL8y CCL2, las cuales han sido previamente descritas en CaP. Sin embargo, se destaca
gue estas quimiocinas promueven la angiogénesis y por ello su asociacién al fenotipo
altamente metastasico. Consistente con esto, este perfil de expresién se observo en

sobrenadantes y exosomas de la linea PC3 altamente metastasica.

En el microambiente in vitro pensamos que los exosomas contribuyen a la comunicacion
entre células epiteliales tumorales que favorecen el crecimiento y la proliferacion. Aunque
no evaluamos exosomas en suero de pacientes con cancer de prostata la literatura sugiere
gue los exosomas liberados por el tumor inducen caracteristicas moleculares que hacen
gue las células malignas abandonen el sitio primario del tumor, y por via quimiotactica,
facilite la migracion de células neoplasicas a nédulos linfaticos, donde los exosomas

establecen un apoyo al ambiente que promueve la metastasis. (57).

Ademas, otros trabajos han revelado que los exosomas liberados por el tumor ejercen un
amplia gama de efectos perjudiciales en el sistema inmune (98, 99), que van desde la
apoptosis de células T citotdxicas activadas y el deterioro de la maduracion de las células

dendriticas que inducen a las células supresoras mieloides y a las células treg.

De otra parte, tenemos que la linea celular LNCaP posee un perfil de expresion de
guimiocinas inflamatorias diferente al de su contraparte PC-3. Probablemente el perfil con
niveles bajos de quimiocinas proinflamatorias expresado por las células LNCaP solo es

suficiente para hacer metastasis pobremente hasta nddulo linfatico (71, 100).

Al validar los resultados para las quimiocinas CXCL1 y CXCL8 en los sobrenadantes de las
células en cultivo, encontramos una fuerte asociacion entre la secreciéon de CXCL1y CXCL8
con la agresividad de CaP. Esto sugiere que el nivel de inflamacion aportado por las células

epiteliales al microambiente del tumor incide en la agresividad del cancer de préstata.
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Hubo diferencias de expresion entre las quimiocinas expresadas por la linea celular PC-3y
las quimiocinas presentes en las muestras de suero de pacientes con cancer de prostata.
Como lo habiamos mencionado antes, la linea celular PC-3 sobre-expresé quimiocinas
proinflamatorias angiogénicas CXCL1 y CXCL8 asociadas al fenotipo metastasico mientras
gue en el suero de pacientes encontramos otro perfil caracterizado por CCL3, CXCL1,
CXCL5, CCL4, CXCL8 y CCL2. Aunque CXCL1, CXL8 y CCL2 han sido previamente
reportadas en CaP, las quimiocinas CCL3, CCL4 y CCL5 inducen migracién dependiente
de fosfolipasa C (PLC)(101).

Tomados en conjunto, nuestros resultados apoyan la nocion que el cancer de prostata y la
hiperplasia prostatica benigna son dos entidades clinicas influenciadas de forma diferente
por las quimiocinas proinflamatorias. Asi mismo, los resultados obtenidos con las lineas
celulares demuestran que los diferentes fenotipos del cancer de préstata se encuentran
asociados a diferentes perfiles de quimiocinas proinflamatorias. Se requieren estudios
adicionales dirigidos a determinar la participacion funcional de cada una de las quimiocinas
proinflamatorias en el desarrollo y comportamiento de cada una de estas entidades clinicas:
hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata, y cancer de préstata metastasico.
Ademas, es necesario que se realicen estudios dirigidos a determinar la utilidad potencial
como marcadores de diagndstico, prondéstico y/o como blancos terapéuticos, de las
guimiocinas proinflamatorias identificadas diferencialmente expresadas en estas

condiciones clinicas.
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