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Resumen

El cancer de prostata es uno de los canceres mas comunes en la poblacion masculina, afecta
uno de cada seis hombres. En la actualidad se esta utilizando las mediciones seriadas de
PSA, el examen digito rectal (EDR) y la repeticion de las biopsias de prostata para la
estratificacion del riesgo de los hombres en las primeras etapas del cancer de prostata. A
pesar que estas herramientas tienen algin valor predictivo, una fraccion sustancial de los
hombres que se espera que tengan enfermedad de bajo riesgo se encontré que tiene una
enfermedad mas agresiva en la prostatectomia. Quizds esto se deba en parte a la
heterogeneidad tumoral prostatica, lo que limita la utilidad de las biopsias previas a la

prostatectomia.

El antigeno protatico especifico (PSA) ha sido el marcador tumoral mas utilizado. Sin
embargo, el PSA no es especifico de la enfermedad a pesar de ser considerado un marcador
tumoral efectivo y érgano-especifico. El seguimiento de las concentraciones del PSA no

pronostica el comportamiento ni la agresividad del tumor.

En la busqueda de un marcador bioquimico mas especifico, los estudios se dirigen a
explorar factores que potencialmente participen en la sefializacion celular y que puedan
convertirse en una herramienta util en el diagnostico temprano del cancer de prdstata o su

recurrencia.

En tal sentido, en este trabajo se estudia la expresion de las proteinas que forman parte de
las vias implicadas en los procesos de homeostasis, apoptosis e inflamacion en prostatas
normales y patoldgicas. Por métodos inmunohistoquimicos se ha evaluado la expresion de
las proteinas y citoquinas de interés. Una vez conocida la expresion se determind su
asociacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas y su importancia en el pronostico de la

progresion bioquimica en el cancer de préstata. Se utilizo la prueba de Spearman para

11



Norelia Torrealba Abache

correlacionar la expresion de las proteinas y citoquinas con las caracteristicas clinico-
patoldgicas en el cancer de prostata. El valor pronostico para recurrencia bioquimica tras
prostatectomia radical fue determinado mediante andlisis de supervivencia, utilizando el
método de Kaplan-Meier, el log-rank, y la regresion de riesgos proporcionales de Cox

unifactorial y multifactorial.

Las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1a, TNF-a e IL-6) y anti-inflamatorias (EGF y TGF-B)
activan importantes rutas de transduccion de supervivencia celular. Como podria ser la
activacion de NF-kB p50, p-ATF-2, p-Elk-1, AP-1 que parecen estar estrechamente

relacionados con la malignidad.

Algunos miembros de la familia como MAPKs (ERK-1, ERK-2, p-ERK y p38), MAPKKs
(MEK-1, p-MEK y MEK-6) y MAPKKK (Raf-1) se encuentran sobreexpresadas en los
tumores prostaticos lo cual nos sugiere que podrian estar involucradas en la patologia

prostatica.

En las células cancerosas prostaticas los cambios de expresion de IL-1a, p38, TGF-B y
PI3K podrian asociares con pronodstico adverso y ser utiles como marcadores prondsticos

independientes y complementarios para recurrencia bioquimica tras prostatectomia radical.

En esta investigacion se estudio el efecto de EGF y TGF-B en las poblaciones celulares
LNCaP (sensible a los androgenos) y PC3 (independiente a androgenos). EGF y su receptor
tienen una accion determinante en el desarrollo de la patologia prostatica. EGF contribuye a
la aparicion de células resistente a castracion a pesar de los bajos niveles de androgenos
circulantes debido a las terapias de privacion de androgenos. Ademads, podrian estar

asociados con la malignidad. EGF podria actuar de manera similar a los androgenos en las
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células de cancer de prostata, actuando sobre la fase Gy/G;. Este suceso podria provocar

una transicion hacia la fase S y en consecuencia, producir proliferacion celular.

TGF-B actia como supresor tumoral en el epitelio normal, sin embargo, en la
carcinogénesis la sefializacion de TGF-B promueve el crecimiento y la division de la celula.
Confirmamos que TGF-B tiene un efecto proliferativo en las lineas células LNCaP y PC-3.
Este efecto es inhibido por p38 MAPK en las células LNCaP no asi en las PC3. p38 MAPK
podria ser un buen inhibidor de proliferacion celular y deberia tenerse en cuenta en el

disefio de un posible tratamiento frente al cancer de prostata.
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I Introduccion

1 Prostata humana

1.1Embriologia

La prostata es una glandula exocrina que forma parte del sistema reproductor masculino de
mamiferos. Segrega un fluido ligeramente alcalino que forma parte del liquido seminal. La
organogénesis de la glandula prostatica es dependiente de androgenos e involucra eventos
de sefializacion entre el epitelio y mesénquima del seno urogenital que en su parte posterior
sufre invaginaciones que en definitiva, es donde se desarrollara la glandula.

En las primeras semanas de gestacion el sistema urogenital pasa por un periodo en el que
las gonadas estan indiferenciadas. Los conductos mesonéfricos de Wolf y
paramesonéfricos de Miiller y sus desembocaduras en el seno urogenital serdn los
precursores de los 6rganos genitales internos. Las gonadas son las primeras estructuras en
someterse a la diferenciacion sexual y el seno urogenital la ultima (Cunhan, 1994; Marker y
cols., 2003).

Parte pélvica

Conducto Conducto

mesonéfrico

g i
Cuerpo v

perineal

Alantoides del seno Vejiga

Mesonefrico Uraco

urogenital

Seno
urogenital —
primitivo

Tabique

urogenital Conducto

eyaculador

: Uretra
Membrana Intestino Conducto Uretra .
Urétre
clocal posterior Anorectal peniana prostaticay
membranosa
A B C D
6 Semana 7 Semana 8 Semana

Figura 1. Formacion del sexo masculino. Divisiones de la cloaca en el seno urogenital entre la 6* y 8" semana. La prostata esta
formada por yemas procedentes de la uretra y las vesiculas seminales estan formadas por gemacion del conducto deferente. Tomado
de Langma 13" edicion, Saldler, 2014.

De la cuarta a la séptima semana de desarrollo, la cloaca se divide anteriormente en seno
urogenital y posteriormente en conducto anal (Figura 1A, 1B). El tabique urorectal es una
capa de mesodermo entre el conducto anal primitivo y el seno urogenital. La punta del
tabique formara el cuerpo perineal (Figura 1C). El seno urogenital puede diferenciarse en
tres partes la parte superior y mas grande que es la vejiga urinaria; un conducto mas bien
estrecho, que se corresponde con la parte pélvica del seno urogenital (Figura 1C) y que en
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el sexo masculino originard tanto la parte prostatica como la membranosa de la uretra; y la
parte falica del seno urogenital (Sadler, 2012).

La parte més cefalica del seno urogenital primitivo, situada por encima de los conductos
mesonéfricos de Wolf, se transforman en el canal vesicouretral, de donde derivara la vejiga
urinaria y la porcion proximal de la uretra. Al final del tercer mes, el epitelio de la uretra
prostatica empieza a proliferar y forma numerosas excrecencias que se introducen en el
mesénquima circundante. En el sexo masculino, las yemas forman la prostata (Figura 1D)
(McNeal, 1972; Sadler, 2012). Todos estos brotes uretrales se fusionaran para constituir un
organo glandular muscular que adquirira una capsula externa formada por la condensacion
del tejido fibromuscular. La posicion, el nimero y la proliferaciéon de los brotes de la
glandula prostatica varian considerablemente entre individuos.

El desarrollo de la prostata es un proceso dinamico en el que los mecanismos basicos de la
excrecencia epitelial y la interaccion epitelio-mesénquima son iniciadas por los androgenos
y la sefalizacion de receptores de androgenos.

Las células del epitelio glandular y las células mesenquimatosas del estroma convierten la
testosterona en dihidrotestosterona (DHT) por accion de la enzima Sa-reductasa (Moore y
Wilson, 1973; Schweikert y cols., 1985). La DHT actua en el desarrollo prostatico a través
de las células mesenquimaticas del estroma induciendo la sintesis y secrecion de distintos
factores de crecimiento. El mecanismo intimo de accion de la DHT en la embriogénesis de
la prostata humana no es bien conocido. Actualmente se acepta que la accion de los
androgenos es esencial para el desarrollo prostitico por la necesaria interaccion
mesénquima-epitelio (Cunha, 1972; Cunhan y Donjacour, 1987), interaccion posiblemente
mediada por distintos factores de crecimiento (Norman y cols., 1986; Cunha, 1994).

Al nacer, la mayoria de los acinos prostaticos estdn revestidos por epitelio que se
caracteriza por una extensa metaplasia pavimentosa (Andrews, 1951). Se cree que la
estimulacion del desarrollo postnatal estd bajo el control de esteroides maternos residuales
tales como los estrogenos y sin embargo, hay una fase de involucion prostatica postnatal
que se observa durante los primeros 5 meses de vida. En condiciones normales se producen
grandes picos séricos transitorios de androgenos, estrogenos y progesterona en etapas muy
tempranas de la vida postnatal. Se observan picos neonatales de testosterona entre los dos a
tres meses de edad. Las concentraciones de progesterona son altas al nacer y se cree que
estan elevadas debido a la produccion placentaria de progesterona. Se produce un segundo
pico transitorio de progesterona alrededor de los dos meses de edad (Forest, 1979).

La prostata del adulto joven pesa aproximadamente 20 g y es el mas grande de los 6rganos
reproductores adicionales masculinos. El tamafio de la prostata varia con la edad (Bosch y
cols., 2007). En los hombres mas jovenes, la prostata es del tamafio aproximado de una
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nuez. Sin embargo, puede ser mucho més grande en hombres de mas edad (American
Cancer Society, 2013).

La prostata alcanza su estructura y madurez funcional por lo general hacia la edad de 18 a
20 afos y mantiene esta estructura durante aproximadamente 10 afios, apareciendo
alrededor de los 30 afios signos iniciales de desintegracion estructural y funcional. Durante
este tiempo las células estromales y parenquimatosas de la glandula permanecen
quiescentes, unos 15 a 20 afios mas tarde, se reanuda su actividad proliferativa, tras un
cambio de ambiente hormonal (Aumiiller y cols., 1994).

1.2 Anatomia

La prostata es una glandula con doble funcionalidad: uretral y sexual accesoria. Se
encuentra por detrds de la porcion inferior de la sinfisis del pubis y del plexo de Santorini y
delante de la ampolla rectal. Se trata de una estructura globular que encapsula
completamente la uretra prostatica y los conductos eyaculadores (Figura 2). Tiene forma de
cono invertido, con una base amplia (Drake y cols., 2010). La prostata es un organo
musculo-glandular, donde aproximadamente el 30% de su peso corresponde al componente
muscular y el resto al componente glandular. A causa de la gran cantidad del musculo liso
en el estroma, la glandula es relativamente firme (Welsch, 2014).

Vejiga Uréter
VeSI.CUIa Prostata
seminal

Recto Uretra

Figura 2. Localizacion de la prostata humana. Tomado de http://www.liquidarea.com/2013/08/cancro-
alla-prostata-scoperta-una-mutazione-genetica/.

La prostata estd compuesta por 30-50 glandulas tubuloalvelares que se disponen en tres
capas concéntricas de tal modo que las glandulas de la capa mucosa interna son las
encargadas de secretar directamente a la uretra, y las glandulas de la capa submucosa
intermedia y de la capa periférica contienen las glandulas prostaticas principales que
desembocan en los senos prostaticos (Welsch, 2014).

19



Norelia Torrealba Abache

Para describir la anatomia de la prostata se han propuesto diferentes modelos que
establecen, la relacion entre la heterogenidad histologica de la prostata y sus diversas
patologias, como el modelo de Gil Vernet y el de McNeal (McNeal, 1981; Bostwick y
Cheng, 2008). Este ultimo modelo anatémico es el mas utilizado por la relacion que existe
entre las distintas zonas de la prostata y las enfermedades prostaticas. Para la descripcion de
la prostata tomaremos el modelo anatémico zonal de McNeal.

Zona de Zona Zona Estroma
Transicion Central Periférica Fibromuscular

Figura 3. Distribucién zonal segiin McNeal. Modificado de http://cancer-prostata.curoresidentes.com/2014/08/zonas-de-la-
prostata.html.

El modelo anatomico de McNeal establece que en el adulto existe cuatro zonas biologicas,
clinica y anatobmicamente diferenciadas: zona periférica, zona central, zona de transicion y
region del estroma fibromuscular anterior (Figura 3). La zona periférica constituye el 70%
del volumen prostatico y es alli donde se encuentran las glandulas prostaticas principales.
Es una zona susceptible a la inflamacion y donde surgen la mayoria de los carcinomas.
(McNeal, 1981). En la zona central, esta la mayor parte del tejido glandular de la prostata y
es una zona resistente a carcinomas y a la inflamacion. Representa un 25% del volumen de
la prostata. Por el contrario, en la zona transicional se origina la hiperplasia nodular
(McNeal, 1981) y el 20% de los canceres de prostata. Esta zona comprende el 5% del tejido
glandular. El estroma fibromuscular ocupa aproximadamente un tercio de la prdstata. Su
porcion distal es importante en las funciones voluntarias del esfinter, mientras que su
porcion proximal desempefia un papel central en las funciones voluntarias (Bostwick y
Cheng, 2008; Robbins y Contran, 2010).

La zona de transicion y la region periuretral son los Unicos sitios de origen de la hiperplasia
benigna de prostata (HBP), consistiendo en la mayoria de los casos en agrandamiento de la
zona de transicion. En la region periuretral rara vez alcanza masa significativa, excepto
ocasionalmente como un nddulo de la linea media dorsal en el cuello de la vejiga, que
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sobresale a la luz de la vejiga (Fibbi y cols., 2010; Timms y Hotkamp, 2011; Yoo y Cho,
2012).

1.3 Histologia

Con la pubertad la préstata cambia su arquitectura, forméndose conductos y glandulas
ramificadas dispuestas en lobulos y rodeada de estroma. La estructura histologica de la
zona secretora y la excretora es idéntica, salvo en la porcion ductal inmediata a la uretra, en
la que se observa epitelio pseudoestratificado. Los conductos constituyen largas estructuras
tubulares ramificadas en oposicién a la forma redondeada de los acinos. La superficie
luminal en las glandulas de la prostata tiene un contorno ondulado y fruncido.

La glandula prostatica humana se divide en dos componentes: epitelio y estroma, separados
por una membrana basal (Cunha, 2008). El compartimiento epitelial estd compuesto de:
células luminales secretoras, células basales, células neuroendrocrinas y células madre (De
Marzo y cols., 1998a). Por su arquitectura, el compartimiento del estroma tiene funcidén de
sostén estructural (De Marzo y cols., 1998a, 1998b) y consiste sobre todo en tejido
conectivo, células musculares lisas y fibroblastos (Figura 4).
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Figura 4. Histologia prostatica. A) Representacion del epitelio prostatico no patologico, donde se indican los tres tipos celulares
que lo componen. B) Micrografia de una seccion histologica de prostata normal tefiida con hematoxilina-eosina donde se puede
apreciar el epitelio y el estroma. Dentro del epitelio podemos observar células secretoras y algunas basales.

Las células luminales secretoras constituyen un 73% del volumen epitelial. Estan separadas
de la membrana basal y el estroma por una capa de células basales. Las células secretoras
tienen forma cubica a columnar alta, nicleo redondeado y pequeiio, nucléolo poco visible o
como un punto, cromatina finamente granular y citoplasma palido. Se caracterizan por
proyectarse hacia la luz de la glandula. Su capacidad proliferativa es la mas baja de las
células epiteliales prostaticas. Se caracterizan por expresar receptor de androgenos (RA),
marcador de superficie CD57 y citoqueratinas 8 y 18, pero carece de citoqueratinas 5y 6, y
de p63 (Nagle y cols., 1987; Bostwick y Cheng, 2008; Shen y Abate-Shen, 2010). Ademas,
producen antigeno especifico de prostata (PSA), fosfatasa acida prostatica (PAP), una
serina de la proteasa responsable de la prevencion de la coagulacion del semen durante la

21



Norelia Torrealba Abache

eyaculacion y otros productos de secrecion (Marker y cols., 2003; Bostwick y Cheng, 2008;
Rybak y cols., 2015).

Las células basales son el segundo constituyente del epitelio prostatico, paralelas a la
membrana basal, formando una capa plana, continua y tenue, son marcadamente alargadas
y aplanadas, con poco o ningun citoplasma perceptible con nucleos delgados, filiformes y
oscuros. Este tipo celular posee la mayor actividad proliferativa del epitelio prostatico
dividiéndose normalmente y madurando a células secretoras. Expresan altos niveles de
citoqueratinas 5 y 14, CD44 y p63. No expresan o expresan bajos niveles de PSA, PAP, RA
(receptor de andrégenos) y citoqueratinas 8 y 18 (Nagle y cols., 1987; Verhagen y cols.,
1988; Shen y Abate- Shen, 2010). En concordancia con su hipotética funcion como células
stem o progenitoras, las células basales también expresan factores protectores frente al dafio
del DNA, como por ejemplo Gst-n o la proteina antiapoptdtica Bcl-2 (B-cell lymphoma
protein 2) (Shen y Abate-Shen, 2010).

Las células neuroendocrinas constituyen el tercer y minoritario tipo celular. Estas células se
hayan distribuidas al azar entre las secretoras y sobre la capa de las células basales pero
tipicamente no parecen extenderse a la luz, aunque puedan enviar una estrecha
prolongacion apical. No se identifican usualmente mediante tinciones hematoxilina-eosina.
Se cree que proporcionan sefiales paracrinas a las células luminales para su crecimiento y
proliferacion (Abrahamsson, 1999). Su origen embrionario es incierto. Aunque algunos
estudios apoyan que las células neuroendocrinas derivan de células que migran desde la
cresta neural (Aumuller y cols., 1999), cada vez cobra mas fuerza la idea de que se originan
a partir del endodermo —como el resto de células epiteliales prostaticas— por analogia a
poblaciones celulares similares de intestino y pancreas (Andrew y cols., 1998). Los
marcadores inmunohistoquimicos mas definitorios de las células neuroendocrinas son la
serotonina y la cromogranina (Amorino y Parsons, 2004), pero también expresan PSA y
RA (Aprikian y cols., 1993).

La presencia de células madre en el epitelio prostatico adulto se deduce de la capacidad del
epitelio de experimentar varios ciclos de regresion-regeneracion tras privacion-
restablecimiento de los androgenos y para producir una progenie madura sin perder su
identidad o potencial funcional, asegurando asi el mantenimiento de la poblacion celular
madre durante el crecimiento clonal (Chambers y Smith, 2004; Kreso y Dick, 2014). Por lo
tanto, el epitelio prostatico debe contener un reservorio de células madre resistentes a la
privacion androgénica (Shen y Abate-Shen, 2010). Parece haber multiples poblaciones de
células madre independientes (English y cols., 1987; Richardson y cols., 2004; Wang y
cols., 2009).

La lamina basal forma una interfase con el compartimiento del estroma que proporciona
sostén estructural a las células basales, las células madre y al epitelio secretor. El estroma
fibromuscular esta situado en el lado opuesto de la ldmina basal. Este estroma se compone
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de fibroblastos, células musculares lisas y una matriz extracelular rica en fibras de
colageno. Otras células claves en el compartimiento del estroma incluye células
endoteliales, fibras nerviosas autonomas y ganglios asociados, y diversas células del
sistema inmunolégico (Wein y cols., 2015).

1.4 Fisiologia y regulacion hormonal

La prostata es una glandula practicamente imperceptible y sin actividad secretora en los
primeros afios de vida. Es a partir de los 12 a 14 afios cuando se produce un desarrollo
importante de la misma con un incremento significativo del componente glandular.

La funcion principal de la préstata consiste en secretar un liquido de aspecto claro,
ligeramente alcalino (pH 7.29) que contribuye a la composiciéon del semen aportando
prostaglandinas, espermina, potasio, fructosa, fosforilcolina, aminoécidos, 4cido citrico y
zinc. Ademads, proporciona enzimas como esterasas, proteasas y fosfatasas. Estas
secreciones prostaticas proporcionan nutrientes y un medio adecuado para la supervivencia
de los espermatozoides mejorando su motilidad y alcalinizando el canal vaginal para
promover mayor viabilidad (Hunter y Davis, 1997).

Se considera que la produccion prostatica de hormonas y enzimas no posee un papel
determinante para el mantenimiento de la homeostasis glandular (Bostwick y Cheng, 2008;
Wein y cols., 2015).

Al igual que otros tejidos sexuales accesorios, la prostata es estimulada en su crecimiento,
mantenimiento y su funciéon secretora por la presencia continua de ciertas hormonas y
factores de crecimiento (Wein y cols., 2015). La principal hormona es la testosterona,
sintetizada en las células de Leydig de los testiculos a partir de la pregnenolona, a través de
un conjunto de reacciones reversibles. Por accion de la Sa-reductasa se convierte en el
andrégeno mas activo dihidrotestosterona (DHT) aunque mediante la aromatasa puede
convertirse en estrogenos, siendo un proceso irreversible (Wein y cols., 2015).

El hipotalamo libera hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), también
llamada hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH). Ante la estimulacién de la GnRH,
la hipofisis libera hormona luteinizante (LH), que se transporta a los testiculos y actia
directamente sobre las células de Leydig para estimular la sintesis de esteroides de novo y
la liberacion de testosterona, el principal andréogeno sérico del organismo, a partir de
acetato y colesterol. La mayor parte del estrogeno en el vardon deriva de la conversion
periférica de andrégenos en estrégenos por aromatizacion. Los estrogenos exogenos
bloquean la accion de los andrégenos, no en forma primaria por efectos directos sobre la
prostata, sino en forma indirecta por bloqueo de la funcidén hipofisaria. Los estrégenos
producen retroalimentacion negativa sobre la liberacion de hormona luteinizante, que
reduce la sefial sérica para la produccion de testosterona testicular (Wein y cols., 2015).
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Ademas de la testosterona, las glandulas suprarrenales secretan andrégenos menores por la
estimulacion de la hormona adrenocorticotrofica (ACTH), por ejemplo, la androstenediona
que también es convertida periféricamente en estrogenos. Tanto en los animales como en
los seres humanos la castracion conduce a la involucidn casi completa de la prostata, lo que
sefala que no hay cantidad suficiente de androgeno suprarrenales para estimular cualquier
crecimiento significativo de la prostata normal (Wein y cols., 2015).

En el varon humano normal, el principal andrégeno sérico circulante es la testosterona. En
condiciones normales, las células de Leydig de los testiculos son la principal fuente de los
androgenos testiculares. Si bien la testosterona es el principal andrégeno plasmatico
inductor del crecimiento de la glandula prostatica y otros tejidos sexuales accesorios,
parece funcionar como prohormona (Wein y cols., 2015).

1.4.1 Regulacion androgénica de las interacciones entre estroma y epitelio

En la actualidad parece haber una interaccion dindmica y reciproca entre las funciones de
las células epiteliales y de las células del estroma. Estas interacciones cruzadas son
mediadas a través de la organizacion espacial de los elementos de la matriz extracelular que
conforman los enlaces de la membrana basal. Estos enlaces presentan, filtran y organizan
las sefiales paracrinas de dos vias y el flujo de informacion entre estos dos compartimientos
celulares. La ruptura de estas interacciones es uno de los puntos de referencia del
crecimiento anormal de la prdstata, que se inicia aproximadamente a los 25 afios de vida,
cuando la arquitectura histologica de la prostata comienza a sufrir cambios que continuaran
durante toda la vida (Barron y Rawley, 2012; Wein y cols., 2015).

Los receptores transmembrana sobre la superficie celular se extienden hacia afuera a través
de la membrana plasmatica y forman un puente que conecta de manera directa el
citoesqueleto con las proteinas y los receptores ubicados dentro de la matriz extracelular o
en las células vecinas. Las moléculas de adhesion celular se encuentran en la superficie de
todas las células, en las que permiten procesos dinamicos que tengan lugar durante la
morfogénesis de los tejidos, durante el desarrollo y el mantenimiento de los tejidos adultos
(Gonzalez-Gonzalez y cols., 2013). Las moléculas de adhesion se clasifican en cuatro tipos
principales las integrinas, las cadherinas, las selectinas y las moléculas de adhesion de la
superfamilia de inmunoglobulinas. La molécula mas estudiada la E-cadherina que fija las
células epiteliales prostaticas entre si (Welsch, 2014).

Los androgenos prostaticos llevan a cabo su funcion mediante los receptores de
androgenos. La testosterona que se sintetiza en los testiculos se encuentra en sangre unida a
la albimina. Al entrar en las células de la prostata, la enzima Sa-reductasa convierte la
testosterona que se une al RA (Figura 5). Esto causa un cambio conformacional en el
receptor, que se disocia de la proteina y se traslada al nucleo donde se une a elementos
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sensibles a los androgénos en los promotores de genes regulados por androgenos (Dutt y
Allen, 2009).

Célula epitelial prostatica
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Figura 5. Interaccion entre células epiteliales y el estroma prostatico. Modificado de Kierszenbaum y Tres, 2012.

La DHT actia de forma paracrina sobre las células epiteliales glandulares (Figura 5.1),
jugando un papel fundamental en la produccion de mitdgenos que a su vez son capaces de
estimular la proliferacion del estroma y del epitelio (Figura 5.2). Tratamientos que inhiban
la So-reductasa conllevan a la reduccion de mitdégenos como consecuencia de la
disminucion de DHT (Figura 5.3). Debido a esto se produce una involucion del tejido, al
contrario de lo que sucede al aumentar las concentraciones de androgenos. Ambas
situaciones estan mediadas por una expresion selectiva de genes. En patologias prostaticas
los andrégenos desempefian un papel fundamental (Kierszenbaum y Tres, 2012; Welsch,
2014).
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2 Patologias de prostata

2.1 Hiperplasia benigna de prostata (HBP)

La hiperplasia benigna de prostata es una constelacion de signos y sintomas que se
desarrollan en la poblacién masculina en asociacion con el envejecimiento y aumento del
tamafio de la prostata (Weiny cols., 2015), su peso se puede incrementar hasta mas de 150 g
(Powers y Marker, 2013). Desde el punto de vista histopatologico, la hiperplasia benigna de
prostata se caracteriza por un aumento en el nimero de células epiteliales y estromales en la
zona de transicion o zona periuretral de la préstata (McNeal, 1978, 1990), este aumento
celular puede deberse a la alteracion de la muerte celular programada, que da origen a la
acumulacion celular (Wein y cols., 2015). La hiperplasia benigna de prostata es un proceso
patologico que contribuye al desarrollo de sintomas del tracto urinario inferior (STUI),
aunque no es la unica causa, en hombres de edad avanzada. Hasta el presente es imposible
determinar una causa efecto (Powers y Marker, 2013). Los sintomas de la HBP son mala
evacuacion vesical, retencion urinaria, vejiga hiperactiva, infeccion urinaria, hematuria e
insuficiencia renal. Se ha postulado que el estrogeno y/o los cambios de la relacion
androgeno-estrogeno adquiridos con los afios juegan un rol importante en la patogénesis de
la hiperplasia benigna de prostata (Powers y Marker, 2013). Esta hip6tesis esta basada en
dos observaciones. Primero, la disminucion de la razon testosterona-estradiol en el hombre
adulto. Segundo, en la experiencia obtenida en la manipulacion de androgenos y estrogenos
en modelos animales como perros y ratones produciendo la hiperplasia y STUI (Coffey y
Walsh, 1990; Belanger y cols., 1994; Nicholson y cols., 2012).

La obstruccion del tracto de salida vesical puede causar varias alteraciones en la vejiga, lo
que contribuye a la sintomatologia y requiere intervencion médica. Ademas, el aspecto
histologico del tejido estromal en los ndédulos de la hiperplasia benigna de prostata se
asemeja al del mesénquima en desarrollo y al crecimiento glandular. Estos hechos llevaron
al patélogo John McNeal a la hipotesis de que la hiperplasia benigna de prostata es causada
por "procesos embrionarios que despiertan en una forma distorsionada en la vida adulta"
(McNeal, 1990). Es posible que en la etiologia de este proceso hiperplasico participen
androgenos, estrogenos, interacciones entre el estroma y el epitelio, factores de crecimiento
y neurotransmisores, en forma aislada o en conjunto. Aunque es posible que las fases
tempranas de la hiperplasia benigna de prostata estén asociadas con una proliferacion
rapida de las células, la enfermedad establecida parece mantenerse en presencia de una
velocidad normal o reducida de replicacion celular. Esta hipotesis podria estar avalada por
la expresion elevada de los genes de las vias antiapoptdticas (Wein y cols., 2015).

2.2 Neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)

La neoplasia prostatica intraepitelial (PIN) consiste en una proliferacion anormal de las
células secretoras de la glandula sin invasion del estroma. PIN se caracteriza por la
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aparicion de la hiperplasia luminal epitelial, nticleos grandes y nucléolos, una reduccion de
las células basales, neovascularizacion, aumento de la inestabilidad cromosomica, mientras
mantiene la membrana basal intacta y en general se considera como una lesion pre-
neoplasica en seres humanos (Rybak y cols., 2015). Hay una estrecha relacion topografica
entre el PIN y los carcinomas latentes de la zona periférica (Bostwick y Qian, 2004). Esta
afeccién comienza a aparecer en la prostata de algunos hombres entre los 20 y los 29 afos
de edad. Casi la mitad de los hombres tienen neoplasia prostatica intraepitelial al cumplir
los 50 afos.

La evidencia que indica que el PIN es precursor de algunos carcinomas de prostata incluye
la observacion de un aumento del tamafio y el numero de focos del PIN en comparacion
con prostata sin carcinoma, los marcadores biologicos y los cambios moleculares son
similares en PIN y en carcinoma (Bostwick y cols., 1996; Higgman y cols., 1997). Sin
embargo, no es necesario que haya un PIN para que se geste un carcinoma (Wein y cols.,
2015).

2.3 Inflamacidn prostatica

La inflamacién de la prostata estd estrechamente relacionada con el aumento de la edad en
el hombre. Se atribuyen diferentes agentes etioldgicos, entre estos: dietéticos, infecciones,
cambios hormonales, reflujo urinario y otros factores ambientales.

La inflamacion es considerada uno de los principales factores en el desarrollo y progresion
de la hiperplasia benigna prostatica, debido a una fuente adicional de factores de
crecimiento como resultado del incremento de células inflamatorias in situ que se observan
en muchos varones que presentan esta patologia. Ademads, la inflamaciéon también esta
relacionada con los sintomas del tracto urinario inferior (STUI) y su asociacidon con el
cancer fue propuesta por Virchow en 1863 (Keibel y cols., 2009; Wong y cols., 2014).
Actualmente la inflamacién cronica que lleva a una hiperproliferacion celular es un
hallazgo histopatoldgico comun en tumores malignos de prostata (Elkahwaji, 2012; Sfanos
y De Marzo, 2014). En andlisis retrospectivo de biopsias concluyeron que biopsias que no
presentaron signos de inflamacion se reducen el riesgo de diagnodstico posterior de cancer
de prostata (Moreira y cols., 2015).

2.4 Cancer de prostata
2.4.1. Desarrollo de la patologia prostatica

La mayoria de los tumores prostaticos son adenocarcinomas, es decir, se originan a partir
del epitelio glandular. A pesar de esto, el cancer de prostata se considera multifocal, ya que
los tumores primarios contienen multiples focos histologicamente independientes y
genéticamente distintos. Se cree que se origina a partir de células luminares aunque los
ultimos estudios indican que también de células basales. Aproximadamente uno de cada
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siete hombres sera diagnosticado con cancer de prostata en el transcurso de su vida (Wang
y cols., 2009; Shen y Abate-Shen, 2010; Navdaev y Eble, 2011).

El cancer de prostata se caracteriza por un crecimiento lento, incontrolado y por la ausencia
de células basales entre las células luminares (Figura 6), aunque algunos pueden crecer y
propagarse rapidamente. El proceso de cambio de una célula no patologica a una célula
cancerosa es directamente proporcional a la evasion de la respuesta inmune, supresion de la
respuesta antitumoral y cambio en el metabolismo celular. El carcinoma puede terminar
produciendo una metéstasis, con invasion y migracion de las células cancerosas hacia
diversos lugares (Ye y cols., 2007; Shen y Abate-Shen, 2010; Hanahan y Weinberg, 2011).
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Figura 6. Modelo de los cambios del epitelio en el desarrollo de la patologia prostatica.

La heterogeneidad de los canceres de prostata se hace evidente en las primeras etapas, y ha
llevado a esfuerzos rigurosos para estratificar los canceres de prostata localizados, de
manera que la progresion a fases avanzadas se podria predecir sobre la base de las
caracteristicas mas destacadas de la enfermedad temprana. La mayoria de los tejidos en fase
inicial del cancer se componen principalmente de células positivas para el antigeno
prostatico especifico (PSA) y receptor de androgeno (RA); mientras que el cancer de
prostata avanzado se compone principalmente de células diferenciadas e indiferenciadas
que son en gran parte negativas para PSA y RA (Shtivelman y cols., 2014; Zhang y cols.,
2015).

Los mecanismos implicados en el cancer de prostata incluyen alteraciones en factores de
crecimiento, citoquinas, vias de sefializacion inflamatorias, alteraciones en la expresion o la
actividad de co-reguladores de la transcripcion, mutaciones puntuales de receptores de
androgenos y la amplificacion del gen del receptor de androgenos (Chan y Dehm, 2014).
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2.4.2 Deteccion y diagnostico

El cancer de prostata rara vez causa sintomas en estadio temprano. La presencia de
sintomas sugiere enfermedad localmente avanzada o metéstasis. Las manifestaciones son
sintomas urinarios, obstruccion uretral que provoca insuficiencia renal, hematospermia o
disminucion del volumen de la eyaculaciébn y en casos infrecuentes impotencia. Las
manifestaciones de enfermedad metastasica son dolor dseo fracturas patoldgicas, anemia y
edema de los miembros inferiores (Raymond y cols., 2010; Wein y cols., 2015).

Deteccion temprana (screening) del céncer de prostata hace referencia a investigar la
presencia o ausencia de esta enfermedad en poblaciones masculinas sanas y asintomaticas.
Consta de dos modalidades diagnosticas como son: tacto rectal y PSA. La mayoria de los
urdlogos utilizan ambas pruebas. A pesar de su alta sensibilidad y baja especificidad para la
identificacion de pacientes portadores de cancer de prostata, el PSA se ha establecido como
el marcador de diagnostico mas fiable y ampliamente utilizado para esta condicion. Valores
de PSA elevados temporales no relacionados con procesos tumorales se pueden encontrar
en casos de manipulacion de la glandula prostatica (tacto rectal o biopsia), elevada
actividad sexual, cateterizacion urinaria y enfermedades benignas (hiperplasia), prostatitis y
terapias dirigidas a la disminucion de los niveles circulantes de androgenos (Polascik y
cols., 1999; Bozeman y cols., 2002). Ademas, se han observado niveles normales en
pacientes con patologia tumoral. Las tasas de deteccion son mas altas con PSA que con el
tacto rectal y méximas con ambas pruebas. Si los resultados de una de estas pruebas son
anormales, se necesitara realizar pruebas adicionales para determinar si se trata de cancer
(Wein y cols., 2015).

Pruebas basadas en el PSA se han utilizado ampliamente para ayudar a la deteccion del
cancer de prostata desde finales de 1980 y la mortalidad especifica por cancer de prostata
ha disminuido como resultado de los programas de cribado basados en el PSA en los
ultimos afios. Sin embargo, existe la preocupacion de que este descenso se ha producido a
expensas de sobrediagndstico y sobretratamiento. La mayoria de los hombres
diagnosticados con céncer de prostata se beneficiaran de no ser tratados, porque presentan
tumores indolentes de poco volumen que no requieren tratamiento inmediato. El
tratamiento excesivo del cancer de prostata localizado se ha convertido en un grave
problema, a causa de los efectos secundarios después de la prostatectomia (Sanz y cols.,
1996; Adhyam y Gupta, 2012; Bryant y cols., 2014).

Se considera positivo un valor mayor a 4 ng/ml de PSA en suero. En los sistemas de
deteccion calibrados por la Organizacion Mundial de la Salud, el umbral de PSA sérico
debe de ser de 3 o 3,1 mg/l para conseguir el mismo perfil de sensibilidad/especificidad de
4 ng/ml de los sistemas calibrados tradicionalmente, de Hybritech. Cuando se obtiene un
resultado positivo en el test del PSA y/o en el tacto rectal, se procede a la obtencion y
analisis de biopsia para asegurar el diagndstico y, en caso de ser positivo, determinar ciertas
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variables prondsticas para decidir el tipo de tratamiento a aplicar al paciente (Lilja y cols.,
2008; Wolf y cols., 2010; Heidenreich y cols., 2011). Si se detecta el cancer, el paciente
puede seleccionar la vigilancia activa o una de varias opciones de tratamiento definitivo
como cirugia, radioterapia o braquiterapia (Jin y cols., 2014).

a) Indicaciones de la biopsia de prostata

En la actualidad, la deteccion sistematica de PSA en varones asintomaticos ha determinado
que se adopte la biopsia guiada por ecografia transrectal como método de referencia para el
estudio histopatologico de rutina de la prostata. La presencia de nddulos focales en el tacto
rectal instard, de todos modos, a una biopsia aplicando la técnica de la ecografia transrectal,
independiente de las concentraciones de PSA (Wein y cols., 2015).

El grado histolégico es la informacién mas importante obtenida de la biopsia prostatica con

aguja y el sistema de gradacion de Gleason es el empleado con mayor frecuencia (Wein y
cols., 2015).

b) Sistema TNM (Tumor Nodulos Metastasis)

Después del diagnodstico de cancer de prostata el objetivo de gradacion es determinar con
precision la extension de la enfermedad para tomar decisiones terapéuticas y evaluar el
prondstico (Wein y cols., 2015). El sistema de gradacion mas usado para el cancer de
prostata es el sistema TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC). El cancer de
prostata se clasifica en grupos de riesgo (bajo, intermedio y elevado) en funcion de las
cifras del antigeno prostatico especifico, la puntuacion Gleason y el estadio clinico. El
sistema TNM incluye informacioén sobre la extension del tumor primario (categoria T)
(Tabla 1), estadio que se define a partir de la informacidén que proporciona el analisis de la
pieza quirargica extraida con la prostatectomia radical (categoria P) (Tabla 2), si el cancer
se propago a los ganglios linfaticos (n6dulos) cercanos (categoria N) (Tabla 3). La ausencia
o presencia de metastasis a distancia (categoria M) (Tabla 4). De forma breve describe el
estado en que se encuentra el cancer antes del inicio de la terapia. El numero se afiade a
cada letra para identificar el tamafio o extension del tumor y el grado de diseminacion del
cancer. Permite al médico plantear un tratamiento apropiado, estimar el pronostico, evaluar
los resultados y facilita un lenguaje comtin dentro del equipo multidisciplinario.
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TNM del cancer de préstata: Tumor primario (T)

X No se puede detectar el tumor primario
T0 Sin evidencias de tumor primario
T1 Tumor clinicamente inaparente, ni palpable ni visible en imagen

T1a Tumor incidental. Presencia histolégica en < 5% del tejido reseccionado

T1b Tumor incidental. Presencia histolégica en > 5% del tejido reseccionado

T1c Tumor identificado mediante biopsia por aguja (muestra tomada por registro de elevado
PSA sérico)

T2 Tumor confinado dentro de la préstata

T2a Eltumor ocupa menos de la mitad o la mitad de un Iébulo

T2b El tumor ocupa mas de la mitad de uno de los I6bulos o un Iébulo entero, pero no ambos
I6bulos

T2c EIl tumor se extiende por ambos I6bulos

T3 El tumor se extiende mas alla de la capsula
T3a Extensién extracapsular, unilateral o bilateral
T3b El tumor invade la/s vesiculas/s seminal/es

T4 El tumor esta fijado o invade estructuras adyacentes diferentes a las vesiculas seminales, como
el esfinter externo, el recto, la vejiga, los musculos elevadores, y/o la pared pélvica

Tabla 1. Clasificacién TNM del cancer de prostata: Tumor primario. 7* edicion del TNM del cancer de prostata (Vallejos y cols.,
2013).

TNM del cancer de préstata: Patolégica (pT)

pT2 Organo confinado

pT2a Unilateral, de un lado o menos

pT2b Unilateral, con mas de la mitad de lado pero no ambos lados
pT2c Enfermedad bilateral

pT3 Extension extraprostatica
pT3a Extension extraprostatica o invasién microscopica del cuello de la vejiga
pT3b Invasion de la vesicula seminal

pT4 Invasion del recto, del musculos elevador, y / o la pared pélvica

Tabla 2. Clasificacion TNM del cancer de préstata: Patologico. 7¢ edicion del TNM del cancer de prostata (Vallejos y cols., 2013).

Ganglios linfaticos regionales
TNM | —Clinicos (N) TNM | —Anatomopatolégicos (pN)
NX No se puede determinar presencia en | pNX linfaticos regionales no muestreados
nddulos linfaticos locales
NO Sin evidencia de metastasis en nédulo/s pNO Sin evidencia de nodulos regionales
positivos
N1 Metastasis en nodulo/s linfatico/s local/es pN1 Metastasis en nddulos regionales

Tabla 3. Clasificaciéon TNM del cincer de préstata. Ganglios linfaticos regionales. 7* edicion del TNM del cancer de prostata (Vallejos
y cols., 2013).
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TMN: Metastasis a distancia (M)

MO0 Sin evidencia de metastasis distante
M1 Metastasis distante
M1a Metastasis en nédulos linfaticos no locales

M1b Metastasis en hueso/s

M1c Metastasis en otros sitios con o sin metastasis en hueso

Tabla 4. Clasificacion TMN del cancer de prostata. Metastasis. 7* edicién del TNM del cancer de prostata (Vallejos v cols., 2013).

2.4.3. Factores prondstico del cancer de prostata
a) Puntuacion Gleason

Gleason es el método mas extendido de gradacion del adenocarcinoma de prostata, es el
factor prondstico aislado mas potente del comportamiento clinico, la respuesta y eleccion
del tratamiento, siendo util en la prediccion del riesgo que tiene un paciente de morir
debido a la enfermedad (Bailar y cols., 1966; Gleason y Mellinger, 1974; Epstein, 2010). El
sistema de gradacion Gleason se basa en los patrones microscopicos del tumor; sélo puede
evaluarse en material de biopsia (biopsia con trocar o piezas quirurgicas) y no deben
utilizarse preparaciones citoldgicas.

Grupos grado pronostico

) ISUP 2014-OMS 2016 (Epstein)
B_'e" < Am J Surg Pathol. 2016 ;40:244-252.
diferenciado

6 —_— 1
q 2
3+4
4+3 ; 3
4+4
8 é 4 3+5
Pobremente 5+3
diferenciado 9-10 q 5

Figura 7. Diagrama de gradacion Gleason. Modificado de https:/www.seap.es/documents/10157/1432467/Algaba+-
+SEAP+2016.pdf.
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El diagrama de gradacion Gleason cldsico muestra cinco patrones basicos que se
denominan grados y vienen definidos por un ntimero del 1 (mas diferenciado) al 5 (menos
diferenciado) (Figura 7). La puntuacion Gleason es la suma de los grados del patron
mayoritario y el segundo patron predominante del tumor, por lo que tomara valores de 2
(tumores con un patrén uniforme de grado 1) a 10 (menos diferenciados). A lo largo del
tiempo, el sistema de gradacion Gleason ha experimentado numerosas modificaciones. La
mas reciente fue consensuada en 2014 en la International Society of Urological Pathology
(ISUP) Consensus Conference on Gleason Grading of Prostatic Carcinoma (Epstein y cols.,
2014). Esta nueva clasificacion también ha sido aceptados por la Organizacion Mundial de
Salud para la edicion 2016 de Patologia y Genética: Los tumores del sistema urinario y
organos genitales masculinos.

Esta gradacion considera 5 grados o patrones de carcinoma prostatico, basicamente por la
capacidad de formacion de glandulas y la delimitacion del tumor, con respecto al tejido
prostatico adyacente y no afectado. El grado 1 es el menos agresivo y con menor
probabilidad de progresion, mientras que el grado 5 tienen la mayor probabilidad de
propagacion sistémica temprana (Chen y Zhou, 2016; Zietman y cols., 2016).

Patron Gleason 1. Microgldndulas uniformes de distribucion compacta con buena
delimitacion tumoral. Es poco frecuente.

Patron Gleason 2. Glandulas algo irregulares, mas separadas y con peor delimitacion
tumoral.

Patron Gleason 3. Mayor variacion en el tamafio de las glandulas con mala delimitacion
tumoral, admitiendo patrones de crecimiento papilar y glandulas ramificadas.

Patron Gleason 4. Glandulas fusionadas en masas de contornos infiltrantes, glandulas
glomeruloide, cribiforme y glandulas mal formadas.

Patron Gleason 5. Forma poco diferenciada con poca o nula tendencia a formar glandulas,
crecimiento solido, cordonal, células sueltas, comedocarcinoma con necrosis, rocetoides
con cilindros sélidos.

Para las muestras de prostatectomia radical y muestras de RTUP (Reseccion transuretral
prostatica) la puntuacion Gleason es la suma de los dos grados del patrén mayoritario y el
segundo patron predominante del tumor (puntuaciéon Gleason = patrén primario + patron
secundario). El nuevo sistema de clasificacion (ISUP 2014-OMS 2016) incluye cinco
grupos de grado especificos basados en los grupos de puntuacion Gleason modificados.
Grupo Grado 1 = puntuacion Gleason <6; Grupo Grado 2 = puntuacion Gleason 3+4=7;
Grupo Grado 3 = puntuacion Gleason 4+3=7; Grupo Grado 4 = puntuacion Gleason 8&;
Grupo Grado 5 = puntuacion Gleason 9 y 10 (Figura 7) (Gordetsky y Epstein, 2016). Este
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sistema fue propuesto por el grupo del Hospital Johns Hopkins (Pierorazio y cols., 2013).
La novedad mas importante es la agrupacion de grado pronoéstico utilizando los patrones
Gleason. El uso del nuevo sistema garantiza que los pacientes con Grado 1, que es el tumor
mas bajo posible, en la mayoria de los casos se pueden seguir con una vigilancia activa.
Ademas, esta clasificacion es mas precisa en la prediccion de la progresion de los grupos de
estratificacion de riesgo cuando se evalu6 la supervivencia libre de progresion bioquimica
en 5 afios (Gordetsky y Epstein, 2016; Choy y cols., 2016). En general, la clasificacion de
Gleason modificada ha mejorado el valor predictivo del grado de cancer de prostata
(Hoogland y cols., 2014).

La puntuacion Gleason sigue siendo el Unico predictor méas potente de pronodstico del
cancer de prostata y desempefiando un papel importante en la gestion clinica (Hoogland y
cols., 2014; Gordetsky y Epstein, 2016).

b) PSA sérico

El valor predictivo del PSA no esta claro. Stamey y cols. (2004) en hombres tratados con
prostatectomia radical describieron una minima asociacion entre PSA y el riesgo de
enfermedad avanzada. Trabajos posteriores mostraron una correlacion significativa entre
PSA sérico, riesgo de enfermedad avanzada y progresion bioquimica tras prostatectomia
radical (Freedland y cols., 2005). Freedland y cols. (2008) describieron correlacion
significativa entre valores elevados de PSA preoperatorio, aumento del riesgo de extension
extracapsular, implicaciéon de margenes quirtrgicos, invasion de vesicula seminal y
recurrencia bioquimica tras prostatectomia. La duplicacion del PSA (aumento del doble en
los niveles de PSA comprendiendo al menos tres medidas separadas por un minimo de tres
meses cada una) se comienza a considerar como otro factor importante en la evaluacioén de
nuevos casos diagnosticados de cancer de prostata recurrente (Eastham, 2005).

c) Extension extraprostatica

Consiste en la presencia de glandulas neopldsicas fuera de la prostata, en el tejido
periprostatico. Este término fue aceptado por consenso en 1996 (Sakr y cols., 1996). Seria
un marcador prondstico independiente de progresion bioquimica tras prostatectomia radical
(Theiss y cols., 1995).

d) Estatus del margen quirurgico

Se define como la presencia de tumor extendiéndose a través de la superficie tintada que
representa el lugar por donde el urélogo ha cortado para extirpar el tumor (Srigley, 2006).
Un margen quirargico positivo es adverso en la probabilidad de supervivencia libre de
progresion, tanto local como bioquimica, y en el desarrollo de metastasis tras
prostatectomia radical en analisis multifactoriales (Alkhateeb y cols., 2010). La mayoria de

34



I Introduccion

los estudios sugieren que solo un tercio de los pacientes con margen quirurgico positivo
tendra progresion bioquimica (Kench y cols., 2011).

e) Metastasis en nodulos linfaticos

Marcador pronostico independiente y adverso bien establecido (Kench y cols., 2011). Es
usado para predecir el riesgo de recurrencia tras prostatectomia (Kattan y cols., 1999).

f) Invasion perineural

La importancia de la invasion perineural sigue siendo cuestionable aunque algunos autores
concuerdan que es la principal via de diseminacion extracapsular del cancer de prostata.
Otros investigadores demostraron que la invasion perineural en las biopsias con aguja de
prostata es un predictor independiente de recurrencia bioquimica y supervivencia después
de la prostatectomia radical (DeLancey y cols., 2013).

g) Invasion de vesicula seminal

La vesicula seminal podria estar afectada por varios mecanismos: a) diseminacion directa a
través del complejo del ducto eyaculatorio; b) diseminacion por el tejido blando
extraprostatico hasta la vesicula seminal; y, c) metastasis discontinua. Se ha establecido
como factor pronostico independiente y permite predecir el riesgo de recurrencia tras
prostatectomia (Kattan y cols., 2001; Epstein y cols., 2005). La presencia de metastasis en
vesicula seminal confiere un riesgo de recurrencia solamente superado por la presencia de
metastasis en nddulo linfatico (Epstein y cols., 2000). La invasion de vesicula seminal junto
a margen quirdrgico positivo pueden influenciar la respuesta a radioterapia adyuvante
(Swanson y cols., 2008).

3 Homeostasis: Ciclo celular, Apoptosis e Inflamacion

3.1 Ciclo celular

El ciclo celular representa una serie compleja y ordenada de eventos continuos que se
producen con la finalidad de que ocurra una division celular dando origen a células hijas
con su correspondiente informacion genética. La produccion de células nuevas equilibra
con precision aquellas pérdidas durante el uso y desgastes normales, con lo que se mantiene
la homeostasis de los tejidos y 6rganos (Wein y cols., 2015).

Si la célula no se multiplica se considera que esta fuera de ciclo o en reposo, estado
reversible conocido como “Gy”. La progresion y la transicion de las células a través del
ciclo celular estan estrechamente reguladas y controladas por una serie de puntos de control
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denominados checkpoints, que monitorizan estrechamente la integridad del ADN y
comprueba que la célula estd preparada para continuar con la siguiente fase (Singh y cols.,
2013).

Todo el ciclo celular esta afectado por proteinas-quinasas especificas de serina y de
treonina denominadas quinasas dependientes de ciclinas o CDK (cyclin-depedent kinases)
que son estimuladas por sefiales mitogénicas. Estas sefiales también activan el inicio del
ciclo celular (Malumbres y Barbacid, 2001). Las CDK, como su nombre indica dependen
de las ciclinas, proteinas reguladoras y activadoras enzimaticas de las CDK formando
complejos especificos ciclina/CDK que actiian en periodos restringidos del ciclo celular
(Frade y Ovejero-Benito, 2015; Wein y cols., 2015).

Si la célula se encuentra en Gy, tras ser estimulada por sefiales mitogénicas proseguira a la
fase G; o fase gap 1, durante la cual se sintetizan suficientes macromoléculas y organulos
para incrementar su tamafio preparandose para la division (Figura 8). Después de la sefial
estimuladora del ciclo celular se promueve la expresion de las principales ciclinas Gi: la
ciclina D y la ciclina E que conducen a la asociacion con las quinasas CDK4/6 y CDK2
para formar complejos que promueven su activacion. Durante esta fase G; temprana, la
célula es sensible a las sefales externas y debe superar un punto de restriccion o punto R
después del cual el ciclo celular se vuelve insensible a las sefiales extracelulares (Frade y
Ovejero-Benito, 2015; Wein y cols., 2015).

La proteina de susceptibilidad al retinoblastoma pRb desempefia un papel fundamental para
controlar el punto de restriccion R. En las células que no se dividen pRb esta
hipofosforilada y se asocia con miembros de la familia E2F de los factores de transcripcion,
lo que inhibe la activacion transcripcional de genes diana necesarios para la progresion del
ciclo celular en la fase S. Durante la fase G, la pRb es fosforilada progresivamente en 8
sitios diferentes por los complejos ciclina D-CDK4/6 y ciclina E-CDK2, creandose la pRb
hiperfosforilada, que promueve la disociacion de E2F (Krtolica y cols., 1998). La proteina
E2F liberada se heterodimeriza con una o tres unidades de la ADN polimerasa y activa la
transcripcion de los genes diana, que incluyen los genes esenciales de la fase S (Frade y
Ovejero-Benito, 2015; Wein y cols., 2015).

En este punto R la célula debe salir de G, y entrar a la fase S. Durante la fase S se duplica
el ADN, cada cromosoma pasa a tener dos moléculas de ADN de cadena doble
(cromatidas). En la fase S la ciclina E es remplazada por la ciclina A para formar los
complejos A-CDK2 en la fase S temprana y A-CDKI1 en la fase S tardia. Cuando se
completa la fase S el complejo A-CDK?2 fosforila los heteromeros E2F-DP, y termina asi la
actividad de E2F (Henley y Dick, 2012).
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Figura 8. Diagrama del ciclo celular. Modificado de https:/seniorapbiologyreview.wikispaces.com/Cell+Cycle.

Al finalizar la fase S, la ciclina B remplaza la ciclina A y forma el complejo B-CDKI1 que
mueve la célula a la fase G2 y hacia la mitosis (Wein y cols., 2015). Este proceso consiste
en 4 fases consecutivas: profase, cuando se condensa la cromatina, nucléolos y membrana
nuclear desaparecen, y se forma el huso mitotico; metafase, cuando los cromosomas se
disponen en el plano ecuatorial de la célula; anafase, cuando las cromatidas se separan
hacia los lados opuestos del huso mitético; y telofase, en el que los cromosomas
descondensan en la cromatina difusa, aparece la membrana nuclear, se forman 2 nuevos
nucleos y la citocinesis comienza a tener lugar (Frade y Ovejero-Benito, 2015).

Ademas del punto de restriccion R existen los checkpoints G,/S antes de la fase S y G2/M
antes de la mitosis. Los puntos de control del ciclo celular emplean proteinas inhibidoras de
las quinasa dependientes de ciclina (CDKI). La parada en G; previene la replicacion
aberrante del ADN y la parada en G2 evita que se produzcan la segregacion de cromosomas
dafiados o alterados (Lara y Saez-Bravo, 2012). Un contribuyente critico en los puntos de
control es la proteina p53, el producto del gen TP53, localizado en la region cromosdmica
17p13. p53 es conocida como un supresor tumoral y factor de transcripcion pleotropico que
recibe multiples sefiales de estrés y dafo celular activando genes que funcionan de modo
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variable en la detencion del ciclo celular, si la célula no logra reparar el dafio del ADN, p53
induce la apoptosis. La apoptosis inducida por p53 estd mediada a través de la familia Bel-2
(Wein y cols., 2015).

El ciclo celular también est4 regulado por los miembros de la familia CIP/KIP (proteinas de
interaccion con CDKs/proteinas inhibidoras de quinasas). Las proteinas CIP/KIP tienen la
capacidad de unirse e inhibir las quinasas dependientes de ciclina (CDKs) lo que les
permite regular el ciclo celular (Murray, 2004); ademas tienen funciones independientes de
las CDK (CKIs) en la regulacion de la transcripcion, apoptosis y el citoesqueleto (Besson y
cols., 2008). La familia CDK inhibitorias (CDKIs) comprende tres proteinas:
p21Cipl/WAFI, p27Kipl y pS7KIP2 (miembros de la familia CIP/KIP) (Frey y cols.,
2000; Black y Black, 2012). Estas proteinas muestran dominios inhibidores homdlogos
entre si, necesarios para la union a los complejos formados por CDK4 y CDK2.

p21 es una proteina pequefia de 165 aminoacidos y es inducida en respuesta al dafio del
ADN a través de la actividad de la proteina supresora de tumor p53 y media la detencion
del ciclo celular en la fase G, y G2 (Gartel, 2006; Starostina y Kipreos, 2013; Karimian y
cols., 2016). Cuando el ciclo celular funciona con normalidad, p21 oscila con los mas altos
niveles durante las fases G; y G2 (Duli¢ y cols., 1998). La inhibicién promovida por p21
depende de dos dominios estructurales: el dominio de unién a PCNA (antigeno nuclear de
células en proliferacion) carboxilo-terminal y el dominio inhibitorio CDK-amino terminal
(Chen y cols., 1995; Luo y cols., 1995). A través del dominio C-terminal compite por la
union de PCNA con la ADN polimerasa inhibiendo la sintesis del ADN. De la misma
forma, p21 se une a los complejos ciclina D-CDK4/6 y E-CDK2, inhibiendo la
fosforilacion de pRb en la fase G; (Wang y cols., 2011; Choi y cols., 2014; Naito y cols.,
2015). En la fase S, p21 puede inhibir al complejo ciclina A-CDK1 y detener la transicion a
G2/M (Choti y cols., 2014).

p21 se une a los factores de transcripcion E2F-1, STAT3 y c-myc para inhibir su actividad
transcripcional, también es capaz de activar la transcripcion de genes por represion de
p300-CREBBP (proteina de union a CREB) permitiendo una retroalimentacion positiva
que amplifica la expresion de p21 (Abbas y Dutta, 2009). La proteina p21 actlia como
efector principal de procesos anti-proliferativos independientes de la via clasica de p53
(Abbas y Dutta, 2009). p21 a menudo estd mal regulada en los procesos de carcinogénesis,
pero su expresion, dependiendo del contexto y la circunstancias del microambiente celular
puede tener una funcion dual como supresor de tumor o como oncogén (Abbas y Dutta,
2009).

p21 puede proteger la célula contra la apoptosis. Las proteinas CIP/KIP pueden bloquear la
apoptosis a través de la via CDK-independiente. p21 se une e inhibe JNK/SAPK quinasa y
las MAPKs ASK1 (MAP3KS5) para bloquear el estrés inducido por la apoptosis (Dotto,
2000; Roninson, 2002). p21 fosforilada por la proteina quinasa A (PKA) puede inhibir la
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apoptosis mediada por Fas mediante la unidn a pro-caspasa-3, evitando que se convierta en
una caspasa activa (Suzuki y cols., 2000).

La proteina p27 es un miembro de la familia CIP/KIP. p27 regula negativamente la
progresion de la célula de G; a la fase S del ciclo celular mediante la union y la inhibicion
de quinasas dependientes de ciclina (CDKs) (Cheville., 1998; Sherr y Roberts, 1999). p27
facilita la importacion nuclear de los complejos de ciclina D-CDK4/6 e inactiva la ciclina A
y los complejos de ciclina E-CDK2 (Besson y cols., 2008; Chu y cols., 2008). Ademas de
su papel como un inhibidor del ciclo celular, p27 también regula la apoptosis. p27 podria
tener actividad supresora de tumores, y la disminucion de la expresion de p27 se asocia con
el comportamiento agresivo del tumor en varios tumores malignos humanos. Las
alteraciones genéticas de p27 son raras, en su caso estdn mal regulados los mecanismos
asociados a la transcripcion (Garrett-Engele y cols., 2007; Chu y cols., 2008).

Otra proteina nuclear implicada en el ciclo celular es Ki67 que se asocia con la sintesis de
ARN ribosomal y puede ser necesaria para la proliferacion celular (Lindsay y cols., 2016).
Ki67 en humanos es codificada por el gen MKI67 ubicado en el brazo largo del cromosoma
10, siendo una proteina de gran tamafio con 395 kDa (Duchrow y cols., 1996; Kobayashi y
cols., 2013). La expresion de Ki67 varia en las diferentes fases del ciclo celular. Durante la
interfase, el antigeno se puede detectar exclusivamente dentro del nlicleo, mientras que en
la mitosis la mayoria de la proteina se traslada a la superficie de los cromosomas (Scholzen
y Gerdes, 2000). Las células expresan Ki67 durante G, en niveles bajos en la fase S, se
elevan al maximo en G2 y en las fases de la mitosis, pero no se expresa durante la fase de
reposo Gy (Yuan y cols., 2015).

3.2 Apoptosis

La apoptosis también conocida como muerte celular programada, es un proceso regulado
que utilizan los organismos multicelulares para eliminar las células innecesarias o
perjudiciales (Plati y cols., 2011; Wein y cols., 2015). Es un mecanismo fisiologico crucial
para el mantenimiento de la homeostasis glandular normal, por lo tanto, debe existir un
balance entre proliferacion y muerte celular para evitar que el tejido crezca indefinidamente
y se regenere de forma correcta (Parsons y Green, 2010). La disrupcion del delicado
balance mitosis vs apoptosis puede desembocar en trastornos autoinmunes, enfermedades
degenerativas y cancer (Parsons y Green, 2010; Lara y Sdez-Bravo, 2012). La apoptosis
contrasta mucho con la necrosis, una forma no programada de muerte celular, en la cual las
c€lulas con lesiones agudas se hinchan, explotan y liberan bruscamente su contenido, que
actia como un potente inductor de la respuesta inflamatoria (Wein y cols., 2015).

La apoptosis es un proceso mas ordenado que la necrosis que requiere energia, definido
principalmente por sus caracteristicas morfologicas: redondeamiento de la célula, retraccion
de pseudopodos, condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear (cariorrexis), el
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encogimiento del citoplasma (picnosis), generacion de evaginaciones esféricas en la
membrana plasmatica (blebs) y la descomposicion de la célula en fragmentos discretos
(cuerpos apoptoticos), la inmersion de las células por los fagocitos profesionales u otras
células dotadas de actividad fagocitica (Kroemer y cols., 2009; Demaria y cols., 2010;
Wein y cols., 2015). La apoptosis estd extremadamente regulada por un sistema evolutivo
conservado de sefales positivas y negativas cuyo equilibrio determina si la célula sufrira
apoptosis. Varias vias de sefalizacion pueden modular la apoptosis que involucra las
proteinas Bcl-2 y las proteinas inhibidoras de la apoptosis (Inhibitors of apoptosis proteins)
IAPs (Plati y cols., 2011).

3.2.1 La familia Bcl-2

Los miembros de la familia de Bcl-2 se puede subdividir en grupos basados en su estructura
y funcion (Figura 9). Las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 (antagonist of cell death), Bel-xL
(Bcl-2L1 long isoform), y Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1, Bcl-2L3) se localizan en la
membrana mitocondrial externa y bloquean las funciones de las proteinas pro-apoptoticas
(Dai y Grant, 2007; Renault y Chipuk, 2014). Las proteinas pro-apoptoticas se subdividen
en dos grupos: Bax (Bcl-2 Associated X protein) y Bak (Bcl-2 Antagonist Killer 1) que
participan directamente en la formacion de poros en la membrana externa mitocondrial
(MOMP), que conduce a la muerte celular en el punto de no retorno (Chipuk y Green,
2008; Davids y Letai, 2012). El segundo grupo de miembros de la familia Bcl-2 pro-
apoptoticos se compone de proteinas que comparten solo el dominio BH3. Ejemplos de esta
clase incluyen: Bad (Bcl-2 antagonist of cell death), Bim (Bcl-2 interacting mediator of cell
death), Nova y PUMA (p53 up-regulated mediator of apoptosis). Estas proteinas tienen
funciones clave para atar y regular tanto las proteinas efectoras anti-apoptoticas como las
pro-apoptoticas (Renault y Chipuk, 2014). Basicamente las proteinas BH3 solo promueven
la apoptosis de una forma directa mediante la union y oligomerizacién de Bak y Bax o
indirectamente mediante la neutralizacion de los miembros de la familia anti-apoptoticas
(Strasser y cols., 2011; Renault y Chipuk, 2014).
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Figura 9. Miembros de la familia Bcl-2 con los respectivos miembros de cada subfamilia. La familia Bcl-2 se clasifica en
tres subgrupos segun la funcioén y composicion de dominios BH. Todos los miembros de de la familia poseen al menos uno de
los cuatro dominios BH, denominados BH1, BH2, BH3 y BH4, y muchos incluyen el dominio transmembrana (TM). Los
miembros anti-apoptoticos tienen de tres a cuatro dominios BH, igual a los miembros pro-apoptoticos. Los BH3 solo son un
subconjunto de proteinas pro-apoptoticas que sélo llevan un dominio BH. Las proteinas Bcl-2 juegan un papel clave en la
mediacion del equilibrio entre la supervivencia celular y la muerte celular. Modificado de Plati y cols., 2011; Thomas y cols.,
2013.

3.2.2 Proteinas inhibidoras de la apoptosis

Las proteinas inhibidoras de la apoptosis (Inhibitor of Apoptosis Proteins) 1APs son
reguladores esenciales de la apoptosis que impiden la activaciéon de las caspasas o
interfieren con las proteinas pro-apoptédticas como SMAC/DIABLO que se liberan desde la
mitocondria junto con el citocromo ¢ en respuestas a estimulos de muerte (Khan y Bisen,
2013; Falkenhorst y cols., 2016). La familia de las IAPs estéd representada en humanos por
ocho miembros: NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein), ILP2 (IAP-like protein 2), c-1AP-1 (cellular IAP), c-1AP-2, BRUCE
(Baculoviral IAP repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme), Survivin y Livin. Las
IAPs promueven la supervivencia celular mediante la interaccién con las vias de la
apoptosis y la activacion de la progresion del ciclo celular.

En términos generales, hay dos vias principales por las cuales una célula puede involucrarse
en la apoptosis: la via apoptdtica extrinseca y la via apoptética intrinseca. La via apoptotica
intrinseca o mitocondrial controla las condiciones dentro de la célula y responde a distintas
sefales de estrés (Figura 10). Durante la apoptosis intrinseca, se forman poros en la
membrana mitocondrial externa (OMM) en un proceso denominado permeabilizacion
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mitocondrial de la membrana externa (MOMP) (Youle y Strasser, 2008). Esto permite la
disipacion del potencial mitocondrial transmembrana con la consecuente deplecion del
ATP, liberando el citocromo ¢, desde el espacio intermembrana hacia el citoplasma. El
aumento de los niveles de citocromo ¢ en el citosol induce la oligomerizacion de la proteina
APAF-1 (apoptosis inducing factor). El citocromo ¢ se une a la B-hélice en APAF-1 para
activar el intercambio de nucleodtidos y el montaje paso a paso de un apoptosoma en forma
de heptamero (Wu y Bratton, 2012; Zhou y cols., 2015). El apoptosoma produce la
activacion de una caspasa iniciadora, y activa las caspasas ejecutoras e induce la muerte
celular (Liu y cols., 1996; Li y cols., 1997; Ow y cols., 2008). MOMP se logra a través de
las acciones coordinadas de los miembros pro-apoptoticos y anti-apoptéticos de la familia
Bcl-2 (Parsons y Green, 2010; Galluzzi y cols., 2015).

La via apoptotica extrinseca es mediada a través de receptores de superficie celular
llamados “receptores de la muerte” (Figura 10). Entre ellos estan: TNFR1 (tumour necrosis
factor type-I receptor), Fas, DR3 y los receptores de TRAIL (TRAIL-R1 y TRAIL-R2) (Jin
y El-Deiry, 2005; Guicciardi y Gores, 2009). Todos los receptores de muerte contienen un
dominio extracelular rico en cisteina de unidon al ligando y un dominio de muerte
intracelular para la transmision de senales a través del reclutamiento de efectores
(Aggarwal, 2003; Zhang y Yu, 2013). Los ligandos pro-apoptéticos pertenecen a la
superfamilia de citoquinas TNF que bien pueden estar presentes en la superficie celular o
secretadas en el espacio extracelular (Ashkenazi, 2008). Tras la uniéon de ligandos pro-
apoptoticos a sus respectivos receptores, cada receptor puede formar independientemente
un complejo de sefializacion inductor de la muerte DISC (death-inducing signalling
complex) (Kischkel y cols., 1995; Muzio y cols., 1996; Ashkenazi, 2008). Esto permite la
oligomerizacion de Fas tras la union de su ligando por la molécula adaptadora FADD que
facilita el reclutamiento de la procaspasa-8 y otras proteinas implicadas en la regulacion de
la apoptosis (Ashkenazi, 2008).

Las proteinas apoptdticas y no apoptdticas convergen en una familia importante de
proteasas conocidas como caspasas (cysteine-dependent aspartyl-specific protease), que
tienen un papel central en la ejecucion de la apoptosis celular. Las caspasas son clasificadas
a grandes rasgos en iniciadoras (-8, -9 y -10) o caspasas ejecutoras (-3, -6 y -7) (Olsson y
Zhivotovsky, 2011; Bai y cols, 2016). Las caspasas -3, -8 y -9 se sintetizan como
proenzimas inactivas que son activadas por escision proteolitica en células que
experimentan apoptosis (Bai y cols, 2016). La caspasa-3 amplifica las sefales de la via
intrinseca y extrinseca (Lakhani y cols., 2006). La caspasa-8 es importante en la via
extrinseca mediada por los receptores de muerte, y se somete a una auto-division para
convertirse en forma activa. A través de la escision, la caspasa-8 activada, activa las
caspasas efectoras (Sakamaki y Satou, 2009; Bai y cols., 2016).
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Figura 10. Via apoptética extrinseca e intrinseca. La via intrinseca es activada por privacion de factores de crecimiento, dafio del
ADN vy por estimulos de estrés que actian sobre miembros de la familia Bcl-2 BH3 solo como Bad y Bim que inician la sefializacion
de apoptosis mediante la union a las proteinas pro-supervivencia como Bcl-2 y se libera Bax y/o Bak para promover la pérdida del
potencial de membrana externa y la liberacion de citocromo ¢ y la activacion de la caspasa-9, caspasa-3 y apoptosis. La via
extrinseca se inicia por la activacion de receptores de muerte, como FAS adaptador (FADD). Esto resulta en la activacion de la
cascada de caspasa y apoptosis (Wali y cols., 2013). Modificado de Plati y cols., 2011.

La caspasa-8 también escinde Bid a una forma truncada (tBid) que se acopla a la ruta
mitocondrial para amplificar la respuesta apoptdtica (Shalini y cols., 2015). La caspasa-9 es
considerada la caspasa canonica en la ruta mitocondrial intrinseca que esta regulada
principalmente por la familia Bel-2 (Fuentes-Prior y Salvesen, 2004).

Las cIAP1/2 inhibe la apoptosis extrinseca, inhibiendo indirectamente la caspasa-8 y
regulando tanto la via de sefalizacion canonica como la no canénica de NF-kB. También
las cIAP1/2 son capaces de secuestrar moléculas pro-apoptoticas como SMAC/DIABLO.
Por otro lado, XIAP es capaz de inhibir directamente a la caspasa efectora-3 y -7, y la
caspasa-9 iniciadora (Khan y Bisen, 2013; Gyrd-Hansen y Meier, 2010). Ambas, cIAP1/2 y
XIAP inhiben la apoptosis por degradacion mediada por ubiquitina y la inactivaciéon no
degradativa de las caspasas (Gyrd-Hansen y Meier, 2010).
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3.3 Inflamacién

El fracaso de la homeostasis ocurre cuando los mecanismos fisioldgicos pierden el control
dando como resultado una mala regulacion que lleva en definitiva a la prevalencia de
enfermedades cronicas como la inflamacion (Kotas y Medzhitov, 2015). La inflamacion se
considera un factor causal en varios tumores humanos, incluyendo el cancer de prostata.
Sin embargo, la conexion inflamacion persistente y cancer no se corresponde
completamente (Saigo y cols., 2008; Mantovani y cols., 2008; Balkwill y Mantovani, 2010,
2012). El equilibrio entre las respuestas inmunes pro y anti-inflamatorias de las células
huésped durante la inflamacion es fundamental para determinar el destino de la célula
(Kidane y cols., 2014).

En los procesos inflamatorios estan involucradas las citoquinas que juegan un papel
fundamental en el funcionamiento fisioldgico de la glandula prostatica. Las citoquinas son
un grupo de proteinas secretadas de bajo peso molecular que se unen a receptores
especificos de la membrana celular. Es aqui donde van a desarrollar su funciéon mediante la
iniciacion de una serie de cascadas de transduccion. Las citoquinas pueden ser pro-
inflamatorias (IL-1, TNF-a e IL-6) y anti-inflamatorias (EGF y TGF-B).

3.3.1 La familia de Interleuquina-1 (IL-1)

La familia de Interleuquina-1 (IL-1) comprende dos ligando bioactivos (IL-1a y IL-1B),
que se unen a dos tipos de receptores transmembranas (IL-1RI y IL-1RII), y un receptor
especifico antagonista (IL-1Ra) (Dinarello, 1998). La afinidad de la IL-1a, IL-1B e IL-1Ra
por los receptores IL-1RI e IL-1RII se ve modificada en funcién del ligando que se
presente. IL-1a e IL-1Ra presentan mayor afinidad por IL-1RI que IL-1B, mientras que la
IL-1B tiene mayor afinidad por IL-1RII.

La IL-1 afecta practicamente a todas las células y organos, es un mediador central de la
inmunidad innata y patogénico principal de enfermedades autoinflamatorias, autoimunes,
infecciosas y degenerativas (Dinarello, 2009; 2010; Dinarello, 2012; Garlanda y cols.,
2013). La IL-1a e IL-1B se han implicado en la promocion de la angiogénesis, crecimiento
tumoral y metastasis en modelos experimentales de cancer, estando asociado con la
biologia del tumor mas agresivo (Elaraj y cols., 2004). IL-1a e IL-1B son codificada por
genes distintos, se unen al mismo receptor (IL-1RI) y tienen propiedades biologicas
similares.

El precursor de la IL-1a esta presente en las capas epiteliales y en presencia de necrosis
tumoral es liberado totalmente activo, sale del ntcleo y reside en el citosol (Cohen y cols.,
2010; Garlanda y cols., 2013). Por el contrario, tras una sefal de apoptosis la IL-1a se
localiza en el nucleo y se mantiene fuertemente unida a la cromatina y funciona como
componente de la transcripcion para genes pro-inflamatorios (Dinarello, 2011; Garlanda y
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cols., 2013). Algunas células cancerosas pueden expresar en la membrana IL-1a (IL-1a de
membrana) que puede aumentar la inmunogenicidad de las células tumorales. Esto le
permite servir en la vigilancia inmune anti-tumor y la regresion del tumor, sin embargo, en
el ambiente tumoral al morir la célula el precursor de la IL-1a liberado (IL-1a segregable)
es una citoquina altamente pro-inflamatoria (Rider y cols., 2013; Voronov y cols., 2013;
Oliveira y cols., 2014). Al contrario, el precursor de la IL-1B no estd activo, se origina en
las células hematopoyéticas y nunca se ha observado en el nucleo (Dinarello, 2011;
Garlanda y cols., 2013).

La via IL-1 estd estrechamente regulada en varios niveles por diversos mecanismos que
incluyen al receptor antagonista (IL-1Ra), receptor sefiuelo (IL-1RII), complejos de
receptores negativos dominantes y reguladores negativos (Garlanda y cols., 2013). La
activacion mal regulada de estos receptores potencialmente median reacciones
inflamatorias locales y sistémicas perjudiciales (Garlada y cols., 2013). EI receptor tipo I
(IL-RI) es de senalizacion, mientras que el tipo II (IL-1RII) sirve como una diana sefiuelo,
que actua para reducir las cantidades excesivas de IL-1 (Apte y Voronov, 2008; Sims y
Smith, 2010). El receptor IL-1RII se libera en forma soluble como consecuencia del
procesamiento proteolitico o corte y empalme alternativo y regula la actividad de IL-1 por
diferentes mecanismos (Kuhn y cols., 2007; Lorenzen, 2012; Garlada y cols., 2013). IL-
IRa se une a IL1RI y es especifico para la prevencion de la actividad de IL-1a e IL-1B
(Dinarello, 2011).

3.3.2 TNF-a

El factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor) TNF es una citoquina pro-
inflamatoria que media un amplio espectro de respuestas celulares. TNF estd implicado en
varias enfermedades incluyendo cancer y ejerce sus funciones a través de dos receptores:
TNFRI que se une preferentemente a TNF-a soluble y TNFRII que se encuentra en las
células del linaje hematopoyético y que tiene especificidad por la forma transmembranosa
del TNF-a (Balkwill, 2009; Borghi y cols., 2016). La union del factor de necrosis tumoral a
su receptor de superficie involucra multiples vias de transduccion de sefiales, incluyendo
las caspasas, NF-kB y proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKSs), responsables
de la transmision de sefales extracelulares evocadas por factores de crecimiento peptidicos,
hormonas, citoquinas o varias clases de estrés (Kholodenko y Birtwistle, 2009; Kyriakis y
Avruch, 2012).

3.3.31IL-6

IL-6 (interleuquina-6) es una citoquina multifuncional que estd implicada en numerosos
procesos inflamatorios. IL-6 es producida por diferentes tipos celulares y dependiendo del
contexto celular puede ejercer una amplia variedad de funciones actuando mediante un
receptor de membrana. Este receptor esta constituido por IL-6Ra (receptor o de la IL-6) y
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gp130 (glicoproteina 130). Primero se produce una unién de IL-6 a IL-6Ra, aunque esta
unién no es suficiente para iniciar la sefial de transduccion y atraer a gp-130 favoreciendo
la heterodimerizacion e iniciando la sefial intracelular. Se ha visto que IL-6 estimula el
desarrollo de diferentes tumores como el carcinoma de mama, colon o préstata (Hibi y
cols., 1996; Grivennikov y cols., 2010; Cansino y cols., 2011).

Varias lineas de investigacion apuntan que la IL-6 juega un papel contributivo en la
iniciacion y progresion del cancer de prostata ya que la IL-6 y su receptor pueden ser
originados en la prostata y su sobreexpresion se ha detectado en prostata normal, en epitelio
maligno y en PIN de alto grado (Hobisch y cols., 2000; Rodriguez-Berriguete y cols.,
2010). Los niveles circulantes de IL-6 se encuentran elevados en los pacientes con cancer
de prostata metastasico y en el cancer de prostata refractario, pudiendo funcionar como
activador de receptores de androgeno (Smith y cols., 2001; Culig y Puhr, 2012).

IL-6 funciona como factor de crecimiento paracrino para las células de cancer de prostata
sensibles a androgenos (LNCaP) protegiendo a las células de la apoptosis en la terapia de
privacion de androgenos y como un factor de crecimiento autocrino para las células
andrégenos insensibles DU154 y PC3 (Okamoto y Oyasu, 1996; Dutt y Allen, 2009).

3.3.4 Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El factor de crecimiento epidérmico EGF (Epidermal growth factor) es una citoquina
implicada en el crecimiento normal y anormal de la prostata. EGF inicia su sefializacion
mediante la unién a su receptor ErbB, localizdndose en las células neuroendocrinas del
epitelio prostatico (Yun y cols., 2013). El receptor ErbB (Erythroblastic leukemia viral
oncogene) es una familia compuesta por cuatro miembros: (EGFR)/ERBBI/HERI,
ERBB2/HER2, ERBB3/HER3 y ERBB4/HER4 (Hynes y Lane, 2005). La uniéon de EGF
con su receptor dentro de la célula desencadena actividades tirosina quinasa que le permite
controlar importantes actividades intracelulares. Diversos estudios apuntan que son
independientes de la accion de andrégenos y tienen la capacidad de ser autofosforilados.
EGFR activa varias cascadas de sefializacion como las MAPKSs, PI3K-Akt en canceres.

3.3.5 Factor de crecimiento transformante (TGF-B)

El Factor de crecimiento transformante TGF-B (Transforming growth factor beta) es una
citoquina pleiotropica potente que regula una amplia variedad de procesos en diferentes
tipos de células como la diferenciacion y la homeostasis entre otros. La actividad TGF-B
induce multiples efectos en diferentes vias de sefializacion promoviendo la inhibicion de
tumores (Dvorak, 1986; Stover y cols., 2007; Principe y cols., 2014). TGF-B comprende
tres isoformas (TGF-B 1, TGF-B 2 y TGF-B 3) que se sintetizan inicialmente como
homodimeros (75 kDa), conocidas como pro-TGF-B. Pro-TGF-B se escinde en el aparato
de Golgi para formar el homodimero (25 kDa) de TGF-B maduro (Annes y cols., 2003).
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En tejidos normales TGF-B ejerce efecto anti-proliferativo y pro-apoptotico sobre células
epiteliales para limitar la aparicion y el crecimiento de carcinomas malignos (Hanahan y
Weinberg, 2000; Siegel y Massague, 2003), asi como facilitar las interacciones entre los
fibroblastos y las cé€lulas epiteliales para suprimir ain mas eventos de iniciacion del cancer
(Bhowmick y cols., 2004). TGF-B se une a dos receptores (TGFBRI y TGFBRII) y una vez
activado el ligando, la sefializacion de TGF-B estd mediada a través de Smad (via canonica)
y via no Smad. Ambas vias juegan multiples papeles en la homeostasis, en particular en el
crecimiento y la plasticidad de las células epiteliales (Hata y David, 2009; Principe y cols.,
2014).

El factor de crecimiento transformante beta se ha postulado que tiene un doble papel en la
progresion del tumor: como supresor en etapas tempranas de la carcinogénesis y como
prooncogen en los ultimos pasos de la enfermedad metastasica (Roberts y Wakefield, 2003;
Krsti¢ y cols., 2015). En el epitelio, TGF-B inhibe la proliferacion celular, sin embargo, en
el mesénquima promueve la proliferacion celular (Moses, 1992; Fuxe y Karlsson, 2012;
Imamura y cols., 2012). Practicamente todos los tumores epiteliales muestran resistencia
parcial o total a los efectos inhibitorios de TGF-B, lo que se conoce como insensibilidad a
las sefiales anti-crecimiento, ya sea debido a la inactivacion de mutaciones o represion de
uno o mas genes de la via de sefializacion (Elliott y Blobe, 2005; Bierie y Moses, 2006;
Padua y Massagué, 2009). Como respuesta a esta insensibilidad las células cancerosas
normalmente secretan grandes cantidades de TGF-B, siendo la produccion paralela a la
progresion del cancer (Pasche, 2001).

La mala regulacion en la via de TGF-B conduce a una amplia reprogramacion de senal,
permitiendo que las células cancerosas se apropien de las funciones normales para asegurar
su propia supervivencia (Principe y cols., 2014). TGF-B tienen actividad pro-apoptética por
la via dependiente o independiente de Smad o p53, aunque durante la transformacion
maligna, la sefalizacion de TGF-B se altera para promover la supervivencia celular
evadiendo la apoptosis (Motyl y cols., 1998; Perlmany y cols., 2001; Tian y cols., 2011).
La autosuficiencia en las sefales de crecimiento en las células cancerosas se consigue a
través de TGF-B por su capacidad de inducir la expresion de citoquinas, factores de
crecimiento o sus receptores, ademas de activar la via Ras/Rat/MAPK (Elliott y Blobe,
2005). TGF-B puede estimular la angiogénesis por sus efectos sobre los factores
angiogénicos locales tales como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) (Sanchez-Elsner y cols., 2001; Massagué,
2008; Padua y Massagué, 2009). TGF-B induce la transicion epitelio mesénquima (EMT).
Las células cancerosas a menudo responden a TGF-B mediante la estimulacion de la
expresion de enzimas que degradan la matriz, lo que contribuye a la degradacion de la
matriz extracelular y la evasion a través de la transicion epitelio mesénquima, caracteristica
patoldgica en la neoplasia promoviendo la evasion tisular y la homeostasis (Derynck y
Zhang, 2003; Elliott y Blobe, 2005). TGF-B promueve EMT a través de la combinacion de
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eventos transcripcionales dependientes de Smad y efectos Smad independientes en los
complejos de union celular (Massagué, 2008). Altos niveles de TGF-B se observan en
canceres avanzados e inactivan los sistemas de inmunovigilancia antitumoral (Meulmeester
y Ten Dijke, 2011; Korrodi-Gregorio y cols., 2014).

3.3.6 La familia de las MAPKs

Las proteinas quinasas activadas por mitogenos MAPKs (Mitogen-Activated Protein
Kinases) realizan un papel importante en la regulacion de la proliferacion normal de las
células (Roberts y Der, 2007). Las MAPKs son un grupo heterogéneo de enzimas
responsables de la fosforilacion de aminoacidos de serina y treonina en muchas proteinas y
son componentes de las cascadas de sefializacion de diversos estimulos extracelulares que
convergen para iniciar la inflamacion, incluyendo la produccion de citoquinas
proinflamatorias (Broom y cols., 2009). Las tres principales subfamilias de MAPKs son:
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), quinasas c-Jun NH2 terminales
(JNKs) y las quinasas de p38 MAP. En general, ERKs son activadas por mitogenos y
sefales de diferenciacion, mientras que JNK y p38 son activadas por estimulos de estrés
(Sabio y cols., 2014). Cada una de estas cascadas estan compuestas por tres quinasas que
actlian secuencialmente una tras otra MAPKKK/MAP3K, MAPKK/MAP2K, y MAPK que
con regularidad se alteran en el cancer humano (Figura 11) (Akinleye y cols., 2013b).

a) Proteinas MEK

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos, MAPKK/MAP2K, se conocen
comunmente como proteinas MEK. Las MEK pertenecen a una familia de enzimas que
tienen como objetivos especificos las cuatro vias de MAPKs (ERK, JNKs, p38 y ERKY)
(Akinleye y cols.,, 2013b). Estas enzimas MEK fosforilan selectivamente residuos
serina/treonina y tirosina dentro del bucle de activacion de sus sustratos especificos MAP
quinasa. Hasta el momento han sido identificadas 7 enzimas MEK (Chang y Karin, 2001;
Akinleye y cols., 2013b). Como toda proteina quinasa tienen un dominio catalitico
(dominio quinasa), un dominio amino terminal, y el dominio carboxilo terminal. MEK1 y
MEK?2 estan estrechamente relacionadas. Ambas participan en la cascada de transduccion
de senales Ras/Raf/MEK/ERK que se activa por una variedad de factores de crecimiento,
hormonas y citoquinas (Akinleye y cols., 2013b). En la secuencia N-terminal, MEK1/2
contiene un segmento inhibidor/alostérico, una secuencia de exportacion nuclear que tiene
una caracteristica estructural Unica y un sitio de acoplamiento (D-dominio) que ayuda en
sustratos de ERK vinculante. El dominio quinasa contiene un sitio de unién y un aparato
catalitico ATP. El C-terminal alberga el dominio para el acoplamiento versatil (DVD) que
funciona como un sitio de unién importante para los componentes de la cascada
Ras/Rat/MEK/ERK (Takekawa y cols., 2005). La cascada de senalizacion MEK1/2 se
activa mediante la unidon a receptores tirosina quinasas (RTK), lo que lleva a la
dimerizacion de los receptores y la autofosforilacion de residuos de tirosina especificos en
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su region C-terminal. Estos receptores activados reclutan y fosforilan proteinas adaptadoras
Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) y SOS (Son of Sevenless) que a su vez
interactian con GTPasa Ras y causan su activacion (Sacks, 2006; Liang y cols., 2011).

Factores de crecimientos
Estres

Citoquinas

Citoplasma

Factores de
Transcripcion

Nucleo

Figura 11. Vias de las MAPKs. Los mitogenos como factores de crecimiento, citoquinas y estrés activan las MAP3Ks,
subsecuentemente resulta la fosforilacion de MAP2Ks. La MAP2Ks fosforiladas activan las MAKSs terminales como son ERK1/2, p38,
INK y ERKS, terminando con la transcripcion de factores como son Elk-1, ATF-2, AP-1 y MEF-2. Modificado de Akinleye y cols.,
2013b.

MEK3 y MEK6 son funcionalmente similares. Estructuralmente MEK6 difiere de MEK3
en las regiones C- y N-terminal, sin embargo, los sitios de union de ATP, serina/treonina y
tirosina se conservan (Han y cols., 1996; Stein y cols., 1996). Las MAP3K y sus
mecanismos de regulacion pueden proporcionar la capacidad de responder a una amplia
gama de estimulos y de integrar la activacion de p38 MAPK con otras vias de sefializacion
(Koul y cols., 2013). Las MAP3K activas fosforilan y son capaces de activar MEK3/6 que a
su vez catalizan las fosforilaciones concomitantes de una treonina/serina y un residuo de
tirosina en las p38 MAPK. MEK®6 activa las cuatro isoformas de p38 MAPK (Zarubin y
Han, 2005).
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La via Ras/Raf/MEK/ERK MAP quinasa promueve la supervivencia celular mediante el
bloqueo de NF-kB, lo que aumenta la transcripcion de genes anti-apoptoticos y pro-
supervivencia como Bcl-2 y Mcl-1 (Balmanno y Cook, 2009).

b) ERK

Las ERK se asocian generalmente a la mitogénesis e inversamente con la apoptosis. La
actividad sostenida de ERK se sabe que induce la muerte celular y tiene efectos anti-
proliferativos (Cagnol y Chambard, 2010; Rodriguez-Berriguete y cols., 2012). La familia
de quinasas activadas por sefiales extracelulares (ERK) estd constituida por ERK1, ERK2,
ERK3, ERK4 y ERKS. Esta familia esta implicada en los procesos desencadenados por la
llegada de los factores de crecimiento mitogénicos a la superficie celular. Principalmente,
estos procesos son: control de la proliferacion celular, supervivencia, diferenciacion,
motilidad y angiogénesis (Brunet y cols., 1998; McCubrey y cols., 2007; Akinleye y cols.,
2013b). ERK1 y ERK2 tienen una amplia variedad de sustratos citosolicos y nucleares. La
via de sefalizacion ERK1/2 promueve la progresion de las células de la fase Go/G; a la fase
S por activacion de reguladores positivos del ciclo celular ciclina D1 y c-myc (Roovers y
Assoian, 2000; Sears y cols., 2000). ERK1 y ERK2 tienen la secuencia TXY dentro de la
region catalitica y son doblemente fosforilados por quinasas MEKI1/2, mientras se
encuentran en el citoplasma (Wilsbacher y cols., 1999; Sawhney y cols., 2009; Déléris y
cols., 2011).

c) p38 MAPK

La MAP quinasa p38 se ha implicado en una amplia gama de procesos biologicos
complejos. La mala regulacion de los niveles de p38 MAPK en los pacientes esta asociada
con etapa avanzada y corta supervivencia en pacientes con cancer de prostata, mama,
vejiga, higado y de pulmén (Koul y cols., 2013). p38 MAPK desempeinia un doble papel
como regulador de la muerte celular, ya sea mediante la supervivencia o muerte celular
dependiendo del tipo de estimulo y el tipo de célula. Ademas, p38 MAPK es un actor
importante en la modulacion de la migracion celular y la invasion.

La familia de p38 MAPK consta de cuatro isoformas p38MAPKa, p38MAPKS,
p38MAPKYy y p38MAPKS codificadas cada una por un gen separado, con diferencias en la
especificidad de sustrato y distribucion en los tejidos (Enslen y cols., 2000). Las cuatro
formas se caracterizan por la presencia conservada de Thr-Gly-Tyr (TGY).

La via de p38 se activa en respuesta a diferentes estimulos. Media en las vias que conducen
a la apoptosis celular y sefiales de inhibicion del crecimiento (Dong y cols., 2002; Kumar y
cols., 2003).
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p38 MAPK inhibe la progresion del ciclo celular en Gi/S y G2 a través de la baja
regulacion de la expresion de ciclina D1 y Cde25 (Bulavin y cols., 2003; Brancho y cols.,
2003).

4 El Cancer de prostata resistente a castracion

Los androégenos y receptores de androgenos (RA) tienen papeles pleiotropicos en la
regulacion del desarrollo de sexo masculino y la funcién normal del sistema urogenital
masculino. El papel mejor definido para los RA es en el desarrollo y la regulacion biologica
de la glandula prostatica (Chan y Dehm, 2014). La terapia de privacion de andrégenos ADT
(Androgen deprivation therapy) constituye la primera linea de tratamiento para el cancer de
prostata metastasico (Sharifi y cols., 2010). La disminucién de androgenos provoca la
regresion del tumor, debido a su capacidad para inducir la apoptosis y la detencién de la
proliferacion en las células del cancer de prostata (Kahn y cols., 2014). A pesar de que los
pacientes con enfermedad metastdsica presentan una respuesta inicialmente nueva al
tratamiento de ADT, en casi todos los pacientes se produce un aumento de los niveles
circulantes de androégenos en un tiempo medio de 2 a 3 afios produciéndose la resistencia a
castracion (RC), lo que conlleva a la muerte en practicamente todos los pacientes en 16-18
meses (Pienta y Bradley, 2006; Steinestel y cols., 2014; Lochrin y cols., 2015).

El céncer de prostata refractario a las hormonas es el resultado de la regeneracion de las
células del cancer de prostata que se han adaptado al entorno privado de androgenos (Dutt y
Allen, 2009). Tumores RC deben contener células cancerosas que sobreviven y proliferan a
pesar de los bajos niveles circulantes de andrdgenos tras la castracion androgénica. Se han
propuestos varios mecanismos para explicar la aparicion de tumores ADT-resistentes, como
son: (a) la regulacion positiva de los receptores de androgenos (RA), (b) las mutaciones de
los RA, (¢) aumento de la sintesis de androgenos por las células tumorales, (d) la activacion
independiente de ligando de RA por factores de crecimiento o citoquinas, (€) los procesos
RA-independientes provocados por mutaciones o sefiales extracelulares o (f) desarrollo de
células tumorales con el apoyo de células madre de cancer de prostata independientes de
androgenos (Felman y Felman, 2001; Pienta y Bradley, 2006; Ponguta y cols., 2008).

Se cree que las sefiales peptidicas autoparacrinas activan los receptores tirosina quinasa,
contribuyendo a la aparicion de RC. Este proceso se produciria mediante la activacion de
vias de sefalizacion en las células del cancer de prostata que eluden el requisito de
androgenos para sobrevivir y/o proliferar (Pienta y Bradley, 2006; Feldman y Feldam,
2001). Nuevas evidencias sugieren que la reactivacion de los procesos de transicion
epitelio-mesenquimal EMT (Epithelial mesenchymal transition) pueden facilitar no solo el
desarrollo de cancer de prostata, sino también las metéstasis del cdncer de prostata. EMT se
caracteriza por el aumento de las caracteristicas mesenquimales y la invasividad
acompanados por la pérdida de la polaridad celular, progresion del tumor y la resistencia
terapéutica (Kahn y cols., 2014). Por otro lado, esta resistencia a los androgenos conduce a
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un aumento en la produccion de TGF-B, que a su vez promueve el crecimiento del cancer
de prostata, la viabilidad y la agresividad (Steiner y Barrack, 1992). La resistencia
adquirida también puede desarrollarse como resultado de alteraciones en genes como p27
(represion), ciclina D1 (induccién), p53 y Rb (mutaciones) o a través de alteraciones en
otras vias, como Akt/mTOR (Ananth y cols., 1999, Slingerland y Pagano, 2000; Zeng y
cols., 2004).

5 Rutas de senalizacion involucradas en el cancer de prostata

5.1 Via de transduccion NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1

La ruta de transducciéon de NF-kB puede ser activada por sefiales proinflamatorias cuya
activacion puede estar mediada por la IL-1 al unirse a su receptor (IL-1RI) (Figura 12). Esta
union permite interactuar con una serina -treonina quinasa PAK-1 que se activa mediante la
interaccion con Rac y Cdc 42 (Feng y cols., 2009). PAK-1 activada fosforila y activa a p38
MAPK. Dependiendo del estimulo y tipo de célula, p38 puede fosforilar diferentes sustratos
incluyendo factores de transcripcion NF-kB, ATF, AP-1, Elk-1 y varios miembros de la
familia Bcl-2 (Zhao y cols., 1999; Royuela y cols., 2008; Whyte y cols., 2009). También
p38 es capaz de activar la fosforilacion de NF-kB cuando es activado por citoquinas anti-
inflamatorias como EGF al unirse a su receptor EGFR.

El factor nuclear kappa B (NF-kB) es un factor de transcripcion que ha sido considerado el
mediador central del proceso inflamatorio y la inmunidad innata, contribuyendo a
importantes procesos intra y extracelulares. NF-kB funciona como un homo o heterodimero
de miembros de la familia Rel. Cada proteina Rel tiene una regién conservada de 300
aminoacidos en N-terminal llamado dominio Rel (Re/l Homology Domain) RHD esencial
para la dimerizacion y la uniéon a elementos ADN afines (Caamafio y Hunter, 2002). La
familia NF-kB/Rel comprende cinco miembros de factores de transcripcion: RelA (p65),
Rel, c-Rel, NF-kB1 (p50/p105) y NF-kB2 (p52/p100) (Hoesell y Schmid, 2013; Hinz y
Scheidereit, 2014). Los factores de transcripcion NF-kB funcionales son dimeros formados
por practicamente cualquier combinacion de los cinco miembros de la familia. Solo las
unidades p65, c-Rel y Rel son las que se unen al ADN. NF-kB1 y NF-kB2 se sintetizan
como moléculas precursoras, p150 y p100 respectivamente, las cuales tras experimentar un
procesamiento proteolitico dan lugar a las formas maduras p50 y p52 (Yamamoto y
Gaynor, 2001).

La activacion de NF-kB es frecuente en los carcinomas, donde su activacion es impulsada
principalmente por las citoquinas inflamatorias presentes en el microambiente tumoral (Di
Donato y cols., 2012; Hoesell y Schmid, 2013). NF-kB actia de una manera especifica
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activando los genes de supervivencia dentro de la célula del cancer y genes promotores de
inflamacion (Di Donato y cols., 2012).

Las ATF son factores activadores de la transcripcion (Activating Transcription Factor) que
pertenecen a la familia ATF/CREB. La familia ATF/CREB es un grupo de factores de
transcripcion que tienen diversas funciones en el control de la proliferacion celular y la
apoptosis (Persengiev y Green, 2003). La familia ATF/CREB se compone de 16 miembros
basados en la similitud de secuencias, incluyendo el elemento vinculante de respuesta a
AMPc (cAMP response element binding protein) CREB, CRE-BP1, ATF-2, entre otros
(Lopez-Bergami y cols., 2010; Lau y Ronai, 2012). Todos ellos comparten el elemento b-
ZIP. La region bésica en este dominio es el responsable de la union especifica al ADN. Esta
region basica contiene dos secuencias canodnicas de localizacion nuclear (NLS) mientras
que la region de cremallera de leucina contiene una secuencia de exportacion (NES) que es
la responsable de la formacion de homodimeros o heterodimeros con otras proteinas que
contienen b-ZIP (Hai y cols., 1988; Hai y cols., 2006; Vlahopoulos y cols., 2008). Las
secuencias de localizacion nuclear (NLS) y la secuencia de exportacion nuclear (NES)
facilitan el trafico de ATF-2 hacia y desde el nucleo (Liu y cols., 2006). ATF-2 también
contiene una region en dedo de zinc N-terminal y un dominio de transactivacion que regula
su actividad transcripcional a través de una interaccion intramolecular auto inhibitoria (Li y
Green, 1996; Nagadoi y cols., 1999). La estabilidad de la proteina ATF-2 esta regulada por
ubiquitinacion y degradacion proteosomal.

ATF-2 puede formar dimeros o heterdémeros con AP-1 a través del elemento b-ZIP y
posteriormente unirse a elementos de respuesta a AMP ciclico (CRE; 5-TGACGTCA-3")
en DNA (Maekawa y cols., 1989; van Dam y Castellazzi, 2001; Maekawa y cols., 2010).
ATEF-2 se encuentra en la regiéon cromosomica 2q32 y comprende 12 exones y tiene 505
aminoacidos (Ozawa y cols., 1991). ATF-2 es fosforilada y activada por proteinas quinasas
activadas por estrés, como JNK, p38 o ERK con el fin de ser transcripcionalmente activa
(Maekawa y cols.,, 1989; Maekawa y cols.,, 2010; Lau y Ronai, 2012). La
heterodimerizaciéon de ATF con AP-1 parece ser crucial para al menos algunas de sus
funciones. La subfamilia de ATF-2 contiene tres miembros; ATF-2, CRE-BPA y ATF-7
(Gaire y cols., 1990; Nomura y cols., 1993). ATF-2 es fosforilada en Thr69 y/o Thr71 en
respuesta a estrés o citoquinas. TGF-B también induce fosforilaciéon de APT-2 por p38 y p-
ATF-2 interactia con Smad3/Smad4 para activar sinérgicamente transcripcion en respuesta
a la estimulacion de TGF-B (Sano y cols., 1999). La salida de la transcripcion de ATF-2 es
dictada por sus socios de dimerizacidon que son predominantemente miembros de la familia
AP-1 (Lau y Ronai, 2012).

Segun la localizacion subcelular ATF-2 presenta funciones opuestas. La fosforilacion de
ATEF-2 por la isoforma épsilon de la proteina quinasa C (PKCe) controla la localizacion
subcelular y la funciéon de ATF-2 (Lau y Ronai, 2012). En el nticleo, ATF-2 contribuye a la
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transcripcion global y la respuesta al dafio al ADN, ademdas de las transcripciones
especificas necesarias para cumplir con las funciones celulares de desarrollo, proliferacion
y muerte. En el citosol, ATF-2 deteriora el potencial de membrana mitocondrial y
promueve la muerte celular.

Por la via de EGF o TGF-B también se activa AP-1 (Activator protein 1). AP-1 esta
implicada en todas las areas del comportamiento celular y se activa ante una gran cantidad

de senales extracelulares de citoquinas y factores de crecimiento en respuesta al estrés y la
inflamacion (Angel y cols., 1987; Lee y cols., 1987; Eferl y Wagner, 2003).

La familia AP-1 de los factores de transcripcion son homodimeros y heterodimérico
compuesto por proteinas a partir de las familias Jun, Fos, ATF/CREB y la subfamilia de
proteinas MAF. A diferencia de los miembros de la familia Jun (c-Jun, Jun-B, Jun-D), los
miembros de la familia Fos (c-Fos, Fra-1, Fra-2, Fos-B) necesitan heterodimerizar con
miembros de la familia Jun para formar complejos transcripcionalmente activos (Angel y
Karin, 1991; Kharman-Biz y cols., 2013). AP-1 a través de la proteina Jun presenta la
capacidad de activar la transcripcion de los genes que contienen elementos de respuesta
TPA-sensible, caracterizados por la secuencia 5'-TGACGTCA-3' (Angel y cols., 1987; van
Dam y Castellazzi, 2001). AP-1 se une al ADN por medio de una region de su secuencia
rica en aminoacidos basicos, mientras que la estructura dimérica estd formada por una
cremallera de leucina. A través de estos dominios que la proteina AP-1 dimerizan y se une
al ADN.

Numerosos estudios han demostrado la participacion activa de la familia AP-1 en muchos
tipos de cancer incluyendo cancer de mama, ovario, higado, piel, hueso, pulmon y prostata
(Uzzo y cols., 2006; Ye y cols., 2014).

El factor de transcripcion Elk-1 [ETS (E twenty-six)-like 1] es un miembro representativo
de la familia de proteinas ETS caracterizada por un dominio conservado ETS en el extremo
N-terminal, estabilizado por tres residuos de triptéfano clave y responsable de Ia
interaccion con el ADN (Mo y cols., 2000; Morris y cols., 2013). Un dominio central y un
dominio de transactivacion C-terminal. EI dominio de activacion de Elk-1 es importante
para la ejecucion de funciones fisiologicas (Morris y cols., 2013). La activacion de Elk-1 es
catalizada principalmente por MAPKs tales como ERK1/2. La fosforilacion en Ser 383
sirve como un sello distintivo de la activacion de ELK-ly regula diversos procesos
importantes en la carcinogénesis mediante la regulacion transcripcional en varias lineas
celulares (Florkowska y cols., 2012; Morris y cols., 2013). La actividad transcripcional de
Elk-1 da como resultado una amplia gama de funciones celulares normales incluyendo la
adhesion célula-célula, célula-matriz, proliferacion y apoptosis (Rao y Reddy, 1994; Li y
cols., 2005).
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5.2 Via de EGF/IL-6

Los factores de crecimiento y mitogénos como EGF o TGF-B activan la ruta de
transduccion “corriente abajo” de los receptores tirosina-quinasas (Figura 12). En términos
generales la sefial se transporta mediante Src, Shc y Grb2. Grb2 se une con SOS (Lee y
cols., 2007) y activa a Ras (una proteina G monomérica). Esta Ras activada estimula tres
proteinas quinasas que actuan de forma secuencial Raf-1, MEK1/2 y ERK1/2 lo que resulta
en la regulacion del crecimiento y la diferenciacion a través de la activacion transcripcional
de Elk-1, c-myc, ATF-2, AP-1 o NF-kB (Rao y Reddy, 1994; Li y cols., 2005). También
podrian activarse mediante Jak (unioén de IL-6/Gp-130) o PAK-1 (unién IL-1a/IL-1RI).
Raf-1 es capaz de activar directamente a Bcl-2, p21 o Rb.

La familia de oncogenes Myc codifica el factor de transcripcion de las proteinas N-myec, c-
myc y L-myc que estan implicados en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion
celular (Cole y McMahon, 1999; Obaya y cols., 1999; Zhang y cols., 2010). Igualmente
regula la expresion de genes implicados en procesos fisioldgicos y apoptosis (Hoffman y
Liebermann, 1998; Prendergast, 1999; Schrecengost y Knudsen, 2013) y también se
expresan ampliamente en el desarrollo de 6rganos y tejidos en adultos, ademas de estar
involucrados en la neoplasia (Zhang y cols., 2010). Uno de los objetivos de Myc es la
adquisicion de nutrientes para producir ATP, aumentar la masa celular, activar la
replicacion del ADN vy la division celular (Stine y cols., 2015).

El oncogen c-myc se encuentra en la region cromosomica 8q24 (Zhang y cols., 2010), y al
igual que los otros miembros de la familia es un factor de transcripcion que dimeriza con
Max para unirse al ADN y regular la expresion del gen (Conacci-Sorrell y cols., 2014). El
gen c-myc sirve como un “regulador maestro” del metabolismo y el crecimiento celular
(Miller y cols., 2012). Debido a su potencial oncogénico c-myc esta estrechamente
regulado en las células normales en muchos niveles (Levens, 2010). En su etapa post-
transcripcional esta regulado por los microARN vy por la traduccion de su ARNm (Sampson
y cols., 2007; Lal y cols., 2009; Kim y cols., 2009a). Los posibles mecanismos propuestos
para promover la regulacién positiva de c-myc incluyen la amplificacion del gen, la
regulacion de los potenciadores de largo alcance y la regulacion positiva de la transcripcion
(Wang y cols., 2009; Sotelo y cols., 2010; Taylor y cols., 2010).

En términos generales c-myc posee un extremo N-terminal donde residen las funciones de
transcripcion (Dang y Lee, 1988; Cowling y cols., 2006; Conacci-Sorrell y cols., 2014). La
region N-terminal contiene las regiones conservadas conocidas como cajas de myc (MBI,
MBII) que participan en la actividad transcripcional. En el extremo C-terminal existe un
dominio hélice-lazo-hélice (HLH) de union al ADN, con una zona de caracter basico y una
cremallera de leucinas (b HLHZ) de interaccion con otras proteinas (Hu y cols., 2005; Follis
y cols., 2009; Conacci-Sorrell y cols., 2014). Mediante este dominio myc se une la proteina
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Max, generando el heterodimero Myc-Max (forma funcional de Myc) y un segmento medio
rico en prolina, 4cido glutamico, treonina y los residuos prolinas (Pest), asi como dos cajas
conservadas (MBIII y MBIV) y una secuencia de localizacién nuclear (Conacci-Sorrell y
cols., 2014).

La proteina c-myc es modificada después de la traduccion, ubiquitinizada y degradada con
una vida media del orden de 15-20 minutos (Gregory y Hann, 2000; Gregory y cols., 2003).
La actividad transcripcional de c-myc se ve afectada por microARN, siendo regulada por la
fosforilacion en Ser-62 seguido por Thr-58 y la posterior degradacion proteosomal después
de realizar su funcion (Salghetti y cols., 1999; Thomas y Tansey, 2011). Otra funcién de c-
myc es la regulacion del ciclo celular, no solo de forma indirecta a través del metabolismo,
sino también de forma directa en la progresion del ciclo celular, en particular durante el
punto de restriccion de Gy, por la activacion de genes como la ciclina D y CDK4
(Hermeking y cols., 2000; Beier y cols., 2000; Bretones y cols., 2015). Por otra parte, c-
myc antagoniza la actividad de los inhibidores del ciclo celular como p21 y p27 a través de
diferentes mecanismos. Por lo tanto, c-myc es capaz de bloquear la transcripcion de p21 o
inducir Skp2, una proteina implicada en la degradacion de p27 (Bretones y cols., 2015).

La sobreexpresion de c-myc promueve la tumorigénesis mediante evasion de la apoptosis,
la rotura del ADN, inestabilidad genomica y la migracion celular, asi como el escape del
ciclo celular (Hermeking, 2003; Darcy y cols., 2009; Conacci-Sorrell y cols., 2014). A
menudo c-myc se encuentra amplificado y con frecuencia regula positivamente el cancer de
prostata (Schrecengost y Knudsen, 2013).

5.3 Via de transduccion PI3K/Akt/mTOR

La via de transducciéon PI3K/Akt/mTOR puede ser activada por factores reguladores y
citoquinas anti-inflamatorias como TGF-B. TGF-B al unirse a su receptor es capaz de
fosforilar y activar PI3K, esto conlleva la fosforilacion de Akt y su consecuente activacion,
dando como resultado la inhibicion de la glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK3), que
normalmente aumenta la degradacion de la ciclina D1 (Gao y cols., 2003; Gracia y cols.,
2006). Ademas Akt es capaz de activar directamente p21 y p27, miembros de la familia
Bcl-2 como son Bad, Bim y Mcl-1, y promover la activaciéon del complejo IkB quinasa
(Ikk) para permitir la transduccion de NF-kB. En condiciones normales NF-kB se encuentra
retenido en el citoplasma junto con IkB (inhibidor el factor-kB) formando un complejo
IkB/NF-kB (Beg y Baltimore, 1996; Palkowitsch y cols., 2008). Para que se produzca la
activacion de NF-kB es necesario la fosforilacion de IkB por la quinasa Ikk produciendo la
separacion del complejo, NF-kB penetra el nticleo actuando de factor de transcripcion.

PI3K es una familia de quinasas de lipidos cuyos componentes integran las sefales de
factores de crecimiento tirosina quinasas (RTKs). PI3Ks transmiten sefales desde la
superficie celular al citoplasma mediante la generacion de segundos mensajeros que a su
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vez activan multiples vias de efector quinasa (Akinleye y cols., 2013a). Se conocen ocho
enzimas PI3K siendo las mas importantes en el cancer son las cuatro enzimas de clase I,
denominadas PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky y PI3K4. PI3K es un heterodimero que consiste en una
subunidad reguladora, p85, y una subunidad catalitica, p110. La fosforilacion de la
subunidad p85 conduce a un cambio conformacional de dicha proteina que conduce a la
unién de la subunidad catalitica (p110). La PI3K activa, fosforila el fosfatidil inositol 3,4
difosfato (PIP2) convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato
(PIP3), el cual, corriente abajo, conduce a la activacion de la proteina Akt (Cheaib y cols.,
2015).

La proteina Akt es un importante mediador de la senalizacion de supervivencia celular por
la supresion de la apoptosis, la modulacion de la captacion de glucosa y el metabolismo
celular, interviniendo también en el crecimiento, proliferacion y progresion del ciclo celular
(Vivanco y Sawyers, 2002; Brazil y cols., 2004). La familia de Akt comprende tres serina-
treonina quinasas altamente homodlogas (Aktl, Akt2 y Akt3) que son codificadas
respectivamente por los genes PKB, PKBf, y PKBy. Cada miembro de la familia Akt
contiene un dominio N-terminal homologo a pleckstrin (PH) que ofrece sitios de unién para
los fosfolipidos de membrana, y que estd implicado en el reclutamiento de Akt a la
membrana plasmdtica. También presenta un dominio central de quinasa y un dominio
regulador carboxilo-terminal para proporcionar un sitio de acoplamiento para la activacion
de quinasas que contiene el motivo hidréfobo (HM) (Vivanco y Sawyers, 2002; Liao y
Hung, 2010; Chong y cols., 2012).

Akt ejerce su actividad anti-apoptdtica mediante la prevencion de la liberacion del
citocromo c de la mitocondria y la inactivacion de los factores de transcripcion. Akt puede
regular mediante la fosforilacion e inactivacion de Bad, que controla la liberacion de
citocromo ¢ de la mitocondria, e inhibe la actividad de la caspasa-9 (Datta y cols., 1997;
Fresno y cols., 2004; Li y cols., 2012). La activacion de Akt se ha relacionado con la
activacion de la transcripcion del gen anti-apoptotico survivin, un miembro de la familia de
las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) y tiene la capacidad de inhibir la caspasa-3,
caspasa-7 y caspasa-9. Su sobreexpresion conduce a la resistencia a la apoptosis causada
por diversos estimulos. PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
10) que sirve como un regulador negativo de Akt, es un potente supresor de tumores, por lo
que la sobreexpresion de PTEN inhibe la fosforilacion y activacion de Akt por la
desfosforilacion de PIP3 que se convierte de nuevo a PIP2.

El efector clave de Akt es mTOR (mammalian Target of Rapamycin), una serina-treonina
quinasa de 289 kDa. En las células normales, mTOR controla la homeostasis y contribuye
al adecuado funcionamiento de la célula. La proteina mTOR forma dos complejos de
multiples subunidades distintas: mTORC1 que controla el crecimiento autonomo de la
célula en respuesta a factores de disponibilidad y mTORC2 que media la proliferacion
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celular y la supervivencia (Moschetta y cols., 2014). MTORCI es sensible a rapamicina y
se define por su interaccion con la proteina Raptor (regulatory-associated protein of
mTOR). Es activado por factores de crecimiento, nutrientes, sefiales de energia, estrés, por
las vias PI3K/Akt y Ras/MAPK. Se inhibe por el complejo TSC1/TSC2, importante
regulador de la biogénesis ribosomal y sintesis de proteinas. MTORCI1 activa S6KI1 y
4EBP1 que estan implicados en la traduccion del ARNm (Hay y Sonenberg, 2004; Clegg y
cols., 2011; Moschetta y cols., 2014). MTORC?2 es insensible a rapamicina, y se define por
su interaccion con Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR). Generalmente es
insensible a nutrientes, sefiales de energia y media la proliferacion celular y la
supervivencia (Chong y cols., 2012; Moschetta y cols., 2014; Cheaib y cols., 2015).
MTORCI es conocido como regulador en la traduccion de Mcl-1, lo que contribuye a la
supervivencia mTORCI-dependiente (Mills y cols.,, 2008). MTORC2 influye
principalmente en el citoesqueleto de actina, la determinacion de la forma celular y la
modulacién de la motilidad celular (Hay y Sonenberg, 2004; Wullschleger y cols., 2006).
Se desconoce si mMTORC2 regula la expresion de Mcl-1.

La mala regulacion de la via de mTOR por amplificacion o mutuacion de PI3K, pérdida de
la funcién de PTEN o sobreexpresion de AKT, S6K1, 4EBP1 comunes en las alteraciones
en los componentes de la via de mTOR vy tienen un papel importante en la progresion del
tumor (Moschetta y cols., 2014).
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6 Hipotesis y objetivos
HIPOTESIS DE PARTIDA

El cancer de prostata es una enfermedad maligna en la que diversidad de factores
etiopatologicos hace que todavia no sea posible prevenir su aparicion. La patologia esta
ampliamente distribuida entre la poblaciéon masculina, de los cuales de un 30 a un 40%
presentan evidencias histologicas aunque finalmente no lo desarrollen. Es necesario buscar
factores predictivos que junto con el PSA ayuden a prevenir con mayor eficacia la aparicion
de la enfermedad.

El desarrollo del cancer implica una serie de cambios homeostaticos en los tejidos que
afectan a los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular (Sensibar, 1995). En
la regulacion del ciclo celular, asi como en los procesos de carcinogénesis participan
citoquinas, quinasas, factores de transcripcion, caspasas y sus inhibidores.

Se ha visto que todos estos procesos estan influenciados tanto por citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF-a) como anti-inflamatorias (EGF y TGF-B). Estas
citoquinas podrian estar favoreciendo supervivencia a través de NF-kB. Este factor de
transcripcion actua mediante la induccion de PSA, bloqueo de la expresion del receptor de
andrégenos e induciendo quizés la trascripcion de las IAPs (proteinas inhibidoras de la
apoptosis) y consecuentemente, la inhibicion de las rutas apoptdticas mediadas por caspasas
(caspasa-3, -6, -7 y -8). La correlacion de todos estos datos con el receptor de androgenos,
niveles de PSA (pre- y post- operatorio), Gleason, presencia de metastasis, situacion de los
margenes quirdrgicos, recidivas y supervivencia del paciente a los cinco afos de la
prostatectomia podria ayudar a predecir las posibles recidivas tras la prostatectomia radical,
asi como encontrar algin factor pronostico de la evolucion de la malignidad.

OBJETIVOS

Nos proponemos profundizar en el conocimiento de diferentes factores inducidos por TNF-
a, IL-6, IL-1, EGF o TGF-B, mediante el factor de transcripcion NF-kB, su implicacion en
procesos de muerte y supervivencia celular, asi como su posible aplicacion clinica. Por ello
pretendemos:

1. Correlacionar aspectos clinicos de pacientes con cancer de prostata como son los niveles
de PSA (pre- y post- operatorio), expresion del receptor de andrégenos, margenes
quirargicos, grado Gleason, presencia de metastasis, situacion de los margenes quirurgicos,
recidivas y supervivencia (cancer dependiente y total) del paciente a los cinco afios de la
prostatectomia con diferentes componentes de las rutas de apoptosis/supervivencia de TNF-
a/IL-1/IL-6/EGF/TGF-B como son Ras, Raf-1, ERK, MEK-1/MEK-2/MEK-6, ERK-
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Objetivos

1/ERK-2, NF-kB, IAPs (proteinas inhibidoras de apoptosis) y caspasas. Pretendemos
encontrar algin factor prondstico que nos permita predecir las posibles recidivas del
paciente, la evolucion del mismo tras la prostatectomia, la posible transformacion en
canceres hormonoresistente, asi como encontrar un factor pronostico de la evolucién de la
malignidad. Es posible que estos datos puedan servir para aumentar la especificidad en el
diagnostico del cancer de prostata.

2. Estudiar la expresion proteica de diferentes participantes en la activacion de NF-kB por
p38 ERK (EGF, EGFR, Ras, Raf, MEK-1, MEK-2 y MEK-6) y productos de transcripcion
inducidos por NF-kB como las IAPs (IAP-1/2, survivin y XIAP) asi como sus caspasas
diana (caspasa-3, -6, -7 y -8) en prostata normal, hiperplasia benigna prostatica, neoplasia
intraepitelial y adenocarcinoma en diferentes grados Gleason. Se determinard también el
estado activo o inactivo de estas proteinas en la prostata (normal, hiperplasica, neoplasia y
cancer) mediante deteccion de fosforilacidn por inmunoprecipitacion o translocacion al
nucleo, seglin la proteina de la que se trate.

3. Determinar el posible efecto que desencadena la participacion de ERK y p38 (tras el
tratamiento con TGF-B, IL-1, EGF o IL-6) en lineas celulares prostaticas dependiente
(LNCaP) e independiente (PC3) de androgenos. Se determinard su caracter pro- o anti-
apoptotico. El indice apoptdtico y el de proliferacion se cuantificaran por citometria de
flujo y MTT (Metil tiazol tetrazolio).
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Il Materiales y Métodos

Estudio in vivo

1 Materiales
1.1 Muestras

Se utilizaron muestras humanas procedentes del Hospital Universitario Principe de Asturias
(Alcald de Henares, Madrid) obtenidas mediante reseccion transuretral, prostatectomia
radical y autopsias. Estas muestras se diagnosticaron histoldgica y clinicamente en el
servicio de Anatomia Patoldgica. Todos los procedimientos fueron examinados por el
Comité Etico de la Universidad de Alcala y del Hospital Principe de Asturias
(2013/003/20130214). En este estudio se incluyeron un total de 166 muestras procedentes
de: 20 prostatas histologicamente normales (PN) obtenidas de autopsias; 10 Biopsias
diagnosticadas como “normales” y que antes de 10 afios han desarrollado cancer de
prostata; 15 muestras diagnosticadas como PIN de alto grado; 35 préstatas provenientes de
pacientes con hiperplasia benigna (HBP) que se obtuvieron por prostatectomias radicales y
resecciones transuretrales; y 86 prostatas provenientes de pacientes con cancer de prostata
(CP). Ningun paciente recibio terapia hormonal antes de la cirugia ni habian desarrollado
metastasis.

Las muestras suministradas por el hospital estaban incluidas en parafina. Ademas se nos
suministraron varias muestras de tejido fresco que se congelaron en nitrégeno liquido a
-80°C para las técnicas de Bradford y Western Blot.

Para los estudios de correlacion entre los niveles proteicos de los componentes de las rutas
se utilizaron las muestras de los 86 pacientes diagnosticados de cancer de prostata que
experimentaron prostatectomia radical como terapia definitiva entre 1992 y 1999. El cancer
de prostata fue detectado mediante el test del PSA AxSYM system (Abbott, IL) y examen
rectal. El diagnostico fue confirmado mediante la evaluacion histologica de nucleos de
biopsia transuretral por aguja. El andlisis inmunohistoquimico se realiz6 sobre las muestras
de prostatectomia.
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1.2 Anticuerpos
Anticuerpos primarios empleados

Tablas resumen de anticuerpos primarios de conejo (Tablas 5.1), cabra (Tabla 5.2) y ratéon
(Tabla 5.3) usados en la inmunohistoquimica (IHQ) y Western Blot (WB), diluciones
utilizadas y sus correspondientes pesos moleculares (Pm).

Anticuerpo Casa
Policlonal . IHQ WB Pm (kDa)
. comercial
conejo
EGF Santa Cruz' 1/50 1/250 6
EGFR Santa Cruz 1/75 1/250 170
TGF-B Santa Cruz 1/200 1/1000 +15
TGFBRI Santa Cruz 1/50 1/250 55
TGFBRII Santa Cruz 1/100 1/500 50
IL-1a Santa Cruz 1/50 1/150 18
IL-B Santa Cruz 1/50 1/1000 40
IL-1RI Santa Cruz 1/50 1/150 80
IL-6 Santa Cruz 1/100 1/500 30
Gp-130 Santa Cruz 1/100 1/250 130
p-AKT-Thr Santa Cruz 1/50 1/250 62
p-AKT-Ser Santa Cruz 1/50 1/250 62
PI3K Santa Cruz 1/100 1/200 85
Mcl-1 Santa Cruz 1/25 1/250 40
Ikk Santa Cruz 1/50 1/250 85
p-lkk Santa Cruz 1/25 1/250 85/87
ERK-1 Santa Cruz 1/50 1/250 44
p-MEK-1/2 Santa Cruz 1/50 1/250 45
c-IAP-2 Santa Cruz 1/25 1/250 68
Bim Santa Cruz 1/50 1/200 19/21/24
MTOR Santa Cruz 1/75 1/200 289
p-mTOR Santa Cruz 1/75 1/200 220
p27 Santa Cruz 1/75 1/250 30

Tabla 5.1 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos. Forma humana de la proteina. ' Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA.

Anticuerpo Casa

Policlonal comercial IHQ WB Pm (kDa)
cabra

IL-1Ra Santa Cruz 1/150 1/150 17
Bad Santa Cruz 1/25 1/250 20
IAP 1/2 Santa Cruz 1/100 1/100 70/68
MEK-6 Santa Cruz 1/75 1/200 37
Nova-2 Santa Cruz 1/50 1/200 48/75

Tabla 5.2 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos. Forma humana de la proteina. ' Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA.

66



Il Materiales y Métodos

Anticuerpo Casa
Monoclonal . IHQ wWB Pm (kDa)
, comercial
ratén
IL-1RII Santa Cruz 1/125 1/1000 68
kB Santa Cruz 1/75 1/250 37
plkB Santa Cruz 1/50 1/1000 37
Bcl-2 Santa Cruz 1/75 1/250 26
Bcl-xL Santa Cruz 1/50 1/250 30
Bax Santa Cruz 1/50 1/250 23
p21 Santa Cruz 1/25 1/250 21
c-Myc Santa Cruz 1/25 1/250 67
ERK-2 Santa Cruz 1/50 1/250 42
p-ERK-1 Santa Cruz 1/25 1/1000 45
MEK-1 Santa Cruz 1/25 1/250 45
Raf-1 Santa Cruz 1/50 1/250 72-76
Rb Santa Cruz 1/50 1/250 110
pRb Santa Cruz 1/100 1/250 115
p38 Santa Cruz 1/50 1/1000 38
Ki67 Santa Cruz 1/75 1/1000 395/345
p-ELK-1 Santa Cruz 1/50 1/150 62
NF-kB p50 Santa Cruz 1/500 1/250 50
NF-kB p65 Santa Cruz 1/50 1/250 65
p-ATF-2 Santa Cruz 1/100 1/200 70
p53 mut DAKO? 1/1000 53
Ap-1 Santa Cruz 1/75 1/200 37
PUMA Santa Cruz 1/100 1/1000 30
Actina Amersham’ 1/200 1/10000 40

Tabla 5.3 Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos. Forma humana de la proteina. ' Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA. ’Dako, Barcelona. > Amersham, Buckinghamshire, UK.

Anticuerpos secundarios empleados

A continuacién se presentan los anticuerpos secundarios usados en la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ) y Western Blot (WB). Los anticuerpos secundarios usados para
la THQ estan unidos a biotina, mientras que para WB se encuentran unidos a peroxidasa
(Tabla 6).

Anticuerpo Origen Casa Comercial IHQ WB
Anti-ratén Conejo DAKO? 1/250 1/4000
Anti-conejo Ratén DAKO 1/150 1/4000
Anti-cabra Cerdo DAKO 1/250 1/4000
Anti-conejo y ratén Cabra DAKO (SM802) -— -—

Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados. Anticuerpos usados en inmunohistoquimica (IHQ) y Western Blot (WB). “Dako,
Barcelona, Espaiia. “Anticuerpos unidos a biotina. *Anticuerpos unidos a peroxidasa.
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2. Métodos

2.1 Fijacion e inclusion del tejido prostatico humano

a. Inmediatamente a su obtencion las muestras fueron fijadas con una solucion
comercial de formol al 4% en tampon pH = 7 (Dako, Barcelona, Espafia) durante 24
horas.

b. Tras un lavado se procedi6 a la deshidratacion introduciendo la muestra en bafio de
etanol de concentracion creciente, de 1 h de duracion cada uno:

Etanol 96° (X2) — Etanol 100° (X4)

c. La muestra se sumergio en isoparafina (3 bafios de 1h).

d. Lainclusion se realizé sumergiendo la muestra en tres bafios de parafina sucesivos:
Parafina I (1h) — Parafina II (1h) — Parafina III (1h) — Parafina III (24 h)

e. La pieza se introdujo en un molde adecuado a su tamafio, el cual se rellend con
parafina fundida. Para ello se utiliz6 una estacion de parafina.

f. El molde conteniendo la pieza se enfri6 sobre una placa fria hasta su solidificacion.

2.2 Extraccion de proteinas de tejido prostatico humano

Las muestras congeladas en nitrégeno liquido se mantienen a -80°C hasta el momento de la
extraccion proteica. Las muestras se homogenizan en un homogenizador de la siguiente
forma:

a. Se afadieron 200 pl de solucion de homogenizacion por cada 100 mg de tejido fresco y
se disgrego el tejido utilizando un homogeneizador eléctrico.

b. Tras incubar 30 min en el hielo, se centrifugd a 9500 g durante 30 min a 4°C, y se
recuper? el sobrenadante (extracto proteico).

REACTIVO

Solucidén de homogeneizacion

Trizma base 1 M, pH 7.4
EDTA 1 mM
B-Mercaptoetanol

Inhibidores de proteasas y fosfatasas: ONa (10 Mm), NaF (I M), lodoacetamida (1 M),
PMSF (100 mM), Aprotinina (1 mg/ml) y Leupeptina (10 mg/ml).

2.3 Inmunohistoquimica (IHQ)

a. Se realizaron cortes de 5 um de espesor con microtomo a partir de los bloques de
parafina donde se incluyeron las piezas de tejido.
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Las secciones se depositaron extendidas sobre la superficie de un bafo de agua
caliente para su estiramiento.

Los cortes se recogieron sobre la superficie de portaobjetos, los cuales fueron
previamente recubiertos con silano (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa), que evita que
el tejido se despegue.

Las preparaciones se mantuvieron toda la noche en una estufa a 37°C para su
secado.

Para facilitar la desparafinacion, las preparaciones se introducen en una estufa a
60°C durante 1 h.

Las muestras se desparafinaron introduciéndolas en dos bafios sucesivos de xileno
de 15 min cada uno. Posteriormente se pasan por dos bafos de etanol 100° de 10
min cada uno.

Las secciones se incubaron con H,O, al 3% en metanol durante 30 min, en agitacion
y a temperatura ambiente, para eliminar la actividad de la peroxidasa del tejido.

Se lavaron las preparaciones en agua destilada (2 veces) y se sumergen en bafios
con tampon acido (Tampdn Citrato) o basico (Tampon EDTA), dependiendo del
anticuerpo utilizado por 5 min a temperatura ambiente.

Tampon acido: las preparaciones fueron sometidas a calor en una olla de presion
convencional, en tampon citrato durante 5 minutos, para romper los enlaces
covalentes formados entre las moléculas de tejido durante la fijacion,
desenmascarando asi los epitopos. Al finalizar se enfrian a temperatura ambiente
durante 10 min.

Tampon bésico: las secciones posteriormente son mantenidas en estufa de 60°C
durante 5 min. Posteriormente las secciones son sometidas a ebullicion en olla por

35 min para romper los enlaces covalentes formados entre las moléculas de tejido
durante la fijacién, desenmascarando asi los epitopos. Al finalizar se enfrian a
temperatura ambiente durante 5 min.

Se lavaron primero con agua destilada y luego con TBS en agitacion. Nota: cuando
se utiliza el anticuerpo secundario de ratén y conejo (DAKO 802) no hay necesidad
de hacer el bloqueo.

Para bloquear las uniones inespecificas, las secciones fueron incubadas con normal
donkey serum (NDS) (Chemicon Int., Temecula, California) al 3% en TBS durante
45 min, a temperatura ambiente.

Se retiro el exceso de solucion de bloqueo de las secciones y se anadi6 el anticuerpo
primario diluido en TBS. Se incubaron a 37°C toda la noche en cdmara humeda.

Se lavaron luego con TBS en agitacion (Tampon 4cido) y con solucion de lavado en
agitacion (Tampon basico).

. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario, 1 h a temperatura
ambiente.

Tras lavar de nuevo con TBS o solucidn de lavado por 5 min, segun el tampdn acido
o basico, se hace un lavado con tampodn acetato 0,1 M durante 5 min, tras lo cual se
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afiadié la solucion de revelado usando diamino-benzidina con el método de
intensificacion de la enzima glucosa oxidasa. Cuando se observo una sefial intensa
al microscopio en los controles positivos, se detuvo la reacciéon sumergiendo las
secciones en tampon acetato.

0. Después de lavar con agua de grifo las secciones fueron deshidratadas mediante
bafos sucesivos en etanol de concentracion creciente: Etanol 70° (10 seg) — Etanol
96° (3 min) — Etanol 100° (5 min) X 2.

p. Las preparaciones se sumergen en dos bafios de xilol de 15 min cada uno.
Posteriormente se depositan dos gotas de Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania)
sobre un cubreobjeto y se deja caer sobre la preparacion.

REACTIVOS

TBS 20X

Trizma base 121.10 g

NaCl 17532 g

El pH se ajusté con HCI concentrado a 7.4, enrasado a 1L con agua destilada.

Tampodn Citrato

En Vision™. FLEX Target Retrieval Solucion, pH bajo. Codigo KM829. Casa comercial
Dako.

Tampon acetato 0.2 M

Se tomaron 226 ml de solucion de acetato sodico (0.2 M), 24 ml de solucion de acido
acético y se anadio agua destilada hasta 500 ml. El pH final fue de 6.

Tampén EDTA

EnVision™. FLEX Target Retrieval Solucién pH Alto. Tampon Tris/EDTA pH 9. Codigo
K8004. Casa Comercial Dako.

Solucion de revelado

Solucion A Solucion B

NH4Ni 0.1825 ¢ Diaminobenzidina 3.175 mg en 3.75 ml de
Glucosa 0.015 ¢ agua destilada

CINH4 0.003 ¢

Tampon acetato 0.2 M 3.75 ml
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La solucion se prepar6 A + B + 0.2 mg de glucosa oxidasa (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espaiia)

2.4 Western Blot
2.4.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976)

Este método de cuantificacion de proteinas se basa en el cambio de absorbancia que
experimenta el Protein Assay Reagent (Bio-Rad, Madrid, Espaia) al unirse a las proteinas,
pasando del color marron a azul. Se utilizo para determinar la concentracion proteica de los
extractos con la finalidad de estandarizar la cantidad de proteinas analizadas por Western
Blot.

a. Para el célculo de la concentracion de la muestra es necesario una recta patron a
partir de la cual se obtiene la ecuacion de la concentracidon proteica en funcion de la
absorbancia. Para ello se diluyeron diferentes cantidades de albumina sérica bovina
(BSA) a partir de una solucion madre de 200 pg/ml junto con el Protein Assay
Reagent, como se indica en la tabla 7.

BSA [pg/ml] | pl BSA (200 pg/ml) | pl H20 | Protein Assay Reagent (ul)
0 0 800 200
2 10 790 200
4 20 780 200
6 30 770 200
8 40 760 200
12 60 740 200
16 80 720 200

Tabla 7. Reactivos para la obtencién de la curva patrén de BSA.

b. Por otro lado, se mezclaron 2 ul del extracto proteico, 798 ul de H,O destilada y
200 pl de Protein Assay Reagent.

c. Después de incubar a temperatura ambiente durante 5 min, se midi6 la absorbancia
a una longitud de onda de 595 nm.
A partir del valor de absorbancia obtenida y teniendo en cuenta la ecuacion de la
recta patron y la dilucion, se obtuvo el valor de concentracion proteica del extracto.

Se llevo a cabo siguiendo esencialmente el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970).
a) Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

El extracto proteico correspondiente a cada condicion experimental (un volumen
conteniendo 10-20 pg, dependiendo de la proteina a detectar y los anticuerpos utilizados; la
misma cantidad para cada condicion en cada experimento) se mezcld en un tubo Eppendorf
con el mismo volumen de tampdon de muestra 2X. Esta mezcla se calenté en un bafio Maria
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placa térmica durante 5 min a 100°C. Luego, se cargd el volumen de cada tubo en el
correspondiente pocillo del gel de poliacrilamida, dispuesto en el sistema Mini-Protean de
Bio-Rad (Madrid, Espafia) (Figura 13A), en tampon de electroforesis. Asi mismo, se
cargaron en el gel los estandares de peso molecular Rainbow de Amersham
(Buckinghamshire, Reino Unido). El gel se sometio a una corriente eléctrica de 80-120 V,
para separar las proteinas segun su peso molecular.

b) Transferencia

Las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de PVDF Immobilion-P (Millipore,
Darmstad, Alemania) la cual fue previamente activada sumergiéndola en metanol durante 1
min. Para ello, la membrana, a modo de sandwich, se colocd sobre tres filtros whatman,
sobre ella se dispuso el gel y encima otros tres filtros whatman. Todo ello se dispuso en la

cubeta de transferencia humedecida con tampo6n de transferencia y se aplicd un amperaje de
75 mA durante 1-1,5 h.

Figura 13. Sistema de electroforesis y transferencia. A A la derecha se muestra la fuente de alimentacion (Power Supply
EPS 301, Buckinghamshire, Reino Unido) y a la izquierda el soporte para la elaboracion de los geles de poliacrilamida, la
cubeta para la electroforesis. B. A la izquierda, la unidad de transferencia utilizada (T 77ECL Semy-dryTranferUnit,
Amersham) y a la derecha la fuente de alimentaciéon (Power Supply EPS 301, Buckinghamshire, Reino Unido) ambos del
sistema Mini-Protean de Bio-Rad.

¢) Inmunodeteccion

a. La membrana se incubo con solucion de bloqueo para evitar uniones inespecificas del
anticuerpo. La solucion de bloqueo utilizada fue Tween-TBS (T-TBS) con un 5% de
albimina de suero bovino (Roche, Madrid, Espafia) o leche desnatada en polvo,
dependiendo si la proteina a detectar era fosforilada o no fosforilada, respectivamente,
durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion.

b. Se incub6 con el anticuerpo primario (Tablas 5.1, 5.2 y 5.3) en solucion de bloqueo
durante toda la noche a 4°C y en agitacion.

c. Se lavo la membrana con T-TBS (3 veces x 5 min) y se incubd con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (Tabla 6), diluido en solucidon de bloqueo, durante 1 h
a temperatura ambiente.
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d. Se lavo de nuevo la membrana con T-TBS (3 veces x 5 min) y finalmente se revelo
mediante el sistema Enhanced Chemiluminiscence (ECL) (Amersham, Buckinghamshire,
Reino Unido) de acuerdo a las indicaciones del fabricante y utilizando placas radiograficas
Agfa Curix RP2 Plus.

Como controles de carga se usaron anti fB-actina, a-tubulina e histona 2A (H2A), en
extractos totales, citoplasmicos y nucleares, respectivamente. La inmunodeteccion de estas
proteinas se realizd sobre la membrana previamente utilizada para la deteccion de la/s
proteina/s de interés, en ocasiones después de realizar stripping.

REACTIVOS

Geles de poliacrilamida

Gel separador 7.5 % 10 % 12 % Gel concentrador

H20 destilada 4.85ml | 4.05ml | 3.35 ml | H,O destilada 6.1 ml
Tris HCL 1,5M pH 8.8 25 ml |25 ml |25 ml | Tris HCL 0,5M pH 6.8 2.5 ml
Acrilamida/Bisacrilamida al 30% | 25 ml | 3.3 ml | 4 ml | Acrilamida/Bisacrilamida al 30% 1.3 ml
SDS al 10% 100 pl | 100 pl | 100 plI | SDS al 10% 100 pl
Persulfato aménico al 10% 100 pl | 100 pl | 100 pl | Persulfato aménico al 10% 100 pl
TEMED (tetrametilenodiamina) | 10 pul | 10 pl | 10 pl | TEMED (tetrametilenodiamina) 20 ul

Tris Glicina-SDS Buffer Electroforesis Reactivo SIGMA

Tampdn de muestra 2X

Tris HCI 65,2 mM pH 6.8 0.2 % de solucion 10 mg/ml de
25 % de Gliserol azul de bromofenol en metanol
2 % de SDS B-mercaptoetanol al 5 % v/v

Tampoén de transferencia: Tampon de electroforesis con 20 % de metanol

TBS 10X

Tris 0.2 M

NaCl 1.37M

pH ajustado a 7.6 con HC1

T-TBS

TBS 10X
Tween 20 al 0.1 %
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2.5 Densitometria Optica

Con el fin de poder analizar cuantitativamente el grado de expresion de las diferentes
proteinas, se evalud la densidad Optica de cada muestra. Para ello se utilizo el sistema de
andlisis digital “Olympus, SC100” y el programa de procesamiento de imagenes de Java en
codigo abierto Imagel inspirado por el NIH Image.

2.5.1 Western Blot

Se analizaron las densidades Opticas para cada uno de los anticuerpos y cada una de las
bandas obtenidas para cada grupo de muestras. Las placas radiograficas previamente
impresionadas, se convirtieron a formato electronico mediante un escaner. Posteriormente
se tomaron las intensidades mediante el programa de andlisis de imagen descrito
anteriormente.

2.5.2 Inmunohistoquimica

Se llevo a cabo una cuantificacion histologica comparativa del inmunomarcaje al epitelio y
estroma. Se utilizo el sistema de andlisis de imagen acoplado a un microscopio 6ptico. El
analizador esta acoplado, a un microscopio Olympus Vanox-T AH-2 y el programa de
procesamiento de imagenes de Java en codigo abierto Image] inspirado por el NIH Image.
(Figura 14).

Para cada anticuerpo primario utilizado se tomdé como “blanco” el wvalor cero
correspondiente a la densidad oOptica del control negativo. Luego, usando el raton del
ordenador se delimitaron al azar 5 é4reas de superficie en cada una de las secciones
positivas. La densidad optica final fue determinada sustrayéndose al valor obtenido, el valor
de la seccion utilizada como control negativo. Con los promedios obtenidos para cada
paciente se calculd la media + desviacion tipica de cada grupo de sujetos (prostata normal,
HBP, PIN y céancer).

2.5.3 Evaluacion y puntuacion del inmunomarcaje

Para realizar la correlacion y poder simplificar lo méximo posible, asi como trasladar su
aplicacion en la clinica, se realizdé una valoracion personal de las muestras. Primero los
pacientes fueron estratificados como “positivos” (aquellos con mas del 5% de la superficie
tefiida) o “negativos”. Ademads, se asignd a cada muestra una puntuacion que integré el
porcentaje de superficie tefiida y la intensidad de la tincidon y en concordancia, los pacientes

2 <6

fueron estatificados como “negativos”, “positivos bajos” y “positivos altos”.
2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevdo a cabo con el programa SPSS 20.0, tomando como
significativas aquellas diferencias con un valor de p<0.05 asociado.
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a) Caracteristicas clinico-patologicas estudiadas

Las wvariables clinico-patologicas incluidas en el estudio fueron: PSA sérico total
preoperatorio, estadio T patologico (segin el esquema TNM del AJCC/UICC de 2010
(Vallejos y cols., 2013), puntuacion Gleason usando la modificada por la ISUP en 2005
(Epstein, 2005), implicacion de ganglios linfaticos locales, invasion perineural, estatus de
los margenes quirargicos, supervivencia total y recurrencia bioquimica.

El principal criterio de valoracion estudiado fue recurrencia bioquimica, definida ésta como
la primera de dos o méas elevaciones consecutivas en los niveles de PSA sérico total por
encima de 0.2 ng/ml tras la prostatectomia radical.

Todas las variables se codificaron como ordinales. El PSA sérico preoperatorio,
inicialmente codificado como variable cuantitativa continua, fue recodificada como
variable ordinal segiin un umbral de 10 ng/ml, del cual se ha descrito ampliamente su
utilidad pronostica para la recurrencia bioquimica (Heidenreich y cols., 2011).

b) Estadisticos descriptivos

Para las variables cuantitativas continuas se estimé la mediana como medida de tendencia
central y el rango como medida de dispersion. Para las variables cualitativas se estim6 la
frecuencia absoluta y el porcentaje.

Figura 14. Microscopio 6ptico Olympus Vanox-T AH-2 acoplado a un sistema informatizado de analisis utilizado en el presente
estudio.
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c¢) Correlacion de Spearman

La correlacion de Spearman se utilizo para determinar el grado de relacion lineal entre las
variables ordinales. Proporciona un coeficiente de correlacion (r), el cual mide tanto el
grado como el sentido de correlacion entre dos variables. Cuanto mayor sea el valor
absoluto de r, que estara comprendido entre 0 y 1, mayor es el grado de correlacion. Si el
signo r es positivo la correlacion entre las dos variables serd directa y si es negativo, la
correlacion sera inversa.

d) Analisis de supervivencia: definicion del tiempo de seguimiento, curvas de Kaplan-
Meier, log-rank y modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox.

El anélisis de supervivencia es un método que permite estudiar el tiempo a una respuesta.
Originalmente dicho método se aplico al estudio de la muerte de los pacientes, de alli su
nombre. En un andlisis de supervivencia el tiempo de seguimiento viene definido por las
fechas de inicio y cierre, las cuales son diferentes puesto que los pacientes ingresan en el
estudio en momentos diferentes. Aquellos pacientes cuyo seguimiento termina antes de que
se produzca el evento de interés se denominan pacientes censurados. El tiempo de
seguimiento se define como el tiempo desde la inclusioén del paciente en el estudio (fecha
de diagnostico, fecha de tratamiento, etc.) hasta la aparicion del evento (muerte, aparicion
de recidiva, aparicion de enfermedad, etc.).

En el presente estudio el tiempo de seguimiento se definid6 como el tiempo entre la
prostatectomia radical y la aparicion de recurrencia bioquimica (evento de interés) o la
ultima visita del paciente (evento censurado).

Se utiliz6 el método de Kaplan-Meier para estimar las funciones de supervivencia. Dicho
método permite representar la proporcion acumulativa de pacientes que no experimentan el
evento de interés en funcion del tiempo. Para verificar la igualdad o diferencia entre los
tiempos se utilizé la prueba del log-rank.

Se us6 el modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox unifactorial para estudiar la
asociacion entre cada variable del estudio por separado y el evento de interés (tiempo de
recurrencia bioquimica), mientras que su vertiente multifactorial se utilizo para estimar la
relacion entre las diferentes variables y el evento de interés, aislandolas de otras variables
que también podrian ejercer un efecto sobre el mismo. El modelo de Cox proporciona la
razon de riesgo instantaneo (HR, del inglés hazard ratio), la cual estima diferencias en el
riesgo de experimentar el efecto de interés entre diferentes grupos de pacientes.
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Estudio in vitro

3 Materiales
3.1 Lineas celulares

Los experimentos in vitro se llevaron a cabo sobre lineas celulares establecidas LNCaP
(Figura 15A) y PC3 (Figura 15B) por ser lineas celulares de uso extendido en el ambito de
la investigacion y por responder de diferente manera a los andrégenos. También se utilizo
la lineas celular RWPE-1 (Figura 15C).

LNCaP: Fue aislada de una biopsia por aspiracion con aguja de nodulo linfatico
supraclavicular de un hombre caucédsico de 50 afios con diagnéstico confirmado de
carcinoma prostatico metastasico. Son adherentes y crecen en respuesta a estimulacion
androgénica. Cultivadas con medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

PC3: Provienen de una metastasis de adenocarcinoma de prostata de grado IV en hueso de
un hombre caucasico de 62 afios. Son células adherentes y no responden a los androgenos.
Cultivadas con medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

RWPE-1: Son células epiteliales que proceden de la zona periférica de prostata humana de
un adulto considerado histologicamente como normal. Cultivadas con medio enriquecido
en queratinocitos (Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU).

Las tres lineas celulares proceden de la American Type Culture Collection. La Figura 15
muestra micrografias de estas células.
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Figura. 15. Cultivos de las lineas celulares LNCaP (A), PC3 (B), RWPE (C). Micrografias tomada en microscopio optico a 10X.
Barra 20 um.

3.2 Citoquinas e inhibidores quimicos

EGF, TGF-B y TNF-B recombinantes humanos se adquirieron liofilizados de Peprotech
(Paris, Francia), se reconstituyeron en medio RPMI 1640 a una concentracion de 10 pg/ml
y se almacenaron a -20°C.

Los inhibidores de p38, Ikk-B, MEK y ERK (Calbiochem, Darmstad, Alemania) fueron
reconstituido a una concentracion de 20 mM en DMSO (Dimethyl Sulfoxide, Calbiochem)
y fueron almacenados a -20°C (Tabla 8).
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Diana Nombre Descripcion

p38 SB203580 Inhibidor permeable a la membrana celular y altamente especifico. No
inhibe JNK o ERK, ni siquiera a una concentracion de 100 uM.

Ikk-B PS1145 Inhiben especialmente I|kk-B, la quinasa principal responsable de la

fosforilacién de complejos IkB en la via candnica de activacion de NF-kB.
Se ha descrito que no ejerce inhibicién sobre otras quinasas in vitro a
elevadas concentraciones (PKA, PKC, CK2, MEK1, p38, Lck, JNK y ERK2).

MEK PD98059 Inhibidor permeable a la membrana celular. Es capaz de inhibir MEK y ERK,
asi como los sustratos que son fosforilados por esta MAPK.

Tabla 8. Inhibidores quimicos utilizados en los experimentos in vitro.

4.Métodos
4.1 Mantenimiento y tratamiento de los cultivos celulares

Las células se cultivaron en flask de 250 ml, con 9 ml del medio de cultivo mencionado con
antibiotico/antimicotico en ambos medios, en una atmoésfera humidificada a 37°C y 5% de
CO;. El medio RPMI-1640 se suplementd con FBS (suero fetal bovino) al 10%. El medio
enriquecido en queratinocitos se suplementd con EGF humano recombinante y extracto de
pituitaria de bovino (Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU).

El medio fue remplazado por medio fresco generalmente cada dos o tres dias. Las células se
despegaban del sustrato por tripsinizacion y para asi poder realizar el subcultivo. Para los
subcultivos en flask se colocaron para LNCaP 0.3x10°, PC-3 0.1x10° y RWPE-1 0.3x10°.

Los tratamientos se iniciaron 24 h después de la siembra, para permitir que las células se
adhirieran al sustrato y asegurar el crecimiento exponencial.

Para medir el efecto de la privacion de androgenos en el momento de aplicar el tratamiento
se retir6 el medio, para de esta manera lavar los pocillos con tamp6n fosfato solucion salina
(PBS). Una vez realizado se afiadié medio, el cual contenia un 10% de carbon sin FBS (CS-
FBS). Mediante el empleo de CS-FBS se conseguia la simulacion de la retirada de
andrégenos, aplicando o no EGF. En algunos experimentos los tres inhibidores fueron
aplicados 4 horas antes de los tratamientos. El medio se retir6 y se reemplazd con medio
fresco, el cual contenia los tratamientos.

4.2 Ensayo del MTT

El ensayo del MTT permite estimar de manera indirecta y relativa el tamafio de una
poblacion celular viable. EI MTT en su forma soluble oxidada es de color amarillo. La
carga positiva de su anillo tetrazolio permite su paso a través de la membrana plasmatica y
mitocondrial de las células viables, via potencial de membrana. En este momento, reducido
por las NAD(P)H-oxidorreductasas intracelulares, forman unos cristales de color azul.
Dichos cristales son insolubles en agua (Berridge y cols., 2005).
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El protocolo seguido fue el siguiente:

a. Por cada condicion experimental se sembraron células en los pocillos de una placa de 96
pocillos (superficie/pocillo = 0.32 cm?). Se colocaron para LNCaP 0.12x10°, PC-3
0.006x10° y RWPE-1 0.18x10°.

b. Tras 48 horas se retird el medio cuidadosamente con una pipeta Pasteur y se afiadieron
100 pl/pocillo de solucion de MTT 5 mg/ml (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) al 5% en
medio sin suero y sin rojo de fenol.

c. Se incubd en una estufa humificada a 37°C y 5% de CO,, hasta que la formacion de
cristales en el interior celular fuese evidente al microscopio, generalmente durante 3 h.

d. Se retira el medio y se afiadieron 80 ul de DMSO en cada pocillo para disolver los
cristales de formazan.

e. Para determinar la cantidad de células viables por cada condicién experimental se midid
la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm en un espectrémetro de placas Multiskan
Bichromatick (Labsystems, Midland, ON, Canada).

4.3 Determinacion de muerte celular y de apoptosis/distribucion del ciclo
celular

Por cada condicion experimental se sembraron células en cada pocillo de una placa de 6
pocillos (superficie/pocillo = 9.6 cm?). Para las LNCaP se sembraron 6x10°, PC-3 3x10° y
RWPE-1 9x10° células por pocillo.

Una vez finalizado el tratamiento:

a. Se paso el medio de cada pocillo a un tubo de citometria. Los tubos se mantuvieron en
hielo durante todo el proceso.

b. Tras un lavado se levantaron las células por tripsinizacion.
c. Se recuperaron con PBS frio.
d. Después se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, el sobrenadante fue descartado.

e. El precipitado se resuspendi6 cuidadosamente en 800 pl de PBS y se repartieron 400 pl
en dos tubos de citometria, uno para la determinaciéon de muerte celular y otro para la
determinacion de apoptosis/distribucion de las fases del ciclo celular.

4.3.1 Determinacion de muerte celular (ensayo de viabilidad)

a. Se anadieron 10 pl de ioduro de propidio (IP) 1 mg/ml e inmediatamente se realizo la
medicidn con citometro FACScalibur (Bekton Dickinson, Madrid, Espana).

La rotura de la membrana es un distintivo inequivoco de cualquier tipo de muerte celular
que puede ser definida por la incorporacion de tinciones vitales, como el IP, al interior
celular (Kroemer y cols., 2009). En base a ello, se consideraron células muertas aquellas
células positivas para IP.

79



Norelia Torrealba Abache

4.3.2 Determinacion de la apoptosis/distribucion de las fases del ciclo celular
a. Se afadieron 40 pl de Nonidet P (NP)-40 al 1%, 3 pl de RNasa (10 ng/ml).
b. Se incubaron durante 30 min.

c. Se afiadieron 10 pl de IP (1 mg/ml).

d. Se realizo6 la medicion en el citometro de flujo.

Con esta técnica se obtienen unos histogramas de distribucion de las células segin su
cantidad relativa de ADN, pudiéndose distinguir la proporcion de células apoptoticas (sub-
Go/Gy), o en fase del ciclo celular Go/Gy, S 0 G2/M (Figura 16).

Todos los andlisis de citometria de flujo fueron realizados con el programa informatico
Cyflogic v.1.2.1. (CuFlo Ltd, Turki, Finland).

Ap. No Ap.

Apoptosis ; |
Go/1 S G2/M

Fase de ciclo celular — " i

<2c 2c 4c
Contenido de ADN

Namerode células

Fluorescencia

Figura 16. Histograma que muestra la distribucién de una poblacién celular de acuerdo a su contenido en DNA. En la figura
se indica el contenido en DNA, la fase del ciclo celular y el cardcter apoptdtico de cada una de las fracciones celulares.
Abreviaturas: Ap.: células apoptdticas; No Ap.: células no apoptoticas.

80



I11 Resultados












lll Resultados

1. Estudio comparativo de la expresion de la via de transduccion IL-
1/p38/NF-KB/ATF/AP-1/EIk-1 en el estroma y tumor en prostata
normal y patologica

1.1 Analisis por Western Blot de la via de transduccion IL-1/p38/NF-
kB/ATF/AP-1/Elk-1 en prostata normal, HBP y cancer de prostata

Mediante Western Blot se comprobd que la especificidad de todos los anticuerpos se
correspondia con el peso molecular descrito por la casa comercial.

1.2 Analisis de la expresion de la via de transduccion IL-1/p38/NF-
kB/ATF/AP-1/Elk-1 mediante inmunohistoquimica en prostata normal,
HBP y cancer de prostata

1.2.1 Activacion IL-1a y sus receptores
IL-1a:

No se observd expresion de IL-1a en PN (Figura 17A) y biopsias (Tabla 9). En HBP
(Figura 17B) la inmunohistoquimica fue negativa en el estroma, no asi en las células del
epitelio glandular, donde el 77.1% de las muestras presentaron baja sefial. En PIN hubo
expresion solo en las células del epitelio glandular. En céncer (Figura 17C) se acentta la
expresion, asi como el nimero de las muestras positivas (94.2%). De las muestras positivas
para IL-1a el 64.2% de los pacientes tenian un PSA > 10.0 ng/ml.

IL-1B:

La inmunotincion fue positiva en el citoplasma de las células epiteliales en todos los
grupos. En PN (Figura 17D) y HBP el niimero de muestras positivas fue similar (cerca de
74%). En PIN el 100% de las muestras fueron positivas para IL-1B y presentaron similar
expresion tanto en el epitelio como en el estroma. En cancer (Figura 17E-F) la expresion
disminuye significativamente en el epitelio glandular. Al evaluar la densidad Optica se
encuentra que el grupo de mayor densidad optica es HBP (Tabla 9).

IL-1RI:

El porcentaje de muestras positivas para IL-1RI disminuy6 con la patologia (Tabla 9). En
PN (Figura 17G) y HBP no hubo expresion en las células del epitelio glandular. La
inmunotincion destaca en el citoplasma de las células epiteliales en PIN y cancer. La
densidad Optica aumento6 con la malignidad en el estroma siendo la més alta en las muestras
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con cancer (Figura 17H-I). De las muestras positivas para IL-1RI, 82.7% de los pacientes
tenian un Gleason < 7.

IL-1RII:

En PN (Figura 17J) no hubo expresion para IL-1RII (Tabla 9), sin embargo, los porcentajes
de muestras positivas se incrementaron con la patologia. La expresion en HBP, PIN y
cancer fue en estroma y epitelio glandular. Las muestras de cancer (Figura 17K-L)
presentaron la densidad Optica mas alta en las células del epitelio glandular. También
encontramos inmunomarcaje en el citoplasma de las células del estroma. De las muestras
positivas para IL-1RII el 74.4% no presento invasion perineural.

IL-1Ra:

En PN (Figura 17M) la expresion fue negativa para IL-1Ra (Tabla 9). El porcentaje de
muestras positivas fue similar en PIN y cancer (Figura 17N-O). En HBP, PIN y céancer el
marcaje aparecio en el citoplasma celular tanto en estroma como epitelio. La densidad
optica disminuye con la malignidad en las células del epitelio glandular. En el estroma es
similar la expresion entre PIN y cancer aunque el valor disminuye a la mitad en HBP. De
las muestras positivas para este marcador, el 40.66% tenian margenes quirurgicos positivos.

% (n) Epitelio Estroma % (n) Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 0 |- | 75.0 (15) | 36.56+1.59° | 36.59+2.3"
HBP 77.1(27) | 20.89£1.19% | - 73.5 (26) | 55.41+2.23" | 58.83+3.3
PIN 78.7 (12) | 28.64+1.2° | -— 100 (35) | 52.88+3.4 | 52.43%3.4
Cancer | 94.2 (81) | 39.2242.45° | 12.32+4.6 82.6 (71) | 39.60+2.84° | 46.84+4.3%
% (n) Epitelio Estroma % (n) Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 100 (20) | ----- 852+162" |0 |- |-
HBP 79.3 (28) | - 33.01+3.34% | 41.9 (15) | 28.27+2.15° | 13.91+1.51"
PIN 733 (11) | 13.42¢4.3% | 36.06+3.9" | 78.7 (12) | 37.11+4.4° | 1531+2.9*
Cancer | 87.2(75) | 37.88+1.71° | 42.69+1.8% | 90.7 (78) | 43.42+2.21° | 20.424+3.9"
% (n) Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O.
positivos
PN 0o |- |
HBP | 40.0 (14) | 35.41+2.23% | 8.36+2.1"
PIN 78.7 (12) | 30.60+2.34° | 15.43+3.3
Cancer | 74.4 (64) | 26.04+2.8° | 18.36+1.6

Tabla 9. Porcentaje de muestras positivas y densidad optica de IL-1a, IL-1B, IL-1RI, IL-1RII e IL-1Ra. En
prostata normal (PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de
prostata. D.O.: densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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Figura 17. Expresion de IL-1a (A-C), IL-1B (D-F), IL-1RI (G-I), IL-1RII (J-L) e IL-1Ra (M-
0), en prostata normal (A, D, G, J, M), HBP (B) y cancer (C, E, F, H, I, K, L, N, O). Barra: 20 um
(A, D, L), 25 pm (B-C, E-F, I-K, M-0) y 30 um (G-H).
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1.2. 2 Activacion MEK-6/p38
MEK-6:

El 100% de las PN fueron positivas para MEK-6, este porcentaje disminuye en PIN y es
similar en HBP y cancer. En PN (Figura 18A) y HBP (Figura 18B) la seiial se localizé en
las células basales y en el citoplasma de las células epiteliales. En PIN (Figura 18C) y
cancer (Figura 18D) se observo un acentuado marcaje en el epitelio. En todos los grupos la
densidad oOptica fue superior en el epitelio glandular con respecto al estroma,
incrementandose en PIN y céncer (Tabla 10). De las muestras positivas para MEK-6,
34.1% de los pacientes presentaron progresion bioquimica.

p38:

En PN (Figura 18E), HBP, PIN (Figura 18F) y céancer (Figura 18G-H) se observo marcaje
de p38 tanto en el epitelio como en el estroma. En el epitelio el marcaje aumenta con la
patologia mientras que en el estroma ocurre lo contrario. La inmunotincion fue tenue
destacando en la zona perinuclear. De las muestras positivas para p38, 34.4% de los
pacientes tenian valores de PSA < 10.0 ng/ml.
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Figura 18. Expresion de MEK-6 (A-D) y p38 (E-H) en prostata normal (A, E), HBP (B), en PIN (C, F) y cancer (D, G, H). Barra:
20 pm (A-H).

% (n) Epitelio Estroma % (n) Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 100 (20) | 32.33+2.4° | 14.54x7.5 | 100 (20) | 17.75+0.77° | 72.80+2.29
HBP 97.1 (34) | 29.05+2.3% | 17.80+2.8 | 100 (35) | 61.57+2.85° | 70.29+3.09
PIN 86.7 (13) | 60.24+5.6° | 20.54+2.4 | 66.6 (10) | 75.20+3.45° | 65.43+3.45
Céncer | 98.8 (85) | 68.24+1.0° | 20.7+3.3 | 70.9 (61) | 88.71+5.42" | 68.88+3.01

Tabla 10. Porcentaje de muestras positivas y densidad éptica de MEK-6 y p38 en prostata normal (PN),
hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata. D.O.:
densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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1.2.3 Activacion de los factores de transduccion celular

NF-kB pS0:

En muestras normales (autopsias o biopsias) (Figura 19A) y BPH (Figura 19B), NF-kB p50
aparecio6 en el citoplasma de las células epiteliales y estromaticas. En todas las muestras de
PIN (Figura 19C) y céancer (Figura 19D) se expresé tanto en el citoplasma como en el
nucleo. La densidad optica en el citoplasma aumenta con la malignidad de la lesion, aunque
en el nucleo es similar en cancer y PIN (Tabla 11). De las muestras positivas para p50,
16.7% de los pacientes tenian Gleason > 7.

NF-kB p65:

En PN y biopsias se obtuvieron resultados negativos en citoplasma y nucleo para NF-kB
p65 (Figura 19E). También fue negativo en el nucleo para HBP (Figura 19F) donde el
71.7% de las muestras fueron positivas en el citoplasma (Tabla 11). La densidad optica en
el citoplasma aumenta con la malignidad de la lesion, aunque en el nucleo no hay diferencia
significativa entre PIN (Figura 19G) y cancer (Figura 19H). De las muestras positivas para
p65, 28.2% tenian invasion perineural.

p-Elk-1:

No hubo expresion en el citoplasma en PN para p-Elk-1 (Figura 191) y se observo
tenuemente en el nucleo de las células basales en el 100% de las muestras de PN. En HBP
(Figura 19J), PIN (Figura 19K) y cancer (Figura 19L) la inmunotincion aparecié tanto en el
citoplasma como en el nucleo. En el andlisis estadistico se observd un aumento de la
densidad optica con la lesion. El 61.4% de las muestras positivas para p-Elk-1 no
expresaron margenes quirirgicos positivos.

NF-kB p50 NF-kB p65
% (n) Citoplasma y % (n) Citoplasma | Nucleo
Casos D.O. D.O. Casos D.O.
positivos positivos
PN 60.0 (12) | 7.88 £2.4° | - o |- |-
HBP 85.7 (30) | 18.6+1.72° | - 71.7 (25) | 18.16+2.52% | --—--
PIN 73.3 (11) | 27.51£2.79° | 28.76+3.31 73.3 (11) | 30.17+3.08° | 29.77+2.13
Céncer | 83.7 i72i 33.82+4.07° | 29.17+1.22 82.6 (71) | 34.91+4.32° | 29.09+1.90

% (n) Citoplasma | Nucleo
Casos D.O. D.O.
positivos
PN 100 (20) | ---- 2.4+0.92"
HBP 95.8 (34) | 9.445.1° 10.5£2.5%
PIN 100 (15) | 17.35+1.45° | 18.27+2.31°

Cancer | 81.4 (70) | 19.645.6° 17.23+3.5%

Tabla 11. Porcentaje de muestras positivas y densidad éptica para NF-kB p50, NF-kB p65 y p-Elk-1 en prostata
normal (PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata.
D.O.: densidades opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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Figura 19. Expresién de NF-kB p50 (A-D), NF-kB p65 (E-H) y p-Elk-1 (I-L) en prostata normal (A, E, I), HBP (B, F, J),
PIN (C, G, K) y cancer (D, H, L). Barra: 20 um (B, C, G-J), 25 um (A, D-F, K, L).

p-ATF-2:

En PN y biopsias p-ATF-2 se expreso en el 100% de las muestras (Figura 20A) con una
sefial muy tenue en el citoplasma. En HBP (Figura 20B), 45.7% presento sefial tenue en el
nucleo de las células. En PIN el 100% de las muestras fueron positivas con expresion
similar en nucleo y citoplasma. En cancer (Figura 20C), 89.5% fueron positivas en el
citoplasma y expresion un poco menor en el nticleo. La densidad Optica se incrementd con
la malignidad, sin observarse diferencias entre PIN y cancer en el citoplasma de las células
(Tabla 12). De las muestras positivas para p-ATF-2, 35.4% de los pacientes presentaron
progresion bioquimica.

Ap-1:

Las muestras de PN y biopsias fueron negativas para Ap-1. El porcentaje de muestras
positivas aumentan significativamente con la patologia (Tabla 12). En HBP (Figura 20D) el
100% de las muestras fueron positivas en las células basales. En PIN (Figura 20E) y cancer
(Figura 20F) la mayoria de las muestras fueron positivas en la region perinuclear de las
células secretoras. La densidad oOptica fue menor en PIN (Tabla 12). Del 91.9% de las
muestras de cancer positivas, el 63.3% de ellas tenian PSA > 10ng/ml.
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Figura 20. Expresién de p-ATF-2 (A-C) y Ap-1 (D-F), en prostata normal (A), HBP (B, D), PIN (E) y
cancer (C, F). Barra: 20 um (B, E, F), 25 um (A, C, D).

p-ATF-2 Ap-1

% (n) Citoplasma | Nucleo % (n) Citoplasma | Nucleo

Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.

positivos positivos
PN 100 (20) | 3.3+0.83° | -—- @ e e
HBP 457 (16) | - 5.25+¢2.16" | 27.0(9) | -—— 39.8+4.4
PIN 100 (15) | 13.35+1.78° | 12.31+4.21* | 86.6 (13) | 25.3+3.4% | -
Cancer | 89.5(77) | 11.75+3.45° | 9.56+3.87" | 91.9 (79) | 36.2345.1° | -

Tabla 12. Porcentaje de muestras positivas y densidad optica de p-ATF-2 y Ap-1 en prostata normal
(PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata.
D.O.: densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.

1.2.4 Activacion familia Bel-2 y mp53

Bcel-2:

Bcl-2 se expres6 débilmente en las células basales y estromaticas en PN (Figura 21A) y en
biopsias. El porcentaje de muestras positivas es similar para PN y HBP (Figura 21B) sin
embargo, aumentd considerablemente en PIN. En las muestras de cancer (Figura 21C) y
PIN se observo una fuerte reaccion en una zona citoplasmatica apical puntual (Figura 21D).
La densidad optica entre PIN y cancer aument6 con la malignidad, pero no se encontraron
diferencias significativas (Tabla 13). De las muestras positivas para Bcl-2, 85.0% de los
pacientes mostraron Gleason < 7.

Bax:

En PN (Figura 21E) Bax se expreso en el 50% de las muestras en algunas células
epiteliales. En HBP este patron se mantuvo aunque aument6 el porcentaje de positivos. En
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PIN (Figura 21F) y céancer (Figura 21G) el nimero de muestras positivas y la densidad
optica fue similar entre ellas, pero mayor que la observada en PN e HBP (Tabla 13). De las
muestras positivas para Bax, 38.1% no presentaron margenes quirargicos.

% (n) Epitelio Estroma % (n) Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 35.0(7) | 6.19+1.28° | 3.55:0.69" | 50.0 (10) | 12.44+2.39° | 1.40+0.23"
HBP 35.7 (17) | 11.38+1.71° | 8.36+1.52* | 78.6 (26) | 11.3+2.54* | 1.15+0.92"
PIN 80.0 (12) | 16.57+4.6° | 9.06+2.7* | 46.6 (7) | 17.28+4.05° | 11.16+1.6"
Cancer | 69.8 (60) | 14.02+2.28° | 7.10+2.23% | 48.8 (42) | 22.42+4.77° | 1.56+1.06"

Tabla 13. Porcentaje de muestras positivas y densidad éptica de Bcl-2 y Bax en prostata normal (PN),
hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata. D.O.:
densidades opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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Figura 21. Expresion de Bcl-2 (A-D) y Bax (E, F, G) en prostata sin patologia (A, E), HBP (B), PIN (F) y cancer (C,
D, G). Barra: 10 um (D), 20 pm (C) y 25 um (A, B, E, F, G).

PUMA:

En PN (Figura 22A), PIN y HBP (Figura 22B) se expres6 en las células basales mientras
que en cancer (Figura 22C) se observa un marcaje homogéneo en el nucleo y el citoplasma
de las células epiteliales. EI 100% de las muestras fueron positivas en HBP y PIN (Tabla
14). No hubo diferencias en la densidad oOptica entre los diferentes grupos estudiados. La
densidad 6ptica aumento levemente con la patologia en el epitelio y en el estroma.
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Bel-xL:

Las muestras de PN y PIN (Figura 22D) fueron todas positivas para Bcl-xL apareciendo el
marcaje en los nucleos de las células epiteliales. En HBP destacan las células basales
(Figura 22E). En cancer (Figura 22F) se observd un marcaje similar. Las densidades Opticas
fueron mas altas en el epitelio que en el estroma en todos los grupos, no se observaron
diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio (Tabla 14).
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Figura 22. Expresién de PUMA (A-C) y Bcel-xL (D-F) en prostata normal (A), HBP (B, E), PIN (D) y
cancer (C, F). Barra: 20 um (D-F) y 30 um (A-C).

% (n) Epitelio Estroma | % (n) Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 75.0 (15) | 13.40+1.7 | 9.67+1.4 | 100 (20) | 21.77+3.91 | 12.74+2.51
HBP 100 (35) | 16.70+0.9 | 10.7£0.7 | 97.1 (34) | 20.37+£3.22 | 15.01+2.18
PIN 100 (15) | 16.80+2.9 | 11.0+2.2 | 100 (15) | 24.51+3.04 | 14.01+1.41
Céancer | 90.7 (78) | 17.90+1.9 | 11.84+1.7 | 96.5(83) | 19.1942.82 | 12.01+0.93

Tabla 14. Porcentaje de muestras positivas y densidad optica de PUMA y Bel-xL en prostata normal
(PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de
prostata. D.O.: densidades oOpticas (media = desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de
pacientes.

Nova:
La inmunotincién fue muy débil en todos los casos, siendo casi negativa en el estroma. Casi
el 100% de las muestras fueron positivas en todos los grupos (Tabla 15). Los valores de la

densidad optica fueron bajos en PN e HBP (Figura 23A) con un leve aumento no
significativo en PIN (Figura 23B) y cancer (Figura 23C-D).
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mpS3:

El marcaje aparecio en la zona perinuclear y en las células del estroma fue difuso. El 100%
de las muestras de PN, HBP y PIN fueron positivas para mp53. En cancer el porcentaje de
muestras positivas disminuye (Tabla 15). La densidad optica en PN (Figura 23E) fue baja,
incrementandose levemente en el epitelio en HBP (Figura 23F), siendo similar en PIN
(Figura 23G) y cancer (Figura 23H). De las muestras positivas para mp53, 71.8% no
presentaron invasion perineural.

% (n) Epitelio Estroma | % (n) Citoplasma | Nucleo
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 100 (20) | 8.50¢4.7 | 2.0£0.7 | 100 (20) | 5.4+1.9* | -
HBP 97.1(34) | 8.13+0.8 | 1.7£1.0 | 100 (35) | 12.47+3.4° | 4.87+2.7
PIN 100 (15) | 10.7¢1.3 | 2.5¢1.5 | 100 (15) | 20.12+3.4° | 5.83+3.4
Cancer | 96.5(83) | 9.08+1.8 | 2.840.4 | 90.7 (78) | 21.43+3.8° | 6.421.9

Tabla 15. Porcentaje de muestras positivas y densidad éptica de Nova y mp53 en prostata normal
(PN), hiperplasia benigna de proéstata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de
prostata. D.O.: densidades opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de
pacientes.
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Figura 23. Expresion de Nova (A-D) y mp53 (E-H) en prostata normal (E), HBP (A, F), PIN (B, G) y cancer (C, D, H). Barra: 20
pm (F-H) y 25 um (A-E).

92



lll Resultados

1.3 Proporcion de pacientes con inmunotincion positiva para la via de
transduccion IL-1/p38/NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1 en el estroma y tumor en la
cohorte estudiada

Se determind el porcentaje de pacientes positivos en el estroma y tumor, mediante
inmunohistoquimica, para cada uno de los factores estudiados. Se asignaron valores
relativos a la intensidad de tincidn positivos bajos y positivos altos (Tabla 16).

Estroma Tumor
_Expresién Intensidad Expresién Intensidad
Positivo P bajo P alto Positivo P bajo P alto
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
IL-1a 87.2(75) 52.3(45) 34.9(30) 91.9(79) 5.8(5) 86.0(74)
IL-1B 77.9(67) 17.4(15) 60.6(52) 77.9(67) 8.1(7) 69.8(60)
IL-1RI 86.0(74) 24.4(21) 61.6(53) 82.6(71) 25.6(22) 57.0(49)
IL-1RII 87.2(75) 11.6(10) 75.6(65) 87.2(75) 4.7(4) 82.6(71)
IL-1Ra 61.6(53) 33.7(29) 27.9(24) 73.3(63) 18.6(16) 54.7(47)
MEK-6 98.8(85) 20.9(18) 77.9(67) 98.8(85) 3.5(3) 95.3 (82)
p38 51.2(44) 46.5(40) 4.7(4) 67.4(58) 50.0(43) 17.4(15)
NF-kB p50  80.2(69) 14.0(12) 66.3(57) 75.6(65) 25.6(22) 50.0(43)
NF-kB p65  74.4(64) 22.1(19) 52.3(45) 80.2(69) 4.7(4) 75.6(65)
p-Elk-1 69.8(60) 53.5(46) 16.3(14) 80.2(69) 46.5(40) 33.7(29)
p-ATF-2 89.5(77) 34.9(30) 54.7(47) 89.5(77) 22.1(19) 67.4(58)
Ap-1 91.9(79) 45.3(39) 46.5(40) 91.9(79) 15.1(13) 76.6(66)
Bcl-2 50.0(43) 31.4(27) 18.6(16) 61.6(53) 37.2(32) 24.4(21)
Bax 36.0(31) 25.6(22) 10.5(9) 46.5(40) 7.0(6) 39.5(34)
mp53 95.3(82) 22.1(19) 73.3(63) 90.7(78) 23.3(20) 67.4(53)
PUMA 87.2(75) 52.3(45) 34.9(30) 90.7(78) 27.9(24) 62.8(54)
Bel-xL 69.8(60) 41.9(36) 27.9(24) 75.6(65) 37.2(32) 38.4(33)
Nova 96.5(83) 46.5(40) 50.0(43) 90.7(78) 29.1(25) 61.6(53)

Tabla 16. Distribucion de la frecuencia de pacientes con inmunotincién positiva para la via de transduccién IL-1/p38/NF-
kB/ATF-2/AP-1/Elk-1 segun resultados de inmunohistoquimica. Se detallan los pacientes positivos y dentro de estos, aquellos con
positivo bajo y positivo alto en cuanto a la intensidad del marcaje en el estroma y tumor.

1.4 Correlacion entre la expresion en el estroma y tumor en los componentes
de la via de transduccion IL-1/p38/NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1 y las
caracteristicas clinico-patoldgicas de cancer de prostata

Para la correlacion de los componentes de la ruta de transduccion IL-1a, Bcl-2 y los
marcadores clasicos establecidos se realizo el test de Spearman. Se determiné el grado de
relacion entre las variables.

1.4.1 Correlacion entre la expresion de la inmunohistoquimica en el estroma y los
marcadores clasicos.

No se encontré ninguna asociacion significativa de la expresion en el estroma para IL-1B,
IL-1RI, IL-1RII, MEK-6, NF-kB p65, p-Elk-1, mp53, Bax, PUMA, Bcl-xL y Nova (Tabla
17). La correlacion fue inversa entre la expresion positiva de IL-1a y p38 con la progresion
bioquimica; entre p38 con la implicacion de ganglios; entre NF-KB p50 con el estadio T
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patologico, invasion perineural, margenes quirurgicos y supervivencia; y entre p-ATF-2
con la invasion perineural. Sin embargo, la relacion fue directa entre el receptor antagonista
IL-1Ra con la progresion bioquimica; entre Bcl-2 y AP-1 con el estadio T patologico; entre
p-ATF-2 con el PSA preoperatorio; y entre Bcl-2 con los margenes quirtrgicos.

PSA sérico preoperatorio Estadio T patolégico Estadio T clinico Puntuacion Gleason

r p r p r p r p

IL-1a 0.148 0.175 -0.002 0.988 -0.001 0.994 0.075 0.490

IL-1B 0.067 0.539 -0.064 0.560 0.147 0.176 0.023 0.832

IL-1RI 0.047 0.666 -0.112 0.304 0.097 0.373 -0.080 0.463

IL-1RII 0.075 0.492 -0.142 0.194 0.069 0.527 0.175 0.107

IL-1Ra 0.055 0.615 0.027 0.804 0.094 0.387 0.109 0.319

MEK-6 -0.081 0.456 0.079 0.471 0.099 0.365 0.050 0.648

p38 0.042 0.703 0.021 0.845 0.002 0.984 -0.164 0.131

NF-kB p50 0.114 0.297 -0.268 0.012 -0.017 0.876 -0.080 0.466

NF-kB p65 -0.052 0.637 -0.056 0.608 -0.001 0.991 0.059 0.591

p-Elk-1 -0.020 0.858 -0.067 0.538 0.091 0.404 -0.164 0.127

p-ATF-2 0.218 0.044 0.019 0.860 -0.070 0.521 -0.043 0.694

Ap-1 -0.046 0.672 0.216 0.046 0.015 0.892 -0.087 0.424

Bcl-2 0.024 0.825 0.212 0.050 -0.117 0.284 0.031 0.779

p53 mut -0.051 0.642 -0.061 0.574 -0.021 0.850 0.102 0.352

Bax -0.042 0.703 0.171 0.115 -0.100 0.359 0.038 0.729

PUMA -0.070 0.522 -0.097 0.375 -0.071 0.517 -0.007 0.946

Bcl-xL 0.086 0.432 -0.049 0.654 0.040 0.713 -0.031 0.777

Nova -0.143 0.190 0.011 0.922 -0.081 0.456 -0.080 0.466

Invasion Implicacion de  Margenes quirdrgicos  Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p

IL-1a -0.083 0.446 0.085 0.439 0.016 0.885 -0.242 0.025 -0.083 0.446
IL-1B -0.058 0.595 -0.015 0.888 -0.156 0.151 -0.035 0.748 -0.058 0.595
IL-1RI -0.136 0.213 0.089 0.415 -0.096 0.378 0.003 0.976 0.016 0.885
IL-1RII -0.083 0.446 0.085 0.439 -0.056 0.610 -0.021 0.845 -0.005 0.965
IL-1Ra 0.045 0.683 0.174 0.109 0.082 0.454 0.259 0.016 0.153 0.161
MEK-6 0.066 0.549 0.024 0.827 0.086 0.433 0.077 0.479 -0.180 0.098
p38 -0.093 0.395 -0.226 0.036 -0.090 0.409 -0.287 0.007 -0.198 0.068
NF-kB p50 -0.294 0.006 -0.029 0.791 -0.269 0.012 -0.140 0.198 -0.294 0.006
NF-kB p65 0.053 0.627 0.003 0.979 0.079 0.470 0.080 0.464 -0.007 0.949
p-Elk-1 0.055 0.618 -0.095 0.384 -0.105 0.334 0.095 0.386 -0.117 0.283
p-ATF-2 -0.223 0.039 -0.105 0.337 0.114 0.298 0.083 0.447 -0.051 0.642
Ap-1 -0.012 0.911 0.066 0.548 0.060 0.583 -0.058 0.599 -0.108 0.321
Bcl-2 0.026 0.810 0.000 1.000 0.215 0.047 0.025 0.822 0.184 0.090
p53 mut 0.009 0.937 0.049 0.656 0.061 0.579 0.041 0.710 0.133 0.221
Bax -0.071 0.518 0.179 0.099 0.005 0.962 -0.023 0.832 -0.125 0.205
PUMA -0.083 0.446  -0.081 0.460 0.087 0.424 0.052 0.633 -0.083 0.446
Bcel-xL 0.055 0.618 0.025 0.818 -0.001 0.991 -0.066 0.546 -0.117 0.283
Nova -0.171 _0.114 0.042 0.701 0.150 0.168 -0.132 0.224 -0.028 0.796

Tabla 17. Correlacion entre la expresion en el estroma de los componentes de la ruta IL-1/p38/NF-kB/ATF-2/AP-1/Elk-
1y las caracteristicas clinico patologicas de cancer de préstata (prueba de Spearman). Los valores en negrita resalta la
significancia estadistica (p<0.05).

1.4.2 Correlacion entre la expresion de la inmunohistoquimica en el tumor y los marcadores
clasicos.

La expresion en el tumor de IL-1RI, MEK-6, NF-kB p65, Bcl-2, mp53, Bax y PUMA no
tuvo ninguna asociacion significativa con los marcadores clasicos (Tabla 18). Se establecid
una relacion inversa entre la inmunotincion de IL-1a con la progresion bioquimica; entre
NF-kB p50 con el estadio T patologico, la invasion perineural y supervivencia; entre p38
con la puntuacion Gleason y la progresion bioquimica; entre p-Elk-1 con puntuacién
Gleason y supervivencia; entre Bcl-xL con la supervivencia; y entre p-ATF-2 con la
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invasion perineural. IL-1B e IL-1RII se relacionan de manera directa con el estadio T
clinico; Ap-1 con el estadio T patoldgico; el receptor antagonista IL-1Ra con la progresion
bioquimica; y Nova con los margenes quirurgicos.

PSA sérico preoperatorio Estadio T patolégico Estadio T clinico Puntuacién Gleason

r p r p r p r p
IL-1a -0.046 0.672 -0.040 0.714 0.186 0.087 0.014 0.896
IL-1B -0.050 0.651 -0.140 0.197 0.260 0.016 -0.051 0.643
IL-1RI 0.102 0.352 -0.036 0.745 0.172 0.112 -0.031 0.777
IL-1RII 0.075 0.492 -0.072 0.512 0.279 0.009 0.091 0.403
IL-1Ra 0.039 0.723 0.156 0.152 0.181 0.095 0.138 0.206
MEK-6 -0.081 0.456 0.079 0.471 0.099 0.365 0.050 0.648
p38 0.150 0.167 -0.012 0.913 0.035 0.751 -0.269 0.012
NF-kB p 50 0.081 0.461 -0.333 0.002 -0.135 0.216 -0.095 0.382
NF-kBp 65 -0.089 0.417 -0.028 0.796 0.124 0.255 -0.065 0.553
p-Elk-1 -0.008 0.943 0.046 0.675 0.100 0.358 -0.234 0.030
p-ATF-2 0.139 0.202 0.019 0.860 -0.146 0.179 0.057 0.602
Ap1 -0.046 0.672 0.216 0.046 0.015 0.892 -0.087 0.424
Bcl-2 0.055 0.615 0.010 0.928 -0.146 0.181 -0.204 0.059
p53 mut 0.010 0.929 0.077 0.512 0.050 0.644 0.147 0.176
Bax 0.117 0.282 0.200 0.065 -0.007 0.952 0.063 0.565
PUMA -0.084 0.439 0.179 0.100 -0.045 0.680 0.019 0.864
Bcl-xL 0.081 0.461 -0.042 0.702 0.083 0.448 -0.095 0.382
Nova -0.157 0.149 0.072 0.512 -0.030 0.784 -0.064 0.560
Invasion Implicacion de  Margenes quirtirgicos  Progresién bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
IL-1a -0.204 0.059 0.066 0.548 -0.027 0.802 -0.237 0.028 -0.108 0.321
IL-1B -0.185 0.088 -0.015 0.888 -0.156 0.151 -0.094 0.387 -0.058 0.595
IL-1RI -0.001 0.994 -0.044 0.688 -0.015 0.888 0.004 0.973 0.070 0.522
IL-1RII -0.083 0.446 0.085 0.439 -0.127 0.243 -0.021 0.845 0.074 0.498
IL-1Ra 0.068 0.532 0.133  0.221 0.099 0.366 0.320 0.003 0.128 0.241
MEK-6 0.066 0.549 0.024 0.827 0.086 0.433 0.077 0.479 -0.180 0.098
p38 -0.197 0.069 -0.082 0.452 -0.115 0.291 -0.239 0.027 -0.197 0.069
NF-kBp50 -0.329 0.002 -0.003 0.978 -0.164 0.132 0.005 0.966 -0.207 0.056
NF-kB p 65 0.117 0.283 -0.158 0.147 0.171 0.116 0.004 0.969 -0.012 0.913
p-Elk-1 0.102 0.350 -0.029 0.791 0.031 0.774 -0.017 0.880 -0.294 0.006
p-ATF-2 -0.223 0.039 0.076 0.490 0.035 0.746 0.164 0.133 0.035 0.750
Ap1 -0.012 0.911 0.066 0.548 0.060 0.583 -0.058 0.599 -0.108 0.321
Bcl-2 -0.063 0.562 -0.166 0.126 0.033 0.766 -0.196 0.071 -0.009 0.931
p53 mut 0.103 0.345 0.071 0.518 0.088 0.420 0.144 0.187 0.194 0.074
Bax -0.037 0.737 0.126  0.247 -0.065 0.554 0.075 0.495 0.016 0.884
PUMA 0.050 0.651 -0.078 0.475 0.076 0.489 0.139 0.201 -0.038 0.726
Bcl-xL 0.038 0.730 -0.003 0.978 -0.052 0.632 -0.110 0.314 -0.207 0.056
Nova 0.013 0.908 -0.119 0.274 0.253 0.019 -0.026 0.815 0.013 0.908

Tabla 18. Correlacién entre la expresion en el tumor de los componentes de la ruta IL-1/p38/NF-kB/ATF-2/AP-1/Elk-1
y las caracteristicas clinico patologicas de ciancer de prostata (prueba de Spearman). Los valores en negrita resalta la
significancia estadistica (p<0.05).

1.4.3 Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el estroma y los
marcadores clasicos.

Para IL-1a, IL-B y sus receptores, MEK-6, NF-kB p65, p-Elk-1, Ap-1, PUMA, Bcl-xL y
Nova no se encontr6é ninguna asociacion significativa entre la intensidad de estas proteinas
con los marcadores clasicos (Tabla 19). La correlacion de la intensidad en el estroma fue
negativa entre p38 con la implicacion de ganglios y la progresion bioquimica; entre NF-kB
p50 con el estadio T patologico, margenes quirtrgicos y supervivencia; y entre p-ATF-2 y
mp53 con el estadio T clinico. Bcl-2 presenta una relacion positiva con el estadio T
patologico y la supervivencia; y Bax con la implicacion de ganglios.
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PSA sérico preoperatorio

Estadio T patolégico

Estadio T clinico

Puntuacién Gleason

r p r p r p r p
IL-1a 0.054 0.621 -0.073 0.505 0.054 0.620 0.075 0.495
IL-1B 0.050 0.650 -0.119 0.277 0.171 0.115 0.004 0.969
IL-1RI 0.142 0.192 -0.087 0.423 0.145 0.182 -0.087 0.426
IL-1RII 0.132 0.224 -0.046 0.675 0.131 0.228 0.074 0.499
IL-1Ra 0.053 0.625 0.000 0.998 0.091 0.407 0.065 0.552
MEK-6 -0.169 0.120 -0.099 0.367 -0.127 0.245 0.026 0.814
p38 0.050 0.650 0.018 0.869 -0.017 0.876 -0.174 0.108
NF-kB p50 0.134 0.218 -0.239 0.026 0.001 0.992 -0.121 0.267
NF-kB p65 -0.116 0.289 -0.073 0.503 0.085 0.435 0.073 0.503
p-Elk-1 0.019 0.859 0.022 0.839 0.088 0.423 -0.139 0.200
p-ATF-2 0.056 0.606 -0.006 0.959 -0.316 0.003 0.031 0.776
Ap-1 -0.145 0.184 0.189 0.082 0.118 0.277 0.104 0.342
Bcl-2 0.036 0.740 0.212 0.050 -0.184 0.090 0.059 0.592
p53 mut 0.082 0.452 -0.092 0.399 -0.231 0.032 -0.183 0.092
Bax 0.003 0.975 0.203 0.060 -0.089 0.414 0.043 0.695
PUMA 0.004 0.972 0.011 0.307 0.064 0.557 -0.066 0.543
Bcel-xL 0.104 0.340 0.111 0.308 0.028 0.797 -0.026 0.810
Nova -0.095 0.385 -0.107 0.326 -0.126 0.249 -0.160 0.141
Invasion Implicacién de Margenes quirargicos Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
IL-1a -0.036 0.743 0.184 0.090 -0.014 0.899 -0.147 0.176 -0.036 0.743
IL-1B -0.096 0.378 -0.041 0.710 -0.160 0.141 -0.146 0.181 -0.096 0.378
IL-1RI -0.089 0.414 0.170 0.118 -0.081 0.460 0.006 0.954 -0.049 0.655
IL-1RII -0.036 0.743 0.013  0.903 -0.008 0.944 0.000 1.00 -0.074 0.499
IL-1Ra 0.016 0.881 0.105 0.335 0.020 0.855 0.165 0.129 0.056 0.607
MEK-6 0.009 0.936 -0.014 0.899 -0.035 0.746 0.028 0.796 0.057 0.600
p38 -0.089 0.418  -0.221 0.041 -0.049 0.654 -0.277 0.010 -0.187 0.085
NF-kB p50  -0.180 0.098 0.024 0.827 -0.308 0.004 -0.171 0.116 -0.311 0.004
NF-kB p65 0.094 0.389 0.072 0.510 0.124 0.256 0.165 0.129 0.033 0.762
p-Elk-1 -0.021 0.847 -0.118 0.278 -0.026 0.815 0.079 0.470 -0.007 0.949
p-ATF-2 -0.178 0.102 -0.142 0.191 0.112 0.303 -0.014 0.899 -0.086 0.434
Ap-1 -0.030 0.787 0.025 0.820 0.105 0.335 0.028 0.800 -0.038 0.745
Bcl-2 0.063 0.564 -0.039 0.722 0.163 0.135 0.010 0.929 0.209 0.053
p53 mut 0.010 0.930 -0.104 0.342 0.152 0.162 -0.060 0.581 -0.087 0.426
Bax -0.050 0.644 0.221 0.040 0.032 0.772 0.015 0.890 -0.118 0.280
PUMA 0.008 0.940 -0.070 0.520 0.056 0.608 0.017 0.876 -0.168 0.122
Bcel-xL -0.015 0.893 0.078 0.473 0.024 0.829 -0.075 0.492 -0.154 0.158
Nova -0.106 0.332 0.112  0.303 0.004 0.968 -0.187 0.084 -0.080 0.464

Tabla 19. Correlacién entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el estroma de los componentes de la ruta IL-
1/p38/NF-KB/ATF-2/AP-1/Elk-1 y las caracteristicas clinico patologicas de ciancer de prostata (prueba de Spearman).

Los valores en negrita resalta la significancia estadistica (p<0.05).

1.4.4 Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el tumor y los
marcadores clasicos.

Para la intensidad de la inmunohistoquimica en el tumor de MEK-6, NF-kB p65, p-ATF-2,
Ap-1, mp53, Bax, PUMA y Nova no se encontré ninguna asociacion significativa con los
marcadores clasicos (Tabla 20). La intensidad de la inmunotincion en el tumor presentd una
relacion significativamente inversa entre IL-la con la invasién perineural, progresion
bioquimica y la supervivencia; entre NF-kB p50 con el estadio T patoldgico e invasion
perineural; entre p38 y p-Elk-1 con la puntuacion Gleason; entre Bcl-2 con estadio T
clinico; y entre Bcel-xL con la supervivencia. La relacion fue directa entre IL-1B, IL-1RI e
IL-1RII con el estadio T clinico; entre IL-1RII con el PSA sérico preoperatorio; y entre IL-

1Ra con la progresion bioquimica.
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PSA sérico preoperatorio  Estadio T patolégico  Estadio T clinico  Puntuacion Gleason

r p r p r p r p
IL-1a 0.038 0.728 -0.006 0.957 0.171 0.115 0.091 0.403
IL-1B 0.012 0.912 -0.076 0.489 0.257 0.017 -0.038 0.732
IL-1RI 0.058 0.595 -0.062 0.571 0.234 0.030 -0.037 0.737
IL-1RII 0.211 0.051 0.012 0.916 0.246 0.022 -0.014 0.898
IL-1Ra 0.047 0.667 0.050 0.168 0.125 0.250 0.045 0.679
MEK-6 -0.166 0.127 0.051 0.643 0.092 0.402 -0.042 0.699
p38 0.123 0.260 -0.011 0.923 0.002 0.989 -0.261 0.015
NF-kB p50 0.084 0.440 -0.274 0.011 -0.038 0.729 -0.017 0.878
NF-kB p65  -0.131 0.229 -0.029 0.791 0.175 0.106 -0.094 0.389
p-ELK-1 -0.024 0.828 -0.029 0.789 0.790 0.467 -0.210 0.052
p-ATF-2 0.025 0.821 0.009 0.932 -0.176 0.106 0.178 0.101
Ap-1 -0.102 0.351 0.124 0.256 0.041 0.708 0.022 0.839
Bcl-2 0.081 0.460 0.044 0.686 -0.219 0.042 -0.162 0.136
p53 mut 0.136 0.212 0.020 0.858 -0.137 0.209 -0.094 0.388
Bax 0.119 0.275 0.191 0.079 0.008 0.938 0.095 0.386
PUMA -0.084 0.439 0.179 0.100 -0.045 0.680 0.019 0.864
Bel-xI 0.171 0.115 0.103 0.344 0.009 0.934 -0.036 0.740
Nova -0.075 0.494 -0.030 0.787 -0.008 0.940 -0.196 0.071
Invasion Implicacién de Margenes quirargicos Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
IL-1a -0.216 0.045 0.089 0.417 0.035 0.748 -0.218 0.044 -0.206 0.057
IL-1B -0.140 0.199 0.015 0.890 -0.123 0.259 -0.035 0.749 -0.062 0.572
IL-1RI -0.089 0.418 0.050 0.648 0.003 0.980 0.099 0.364 -0.109 0.319
IL-1RII -0.132 0.224 0.101 0.354 -0.142 0.191 0.056 0.606 0.012 0.912
IL-1Ra -0.032 0.772 0.115 0.292 0.071 0.518 0.233 0.031 0.065 0.551
MEK-6 0.133 0.221 0.049 0.656 0.062 0.570 -0.073 0.502 -0.119 0.275
p38 -0.145 0.184 -0.039 0.722 -0.046 0.672 -0.177 0.103 -0.145 0.184
NF-kB p50  -0.227 0.036 0.077 0.478 -0.083 0.445 0.125 0.253 -0.140 0.199
NF-kB p65 0.102 0.351 -0.143  0.190 0.139 0.202 -0.046 0.676 -0.011 0.923
p-Elk-1 -0.058 0.593 0.040 0.716 0.011 0.920 0.148 0.174 -0.057 0.604
p-ATF-2 -0.171 0.117 0.047 0.666 0.086 0.432 0.055 0.617 -0.067 0.538
Ap-1 -0.045 0.678 0.117 0.284 0.073 0.507 -0.045 0.679 -0.073 0.503
Bcl-2 -0.151 0.164 -0.175 0.108 0.021 0.851 -0.191 0.077 0.005 0.963
p53 mut 0.045 0.681 -0.059 0.587 0.097 0.375 0.049 0.652 -0.087 0.424
Bax 0.000 1.000 0.146 0.181 -0.039 0.721 0.056 0.609 -0.017 0.879
PUMA 0.050 0.651 -0.078 0.475 0.076 0.489 0.139 0.201 -0.038 0.726
Bcl-xI 0.025 0.820 0.112 0.306 -0.115 0.293 -0.161 0.138 -0.278 0.009
Nova -0.149 0.170 0.027 0.804 0.042 0.701 -0.135 0.216 -0.006 0.960

Tabla 20. Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el tumor de los componentes de la ruta IL-
1/p38/NF-KB/ATF-2/AP-1/Elk-1 y las caracteristicas clinico patologicas de ciancer de prostata (prueba de Spearman).
Los valores en negrita resalta la significancia estadistica (p<0.05).

97



Norelia Torrealba Abache

1.5 Correlacion de la expresion de la via de transduccion IL-1/p38/NF-
kB/ATF/AP-1/Elk-1 y tiempo de recurrencia bioquimica (andlisis de
supervivencia)

El anélisis de supervivencia Kaplan-Meier y el test del log-rank de los miembros de la ruta
estudiados (Figura 24), mostro que los pacientes positivos para la expresion en el estroma y
en el tumor de la IL-1a y p38 tuvieron tiempos de progresion bioquimica mas largos que los
negativos. Para los positivos de IL-1Ra los tiempos de progresion bioquimica fueron mas
cortos que los negativos.
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Figura 25. Analisis de Kaplan-Meier de la expresién de los componentes de la via de transduccion IL-
1/p38/NF-KB/ATF/AP-1/Elk-1 con resultados significativos. Las barritas verticales se corresponden con
observaciones censuradas. El valor de p corresponde a la prueba del log-rank.
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En el analisis de supervivencia Kaplan-Meier y la prueba de log-rank para la intensidad de
los componentes de la ruta (Figura 25), los pacientes positivos altos en el estroma para p38
presentaron tiempos de progresion bioquimica medianamente mas cortos que los positivos
bajos. La intensidad de IL-1Ra en el estroma y en el tumor demuestra que los pacientes
positivos bajos tienen tiempos de supervivencia mas cortos que los positivos altos. La
intensidad de IL-la en el tumor demuestra que los pacientes positivos bajos tuvieron
tiempos de progresion bioquimica mas cortos que los positivos altos.

El modelo de la regresion de riesgos proporcionales de Cox unifactorial (Tabla 21)
confirmaron los resultados obtenidos para IL-la, IL-1Ra y p38 en las curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier para la expresion en el estroma y el tumor.
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Figura 25. Anilisis de Kaplan-Meier de la intensidad de la inmunotincion de los componentes de la via IL-1/p38/NF-
kB/ATF/AP-1/Elk-1 con resultados significativos. Las barritas verticales se corresponden con observaciones censuradas. El
valor de p corresponde a la prueba del log-rank.
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Estroma p RR (IC 95%) Tumor p RR (IC 95%)
IL-1a 0.024 0.380 (0.162-0.891) | IL-1a 0.026 0.334 (0.127 -0.877)
IL-1B 0.973 0.985 (0.421-2.307) | IL-1B 0.551 0.781 (0.346-1.763)
IL-1RI 0.810 0.879 (0.305-2.529) | IL-1RI 0.873 0.924 (0.352-2.424)
IL-1RII 0.960 0.973 (0.339-2.797) | IL-1RII 0.959 1.028 (0.358-2.954)
IL-1Ra 0.033 2.668 (1.085-6.562) | IL-1Ra 0.014 6.025 (1.431-25.35)
MEK-6 0.666 20.53(0.0-18713849) | MEK-6 0.666 20.53 (0.0-18713849)
p38 0.018 0.388 (0.176-0.852) p38 0.018 0.415 (0.200-0.861)

NF-kB p50 0.150 0.549 (0.243-1.241) | NF-kB p50 0.810 0.901 (0.385-2.109)

NF-kB p65 0.582 1.287 (0.524-3.162) | NF-kB p65 0.945 0.969 (0.395-2.380)
p-Elk-1 0.464 1.374 (0.587-3.218) | p-Elk-1 0.735 0.856 (0.349-2.104)
p-ATF-2 0.408 1.833 (0.436-7.713) | p-ATF-2 0.932 1.023 (0.604-1.732)
Ap-1 0.621 0.739 (0.223-2.446) | Ap-1 0.621 0.739 (0.223-2.446)
Bcl-2 0.729 1.137 (0.549-2.357) | Bcl-2 0.082 0.524 (0.252-1.086)
mp53 0.706 1.469 (0.200-10.79) | mp53 0.235 3.352 (0.456-24.64)
Bax 0.856 0.931 (0.433-2.003) | Bax 0.517 1.272 (0.614-2.636)
PUMA 0.745 1.220 (0.369-4.031) | PUMA 0.680 1.353 (0.322-5.691)
Bcel-xL 0.429 0.734 (0.341-1.579) | Bel-xL 0.242 0.625 (0.284-1.374)
Nova 0.244 0.425 (0.101-1.790) | Nova 0.769 0.836 (0.253-2.764)

Tabla 21: Analisis de Cox unifactorial de la expresion en estroma y tumor de los marcadores en estudio de la
via de transduccién IL-1/p38/NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1 para el tiempo de recurrencia bioquimica. RR: razon
de riesgo; IC: intervalo de confianza.

Sin embargo, los resultados del modelo de la regresion de riesgos proporcionales de Cox
unifactorial (Tabla 22), solo confirmaron los resultados para la intensidad IL-1a en el tumor
y p38 en el estroma, no asi para IL-1Ra.

Estroma p RR (IC 95%) Tumor p RR (IC 95%)
IL-1a 0.137 0.653 (0.372-1.146) | IL-1a 0.030 0.585 (0.361-0.949)
IL-1B 0.436 0.848 (0.561-1.283) | IL-1B 0.822 0.952 (0.623-1.457)
IL-1RI 0.803 0.938 (0.556-1.553) | IL-1RI 0.492 1.198 (0.716-2.006)
IL-1RII 0.958 1.014 (0.606-1.697) | IL-1RII 0.634 1.145 (0.655-2.003)
IL-1Ra 0.197 1.337 (0.860-2.077) | IL-1Ra 0.073 1.366 (0.970-2.018)
MEK-6 0.685 1.191 (0.511-2.776) | MEK-6 0.940 0.956 (0.294-3.109)
p38 0.028 0.447 (0.218-0.916) | p38 0.101 0.620 (0.351-1.097)
NF-kB p50 0.082 0.693 (0.459-1.048) | NF-kB p50 0.491 1.181 (0.736-1.895)
NF-kB p65 0.204 1.364 (0.845-2.201) | NF-kB p65 0.654 0.904 (0.583-1.402)
p-Elk-1 0.520 1.196 (0.693-2.064) | p-Elk-1 0.334 1.301 (0.763-2.219)
p-ATF-2 0.932 1.023 (0.604-1.732) | p-ATF-2 0.387 1.293 (0.722-2.315)
Ap-1 0.906 1.037 (0.568-1.895) | Ap-1 0.601 0.856 (0.479-1.531)
Bcl-2 0.931 1.021 (0.640-1.628) | Bcl-2 0.090 0.651 (0.396-1.069)
mp53 0.688 0.882 (0.476-1.633) | mp53 0.498 1.226 (0.679-2.214)
Bax 0.575 1.164 (0.685-1.977) | Bax 0.607 1.105 (0.756-1.614)
PUMA 0.669 0.830 (0.369-4.031) | PUMA 0.905 1.035 (0.590-1.815)
Bcl-xL 0.419 0.818 (0.503-1.331) | Bel-xL 0.112 0.688 (0.433-1.091)
Nova 0.079 0.575 (0.310-1.066) | Nova 0.235 0.737 (0.444-1.220)

Tabla 22: Anailisis de Cox unifactorial de la intensidad en estroma y tumor de los marcadores de la via
de transduccién IL-1/p38/NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1 en estudio para el tiempo de recurrencia bioquimica.
RR: razon de riesgo; IC: intervalo de confianza.
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2. Estudio comparativo de la expresion de la via de EGF/IL-
6/MEK/ERK en el estroma y tumor en prostata normal y patoldgica

2.1 Anélisis por Western Blot de la via de EGF/IL-6/MEK/ERK en prostata
normal, HBP y cancer de prostata

Mediante Western Blot se comprobd que la especificidad de todos los anticuerpos se
correspondia con el peso molecular descrito por la casa comercial.

2.2 Analisis de la expresion de la via EGF/IL-6/MEK/ERK en prostata
normal, HBP y cancer de prostata

2.2.1 Activacion EGF y su receptor

EGF:

En PN (Figura 26A), biopsias y prostatas patologicas no hubo expresion en el estroma para
EGF. En PN y HBP se detecto en las células basales. En cancer se observo en el citoplasma
de las células epiteliales. El porcentaje de muestras positivas con expresion en el epitelio
disminuye con la patologia (Tabla 23). Entre HBP (Figura 26B), PIN y cancer (Figura 26C)
en el epitelio no se obtuvieron diferencias significativas de las densidades Opticas siendo
menor en PN. De las muestras positivas para EGF, 63.4% de los pacientes presentaron
valores de PSA>10 ng/ml.

EGFR:

En PN el 100% de las muestras fueron positivas para EGFR (Tabla 23). En cancer, PIN e
HBP el porcentaje de muestras positivas disminuye. En PN (Figura 26D) la inmunotincioén
se detectd en las células basales. En BPH (Figura 26E) destaca en la zona perinuclear y en
cancer (Figura 26F) la inmunotincion fue intensa en el citoplasma de las células epiteliales.
Entre PN y las muestras con patologias prostaticas las densidades Opticas no presentaron
diferencias significativas en el estroma, sin embargo, se incrementa en el epitelio glandular
en todos los grupos patolégicos sin existir significacion entre los distintos grupos. De las
muestras positivas para EGFR, 82.1% de los pacientes presentaron puntuacion Gleason <7.
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Figura 26. Expresion de EGF (A-C) y EGFR (D-F) prostata normal (A, D), HBP (B, E) y cancer (C, F).
Barra: 20 pm (A, C), 25 um (B, D, F) y 30 pm (E).

% (n) de | Epitelio Estroma | % (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 100 (20) | 6.8¢2.2° | - 100 (20) | 13.5+2.9° 4.18+1.1
HBP 80.0 (28) | 21.8+2.58° | 2.66+1.4 | 57.1 (20) | 25.4+2.01° | 3.99+2.5
PIN 83.3(12) | 21.4+2.37° | 3.55+2.4 | 86.7 (13) | 26.5+2.45° | 3.95+2.5
Cancer | 47.7 (41) | 21.25+2.75° | 3.67+2.2 | 97.7 (84) | 27.45+2.98° | 3.98+2.5

Tabla 23. Porcentaje de muestras positivas y densidad éptica de EGF y EGFR en prostata normal
(PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata.
D.O.: densidades opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.

2.2.2 Activacion IL-6 y gp-130
IL-6:

En PN (Figura 27A) la inmunotincion fue intensa en el estroma. En HBP (Figura 27B) se
localiz6 en las células basales y en cancer de prostata (Figura 27C) destaco en la region
perinuclear de las células epiteliales. En todos los casos, fue muy escasa en el estroma. El
porcentaje de muestras positivas para IL-6 disminuy6 con la malignidad (Tabla 24). Los
valores de densidad Optica fueron similares en el estroma para todos cortes histologicos. En
el epitelio, la menor D.O. aparecio en PN y no hubo diferencias significativas entre el resto
de los grupos (HBP, PIN y cancer). De las muestras positivas para IL-6, el 77.3% no
presentaron invasion perineural.
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gp-130:

En PN (Figura 27D), HBP (Figura 27E) y cancer (Figura 27F) la inmunotincion fue intensa
en las células epiteliales. En todos los casos también se detectd en algunos nticleos. gp-130
se expreso en el 100% de las muestras normales (Tabla 24) aunque fue el grupo con menor
densidad oOptica. No se observaron diferencias significativas entre el resto de grupos
estudiados. El 62.3% de las muestras positivas para gp-130 no presentaron margenes
quirdrgicos.
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Figura 27. Expresiéon de IL-6 (A-C) y gp-130 (D-F) en prostata normal (A, D), HBP (B, E) y cancer (C, F). Barra: 20 pm (B, C, D,
F), 25 um (A) y 30 um (E).

% (n) de | Epitelio Estroma | % (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 100 (20) | 6.80+2.21° | 5.622.4 | 100 (20) | 13.5£2.9° | -
HBP 80.0 (28) | 21.80+2.58" | 4.9+1.75% | 57.1 (20) | 25.442.01° | 17.4+4.43°
PIN 86.6 (13) | 21.42+3.4° | 5.0+6.3 80 (12) 26.5+2.45" | 20.945.3
Cancer | 51.2 (44) | 21.25+2.75° | 6.9+3.27° | 89.5 (77) | 27.45+2.98" | 23.78+5.12°

Tabla 24. Porcentaje de muestras positivas y densidades épticas de IL-6 y gp-130 en prostata normal (PN),
hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata. Densidades
opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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2.2.3 Activacion Raf-1/Rb
Raf-1:

Las prostatas normales (Figura 28A) no tuvieron expresion para Raf-1. En PIN (Figura
28B) y cancer (Figura 28C) la inmunotincion fue intensa en el citoplasma de las células
epiteliales, aunque débil en el estroma. En PIN y céncer el porcentaje de muestras positivas
y la densidad optica aumenta con la patologia siendo mayor en el epitelio (Tabla 25). De las
muestras positivas para Raf-1, el 37.0% de los pacientes tuvieron progresion bioquimica.

Rb:

El 50% de las muestras de PN fueron positivas para Rb (Tabla 25), observandose el
marcaje en los nucleos de las células epiteliales. En HBP se obtuvo el menor porcentaje de
muestras positivas y la inmunotincién se observo en el nucleo de la mayoria de las células
epiteliales y algunas estromdticas. Similar localizacion se observd en cancer. La mayor
densidad Optica se observo en cancer. El 41.0% de las muestras positivas para Rb los
pacientes tenian PSA<10 ng/ml.

pRb:

En PN el 75% de las muestras fueron positivas para pRB (Tabla 25) y el marcaje se
observo en el nucleo de las células epiteliales. Similar sefial se observd en PIN (Figura
28D), HBP (Figura 28E) y cancer (Figura 28F) donde el 93%, 71.4% y 93%
(respectivamente) de las muestras fueron positivas. Las densidades Opticas fueron mayores
en el epitelio que en el estroma en todos los grupos, sin embargo, los valores mas altos se
obtienen en cancer. De las muestras positivas para pRb, 17.6% de los pacientes tenian un
Gleason >7.

% (n) de Estroma % (n) de
Casos D.O. D.O. Casos

Epitelio Estroma

D.O.

positivos positivos
PN = = == 50.0 (10) | 4.66+1.36° | —--
HBP 37.1 (13) | 19.93+2.55% | 20.99+2.8 35.7 (12) | 64.3748.19° | 4.17+1.50%
PIN 46.6 (7) | 31.18+1.39° | 15.40+1.4 66.6 (10) | 35.23+5.28° | 11.02+3.31%

Cancer 53.5i46i 34.15+2.87° | 17.39+3.7 45.3 (39) | 80.15+12.32° | 28.30+1.81°
% (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O.
positivos

PN | — | 1.35£0.91"

HBP 71.4 (25) | 8.17+1.50° | 15.78+9.65

PIN 93.3 (14) | 11.02+3.31% | 17.5+2.31*

Cancer | 93.0 (80) | 28.30+1.81° | 21.24+11.67°

Tabla 25. Porcentaje de muestras positivas y densidades opticas de Raf-1, Rb y pRb en prostata normal (PN),
hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata. D.O.: densidades
oOpticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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Figura 28. Expresion de Raf-1 (A-C) y pRb (D-F), en prostata normal (A), en BPH (E), PIN (B, D) y cancer (C, F). Barra: 20 um
(A-F).

2.2.4 Activacion MEK-1/ERK

MEK-1:

En todas las muestras PN (biopsias) la senal para MEK-1 fue practicamente indetectable
(Tabla 26). El inmunomarcaje se observo en las células epiteliales de BPH (Figura 29A),
PIN (Figura 29B) y céncer (Figura 29C). La densidad optica aumento con la patologia en
las células del epitelio glandular, en el estroma no hay diferencias significativas entre las
patologias. En HBP la densidad mas alta se obtienen en el estroma (Tabla 26). De las
muestras positivas para MEK-1, el 25.5% present6 invasion perineural.

p-MEK:

En PN (Figura 29D) y HBP, la inmunoreactividad se encontr6 en las células basales
mientras que en las células secretoras fue débil aunque aparecian algunos nucleos muy
marcados. En PIN (Figura 29E) y céncer (Figura 29F) se observo una intensa sefial en los
nucleos. La densidad Optica aumento significativamente en todas las patologias, siendo en
el epitelio la mas alta en HBP (Tabla 26). No hubo diferencias significativas en la D.O. del
estroma entre los grupos con patologia. El 40.0% de las muestras positivas para p-MEK
presentaron margenes quirirgicos positivos.
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% (n) de | Epitelio Estroma % (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN |- | | 40.0 (8) | 29.77+1.8° | —
HBP 62.9 (22) | 17.46£1.64% | 29.79+3.4 | 68.5 (24) | 41.22+3.8° 8.13+1.8*
PIN 73.3 (11) | 24.79+1.74° | 30.31+1.8 | 73.3 (11) | 35.58+0.93° | 9.42+3.9*
Cancer | 59.3 (51) | 31.68+2.53° | 29.59+5.2 | 32.6 (28) | 35.282.65° | 10.32+2.4*

Tabla 26. Porcentaje de muestras positivas y densidades épticas de MEK-1 y p-MEK en prostata normal
(PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata.
D.O.: densidades opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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Figura 29. Expresion de MEK-1 (A-C) y p-MEK (D-F) prostata normal (D), HBP (A), PIN (B, E) y
cancer (C, F). Barra: 20 pm.

ERK-1:

ERK-1 se expres6 en todas las muestras (Tabla 27). El inmunomarcaje aparecié en el
citoplasma de las células epiteliales, siendo muy intenso en cancer. En PN (Figura 30A) y
HBP el porcentaje de muestras positivas fue del 80% y se incrementé en PIN y céncer
(Figura 30B). La densidad optica aumenta con la patologia en el epitelio y estroma en todos
los grupos (Tabla 27). De las muestras positivas para ERK-1, 65.9% de los pacientes no
presentaron progresion bioquimica.

ERK-2:

El 100% de las prostatas normales fueron positivas para ERK-2. El porcentaje de muestras
positivas disminuye con la patologia, sin embargo, la densidad Optica aumenta en el epitelio
mientras que en el estroma no se observaron diferencias significativas (Tabla 27). En PN
(Figura 30C) la inmunotincién marca muy bien los nticleos y es débil en el citoplasma de
las células del epitelio glandular. En cancer (Figura 30D) marca la zona perinuclear. El
59.3% de las muestras positivas para ERK-2, los pacientes tenian PSA >10 ng/ml.
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-ERK:

En PN (Figura 30F) y HBP la inmunoreactividad para p-ERK fue débil mientras que en
cancer el marcaje fue mas intenso en el citoplasma de las células epiteliales (Figura 30G).
En PN y PIN el porcentaje de pacientes positivos fue del 40% (Tabla 27). En PIN y céncer
la densidad optica aumenta en el epitelio, sin embargo, en el estroma no se observan
diferencias significativas (Tabla 27).

’ . N — -

Figura 30. Expresién en ERK-1 (A, B), ERK-2 (C, D), p-ERK (F, G) y control negativo (E). Prostata normal (A, C, E, F) y
cancer (B, D, G) y. Barra: 30 pm (D, E), 25 pm (B), 20 pm A, F, G) y 15 um (C).
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% (n) de | Epitelio Estroma % (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 80.0 (16) | 20.24+2.6% | 8.45+5.9 | 100 (20) | 30.21£1.77% | 10.36x2.2
HBP 80.0 (28) | 28.99+2.58° | 10.15+2.7 | 71.4 (25) | 46.67+2.01° | 13.86+1.7
PIN 86.6 (13) | 35.82+2.33° | 14.05+4.0 | 86.6 (13) | 58.77+2.33° | 13.46x4.5
Cancer | 95.3 (82) | 41.5+1.78° | 15.60+2.0 | 68.6 (59) | 59.27+1.62 | 15.64+1.9
% (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O.
positivos
PN 40.0 (8) | 18.4%0.31° | 12.46x1.3
HBP 37.1 (13) | 19.21£1.01% | 15.852.6
PIN 40.0 (6) | 23+0.88° 14.32+3.1
Cancer | 32.6 (28) | 23.69+1.81° | 15.20+0.8

Tabla 27. Porcentaje de muestras positivas y densidades 6pticas de ERK-1, ERK-2 y p-ERK en prostata
normal (PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y céancer de
prostata. D.O.: densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.

2.2.5 Activacion c-myc

c-myc:

En PN y biopsias no hubo sefial para c-myc. En HBP, el 92.9% de las muestras positivas
presentaron sefal nuclear en las células glandulares y algunas estromaticas. En PIN (Figura
31A) y en cancer (Figura 31B-C) también se observo en el nucleo de células glandulares y
estromaticas pero con mayor densidad. En HBP el porcentaje de pacientes positivos fue
mayor comparado con PIN y céncer (Tabla 28). De las muestras positivas para c-myc, el
71.8% no presentaron invasion perineural.

Ki67:

En PN, HBP, PIN (Figura 31D) y cancer (Figura 31E-F) la inmunotincion fue débil en el
citoplasma de las células epiteliales y estromales. El porcentaje de muestras positivas
aumenta con la patologia para Ki67 (Tabla 28). En biopsias el 44.4% de las muestras son
positivas al adquirir la patologia. En PN, HBP y PIN la densidad optica es similar en el
nucleo y en cancer disminuye.

% (n) de | Citoplasma | Nucleo % (n) de | Citoplasma | Nucleo
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN o |- | 33.3(7) | - 9.9+2.3
HBP 92.9 (33) | - 14.51+2.7% | 55.7 (19) | ——-- 10.9+2.3
PIN 80.0 (12) | ----- 20.25+3.1° | 44.4 (7) | - 12.441.7
Cancer | 82.6 (71) | -—- 22.10+3.8° | 66.3 (57) | -—--- 3.6+1.7

Tabla 28. Porcentaje de muestras positivas y densidades épticas de c-myc y Ki67 en prostata normal
(PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata.
D.O.: Densidades opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.
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Figura 31. Expresiéon de c-myc (A-C) y Ki67 (D-F) en PIN (A, D) y cancer (B-C y E-F). Barra: 15 um
(F-H), 20 um (A), 25 um (B, C).

2.2.6 Activacion [AP
IAP 1/2:

En todos los grupos la sefial aparecio en el citoplasma de las células epiteliales (Tabla 29).
En PN (Figura 32A), HBP (Figura 32B) y PIN la densidad optica fue similar. En céncer
(Figura 32C) la D.O. fue mayor. El 69.2% de las muestras positivas para IAP 1/2 los
pacientes no presentaron progresion bioquimica.

c-IAP-2:

El porcentaje de muestras positivas disminuyo con la patologia (Tabla 29). En PN (Figura
32D), BPH, PIN (Figura 32E) y cancer (Figura 32F) la inmunotincion fue débil en la region
perinuclear. La densidad optica aumento en las muestras patologicas en el nticleo. La D.O.
en cancer también aumento en el citoplasma.

IAP 1/2 c-IAP-2

% (n) de | Citoplasma | Nucleo % (n) de | Citoplasma | Nucleo

Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.

positivos positivos
PN 80.0 (16) | 19.64+1.06° | ----—- 60.0 (12) | ----- 8.94+0.61"
HBP 57.1 (20) | 18.36+3.29% | —— 57.1 (20) | 4.3+6.6° 14.30+1.2*
PIN 60.0(9) | 18.91x1.69° | 4.424.2 46.6 (7) | 5.0+3.4° 15.33+1.52*
Céncer | 75.6 (65) | 29.5+4.7° | 6.36+2.38 | 47.7 (41) | 15.127.2° | 19.08+2.16°

Tabla 29. Porcentaje de muestras positivas y densidades opticas de JAP 1/2 y c-IAP-2 en prostata normal
(PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata. D.O.:
densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.

109



Norelia Torrealba Abache

Figura 32. Expresion de IAP 1/2 (A-C) y c-IAP-2 (D-F) en prostata normal (A, D), HBP (B), PIN (E) y cancer (C, F). Barra: 20
pm.
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2.3 Proporcidén de pacientes con inmunotincién positiva para la via de
transduccion EGF/IL-6/MEK/ERK en el estroma y tumor en la cohorte
estudiada

Mediante inmunohistoquimica se determind el porcentaje de pacientes positivos en el
estroma y tumor para cada uno de los factores estudiados y se asignaron valores relativos a
la intensidad de tincion positivos bajos y positivos altos (Tabla 30).

Estroma Tumor
Expresion Intensidad Expresién Intensidad
Positivo P. bajo P. alto Positivo P. bajo P. alto
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)

EGF 26.7(23) 14.0(12) 12.7(11) 43.0(37) 30.2(26) 12.8(11)
EGFR 91.9(79) 40.7(35) 51.2(44) 97.7(84) 14.0(12) 83.7(72)
IL-6 23.3(20) 18.6(16) 4.7(4) 43.0(37) 30.2(26) 12.8(11)
Gp-130 62.8(54) 33.7(29) 29.1(25) 86.0(74) 14.0(12) 72.1(62)
Raf-1 52.3(45) 30.2(26) 22.1(19) 48.8(42) 12.8(11) 36.0(31)
Rb 40.7(35) 33.7(29) 7.0(6) 34.9(50) 26.7(23) 8.1(7)

pRb 97.7(84) 7.0(6) 90.7(78) 93.0(80) 1.2(1) 91.9(79)
MEK-1 59.3(51) 26.7(23) 32.6(28) 54.7(47) 20.9(18) 33.7(29)
p-MEK 57.0(49) 1.2(1) 55.8(48) 58.1(50) 1.2(1) 57.0(49)
ERK-1 95.3(82) 10.5(9) 84.9(73) 94.2(81) 1.2(1) 93.0(80)
ERK-2 61.6(53) 16.3(14) 45.3(39) 68.6(59) 8.1(7) 60.5(52)
p-ERK 29.1(25) 15.1(13) 14.0(12) 30.2(26) 9.3(8) 20.9(18)
c-myc 80.2(69) 31.4(27) 48.8(42) 79.1(68) 23.3(20) 55.8(48)
Ki67 64.0(55) 33.7(29) 30.6(26) 58.1(50) 30.2(26) 27.9(24)
IAP 1/2 72.1(62) 19.8(17) 52.3(45) 74.4(64) 10.5(9) 64.0(55)
c-IAP-2 44.2(38) 16.3(14) 27.9(24) 38.4(33) 15.1(13) 23.3(20)

Tabla 30. Distribucion de la frecuencia de pacientes con inmunotincién positiva para la via EGF/IL-6 /MEK/ERK segiin resultados
de la técnica de inmunohistoquimica. Se detallan los pacientes positivos y dentro de estos, aquellos con positivo bajo y positivo alto en
cuanto a la intensidad del marcaje en las células del estroma y tumor.

2.4. Correlacion entre la expresion en el estroma y tumor de los componentes
de la via de transduccion EGF/IL-6/MEK/ERK con las caracteristicas clinico-
patologicas en cancer de prostata

Para correlacionar los componentes de la via de EGF/IL-6/MEK/ERK con los marcadores
clasicos establecidos, se realizo el test de Spearman, para determinar el grado de relacion
entre las variables.

2.4.1 Correlacion entre la expresion de la inmunohistoquimica en el estroma y los
marcadores clasicos.

No se encontrd ninguna asociacion significativa en la expresion en estroma para IL-6, gp-
130, MEK-1, p-MEK, ERK-2, c-myc y c-IAP-2 (Tabla 31). Existe una correlacion
significativa inversa entre la expresion en el estroma de EGF con el estadio T patologico y
la puntuacion Gleason; entre EGFR con la invasion perineural; entre Rb con la puntuacion
Gleason; entre pRb con estadio T patoldgico; entre ERK-1 con la implicacién de ganglios;
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entre p-ERK con la supervivencia; y entre Ki67 con el PSA sérico preoperatorio. En el
estroma la expresion de Raf-1 mostro una relacion directa con el estadio T clinico; y entre
p-ERK e IAP1/2 con el estadio T patoldgico.

PSA sérico preoperatorio Estadio T patolégico Estadio T clinico Puntuacion Gleason

r p r p r p r p
EGF -0.039 0.723 -0.228 0.035 -0.128 0.239 -0.208 0.054
EGFR 0.131 0.230 -0.040 0.714 0.015 0.892 0.034 0.758
IL-6 0.069 0.526 -0.013 0.908 0.107 0.328 0.110 0.315
Gp-130  -0.177 0.103 0.124 0.255 0.121 0.266 0.100 0.358
Raf-1 -0.038 0.730 -0.025 0.817 0.262 0.015 -0.175 0.107
Rb -0.118 0.281 -0.078 0.473 0.006 0.956 -0.256 0.017
pRb -0.116 0.288 -0.254 0.018 -0.169 0.119 0.071 0.516
MEK-1 -0.080 0.466 -0.098 0.367 -0.054 0.624 -0.056 0.610
p-MEK 0.130 0.232 -0.188 0.083 -0.058 0.598 -0.034 0.757
ERK-1 -0.51 0.642 -0.102 0.352 -0.021 0.850 -0.189 0.081
ERK-2 -0.094 0.387 0.075 0.491 0.142 0.191 -0.141 0.194
p-ERK 0.107 0.325 0.241 0.025 -0.017 0.874 -0.024 0.824
c-myc -0.008 0.943 0.046 0.675 -0.017 0.879 -0.157 0.150
Ki67 -0.211 0.052 -0.025 0.818 0.051 0.638 0.026 0.812
1AP 1/2 0.019 0.863 0.295 0.006 0.150 0.168 0.081 0.458
c-lAP-2  -0.015 0.893 -0.048 0.663 -0.058 0.596 -0.039 0.723
Invasion Implicacién de Margenes quirargicos Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos

r p r p r p r p r p
EGF -0.009 0.935 0.116 0.287 -0.045 0.683 -0.098 0.371 0.050 0.645
EGFR -0.204 0.059 0.066 0.548 -0.027 0.802 0.122 0.262 0.180 0.098
IL-6 0.040 0.711 0.140 0.199 -0.095 0.385 0.015 0.892 -0.022 0.843
Gp-130  -0.024 0.826 0.170 0.118 -0.085 0.436 -0.062 0.574 -0.187 0.085
Raf-1 -0.054 0.619 0.100 0.358 0.035 0.749 0.090 0.410 -0.160 0.142
Rb -0.126 0.247  -0.183 0.092 0.076 0.484 -0.140 0.198 0.034 0.755
pRb 0.093 0.393 0.034 0.755 -0.196 0.071 0.110 0.313 0.093 0.393
MEK-1 -0.034 0.755 -0.042 0.702 0.167 0.124 -0.010 0.928 0.019 0.860
p-MEK 0.101 0.357 0.080 0.462 0.010 0.930 -0.076 0.489 -0.165 0.130
ERK-1 0.009 0.937 -0.213 0.049 -0.053 0.629 0.041 0.710 0.133 0.221
ERK-2 0.099 0.366 -0.053 0.629 0.033 0.766 0.006 0.953 -0.009 0.931
p-ERK 0.192 0.077 0.102 0.351 -0.031 0.775 -0.023 0.831 -0.213 0.049
c-myc 0.036 0.742  -0.029 0.791 0.091 0.402 -0.140 0.198 -0.030 0.785
Ki67 0.125 0.250 0.051 0.642 -0.055 0.615 -0.079 0.468 -0.039 0.723
1AP 1/2 0.025 0.823 0.014 0.896 -0.095 0.382 -0.050 0.649 -0.093 0.396
c-IAP-2 0.044 0.686  -0.085 0.435 0.068 0.532 -0.040 0.712 -0.167 0.124

Tabla 31. Correlacion entre la expresion en el estroma de los componentes de la via EGF/IL-6 /MEK/ERK vy las
caracteristicas clinico patologicas de cincer de préstata (prueba de Spearman). Los valores en negrita resalta la
significancia estadistica (p<0.05).

2.4.2 Correlacion entre la expresion de la inmunohistoquimica en el tumor y los marcadores
clasicos.

La expresion en el tumor de los componentes de la ruta EGFR, IL-6, pRb, MEK-1, p-MEK,
ERK-1, ERK-2 y Ki67 no presentd ninguna significancion con los marcadores clasicos del
cancer de prostata (Tabla 32). La expresion en el tumor presentd una correlacion
significativa e inversa entre EGF, gp-130, p-ERK y c-IAP-2 con la supervivencia; entre Rb
y c-myc con puntuaciéon Gleason. En el tumor hubo una correlacion significativa directa
entre la expresion de gp-130 y Raf-1 con estadio T clinico; entre p-ERK e IAP1/2 con el
estadio T patoldgico; y entre p-ERK con el PSA sérico preoperatorio.

112



lll Resultados

PSA sérico preoperatorio

Estadio T patolégico

Estadio T clinico

Puntuacién Gleason

r p r p r p r p
EGF 0.016 0.880 -0.159 0.143 0.010 0.924 -0.028 0.798
EGFR 0.045 0.682 0.112 0.305 -0.014 0.895 0.071 0.518
IL-6 -0.081 0.457 -0.112 0.305 0.010 0.924 -0.028 0.798
Gp-130 0.047 0.666 0.158 0.148 0.299 0.005 0.008 0.940
Raf-1 -0.090 0.409 0.025 0.817 0.278 0.010 -0.081 0.457
Rb -0.162 0.136 0.008 0.944 -0.030 0.787 -0.208 0.055
pRb 0.080 0.466 0.107 0.326 -0.026 0.815 0.126 0.248
MEK-1 -0.100 0.359 -0.123 0.258 -0.062 0.573 -0.074 0.500
p-MEK 0.148 0.173 -0.159 0.145 -0.079 0.468 0.017 0.874
ERK-1 -0.083 0.447 -0.055 0.613 0.027 0.807 -0.148 0.175
ERK-2 -0.143 0.190 0.070 0.520 0.163 0.133 -0.151 0.165
p-ERK 0.231 0.033 0.271 0.012 0.011 0.923 -0.102 0.348
c-myc 0.030 0.781 0.066 0.548 0.009 0.932 -0.291 0.007
Ki67 -0.146 0.176 0.108 0.321 0.063 0.566 0.017 0.874
1AP1/2 0.004 0.972 0.211 0.051 0.106 0.332 0.059 0.591
c-lIAP-2 0.045 0.684 -0.075 0.491 -0.142 0.191 -0.048 0.663
Invasion Implicacion de  Margenes quirdrgicos  Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
EGF 0.112 0.306 0.031 0.776 -0.058 0.597 -0.123 0.259 -0.260 0.016
EGFR -0.081 0.458 0.034 0.755 -0.037 0.736 0.110 0.313 0.093 0.393
IL-6 -0.154 0.158  -0.080 0.462 -0.010 0.930 -0.024 0.829 -0.048 0.664
Gp-130  -0.136 0.213 0.089 0415 0.042 0.703 0.074 0.497 -0.212 0.051
Raf-1 -0.012 0.911 0.116 0.289 0.090 0.409 0.140 0.200 -0.170 0.118
Rb -0.056 0.606  -0.162 0.137 0.075 0.494 -0.058 0.598 -0.167 0.125
pRb 0.062 0.568 0.060 0.580 0.028 0.795 0.195 0.071 0.165 0.128
MEK-1 0.023 0.836 -0.021 0.850 0.190 0.079 -0.091 0.403 -0.083 0.448
p-MEK 0.140 0.199 0.075 0.490 0.039 0.718 -0.043 0.695 -0.126 0.246
ERK-1 -0.074 0.496 -0.181 0.095 -0.110 0.311 -0.033 0.763 0.038 0.729
ERK-2 0.069 0.527 -0.089 0.418 0.019 0.865 -0.047 0.664 -0.044 0.687
p-ERK 0.174 0.109 0.095 0.384 0.001 0.991 0.012 0.909 -0.226 0.036
c-myc -0.077 0.483 -0.022 0.840 0.112 0.304 -0.117 0.285 -0.141 0.195
Ki67 0.193 0.075 -0.036 0.739 -0.057 0.599 -0.043 0.695 -0.020 0.856
1AP1/2 0.053 0.627 0.003 0.979 -0.031 0.780 -0.089 0.414 -0.067 0.539
c-IAP-2 0.063 0.562  -0.061 0.579 0.017 0.880 -0.108 0.324 -0.207 0.056

Tabla 32. Correlacion entre la expresion en el tumor de los componentes de la via EGF/IL-6 /MEK/ERK y las
caracteristicas clinico patologicas de cincer de préstata (prueba de Spearman). Los valores en negrita resalta la
significancia estadistica (p<0.05).

2.4.3 Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el estroma y los

marcadores clasicos.

En el estroma, al evaluar la correlacion de la intensidad con los marcadores clasicos, no se
encontrd ninguna relacion significativa para EGFR, IL-6, pRb, MEK-1, p-MEK, ERK-2, c-
myc, Ki67, AIP 1/2 y c-IAP-2 (Tabla 33). La intensidad de la inmunohistoquimica en el
estroma presentd una correlacion positiva entre gp-130 con la implicacion de ganglios;
entre Raf-1 con el estadio T clinico; y entre p-ERK con el estadio T patoldgico. En el
estroma la intensidad de EGF present6 una relacion inversa con el estadio T patoldgico;
entre Rb y EGF con la puntuacion Gleason; y entre ERK-1 con los margenes quirurgicos.
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PSA sérico preoperatorio

Estadio T patolégico

Estadio T clinico

Puntuacién Gleason

r p r p r p r p
EGF -0.034 0.756 -0.238 0.028 -0.138 0.204 -0.225 0.047
EGFR -0.015 0.889 0.122 0.264 0.089 0.415 0.079 0.471
IL-6 0.072 0.512 -0.018 0.872 0.104 0.343 0.109 0.318
Gp-130  -0.027 0.802 0.178 0.102 0.094 0.387 0.157 0.150
Raf-1 -0.079 0.471 -0.030 0.783 0.223 0.039 -0.137 0.209
Rb -0.124 0.257 -0.037 0.736 0.030 0.785 -0.260 0.016
pRb 0.004 0.972 -0.128 0.242 0.041 0.707 -0.059 0.591
MEK-1 -0.099 0.363 -0.080 0.466 -0.025 0.819 -0.097 0.372
p-MEK 0.121 0.268 -0.179 0.099 -0.046 0.676 -0.028 0.799
ERK-1 -0.113 0.301 -0.050 0.647 0.054 0.624 -0.076 0.485
ERK-2 -0.018 0.873 0.163 0.134 0.134 0.219 -0.099 0.363
p-ERK 0.096 0.380 0.219 0.042 -0.035 0.742 -0.022 0.838
c-myc -0.034 0.753 0.037 0.737 0.027 0.804 -0.075 0.491
Ki67 -0.205 0.059 -0.026 0.809 0.010 0.927 0.033 0.765
AIP1/2 -0.018 0.868 0.199 0.066 0.112 0.304 -0.003 0.980
c-IAP-2 0.045 0.683 -0.079 0.468 -0.118 0.280 -0.058 0.596
Invasion Implicacién de Margenes quirdrgicos Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
EGF -0.009 0.935 0.116 0.287 -0.042 0.704 -0.109 0.317 0.029 0.794
EGFR -0.042 0.701 0.111  0.310 -0.045 0.683 0.083 0.449 0.057 0.559
IL-6 0.052 0.636 0.157 0.148 -0.097 0.375 0.023 0.834 -0.022 0.844
Gp-130  -0.006 0.959 0.225 0.038 -0.042 0.698 -0.051 0.641 -0.169 0.119
Raf-1 -0.093 0.393 0.188 0.083 0.042 0.699 0.128 0.240 -0.170 0.117
Rb -0.107 0.328 -0.179 0.098 0.103 0.347 -0.148 0.173 0.018 0.867
pRb 0.017 0.878 -0.115 0.292 -0.004 0.972 -0.020 0.857 0.017 0.878
MEK-1 0.023 0.837 0.017 0.879 0.187 0.084 -0.018 0.870 -0.031 0.777
p-MEK 0.109 0.318 0.084 0.444 -0.007 0.947 -0.067 0.543 -0.187 0.084
ERK-1 0.034 0.756  -0.077 0.482 -0.259 0.016 0.029 0.793 0.045 0.680
ERK-2 0.036 0.740 -0.015 0.895 0.045 0.681 0.056 0.608 0.043 0.693
p-ERK 0.176 0.106 0.137 0.210 -0.036 0.745 -0.036 0.742 -0.201 0.064
c-myc 0.044 0.685 0.076 0.485 0.067 0.540 -0.060 0.584 0.100 0.359
Ki67 0.048 0.662 0.018 0.871 -0.118 0.281 -0.071 0.516 0.008 0.939
AIP1/2 0.009 0.936 -0.001 0.991 -0.080 0.461 -0.026 0.811 -0.147 0.176
c-IAP-2 0.021 0.846  -0.065 0.554 0.084 0.442 -0.030 0.785 -0.148 0.174

Tabla 33. Correlacién entre la intensidad de la inmunohistoquimica
EGF/IL-6 /MEK/ERK y las caracteristicas clinico patologicas de cancer de préstata (prueba de Spearman). Los valores

en negrita resalta la significancia estadistica (p<0.05).

2.44 Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el tumor y los

marcadores clasicos.

Al realizar la correlacion de la intensidad de la inmunohistoquimica de IL-6, pRb, MEK-1,
p-MEK, ERK-1, ERK-2, c-myc, Ki67 e IAP 1/2 con los marcadores clasicos, no se
encontrd ninguna asociacion significativa en esta cohorte (Tabla 34). La intensidad en el
tumor de EGF, Raf-1, p-ERK y c-IAP-2 mostr6 una relacion inversa con la supervivencia;
y Rb con la puntuacion Gleason. La intensidad de la inmunohistoquimica en el tumor de
EGFR, gp-130 y Raf-1 present6d una relacion directa con el estadio T clinico; y entre p-

en el estroma de los componentes de la via

ERK con el PSA sérico preoperatorio y el estadio T patoldgico.

114



lll Resultados

PSA sérico preoperatorio

Estadio T patolégico

Estadio T clinico

Puntuacién Gleason

r p r p r p r p
EGF 0.034 0.759 -0.153 0.158 -0.050 0.648 0.004 0.970
EGFR -0.064 0.559 0.073 0.505 0.206 0.058 0.121 0.266
IL-6 -0.090 0.411 -0.114 0.298 0.009 0.934 -0.047 0.665
Gp-130  -0.112 0.307 0.047 0.665 0.280 0.009 0.129 0.238
Raf-1 -0.119 0.274 0.041 0.709 0.257 0.017 -0.090 0.409
Rb -0.155 0.155 0.015 0.892 0.004 0.971 -0.215 0.047
pRb 0.045 0.679 0.050 0.646 -0.068 0.537 0.033 0.766
MEK-1 -0.051 0.644 -0.150 0.167 -0.042 0.704 -0.172 0.112
p-MEK 0.139 0.203 -0.149 0.170 -0.067 0.539 0.024 0.829
ERK-1 -0.020 0.856 -0.020 0.854 0.064 0.559 -0.117 0.282
ERK-2 -0.161 0.139 0.056 0.611 0.106 0.333 -0.185 0.088
p-ERK 0.219 0.043 0.239 0.026 -0.009 0.932 -0.103 0.347
c-myc 0.022 0.842 0.107 0.325 0.047 0.666 -0.165 0.129
Ki67 -0.131 0.228 0.114 0.298 -0.006 0.956 -0.028 0.800
1AP1/2 0.032 0.773 0.062 0.569 0.036 0.742 -0.009 0.936
c-IAP-2 0.074 0.496 -0.078 0.474 -0.161 0.138 -0.047 0.667
Invasion Implicacién de Margenes quirdrgicos Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
EGF 0.096 0.382 0.049 0.655 -0.073 0.502 -0.119 0.277 -0.262 0.015
EGFR -0.023 0.833 0.097 0.373 -0.168 0.121 0.119 0.275 -0.150 0.167
IL-6 -0.128 0.239 -0.045 0.680 -0.033 0.766 -0.014 0.898 -0.017 0.879
Gp-130  -0.058 0.597 0.136 0.213 0.018 0.867 0.113 0.299 -0.124 0.257
Raf-1 0.010 0.928 0.151 0.164 0.080 0.465 0.144 0.186 -0.210 0.053
Rb -0.030 0.787 -0.159 0.144 0.073 0.505 -0.058 0.593 -0.167 0.124
pRb -0.007 0.951 0.066 0.548 0.058 0.596 0.129 0.238 0.090 0.408
MEK-1 -0.006 0.954 -0.032 0.767 0.139 0.203 -0.126 0.247 -0.098 0.368
p-MEK 0.118 0.279 0.079 0.471 0.050 0.645 -0.033 0.760 -0.119 0.277
ERK-1 -0.043 0.693 -0.159 0.144 -0.157 0.149 0.000 1.000 0.061 0.576
ERK-2 0.029 0.793 -0.064 0.556 0.074 0.498 -0.036 0.745 -0.049 0.654
p-ERK 0.173 0.111 0.116 0.288 -0.029 0.793 0.009 0.937 -0.224 0.038
c-myc -0.060 0.582 0.057 0.602 0.097 0.376 0.028 0.801 -0.123 0.260
Ki67 0.115 0.291 0.028 0.795 -0.043 0.693 -0.057 0.601 -0.053 0.627
1AP1/2 -0.051 0.640 0.038 0.728 -0.159 0.144 -0.161 0.138 -0.170 0.119
c-IAP-2 0.060 0.580 -0.085 0.438 0.018 0.867 -0.132 0.225 -0.222 0.040

Tabla 34. Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el tumor de los componentes de la via EGF/IL-
6 /MEK/ERK Yy las caracteristicas clinico patologicas de cancer de préstata (prueba de Spearman). Los valores en
negrita resalta la significancia estadistica (p<0.05).
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2.5 Correlacion de la expresion de la via EGF/IL-6/MEK/ERK con el tiempo
de recurrencia bioquimica (analisis de supervivencia)

Mediante el andlisis de Kaplan-Meier y el test del log-rank no se encontrd ningun resultado
significativo para la expresion en el estroma y tumor de los componentes de la via EGF/IL-
6/MEK/ERK. El modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox unifactorial (Tabla
35) corroboraron los datos obtenidos en el analisis de Kaplan-Meier.

Estroma p RR (IC 95%) Tumor p RR (IC 95%)

EGF 0.364 0.660 (0.269-1.621) EGF 0.262 0.645 (0.300-1.387)
EGFR 0.274 3.043 (0.414-22.36) | EGFR 0.219 2.000 (0.662-6.036)
IL-6 0.835 1.095 (0.467-2.563) IL-6 0.661 0.847 (0.405-1.775)

Gp-130  0.553 0.800 (0.382-1.675) Gp-130 0.438 1.605 (0.489-5.604)
Raf-1 0.423 1.352 (0.646-2.832) Raf-1 0.210 1.605 (0.766-3.362)
Rb 0.190 0.591 (0.269-1.299) Rb 0.587 0.804 (0.366-1.766)
pRb 0.540 20.99 (0.001-359190) | pRb 0.283 23.07 (0.075-7142)

MEK-1 0.864 0.938 (0.448-1.964) MEK-1 0.326 0.694 (0.335-1.439)
p-MEK 0.429 0.745 (0.359-1.545) p-MEK 0.644 0.841 (0.405-1.750)
ERK-1 0.667 1.549(0.211-11.388) | ERK-1  0.939 0.945 (0.225-3.976)
ERK-2 0.836 1.082 (0.511-2.292) ERK-2 0.825 0.917 (0.426-1.973)
p-ERK 0.975 0.987 (0.437-2.229) p-ERK  0.813 1.100 (0.501-2.415)
c-myc 0.168 0.563 (0.249-1.273) c-myc 0.240 0.614 (0.272-1.386)
Ki67 0.487 0.769 (0.367-1.611) Ki67 0.737 0.882 (0.424-1.834)
1AP1/2 0.567 0.795 (0.362-1.746) IAP1/2  0.346 0.685 (0.312-1.504)
c-lAP-2  0.569 0.807 (0.385-1.689) c-lAP-2  0.242 0.625 (0.284-1.373)

Tabla 35. Analisis de Cox unifactorial de la expresiéon en estroma y tumor de marcadores de la via
EGF/IL-6/MEK/ERK en estudio para el tiempo de recurrencia bioquimica. R: razén de riesgo; IC:
intervalo de confianza.

En el andlisis de la intensidad en el estroma y tumor tampoco se obtuvieron datos
significativos ni con Kaplan-Meier ni con el test del log-rank. El modelo de regresion de
riesgos proporcionales de Cox unifactorial (Tabla 36) corroboré los datos obtenidos en el
analisis de Kaplan-Meier.

Estroma p RR (IC 95%) Tumor p RR (IC 95%)

EGF 0.255 0.706 (0.388-1.285) | EGF 0.309 0.748 (0.427-1.309)
EGFR 0.365 1.313(0.728-2.368) | EGFR  0.219 2.000 (0.662-6.036)
IL-6 0,633 0.916 (0.613-2.238) | IL-6 0,738 0.916 (0.547-1.534)

Gp-130  0.585 0.882 (0.562-1.384) | Gp-130 0.257 1.397 (0.783-2.461)
Raf-1 0.205 1.336 (0.853-2.092) | Raf-1 0.193 1.296 (0.877-1.915)
Rb 0.158 0.622 (0.322-1.203) | Rb 0.535 0.829 (0.460-1.497)
pRb 0.868 1.086 (0.413-2.856) | pRb 0.283 23.07 (0.075-7142)
MEK-1 0.821 0.952 (0.620-1.462) | MEK-1 0.174 0.745 (0.488-1.138)
p-MEK 0.471 0.874 (0.605-1.261) | p-MEK 0.699 0.930 (0.643-1.345)
ERK-1 0.635 1.208 (0.553-2.639) | ERK-1  0.939 1.029 (0.429-2.154)
ERK-2 0.514 1.144 (0.763-1.716) | ERK-2  0.854 0.964 (0.652-1.426)
p-ERK 0.781 0.928 (0.549-1.569) | p-ERK  0.891 1.031 (0.664-1.603)
c-myc 0.471 0.842 (0.527-1.345) | c-myc  0.916 0.975 (0.614-1.550)
Ki67 0.572 0.877 (0.555-1.384) | Ki67 0.657 0.903 (0.577-1.415)
1AP1/2 0.603 0.896 (0.591-1.357) | IAP1/2  0.132 0.740 (0.501-1.095)
c-lAP-2  0.641 0.904 (0.592-1.381) | c-IAP-2 0.150 0.700 (0.431-1.138)

Tabla 36: Anilisis de Cox unifactorial de la intensidad en estroma y tumor de marcadores de la
via EGF/IL-6/MEK/ERK en estudio para el tiempo de recurrencia bioquimica. RR: razén de
riesgo; IC: intervalo de confianza.
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3 Estudio comparativo de la expresion de la via de transduccion
TGF-B/PI3K/Akt en el estroma y tumor en prodstata normal y
patologica

3.1 Andlisis por Western Blot de la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt en
prostata normal, HBP y cancer de prostata

Mediante Western Blot se comprobd que la especificidad de todos los anticuerpos se
correspondia con el peso molecular descrito por la casa comercial.

3.2 Analisis de la expresion de la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt en
prostata normal, HBP y cancer de prostata

3.2.1 Activacion de TGF-B y sus receptores

TGEF-B:

En PN no se expres6 TGF-B (Figura 33A). En HBP (Figura 33B) la sefial aparecio en
células basales mientras que en PIN y cancer (Figura 33C) la inmunotincion fue mas
intensa en las células epiteliales. En PIN el porcentaje de muestras positivas para TGF-B
fue de 86.7% siendo el valor mas alto (Tabla 37). Al comparar las densidades Opticas se
observo que se incrementaba con la patologia.

TGFBRI:

En PN no hubo expresion de TGFBRI. En BPH (Figura 33D) la inmunoreaccion fue muy
débil destacando la zona perinuclear, sin embargo, en cancer (Figura 33E-F) fue intensa en
el citoplasma de las células epiteliales. Entre las muestras patologicas se hallaron
diferencias significativas en el epitelio (Tabla 37). En cancer y PIN la densidad optica fue
mayor en las células del epitelio glandular.

TGFBRII:

En PN la inmunotincion se observd en las células basales (Figura 33G). En HBP (Figura
33H), PIN y céancer (Figura 331) el marcaje fue intenso en las células del epitelio glandular.
En los grupos con patologia prostatica la expresion en el estroma fue baja (Tabla 37). El
porcentaje de muestras positivas y la densidad 6ptica aumento en los grupos con patologia.
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HBP (B, D, H) y cancer (C, E, F, I). Barra: 20 um (H) y 25 um (A-G, I).

Tabla 37. Porcentaje de muestras positivas y densidades épticas de TGF-B, TGFRI y TGFBRII en
prostata normal (PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer
de prostata. D.O.: densidades opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de

pacientes.
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TGF-B TGFBRI
% (n) de | Epitelio Estroma | % (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 0 | o |- |-
HBP 37.1(13) | 19.93+2.55% | 5.18+3.1 | 62.8 (22) | 17.46+1.64° | 6.17+2.7
PIN 86.7 (13) | 26.67+2.76° | 5.20+3.2 | 77.3 (11) | 27.73+2.6° | 5.02+2.4
Cancer | 57.0 (49) | 34.15+2.87° | 5.44+3.4 | 62.8 (54) | 31.68+2.53" | 5.7842.3
% (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O.
positivos
PN 40.0 (8) 29,77+1.8° | ——
HBP 68.6 (24) | 41.22+3.8° | 5.87+2.7
PIN 73.3 (11) | 35.14+2.66° | 5.57+1.6
Cancer | 84.9 (73) | 36.96+2.53° | 5.40+1.9




Il Resultados

3.2.2 Activacion PI3K/Akt
PI3K:

Excepto en PN que fue negativo, en todos los grupos el porcentaje de células positivas
superd el 93% (Tabla 38). La inmunotincion, siempre fue perinuclear tanto en HBP (Figura
34B), PIN como céncer (Figura 34C). El grupo de cancer tuvo la mayor densidad optica en
el epitelio glandular.

p-Akt-Ser:

En PN, HBP (Figura 34D) y PIN el 100% de las muestras de fueron positivas para p-Akt-
Ser (Tabla 38). La expresion fue alta y localizada en el nucleo de las células epiteliales. La
densidad 6ptica aumenta con la patologia siendo la mayor en cancer (Figura 34E-F).

p-Akt-Thr:

En PN, HBP y PIN el 100% de las muestras fueron positivas para p-Akt-Thr mientras que
en cancer la positividad disminuyo al 80.2% (Tabla 38). La inmunotincion se detectd en el
nucleo de células del epitelio glandular, siendo negativa en los nticleos de las células
estromaticas. En HBP la densidad optica fue mayor (Figura 34G) que en PIN y cancer
(Figura 34H-I).

PI3K \ p-Akt-Ser
% (n) de | Epitelio Estroma % (n) de Epitelio * Estroma *
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN | — || - 100 (20) | 67.23+3.5% | -
HBP 94.3 (33) | 7.80+2.4% | ——- 100 (35) | 77+4.2° | -
PIN 93.3 (14) | 8.75¢1.2% | —- 100 (15) | 79+1.8 | -
Cancer | 95.3 (82) | 12.57+3.8° | -—-- 90.7 (78) | 8243.2° | -
% (n) de | Epitelio * Estroma *
Casos D.O. D.O.
positivos
PN 100 (20) | 43+3.2% | —-
HBP 100 (35) | 62+3.6° | -—-
PIN 100 (15) | 53+3.5° | -
Cancer | 80.2 (69) | 5543.9° | —- * % de nucleos marcados

Tabla 38. Porcentaje de muestras positivas y densidades opticas de PI3K, p-Akt-Ser y p-Akt-Thr en
prostata normal (PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer
de prostata. D.O.: densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincién en cada grupo de
pacientes.
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Figura 34. Expresion de PI3K (B-C), p-Akt-Ser (D-F), p-Akt-Thr (G-I), y control negativo (A) en

prostata normal (A), HBP (B, D, G) y cancer (C, E, F, H, I). Barra; 15 pm (A, C), 20 pm (D, G), 25 um (B,
E,F, H,I).

Bad:

El porcentaje de muestras positivas incrementa con la malignidad (Tabla 39). En prostata
normal, HBP (Figura 35A) y PIN (Figura 35B), Bad se localiz6 como una mancha en el
citoplasma de las células epiteliales y ocasionalmente en las células del estroma. En las
muestras de PIN y céncer (Figura 35C) la sefal se encontr6 también en los nticleos de
muchas células epiteliales. Las densidades opticas en el epitelio aumentaron con la
patologia.

Bim:

El porcentaje de muestras positivas aumenta con la patologia para Bim (Tabla 39). La
inmunotincion se observo en el citoplasma. En muestras sin patologia la sefial fue
perinuclear y poco perceptible. La densidad optica en el epitelio de HBP (Figura 35D) y
PIN (Figura 35E) fue mayor que en PN. La mayor densidad Optica se aprecidé en cancer
(Figura 35F).
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Mecl-1:

Mcl-1 se detectd en el citoplasma de las células epiteliales y algunas del estroma,
observandose en las células basales de HBP (Figura 35G) y PIN (Figura 35H). El
porcentaje de muestras positivas asi como la densidad optica (Tabla 39) fue superior en PIN
y cancer (Figura35I).

Figura 35. Expresion de Bad (A-C), Bim (D-F) y Mcl-1 (G-I) en HBP (A, D, G), PIN (B, E, H) y
cancer (C, F, I). Barra: 20 um (A-C, E, F, H, I), 25pm (D, G).
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Bad Bim
% (n) de | Epitelio Estroma % (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 20.0 (4) | 8.12+2.10° | 2.94+1.75 | 25.0 (5) | 12.30+5.07% | 4.64+0.7"

HBP 42.6 (6) | 11.9£#3.25° | 3.13+2.1 | 71.4(25) | 25.02+5.6° | 15.97+ 3.02"
PIN 40.0 (6) | 39.20+8.08° | 6.56+1.25 | 80.0 (12) | 22.97+3.73° | 11.43+1.2"
Cancer | 59.3 (51) | 37.184.56" | 5.01+2.23 | 89.5 (77) | 38.55+4.7° | 16.66+5.62"

% (n) de | Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O.
positivos
PN 40.0 (8) | 20.10+2.23% | 3.1+0.89
HBP 28.6 (10) | 24.50+2.30° | 3.17+1.5
PIN 100 (15) | 29.05+5.2° | 4.23+1.9
Cancer | 86.0 (74) | 33.41£1.26" | 4.102.1

Tabla 39. Porcentaje de muestras positivas y densidades opticas de Bad, Bim y Mcl-1 en prostata normal (PN),
hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y céncer de prostata. D.O.: densidades
opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada grupo de pacientes.

3.2.3 Activacion Ikk/1kB

IKkk:

El porcentaje de muestras positivas disminuye con la patologia para Ikk (Tabla 40). La
inmunotincion se observo en los nticleos de las células epiteliales en PN, HBP (Figura 36A)
y PIN (Figura 36B). En cancer (Figura 36C) Ikk se localizo en toda la célula (citoplasma y
nucleo). La mayor densidad optica se observé en cancer.

p-Ikk:

En PN (Figura 36D) y HBP la inmunohistoquimica para p-Ikk marca muy bien los nticleos
epiteliales. En PIN (Figura 36E) y en céancer (Figura 36F) también se observa en el
citoplasma perinuclear. La densidad Optica para p-lkk aumenta considerablemente en el
epitelio del cancer (Tabla 40).

1kB:

El inmunomarcaje para IkB se observa en el citoplasma de las células epiteliales. En PN
(Figura 37G) fue algo mas mas intenso en la zona basal. La mayor densidad Optica se
observd en PIN (Figura 37H) y céancer (Figura 37I), siendo mayor en cancer que en PIN
(Tabla 40).

p-1kB:

El porcentaje de muestras positivas aument6 con la patologia para p-IkB (Tabla 40). En
todos los grupos la inmunotinciéon fue mds tenue en el citoplasma de las células apicales,
destacando la zona perinuclear y el nucleo. Entre PN (Figura 37J), HBP y PIN (Figura
37K) la densidad optica es similar incrementandose significativamente en el epitelio de
cancer (Figura 37L).
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% (n) de | Epitelio Estroma % (n) de Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 100 (20) | 21.02+4.37 | 18.7+3.0° | 25 (5) 27.56+4.8% | 27.0+2.9
HBP 82.9 (29) | 24.55+4.7% | 21.87+4.3" | 48.57(17) | 25.09+1.7% | 28.62+2.8
PIN 77.8 (12) | 24.16+5.1* | 22.37+2.6" | 80 (12) 31.63+3.5% | 31.09+3.3
Cancer | 73.3 (63) | 64.59+3.2° | 29.04+3.7% | 80.2 (69) | 54.02+5.4° | 32.87+2.7
IkB p-IkB
% (n) de | Epitelio Estroma % (n) de Epitelio Estroma
Casos D.O. D.O. Casos D.O. D.O.
positivos positivos
PN 60.0 (12) | 32.45£5.4° | 18.89+4.7" | 40.00 (8) | 29.235.4° | 26.59+3.0
HBP 85.7 (30) | 30.45+6.1* | 21.24+2.1% | 82.85 (29) | 30.42+3.9* | 20.434.7
PIN 62.2(9) | 50.72+3.4° | 32.2+¢5.3* | 66.60 (10) | 33.38+5.5° | 23.57+3.8
Céncer | 53.5 (46) | 59.8+4.0° | 36.89+6.4% | 77.90 (67) | 78.57+4.9° | 23.18%5.2

Tabla 40. Porcentaje de muestras positivas y densidades épticas de Ikk, p-1kk, IkB y p-IkB en prostata
normal (PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de
prostata. D.O.: densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotinciéon en cada grupo de

Figura 36. Expresion en Ikk (A-C) y p-Ikk (D-F) en prostata normal (D), HBP (A), PIN (B, E) y cancer (C, F). Barra; 20 um.
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Figura 37. Expresion de IkB (G-I), y p-1kB (J-L) en prostata normal (G, J), PIN (H, K) y cancer (I, L). Barra; 20 pm.

3.2.4 Activacion mTOR
mTOR:

En todos los grupos de pacientes el marcaje para mTOR se observé en células glandulares y
con una localizacion perinuclear. En PN, HBP (Figura 38A), PIN (Figura 38B) y cancer
(Figura 38C) la densidad optica fue similar en el epitelio (Tabla 41).

p-mTOR:

En HBP (Figura 38D) y PIN (Figura 38E) el 100% de las muestras fueron positivas para p-
mTOR (Tabla 41). En prostata normal el marcaje fue homogéneo en las células
glandulares. En cancer se observaron algunos puntos muy oscuros en el citoplasma epitelial
y coloracion fue en la zona perinuclear. La mayor densidad Optica se observoé en el epitelio
del grupo de cancer (Figura 38F).
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Figura 38. Expresion de mTOR (A-C) y p-mTOR (D-F) en HBP (A, D), PIN (B, E) y cancer (C, F). Barra 20 pm.

PN 85.0 (17) | 20.5+3.4 | 11.03+0.8 | 100 (20) | 19.6+1.2% | 11.9+2.2
HBP 100 (35) | 24.0¢5.8 | 18.0¢1.8 | 86.7 (13) | 21.7+2.0° | 12.8+1.3
PIN 100 (15) | 17.4242.0 | 15.4£5.8 | 100 (15) | 26.6+1.5° | 14.7+4.1
Cancer | 96.5 (83) | 24.5¢5.8 | 12.421.5 | 96.5(83) | 28.0£1.1° | 16.1£2.0

Tabla 41. Porcentaje de muestras positivas y densidades épticas de mTOR y p-mTOR en
prostata normal (PN), hiperplasia benigna de prostata (HBP), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)
y cancer de prostata. D.O.: densidades Opticas (media + desviacion tipica) de la inmunotincion en cada
grupo de pacientes.

3.2.5 Activacion p21 y p27

p21:

En PN no se observo sefial para p21. En HBP (Figura 39A) y PIN (Figura 39B) el 100% de
las muestras fueron positivas (Tabla 42) observandose marcaje de los ntcleos de muchas
células epiteliales y algunas estromales. En cancer, 84.9% de los pacientes expresaron un
marcaje similar pero con un aumento significativo en la densidad optica.
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p27:

En PN (Figura 39D) y biopsias no se encontr6 sefial para p27. En el resto de los grupos se
encontr6 una sefial muy tenue en el citoplasma perinuclear tanto en células epiteliales como
estromaticas. La densidad opticas aumentd levemente en PIN (Figura 39E) y cancer (Figura
39F) respecto a HBP, tanto en el epitelio como en el estroma.

PN | — | —_ |- S
HBP | 100 (35) | 66.83t5.4° | 4.78+2.94* | 77.0 (27) | 6.30+1.5 | 5.4+0.6
PIN 100 (15) | 77.30¢1.3° | 11.0¢1.9 66.7 (10) | 9.421.3 6.4+0.6
Cancer | 84.9 (73) | 84.82+6.41° | 13.3241.52* | 57.0 (49) | 10.16+1.7 | 7.9+1.0

Tabla 42. Inmunotinciéon y densidades opticas de p21 y p27 en prostata normal (PN), neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) y cancer de prostata. Densidades opticas (media + desviacion tipica) de la
inmunotincion en cada grupo de pacientes.

Figura 39. Expresion de p21 (A-C) y p27 (D-F) en prostata normal (D), HBP (A), PIN (B, E) y cancer (C, F). Barra: 20 um (C, D,
E, F), 25 um (A, B).
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3.3 Proporcion de pacientes con inmunotincidon positiva para la via de
transduccion TGF-B/PI3K/Akt en el estroma y tumor en la cohorte estudiada

Se determind el porcentaje de pacientes positivos en estroma y tumor, mediante
inmunohistoquimica, para cada uno de los factores estudiados. Se asignaron valores
relativos a la intensidad de tincidn positivos bajos y positivos altos (Tabla 43).

Estroma Tumor
Expresién Intensidad Expresion Intensidad
Positivo P bajo P alto Positivo P bajo P alto
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)

TGF-B 51.2(44) 29.1(25) 22.1(19) 47.1(40) 29.4(25) 17.6(15)
TGFBRI 31.4(27) 29.1(25) 2.3(2) 63.5(54) 35.3(30) 28.2(24)
TGFBRII 38.4(33) 32.6(28) 5.8(5) 84.7(73) 25.6(22) 59.3(51)
PI3K 90.7(78) 30.2(26) 60.5(52) 95.3(82) 12.7(11) 82.6(71)
p-Akt-Ser 83.7(72) 26.3(23) 57.0(49) 90.7(78) 14.0(12) 76.7(66)
p-Akt-Thr 79.1(68) 18.6(16) 60.5(52) 79.1(68) 3.5(3) 75.6(65)
Bad 52.3(45) 27.9(24) 24 4(21) 57.0(49) 11.6(10) 45.3(39)
Bim 79.1(68) 59.3(51) 19.8(17) 87.2(75) 50.0(43) 37.2(32)
Mcl-1 77.9(67) 46.5(40) 31.4(27) 84.9(73) 15.1(13) 69.8(60)
lkk 70.9(64) 24.7(21) 50.0(43) 73.3(63) 15.1(13) 58.1(50)
p-lkk 77.9(67) 16.3(14) 61.6(53) 80.2(69) 10.5(9) 69.8(60)
kB 26.7(23) 8.1(7) 18.6(16) 52.3(45) 8.1(7) 44.2(38)
p-kB 72.1(62) 32.6(28) 39.5(34) 77.9(67) 4.7(4) 73.3(63)
mTOR 96.5 (83) 37.2 (32) 59.3 (51) 96.5 (83) 25.6(22) 70.9(61)
p-mTOR 100 (86) 19.8 (17) 80.2 (69) 100 (86) 19.8(17) 80.2(69)
p21 79.1(68) 53.3(46) 25.6(22) 83.7(72) 27.9(24) 55.8(48)
p27 20.9(18) 20.9(18) 0.0(0) 55.8(48) 51.2(44) 4.7(4)

Tabla 43. Distribucién de la frecuencia de pacientes con inmunotincion positiva para la via de transduccién TGF-B/PI3K/Akt
segiin resultados de la técnica de inmunohistoquimica. Se detallan los pacientes positivos y dentro de estos, aquellos con positivo bajo y
positivo alto en cuanto a la intensidad del marcaje en células del estroma y tumor.

3.4 Correlacion entre la expresion en el estroma y tumor de los componentes
de la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt con las caracteristicas clinico-
patologicas en cancer de prostata

Para correlacionar los componentes de la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt con los
marcadores clasicos establecidos se realizo el test de Spearman, determinando el grado de
relacion entre las variables.

3.4.1 Correlacion entre la expresion de la inmunohistoquimica en el estroma y los
marcadores clasicos.

En el analisis de correlacion de los componentes de la ruta de transduccion TGF-B como p-
Akt-Ser, Bad, Mcl-1, Ikk, p-Ikk, IkB, p-IkB y p27 no se observo ninguna asociacion
significativa con los marcadores clésicos establecidos (Tabla 44). La expresion en el
estroma fue inversa y significativa entre TGF-B y PI3K con la progresion bioquimica; entre
TGFBRII, PI3K y p21 con la supervivencia; entre mTOR y p-mTOR con el estadio T
clinico; entre p-mTOR con la implicacion de ganglios y el estadio T patologico; entre Bim
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con el PSA preoperatorio; y entre p-Akt-Thr con la invasion perineural. La expresion en el
estroma de TGFBRI se relacion6é de forma directa con la progresion bioquimica.

PSA sérico preoperatorio Estadio T patolégico Estadio T clinico Puntuacién Gleason

r p r p r p r p
TGF-B -0.104 0.342 -0.072 0.510 0.002 0.984 -0.020 0.855
TGFBRI -0.118 0.278 -0.002 0.987 0.139 0.203 -0.047 0.669
TGFBRII -0.055 0.615 0.008 0.945 0.050 0.649 -0.051 0.641
PI3K 0.010 0.929 0.043 0.697 0.050 0.644 0.042 0.703
p-Akt-Ser  -0.003 0.978 -0.146 0.181 -0.041 0.706 -0.046 0.672
p-Akt-Thr  -0.029 0.790 0.089 0.429 0.009 0.932 0.011 0.923
Bad 0.059 0.588 -0.042 0.699 0.074 0.495 0.132 0.226
Bim -0.208 0.055 -0.012 0.909 0.124 0.255 -0.065 0.553
Mcl-1 0.108 0.323 0.049 0.655 -0.022 0.813 0.051 0.643
Ikk -0.052 0.637 -0.110 0.315 -0.001 0.991 -0.082 0.455
p-lkk 0.067 0.539 -0.084 0.441 0.035 0.751 -0.125 0.253
kB 0.125 0.250 0.003 0.981 -0.023 0.836 0.068 0.531
p-kB -0.089 0.414 -0.088 0.421 -0.058 0.595 0.149 0.170
m-TOR -0.011 0.922 0.011 0.922 -0.209 0.054 0.087 0.424
p-m-TOR -0.143 0.190 -0.290 0.007 -0.209 0.054 -0.080 0.466
p21 0.030 0.781 0.008 0.940 -0.163 0.134 -0.065 0.553
p27 -0.030 0.781 0.107 0.329 -0.009 0.932 -0.086 0.432
Invasion Implicacion de  Margenes quirtirgicos  Progresion bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
TGF-B -0.040 0.712 0.105 0.334 0.101 0.354 -0.238 0.027 -0.198 0.068
TGFBRI -0.013 0.909 -0.030 0.781 0.033 0.763 0.312 0.003 0.044 0.687
TGFBRII 0.009 0.931 0.053 0.629 0.115 0.292 0.044 0.687 -0.261 0.015
PI3K 0.013 0.908 0.071 0.518 -0.159 0.144 -0.280 0.009 -0.349 0.001
p-Akt-Ser 0.053 0.628 0.097 0.372 -0.041 0.710 -0.152 0.163 0.053 0.628
p-Akt-Thr  -0.270 0.012 0.114 0.298 -0.064 0.557 -0.056 0.607 -0.077 0.483
Bad -0.002 0.987 -0.010 0.925 -0.061 0.579 -0.058 0.597 -0.054 0.619
Bim -0.012 0.913  -0.022 0.840 -0.064 0.557 -0.056 0.607 -0.141 0.195
Mcl-1 -0.091 0.595 0.118 0.281 0.132 0.226 0.024 0.825 -0.121 0.265
lkk 0.113 0.298 0.129 0.235 0.189 0.082 -0.033 0.765 -0.007 0.949
p-lkk 0.068 0.531 0.118 0.281 0.074 0.496 0.083 0.445 0.005 0.962
kB -0.128 0.241 0.116  0.287 -0.045 0.683 0.180 0.097 0.169 0.120
p-kB -0.034 0.756 0.137 0.207 -0.149 0.172 0.060 0.584 -0.093 0.396
m-TOR 0.115 0.292 0.042 0.701 0.020 0.857 0.136 0.213 0.115 0.292
p-m-TOR 0.115 0.292 -0.259 0.016 -0.111 0.311 0.002 0.989 -0.028 0.796
p21 0.053 0.631 -0.022 0.840 -0.123 0.259 -0.177 0.103 -0.335 0.002
p27 0.012 0.913 -0.114 0.298 -0.112 0.304 -0.186 0.087 -0.117 0.283

Tabla 44. Correlacion entre la expresion en el estroma de los componentes de la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt y
las caracteristicas clinico patologicas de cancer de préstata (prueba de Spearman). Los valores en negrita resalta la
significancia estadistica (p<0.05).

3.4.2 Correlacion entre la expresion de la inmunohistoquimica en el tumor y los marcadores
clasicos.

En el anélisis de correlacion de la expresion tumoral entre los componentes de la ruta de
transduccion TGF-B con los marcadores clasicos, se observo que TGFBRI, TGFBRII, p-
Akt-Ser, Bad, Bim, Mcl-1, Ikk, p-Ikk, IkB, y p-IkB no mostraron ninguna relacién de
significancia con los marcadores cldsicos del cancer de prostata (Tabla 45). La correlacion
de la expresion en el tumor presento una relacion inversa entre TGF-B, PI3K y p21 con la
supervivencia; entre PI3K con margenes quirdrgicos y progresion bioquimica; entre p-Akt-
Thr con la invasion perineural; entre mTOR y p-mTOR con el estadio T clinico; y entre p-
m-TOR con el estadio T patologico. La correlacion de la expresion de p27 fue directa con
el estadio T clinico.
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PSA sérico preoperatorio Estadio T patolégico Estadio T clinico Puntuacién Gleason

r p r p r p r p
TGF-B 0.117 0.282 -0.005 0.967 0.181 0.096 -0.001 0.990
TGFBRI -0.066 0.547 0.066 0.551 0.109 0.320 0.030 0.784
TGFBRII 0.021 0.846 0.111 0.310 0.058 0.593 0.023 0.834
PI3K 0.064 0.557 -0.102 0.352 -0.132 0.227 -0.044 0.688
p-Akt-Ser 0.093 0.394 -0.118 0.279 -0.030 0.784 -0.064 0.560
p-Akt-Thr  -0.029 0.790 0.086 0.429 0.009 0.932 0.011 0.932
Bad -0.065 0.550 -0.064 0.560 -0.010 0.924 0.028 0.798
Bim 0.003 0.982 0.113 0.301 0.069 0.527 -0.007 0.946
Mcl-1 -0.046 0.672 0.111 0.310 -0.007 0.950 -0.063 0.567
lkk -0.016 0.884 -0.142 0.193 0.075 0.490 0.001 0.994
p-lkk 0.053 0.628 -0.130 0.233 0.042 0.704 -0.157 0.150
kB 0.108 0.324 0.034 0.753 0.028 0.800 0.132 0.226
p-IkB -0.108 0.323 -0.084 0.441 -0.022 0.843 0.097 0.374
m-Thor -0.011 0.922 0.011 0.922 -0.209 0.054 0.087 0424
p-m-Thor  -0.083 0.447 -0.255 0.018 -0.273 0.011 -0.017 0.878
p21 -0.003 0.978 0.044 0.686 -0.104 0.338 -0.046 0.672
p27 -0.083 0.449 0.129 0.238 0.246 0.022 -0.146 0.179
Invasion Implicacién de Margenes quirurgicos Progresién bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
TGF-B -0.089 0.413 0.126  0.247 -0.065 0.554 -0.024 0.826 -0.247 0.022
TGFBRI -0.034 0.760 -0.062 0.570 -0.048 0.660 0.184 0.091 -0.089 0.420
TGFBRII -0.038 0.726  -0.061 0.577 0.066 0.546 0.026 0.810 -0.038 0.726
PI3K -0.116 0.287 0.049 0.656 -0.280 0.009 -0.310 0.004 -0.366 0.001
p-Akt-Ser  -0.078 0.476 0.071 0.518 0.088 0.420 -0.110 0.312 -0.078 0.476
p-Akt-Thr  -0.270 0.012 0.114 0.298 -0.005 0.960 -0.056 0.607 -0.077 0.483
Bad -0.059 0.592 -0.031 0.776 -0.087 0.426 -0.175 0.107 -0.059 0.592
Bim 0.074 0.498 -0.081 0.460 -0.056 0.610 0.052 0.633 -0.083 0.446
Mcl-1 -0.112 0.306 0.093 0.393 0.133 0.223 -0.042 0.699 -0.185 0.088
lkk 0.068 0.532 0.133  0.221 0.099 0.366 -0.014 0.901 0.068 0.532
p-lkk 0.036 0.742 0.110 0.315 0.152 0.164 0.107 0.327 0.036 0.742
kB -0.160 0.142 0.100 0.358 -0.156 0.150 0.090 0.410 -0.107 0.327
p-IkB 0.005 0.962 0.118 0.281 -0.041 0.709 0.024 0.825 -0.058 0.595
m-Thor 0.115 0.292 0.042 0.701 0.020 0.857 0.136 0.213 0.115 0.292
p-m-Thor 0.074 0.496 -0.181 0.095 -0.110 0.311 -0.033 0.763 -0.074 0.496
p21 -0.018 0.868 -0.052 0.633 -0.041 0.710 -0.085 0.435 -0.232 0.032
p27 0.114 0.294 0.085 0.435 0.028 0.798 0.040 0.712 -0.097 0.373

Tabla 45. Correlacion entre la expresién en el tumor de los componentes de la via de transduccién TGF-B/PI3K/Akt y
las caracteristicas clinico patologicas de cancer de préstata (prueba de Spearman). Los valores en negrita resalta la
significancia estadistica (p<0.05).

3.4.3 Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el estroma y los
marcadores clasicos.

La correlacion entre los marcadores clasicos y la intensidad de la inmunohistoquimica en el
estroma para p-Akt-Ser, p-Akt-Thr, Bad, Bim, p-Ikk, IkB, mTOR, p-mTOR, p21 y p27, no
presentd ninguna asociacion significativa (Tabla 46). El analisis de la correlacion presento
una relacion inversa entre TGF-B con la progresion bioquimica; entre TGFBII con
supervivencia; entre PI3K con margenes quirargicos; entre Mcl-1 con PSA; entre Ikk con
estadio T patoldgico. La correlacion fue positiva entre TGFBRI con la progresion
bioquimica y entre p-IkB con la implicacion de ganglios.
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PSA sérico preoperatorio  Estadio T patolégico  Estadio T clinico  Puntuacion Gleason

r p r p r p r p
TGF-B -0.126 0.248 -0.087 0.428 -0.012 0.911 0.064 0.556
TGFBRI -0.120 0.273 0.008 0.940 0.136 0.211 -0.032 0.769
TGFBRII -0.055 0.617 0.024 0.829 0.078 0.478 -0.041 0.707
PI3K 0.123 0.260 0.049 0.654 -0.055 0.612 0.061 0.575
p-Akt-Ser 0.104 0.340 -0.006 0.953 0.017 0.877 -0.042 0.704
p-Akt-Thr  -0.019 0.862 -0.012 0.915 0.055 0.616 0.048 0.661
Bad 0.032 0.772 -0.066 0.544 0.018 0.871 0.163 0.133
Bim -0.129 0.238 0.096 0.380 0.127 0.245 0.008 0.944
Mcl-1 -0.208 0.055 -0.009 0.933 0.116 0.286 -0.059 0.592
lkk -0.083 0.445 -0.237 0.028 0.038 0.729 -0.055 0.614
p-lkk 0.025 0.817 -0.079 0.470 -0.027 0.808 -0.147 0.178
kB 0.127 0.246 -0.004 0.972 -0.036 0.743 0.059 0.590
p-lkB -0.069 0.531 -0.093 0.397 -0.042 0.700 0.200 0.065
m-TOR 0.064 0.561 0.060 0.582 -0.037 0.734 0.019 0.859
p-m-TOR -0.069 0.530 -0.034 0.757 -0.134 0.217 -0.003 0.980
p21 0.015 0.890 0.103 0.347 -0.023 0.835 -0.030 0.784
p27 -0.030 0.781 0.107 0.329 -0.009 0.932 -0.086 0.432
Invasion Implicacién de Margenes quirurgicos Progresién bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
TGF-B -0.006 0.954 0.083 0.446 0.090 0.407 -0.208 0.055 -0.198 0.068
TGFBRI -0.004 0.971 -0.033 0.763 0.052 0.635 0.326 0.002 0.069 0.529
TGFBRII 0.002 0.986 0.082 0.453 0.108 0.322 0.028 0.799 -0.269 0.012
PI3K 0.007 0.947 0.074 0.496 -0.208 0.055 -0.133 0.223 0.020 0.858
p-Akt-Ser 0.098 0.372 0.185 0.088 -0.005 0.964 -0.028 0.799 0.012 0.913
p-Akt-Thr  -0.165 0.130 0.087 0.428 -0.056 0.607 -0.039 0.725 -0.103 0.346
Bad 0.060 0.583 -0.006 0.956 -0.115 0.294 -0.019 0.864 -0.054 0.619
Bim 0.011 0.921 -0.082 0.452 -0.061 0.579 -0.064 0.557 -0.113 0.300
Mcl-1 0.037 0.734 0.122  0.261 0.093 0.397 0.117 0.285 -0.188 0.083
lkk -0.021 0.846 0.131  0.230 0.049 0.652 -0.169 0.120 -0.021 0.846
p-lkk -0.026 0.810 0.169 0.119 0.048 0.658 0.031 0.774 0.035 0.746
kB -0.123 0.259 0.135 0.215 -0.052 0.633 0.139 0.200 0.116 0.287
p-lkB 0.015 0.894 0.246 0.022 -0.076 0.487 0.146 0.181 -0.015 0.894
m-TOR -0.066 0.543 0.074 0.500 -0.024 0.830 0.011 0.920 0.036 0.744
p-m-TOR 0.036 0.742 -0.029 0.791 -0.029 0.794 -0.078 0.474 -0.030 0.785
p21 0.035 0.749 0.069 0.530 -0.087 0.425 -0.155 0.153 -0.189 0.081
p27 0.012 0.913  -0.114 0.298 -0.112 0.304 -0.186 0087 -0.117 0.283

Tabla 46. Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el estroma de los componentes de la via de
transduccion TGF-B/PI3K/Akt y las caracteristicas clinico patologicas de cancer de préstata (prueba de Spearman).
Los valores en negrita resalta la significancia estadistica (p<0.05).

3.4.4 Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el tumor y los
marcadores clasicos.

La intensidad de inmunotincidn en el tumor para TGF-B, TGFBRII, p-Akt-Ser, Bad, Bim,
Mcl-1, Ikk, p-Ikk, 1kB, p-IkB, mTOR, p-mTOR y p21 no presentd ninguna asociacion
significativa con los marcadores clasicos del cancer de prostata (Tabla 47). La intensidad en
el tumor presento una relacion directa entre TGFBRI y p27 con el estadio T clinico; y
TGFBRI con la progresion bioquimica. La expresion en el tumor fue inversa entre p-Akt-
Thr con la invasion perineural; y entre PI3K con los margenes quirtrgicos, progresion
bioquimica y supervivencia.
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PSA sérico preoperatorio  Estadio T patolégico  Estadio T clinico  Puntuacion Gleason

r p r p r p r p
TGF-B 0.145 0.184 0.008 0.938 0.147 0.178 -0.043 0.694
TGFBRI -0.078 0.479 0.098 0.537 0.207 0.057 0.083 0.451
TGFBRII -0.100 0.360 0.068 0.533 0.090 0.410 0.063 0.563
PI3K -0.140 0.199 0.052 0.633 0.093 0.396 0.043 0.694
p-Akt-Ser 0.107 0.326 -0.075 0.492 -0.101 0.356 -0.109 0.319
p-Akt-Thr  -0.032 0.770 -0.013 0.905 -0.018 0.868 0.040 0.717
Bad -0.006 0.957 -0.102 0.349 -0.023 0.835 0.054 0.619
Bim 0.023 0.836 0.154 0.157 0.047 0.669 -0.084 0.443
Mcl-1 -0.159 0.143 -0.085 0.437 0.032 0.770 -0.040 0.711
lkk -0.005 0.964 -0.197 0.069 0.072 0.511 0.013 0.909
p-lkk -0.002 0.987 -0.153 0.160 -0.038 0.729 -0.170 0.117
IKB 0.124 0.255 0.048 0.659 0.033 0.763 0.083 0.450
p-IKB -0.082 0.456 -0.064 0.560 -0.029 0.794 0.132 0.226
m-TOR 0.152 0.163 0.052 0.632 0.091 0.405 -0.030 0.776
p-m-TOR -0.069 0.530 -0.034 0.757 -0.134 0.217 -0.003 0.980
p21 0.089 0.413 0.104 0.342 0.014 0.901 0.017 0.880
p27 -0.118 0.278 0.134 0.220 0.259 0.016 -0.126 0.248
Invasion Implicacién de Margenes quirurgicos Progresién bioquimica Supervivencia
perineural ganglios positivos
r p r p r p r p r p
TGF-B -0.118 0.281 0.164 0.132 -0.067 0.539 0.002 0.988 -0.172 0.113
TGFBRI -0.006 0.958 0.017 0.878 -0.068 0.536 0.286 0.008 -0.072 0.514
TGFBRII -0.039 0.720 -0.052 0.635 -0.044 0.688 -0.001 0.996 -0.083 0.447
PI3K -0.010 0.924 0.101 0.354 -0.221 0.041 -0.211 0.051 -0.363 0.001
p-Akt-Ser 0.007 0.948 0.003 0.978 -0.054 0.625 -0.083 0.446 -0.049 0.656
p-Akt-Thr  -0.321 0.003 0.125 0.252 0.001 0.991 -0.054 0.619 -0.084 0.441
Bad -0.014 0.898 -0.005 0.964 -0.096 0.380 -0.121 0.267 -0.100 0.362
Bim 0.049 0.654 -0.169 0.119 -0.113 0.299 0.071 0.519 -0.014 0.898
Mcl-1 -0.028 0.797 0.043 0.697 0.030 0.785 0.069 0.526 -0.045 0.680
lkk 0.011 0.922 0.181 0.095 0.064 0.560 0.035 0.747 0.048 0.657
p-lkk 0.007 0.947 0.143 0.188 0.121 0.269 0.102 0.348 0.098 0.371
IKB -0.143 0.188 0.123  0.260 -0.147 0.178 0.078 0.476 -0.115 0.292
p-IKB 0.054 0.621 0.133 0.224 -0.059 0.588 0.081 0.456 -0.008 0.945
m-TOR -0.004 0.971 0.024 0.827 -0.119 0.274 0.194 0.073 -0.004 0.971
p-m-TOR 0.036 0.742 -0.029 0.791 -0.029 0.794 -0.078 0.474 -0.030 0.785
p21 0.086 0.429 -0.037 0.733 -0.029 0.760 -0.154 0.157 -0.066 0.544
p27 0.133  0.222 0.068 0.534 0.038 0.727 0.028 0.798 -0.092 0.398

Tabla 47. Correlacion entre la intensidad de la inmunohistoquimica en el estroma de los componentes de la via de
transduccion TGF-B/PI3K/Akt y las caracteristicas clinico patologicas de cancer de préstata (prueba de Spearman).
Los valores en negrita resalta la significancia estadistica (p<0.05).
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3.5 Correlacion de la expresion de la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt
con el tiempo de recurrencia bioquimica (analisis de supervivencia)

En el analisis de Kaplan-Meier y el test del log-rank (Figura 40) para la expresion de TGF-
B en el estroma, los pacientes negativos tienen tiempos de supervivencia dos veces mas
cortos que los positivos. Para la expresion de TGFBRI los pacientes positivos tienen
tiempos cinco veces mas cortos que los negativos. La expresion en el estroma y tumor de
PI3K tuvieron tiempos de progresion bioquimica significativamente mas cortos los
pacientes negativos que los positivos.
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Figura 40. Analisis de Kaplan-Meier de la expresion de los componentes de la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt con
resultados significantes. Las barritas verticales se corresponden con observaciones censuradas. El valor de p corresponde a la
prueba del log-rank.

El andlisis de la intensidad de los componentes de la ruta Kaplan-Meier y el test del /og-
rank (Figura 41) mostraron valores de significacion para TGFBRI donde los pacientes
positivos altos presentaron tiempos de recurrencia bioquimica significativamente mas
cortos que los positivos bajos en el estroma, en PI3K no hay diferencia entre los pacientes
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positivos bajos con respecto a los positivos altos. En el tumor los pacientes positivos altos
para TGFBRI tuvieron tiempos cinco veces mas cortos que los positivos bajos.
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Figura 41. Analisis de Kaplan-Meier de la inmunotincién de los componentes de la via de transduccién TGF-B/PI3K/Akt
con resultados significantes. Las barritas verticales se corresponden con observaciones censuradas. El valor de p corresponde a
la prueba del log-rank.
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El modelo de la regresion de riesgos proporcionales de Cox unifactorial (Tabla 48)
confirmé los resultados obtenidos para TGF-B, TGFBRI y PI3K en la expresion del
estroma. En cambio en el tumor solo se confirmo el resultado para PI3K.

Estroma p RR (IC 95%) Tumor p RR (IC 95%)
TGF-B 0.033 0.434 (0.202-0.934) TGF-B 0.825 0.921 (0.443-1.914)
TGFBRI 0.002 3.114 (1.496-6.483) TGFBRI 0.092 2.080 (0.888-4.873)
TGFBRII 0.794 1.104 (0.527-2.312) TGFBRII  0.698 1.232 (0.429-3.542)
PI3K 0.003 0.256 (0.103-0.638) PI3K 0.000 0.102 (0.31-0.328)
p-Akt-Ser 0.162 0.544 (0.232-1.276) p-Akt-Ser 0.275 0.555 (0.193-1.598)

p-Akt-Thr 0.715 0.853 (0.364-1.998) p-Akt-Thr 0.715 0.853 (0.364-1.998)
Bad 0.657 0.848 (0.409-1.757) Bad 0.115 0.555 (0.267-1.154)
Bim 0.669 0.830 (0.355-1.945) Bim 0.624 1.348 (0.408-4.456)
Mci-1 0.768 1.145 (0.466-2.812) Mcl-1 0.787 0.875 (0.334-2.295)
lkk 0.657 0.831 (0.368-1.877) lkk 0.843 0.921 (0.408-2.079)
p-lkk 0.582 1.311 (0.500-3.436) p-lkk 0.451 1.501 (0.522-4.314)
kB 0.064 2.031 (0.959-4.305) kB 0.357 1.416 (0.676-2.965)
p-lkB 0.643 1.223 (0.522-2.863) p-lkB 0.881 1.071 (0.436-2.631)

mTOR 0.452 21.483 (0.007-63729) | mTOR 0.452 21.483 (0.007-63729)
p-mTOR  0.858 0.833(0.113-60129) | p-mTOR  0.720 0.769 (0.183-3.235)
p21 0.065 0.476 (0.216-1.048) p21 0.388 0.673 (0.274-1.654)
p27 0.104 0.371 (0.112-1.228) p27 0.686 1.165 (0.556-2.439)

Tabla 48: Analisis de Cox unifactorial de la expresion en estroma y tumor de marcadores en estudio de
la via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt para el tiempo de recurrencia bioquimica. RR: razon de riesgo;
IC: intervalo de confianza.

El modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox unifactorial (Tabla 49) confirmé
los resultados obtenidos para la intensidad de TGFBRI en el estroma y el tumor, asi como
para PI3K solo en el tumor.

Estroma p RR (IC 95%) Tumor p RR (IC 95%)

TGF-B 0.079 0.630 (0.377-1.054) TGF-B 0.919 1.025 (0.636-1.652)
TGFBRI 0.001 2.844 (1.564-5.172) TGFBRI 0.008 1.905 (1.185-3.064)
TGFBRII 0.955 0.983 (0.542 — 1.784) | TGFBRII 0.887 1.036 (0.637-1.685)
PI3K 0.088 0.630 (0.370-1.071) PI3K 0.050 0.423 (0.234-0.767)
p-Akt-Ser 0.572 0.872 (0.541-1.404) p-Akt-Ser 0.329 0.772 (0.460-1.298)
p-Akt-Thr 0.744 0.930 (0.601-1.438) p-Akt-Thr 0.705 0.921 (0.602-1.409)

Bad 0.971 1.009 (0.641-1.586) Bad 0.260 0.767 (0.537-1.183)
Bim 0.585 0.854 (0.484-1.505) Bim 0.456 1.238 (0.706-2.173)
Mcl-1 0.247 1.360 (0.808-2.290) Mcl-1 0.676 1.116 (0.668-1.865)
lkk 0.136 0.726 (0.477-1.106) lkk 0.934 1.018 (0.665-1.558)
p-lkk 0.823 1.053 (0.669-1.656) p-lkk 0.489 1.193 (0.723-1.968)
kB 0.327 1.236 (0.809-1.887) kB 0.437 1.162 (0.796-1.697)
p-kB 0.234 1.331 (0.831-2.130) p-lkB 0.604 1.132 (0.708-1.809)

m-TOR 0.670 1.152 (0.600-2.213) m-TOR 0.067 2.326 (0.924-5.741)
p-m-TOR 0.488 0.791 (0.407-1.536) p-m-TOR 0.298 0.738 (0.417-1.307)
p21 0.170 0.636 (0.367-1.103) p21 0.219 0.751 (0.475-1.186)
p27 0.104 0.371 (0.112-1.228) p27 0.725 1.123 (0.589-2.140)

Tabla 49: Analisis de Cox unifactorial de la intensidad en estroma y tumor de marcadores en estudio de
la via de transduccién TGF-B/PI3K/Akt para el tiempo de recurrencia bioquimica. RR: razén de riesgo;
IC: intervalo de confianza.
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3.6 Significado clinico de la expresion de las rutas de transduccion en el
estroma y tumor en cancer de prostata

3.6.1 Analisis de frecuencia de los parametros clinicos

Los pacientes, con una media de edad de 66.00 (52-74 aios), se distribuyeron segin los
parametros clinicos establecidos: PSA preoperatorio, puntuacion Gleason, margenes
quirurgicos, invasidon perineural, ganglios, estadio patoloégico, progresiéon bioquimica y
supervivencia (Tabla 50).

Mediana (rango)
Edad (afios) 66.00 (52 —74)
PSA sérico preoperatorio (ng/ml) 11.35 (1,4- 233)
% (n) % (n)
PSA sérico preoperatorio Puntuacién Gleason
<10 ng/ ml 36.0 (31) <6 82.6 (71)
210 ng/ ml 64.0 (55) 7 9.3 (8)
28 8.1(7)
Estadio clinico Estadio patolégico
1 54.7 (47) ] 65.1 (56)
Il 45.3 (39) ] 31.4 (27)
v 3.5(3)
Invasion perineural 26.7 (23) | Invasion de ganglios 4.7 (4)
Margenes quirurgicos positivos  38.4 (33) | Progresién bioquimica 33.7 (29)
Supervivencia 73.3 (63)

Tabla 50. Distribucion de pacientes segiin los parametros clinico-patologicos establecidos.

3.6.2 Valor pronostico de los marcadores clasicos para recurrencia bioquimica en la cohorte
estudiada

El analisis de Kaplan-Meier (Figura 42) y la prueba de Cox unifactorial (Tabla 51)
confirmaron el valor pronostico para la recurrencia bioquimica del estadio T patoldgico,
puntuacion Gleason y metastasis en ganglios linfaticos pero no del PSA sérico total
preoperatorio, invasion perineural y estatus de margenes quirtirgicos.

p RR (IC al 95%)
PSA sérico preoperatorio 0.146 1.879 (0.802 — 4.401)
Estadio T patolégico 0.017 2.017 (1.132 - 3.595)
Puntuacién Gleason 0.005 3.128 (1.420 - 6.893)
Invasion perineural 0.077 1.971 (0.930 — 4.177)
Implicacién de ganglios 0.001 0.166 (2.068 — 18.381)
Margenes quirdrgicos 0.404 1.367 (0.657 — 2.844)

Tabla 51. Anilisis de regresion de riesgo proporcional de Cox unifactorial de marcadores
clasicos para el tiempo de recurrencia bioquimica. Los valores en negritas resaltan la
significacion estadistica. RR: razon de riesgo; IC: intervalo de confianza.
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Figura 42. Analisis de Kaplan-Meier de marcadores clisicos para el tiempo de recurrencia bioquimica. Las barritas
verticales se corresponden con observaciones censuradas. El valor de p corresponde a la prueba del log-rank.
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3.7 Valor pronoéstico para recurrencia bioquimica de los componentes de las
rutas de transduccion estudiadas en asociacion con marcadores clasicos

Después de realizarse el andlisis de supervivencia, el andlisis de Cox unifactorial y
determinar cudles de nuestros factores en estudio tenian valor pronostico para recurrencia
bioquimica se analizo su utilidad en conjunto con los marcadores clasicos. Se escogieron
para ello los marcadores clasicos de importancia en esta cohorte tras corroborarse su valor
pronostico (ver Tabla 51 y Figura 42). Se utilizdé para tal fin el analisis de Cox
multifactorial limitando el nimero de factores incluidos para evitar el sobre ajuste
(overfitting) en los modelos y asi permitir la eficacia en la prediccion.

Via de transduccion IL-1a/p38/NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1

El analisis de Cox unifactorial en la expresion en el estroma y en el tumor para IL-1a, IL-
1Ra y p38; asi como, intensidad en el tumor de IL1a y p38 en el estroma, resultaron tener
por si solos valor prondstico para la recurrencia bioquimica.

La expresion de IL-1a en el estroma y en el tumor (Tabla 52A, 52B) se mantuvieron como
factor prondstico independiente para los efectos del estadio T patoldgico, puntuacion
Gleason e implicacion de ganglios. El valor pronostico de los tres marcadores clasicos se
observo en ambos modelos (Tabla 52A, 52B) indicando que la expresion de IL-1a en el
estroma y en el tumor son factores pronosticos complementarios al estadio T patoldgico,
puntuacion Gleason e implicacion de ganglios.

La expresion de IL-1Ra y p38 en el estroma, e IL-1Ra en el tumor (Tabla 52C-E) se
mantuvieron como factores pronosticos independientes tras el ajuste del estadio T
patoldgico y puntuacion Gleason. Lo que indica que IL-1Ra y p38 en el estroma e IL-Ra en
el tumor son factores pronosticos complementarios al estadio T patoldgico y la puntuacion
Gleason.

La expresion de p38 en el tumor se mantuvo como factor prondstico independiente tras el
ajuste del estadio T patoldgico e implicacion de ganglios. El valor prondstico de ambos
marcadores se observé en este modelo (Tabla 52F) lo que indica que los valores de p38 en
el tumor son valores pronosticos complementarios al estadio T patolégico e implicacion de
ganglios.

Al analisis de supervivencia unifactorial en la intensidad en el estroma de p38 y en el tumor
para IL-1a, resultaron tener por si solos valor prondstico para la recurrencia bioquimica.

La intensidad de p38 (Tabla 53A) en el estroma mantuvo su valor prondstico con el estadio
T patoldgico. La intensidad de IL-1a en tumor mantuvo su valor pronostico independiente
tras ajustar para los efectos del estadio T patoldgico, puntuacion Gleason e implicacion de
ganglios. El valor prondstico de estos tres marcadores se conservo (Tabla 53B) lo que
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indica que IL-1a es un factor pronostico complementario a estadio T patoldgico, puntuacion
Gleason e implicacion de ganglios.

A
Estadio T patolégico 0.014 2.113 (1.166 — 3.827)
Puntuacion Gleason 0.002 3.798 (1.639 — 8.801)
Implicacion de ganglios 0.008 4.737 (1.500 — 14.956)
IL-1a expresion estroma  0.003 0.265 (0.109 — 0.644)

B
Estadio T patolégico 0.020 2.026 (1.118 — 3.669)
Puntuacién Gleason 0.004 3.447 (1.502 — 7.913)
Implicacion de ganglios 0.010 4.533 (1.444 — 14.233)
IL-1a expresion tumor 0.010 0.272 (0.101 — 0.734)

C
Estadio T patolégico 0.006 2.339 (1.270-4.308)
Puntuacién Gleason 0.005 3.203 (1.423-7.211)
IL-1Ra expresion estroma 0.055 2.435 (0.981-6.048)

D
Estadio T patolégico 0.011 2.281 (1.204 — 4.322)
Puntuacién Gleason 0.007 3.084 (1.368 — 6.953)
IL-1Ra expresién tumor 0.029 4.978 (1.175 — 21.098)
E
Estadio T patolégico 0.006 2.304 (1.267 - 4.188)
Puntuacién Gleason 0.008 3.034 (1.343 — 6.855)
p38 expresion estroma 0.037 0.424 (0.190 — 0.9948)
F
Estadio T patolégico 0.027 1.896 (1.074 — 3.345)
Implicacién de ganglios 0.005 4.961 (1.630 — 15.097)
p38 expresion tumor 0.013 0.392 (0.187 — 0.821)

Tabla 52. Analisis de Cox multifactorial para el tiempo de recurrencia bioquimica
de la expresion en el estroma y tumor de los componentes de via de transduccion
11-1a/p38/NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1 junto con los marcadores clasicos. Los valores en
negrita resaltan la significacion estadistica. RR: razon de riesgo; IC: intervalo de

confianza.
A p RR (IC al 95%)
Estadio T patologico 0.011 2.130 (1.186 — 3.827)
p38 Intensidad estroma 0.018 1.806 (1.105 — 2.953)
B p RR (IC al 95%)
Estadio T patolégico 0.016 2.063 (1.145 —3.719)
Puntuacion Gleason 0.002 3.639 (1.580 — 8.380)

Implicacion de ganglios  0.008 4.718 (1.495 — 14.887)
IL-1a Intensidad tumor  0.005 0.499 (0.305 — 0.815)

Tabla 53. Analisis de Cox multifactorial para el tiempo de recurrencia
bioquimica de la intensidad en el estroma y tumor de los componentes de la
via de transduccion IL-1a/p38NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1 junto con los
marcadores clasicos. Los valores en negrita resaltan la significacion estadistica.
RR: razoén de riesgo; IC: intervalo de confianza.
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Via de transduccion TGF-B/PI3K/Akt

La expresion de TGF-B, TGFBRI, PI3K en el estroma y PI3K en tumor al realizar el
analisis unifactorial de Cox mostré que estos factores podian tener por si solos valor
prondstico para la recurrencia bioquimica. Al estudiar su utilidad en conjunto con
marcadores cldsicos por el modelo de regresion de Cox multifactorial TGF-B (Tabla 54A),
TGFBRI (Tabla 54B) y PI3K (Tabla 54C) en el estroma se mantuvieron como factores
prondsticos independientes tras ajustarse para los efectos del estadio T patoldgico,
puntuacion Gleason e implicacion de ganglios.

PI3K en el tumor (Tabla 54D) resulto ser un marcador pronodstico de recurrencia
bioquimica después de ajustar para los efectos de la puntuacion Gleason e implicacion de
ganglios.

A
Estadio T patolégico 0.008 2.176 (1.224 — 3.867)
Puntuacion Gleason 0.005 3.456 (1.442 — 8.282)
Implicacién de ganglios 0.022 3.796 (1.211 — 11.898)
TGF-B expresion estroma  0.019 0.399 (0.185 — 0.861)
B
Estadio T patolégico 0.045 1.875 (1.015 - 3.464)
Puntuacion Gleason 0.001 4.068 (1.751 — 9.449)
Implicacién de ganglios 0.042 3.472 (1.047 — 11.519)
TGFBRI expresion estroma 0.002 3.432 (1.596 — 7.380)
C
Estadio T patoldgico 0.010 2.113(1.200 — 3.719)
Puntuacion Gleason 0.003 3.518 (1.542 — 8.028)
Implicacion de ganglios 0.007 4.944 (1.562 — 15.644)
PI3K expresion estroma 0.000 0.172 (0.065 — 0.452)

D
Puntuacion Gleason 0.033 2.440 (1.073 — 5.552)
Implicacion de ganglios 0.002 6.023 (1.891 — 19.187)
PI3K expresion tumor 0.000 0.087 (0.026 — 0.293)

Tabla 54. Andlisis de Cox multifactorial para el tiempo de recurrencia
bioquimica de la expresion en el estroma y tumor de los componentes de la via de
transduccion TGF-B/PI3K/AKT junto con los marcadores clisicos. Los valores en
negrita resaltan la significacion estadistica. RR: razén de riesgo; IC: intervalo de
confianza.

La intensidad de TGFBRI y PI3K tanto en el estroma como en el tumor se mantuvieron
como factores prondsticos independientes cuando se realizé el analisis de Cox unifactorial.
La intensidad en el estroma de TGFBRI (Tabla 55A) en el anélisis de Cox multifactorial
resultd ser un factor pronostico complementario al estadio T patoldgico, puntuacion
Gleason e implicacion de ganglios, sin embargo, el mismo marcador en el tumor es
complementario después del ajuste con el estadio T patologico y puntuacion Gleason.
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La intensidad de PI3K en el estroma y tumor resultd ser un marcador prondstico de
recurrencia bioquimica tras el ajuste con estadio T patoldgico, puntuacion Gleason e
implicacion de ganglios (Tabla 55C-D).

A
Estadio T patoldgico 0.044 1.856 (1.016 — 3.390)
Puntuacion Gleason 0.005 3.334 (1.434 —7.754)
Implicacion de ganglios 0.023 3.952 (1.211 — 12.898)
TGFBRI intensidad estroma 0.001 2.559 (1.444 — 4.535)

B
Estadio T patoldgico 0.011 2.130 (1.186 — 3.827)
Puntuacion Gleason 0.004 3.263 (1.444 — 7.375)
TGFBRI intensidad tumor 0.018 1.806 (1.105 — 2.953)

C
Estadio T patoldgico 0.009 2.197 (1.218 — 3.963)
Puntuacion Gleason 0.002 3.622 (1.573 — 8.341)
Implicacion de ganglios 0.006 5.012 (1.581 — 15.892)
PI3K intensidad estroma 0.022 0.517 (0.293 - 0.911)

D
Estadio T patoldgico 0.023 1.953 (1.096 — 3.481)
Puntuacion Gleason 0.006 3.223 (1.403 — 7.402)
Implicacion de ganglios 0.005 5.525 (1.699 — 17.968)
PI3K intensidad tumor 0.002 0.382 (0.209 — 0.697)

Tabla 55. Anilisis de Cox multifactorial para el tiempo de recurrencia bioquimica
de la intensidad en el estroma y tumor de los componentes de la via de transduccién
TGF-B/PI3K/AKT junto con los marcadores clasicos. Los valores en negrita resaltan
la significacion estadistica. RR: razon de riesgo; IC: intervalo de confianza.
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4 Cultivos celulares
A. TGF-B

1. Efecto de TGF-B en el tamaiio de la poblacion celular

Primero se determind el efecto de las concentraciones crecientes de TGF-B en el tamafio de
la poblacion celular viable mediante el ensayo del MTT a 24, 48 y 72 h de tratamiento
(Figura 43). En las tres lineas se observo un aumento de la proliferacion, poco visible a 24
h de tratamiento, que aumentaba a las 48 h y empezaban a estabilizarse y disminuian a 72
h. También se probaron diferentes concentraciones de TGF-B, observando que la
proliferacion aumentaba con una concentracion mayor de Ing/ml de TGF-B y se
estabilizaba entre los 5 y 10 ng/ml.

s LNCaP pc3 06 RWPE-1
’ 12
1 3 05
08 08 04 o1
06 06 03 :
04 04 02
02 02 - 01 I I I I
o mEEN RN .
C 1 5 10 C 1 5 10 C 1 5 10 C 1 5 10 C6 1 5 10 C 1 5 10 C 1 5 10 C 1 5 10 C 1 5 10
TGF-B [ng/ml] TGF-B [ng/ml] TGF-B [ng/ml]

Figura 43. Efectos de TGF-B en el tamaiio de la poblacién viables de células LNCaP, PC3 y RWPE-1. Las células fueron
tratadas con TGF-B a las concentraciones indicadas a las 24 h (rojo), 48 h (azul) y 72 h (verde). Al final del tratamiento las células
fueron incubadas con MTT.
Para homogenizar los experimentos se eligieron como condiciones de trabajo para las tres
lineas celulares un tiempo de 48 h y dos concentraciones: 5 ng/ml y 10 ng/ml (Figura 43).

2. Induccidn de proliferacion de TGF-B

Se determind la distribucion de células segun su contenido en DNA con el fin de conocer si
el efecto ejercido por TGF-B se debia a la proliferacion celular. La distribucion celular
determinada por incorporacién de ioduro de propidio y medida por citometria de flujo en
los cultivos de las tres lineas celulares sometidos a TGF-B, mostré un incremento de la
posicion de la células en la fase S+G2/M paralelo al aumento de concentracién de estas
citoquinas a la vez que disminuye la fraccion Gy/G;. En este sentido, se han observado
diferencias entre las tres lineas. En LNCaP va aumentando hasta 5 ng/ml y luego comienza
a desaparecer.

En PC3 la cuspide se produce con 10 ng/ml. En RWPE-1 se estabiliza entre 1 y 10 ng/ml y
el descenso se produce con concentraciones mayores (Figura 44).
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Figura 44. Efecto de TGF-B a diferentes concentraciones sobre las lineas celulares LNCaP, PC3 y RWPE-1. Las células
fueron tratadas con diferentes concentraciones de TGF-B. Al final del tratamiento se estim¢ la distribucion de las células segiin su
cantidad de DNA por citometria de flujo de las tres lineas celulares.

3. Efecto de la inhibicion de p38 en la proliferacion por TGF-B

Para estudiar el papel del inhibidor de p38 en la proliferacion celular mediada por TGF-B,
primero analizamos mediante ensayo del MTT el efecto de dicho inhibidor (SB203508) a
una concentracion de 10 pM, en combinacion con TGF-B (5 y 10 ng/ml) a 48 h de
tratamiento. En condiciones basales, la inhibicion de p38 MAPK no tuvo efecto en RWPE-

1, mientras que hizo disminuir la proliferacion celular en PC-3 y LNCaP (Figura 45).

Cuando se combin¢ el inhibidor y TGF-B, también disminuy¢ la proliferacion respecto a la

situacion sin inhibidor.
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Figura 45. Efecto de la inhibicion de p38 en la proliferacién mediada por TGF-B. Los graficos muestran el efecto de TGF-B a 0
ng/ml (azul), 5 ng/ml (gris) y 10 ng/ml (negro) solo o combinado con el inhibidor p38 a una concentracion de 10 uM en el tamaiio de
la poblacion viable de las células LNCaP, PC3 y RWPE-1 medida a 48 h de la adicion de la citoquina mediante al ensayo de MTT.
Los inhibidores se aplicaron 4 h antes del tratamiento con TGF-B.
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4. Induccién de p38 en la proliferacion por TGF-B

Para determinar si el inhibidor de p38 frena la proliferacion celular en combinacion con
TGF-B, las células fueron tratadas como se describe en el apartado anterior y se determino
que tanto en LNCaP como en PC-3, el porcentaje de células S+G2/M aumenta respecto al

control en presencia de TGF-B, a la vez que disminuye el porcentaje de células en Gy/G;
(Figura 46).
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Figura 46. Inhibicién de p38 en la proliferacion de la fraccion celular de LNCaP, PC3 y RWPE-1 mediada por TGF-B.

El inhibidor de p38 por si mismo no indujo cambios significativos en la fraccion sub-Go/G;
pero si disminuyd ligeramente el porcentaje de células en S+G2/M. Cuando se combina el
inhibidor y el factor, no se recupera el efecto proliferativo del TGF-B (Figuras 46 y 47).
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Figura 47. Histogramas de los ciclos celulares de LNCaP, PC3 y RWPE-1. Los resultados fueron obtenidos por citémetro de
flujo post tratamiento de TGF-B y el inhibidor p38.

5. Efecto de la inhibicion de ERK en la proliferacion mediada por TGF-B

Se realizo el ensayo del MTT con el inhibidor ERK (PD98059) a una concentracion de 20
uM, en combinacion con TGF-B (5 y 10 ng/ml) a 48 h de tratamiento, para estudiar el
efecto de dicho inhibidor en conjunto con TGF-B sobre la proliferacion celular. En
condiciones basales, la inhibicion de ERK no tuvo efecto sobre RWPE-1, mientras que
sobre PC3 y LNCaP disminuy¢ la proliferacion. Cuando el efecto inhibidor se combina con
TGF-B, también se observa disminucion del crecimiento con respecto a las condiciones sin
el mismo (Figura 48).
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Figura 48. Efecto de la inhibicién de ERK en la proliferacién mediada por TGF-B. Los graficos muestran el efecto de TGF-B a 0
ng/ml (azul), 5 ng/ml (gris) y 10 ng/ml (negro) solo o combinado con el inhibidor ERK a una concentracién de 10 uM en el tamaiio de
la poblacion viable de las células LNCaP, PC3 y RWPE-1 medida a 48 h de la adicion de la citoquina mediante el ensayo de MTT. Los
inhibidores se aplicaron 4 h antes del tratamiento con TGF-B.
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6. Induccion de ERK en la proliferacion mediada por TGF-B

Para determinar si el inhibidor de ERK frena la proliferacion celular en combinacion con el
TGF-B se realiz6 un analisis de la poblacion celular mediante citometria de flujo siguiendo
el mismo procedimiento del experimento anteriormente explicado. Se observa que en las
lineas celulares PC3 y LNCaP, en presencia de TGF-B, se producen aumentos
significativos de proporcion celular en S+G2/M que coinciden con la disminucién en las
mismas proporciones de células en Go/G;. El efecto del inhibidor por si solo no arroja
cambios significativos con las poblaciones celulares en G¢/G; mientras que si disminuye
ligeramente el porcentaje de células en S+G2/M. Cuando el inhibidor se combina con la
citoquina, no se recupera el efecto proliferativo del TGF-B observado (Figura 49 y 50).
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Figura 49. Inhibicién de ERK en la proliferacion de la fraccion celular de LNCaP, PC3 y RWPE-1 mediada por TGF-B.
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Figura 50. Histograma de los ciclos celulares de LNCaP, PC3 y RWPE-1. Los resultados fueron obtenidos por
citometro de flujo post tratamiento de TGF-B y el inhibidor de ERK
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B. EGF
1. Efecto de EGF en el tamafio de la poblacion celular

Primero se determind el efecto de las concentraciones crecientes de EGF en el tamafio de la
poblacion celular de LNCaP viable mediante el ensayo del MTT. Como se muestra en la
Figura 51 el crecimiento de las células LNCaP sometidas a deprivacion de androgenos (CS-
FBS) fue menor que las células LNCaP cultivadas en medio completo (FBS). EGF
increment6 el crecimiento de las células LNCaP de una manera dependiente de la dosis en
el caso de deprivacion de andrégenos, alcanzando una respuesta maxima 2 veces superior
después de 6 dias de tratamiento con 10 ng/ml de EGF.
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Figura 51. Tamaiio de la poblacién de células viables, estimado mediante el ensayo de MTT en los
tiempos indicados. Los valores de absorbancia (media + SD de cuatro determinaciones) estan representados en
relacion con las células tratadas solo con CS-FBS, que recibi6 el valor de 100. (*p < 0.05; **p < 0.005; t de
Student).

2. Efecto de la privacion de androgenos y EGF sobre la muerte celular

Las células LNCaP cultivadas en medio suplementado con 10% de FSB o expuestas a
medio con 10% CS-FBS solo o combinado con 10 ng/ml de EGF. Después de 3 y 6 dias de
tratamiento, la perdida de la integridad de la membrana plasmatica se estimé mediante la
evaluacion de PI-céls-permeables (muerte) no se obtuvo variacion significativa con los
tratamientos (Figura 52). Los perfiles de ciclo celular a los seis dias de tratamiento no
variaron significativamente (Figura 53).
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Figura 53. Histogramas de citometria de flujo obtenidos a los 6 dias de tratamiento, mostrando las fracciones de las
células IP-células permeables.

3. Efecto de la privacion de andréogenos y tratamiento EGF sobre la
distribucién del ciclo celular de células LNCaP

Las células fueron cultivadas en medio suplementado con 10% de FBS o fueron expuestas a
un medio que contiene 10% CS-FBS solo o combinado con 10 ng/ml de EGF. La
distribucion del ciclo celular fue estimada de acuerdo con el contenido de ADN por
citometria de flujo. Tras la privacion de andrégenos, la proporcion de células LNCaP en
Gy/G; fue mayor que los que se cultivaron en medio FBS suplementado. En el caso de la
proporciéon en S 'y G2/M fue mas baja (Figura 54 y 55). Aunque hubo una tendencia hacia
una disminucion de las células en G2/M, la diferencia no fue estadisticamente significativa.
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Figura 54. Porcentaje de células en fase Gy/G;, S y G2/M del ciclo celular (media + SD de cuatro determinaciones) a
los 3 y 6 dias de tratamiento. (* p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,001; t de Student).
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Figura 55. Perfiles de ciclos celulares a los 6 dias de tratamiento, mostrando las
fracciones de células en las diferentes fases del ciclo celular y las fracciones de células
apoptoticas (Ap.).

4. Efecto de la inhibicion de p38 MAPK, MEK e Ikk-B en la proliferacion
inducida por EGF de células LNCaP en condiciones de deprivacion de
androgenos

Para comprender como los marcadores moleculares contribuyen a los efectos proliferativos
de EGF sobre el crecimiento de células LNCaP en condiciones de privacion de androgenos,
se realizaron ensayos MTT en el que la actividad de p38 MAPK, MEK o Ikk-B se inhibi6
mediante la aplicacion de inhibidores quimicos. Se aplicaron 4 h con antelacion a la adicion
de CS-FBS o CS-FBS méas EGF. Cuando se inhibe p38, el efecto de EGF en el crecimiento
de células LNCaP a los 6 dias fue completamente abolido, mientras que no se encontraron
diferencias significativas cuando se aplicaron los inhibidores de Ikk-B o MEK (Figura 56).
Tal efecto parece ser causado principalmente por bloqueo de EGF, impidiendo la transicion
de Go/G; a S, ya que el porcentaje de células a lo largo de diferentes fases del ciclo celular
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se mantuvo al mismo nivel que el control (privacion de androgenos). Es de descartar que la
inhibicion de p38 no produjo cambios en la muerte celular, con o sin EGF.

250 250

- 200
I m I I
I 3 I
- + 10 ng/ml EGF - + E +
+ + PS1145 - + +

250 .

g
§
]
m . I | I
o
+ - +
- + +

0
10 ng/ml EGF - 10 ng/ml EGF - +
$B203580 - PD98059 w

g

H
N
8

&
H
g

g
g

Abs 570 nm (% del control)
Abs 570 nm (% del control)
Abs 570 nm (% del control)

")

g
g
g

Figura 56. Los valores de absorcion (media + SD de tres determinaciones) estin representados en relacion con las células
tratadas solo con CS-FBS, que recibi6 el valor de 100. (*p < 0.05; t de Student).

5. Efecto de la inhibicion de p38 MAPK y la estimulacion de EGF en la
fosforilacion de Rb y la distribucion del ciclo celular de las células LNCaP en
condicion de deprivacion androgeno

Las células LNCaP se trataron con CS-FBS o CS-FBS mas 10 ng/ml de EGF. Antes del
tratamiento, las células se incubaron con 10 nM de inhibidor de p38 durante 4 h. El ciclo
celular fue evaluado por citometria de flujo. El inhibidor de p38 contrarresta la reduccion
en la fraccion de privacion de androgenos Go/G; en las LNCaP detenido por completo a los
3 dias y en menor medida en 6 dias de tratamiento (Figura 57). En consecuencia, en virtud
del agotamiento de andrdégenos, las células tratadas con EGF y el inhibidor de p38 mostro
niveles similares de fosforilacion de Rb que los de las células no tratadas (Figura 57). Por
otra parte, el inhibidor de p38 MAPK no produjo cambios en la muerte celular, ni solo ni en
combinacion con EGF. Estos hallazgos indican que la p38 MAPK contribuye a inducir la
proliferacion de las células LNCaP en condiciones de deprivacion de androgeno mediante
la promocion de la transicion Go/G; a S.
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Figura 57. La distribucion del ciclo celular fue estimada por citometria de flujo segiin el contenido de ADN. Los resultados se

representan como porcentaje de las células (media = SD de cuatro determinaciones) en fase Go/G, S y G2/M del ciclo celular. (*p <
0.05; **p < 0.005; *** p <0,001; t de Student).
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1V Discusion

1 Expresion proteica de los componentes de la via de
transduccion IL-1a/p38/NF-kB/ATF/AP-1/Elk-1 y su
implicacion en la préostata normal y la patologia prostatica

1.1 Expresion de IL-1 y sus receptores

La familia IL-1 estd relacionada con procesos inflamatorios en la iniciacion y promocion
del desarrollo del tumor, asi como en la activacion y supresion de la inmunidad anti-
tumoral. En este estudio, las muestras sin enfermedad prostatica no tuvieron expresion para
IL-1a, IL-1RII o IL-1Ra y las muestras con patologia prostitica han mostrado una
distribucién muy homogénea. Hallazgos similares se han obtenidos en trabajos previos de
nuestro grupo (Ricote y cols., 2004; Royuela y cols., 2008).

En esta investigacion tanto la frecuencia como la expresion de la familia IL-1a aument6 en
HBP y en las muestras con cancer frente a las muestras de prostata normal y biopsias. Estos
datos corroboran resultados publicados de nuestro grupo de investigacion resefiando la
importancia de esta familia en los procesos inflamatorios (Ricote y cols., 2004; Royuela y
cols., 2008). Estudios previos describen que la expresion de IL-1a en las células epiteliales
prostaticas en un modelo de raton transgénico produjo un aumento de tamafo de la prostata
y obstruccion de la vejiga (Vital y cols., 2014). Otro estudio que apoya el papel de la IL-1
en el crecimiento prostatico describe ausencia de hiperplasia en ratones IL-RI (-/-) a pesar
de exhibir infiltrados de células inflamatorias (Hahn y cols., 2014).

Encontramos que la IL-la mostrd una correlacién negativa con la invasion perineural,
supervivencia y progresion bioquimica. Al contrario, el receptor antagonista IL-1Ra se
correlaciona positivamente con la progresion bioquimica. Por otro lado, la expresion en el
tumor de IL-1B e IL-I1RI estd relacionada con el estadio T clinico, mientras que la
correlacion de IL-1RII fue con el PSA preoperatorio y estadio T clinico. No se han
encontrado en la bibliografia consultada datos previos de correlacion de estas citoquinas
con los marcadores clasicos en cancer de prostata. Solo trabajos previos de nuestro grupo
en otra cohorte de pacientes encontrd una relacion significante entre IL-1RII e IL-1B con el
PSA y la puntuacion Gleason (Rodriguez-Berrigueta y cols., 2013).

Se ha observado retraso en el crecimiento del tumor y una respuesta angiogénica
deteriorada en ratones deficientes de IL-1a (Rider y cols., 2013). Sin embargo, en ratones
deficientes de IL-1B los tumores aparecieron después de un periodo de latencia prolongado,
sin casi respuesta inflamatoria durante el desarrollo tumoral y las células malignas
aumentaron su potencial invasivo y metastasico (Voronov y cols., 2013; 2014). Los niveles
bajos de IL-1Ra en ascitis se asociaron con mejor pronodstico y supervivencia libre de

153



Norelia Torrealba Abache

progresion (Mustea y cols., 2008). Voronov y cols. (2013) describe la neutralizacion de la
familia IL-1 como posible terapia anti-cancer.

Estudios recientes con lineas celulares LNCaP describen a la IL-1a como promotor del
crecimiento del cancer de prostata. La IL-1a se ha descrito en otros tipos de cancer como
higado, colon, pancredtico, gastrico o en carcinoma de cabeza y cuello. Podria estar
involucrada en la proliferacion celular, angiogénesis y metastasis (Matsuo, 2009; Leén y
cols., 2015). Hay pruebas de que el tratamiento con IL-1 afectaria la capacidad del sistema
inmune (Dinarello y van der Meer, 2013; Dinarello, 2014). Como la interleuquina-1 es
capaz de inducir células supresoras mieloides, su neutralizacion puede ser beneficiosa si se
utiliza en combinacion con otros agentes (Dinarello, 2014).

1.2 Expresion de MAPKs

Dentro de las MAP2K estudiamos a la proteina MEK-6, destacando su positividad en las
muestras normales y patologicas; y la sobreexpresion en el epitelio glandular. En el cancer
de prostata la frecuencia mas alta fue en tumor (95.3%). MEK-6 no se relacion6 con ningtin
marcador clinico-patoldgico. Resultados similares fueron obtenidos por Lotan y cols.
(2007). Utilizando técnicas de inmunofluorescencia, Parray y cols. (2014) recientemente
sefalaban incrementos de la expresion de MEK-6 en céncer de es6fago, estdbmago y colon.
Por el contrario, disminucion de la expresion de MEK-6 se ha relacionado con aumento de
la supervivencia de células de cancer de vejiga en estudios realizados con PCR (Reaccioén
de la cadena de polimerasa) (Otto y cols., 2012).

La expresion de p38 MAPK varia con el grupo de pacientes. Se expresd tanto en las
muestras sin patologia prostitica como en las que adquirieron la patologia,
incrementandose significativamente la expresion en las muestras con cancer de prostata.
Cuando evaluamos la frecuencia de p38 se observa que es mayor en el tumor que en el
estroma, con aumento de los positivos altos. La expresion de p38 disminuye con la
puntuacion Gleason y se establece una relacion inversa y significativa entre estas variables.
Con las mismas caracteristicas se correlacionaron p38 con la implicacion de ganglios y la
progresion bioquimica. En trabajos previos, realizados en modelos de raton transgénico
para cancer de prostata, la disminucion de la expresion de p38 se relacion6 con mal
prondstico (Uzgare y cols., 2003). En cambio, Che y cols. (2013) formularon que la
expresion de p38 tuvo una correlacién positiva significativa con la carcinogénesis,
progresion tumoral y supervivencia. A una conclusion similar llegan Khan y cols. (2016) en
cancer gastrico. La técnica utilizada por Che y cols. (2013) y Khan y cols. (2016) para la
determinacion de la expresion de p38 fue IHQ, sin embargo, en ambos casos los resultados
fueron estatificados de diferente forma. Lo que podria justificar en parte las diferencias con
nuestros resultados.

Diferentes autores han demostrado la participacion de p38 en la supervivencia de células
cancerosas, proliferacion y la quimioresistencia (Bakin y cols., 2002; Kim y cols., 2003;
Grossi y cols., 2014). Varios estudios han sugerido el importante papel de p38 MAPK en el
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cancer de prostata (Ricote y cols., 2006), mama (Park y cols., 2003), cancer de vejiga,
(Kumar y cols., 2009; 2010), cancer de higado (Iyoda y cols., 2003), cancer de pulmén
(Greenberg y cols., 2002) y leucemias (Liu y cols., 2000). La activacion de p38 contribuye
a la transicion epitelio mesenquimal (EMT) en las células del tumor primario, permitiendo
la migracion de las células y la consecuente invasion (Bhowmick y cols., 2001). La latencia
de las células tumorales se ha asociado con alta actividad de p38 MAPK en combinacion
con baja actividad de la via ERK1/2 (Koul y cols., 2013). Sin embargo, otros trabajos
defienden que la expresion de ambos, ERK1/2 y p38 MAPK, estan presentes en los
procesos iniciales del cancer de prostata y la inactivacion se produce con la aparicion de la
metastasis y el fenotipo de independencia de androgenos en un modelo de raton transgénico
(Uzgare y cols., 2003). En el cancer renal y de vejiga p38 se relaciona con el grado del
tumor y estadio (Ozbek y cols., 2011, 2012).

En nuestros cultivos celulares sometimos a nuestras células a una inhibicién con p38 en un
medio que posteriormente enriqueciamos con TGF-B. Nuestros resultados demuestran que
la accion del inhibidor p38 en las células LNCaP es capaz de inhibir por si solo la
proliferacion, incluso por debajo del control. Del mismo modo, también es capaz de inhibir
el efecto de TGF-B. No ocurre asi en PC3. Por el contrario, este inhibidor podria actuar
también aumentando la apoptosis como se ve en LNCaP y RWPE-1. En esta ultima linea el
efecto conjunto de inhibidor y factor revierte el aumento de proliferacion producido por
TGF-B. Raingeaud y cols. (1995) explican estos resultados debido a que la ruta p38 podria
estar inhibida por la doble especificidad de fosfatasas PACl y MKP1 que inhiben la
actividad de p38.

En nuestros cultivos celulares el tratamiento con TGF-B conlleva un aumento de la fase
S+G2/M con respecto al control y una disminucion de la fase Gy/G;. La inhibicién de p38
MAPK, pero no de MEK o Ikk-B, anulan la proliferacion de las células LNCaP en un
medio de andrégenos empobrecido y disminuye la fraccion Gy/G;. La accion de p38
aumenta la activacion de AR en respuesta a otros estimulos en ausencia de andrdgenos,
como la IL-6 (Lin y cols., 2001) o hipoxia (Khandrika y cols., 2009). Estos resultados
sugieren potenciar el desarrollo de terapias para el cancer de prostata avanzado que
bloqueen la fase Go/G; hacia la fase S (Rodriguez-Berriguete y cols., 2016).

1.3 Expresion de los factores de transcripcion

Numerosos estudios han puesto en evidencia el papel pro-tumoral del factor NF-kB. La
activacion aberrante de NF-kB se ha observado en muchos tipos de céncer como ¢l de
mama (Zhou y cols., 2007), colon (Cooks y cols., 2013), piel (Sur y cols., 2008), pulmén
(Kumar y cols., 2013), esofago (Liu y cols., 2014), pancreas (Yang y cols., 2013) y prostata
(Shukla y cols., 2004).

En nuestro estudio al evaluar la expresion de NF-kB p50 en biopsia, prostata normal y
patologica, observamos expresion citoplasmica en muestras sin patologia mientras que en
PIN de alto grado y cancer se expresa en el nticleo. Lo mismo ocurre con NF-kB p65
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aunque este ultimo no se expresd en prdstatas normales ni en biopsias. La expresion de
ambos se podria relacionar con un aumento de su activacion, lo que podria promover la
proliferacion celular, regulada por la ciclina D1, c-myc o IL-6 (Chen y Goeddel, 2002; Suh
y Rabson, 2004); aunque también por otros factores anti-apoptdticos como TRAF-1 y -2
(Shanmugam y cols., 2006), Bcl-xL (Chen y Goeddel, 2002) o proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAP) (Gyrd-Hansen y Meier, 2010).

Al evaluar la frecuencia de la expresion no se encuentran diferencias entre estroma y tumor
en p50 y p65, observando siempre una alta positividad. Para p50 la correlacion fue negativa
para estadio T patoldgico, invasidon perineural, margenes y supervivencia. No se observo
ninguna relacién de p65 con los marcadores clasicos. Labouba y cols. (2015) utilizando
técnicas de inmunofluorescencia, encontraron una relacion entre la expresion nuclear de
p65 y la recurrencia bioquimica.

Aumentos de la expresion de NF-kB en céncer de prostata se correlacionan con la
progresion de la enfermedad y su localizacion nuclear es predictivo de recurrencia
bioquimica y de pobre supervivencia (Ross y cols., 2004; Domingo-Domenech y cols.,
2005; Koumakpayi y cols., 2010). Gannon y cols. (2013) realizaron estudios sobre un
nimero importante de pacientes con cancer de prostata. Utilizando la técnica de
microarrays de tejidos observaron una asociacion significativa entre el aumento de la
frecuencia nuclear de NF-kB p65, puntuacion de Gleason, recurrencia de progresion
bioquimica y desarrollo de metastasis. Ademas, en este mismo estudio concluyen que NF-
kB se puede considerar un factor predictivo independiente de recidiva bioquimica. Sin
embargo, la contribucion a la exactitud predictiva de un modelo multivariable incluyendo
los marcadores cléasicos fue escasa (Gannon y cols., 2013).

Muchos estudios indican que la activacion de la senalizacion de NF-kB en las células del
cancer de prostata se correlaciona con la progresion de la enfermedad, incluyendo la
quimioresistencia, cancer resistente a castracion, recurrencia del PSA y diseminacion
metastasica (Lessard y cols., 2005; Grivennikov y cols., 2010; McCall y cols., 2012).
Huber y cols. (2004) demostraron que NF-kB contribuye a la progresion del cancer de
mama mediante el control de la transicion epitelio mesenquimal y la metastasis.

En lineas celulares de cancer de prostata y en modelos de xenoinjerto, los mayores niveles
de NF-kB se observaron en las células de cancer de prostata refractario a los androgenos en
comparacion con los sensibles a androgenos (Suh y cols., 2002). Trabajos mas recientes de
Jin y cols. (2014) utilizando modelos de raton transgénico con aumento de la actividad de
NF-kB y pobre en andrégenos, proponen que la ruta de NF-kB activada predispone a
pacientes con céancer de prostata a fracaso de la terapia de privacion de androgenos
convirtiéndose en metastasico y castro resistente.

Elk-1 es miembro de la familia de factores de transcripcion que juega un papel importante
tanto en las condiciones fisiologicas como en las patoldgicas de la glandula prostatica. En
esta investigacion la expresion de p-Elk-1 se incrementa con la patologia y el niimero de
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muestras positivas disminuye en hiperplasia y cancer. La frecuencia de la expresion de p-
Elk-1 fue mayor en el tumor que en el estroma. Kawahara y cols. (2016) sefialan en
estudios recientes que los niveles de expresion de Elk-1 fueron significativamente mayores
en carcinoma que en HBP o neoplasia intraepitelial prostatica, asi como la expresion fue
mayor en PIN de alto grado que en HBP. Similares resultados fueron descritos por Ricote y
cols. (2006). Otros trabajos, utilizando PCR a tiempo real, indican que no encontraron
ninguna diferencia de expresion entre prostata normal y patologica (Shaikhibrahim y cols.,
2011). Ademas, encontramos una relacion inversa entre la expresion de Elk-1 con la
puntuacion Gleason y la supervivencia. Estos resultados coinciden con trabajos previos
(Kawahara y cols., 2016). Sin embargo, no tuvimos ninguna relacion con la progresion
bioquimica como es referido por Kawahara y cols. (2016).

En cancer de mama, Booy y cols. (2011) reportaron una correlacion entre los niveles de p-
Elk-1 y Mcl-1. Indicaron que EGF induce la activacion de Elk-1 y que es un importante
mediador de la expresion de Mcl-1 y supervivencia celular.

Estudios experimentales en prostata ventral de ratas muestra que la reduccion de p-Elk-1 se
asocia con una mejora en la apoptosis (Huynh, 2002), mientras que su presencia en lineas
celulares de prostata DU145 y PC-3, se correlaciona con proliferacion (Xiao y cols., 2002;
Amorino y Parsons, 2004).

ATEF-2 forma parte de la red de factores de transcripcion que funcionan en circunstancias
normales y patologicas como en la progresion del tumor. Algunos investigadores afirman
que la pérdida funcional de ATF-2 podria tener mas una funcion de cooperacion en lugar de
un papel iniciador en multiples etapas del proceso tumorigénico (Zoumpourlis y cols.,
2000; Bhoumik y cols., 2008). Cuando evaluamos la expresion y el porcentaje de
positividad de p-ATF-2 observamos que el porcentaje de muestras positivas fue similar en
biopsias y prostata normal, y se reduce en la HBP. También disminuye en céncer con
respecto al PIN, localizandose tanto en el citoplasma como en el nticleo en PIN y céncer.
La frecuencia de p-ATF-2 es la misma en el estroma y en el tumor a expensas de los
positivos altos. El incremento de la expresion de p-ATF-2 en el estroma se relaciona con
disminucion de la invasion perineural, estadio clinico y aumento de las concentraciones del
PSA. Ricote y cols. (2006) publicaron que el aumento de localizacion citoplasmatica de p-
ATF-2 en muestras de cancer se correlaciona con la progresion clinica de la enfermedad.

Estudios realizados por Deng y cols. (2008) con radiacién ionizante de las células del
cancer de prostata mostraron que la radiacion ionizante puede inducir la localizacion
citoplasmatica de ATF-2 en contraste con su localizacion nuclear predominante durante la
condicion basal.

Nuestros resultados muestran que la expresion de Ap-1 se observa solo en el citoplasma de
PIN y céncer de prostata, y en el nlicleo en HBP. No se expresé ni en biopsias ni en
prostatas normales. Aumentos de la expresion de AP-1 en HBP se han relacionado con
incremento de STUI (Sintomas del tracto urinario inferior), resistencia a la terapia y la
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progresion a la cirugia (Lin-Tsai y cols., 2014). Cuando evaluamos la frecuencia en cancer
de prostata no encontramos diferencias entre estroma y tumor, destacando la alta expresion
de AP-1 en ambos y su expresion se correlaciono con el estadio T patologico. La expresion
nuclear de AP-1 ha sido asociada positivamente en las primeras etapas del tumor
colorrectal humano (Takeda y cols., 2008).

Kajanne y cols. (2009) demuestran que la actividad constitutiva AP-1 en células de cancer
de prostata depende de la actividad de EGFR y PI3K, y confiere proteccion contra la
muerte celular inducida por radiacion. Por lo tanto, su inhibicién seria un objetivo
beneficioso para la terapia en este tipo de cancer.

1.4 Expresion de la familia Bcel-2

La familia de las proteinas Bcl-2 juegan un papel regulador crucial en la apoptosis,
tumorigénesis, mantenimiento del tumor y metastasis, asi como en la respuesta de los
canceres a quimioterapias clasicas y terapias dirigidas (Hata y cols., 2015; Ren y cols.,
2015). En esta investigacion, los resultados de biopsias normales de pacientes que
posteriormente desarrollaron cancer no fueron diferentes de los obtenidos en muestras
normales. En ninglin caso se observé algln tipo de correlacion con el desarrollo posterior
del tumor. La sobreexpresion de Bcl-2 que detectamos estd intimamente ligada a la
malignidad, siendo asi mayor en patologias como PIN o cancer, y su expresion mayor en el
epitelio que en el estroma. Baspinar y cols. (2014) obtienen resultados similares y
correlacionan la expresion con la puntuacion Gleason. Por el contrario, nosotros
encontramos que Bcl-2 se relacion6 directamente con el estadio T patologico, los margenes
quirargicos y la supervivencia. Anvari y cols. (2012) realizaron un estudio para evaluar la
correlacion de la expresion de Bcl-2 y Bax con la supervivencia bioquimica en los
pacientes con carcinoma de prostata avanzado o metastasico sometidos a terapia de
privacion de androgenos. Dicho estudio concluyd que la alta expresion de Bel-2 se asocid
con mayor puntuacion de Gleason y menor supervivencia libre de progresion bioquimica.
Por otro lado, Nariculam y cols. (2009) en estudios hechos en microarrays de tejido no
encontraron ninguna asociacion entre Bcl-2 y recidiva bioquimica tras prostatectomia
radical y sugieren que este marcador no tiene ningun valor como marcador pronostico.
Similares resultados son descritos en trabajos posteriores donde evaluaron una cantidad
importante de muestras de prostata post prostatectomia (Miyake y cols., 2010; Baseskioglu
y cols., 2010).

Respecto a la proteina Bax hemos encontrado que se expresé en la mitad de las muestras de
prostata normal y patoldgica. Solo destaca un leve aumento de la frecuencia en PIN. La
expresion fue mayor en el epitelio glandular. En céncer, la expresion fue mayor en el tumor
que en el estroma. El aumento de la intensidad de Bax se relacion6 significativamente con
el incremento en la implicacion de ganglios. Amirghofran y cols. (2005) encontraron una
correlacion significativa entre la expresion de Bax y el estadio del carcinoma prostatico.
Chia y cols. (2000) también mostraron que los pacientes que expresaron Bax tenian
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significativamente peor supervivencia a largo plazo que los pacientes que no lo expresaban.
Este resultado no es el esperado, ya que la proteina Bax promueve la muerte celular.
Krajewska y cols. (1996) describieron que la expresion de genes anti-apoptoticos Mcl-1 y
Bcl-2 aumentan durante la progresion de muchos canceres de prostata, mientras la
expresion de la proteina pro-apoptoticas Bax sigue siendo relativamente constante.

En esta investigacion, la positividad de PUMA en prostata normal y biopsias fue similar
incrementandose al adquirir la patologia. En HBP y PIN la expresion llego al 100% de las
muestras. En el cancer de prdstata no encontramos ningun tipo de correlacion entre PUMA
y los marcadores clasicos. Shu y cols. (2013) hallaron en adenocarcinomas de vesicula
biliar que aumentos significativos de la expresion de PUMA se correlacionaban con
progresion rapida, metastasis, invasion y mal prondstico. En cambio, Zhou y cols. (2015)
no encontraron ninguna asociacion entre la disminucion de la expresion de PUMA vy las
caracteristicas de tumor mas agresivo en carcinoma de células renales. Sin embargo, Peng y
cols. (2015) hallaron en carcinoma hepatocelular, que la débil expresion de PUMA se
asociaba significativamente con estadio avanzado y recurrencia. La ablacion de PUMA en
ratones conduce a la disminucioén de la apoptosis y el aumento de la carga tumoral y la
invasion en el tracto gastrointestinal (Qiu y cols., 2009). Contradictoriamente, Diallo y cols.
(2007), al evaluar la expresion pro-apoptotica de PUMA en tejidos de la prostata, afirmaron
que la expresion de PUMA fue mayor en el cancer sensible a hormonas pero que PUMA
por si sola no podria predecir la aparicion de la progresion bioquimica. Deficiencias en
PUMA pueden causar resistencia a la radiacion y quimioterapia (Zhang y Yu, 2013).

En esta investigacion, entre las proteinas de caracter anti-apoptdtico estudiadas, Bel-xL se
encuentra sobreexpresada en todas las muestras tanto sin patologia como en patologias
benignas, pre-malignas o malignas. Si bien es cierto que en cancer descendid el numero de
muestras positivas. En estudios previos se observd una sobreexpresion de Bcl-xL
relacionada con neoplasias y procesos cancerigenos en el mieloma multiple o la resistencia
terapéutica en leucemia mieloide crénica (Horita y cols, 2000); asi como promotor de
invasion y procesos metastasicos en tumores pancreaticos (Hager y col., 2009), de mama
(Espaia y cols., 2004) o pulmén (Fernandez y cols., 2000). Encontramos que la
sobreexpresion de Bcl-xL se correlaciond con menor supervivencia en las muestras de
cancer de prostata. Resultados similares se han obtenido en carcinoma urotelial del tracto
urinario superior (Yoshimine y cols., 2013) o cancer de ovarios (Lin y cols., 2013). Zhang y
cols. (2014) en estudios realizados en cancer de lengua, encontraron aumentos de la
expresion de Bcl-xL en carcinoma frente a tejidos normales de lengua, asi como una
asociacion positiva con el grado de diferenciacion y la estadificacion TNM clinico, pero
negativamente correlacionada con el grado de malignidad del tumor. Esta proteina puede
estar asociada a la escasa efectividad de la funcion pro-apoptoética de proteinas como Bax o
Bim. Ademas, se ha descrito su participacion en la inactivacion del apoptosoma en cancer
pulmonar (Moravcikoma y cols, 2014).
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En este estudio, Nova se expresd principalmente en el epitelio glandular de todas las
muestras no patologicas y PIN. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas de
las frecuencias de la expresion de Nova en el cancer de prostata entre estroma y tumor. En
el estudio de correlacion de esta cohorte, Nova tuvo una relacion directa con los margenes
quirargicos. Estudios previos asocian aumento de la expresion de Nova con la progresion
del céncer de prostata, alcanzando los mas altos niveles en cancer de prostata hormono
resistentes y fue predictivo de progresion bioquimica (Diallo y cols., 2007).

En esta investigacion, los porcentajes de positividad de Bad y Bim aumentaron con la
patologia, siendo mas significativo en Bim. La expresion de ambas proteinas, Bad y Bim,
fue mayor en el epitelio glandular que en el tumor. Sin embargo, la frecuencia fue mayor en
el tumor. Los niveles de expresion de Bad parecen no variar en los diferentes grupos a
pesar de que si se observa un incremento de la densidad Optica y su expresion no se
relaciond con ninglin marcador clasico. Aumentos en la expresion de Bim se relacionaron
con menor concentracion de PSA sérico preoperatorio.

Los resultados obtenidos en la expresion de las proteinas Bim y Bax se corresponden con
los resultados hallados en estudios previos de otros grupos (Gogada y cols., 2013; Um,
2015), en los que se ha descrito una sobreexpresion de Bim en células cancerigenas o pre-
cancerigenas (PIN) y una débil expresion de Bax. Asi mismo, en estos estudios se ha
postulado la posible participacion de Bim en procesos de supervivencia celular a pesar de
sus cualidades pro-apoptoticas (Gogada y cols, 2013). Teo y cols. (2007) realizaron un
estudio retrospectivo con pacientes con cancer de prdstata que tuvieron una respuesta
inicial a la terapia de privaciéon de androgenos, pero posteriormente recayeron con cancer
de prostata independiente de androgenos. Estos mismos investigadores observaron que
disminuciones en la expresion de Bad y Bax se asociaba con la recaida bioquimica en un
ambiente de privacion de androgenos y peor supervivencia global. Estos datos podrian
indicar que Bad puede ser un posible marcador prondstico del cancer de prostata y una
diana terapéutica para el carcinoma.

Bad es un regulador critico de la apoptosis dirigida por la sefializacion de PI3K. Los
receptores de tirosinas quinasas y los receptores acoplados a proteina G (G protein-coupled
receptors) pueden fosforilar a Bad, incluso cuando la via PI3K esta inactiva, permitiendo
que las células evadan la apoptosis. Esto hace de Bad un biomarcador 1til para predecir la
eficacia anti-tumoral de los inhibidores de PI3K (Yancey y cols., 2013). Cekanova y cols.
(2015) en trabajos realizados en cancer de mama corroboran que la inhibicion de Bad por
siRNA aumenta la invasion y los niveles de Akt. Bad es capaz de inhibir la via de
sefializacion Ras/MEK/ERK y JNK sin afectar a la via de sefnalizacion de p38. Ademas,
Bad transmite efectos anti-metastaticos y es un valioso marcador prondstico en cancer de
mama.

A la vista de nuestros resultados y de acuerdo con Adams y Cory (2007) y Gogada y cols.
(2013), es posible que la sefial de Bad pueda resultar insuficiente en procesos patologicos
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donde las proteinas de caracter pro-apoptotico se encuentran sobreexpresadas, mientras que
la actuacion de Bim queda enmascarada bien por la escasa cantidad de Bax disponible
puesto que se encuentra unida a proteinas anti-apoptdticas como Bcl-1 o Mcl-1, o bien
porque su sobreexpresion en cancer esta ligada a la aparicion de polimorfismos en la propia
proteina, lo que recae en la pérdida de su funcion.

2 Expresion proteica de los componentes de la via de EGF/IL-
6/MEK/ERK y su implicacion en la proéstata normal y la
patologia prostatica

2.1 Expresion EGF y su receptor

La expresion de EGF y EGFR ha sido anteriormente estudiada. Diferentes autores han
descrito una mayor expresion en las muestras patoldgicas en comparacion con muestras no
patologicas (De Miguel y cols., 1999; Rose-John, 2012). Hemos encontrado que la
expresion de EGF fue mayor en prostata normal y en biopsias en comparacion con las
muestras patoldgicas y no hubo expresion en el estroma. La disminucion de la expresion en
EGFR fue menos acusada, con excepcion de la expresion en HBP (57.1%). En la
bibliografia encontramos resultados contradictorios. EGFR se sobreexpresa en el 40-80%
de las células del cancer de prostata (Shuch y cols.,, 2004), posiblemente como
consecuencia de mutaciones que pueden ocurrir en dicho receptor (Hanahan y Weinberg,
2001). Peraldo-Neia y cols. (2011) describen sobreexpresion de EGFR en el 36% de las
muestras de cancer de prostata, y las mutaciones se encontraron en el 13% de las muestras
con cancer.

En este estudio cuando analizamos la correlacion entre la inmunohistoquimica y
caracteristicas clinicas establecidas se obtuvieron relaciones significativas entre aumento de
la expresion de EGF con el estadio T patoldégico y puntuacion Gleason; y disminuciones de
la expresion solo con supervivencia. Por el contrario, su receptor se relaciona con la
invasion perineural y estadio T clinico para esta cohorte de pacientes. Con respecto a la
puntuacion Gleason, EGF disminuye con el grado mientras que EGFR aumenta. Estudios
anteriores apoyan resultados similares y afiaden que EGFR contribuye a la progresion del
cancer de prostata (Gregg, 2011). La expresion EGFR también se ha correlacionado con
puntuacion Gleason en estudios previos (Syed, 2003). Peraldo-Neia y cols. (2011) sugieren
que los pacientes con tumores y alta expresion de EGFR experimentaron un aumento
significativo del riesgo de recaida bioquimica en comparacién con los pacientes con
tumores que expresan bajos niveles de EGFR. El analisis de microarrays no revelo
diferencias en la expresion génica entre los tumores con alta expresion de EGFR y baja
expresion de EGFR (Peraldo-Neia y cols., 2011).
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Lorenzo y cols. (2003) y Zellweger y cols. (2005) describieron cémo la sobreexpresion de
EGFR en pacientes con cancer de prostata se asocia con el desarrollo de un tumor
androgénico independiente. Trabajos previos describen la capacidad de EGF de
contrarrestar el efecto supresor de la privacion de androgenos en células LNCaP
(MacDonald y Habib, 1992; Sherwood y cols., 1998). En nuestros estudios in vitro
observamos que el crecimiento de las celulares LNCaP sometidas a deprivacion de
androgenos (CS-FBS) fue menor que las células LNCaP cultivadas en medio completo
(FBS). Y que la proliferacion en las células LNCaP se incrementd con la dosis de EGF en
el caso de privacion de androgenos, duplicando la poblacion después de 6 dias de
tratamiento. Al estudiar el efecto de la privacion de androgenos y EGF sobre la muerte
celular, la proporcion de células con alteracion de la permeabilidad de la membrana (como
lo demuestra el ensayo de incorporacion IP) no vario significativamente con CS-FBS O
CS-FBS+EGF, demostrando que la muerte celular no contribuye a los cambios en la
poblacion de células LNCaP.

Se evaluo el efecto de la privacion de androgenos y el tratamiento de EGF sobre la
distribucion del ciclo celular. En la linea celular LNCaP bajo privacion de androgenos se
induce la detencion en la fase del ciclo celular Go/G; y EGF participaria en esta detencion
sin afectar la muerte celular. EGF induce la proliferacion de lineas celulares de cancer de
prostata en ausencia de androgenos, a través de vias RA-dependientes e independientes
(MacDonaid y Habib, 1992; Sherwood y cols., 1998; Ponguta y cols., 2008). Este factor es
capaz de promover el crecimiento de las células del cancer de prostata RC, siendo los
mediadores que intervienen en este proceso poco conocido. En apoyo del papel de EGF en
el cancer de prostata resistente a castracion, los receptores de EGF (HER-1 y HER-2/neu)
se sobreexpresan en canceres resistentes a castracion. En tumores de prostata metastasico se
han correlacionado con resultados pobres (Hernes y cols., 2004; Lorenzo y cols., 2002;
Zellweger y cols., 2005). De igual manera, Knudesen y cols. (1998) encontraron que la
eliminacion de andrégenos produce la detencion en fase G; en las células LNCaP in vitro,
vinculados a los cambios que se han asociados a la represion en fase G a S, tales como la
disminucion del Rb hiperfosforilada y p130 o la supresion de la actividad de la quinasa
dependiente de ciclina CDK4 y CDK2. La sefializacion de EGF estd mal regulada con
frecuencia en el cancer de mama y conduce a un aumento en la proliferacion y la
supervivencia (Booy y cols., 2011). En el cancer de mama, la activacion inducida por EGF
de la via Ikk/NF-kB se ha demostrado que contribuye a la autonomia de crecimiento de
células negativas para receptor de estrogeno, lo mas probable mediante la promocion de la
fase G; a la fase S (Biswas y cols., 2000).

Cuando estudiamos in vitro el efecto de la inhibicion de p38 MAPK, MEK e Ikk-B en la
proliferacion inducida por EGF en condiciones de privacion de androgenos, la inhibicion de
p38 MAPK, pero no MEK o Ikk-b, invalidé6 completamente la proliferacion inducida por
EGF en las células LNCaP. Tal efecto parece ser causado principalmente por el bloqueo de
la EGF que induce la transicion de Go/G; a la fase S, dado que el porcentaje de células a lo
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largo de las diferentes fases del ciclo celular se conservd al mismo nivel que el control
(privacion de androgenos). La inhibicion de p38 no produjo cambios en la muerte celular.
Por lo tanto, p38 MAPK parece ser un mediador critico en la induccion de la transicion Go/
G; a fase S por EGF en privacion de andréogenos. Se ha demostrado que p38 MAPK es
capaz de fosforilar y activar RA en respuesta a EGF de una manera independiente del
ligando en células LNCaP (Mukherjee y Mayer, 2008). De forma similar, p38 MAPK se ha
demostrado que aumenta la activacion y/o expresion de RA en respuesta a estimulos en
ausencia de androgenos. Estos resultados sugieren que diferentes estimulos utilizan la
sefalizacion p38 MAPK como un elemento comiin que conduce la proliferacion de células
de cancer de prostata en condiciones de androgeno deprivacion, con implicaciones
terapéuticas importantes. EGF puede tener efecto sobre el ciclo celular de las células de
cancer de prostata, ya que es capaz de promover la progresion del ciclo celular de Go/G; a
S. También demostrd la necesidad de p38 MAPK en este proceso. Por lo tanto, el EGF y
otros ligando peptidicos podrian contribuir a la apariciéon de CR al permitir la privacion de
andrégenos inducida por Gy/G; detenido a las células de cancer de prostata para avanzar a
través del ciclo célular. Se plantea la hipotesis de que las terapias de bloque de la transicion
Go/ G a S, posiblemente orientadas a p38 MAPK, podrian inducir la apoptosis de células
cancerosas detenidas en Go/G; mejorando las terapias de privacion de androgenos o para el
tratamiento de cancer de prostata resistente a castracion.

2.2 Expresion de IL-6/gp130

La expresion de IL-6 se ha observado en el 100% de las muestras de prostata normales,
resultados similares a los descritos por Giri y cols. (2001). La localizacion de gp-130 en el
epitelio glandular de todas las muestras de PN, sugiere que IL-6 tiene una actuacion de
forma paracrina sobre prostata normal. IL-6 se localiz6 en el epitelio y en estroma de HBP,
quizas producida por estas células, actuando de una manera paracrina. En cancer de
prostata la IL-6 se encontrd en epitelio y estroma. La IL-6 permite evadir la vigilancia del
sistema inmune, a través de la inhibicion de la inmunidad natural y la induccién de la
disfunciéon inmunitaria.

La expresion de gp130 es menor en HBP (57.1%) y no present6 diferencias significativas
entre PIN y cancer. Con respecto a la correlacion se observo que se relaciona de manera
directa con el estadio T clinico y la implicacion de ganglios, y de manera inversa con la
supervivencia. Shariat y cols. (2008) encontraron que los niveles plasmaticos de gp-130 se
asociaban con caracteristicas de cancer de prostata biologicamente agresivo. En trabajos
posteriores los niveles plasmaticos de gp-130 se asociaron significativamente con un mayor
grado de Gleason, invasion de vesiculas seminales, metéstasis de los ganglios linfaticos y
recurrencia bioquimica, siendo independiente de los niveles séricos de la IL-6 (Shariat y
cols., 2011). Sin embargo, cuando Alcover y cols. (2010) miden los niveles séricos de IL-6
y sIL-6R en 96 pacientes con cancer de prostata obtienen que los niveles de IL-6 pueden

163



Norelia Torrealba Abache

predecir recurrencia bioquimica. Katta y cols. (2003) apuntan que los valores plasmaticos
de sIL-6R antes del tratamiento es un predictor util de la progresion bioquimica.

Se ha sugerido un papel fisiopatologico de la IL-6 en la progresion del cancer de prostata.
Esto ha sido apoyado por investigaciones in vitro e in vivo que conducen a la idea de que
las terapias anti-citoquinas podrian representar un intento prometedor para ralentizar la
evolucion de la enfermedad (Santer y cols., 2010). Altos niveles de IL-6 y de sus receptores
en suero y plasma se consideran indicadores de mal prondstico incluyendo aumento del
volumen del tumor, puntuacion Gleason elevada, enfermedad refractaria, metastasis y
disminucion de la supervivencia (Nakashima y cols., 2000; Kanazawa y cols., 2007;
Azevedo y cols., 2011).

2.3 Expresion de Raf-1, MEK y ERK

En el caso de la proteina Raf-1, en este estudio observamos que no se expres6 en muestras
de prostatas normales, sin embargo, el porcentaje de positividad y la expresion aumento
con la patologia, no observandose diferencias significativas de frecuencia de la expresion
entre estroma y tumor. Aumentos en la expresion de Raf-1 se asocian con disminucion de la
supervivencia. La correlacion de Raf-1 fue directa con el estadio T clinico.

Mukherjee y cols. (2005) observaron que aumentos en la expresion de Raf-1 en pacientes
con cancer de prostata insensible a androgenos (AIPC) tenian tiempos significativamente
mas cortos hasta la recaida bioquimica en comparacion con aquellos cuya expresion de
Raf-1 se redujo o se mantuvo sin cambios. Por otro lado, resultados de McCubrey y cols.
(2006) muestran que algunas células de cancer de prostata avanzado expresan niveles
elevados de Akt activado que pueden suprimir la activacion de Raf. En tejidos de ratones
transgénicos la expresion dirigida de las formas activadas de C-Raf o B-Raf estimularon la
tumorigénesis de pulmodn, piel, tiroides y prostata (Knauf y cols., 2005; Leicht y cols.,
2007; Jeong y cols., 2008). Chen y cols. (2011) concluyen que la expresion de Raf podria
ser un biomarcador pronostico independiente del cancer hepatocelular, pudiendo predecir
recurrencia y muerte temprana.

En este estudio la expresion de MEK-1 disminuye con la patologia y no se observo en
biopsias y PN. En cambio, la expresion de p-MEK aumenta en PIN e HBP. También hay
diferencias en la expresion de p-MEK entre epitelio y estroma siendo en este tltimo menor.
Cuando se evalu6 la frecuencia no se observaron diferencias entre estroma y tumor para
MEK-1 y su forma activada. Aunque la mayor frecuencia se observo en los positivos altos
de p-MEK. No se encontré ninguna relacion de MEK y p-MEK con las caracteristicas
clinico-patoldgicas. Resultados similares han sido descritos en cancer hepatocelular,
gastrointestinal y tumor maligno de la vaina del nervio periferico (Chen y cols., 2011;
Schoppman y cols., 2013). Sin embargo, trabajos realizados en cancer de ovario
encontraron correlacion significativa entre supervivencia y MEK-1 sefialando que MEK-1
podria ser biomarcador independiente de baja supervivencia (Rahman y cols., 2013;
Pénzvaltéd y cols., 2014).
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Aunque MEK-1 y MEK-2 rara vez estd mutados en céancer, Estep y cols. (2007) sefialan
que en cancer de ovario las mutaciones de MEK1/2 pueden ser comunes. Numerosos
estudios han puesto en evidencia el papel pro-tumoral de MEKI1/2. Por ejemplo: en
trasplante ortotopico de células epiteliales mamarias o intestinales que expresaban MEK 1/2
activado que induce la formacién de tumores agresivos que progresan hasta la fase
metastasica (Pinkas y Leder, 2002; Voisin y cols., 2008). MEK-1 y MEK-2 poseen
caracteristicas Unicas que les permite ser un objetivo terapéutico clave en cancer. MEK1/2
tienen una especificidad de sustrato ERK1/2 y poseen una ventaja estructural unica para el
diseiio de inhibidores ATP no competitivos, que bloquean a MEK1/2 en un estado
cataliticamente inactivo (Ohren y cols., 2004; Fischmann y cols., 2009; Wu y Park, 2015).

Dentro de la familia MAPK, la cascada de ERK constituye una importante via de
sefalizacion, y su mala regulacion contribuye a la iniciacion y progresion del cancer (Torii
y cols., 2006; McCubrey y cols., 2007). Las proteinas ERK1/2 estdn asociadas con
progresion del cancer y tumorigénesis (Chang y cols., 2014).

Cuando se estudio la expresion de las ERKs, ésta aumento6 con la patologia incluyendo las
biopsias. La positividad se increment6 en ERK-1 y disminuyo en ERK-2 y p-ERK. En las
biopsias solo la disminucion de la positividad se observd en la expresion de p-ERK. La
correlacion fue inversa entre ERK-1 con los margenes quirirgicos positivos y la
implicacion de ganglios. Por el contrario, p-ERK se relaciona de manera directa con PSA,
estadio T patologico y de una manera inversa con la supervivencia.

Otros autores, como Imada y cols. (2013) sefialan que la expresion ERK-2 fue un factor
prondstico independiente para la progresion del cancer de prostata. También, Gioeli y cols.
(1999) correlacionaron las formas fosforiladas de ERK1/2 con aumento de tumor.

La via ERK1/2 también puede ser activada por MEK en los tumores solidos, incluyendo
melanoma, colon y carcinoma de pulmén (Marks y cols., 2008; Murugan y cols., 2009).
Terapias dirigidas hacia los componentes de la via MAPK/ERK tienen tasas de respuestas
variables cuando se utilizan en diferentes tumores solidos, como el cancer colorrectal y
cancer de ovario (Burotto y cols., 2014). La activaciéon de ERK en la transcripcion del
factor Elk-1 es critica para la regulacion de la transcripcion de Mcl-1 después del
tratamiento con EGF y también tiene un papel importante en la supervivencia celular
mediada por EGF en el cancer de mama (Booy y cols., 2011).

En el cancer colorrectal ERK activado posiblemente podria estar implicado en la
invasibidad tumoral, asi como en la adquisicion de un fenotipo mas agresivo en carcinoma
urotelial de la vejiga (Karlou y cols., 2009), cancer colorrectal (Levidou y cols., 2012) y
esofago (Tasioudi y cols., 2012). En canceres de prostata sometidos a terapia de privacion
de andrégenos se observa aumento de la actividad de ERK1/2 y que ademads se correlaciona
con regulacion a la baja de receptores de androgenos (Hong y cols., 2011).
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La sobreexpresion de TGF-B fue simulada en los cultivos celulares mediante el
sometimiento de las lineas celulares a tratamiento con TGF-B. Segun lo esperado se
observo un aumento de proliferacion mediante ensayos con MTT y citometria de flujo. Su
mecanismo de actuacion es complejo, pues este factor actlia sobre numerosas cascadas de
activacion mediadas por las MAPKs. Una de estas cascadas es la ruta de ERK, proteina
sobreexpresada en cancer de prostata (Royuela y cols, 2002), ademas de ser una MAPK
involucrada en procesos de proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular
(Kholodenko y Birtwistle, 2009). Tras la observacion de los efectos del tratamiento con
TGF-B se simulé el microambiente prostatico en los cultivos celulares, situacion que se
intent6 revertir con la inhibicion de ERK. Los resultados obtenidos concuerdan con lo
esperado, pues ERK revierte el efecto proliferativo de TGF-B en la linea celular PC3 pero
no en LNCaP. Esto puede ser debido a la diferente respuesta a androgenos de ambas lineas
celulares, pues se ha descrito que la activacion de ERK media la activacion de RA a través
de receptores tirosina quinasa de factores de crecimiento en lineas celulares independientes
de androgenos en células de cancer de prostata como las PC3 (Grossmann y cols., 2001).

Pese a las diferencias significativas aportadas en el porcentaje de células en division
(S+G2/M) vs apoptosis (G¢/G) y sus variaciones en el tratamiento utilizado de inhibicion
de la proteina ERK, concluimos que esta inhibiciéon seria suficiente en un estudio
experimental como éste. Siendo ERK uno de los factores a incluir en un posible tratamiento
frente al cancer de prostata. Sin embargo, no se debe olvidar que el cancer de prostata es
una enfermedad heterogénea donde influyen multiples factores a tener en cuenta para el
abordaje de un posible tratamiento. Esto se confirma ante la observacion de la cantidad de
rutas metabolicas que confluyen en la activacion de ERK (Cullen y Lockyer, 2002; Eisinger
y Ammer, 2008; Gao y cols., 2010), asi como la cantidad de factores que activa los factores
de trascripcion como c-myc, c-Fos y Elk-1 (Turjanski y cols., 2007); kinasas como MNKI1,
MNK?2 entre otras (Zebisch y cols., 2007) o incluso proteinas pro y anti-apoptoticas como
Bad, Bim o Bcl-2 (Thakur y cols., 2009).

2.4 Expresion de c-myc

La implicacion de myc en cancer ha sido muy documentada. Su expresion o su mala
regularizacion se estima que estd presente en hasta un 70% de los canceres humanos
(Ribeiro y cols., 2007; Barros-Silva y cols., 2011; Zafarana y cols., 2012). Al estudiar la
expresion de c-myc en las biopsias no se obtuvo un resultado concluyente. Al contrario,
trabajos previos de Zafarana y cols. (2012) refieren el valor predictivo de c-myc en biopsias
con aguja para pronostico de recidiva tumoral después de la radioterapia. Sin embargo, no
debemos olvidar que estas biopsias fueron tomadas antes del desarrollo del tumor.

En las muestras analizadas la expresion de c-myc en prostata normal fue negativa y en
todas las muestras patoldgicas se expreso en el nucleo, incrementandose la expresion con la
patologia. Resultados similares fueron descritos por Koh y cols. (2010). Cuando se evalud
la frecuencia de expresion no hay diferencias significativas entre estroma y tumor. Se ha
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observado sobreexpresion nuclear de Myc en adenocarcinoma primario de prostata
asociandose con un evento critico oncogénico que puede conducir a la iniciacion del cancer
de préstata humano y su progresion (Gurel y cols., 2008).

Los tumores de prostata tempranos sobreexpresan Myc (Hawksworth y cols., 2010), pero
rara vez tienen amplificaciones de Myc (Nupponen y cols., 1998; Edwards y cols., 2003).
La amplificacion se observa especificamente en tumores resistentes a castracion (Kaltz-
Wittmer y cols., 2000; Bernard y cols., 2003). Sin embargo, la amplificacion génica de c-
myc estd ampliamente documentada en cadnceres de mama, ovario, prostata, huesos y
cerebro (Liao y Dickson, 2000; Darcy y cols., 2009; Fromont y cols., 2013). Y la elevada
expresion de c-myc en cancer de prostata primario predice recurrencia, enfermedad
agresiva, mal pronostico y enfermedad metastdsica (Jenkins y cols., 1997; Sato y cols.,
1999; Hawksworth y cols., 2010). También con frecuencia se sobre-expresa en PIN con un
incremento escalonado de PIN de bajo grado a PIN de alto grado (Gurel y cols., 2008).

La sobreexpresion de Myc es suficiente para la inmortalizacion y transformacion de las
c€lulas epiteliales de prostata en humanos y por si sola es capaz de promover la formacion
de tumores en experimentos de recombinacion de tejidos (Gil y cols., 2005; Williams y
cols., 2005).

Cuando se estudio la correlacion de c-myc con los marcadores clasicos en las muestras de
cancer de prostata, solo se obtuvo una correlacion inversa entre c-myc y la puntuacion
Gleason. Otros autores manifiestan que c-myc es capaz de predecir la progresion del cancer
de prostata. En pacientes con sobreexpresion de c-myc y menor expresion de p27,
manifiestan tasas de recurrencia bioquimica significativamente mas altas (Li y cols., 2013).

Ademas, la amplificacion de c-myc se documenta como un medio para resistir la inhibicion
terapéutica de PI3K, que indica que c-myc estd “aguas abajo” de PI3K para la
tumorigénesis (Ilic y cols., 2011; Muellner y cols., 2011). Clegg y cols. (2011) a través del
estudio de 194 tumores de prostatas, obtuvieron significancia estadistica de co-ocurrencia
de amplificacion de Myc y alteracion de la via PI3K, planteando la posibilidad de que estas
dos lesiones cooperan en la progresion del cancer de prostata. Para investigar el potencial
de interaccion funcional entre Myc y PI3K utilizaron ratones transgénicos PTEN—/—/Hi-
MYC que confirm6 un modelo previo de cooperatividad entre las dos vias (Kim y cols.,
2009b). Ademas, los investigadores estudiaron por separado ratones que expresan solo Akt
(modelo MPAKT) y ratones que solo expresan Myc (modelo Hi-MYC), sin embargo, el
modelo bigénico (modelo MPAKT/Hi-MYC) demostr6 la progresion acelerada de
neoplasia intraepitelial (MPIN) en el raton. Ellos apuntaron que sus resultados tienen
importancia para tratamientos de los canceres humanos con alteraciones en la via PI3K
utilizando inhibidores de mTOR.

El aumento de c-myc combinado con la pérdida de PTEN aumenta aun mas el valor
predictivo de recidiva después de la radioterapia (Hoogland y cols., 2014). Mutaciones en
PTEN pueden contribuir a la supresion de la cascada de Raf/MEK/ERK, debido a la
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capacidad de los niveles elevados de Akt activados de fosforilar e inactivar Raf-1
(McCubrey y cols., 2006).

Muchos estudios se han centrado en la utilizacién terapéutica de myc para el cancer,
inhibiendo su expresion, interrumpiendo la dimerizacion Myc-Max, inhibiendo la unién
ADN Myc-Max e interfiriendo los genes que son objetivos clave de myc (Dang, 2012).

2.5 Expresion de pRb, mp53 y Ki67

El porcentaje de muestras positivas para Rb fue del 50% en prostata normal. Este
porcentaje aumenta en PIN, sin embargo, disminuye en HBP y cancer. Cuando se evalud la
expresion de Rb, se observo que es mayor en epitelio glandular que en el estroma. No
obstante, la frecuencia de muestras positivas es mayor para la intensidad baja y mayor en el
estroma que en el tumor. Para pRb el porcentaje de muestras positivas es mayor que en Rb
en todos los casos, aunque la expresion en el epitelio es mayor en Rb que en pRb. La
frecuencia en pRb fue alta para los positivos altos y no hay diferencias significativas entre
estroma y tumor. El aumento de las concentraciones de Rb se relaciona con disminucién de
la puntuacion Gleason, mientras que pRb presentd una relacion inversa con el estadio T
clinico. IToachim (2008) sugiere que pRb no tiene ningiin valor prondstico que permita
predecir riesgo de recidiva y supervivencia global en carcinoma colorrectal. En cambio, la
expresion de la proteina Rb en los ganglios linfaticos metastaticos representa un indicador
pronostico independiente en pacientes con metastasis cervical de tumor primario
desconocido (Park y cols., 2013).

Herrera y cols. (1996) sugieren que la pérdida de funcioén de la proteina (pRb) durante la
tumorigénesis podria dar lugar a la falta de respuesta por parte de las células epiteliales a la
inhibicion por TGF-B. Egger y cols. (2016) demostraron, en cultivos de células de cancer
de mama altamente invasivas, que la fosforilacion de Rb permitia la inhibicion de la
transicion epitelial mesenquimal (EMT) disminuyendo la capacidad de invasion.

En nuestra investigacion la expresion de mp53 aumentd con la patologia, sin embargo,
disminuye el numero de muestras positivas. En la bibliografia encontramos resultados
contradictorios, algunos autores sefialan que el aumento de la expresion de p53 fue
significativamente mas alta en cancer que HBP (Jiang y cols., 2005; Verma y cols., 2015).
Por el contrario, otros investigadores ponen de manifiesto la falta de inmunoreacividad de
pS3 en la HBP (Sasor y cols., 2000; Petrescu y cols., 2006) En céncer, Miyake y cols.
(2010) plantean que la expresion de p53 se relaciona significativamente con varios factores
pronosticos. Nosotros encontramos que la disminuciéon de la expresion de p53 se
correlacion¢ significativamente solo con el estadio T clinico. Vlachostergios y cols. (2012)
han relacionado el aumento de la expresion y p53 con tiempos mds cortos de progresion
bioquimica. En otros estudios no encontraron relacion entre p53 y los factores prondsticos
clasicos (Zudaire Berguera y cols., 2000; Baseskioglu y cols., 2010; Makarewicz y cols.,
2011) y sugieren que las mutaciones en el gen supresor tumoral p53 no influyen en el grado
de diferenciacion o en el estadio clinico del cancer de prostata (Makarewicz y cols., 2011).
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Al contrario, estudios previos sefialaban que la expresion de pS3 anormal en el cancer de
prostata se relaciona con mayor riesgo de muerte especifica de la enfermedad, asi como el
desarrollo de metastasis a distancia a los 5 afios (Che y cols., 2007).

En modelos de raton transgénicos de cancer de prostata realizando una ablacion condicional
de uno o dos alelos de p53 y/o PTEN han revelado que la ablacién p53+/- o p53-/- no
desarrollaron lesiones de PIN o cancer de prostata. Mientras que ablaciones de 50% doble
mutantes PTEN-/-p53-/- exhibieron cancer de prostata invasivo a las 10 semanas de edad
(Elgavish y cols., 2004; Chen y cols., 2005; Abou-Kheir y cols., 2010). Se ha observado
que los ratones transgénicos p53-/-Rb-/- desarrollan tumores de crecimiento rapido con
metastasis en los ganglios linfaticos regionales, pulmones, higado y glandulas suprarrenales
(Zhou y cols., 2006). Se piensa que estas mutaciones cooperan con la progresion del cancer
de proéstata invasivo y metastasico mediante la superacion de la senescencia celular y la
muerte apoptotica de las células madre/progenitoras del cancer de prostata y sus progenies
como se observa con frecuencia en los canceres de prostata humanos (Mimeault y Batra,
2011).

Sauer y cols. (2010) demostraron en lineas celulares de prostata que la mutacion de p53
promueve la progresion del cancer a través de la regulacion en alza del factor de
transcripcion Egr-1. Erg-1 es un factor de transcripcion de respuesta temprana inducida por
una amplia gama de factores de crecimiento y sefiales de estrés. Esta sobreexpresion de
Erg-1 lleva a la activacion autocrina de EGFR, asi como aumento en la secrecion de
citoquinas que promueven el cancer, tales como TGF-B (Sauer y cols., 2010). Todo este
proceso parece ser iniciado a través de la cascada de senalizacion de MEK/ERK1/2 por
mutacion de p53. Se ha descrito que Akt media la desestabilizacion de p53, contribuyendo
a la progresion del cancer al incrementar la proliferacion celular (Ogawara y cols., 2002;
Hamilton y cols., 2014).

El supresor de tumores p53 y el factor Bcl-2 participan activamente en la regulacion del
crecimiento celular y la apoptosis. Recurrencia basada en el PSA se asoci6 con la expresion
aumentada de p53 y Bcl-2 en pacientes que se habian sometido a prostatectomia radical
(Bauer y cols., 1996).

Cuando evaluamos las biopsias no encontramos resultados concluyentes para Ki67. Ojea-
Calvo y cols. (2004) obtienen resultados semejantes. En las muestras normales y
patologicas de este estudio, la expresion de Ki67 se observo solo en el nucleo, siendo casi
negativa en cancer y el porcentaje de muestras positivas aument6 con la malignidad. No
hay diferencias significativas de la frecuencia entre estroma y tumor. Trabajos precedentes
coinciden al no encontrar asociacion significativa entre cancer de prostata y alta expresion
de Ki67 en prostatectomia radical (Vis y cols., 2002; Wolters y cols., 2010; Baseskioglu y
cols., 2010). Por otro lado, Richardsen y cols. (2010) estudiaron muestras de pacientes
diagnosticados con céncer de prdstata con metastasis y pacientes sin evidencia clinica,
bioquimica o radioloégica de metéstasis dentro de los 10 afos después del diagnostico.
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Encontraron alta expresion de TGF-B y Ki67 en las muestras de carcinoma de prdstata
metastasico, en comparacion con las muestras de cancer prostatico no metastasico.

En el andlisis de Spearman, Ki67 en nuestra cohorte de pacientes, presentd correlacion
inversa significativa con el PSA. En trabajos previos, Ki67 ha sido correlacionada como
marcador independiente de riesgo de metastasis, progresion y muerte (Pollack y cols.,
2004; Khor y cols., 2009). En cancer de mama el porcentaje de expresion del Ki67 presentd
una relacion significativa con el grado histologico, el tamano del tumor y los receptores
hormonales (Panal y cols.,, 2014). En otras investigaciones, Ki67 se ha asociado
significativamente con progresion bioquimica, supervivencia libre de progresion
bioquimica y puntuacion de Gleason alta (Zudaire Bergera y cols., 2000; Laitinen y cols.,
2008; Fisher y cols., 2013). Tollefson y cols. (2014) anaden que la combinacion de
puntuacion Gleason, invasion perineural y expresion de Ki67 estiman mejor la progresion y
muerte en cancer de prostata.

2.6 Expresion de [APs

En este estudio el porcentaje de muestras positivas de IAP1/2 y c-IAP-2 disminuye con la
patologia. En ambas, IAP1/2 y c-IAP-2, se expreso en el nucleo de PN, HBP y PIN, en las
muestras de cancer en el nucleo y citoplasma. La frecuencia de positividad fue mayor para
IAP1/2 sin observarse diferencias significativas entre estroma y tumor. En ambos casos,
IAP1/2 y c-IAP-2, los mas frecuentes fueron los positivos altos.

La elevada expresion de c-IAP-2 se correlaciona con progresion del tumor, mal pronoéstico,
baja respuesta al tratamiento, metastasis o pobre supervivencia (Krajewska y cols., 2005;
Dubrez y cols., 2013). Las alteraciones en la expresion de IAP y caspasas contribuyen al
comportamiento maligno de tumores de prostata (Rodriguez-Berriguete y cols., 2015). En
los resultados de este trabajo la expresion de IAP 1/2 se relaciond con el estadio T
patologico, sin embargo, c-IAP-2 solo de manera inversa con la supervivencia.

3 Expresion proteica de los componentes de la via de
transduccion TGF-B/PI3K/Akt y su implicacion en la prostata
normal y la patologia prostatica

3.1 Expresion deTGF-B y sus receptores

En este trabajo, el receptor de TGF-B, TGFBRII, se expres6 en prostata normal. No hubo
expresion de TGF-B ni de TGFBRI en las préstatas no patologicas. La expresion en el
estroma de TGF-B y de TGFBRI se correlacioné con la progresion bioquimica, de forma
directa TGFBRI e indirectamente TGF-B. TGF-B y su receptor TGFBRII se relacionaron
negativamente con la supervivencia. Ademas, TGFBRI presentd una relacion directa con el
estadio T clinico. Previamente, otros autores describieron un aumento en la expresion de
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TGF-B y sus receptores en el cancer de prostata o en los tejidos adyacentes en comparacion
con los pacientes sin patologia (Royuela y cols., 1998; Shariat y cols., 2004). Royuela y
cols. (1998) afiaden que TGF-B es capaz de inhibir el crecimiento y proliferacion celular e
induce apoptosis. A la misma conclusion llega Salm y cols., (2012).

Resultados discrepantes se encuentran en la bibliografia con respecto a la asociacion de
TGF-B y sus receptores con el cancer. Wang y cols. (2016) midieron los niveles de TGF-
B1 en plasma preoperatorio y lo asociaron con progresion bioquimica después de la
crioablacion en un paciente con cancer de prostata localizado. Katta y cols. (2003),
asociaron valores séricos preoperatorios de TGF-B1 con recidivas bioquimicas en pacientes
sometidos a prostatectomia. Tas y cols. (2015) sefialan que valores elevados de TGF-B
estaban presentes en pacientes que respondian a tratamiento con quimioterapia y tenian una
supervivencia favorable en comparacién con los que tenian valores mas bajos en cancer
gastrico. La relacion de niveles elevados de TGF-B asociado a diagnostico favorable
también ha sido descrito en cancer de mama (Ciftci y col., 2014). Aumento de la TGF-B1
en plasma post-operatorio puede ser un nuevo predictor de resultados oncoldgicos pobres y
agresivo en cancer de prostata (Wang y cols., 1016).

Shariat y cols. (2008) propusieron que la perdida de expresion de TGFBRI podria servir
como marcador prondstico en pacientes con cancer de prostata. Reis y cols. (2011)
relacionaron el incremento en la expresion de TGF-B1 con altas puntuaciones de Gleason.
Wu y cols. (2015) describen que las alteraciones de la expresion de TGF-B1 afecta la
invasividad del tumor, crecimiento y reclutamiento celular. Estos mismos autores
concluyen que TGF-Blpuede ser un marcador prondstico util para el cancer de prostata.
Aunque no se ha observado en este trabajo una correlacion significativa con la puntuacion
Gleason, se sugiere que el TGF-B podria ser un factor determinante en la progresion y
prondstico del cancer de prostata ya que se correlaciona inversamente con la progresion
bioquimica y la supervivencia.

La posibilidad de utilizar TGF-B como biomarcador para el cancer de prostata ha sido
discutido anteriormente (Thompson y cols., 1992). Los niveles en suero se correlacionan
con la carga tumoral, metastasis y PSA sérico (Korrodi-Gregorio y cols., 2014). El estadio
del tumor se ha relacionado con la presencia de TGF-B en el semen (Wikstrém y cols.,
2001). Aunque hay que aclarar que estos niveles elevados de TGF-B también se han
encontrado en pacientes con mieloma y varios tipos de linfomas (Urashima y cols., 1996;
Teicher, 2007).

Por otro lado, TGF-B y EGF pueden inducir la disminucién de HLA permitiendo asi la
transicion epitelio mesénquimal (EMT) en células de cancer de prostata (Chen y cols.,
2015b). Regulacion a la baja de HLA-I (Human leukocyte antigen) se observa en canceres
de prostata primarios y metastasicos. Estudios precedentes como los de Ding y cols. (2011)
planteaban que TGF-B en las ultimas etapas del cancer promueve el fenotipo metastasico a
través de la transicion epitelio mesenquimal. El hecho de que TGFBRI y TGFBRII estan
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disminuidos en la metastasis en comparacién con los tumores primarios, puede indicar un
papel activo de esta alteracion en la progresion del cancer (Guo y cols., 1997). Un efector
clave en la ruta de TGF-B es SMAD4, que induce senescencia celular para frenar la
progresion del tumor. La eliminacion genética de SMAD4 conduce al desarrollo de tumores
altamente invasivos y metastasicos con alta penetrancia (Ding y cols., 2011; Shtivelman y
cols., 2014). La pérdida de expresion de SMAD4 ha sido estudiada en cancer de prostata
asociandose con alto grado Gleason (Ding y cols., 2011).

3.2 Expresion PI3K/Akt/mTOR

En los resultados de este estudio, la positividad de la expresion de PI3K disminuyd con la
patologia expresandose en el epitelio glandular. Al evaluar la frecuencia de los positivos no
se observaron diferencias notorias entre estroma y tumor, siendo mayores los porcentajes
de los positivos altos. La sefializacion de PI3K se relaciona de manera inversa con los
margenes, supervivencia y progresion bioquimica. En trabajos previos, la sefializacion
aberrante de la via PI3K estaba fuertemente asociada con peor prondstico en muchos tipos
de tumores incluyendo el cancer de prostata (Saal y cols., 2007). Se ha relacionado el
aumento de expresion de PI3Kpl110 (unidad catalitica) en céncer de préstata con
disminucién del tiempo de recaida bioquimica (McCall y cols., 2008). Sin embargo, la
relacion con la expresion de PI3Kp85 (unidad reguladora) no ha sido descrita anteriormente
en cancer de prostata. En cancer de mama, el aumento de la expresion de PI3KpS85 se
relaciond con el grado tumoral, invasion vascular y recurrencia (Zhou y cols., 2014).
Resultados similares fueron obtenidos por Elfiky y cols. (2011) en cancer renal. El aumento
de la activacion de PI3K se asocid significativamente con disminucion de la apoptosis
(Andersen y cols., 2010). Con los datos obtenidos y descritos anteriormente, podriamos
proponer a PI3K como marcador prondstico del cancer de prostata por su relacion negativa
con los margenes quirrgicos, progresion bioquimica y la supervivencia.

En esta investigacion, el porcentaje de expresion en el nlcleo de las células epiteliales
prostaticas de p-Akt-Ser y p-Akt-Thr fue igual en las prostatas normales y patologicas. La
frecuencia p-Akt-Ser es levemente mayor en el tumor a expensas de los positivos altos.
Resultados similares han sido reportados por Ayala y cols. (2004). Por otro lado, la
frecuencia de p-Akt-Thr es igual en estroma y tumor siendo mayor en los positivos altos. P-
Akt-Ser no se relaciond con ningin marcador clasico estudiado. En trabajos previos, se
encuentran resultados discordantes. El incremento de la expresion de Akt-Ser activado se
correlaciona con un mayor grado Gleason (Malik y cols., 2002), progresion tumoral
(Kinkade y cols., 2008), supervivencia y recurrencia (Ayala y cols., 2004). También, p-
Akt-Ser se ha descrito como un predictor independiente solo o combinado con PTEN
(Ayala y cols., 2004; Bedolla y cols., 2007). Kreisbergy cols. (2004) detallan la falta de
relacion de Akt-Ser con la progresion bioquimica aun cuando si encuentran relacion con el
pronoéstico clinico. La sobreexpresion de Akt se asocia con la invasion de los ganglios
linfaticos en el carcinoma no microcitico avanzado de pulmon (Jiang y cols., 2014). En el
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cancer de mama, Okutur y cols. (2015) hallaron asociacion significativa con la progresion
bioquimica o la supervivencia.

La expresion de Akt-Thr fosforilado en el estroma y tumor se asocidé con una disminucion
significativa en la invasion perineural. No se observéd relacion de p-Akt-Thr con la
progresion bioquimica. Al-Saad y cols. (2009) al explorar en cancer de pulmén de células
no pequetias (NSCLC), sefialan que la expresion en células epiteliales tumorales de p-Akt-
Thr fue un indicador pronéstico positivo para la supervivencia especifica de la enfermedad.
Estudios realizados in vivo e in vitro por Barber y cols. (2015) encontraron que la
activacion de Akt conduce a una reduccion significativa en expresion de E-cadherina. En
este mismo estudio la disminucion de la E-cadherina fue significativamente asociada con
una disminucién de recurrencia bioquimica en pacientes con cancer de prostata, lo que
sugiere que altos niveles de PI3K/Akt reducen la expresion de E-cadherina, favoreciendo la
tumorigénesis y el desarrollo de metastasis (Barber y cols., 2015; Yan y cols., 2016).

Se ha demostrado que Akt es un regulador positivo de la expresion de survivina en las
células endoteliales, y estudios previos han afirmado que la via de senalizaciéon de
PI3K/Akt/survivina es una via anti-apoptotica en el cancer de prostata, cancer de pulmon,
mieloma y leucemia (Tang y cols., 2009; Guha y Altieri, 2009). Hamilton y cols. (2014)
demostraron que la inhibicidon en conjunto de PI3K/Akt pueden ser eficaces en tumores
resistentes a tratamiento con elevada concentraciones de Akt y mutaciones de p53.

En esta investigacion, los porcentajes de positividad son altos en mTOR y en su forma
activada, y levemente mayor en el epitelio que en el estroma en mTOR y p-mTOR. En el
caso de la frecuencia fue similar en el estroma y tumor a expensas de los positivos altos en
mTOR y p-mTOR. Resultados similares fueron obtenidos en trabajos previos (Facompre y
cols., 2012; Ko y cols., 2014). Brown y cols. (2008) utilizaron microarrays de tejido, y
también consiguieron resultados como los aqui presentados. Sutherland y cols. (2014)
obtuvieron diferencias significativas entre muestras de prostata normal y PIN. En el analisis
de correlacion de Sperman mTOR y p-mTOR presentaron una relacion inversa significativa
con el estadio T clinico. Sin embargo, solo p-mTOR se relacioné ademés con estadio T
patologico e implicacién de ganglios. Ko y cols. (2014) no encontraron ninguna relacion
entre mMTOR y su forma fosforilada con los marcadores clasicos. Sutherland y cols. (2014)
hallaron una tendencia entre la expresion alta de p-mTOR y peor pronodstico, sin ser
estadisticamente significativa.

Recientemente se ha estudiado el papel regulador que desempefia mTOR en la motilidad de
c€lulas tumorales, invasion y metéstasis del cancer. Chen y cols. (2015a) al inhibir
mTORC1 o mTORC2 describen una relacion entre aumentos de la expresion de Raptor y
Rictor en tejidos de cancer de prostata con progresion y metastasis. Ademas, observaron
modificaciones de los niveles de expresion de diversos marcadores de transicion epitelio
mesenquimal como consecuencia de la regulacion a la baja de proteinas reguladoras
cruciales en la migracion celular y la invasion (RhoA y Racl). Dan y cols. (2008)
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defienden que en céncer de prostata deficiente de PTEN la promocion de la actividad de
NF-KB estda mediada por Akt a través de mTORCI. La pérdida de PTEN provoca la
activacion constitutiva de Akt y es insensible a la regulaciéon de retroalimentacién por
mTORCI1 (Dan y cols., 2008).

Laberge y cols. (2015) utilizando rampamicina, lograron en prostata de ratones la supresion
de la inflamacion asociada a la senescencia, evitando asi el crecimiento del tumor. Sin
embargo, Stello y cols. (2016) describen que la via de mTOR se activa especificamente en
pacientes con cancer de prostata favorable y afiade que por esta razon los inhibidores de
mTOR resultaron infructuosos en el ensayo de cancer de prostata.

Un enfoque combinado hacia el bloqueo de multiples vias de sefializacion mal reguladas en
el cancer de prostata ha demostrado ser una estrategia efectiva para reducir la carga tumoral
en un entorno preclinico utilizando inhibidores de MEK y rampamicina (inhibidor de
mTOR) en ratones transgénicos (Kinkade y cols., 2008). Estudio clinicos sugieren que la
combinacion de inhibidores de la via PI3K/Akt/mTOR con radioterapia, es una modalidad
prometedora para el tratamiento de cancer de prostata radio-resistentes (Chang y cols.,
2014).

Se ha observado que Mcl-1 estd altamente expresado en procesos patologicos tanto
benignos (HBP) como PIN y cancer. Esto concuerda con los datos bibliograficos
encontrados tanto para cancer de prostata (Royuela y cols., 2001), como en otros canceres,
como mama (Ding y cols., 2007) o tiroides (Maia y cols., 2016). Ademas, se ha relacionado
como un factor de crecimiento y supervivencia critico para las células tumorales de
canceres de mama y pulmén (Ramirez-Garcia, 2014). Al igual que ocurria con Bcel-xL, se
ha postulado su participacion en la supresion del efecto pro-apoptotico de la proteina Bim
mediante su union directa en casos de cancer de prostata, lo cual encaja con los resultados
obtenidos y la explicacion de porqué pese a los altos niveles de Bim observados, no se
detecta un efecto pro-apoptotico de la misma (Gogada y cols, 2013). Mcl-1 presentd una
relacion negativa con el PSA. En tumores de mama el aumento de la expresion de Mcl-1 se
correlaciona con alto grado tumoral y pobre supervivencia (Booy y cols., 2011).

3.3 Expresion de Ikk/TkB

En este estudio, el porcentaje de pacientes positivos de Ikk disminuye con la patologia
prostatica siendo menor en PIN y céncer. Estos resultados también fueron observados en las
biopsias. La densidad dptica es mayor en cancer y mayor en el epitelio glandular que en el
estroma. La disminucion de la expresion de Ikk podria indicar el inicio en la patogénesis
del cancer de prostata en etapas mas tempranas, pues el cambio se observa en PIN. Al
evaluar la expresion de p-Ikk el porcentaje de muestras positivas aumenta con la patologia
y sin diferencia significativa en PIN y céncer. En las biopsias, la expresion de p-Ikk arrojo
los mismos resultados. Esto podria indicar que las alteraciones de Ikk y su forma activa son
especificas del proceso maligno. La disminucion de la intensidad de la expresion de Ikk se
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correlaciono significativamente con el estadio T patoldgico. Sin embargo su forma activada
no se relaciond con ninguno de los marcadores clinicos patologicos estudiados.

Numerosos estudios relacionan Ikk y su diana NF-kB con enfermedades inflamatorias y su
hipotético papel como promotor de tumor en un ambiente de inflamacioén cronica. Huang y
cols. (2014) sefialan que enfermedades como la enfermedad de Hodgkin, carcinoma
hepatocelular asociado a hepatitis, cancer colorrectal, cancer de prostata, artritis reumatoide
y la enfermedad inflamatoria del intestino, estan relacionadas con Ikk y NF-kB. La
inhibicion de Ikk puede representar una estrategia para combatir el cdncer de prostata en
etapa tardia, al menos en parte, mediante la regulacion del ambiente inflamatorio, mientras
IkkB puede ser mas relevantes para las etapas tempranas de la enfermedad (Gamble y cols.,
2012). Otros autores han sido mas especificos en sehalar que la quinasa Ikka es un
regulador clave de la oncogénesis y conductor del proceso metastasico (Affara y Coussens,
2007; Luo y cols., 2007). El mecanismo por el cual Ikka afecta la progresion del cancer atin
no esta completamente claro (Leopizz y cols., 2017). Algunos investigadores indican que
en muchos canceres incluyendo el cancer de prostata, la sefializacion Ikk/NF-kB podria
estar alterada o activa debido a la alteracion de otras vias oncogénicas como Akt o por la
pérdida de la funcion supresora de tumores PTEN (Nguyen y cols., 2014; Jain y cols.,
2012).

El mayor porcentaje de muestras positivas para IkB y p-IkB fue en HBP, sin embargo la
densidad optica fue mayor en cancer y en el epitelio glandular en ambos casos. Al evaluar
la correlacion p-IkB se observd una relacion directa con la implicacion de ganglios. En
vista de estos resultados parece que la expresion de kB y su forma fosforilada no es
especifica de los procesos malignos, pero si de los procesos inflamatorios.

3.4 Expresion de p21/p27

El porcentaje de positividad de p21 en HBP y PIN ha sido del 100%; disminuye en las
muestras con cancer de prostata. La expresion para p21 fue més elevada en el citoplasma
que en el nacleo en PIN, HBP y cancer. En trabajos previos describen ausencia de
inmunoreactividad para p21 en préstata normal (Aaltomaa y cols., 1999; Royuela y cols.,
2001). Incrementos de la expresion de p21 se relaciona significativamente con disminucion
de la supervivencia. La expresion de p21 ha sido estudiada ampliamente, sin embargo los
resultados son discordantes. En estudios previos la sobreexpresion de p21 se ha asociado
con un mayor grado de Gleason, mala supervivencia y aumento de cancer de prostata
recurrente (Jain y cols., 2013). Por el contrario, en un nimero importante de muestras,
sefialan que los aumentos de los niveles de p21 solo se han asociado con un mayor riesgo
de recidiva del PSA (Lacombe y cols., 2001). Wu y cols. (2007) sehalaban que p21 no tenia
ningin papel en la prediccion de recaida bioquimica. Jain y cols. (2013) estudiando un
modelo de ratdn transgénico demuestran que la delecion de p21 reduce la tumorigénesis de
prostata y que la sobreexpresion de p2l se asocia con cancer de proOstata agresivo,
posiblemente mediado por la capacidad de p21 para inhibir la apoptosis (Fizazi y cols.,

175



Norelia Torrealba Abache

2002; Tran y cols., 2012). La expresion de p21 también ha sido estudiada en pacientes
sometidos a radioterapia post-prostatectomia (RTa) y en pacientes que reciben radioterapia
cuando ocurre la recidiva bioquimica (RTs). Al evaluar el pronostico entre los grupos
encontraron que p21 solo podria ayudar a predecir la probabilidad de respuesta a la
radioterapia de rescate (Rigaud y cols., 2004).

En céanceres de prostata resistentes a castracion, la expresion de p21 se asocia con la
progresion a cancer. Posiblemente por un efecto paracrino de p21 mediada por la liberacion
de factores mitogénicos y anti-apoptoticos. Otra explicacion consiste en que la regulacion
de la expresion de p21 esta mediada por los receptor de andrégenos (Fizazi y cols., 2002).

La proteina CDKI p27 no se expreso en prostata normal ni en las biopsias. El porcentaje de
muestras positivas fue mayor en HBP, disminuye en PIN y cancer. La diferencia de la
expresion entre citoplasma y nucleo no es significativa en la patologia prostatica. La
expresion de p27 en estroma y tumor es mayor en los positivos bajos. Hubo una correlacion
directa de p27 con el estadio T clinico. Vis y cols. (2002) mostraron que cuando la
expresion es menor del 50% para p27 junto con puntuacion Gleason era suficiente para
predecir la enfermedad clinicamente significativa. p27 es un supresor de tumor y se ha
observado que la pérdida parcial de la funcion p27 es mas oncogénico que la pérdida
completa, aunque los mecanismos de éste siguen sin estar claros (Zhao y cols., 2014). Del
mismo modo, la acumulacion citoplasmatica de p21 y p27 se correlaciona con agresividad
tumoral, metastasis y mal prondstico en muchos tipos de canceres (Besson y cols., 2008;
Abukhdeir y Park, 2008; Guo y cols., 2010).

La localizacion citoplasmatica de p27 se ha detectado en muchos canceres humanos,
incluyendo melanoma, carcinoma de ovario, carcinoma de células renales, osteosarcoma,
leucemia mieldgena aguda y cancer de mama (Zhao y cols., 2014). Esta generalmente
asociado con un mal pronostico, alto grado tumoral y metastasis (Thomas y cols., 2000;
Denicourt y cols., 2007; Chen y cols., 2011). El efecto tumorigénico de p27 citoplasmatica
podria estar mediado por una supresion de la apoptosis, que puede causar aumento de la
resistencia a las terapias anti-tumorales que inducen la muerte de células cancerosas en
cancer de mama (Zhao y cols., 2014). La localizacion citoplasmatica de p27 sugiere una
posible aplicacion como marcador prondstico clinico (Zhao y cols., 2014).

La mala regulacion de los niveles de proteina p27 puede ser un evento temprano critico en
el desarrollo de neoplasia prostatica (De Marzo y cols., 1998c). Ademads, la pérdida de
expresion sola o combinada de PTEN/p27 se asocia con parametros patoldgicos adversos,
proliferacion de células tumorales y mayor riesgo de recurrencia en cancer de prdstata
(Halvorsen y cols., 2003; Hoogland y cols., 2014).
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4 Capacidad prondstica para recurrencia bioquimica, de los
componentes de las rutas de transduccion estudiadas en
asociacion con los marcadores clasicos.

En el presente trabajo se evalua cuales de los marcadores cldsicos que tenian mas influencia
sobre la progresion bioquimica, obteniendo como resultados, seglin el método estadistico
utilizado: estadio T patologico, puntuacion Gleason e implicacion de ganglios. Factores
como PSA preoperatorio, estadio T clinico, invasion perineural, margenes quirtirgicos no
presentaron ninguna orientacion relacionada con la recurrencia bioquimica en esta cohorte.
Estudios previos de este grupo de investigacion apoyan estos resultados (Cansino y cols.,
2009, 2011; Rodriguez-Berriguete y cols., 2015; Torrealba y cols., 2016). Resultados
controvertidos como los de Aguilera y cols. (2015) que concluyen que el factor que mas
influye en la recurrencia bioquimica es la presencia de margenes quirurgicos positivos y
puntuacion Gleason. Shahabi y cols. (2016) son mas especificos, y apuntan que los
predictores de recurrencia bioquimica después de los 2,9 afios, son Gleason score 7 (4 + 3),
PSA preoperatorio, y estadio >pT3a.

4.1. I1-1a e IL-1Ra como marcador pronostico de recidiva bioquimica

La IL-1a como miembro de la familia de IL-1 se ha estudiado ampliamente en numerosos
tipos de cancer, pero poco se ha investigado sobre su asociacion con los marcadores
clasicos y su valor prondstico en cancer de prostata. Tanto IL-la como su receptor
antagonista se expresan en tejidos de cancer de prostata, pero no en tejido de prostata
normales. Ademads, ambos tenian la capacidad de relacionarse con mas de un marcador
clinico-patoldgico. Los pacientes con expresion positiva en el estroma y en el tumor de IL-
la tuvieron tiempos de progresion bioquimica mas largos que los negativos. Cuando se
evaluo la capacidad pronostica de la IL-la se observdo que se mantiene como factor
pronostico independiente después del ajuste del estadio T patoloégico, puntuacion Gleason e
implicacion de ganglios. Por otro lado, la expresion positiva del receptor antagonista, IL-
1Ra, demostrd tener tiempos de progresion bioquimica mas cortos que los negativos. Y
dentro del grupo de positivos, los positivos bajos presentaron tiempos mas cortos que los
positivos altos. La capacidad prondstica independiente de IL-1Ra se conserva tras el ajuste
con estadio T patoldgico y puntuacion Gleason.

4.2. p38 como marcador pronostico de recidiva bioquimica

La proteina p38 ha sido estudiada en diferentes tipos de patologias incluyendo el cancer de
prostata. La asociacion de p38 con marcadores clasicos y valor pronostico en cancer de
prostata no se ha investigado con anterioridad. En el actual estudio, la expresion de p38
aumenta en la patologia prostatica. Aumentos de la expresion de p38 obtuvo asociacion
inversa con puntuacion Gleason, implicacion de ganglios y progresion bioquimica. Los
pacientes negativos para p38 tuvieron tiempos de progresion bioquimica mas cortos que los
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positivos. Tras el ajuste con estadio T patoldgico, puntuaciéon Gleason e implicacion de
ganglios p38 mantiene su valor prondstico independiente de recidiva bioquimica.

4.3. TGF-B como marcador prondstico de recidiva bioquimica

En esta investigacion, no se observé expresion de TGF-B y TGFBRI en prostata normal, no
obstante, si tuvo expresion en las muestras con patologia prostatica. TGF-B se relaciona
con la supervivencia y su receptor RI con estadio T clinico. Ademas, la expresion de ambos
presentd asociacion con la progresion bioquimica, de manera inversa con TGF-B y directa
con el receptor TGFRI. El tiempo de progresion bioquimica fue mdas corto para los
pacientes que carecian de la expresion de TGF-B. Por el contrario, los pacientes sin
expresion de TGFRI duplicaban los tiempos de progresion bioquimica. Entre el grupo de
positivos para TGFRI, los pacientes con expresion baja presentaron tiempos de progresion
bioquimica més largos que los positivos bajos. Asimismo, TGF-B y TGFRI mantuvieron su
rol de marcador prondstico independiente para recidivas bioquimicas, después del ajuste
con el estadio T patolégico, puntuacion Gleason e implicacion de ganglios.

4.4. PI3K como marcador pronostico de recidiva bioquimica

La expresion de PI3K y su relacion con los marcadores clasicos no ha sido estudiada
previamente en cancer de prostata. En el presente trabajo, la expresion de PI3K fue positiva
tanto en prostata normal como en la patologica, aunque disminuyd con la patologia. La
positividad de PI3K se caracterizd por presentar una asociacién negativa con margenes
quirargicos, progresion bioquimica y supervivencia. La expresion negativa de PI3K tuvo
tiempos de progresion bioquimica mas cortos que los pacientes positivos. El analisis de
supervivencia Kaplan-Meier y Cox unifactorial confirmé los resultados obtenidos en el test
de Spearman que relaciono la expresion de PI3K con progresion bioquimica. Cuando
realizamos el ajuste, la expresion de PI3K prevalecio como valor prondstico con el estadio
T patologico, puntuacién Gleason e implicacion de ganglios. Estudios previos en cancer
renal sefialan a PI3K como marcador prondstico independiente (Elfiky y cols., 2011).
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1. Las citoquinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-6 y sus receptores aumentaron su expresion en
patologia prostatica (HBP, PIN y cancer) pudiéndose relacionar con proliferacion celular.

2. El estudio de la inmunoexpresion de las diferentes proteinas de la familia Bel-2 (Bcl-2,
Bcl-xl, Mcl-1 Bax, Bak, Bad, Bim, Nova y Puma) denota diferencias significativas entre los
grupos de estudio. Bcel-2, Bel-xL, Bax y Nova tuvieron algin tipo de relacion con los
marcadores clasicos.

3. Algunas MAPKs (ERK-1, ERK-2, p-ERK, p38), MAPKKs (MEK-1, p-MEK, MEK-6) y
MAPKKK (Raf-1) se encuentran sobre expresadas en los tumores prostaticos, lo cual nos
sugiere que podrian estar involucradas en la patologia prostatica.

4. Proteinas como Rb, mp53, p21 y p27, que intervienen en el ciclo celular, incrementaron
su expresion en HBP, PIN y cancer. Las sobreexpresion de estas proteinas podrian ser un
marcador temprano de patologia prostatica.

5. Los factores de transduccion estudiados NF-kB p50, p-ATF-2, p-Elk-1 y AP-1 se asocian
con caracteristicas clinico patoldgicas adversas de cancer de prostata y podrian estar
relacionados con el aumento de la malignidad, a excepciéon de Ap-1 cuya sobreexpresion
podria ser insuficiente para frenar el exceso de proliferacion.

6. EGF y su receptor tienen una accion determinante en el desarrollo de la patologia
prostatica. Ademds podrian estar asociados con la malignidad. EGF podria actuar de
manera similar a los androgenos en las células de cancer de prostata, actuando sobre la fase
Go/G). Este suceso podria provocar una transicion hacia la fase S y en consecuencia,
producir proliferacion celular.

7. TGF-B tiene un efecto proliferativo en las lineas células LNCaP y PC-3. Este efecto es
inhibido por p38 MAPK en las células LNCaP no asi en las PC3. p38 MAPK podria ser un
buen inhibidor de proliferacion celular y deberia tenerse en cuenta en el disefio de un
posible tratamiento frente al cancer de prostata.

8. Los pacientes negativos para IL-la, p38, TGF-B y PI3K en las células cancerosas
prostaticas, presentan un pronostico adverso para progresion bioquimica tras prostatectomia
radical.

9. IL-1a, IL-1Ra, p38, TGF-B, TGFBRI y PI3K podrian ser tutiles como marcadores

pronosticos independientes y complementarios para recurrencia bioquimica tras
prostatectomia radical.
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Abstract

Background: The expression status of apoptotic regulators, such as caspases and inhibitors of apoptosis proteins
(IAPs), could reflect the aggressiveness of tumors and, therefore, could be useful as prognostic markers. We explored
the associations between tumor expression of caspases and IAPs and clinicopathological features of prostate cancer -
clinical and pathological T stage, Gleason score, preoperative serum PSA levels, perineural invasion, lymph node
involvement, surgical margin status and overall survival — and evaluated its capability to predict biochemical
progression after radical prostatectomy.

Methods: Protein expression of caspases (procaspase-8, cleaved caspase-8, procaspase-3, cleaved caspase-3,
caspase-/ and procaspase-9) and IAPs (clAP1/2, clAP2, NAIP, Survivin and XIAP) was analyzed by immunohistochemistry
in radical prostatectomy samples from 84 prostate cancer patients. Spearman’s test, Kaplan-Meier curves, and univariate
and multivariate Cox proportional hazard regression analysis were performed.

Results: clAP1/2, clAP2, Survivin, procaspase-8, cleaved caspase-8, procaspase-3 and caspase-7 expression correlated
with at least one clinicopathological feature of the disease. Patients negative for XIAP, procaspase-3 or cleaved
caspase-3 had a significantly worse prognosis. Of note, XIAP, procaspase-3 and cleaved caspase-3 were predictors
of biochemical progression independent of Gleason score and pathological T stage.

Conclusions: Our results indicate that alterations in the expression of IAPs and caspases contribute to the
malignant behavior of prostate tumors and suggest that tumor expression of XIAP, procaspase-3 and cleaved
caspase-3 may help to identify prostate cancer patients at risk of progression.
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Background

There are several well-established markers that predict
prostate cancer progression after radical prostatectomy,
including Gleason grade, pathological stage and preopera-
tive serum PSA [1]. Identification of biological factors that
better reflect aggressiveness of tumors could help to
improve the prediction capability of the existing makers.

Apoptosis is a type of programmed cell death that
ensures the elimination of unnecessary or potentially
harmful cells. Caspases constitute a family of cysteine
proteases involved in the initiation and execution of the
apoptotic program. The apoptotic cascades entail the
activation by proteolysis of initiator caspases (caspase-
2, -8, -9 and -10), which in turn proteolyze and acti-
vate executioner caspases (caspase-3, —6 and -7) [2].
There are two major apoptotic pathways: the extrinsic
and the intrinsic (or mitochondrial) apoptotic pathways.
These apoptotic pathways converge in the activation of
executioner caspases, which proteolyze a plethora of
substrates ultimately leading to the death of the cell [3].

Evasion of apoptosis, a characteristic of tumor cells,
occurs by alteration in the levels and functions of apop-
tosis regulators [4]. In this regard, loss of expression of
caspases is frequent in several human malignancies, in-
cluding prostate cancer [5], and has been linked in some
cases to poor prognosis [6, 7] and resistance to cell
death induced by death receptors and chemotherapeutic
compounds [8, 9]. Other important apoptosis regulators
frequently altered in human cancers are the inhibitors of
apoptosis proteins (IAPs). The IAP family in humans
comprises eight members: NAIP (neuronal apoptosis
inhibitory protein), XIAP (X-linked inhibitor of apop-
tosis protein), ILP2 (IAP-like protein 2), cIAP1 (cellular
IAP 1), cIAP2, BRUCE (Baculoviral IAP repeat contain-
ing ubiquitin-conjugating enzyme), Survivin and Livin
(ML-IAP), characterized by containing at least one
baculoviral IAP repeat (BIR) domain [10]. IAPs are able
to inhibit apoptosis induced by a variety of stimuli
through different mechanisms, including direct inhibition
of caspases (XIAP), sequestration of pro-apoptotic mole-
cules such as SMAC/DIABLO (cIAP1/2, Survivin, Livin),
ubiquitin-mediated degradation and non-degradative in-
activation of caspases (cIAP1/2, XIAP), and activation of
the pro-survival NF-kB pathway (cIAP1/2, XIAP), among
others [10]. In addition, some IAPs can regulate other pro-
cesses involved in cancer, such as cell cycle, cancer-related
inflammation, cell invasion and metastasis [10, 11]. The
expression of IAPs has been studied in several types of
cancer, such as esophageal [12], colon [13], cervical [14]
or prostate [15] cancer.

The aim of the present work was to evaluate the prog-
nostic capability of the tumor expression of a broad
panel of IAPs and caspases for biochemical progression
after radical prostatectomy, as well as to assess its
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association with the clinicopathological features of
prostate cancer.

Methods

Patients

All the procedures were examined and approved by the
University of Alcald and Principe de Asturias Hospital
Ethics Committees (PI13/1801; 2013/003/20130214) and
were in accordance with the ethical standards of the
Committee for Human Experimentation, with the Helsinki
Declaration of 1975 (revised in Tokyo 2004) and the
Committee on Publication Ethics guidelines. This study
was performed with the written consent of the patients
or their relatives. All pathological, clinical or personal
data were anonymized and separated from any personal
identifiers. The present study included 84 men who
were diagnosed with prostate cancer and underwent
radical prostatectomy as definitive therapy between
1992 and 1999, without receiving pre-surgical treatment,
or post-surgical therapy before biochemical progression.
Only 40.5 % (n = 34) of patients had biochemical progres-
sion (32 patient at 5 years and 2 patients between 5 and
10 years). In all patients they were studied lymph node
but only six patients are positives. 41.7 % of patients
had positive surgical margins. Prostate cancer was
detected by serum PSA screening and rectal examin-
ation, and diagnostic was confirmed by histopatho-
logical examination of needle biopsy cores. The median
age (range) at the time of surgery was 66 (52-74). Pa-
tients were generally scheduled to have a serum PSA
measure every 3 months for the first year and every
6 months thereafter. Patients with PSA persistence after
radical prostatectomy were included in the study. Me-
dian follow-up (range) time of the cohort was 76.2
(15.6-158.4) months, being defined as the time be-
tween the surgery and the biochemical progression or
the last record. Clinicopathological features of the pa-
tients are shown in Table 1.

Reagents

Total serum PSA was measured by the AxXSYM system
(Abbott, IL). The following antibodies were from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA): mouse antihuman
caspase-8 (for detection of procaspase-8, used at a 1:25 di-
lution), caspase-8/p20 (cleaved caspase-8, 1:50), caspase-3
(procaspase-3, 1:25), caspase-3/p20 (cleaved caspase-3,
1:100), caspase-7/p20 (caspase-7, 1:25), caspase-9 (procas-
pase-9, 1:50) and Survivin (1:75); rabbit antihuman cIAP2
(1:75) and XIAP (1:100); and goat antihuman cIAP1/2
(1:150) and NAIP (1:100). Biotin-conjugated antibodies
were from Dako (Barcelona, Spain). Avidin-biotin perox-
idase complex (ABC kit) was from Vector Laboratories
(Burlingame, CA).
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Table 1 Clinicopathological features of patients

Median (range)

Age 66 (52-74)
Preoperative serum PSA (ng/ml) 103 (0.2-118.0)
% (n)

Preoperative serum PSA

<10 ng/ml 41.7 (35)

210 ng/ml 583 (49)
Gleason score

<7 286 (24)

7 47.6 (40)

>7 23.8 (20)
Clinical T stage

I 56 (47)

[ 44 (37)
Pathological T stage

I 64.3 (54)

Il 321 (27)

IV 36 (3)
Node involvement 7.1 (6)
Positive surgical margins 41.7 (35)
Perineural invasion 179 (15)
Total Biochemical progression 40.5 (34)

at 5 years 38.1 32)

5-10 years 24 (2)
Survival 64.7°(22)
Deaths 353%(12)

%Expressed respect total biochemical progression

Immunohistochemical analysis

Immunohistochemistry was performed following the
avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) method as pre-
viously described [15]. Specificity controls for immuno-
histochemistry were as reported previously [5, 15].
Briefly, for negative controls tissues were incubated with
blocking peptides or pre-immune serum (Santa Cruz
Biotechnology). Additionally, in five of the samples, one
part of the prostate tissues was frozen in liquid nitrogen
immediately after surgery and maintained at -80 °C, to
be later used for Western blotting analysis in order to
test antibody specificity. In this portion, cryostat sections
were stained with toluidine blue to confirm the histo-
pathological diagnosis.

Immunostaining in the cancerous epithelium was
evaluated by two independent pathologists (P.M.-O.
and G.0.), blinded for the outcome measure, in five
randomly selected fields per section and six sections
per patient. Patients were stratified as positive (those
showing staining in more than 5 % of the cancerous
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epithelium) or
described [5, 15].

negative, as has been previously

Statistical analysis

The main outcome measure of the study was time to
biochemical progression at 10 years, defined as the time
between definitive therapy to the first of at least two
consecutive elevations in the total serum PSA level
above 0.2 ng/ml. Established prognostic variables in-
cluded in the study were preoperative serum PSA levels,
pathological and clinical T stages (2010 AJCC/UICC
TNM classification [16]), postoperative Gleason score,
perineural invasion, lymph node involvement, surgical
margin status and overall survival. The pathologists
undertook a regrading of the samples following the 2005
ISUP consensus [17] and the reassigned Gleason scores
were used in the analyses. To evaluate the association
between clinicopathological and immunohistochemical
variables Spearman’s test was performed. Log-rank test
and Kaplan-Meier curves were used for survival compar-
isons. To explore the correlation of the studied immuno-
histochemical parameters and the established prognostic
variables with biochemical progression, univariate and
multivariate Cox proportional hazard regression analyses
were performed. All statistical analyses were performed
using the SPSS 19.0 software (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA). P values < 0.05 were considered as significant.

Results

Expression of IAPs and caspases and its correlation with
clinicopathological features

Immunohistochemical analysis revealed a predomin-
antly cytoplasmic expression pattern for all the studied
proteins (Fig. 1). This part has been previously pub-
lished [5, 15]. Table 2 shows the percentage (number)
of patients with positive immunoreactions for the stud-
ied proteins. Spearman’s test evidenced significant posi-
tive correlations between a) cIAP1/2 and pathological T
stage; b) cIAP2 and positive surgical margins; c) Survi-
vin and perineural invasion; d) procaspase-8 and both
clinical and pathological T stages; f) cleaved caspase-8
and preoperative serum PSA; and g) caspase-7 and
Gleason score and node involvement (Tables 3 and 4).
Moreover, there was a significant inverse correlation
between procaspase-3 and positive surgical margins
(Tables 3 and 4). Interestingly, expression of XIAP,
procaspase-3 and cleaved caspase-3 inversely correlated
with the occurrence of biochemical progression, indi-
cating that these proteins can have a role as prognostic
markers (Tables 3 and 4). Accordingly, the expression
of XIAP and cleaved caspase-3 were positively corre-
lated with overall survival (Tables 3 and 4). On the
other hand, Survivin expression was inversely corre-
lated with overall survival.
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Fig. 1 Expression of IAPs and caspases in prostate cancer tissue. As an example, a negative immunoreaction for XIAP (a) is shown. Positive tumor
immunostaining for clAP1/2 (b), clAP2 (c), NAIP (d), Survivin (e), XIAP (f), procaspase-8 (g), cleaved caspase-8 (h), procaspase-3 (i), cleaved caspase-3 (j),
procaspase-9 (k) and caspase-7 (1) is shown. Scale bars: 20 um (d, f, g, h, j), 25 um (a, b, e, i, I) and 30 um (c, k)

Univariate analysis for time to biochemical progression of
tumor expression of IAPs and caspases

Differences between the biochemical progression free-
survival times of the groups of patients stratified accord-
ing to tumor expression of IAPs and caspases were ana-
lyzed by the Kaplan-Meier method, using the log-rank
as test for significance. Patients negative for XIAP (Fig. 2)
and, more markedly, for procaspase-3 and cleaved

Table 2 Percentage (number) of positive patients for IAPs (left
panel) and caspases (right panel)

% (n) % (n)
clAP1/2 61.90 (52) Procaspase-8 2857 (24)
clAP2 33.33 (28) Cleaved caspase-8 4880 (41)
NAIP 5833 (49) Procaspase-3 35.71 (30)
Survivin 2023 (17) Cleaved caspase-3 57.14 (48)
XIAP 35.71 (30) Caspase-7 39.28 (33)
Procaspase-9 38.09 (32)

caspase-3 (Fig. 3) had significantly shorter times to bio-
chemical progression than positive patients.

Univariate Cox proportional hazard regression analysis
confirmed the results obtained in the Kaplan-Meier curves
(Table 5). Of note, patients negative for procaspase-3,
cleaved caspase-3 and, at limit of significance, for XIAP
had a higher risk of progression than positive patients
(Table 5).

Multivariate Cox proportional hazard regression analysis
for time to biochemical progression of XIAP, procaspase-
3, cleaved caspase-3 and classic markers

Finally, we assessed the prognostic capability of the im-
munohistochemical parameters in conjunction with clas-
sic markers. In our series, Gleason score, pathological T
stage and node involvement, but not preoperative PSA,
perineural invasion and positive surgical margins had a
prognostic value for biochemical progression in univari-
ate analysis (Table 6). Gleason score and pathological T
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Table 3 Correlation between tumor expression of IAPs and caspases and clinicopahological features

clAP1/2 clAP2 NAIP Survivin XIAP

r p r p r p r p r p
Preoperative serum PSA —0.066 0.549 -0.017 0877 0.069 0.531 0.185 0.091 -0.025 0.228
Pathological T stage 0.219 0.045% 0.019 0.866 0.037 0.735 0.101 0.362 -0.136 0218
Clinical T stage 0.103 0.349 0.034 0.759 0.118 0287 0.090 0414 0.089 0419
Gleason score 0.153 0.165 -0.124 0.262 0.052 0.641 -0.172 0.118 0.084 0446
Perineural invasion 0.110 0.320 0.066 0.551 0.079 0476 0.229 0.036* -0.088 0426
Node involvement 0.122 0267 0.000 1.000 0.047 0672 —-0.025 0.824 0.030 0455
Positive surgical margins 0.066 0.549 0.222 0.042* 0.127 0.251 0.055 0619 -0.179 0.109
Biochemical progresion -0.002 0.983 0.086 0438 -0.041 0.711 0.188 0.086 -0.210 0.056
Survival —-0.090 0414 -0.077 0.489 0.119 0.281 0239 0.019% -0331 0.002*

Correlations between immunohistochemical variables (according to the stratification shown in Table 2) and preoperative serum PSA, pathological T stage, clinical
T stage and Gleason score were evaluated by Spearman’s test (r, correlation coefficient). *p < 0.05. (Note: significant correlations after Bonferroni correction should

be those with a p < 0.005)

stage are two of the most important stablished prog-
nostic factors for prostate cancer [1]. For this reason,
and to prevent an overfitting of the model, only these
two established prognostic factors were introduced in
different multivariate Cox hazard regression models,
along with the immunohistochemical parameters which
resulted significant/borderline significant in the univariate
analyses — i.e. XIAP, procaspase-3 and cleaved caspase-3.
In the multivariate analysis, XIAP (Table 7A), procaspase-3
(Table 7B) and cleaved caspase-3 (Table 7C) remained
as independent prognostic factors after adjusting for
the effects of Gleason score and pathological T stage.

Discussion

In spite of the mounting evidence supporting a predom-
inant pro-tumor role of the IAPs in prostate cancer, in
the present study, according to the Spearman’s test, only
few associations were found between the expression of
these proteins and adverse clinicopathological features.
Thus, significant positive correlations were found between

cIAP1/2 and pathological T stage, cIAP2 and positive sur-
gical margins, and between Survivin and perineural inva-
sion. Furthermore, we found positive correlations between
expression of some caspases and adverse clinicopathologi-
cal features: procaspase-8 correlated with both clinical
and pathological T stages, cleaved caspase-8 correlated
with preoperative serum PSA, and caspase-7 correlated
with Gleason score and the presence of lymph node me-
tastasis. Although at first glance the associations found for
caspases may seem contradictory, some points should be
considered. First, the pro-apoptotic activity of caspases
mostly relies on their cleaved forms and, therefore, higher
levels of procaspases do not necessarily entail enhanced
apoptotic signaling. Further, there are recent evidences
that caspase-8 could exert a pro-tumor role by inducing
cell motility, adhesion and metastasis [18]. In this regard,
Finlay et al. [19] demonstrated that caspase-8 is involved
in the adhesion-mediated activation of the ERK 1/2 signal-
ing pathway. Using caspase-8-null mouse embryo fibro-
blasts, Helfer et al. [20] demonstrated that caspase-8 is

Table 4 Correlation between tumor expression of IAPs and caspases and clinicopahological features

Procaspase-8 Cleaved caspase-8 Procaspase-3 Cleaved caspase-3 Caspase-7 Procaspase-9

r p r p r p r p r p r p
Preoperative serum PSA 0.000 1.000 0.294 0.007* 0.076 0494 —-0.098 0377 0.185 0.091 0.017 0.881
Pathological T stage 0.216 0.048*  —-0.056 0611 -0.154  0.161 0.160 0.146 -0023 0833 -0072 0513
Clinical T stage 0235 0.031*  -0.003 0979 -0.161  0.144 0055 0617 0.121 0237  -0054 0625
Gleason score 0.118 0.287 -0.006 0.954 0.013 0.904 0.107 0.331 0.289 0.008* -0.151  0.171
Perineural invasion 0.118 0285  0.104 0.345 -0023 0834 0027 0.808 0.007 0951 —0.046  0.680
Node involvement -0.175 0110 0007 0952 -0.110 0318  0.147 0.183 0.250 0.022*  0.068 0.539
Positive surgical margins ~ 0.160 0.145 -0.149 0.176 -0277 0011*  —0.098 0377 -0.037 0738 0.133 0.229
Biochemical progresion 0.015 0890  -0.126 0254 -0362 0001* 0364 0.001% 0.082 0461 0.002 0.983
Survival 0.163 0139 0014 0.898 -0.161 0142 0250 0.022* -0202 0065 -0.133 0229

Correlations between immunohistochemical variables (according to the stratification shown in Table 2) and preoperative serum PSA, pathological T stage, clinical
T stage and Gleason score were evaluated by Spearman’s test (r, correlation coefficient). *p < 0.05. (Note: significant correlations after Bonferroni correction should

be those with a p < 0.005)
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Fig. 2 Kaplan-Meier curves for time to biochemical progression according to tumor expression of I1APs. Vertical tick marks represent censored
observations. Statistical significance was evaluated by log-rank test (p values). Bold value indicates statistical significance

able to promote cell motility and calpain activity under
non apoptotic conditions. Interestingly, it has been shown
that the role of caspase-8 on cell motility, adhesion and
metastasis is independent of the caspase catalytic activity
and has been linked to the phosphorylation of procaspase-
8 on tyrosine 380, which prevents its cleavage [20]. In
addition to these pro-tumor roles of caspase-8, cells with
impaired apoptosis despite displaying continued caspase
activation have been shown to secrete mitogenic signals in
a manner which is dependent on the catalytic activity of
caspases [21]. The persistence of these cells could result in
increased proliferation of the neighbor cells and, conse-
quently, promote tumor progression [21]. These less-
known functions of caspases could also explain why
higher expression levels of some of them have been

correlated with a poor prognosis in some cancers [22, 23].
All these pro-tumor activities of caspases should be taken
into account in future research.

In the present work, we also found that patients with
positive immunostaining for XIAP had a significantly bet-
ter prognosis compared to negative patients. This result is
not surprising, as higher XIAP expression has been re-
ported as a favorable prognostic factor in other cancers
[24, 25]. Interestingly, it has been shown that TRAMP
(transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate) mice
deficient in XIAP tend to have a more aggressive disease
[26]. In addition, our results are in agreement with a study
by Seligson et al. [27] in which higher XIAP expression
was also a favorable prognostic factor for biochemical pro-
gression after radical prostatectomy. Of note, in that study,



Rodriguez-Berriguete et al. BMC Cancer (2015) 15:809

Page 7 of 9

Cumulative biochemical
progression-free survival

Cumulative biochemical
progression-free survival

Cumulative biochemical
progression-free survival

Procaspase-8

1,0
0,8
Negative (n = 60)
0,6 — - —te
Positive (n = 24)
0,4
0,2
0.0 p=0962
| I I [ I I I
0 20 40 60 80 100 120

Time to biochemical progression (months)

Procaspase-3

1,07 L. o
= Positive (n = 30)

0.5 B R IR |
0,6
0,4 Negative (n = 54)
0,2
0.0 p =0.003

I [ I I [ I I

0 20 40 60 80 100 120

Time to biochemical progression (months)

Caspase-7
1,07
0,8~ ]
Negative (n=51)
0,6—1 i P
b ll-—- b el
0,4 Positive (n = 33)
0,2
0.0- p=0433
| I I I I | I
0 20 40 60 80 100 120

Time to biochemical progression (months)

Cumulative biochemical
progression-free survival

Cumulative biochemical
progression-free survival

Cumulative biochemical
progression-free survival

Cleaved caspase-8

Positive (n = 41)
T e e —

Negative (n = 43)

p=0218

| I I I I | I
0 20 40 60 8 100 120
Time to biochemical progression (months)

Cleaved caspase-3

Positive (n = 48)

i e AR 1 S |

0,6
0,4
Negative (n = 36)
0,2
0.0 p =0.001
I [ I [ I [ |
0 20 40 60 80 100 120

Time to biochemical progression (months)

Procaspase-9

_ Negative (n = 52)

0,67 - —
Positive (n = 32)
0,4
0,2
0.0 p=0.935
| I [ [ I [ I
0 20 40 60 80 100 120

Time to biochemical progression (months)

Fig. 3 Kaplan-Meier curves for time to biochemical progression according to tumor expression of caspases. Vertical tick marks represent censored
observations. Statistical significance was evaluated by log-rank test (p values). Bold values indicate statistical significance

Table 5 Univariate Cox proportional hazard regression analysis for time to biochemical progression according to tumor expression

of IAPs and caspases

p HR (95 % CI) p HR (95 % C)
clAP1/2 0.931 0.970 (0.485-1.938) Procaspase-8 0.962 1.018 (0.487-2.129)
clAP2 0.646 1.176 (0.588-2.351) Cleaved caspase-8 0.222 0.653 (0.330-1.294)
NAIP 0.543 0.811 (0412-1.596) Procaspase-3 0.005* 0.260 (0.100-0.672)
Survivin 0.108 1.831 (0.875-3.834) Cleaved caspase-3 0.002* 0.327 (0.161-0.662)
XIAP 0.055 0460 (0.208-1.016) Caspase-7 0435 1.310 (0.665-2.579)

Procaspase-9 0936 1.029 (0.515-2.055)

Abbreviations: Cl confidence interval, HR hazard ratio. Bold values indicate statistical significance. *p < 0.05
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Table 6 Univariate Cox proportional hazard regression analysis
for time to biochemical progression according to
clinicopathological features

p HR (95 % Cl)
0.199 1.602 (0.780-3.287)

Preoperative serum PSA

Pathological T stage 0.006* 2.155 (1.253-3.706)
Gleason score 0.016* 1.816 (1.118-2.949)
Perineural Invasion 0.259 1.579 (0.715-3.489)
Node involvement 0.000* 5.053 (2.039-12.518)
Positive surgical margins 0.374 1.357 (0.692-2.661)

Abbreviations: Cl confidence interval, HR hazard ratio. Bold values indicate
statistical significance. *p < 0.05

despite taking different methodological approaches — re-
garding the used antibody, the immunostaining scoring and
the stratification criteria — XIAP added prognostic value to
Gleason score and tumor extension [27], in accordance
with the results derived from our multivariate analysis.
Therefore, our results add support to previous findings that
XIAP may be useful as a predictor of prostate cancer pro-
gression, which strongly warrants validation in large pro-
spective studies.

In addition to observations derived from functional
studies, the fact that XIAP expression positively associ-
ates with a favorable prognosis in some cancers has led
to question the pro-tumor role of this IAP. Some au-
thors have argued that this controversy could lie in the
initial studies on the anti-apoptotic role of XIAP, which
are based on its overexpression in cell lines and the
short-term response to different pro-apoptotic stimuli
[28]. Thus, when XIAP is stably overexpressed in cell
lines at levels comparable to those of tumor cells, it does
not protect from apoptosis induced by commonly used
chemotherapeutic agents [28]. It has even been recently

Table 7 Multivariate Cox proportional hazard regression analysis
for time to biochemical progression of XIAP, procaspase-3 and
cleaved caspase-3

A p HR (95 % Cl)
Gleason score 0.023* 1.781 (1.083-2.928)
Pathological T stage 0.035% 1.805 (1.042-3.128)
XIAP 0.042*% 0436 (0.196-0.971)

B p HR (95 % C)
Gleason score 0.020* 1.847 (1.104-3.091)
Pathological T stage 0.176 1.470 (0.842-2.568)
Procaspase-3 0.009* 0.268 (0.100-0.718)

C p HR (95 % Cl)
Gleason score 0.007* 2.093 (1.220-3.592)
Pathological T stage 0.001* 2.557 (1.441-4.537)
Cleaved caspase-3 0.000* 0.213 (0.099-0458)

Abbreviations: Cl confidence interval, HR hazard ratio. *p < 0.05
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demonstrated that XIAP is able to mediate cell death
through mitochondrial outer membrane permeabilization
upon cell detachment [29] or stimulation with resvera-
trol [30]. It is likely that XIAP functions as an anti- or
pro-apoptotic factor, or that is neutral, depending on
the scenario. More studies are needed to elucidate the
mechanisms accounting for its possible anti-tumor role
in patients and its potential as a therapeutic target.

The existing studies on the predictive value of cas-
pases in prostate cancer have focused on assessing the
association between the presence of allelic variants of
genes encoding for these proteins and the risk of dis-
ease or the response to therapy [31, 32]. In the present
work, we found that negative expression of either
procaspase-3 or cleaved caspase-3 strongly associated
with an earlier biochemical progression. As demon-
strated in the multivariate Cox models, the prognostic
capability of both caspase-3 forms was independent on
established prognostic factors — Gleason score and
pathological T stage — indicating that they may help to
identify patients at high risk of progression. Among the
executioner caspases, caspase-3 is thought to be the
most determinant in integrating the pro-apoptotic sig-
nals coming from both extrinsic and the intrinsic path-
ways, and ultimately, in triggering the activation of the
apoptotic program [3]. Therefore, it is tentative to
speculate from our observations that suppression of
caspase-3 expression profoundly enhances the survival
capability of prostate cancer cells, thus contributing to
prostate cancer progression. Strategies aimed to restore
or enhance expression of caspases, such as the use of
either demethylating agents [33] or the adenovirus-
mediated transfer of inducible caspases [34], may be
effective for prostate cancer treatment, particularly in
those patients lacking tumor caspase-3 expression.

Conclusions

In summary, we found that tumor expression of cIAP1/
2, cIAP2, Survivin, procaspase-8, cleaved caspase-8,
procaspase-3 and caspase-7 expression correlates with
clinicopathological features of prostate cancer, indicating
that these proteins may constitute markers of local dis-
ease. Moreover, negative tumor expression of XIAP,
procaspase-3 or cleaved caspase-3 predicted early bio-
chemical progression after radical prostatectomy, both
alone and after adjusting for the effects of Gleason score
and pathological T stage. This adds significance to a
previous study evaluating the prognostic capability of
XIAP in prostate cancer and others indicating an anti-
tumor role for this IAP. Our findings also support the
idea that loss of caspase-3 expression in prostate cancer
cells strongly decreases their sensitivity to apoptosis,
thus contributing to prostate cancer progression. XIAP,
procaspase-3 and cleaved caspase-3 may improve the
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accuracy of the existing markers to predict biochemical
progression after radical prostatectomy. Prospective
studies in larger cohorts of patients are needed to con-
firm their prognostic utility.
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Abstract

Epidermal growth factor (EGF) is thought to contribute to the emergence of castration-resistant
(CR) prostate tumors by inducing proliferation of cancer cells despite the low levels of
circulating androgens achieved by androgen deprivation therapy. We show that, in LNCaP cells,
androgen deprivation induces arrest in the Go/G; cell cycle phase, and that EGF partially rescues
this arrest without affecting cell death. Inhibition of p38 MAPK, but not MEK or IKK-,
completely abrogates the EGF-induced proliferation of LNCaP cells in androgen-depleted
medium, and decreases the fraction of Go/Gi-arrested cells. Our results suggest that EGF
enables prostate cancer cells to overcome the growth restriction imposed by androgen
deprivation by stimulating Go/Gy-to-S transition via p38 MAPK. These results suggest the
potential of developing therapies for advanced prostate cancer that block the Go/G; to S
transition, such as by targeting p38 MAPK, or that aim to induce apoptosis in Go/G;-arrested
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cancer cells.

Introduction

Prostate cancer remains a leading cause of cancer-related
death in Western countries (Jemal et al., 2011). Androgen
deprivation therapy (ADT) constitutes the first-line treatment
for metastatic prostate cancer (Sharifi et al., 2010). Androgen
depletion causes tumor regression owing to its ability to
induce apoptosis and cell proliferation arrest of prostate
cancer cells (Agus et al., 1999). In spite of a frequent initial
dramatic response to ADT for metastatic disease, in almost all
patients tumors arise that are resistant to low circulating
androgen levels at 2-3 years, in a phenomenon called
castration resistance (CR), leading to death in virtually all
patients in 16-18 months (Pienta & Bradley, 2006).
Therefore, elucidation of the processes that drive prostate
cancer cells to become resistant to ADT is a major challenge
for cancer research.

CR tumors must contain cancer cells that survive and
proliferate despite circulating castration levels of androgens.
Several mechanisms have been proposed to explain the
emergence of ADT-resistant tumors (Feldman & Feldman,
2001; Pienta & Bradley, 2006; Ponguta et al., 2008; Tombal,

Correspondence: Mar Royuela, Department of Biomedicine and
Biotechnology, University of Alcald, Alcala de Henares 28871,
Madrid, Spain. Tel: +0034 91885 4799. E-mail: mar.royuela@uah.es

2011), including: (a) upregulation of androgen receptor (AR);
(b) mutations in AR; (c) increased synthesis of androgens by
tumor cells; (d) ligand-independent activation of AR by
growth factors or cytokines; (e¢) AR-independent processes
triggered by mutations or extracellular signals; or (f) tumor
cell repopulation supported by androgen-independent prostate
cancer stem cells.

Auto/paracrine peptidic signals that activate tyrosine
kinase receptors are thought to contribute to CR emergence,
by activating signaling pathways in prostate cancer cells
which circumvent androgen requirement to survive and/or
proliferate (Feldman & Feldman, 2001; Pienta & Bradley,
2006). For example, epidermal growth factor (EGF) has been
shown to induce proliferation of prostate cancer cell lines in
the absence of androgens, through AR-dependent and inde-
pendent pathways (Culig et al., 1994; MacDonald & Habib,
1992; Ponguta et al., 2008; Sherwood et al., 1998). In support
of the role of EGF in CR prostate cancer, the EGF receptors
EGFR (HER-1) and HER-2/neu are overexpressed in CR and
metastatic prostate tumors, and have been correlated with
poor patient outcome (Hernes et al., 2004; Lorenzo et al.,
2002; Zellweger et al., 2005).

How EGEF is able to promote CR prostate cancer cell
growth and the mediators involved in this process remain
poorly known. Upon androgen withdrawal, prostate cancer
cells arrest in G; phase associated to changes in G;-phase
regulatory elements, both in in vitro and in vivo models (Agus
et al., 1999; Knudsen et al., 1998). In the present work, we
investigated whether EGF is able to stimulate G;—to-S cell
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cycle-phase transition, thus mimicking the effect of androgens
and enabling prostate cancer cells to overcome the androgen
deprivation-induced growth restriction, and the mediators
involved in this process.

Materials and methods
Reagents

All components for cell culture were obtained from Invitrogen
(Carlsbad, CA). Recombinant human EGF was obtained from
Peprotech (Paris, France). The p38 MAPK inhibitor
SB203580, the IKK-f inhibitor PS1145, and the MEK
inhibitor PD98059 were obtained from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). Goat polyclonal anti-p-Rb antibody
(Thr 821/826) was from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA).

Cell line and treatments

LNCaP cells, purchased from American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD), were maintained in
RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) and antibiotics, in a humidified 5%-CO,
atmosphere at 37°C. As a rule, treatments were initiated at
least 24 h after seeding, to ensure proper cell attachment and
exponential growth.

At time of treatment, the medium was removed, wells were
washed with phosphate buffered saline (PBS), and medium
containing 10% charcoal-stripped FBS (CS-FBS) was added
to simulate androgen withdrawal (Shen et al., 1997), with or
without addition of recombinant human EGF. In some
experiments, chemical inhibitors SB203580, PD98059, and
PS1145 were applied 4h in advance to treatments. The
medium was removed and replaced with fresh medium
containing the treatments every 72 h.

MTT assay

Cells were seeded in 96-well plates at 5 x 10° cells/well. At
the end of treatments, the medium was removed and 200 pl of
serum-free, red phenol-lacking RPMI medium containing
0.25mg/ml  of  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) was added. After 4-h incubation
at 37°C, SDS was added to a final concentration of 3% to
dissolve the formazan crystals. Dye absorbance was measured
by spectrometry at 570 nm using a microplate reader.

Determination of cell cycle distribution and cell death

Cells were seeded in 6-well plates at 1.5 x 10> cells/well. At
the end of the experiments, detached and adherent cells
harvested by trypsinization were collected together, centri-
fuged, and re-suspended in cold PBS. To determine cell cycle
distribution, cells were permeabilized with 0.1% v/v Nonidet
P-40, incubated for 20min at room temperature in the
presence of 0.01-mg/ml RNase and 40 mg/ml of propidium
iodide (PI), and analyzed by flow cytometry. To determine
cell death based on plasma membrane disruption, nonper-
meabilized cells were directly incubated with 40-mg/ml PI,
and examined by flow cytometry. Cells with free PI
penetration were considered as death.

Growth Factors, Early Online: 1-6

All flow cytometry data were analyzed using WinMDI
software (Scripps Institute, La Jolla, CA). To calculate cell
cycle distribution, histograms were further analyzed with
Cylchred software (Cardiff University, Cardiff, UK).

Cell lysates preparation and western blotting

Floating and scraped adherent cells were collected together,
pelleted by centrifugation, and washed with PBS. The cells
were lysed by incubation for 20 min on ice in 60 ml of lysis
buffer [1% (v/v) NP-40 and 10% (v/v) glycerol in 20-mM
Tris—HCl pH 7.5] supplemented with a protease inhibitor
cocktail, 1mM of sodium orthovanadate, and 10mM of
sodium fluoride. Extracts containing equal protein amounts
were analyzed by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis,
blotted into membranes and immunodetected, as previously
described (Ramos et al., 2006).

Results

EGF counteracted the suppressive effect of androgen
deprivation on LNCaP cell growth

MTT was performed to determine changes in the size of the
viable LNCaP cell population. As shown in Figure 1, the
growth of LNCaP cells upon androgen deprivation was nearly
1.6-fold lower than that of LNCaP cells cultured in complete
medium (CS-FBS vs. FBS alone) at 3 d, and 3.0-fold lower at
6d. EGF increased the growth of LNCaP cells in a dose-
dependent manner upon androgen starvation, reaching a
maximum response of near 2-fold after 6d of treatment with
10 ng/ml of EGF.

FBS Il 3 days
6 days

Abs 570 nm (% of control)

0 0 0.1 1 1 50 100
EGF (ng/ml)

Figure 1. Time- and dose-dependent effect of EGF on LNCaP cell
growth. LNCaP cells were exposed to medium containing 10% CS-FBS
alone or in combination with the indicated EGF concentrations or were
grown in medium supplemented with 10% FBS. Then, the size of the
viable cell population was estimated by the MTT assay at the indicated
times. The absorption values (mean =+ SD of four independent experi-
ments) are represented in relation to cells treated with CS-FBS alone,
which received the value of 100. Asterisks denote statistically significant
differences between the indicated conditions and CS-FBS alone
(Student’s r-test: *p <0.05; **p <0.005).
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Figure 2. Effect of androgen deprivation and (A)
EGF on cell death of LNCaP cells. LNCaP

cells were grown in medium supplemented

with 10% FBS or were exposed to medium
containing 10% CS-FBS alone or in

combination with 10 ng/ml EGF. After 3 and

6d of treatment, loss of plasma membrane

integrity was estimated by assessing PI

incorporation into the cell by flow cytometry.

(A) Percentage of PI-permeable (death) cells

(mean + SD of three independent

experiments). (B) Examples of flow (B)
cytometry histograms obtained at 6d of 91—
treatment, in which the fractions of

PI-permeable cells are shown.

no of cells

Figure 3. Effect of androgen deprivation and (A)
EGF treatment on cell cycle distribution of

LNCaP cells. LNCaP cells were grown in 1
medium supplemented with 10% FBS, or
were exposed to medium containing 10%
CS-FBS alone or in combination with 10 ng/
ml of EGF. Cell cycle distribution was
estimated according to the DNA content by
flow cytometry. (A) Percentage of cells in Go/
Gy, S, and G,/M cell cycle phases

(mean + SD of five independent experiments)
at 3 and 6d of treatment. Asterisks denote
significant differences between the indicated
pair of values (*p <0.05; **p <0.005;

*##%p <0.001; Student’s r-test). (B) Examples
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EGF-induced cell growth of LNCaP cells upon
androgen deprivation was associated with a reduction
of cell cycle arrest in Go/G; but not with changes in
cell death

We next evaluated PI-free cell entry, which is an unequivocal,
widely used indicator of cell death due to any mechanism
(Kroemer et al., 2009). Treatments did not cause significant
changes in the percentage of Pl-positive cells (Figure 2),
demonstrating that cell death does not account for the

CS-FBS-induced cell growth reduction or the counteracting
effect of EGF.

Distribution of cells along the different cell cycle phases
was assessed by estimating the cell DNA content by flow
cytometry. Upon androgen deprivation, the proportion of
LNCaP cells in GO/G1 was higher, and the proportion in S
lower than those cultured in FBS-supplemented medium
(Figure 3). Although there was a trend toward a decreased
proportion of G2/M cells, the difference was not statistically
significant. In agreement with a role of EGF in promoting
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transition from Gl-to-S phase, EGF treatment buffered the
effect of CS-FBS replacement on cell cycle distribution
(Figure 3). With the aim of validating our observations
derived from the cell cycle assay, we analyzed the levels of
the phosphorylated retinoblastoma protein (p-Rb). The ret-
inoblastoma protein (Rb) is known to allow G1-to-S transition
when strongly phosphorylated (Heilmann & Dyson, 2012).
As expected, the phosphorylation of Rb on the residues
Thr821 and Thr826 was lower in cells cultured in androgen-
depleted medium compared to cells growing in FBS-
supplemented medium (Figure 5A).

Accordingly with the results shown in Figure 2, no changes
were found in the percentage of sub-Gy/G; (apoptotic) cells
(Figure 3B).

These results strongly support that EGF stimulates
CS-FBS-induced Gy/G;-arrested LNCaP cells to progress
through the cell cycle, which resulted in increased prolifer-
ation despite low levels of androgens.

p38 MAPK inhibitor SB203580 completely abrogated
EGF-induced LNCaP proliferation under androgen-
deprived conditions

Two mitogen-activated protein kinases (MAPKs), p38 and
ERK, are activated in response to EGF stimulation in LNCaP
cells growing in androgen-depleted conditions (Mukherjee &
Mayer, 2008). EGF has also been demonstrated to induce
proliferation of estrogen receptor-negative breast cancer cells
via the canonical NF-kB pathway (Biswas et al., 2000). To
gain insights into the molecular players contributing to the
proliferative effects of EGF on LNCaP cell growth under
androgen-deprived conditions, MTT assays were performed in
which the activity of p38 MAPK, MEK (the upstream kinase
of ERKSs), or IKK-f (the upstream kinase of NF-kB) was
inhibited by applying the chemical compounds SB203580,
PD98059, or PS1145, respectively, 4h in advance to the
addition of CS-FBS or CS-FBS plus EGF. When p38 MAPK
was inhibited, the effect of EGF on LNCaP cell growth at 6d
was completely abolished, while no significant differences
were found when either MEK or IKK-B inhibitors were
applied (Figure 4). This indicates that p38 MAPK positively

300 __ 300
8 8
kel ‘6

200- 200
* &
£ E -
o o

~

5 100~ B 100
2 2
< < |

EGF = + = + EGF -
SB203580 - - + + PD98059 =
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regulates the proliferation of LNCaP cells in response to EGF
under androgen-deprived conditions.

p38 MAPK inhibitor SB203580 inhibited the
EGF-induced decrease in the fraction of LNCaP
cells arrested in GO/G1

To evaluate whether the role of p38 MAPK as a positive
regulator of the reported proliferative effects of EGF in
LNCaP cells relies on its ability to regulate cell cycle, p38
MAPK inhibitor was added to LNCaP cell cultures 4h in
advance to CS-FBS or CS-FBS plus EGF, and cell cycle
distribution was finally assessed by flow cytometry. p38
MAPK inhibition counteracted the EGF-provoked reduction
in the fraction of androgen deprivation-induced Ggy/G;-
arrested LNCaP cells, completely at 3d and in a lesser
extent at 6d of treatment (Figure 5B). Accordingly, under
androgen depletion, cells treated with EGF and the p38
MAPK inhibitor showed similar levels of Rb phosphorylation
than untreated cells (Figure 5A). Moreover, p38 MAPK
inhibition did not produce changes in cell death, neither alone
nor in combination with EGF (data not shown). These
findings indicate that p38 MAPK contributes to EGF-induced
proliferation of LNCaP cells under androgen-deprived condi-
tions by promoting Gy/G;—to-S transition.

Discussion

The ability of prostate tumors to survive and proliferate at low
circulating levels of androgens, and thus to achieve CR status,
has been explained by multiple mechanisms that are not
mutually exclusive (Feldman & Feldman, 2001; Pienta &
Bradley, 2006; Tombal, 2011). Our results suggest that EGF
is able to support the growth of LNCaP cells under androgen-
deprivation conditions, by stimulating p38 MAPK-dependent
Go/G;—to-S cell-cyclephase transition.

Here, we show that EGF is able to counteract the
suppressive effect of androgen deprivation on the growth of
LNCaP cells, in accordance with other reports (MacDonald &
Habib, 1992; Sherwood et al., 1998). The proportion of cells
with altered membrane permeability — as shown by PI
incorporation assay — did not significantly vary with CS-FBS

:

;

Abs 570 nm (% of control)
g

- + EGF - + - +
+ + PS1145 = = + +

Figure 4. Effect of inhibition of p38 MAPK, MEK, and IKK-f on EGF-induced proliferation of LNCaP cells under androgen-deprived conditions.
LNCaP cells were treated with CS-FBS or CS-FBS plus 10 ng/ml EGF. Prior to treatments, cells were incubated for 4 h with 10-uM SB203580 (p38
MAPK inhibitor), 20-uM PD98059 (MEK inhibitor), or 10-uM PS1145 (IKK-f inhibitor). After 6 d, MTT assay was performed to determine the size of
the viable cell population. The absorption values (mean + SD of three independent experiments) are represented in relation to cells treated with CS-FBS
alone, which received the value of 100. Asterisk indicates significant differences between the indicated pair of values (p <0.05; Student’s #-test).
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Figure 5. Effect of p38 MAPK inhibition and EGF stimulation on the
phosphorylation of Rb and the cell cycle distribution of LNCaP cells
under androgen-deprived conditions. LNCaP cells were treated with CS-
FBS or CS-FBS plus 10-ng/ml EGF. Prior to treatments, cells were
incubated with 10-uM SB203580 (p38 MAPK inhibitor) for 4h. (A)
Western blot analysis of p-Rb after 3 d of treatment. -actin was used as a
loading control. (B) Cell cycle distribution was estimated according to
the DNA content by flow cytometry at 3 and 6 d of treatment. Results are
represented as percentage of cells (mean+SD of five independent
experiments) in Go/Gy, S, and G,/M cell cycle phases. Symbols indicate
significant differences between the indicated pair of values (*p <0.05;
**p <0.005; #**p <0.001; Student’s z-test).

or CS-FBS plus EGF treatments, demonstrating that cell death
does not contribute to the changes in the population of viable
LNCaP cells shown in MTT assays. Instead, the proliferative
effects of EGF were accompanied by a reduction in the
fraction of cells in Gy/G,, and an increase in the fraction of
cells in S phase, indicating that EGF exerts its proliferative
action mainly by promoting G;—to-S phase transition. The fact
that the reduction in the proportion of G2/M cells upon
androgen withdrawal was not statistically significant could be
explained by an arrest of the small fraction of tetraploid cells
in GO/G1, which overlaps with the diploid G2/M peak and, in

EGF, p38, and transition of cell cycle 5

consequence, is likely masking a more pronounced G2/M
decrease.

These findings implicating cell cycle arrest in tumor
regression after ADT contrast with initial proposals that this
regression is mediated exclusively through apoptotic cell
death (Agus et al., 1999). Instead, our results are consistent
with several other studies establishing a role for cell cycle
arrest. In a mouse model of xenografted prostate cancer, after
castration, tumor cells exhibited changes in G; cell cycle
regulatory proteins, with absence of apoptosis, and associated
to decreased proliferation, indicating that androgen with-
drawal causes cell cycle arrest in G; phase (Agus et al., 1999).
Similarly, Knudsen et al. (1998) found that androgen removal
produces specific G; arrest in LNCaP cells growing in vitro,
linked to changes which have been associated to G;—to-S
transition repression, such as diminution in the hyperpho-
sphorylated species of Rb and p130, or suppression of activity
of cyclin-dependent kinase (CDK)4 and CDK2.

MAPKSs are signals transducers which are thought to have
an important role in prostate cancer, through their effects on a
broad range of cell functions, including death/survival,
proliferation, and differentiation (Rodriguez-Berriguete
et al.,, 2012). Two MAPKSs transduction pathways, the p38
MAPK and MEK/ERK cascades, are known to be activated in
response to EGF stimulation in LNCaP cells growing in
androgen-starved medium (Mukherjee & Mayer, 2008). In
contrast, in breast cancer (another hormone-related malig-
nance), EGF-induced activation of the IKK/NF-kB pathway
has been demonstrated to contribute to the growth autonomy
of estrogen receptor-negative cells, most likely by promoting
G,—to-S progression (Biswas et al., 2000). In the present
study, inhibition of p38 MAPK, but not MEK or IKK-f,
completely abrogated the EGF-induced proliferation of
LNCaP cells in androgen-deprived conditions. Such an
effect seems to be mostly caused by blockade of the EGF-
induced G¢/G—to-S transition, since percentage of cells along
the different cell cycle phases was maintained practically at
control (androgen deprivation) levels. Further evidence was
provided with the assessment of Rb phosphorylation, which is
determinant for Gi-to-S transition (Heilmann & Dyson,
2012).

Therefore, p38 MAPK seems to be a critical mediator in
the induction of Gy/G-to-S transition by EGF under androgen
withdrawal. It has been demonstrated that p38§ MAPK is
capable of phosphorylate and activate AR in response to EGF
in a ligand-independent fashion in LNCaP cells (Mukherjee &
Mayer, 2008). Similarly, p38 MAPK has been shown to
increase AR activation and/or expression in response to other
stimuli in absence of androgens, like interleukin (IL)-6 (Lin
et al., 2001) or hypoxia (Khandrika et al., 2009). Altogether,
these results suggest that different stimuli use p38 MAPK
signaling as a common element driving androgen-independent
prostate cancer cell proliferation, which could involve
important therapeutic implications.

We provide the first evidence that EGF can mimic the
effect of androgens on the cell cycle of prostate cancer cells,
since it is able to promote cell cycle progression from Gy/G—
to-S phase. We also demonstrated the requirement of p38
MAPK activity in this process. Therefore, EGF — as well as
other peptidic ligands — could contribute to the emergence of
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CR tumors by allowing androgen deprivation-induced Gy/G1-
arrested prostate cancer cells to progress through the cell
cycle and proliferate. We hypothesize that therapies aimed to
block Gy/G;-to-S transition, possibly targeting p38 MAPK,
and/or to induce apoptosis in Gy/G;-arrested cancer cells
could improve ADT or be successful for treatment of CR
prostate cancer.
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Background: This work is focused on finding new markers that complement or diagnoses currently used
towards improving knowledge histological and statistical aspects that allow us to predict the local stage
carcinomas and to identify and understand all the factors related to the progression of this disease.

Materials and methods: Prostates were obtained from: normal prostates from 20 men, diagnosis of BPH
(Benign Prostatic Hyperplasia) from 35 men and prostate cancer from 86 men. We studied the behavior
of cytokines that have been implicated in inflammatory processes: TNF-alfa, IL-6, IL-1, EGF and TGF-B.

fie_)iwords" Expression of these cytokines and its receptors was analyzed by immunohistochemistry. Spearman’s test,
1L-6 Kaplan-Meier curves, univariate and multivariate Cox proportional hazard regression analyses were per-
EGF formed.

TNE-alfa Results: Spearman’s analysis showed that there was at least one correlation between TGFB-B, IL-6, gp-

130, IL-1B, IL-1R, IL-1RII and clinic pathological feature (preoperative serum PSA, clinical t stage, patho-
logical t stage, positive surgical margins, biochemical progression, survival). Immunostaining score was
correlated with some of the clinicopathological feature. In Cox multivariate analysis between the prog-
nostic variables (pathological T stage, Gleason score and lymph node) and immunohistochemical param-
eters (TGF-B, IL-1a, intensity TGFBRI and intensity TGFBRII) only the expression of IL-1a was retained as
independent predictors of biochemical progression after radical prostatectomy.

Conclusions: Our results suggest a role for prostatic expression of TGF-B, IL-1a, TGFBRI and TGFBRII as
prognostic markers for prostate cancer. The rational combination of novel agents directed toward the
inactivation of TGF-B, IL-1a, TGFBRI and TGFBRII could disrupt complementary tumor cell proliferation
pathways.

TGF-B and prostate cancer

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Prostate cancer is one of the most commonly diagnosed malig-
nancies in males. Etiopathologic factors are diverse and it is essen-
tial to develop therapies useful in early treatment. Inflammation
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has been suggested as a causal factor in several human tumors,
including prostate cancer. Among the factors described to be
involved in inflammatory processes, pro-inflammatory (TNF-alfa,
IL-6, IL-1) and anti-inflammatory (EGF and TGF-B) cytokines play
an important role in the activation of different transduction path-
ways related with carcinogenesis [1].

The function of tumor necrosis factor o (TNF-alfa) in tumor tis-
sues is determined by different intracellular signals triggered upon
its arrival at the cell surface of its membrane receptors (tumor
necrosis factor receptor: TNFRI and TNFRII). The expression and
functionality of TNF-alfa and its receptors have been studied in dif-
ferent tumors such as esophageal [2], prostate [3], thyroid follicle
[4] and breast [5] cancers.
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Interleukin 1 (IL-1) comprises two ligands (IL-1a and IL-1B),
which bind to two types of transmembrane interleukin 1 receptors
(IL-1RI and IL-1RII), and there is also a specific interleukin 1
receptor antagonist (IL-1Ra). IL-1a has also been implicated in
the promotion of angiogenesis, induction of cascade of other
pro-inflammatory molecules, tumor growth, and metastasis in
experimental cancer models, being associated with more
aggressive tumor biology [6]. Interestingly, Sakurai et al. [7]
reported reduced hepatocellular carcinoma development with
the inhibition of IL-1a or the ablation of IL-1RI.

The predictive value of members of the TNF-alfa and IL-1a sig-
naling pathways has been assessed in several human malignancies.
IL-1B gene variants have been shown to predict outcome in colon
cancer [8], and have been associated with risk of lung [9], gastric
[10] and prostate [11] cancer.

Interleukin 6 (IL-6) exerts its biological activity through a mem-
brane receptor complex constituted by IL-6 receptor o (IL-6Ra) and
glycoprotein 130 (gp-130). First, IL-6 binds to IL-6Ro, which is
unable to initiate signal transduction, and this complex attracts
gp-130 molecules, which dimerize leading to the intracellular sig-
nal [12]. This complex is involved in tumor growth and malignant
differentiation of cancer cells. Moreover, IL-6 has been found to be
overexpressed in several tumors, such as melanoma [13], lung [9],
breast [7], prostate [14], and bone [15] cancers and has prognostic
significance [16].

Epidermal Growth Factor (EGF) initiates its signaling by binding
to the extracellular domain of the receptor ErbB [17]. Epidermal
growth factor receptor (EGFR) is the predominant ErbB receptor
expressed in normal adult mammalian cells and on the cell
membrane of cancer cells; and its signaling axis is implicated in
tumor progression. EGF has been associated with prostate cancer
aggressiveness and progression-free interval in androgen
blockade-treated patients [18] whereas expression of epidermal
growth factor receptor correlates with disease relapse and progres-
sion to androgen-independence in human prostate cancer [19].

Transforming growth factor B (TGF-B) regulates proliferation,
differentiation, development, angiogenesis, wound healing and
many other processes in different cell types [20]. TGF-B binds
two receptors (TGFBRI and TGFBRII), and then initiates a cascade
of phosphorylations which subsequently activates different intra-
cellular signaling pathways [21]. Overexpression of TGF-B and its
receptors has been described in various types of human cancer,
which correlates with tumor progression, metastasis, angiogenesis
and poor prognostic outcome. TGF-B1 expression may be useful
clinic pathological features for prostate cancer [22].

The aim of the present study was to investigate the prognostic
value for biochemical progression of the expression of growth fac-
tors and their receptors in the prostate tumor, as well as to evalu-
ate its correlation with classic clinic pathological markers of
prostate cancer.

2. Materials and methods
2.1. Patients

All the procedures followed were examined and approved by
the University of Alcald and Principe de Asturias Hospital Ethics
Committees (reference number 2013/003/20130214) and were in
accordance with the ethical standards of the Committee for Human
Experimentation, with the Helsinki Declaration of 1975 (revised in
Tokyo 2004) and the Committee on Publication Ethics (COPE)
guidelines. This study was made with the consent of the patients’
relatives or their family in autopsy cases.

Prostates were obtained from: (a) histologically normal pros-
tates (NP) obtained at autopsy (8-10 h after death) from 20 men

(aged between 20 and 38 years) without histories of reproductive,
endocrine or related diseases; (b) transurethral resections from 35
men (aged between 53 and 88 years) with clinical and histopatho-
logical diagnosis of benign prostatic hyperplasia (BPH); (c) radical
prostatectomies from 86 men (aged between 52 and 74 years) with
prostate cancer. Prostate cancer was detected by serum PSA (pros-
tate specific antigen) screening and rectal examination, and diag-
nostic was confirmed by histopathological examination of needle
biopsy cores. The median age (range) at time of surgery was 66
(52-74). Patients were generally scheduled to have a serum PSA
measure every 3 months for the first year and every 6 months
thereafter. Median follow-up (range) time of the cohort was 75.9
(15.6-159.2) months, being defined as the time between the sur-
gery and the endpoint of the study or the last record. Clinic patho-
logical features of patients are shown in Table 1.

Each diagnosed sample was divided into two portions; one por-
tion was immediately processed for immunohistochemistry, while
the other portion that was frozen in liquid nitrogen and main-
tained at —80 °C for Western Blotting analysis. In this later portion,
cryostat sections were stained with toluidine blue to confirm
histopathological diagnosis. All pathological, clinical or personal
data were anonymized and separated from any personal identi-
fiers. This study was made with the consent of the patients’ rela-
tives or their family in autopsy cases.

2.2. Reagents

Total serum PSA was measured by the AxSYM system (Abbott,
IL). All primary antibodies were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). The primary antibodies used were:
rabbit anti-human TNF-alfa, IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-1RI, EGF, EGFR,
IL-6, gp-130, TGF-B, TGFBRI, TGFBRII; mouse anti-human IL-1RII;
and goat anti-human TNFRI. For immunohistochemistry analysis
antibodies were diluted at 1:200 (TNF-alfa, TGF-B), 1:150 (IL-1a,
IL-1B, IL-1Ra, IL-1RI, IL-6, gp-130), 1:100 (TNFRI, TGFBRII, IL-1RII,
EGFR), 1:50 (EGF, TGFBRI) in TBS. Biotin-conjugated antibodies
(DAKO, Barcelona, Spain) and Vectastain ABC (avidin-biotin
complex) kit (Vector Labs, Barcelona, Spain) were at a 1:500
dilution.

Table 1
Clinicopathological features of patients.

Median (range)

Age (years) 66.00 (52-74)
Preoperative serum PSA (ng/ml) 11.35(1.4-233)
% (n)

Preoperative serum PSA (ng/ml)

<10 ng/ml 36.0 (31)

>10 ng/ml 64.0 (55)
Gleason score

<6 82.6 (71)

7 9.3 (8)

>8 8.1(7)
Clinical T stage

1 54.7 (47)

11 45.3 (39)
Pathological T stage

1 65.1 (56)

11 31.4(27)

v 3.5(3)
Perineural invasion (yes) 26.7 (23)
Positive surgical margins 38.4 (33)
Node involvement (yes) 4.7 (4)
Biochemical progression (yes) 33.7 (29)
Survival (yes) 73.3 (63)
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2.3. Immunohistochemical analysis and scoring

Immediately after surgery prostate tissues were fixed, dehy-
drated, and embedded in paraffin, and 5 pum thick sections were
processed following the avidin-biotin-peroxidase complex (ABC)
method as described previously [23].

Specificity controls for immunohistochemistry were performed
as previously published [24-26]. Briefly, for negative controls tis-
sues were incubated with blocking peptides or preimmune serum
(Santa Cruz Biotechnology). As external positive controls, histo-
logic sections of human lymph nodes, skin or thymus were incu-
bated with the same antibodies.

Immunostaining was evaluated at both cancerous epithelium
and surrounding stroma level by two independent pathologists
(P.M.-0. and G.0.), blinded for the endpoint, in five randomly
selected fields per section and six sections per patient. First,
patients were stratified as positive (those showing staining in more
than 5% of the surface of the corresponding compartment) or neg-
ative. Moreover, a score combining both intensity and percentage
of immunostained surface was assigned to each sample, and
accordingly patients were stratified as having “negative”, “positive
low” or “positive high” immunostaining.

2.4. Statistical analysis

The endpoint of the study was time to biochemical progression,
defined as the time between definitive therapy to the first of at
least two consecutive elevations in the total serum PSA level above
0.2 ng/ml. Established prognostic variables included in the study
were preoperative serum PSA, pathological and clinical T stages
(2010 AJCC/UICC TNM classification [27]), postoperative Gleason
score (2005 ISUP modified [28]), lymph node involvement and sur-
gical margins status. To evaluate the association between clinico-
pathological (clinical T stage, pathological T stage, preoperative
serum PSA and Gleason score) and immunohistochemical variables
Spearman’s test was performed. Log-rank test and Kaplan-Meier
analyses were used for survival comparisons. To explore the corre-
lation of the studied immunohistochemical parameters and estab-
lished prognostic variables with biochemical progression,
univariate and multivariate Cox proportional hazard regression
analyses were performed. All statistical analyses were performed
using the SPSS 22.0 software (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). P values
<0.05 were considered as significant.

Table 2

3. Results

3.1. Comparative analysis of expression of the studied proteins in NP,
BPH and PC

In previous manuscripts we have studied by immunohisto-
chemistry the expression of these cytokines and their receptors
in normal, BPH and prostate cancer [14,25,26,29-31]. The results
obtained in previous manuscripts were similar than those reported
in the present work, but with minor variations, likely due to the
increased number of patients included in this study (Table 2).

In NP immunoreaction was found for TNF-alfa, TNFRI, EGF,
EGFR, TGFBRII, IL-6, gp-130 and IL-1B, and in the cytoplasm of
epithelial cells; and for TNFRI, EGFR, IL-6, gp-130, IL-1B and IL-
1RI in stromal cells. No immunoreaction was found to IL-1a, IL-
1Ra, IL-1RII or TGF-B and TGFRI (Table 2).

In BPH, all the studied proteins were localized in epithelial cells,
except IL-1RI, which was exclusively detected in stromal cells.
Moreover, TNFRI, EGFR, TGF-B, TGFBRI, TGFBRII, IL-6, gp-130, IL-1
and IL-1RII, were also detected in stromal cells (Table 2). The per-
centage of patients showing positive immunoreactions for TNF-
alfa, TNFRI, IL-1a, IL-1Ra, IL-1RII, TGF-B, TGFRI and TGFRII was
higher in BPH in comparison with NP, while for IL-6, gp-130, IL1-
RI, EGF and EGFR was lower.

In PC, TNF-alfa, EGF, IL-1a, IL-1RIl and IL-1Ra were observed
only in epithelial cells. All the other proteins were localized in both
epithelial and stromal cells. When are compared the % of positive
patient between BPH and Cancer the same pattern was observed
except for TNF-alfa, gp-130, IL-1RI and EGF. When we analyzed
the optical density, the increase is significant only to IL-1 family
(all members), TFG-B, TGF-RI, TGF-RIL Try to find out if these vari-
ations between NP and pathological condition or between BPH and
cancer may have some correlation with clinical patient (Table 2).

In some statistical analysis we used immunostaining score
(Negative, positive-low, positive-high) (see Table 3).

3.2. Correlation between immunohistochemical variables and
clinicopathological features

Some significant correlations were found between the stromal
expression of the studied proteins and the clinicopathologival vari-
ables (Table 4A). Thus, inverse correlations were found between
EGF and both pathological stage and Gleason score, TGF-B and

Percentages of patients showing positive immunohistochemical reactions to all the antibodies studied in normal prostate (NP), benign prostatic hyperplasia (BPH), and prostatic
carcinoma (PC); and average optical densities (0.D.) of immunostainings in positive patients (epithelium and stroma).

NP BPH PC

% (n) Epithelium O.D. Stroma O.D. % (n) Epithelium O.D. Stroma O.D. % (n) Epithelium O.D. Stroma O.D.
TNF-o 80 (16) 36.30+4.5 - 94.3 (33) 31.34+39 - 87.2 (75) 31.88 £4.17 -
TNFRI 80 (16) 16.27 £4.43 59+247 88.6 (31) 209+3.1 4.8 +3.93 96.5 (83) 22 +4.54 5.8+2.61
EGF 100 (20) 6.8 £2.2% - 80 (28) 21.8+2.58° - 87.2 (75) 21.25+£2.75° -
EGFR 100 (20) 13.5+£2.9% 4.18+1.1 57.1 (20) 25.4+201° 3.99+25 97.7 (84) 27.45 +2.98° 3.98+2.5
TGF-B 0 - - 37.1(13) 19.93 £2.55% 5.18£3.1 81.4 (70) 34.15+2.87° 544+3.4
TGFBRI 0 - - 62.8 (22) 17.46 + 1.64° 6.17+2.7 91.9 (79) 31.68 £2.53° 578+23
TGFBRII 40 (8) 29.77 £1.8% - 68.6 (24) 41.22 £3.8° 587+2.7 95.3 (82) 36.96 +2.53° 540+1.9
IL-6 100 (20) 6.8+2.21° 56247 80 (28) 21.8 +2.58" 49+1.75% 67.4 (58) 21.25+2.75° 6.9+3.27°
gp-130 100 (20) 13.5+2.9° 1.1+0.97° 57.1 (20) 25.4+2.01° 17.4 +4.43° 91.9 (79) 27.45 +2.98° 23.78 £5.12°
IL-1a 0 - - 77.1 (27) 20.89 +1.19% - 95.3 (82) 39.22 +2.45° -
IL-1B 75 (15) 32.58 £1.597 36.56 +2.3¥ 73.5 (26) 55.41+2.23° 58.83 £3.3% 84.9 (73) 39.6 £ 2.84° 46.84+4.3©
IL-1RI 100 (20) - 8.52+1.62% 79.3 (28) - 33.01 £3.34° 88.4 (76) 37.88 +1.71 42.69 £ 1.8°
IL-1RII 0 - - 41.9 (15) 28.27£2.15 13.91+1.51 86 (74) 43.42+221° -
IL-1Ra 0 - - 40 (14) 35.41+2.23? - 60.5 (52) 26.04 +2.8° -

Average optical densities were evaluated only in patients showing positive immunoreactions. Values denoted by different superscripts are significantly different from each
other. Those values sharing the same superscript are not statistically different from each other. Statistical analysis refers to each antibody separately. Significance was

determined by the Fisher exact test at p > 0.05.
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Table 3

Distribution of patients according expression and immunostaining score (positive low; positive high) for stroma and tumor immunostaining.
Stroma Tumor
Expression Intensity Expression Intensity

Negative % (n)  Positive % (n)  Positive low % (n)

Positive high % (n)

Negative % (n)  Positive % (n)  Positive low % (n)  Positive high % (n)

TNFalfa 233 (20) 76.7 (66) 22.1(19) 54.7 (47)
TNERI 8.1 (7) 91.9 (79) 314 (27) 60.5 (52)
EGF 73.3 (63) 26.7 (23) 14.0 (12) 12.7 (11)
EGFR 8.1(7) 91.9 (79) 40.7 (35) 51.2 (44)
TGE-p 48.8 (42) 51.2 (44) 29.1 (25) 22.1(19)
TGFBRI  68.6 (59) 31.4 (27) 29.1 (25) 23 (2)

TGFBRI  61.6 (53) 384 (33) 32.6 (28) 5.8 (5)

IL-6 76.6 (66) 23.3 (20) 18.6 (16) 47 (4)

gp-130 372 (32) 62.8 (54) 33.7 (29) 29.1 (25)
IL-1o 12.8 (11) 87.2 (75) 52.3 (45) 34.9 (30)
IL-1B 22.1(19) 77.9 (67) 17.4 (15) 60.5 (52)
IL-1RI 14.0 (12) 86.0 (74) 244 (21) 61.6 (53)
IR 12.8 (11) 87.2 (75) 11.6 (10) 75.6 (65)
IL-Ra 38.4 (33) 61.6 (53) 33.7 (29) 27.9 (24)

247 (21) 75.3 (65) 17.4 (15) 58.1 (50)
3.5 (3) 96.5 (83) 5.8 (5) 90.7 (78)
57.0 (49) 43.0 (37) 30.2 (26) 12.8 (11)
23(2) 97.7 (84) 14.0 (12) 83.7 (72)
52.9 (46) 47.1 (40) 29.4 (25) 17.6 (15)
36.5 (31) 63.5 (54) 35.3 (30) 28.2 (24)
15.3 (13) 84.7 (73) 25.9 (22) 59.3 (51)
57.0 (49) 43.0 (37) 30.2 (26) 12.8 (11)
14.0 (12) 86.0 (74) 14.0 (12) 72.1 (62)
8.1(7) 91.9 (79) 5.8 (5) 86.0 (74)
224 (19) 77.6 (66) 8.2 (7) 69.4 (59)
17.4 (15) 82.6 (71) 25.6 (22) 57.0 (49)
12.8 (11) 87.2 (75) 47 (4) 82.6 (71)
26.7 (23) 73.3 (63) 18.6 (16) 54.7 (47)

biochemical progression, TGF-BRII and survival, and between IL-1a
and biochemical progression. On the other hand, significant posi-
tive correlations were found between the stromal expression of
both TGF-BRI and IL1Ra and biochemical progression.

With regard to the tumor expression (Table 4B), significant pos-
itive correlations were found between IL-1B, IL-1RII and gp130 and
clinical stage, and between IL-1Ra and biochemical progression.
Conversely, significant inverse correlations were found between
EGF, TGF-B and gp130 and survival, TNFRI and positive surgical
margins, and between IL-1a and biochemical progression.

Table 4A

3.3. Correlation between immunostaining score and
clinicopathological features

In the stroma scoring intensity, significant positive correla-
tions were found between EGF and pathological stage, and
between gp-130 and node involvement, and TGFRI and
between biochemical progression (Table 5A). Further, inverse
correlations were found between EGF and Gleason score,
and TGF-B and biochemical progression, and TGFBRII and
survival.

Correlation between stroma expression of immunohistochemical variables and clinicopathological features of patients. Correlations were evaluated by Spearman’s test (r:

correlation coefficient). Bold values highlight statistical significance (p < 0.05).

Preoperative serum PSA Pathological T stage

Clinical T stage Gleason score

r p r p r p r p
TNF-o —-0.069 0.526 0.048 0.661 0.114 0.294 0.180 0.096
TNFRI 0.042 0.699 0.100 0.361 0.015 0.892 0.025 0.821
EGF —-0.039 0.723 -0.228 0.035 -0.128 0.239 —-0.208 0.054
EGFR 0.131 0.230 —0.040 0.714 0.015 0.892 0.034 0.758
TGF-B -0.104 0.342 —-0.072 0.510 0.002 0.984 —-0.020 0.855
TGFBRI -0.118 0.278 —0.002 0.987 0.139 0.203 —-0.047 0.669
TGFBRII —-0.055 0.615 0.008 0.945 0.050 0.649 —-0.051 0.641
IL-6 0.069 0.526 —-0.013 0.908 0.107 0.328 0.110 0315
gp-130 -0.177 0.103 0.124 0.255 0.121 0.266 0.100 0.358
IL-1o 0.148 0.175 —0.002 0.988 —0.001 0.994 0.075 0.490
IL-1B 0.067 0.539 —0.064 0.560 0.147 0.176 0.015 0.888
IL-1RI 0.047 0.666 -0.112 0.304 0.097 0.373 —0.080 0.463
IL-1RII 0.075 0.492 -0.142 0.194 0.069 0.527 0.175 0.107
IL-1Ra 0.055 0.615 0.027 0.804 0.094 0.387 0.109 0319
Perineural Invasion Node involvement Positive surgical margins Biochemical progression Survival
r p r p r p r p r p
TNF-o 0.084 0.443 —0.009 0.934 0.018 0.866 0.160 0.142 0.022 0.843
TNFRI 0.180 0.098 0.066 0.548 -0.027 0.802 0.122 0.262 —-0.108 0.321
EGF —0.009 0.935 0.116 0.287 —0.045 0.683 —0.098 0.371 0.050 0.645
EGFR -0.204 0.059 0.066 0.548 -0.027 0.802 0.122 0.262 0.180 0.098
TGF-B —0.040 0.712 0.105 0.334 0.101 0.354 -0.238 0.027 —0.198 0.068
TGFBRI -0.013 0.909 —-0.030 0.781 0.033 0.763 0.312 0.003 0.044 0.687
TGFBRII 0.009 0.931 0.053 0.629 0.115 0.292 0.044 0.687 -0.261 0.015
IL-6 0.040 0.711 0.140 0.199 —-0.095 0.385 0.015 0.892 —0.022 0.843
gp-130 0.024 0.826 0.170 0.118 —-0.085 0.436 -0.062 0.574 -0.187 0.085
IL-1o —0.083 0.446 0.085 0.439 0.016 0.885 -0.242 0.025 —0.083 0.446
IL-1B —-0.058 0.595 —-0.015 0.888 -0.156 0.151 —-0.035 0.748 —0.058 0.595
IL-1RI -0.136 0.213 0.089 0415 —-0.096 0.378 0.003 0.976 0.016 0.885
IL-1RII —-0.083 0.446 0.085 0.439 —-0.056 0.610 -0.021 0.845 —0.005 0.965
IL-1Ra 0.045 0.683 0.174 0.109 0.082 0.454 0.259 0.016 0.153 0.161
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Correlation between tumor expression of immunohistochemical variables and clinicopathological features of patients. Correlations were evaluated by Spearman’s test (r:

correlation coefficient). Bold values highlight statistical significance (p < 0.05).

Preoperative serum PSA

Pathological T stage

Clinical T stage

Gleason score

r p r p r p r p
TNF-ou —-0.032 0.769 0.121 0.266 0.137 0.208 0.119 0.277
TNFRI -0.143 0.190 -0.163 0.135 —-0.081 0.456 0.087 0.424
EGF 0.016 0.880 -0.159 0.143 0.010 0.924 —-0.028 0.798
EGFR 0.045 0.682 0.112 0.305 -0.014 0.895 0.071 0.518
TGF-B 0.117 0.282 —0.005 0.967 0.181 0.096 —0.001 0.990
TGFBRI —0.066 0.547 0.066 0.551 0.109 0.320 0.030 0.784
TGFBRII 0.021 0.846 0.111 0.310 0.058 0.593 0.024 0.827
IL-6 —0.081 0.457 -0.112 0.305 0.010 0.924 0.023 0.834
gp-130 0.047 0.666 0.158 0.148 0.299 0.005 0.008 0.940
IL-1o —0.046 0.672 —0.040 0.714 0.186 0.087 0.014 0.896
IL-1B —0.055 0.620 -0.136 0213 0.267 0.013 —0.062 0.570
IL-1RI 0.102 0.352 —-0.036 0.745 0.172 0.112 —-0.031 0.777
IL-1RII 0.075 0.492 -0.072 0.512 0.279 0.009 0.091 0.403
IL-1Ra 0.039 0.723 0.156 0.152 0.181 0.095 0.138 0.206
Perineural Invasion Node involvement Positive surgical margins Biochemical progression Survival
r p r p r p r p r p
TNF-o 0.099 0.365 —0.003 0.978 0.059 0.590 0.176 0.104 -0.023 0.830
TNFRI 0.115 0.292 0.042 0.701 -0.241 0.025 0.136 0213 —0.028 0.796
EGF 0.112 0.306 0.031 0.776 —-0.058 0.597 -0.123 0.259 —-0.260 0.016
EGFR —0.081 0.458 0.034 0.755 -0.037 0.736 0.110 0313 0.093 0.393
TGF-B —0.089 0.413 0.126 0.247 —0.065 0.554 —-0.024 0.826 —-0.247 0.022
TGFBRI —0.034 0.760 —0.062 0.570 —0.048 0.660 0.184 0.091 —0.089 0.420
TGFBRII —-0.038 0.726 —-0.061 0.577 0.066 0.546 0.026 0.810 —-0.038 0.726
IL-6 —0.154 0.158 —0.080 0.462 —-0.010 0.930 —-0.024 0.829 —0.048 0.664
gp-130 -0.136 0213 0.089 0.415 0.042 0.703 0.074 0.497 -0.212 0.051
IL-1o —-0.204 0.059 0.066 0.548 0.027 0.802 -0.237 0.028 —-0.108 0.321
IL-1B —-0.182 0.096 -0.014 0.898 —-0.166 0.129 —0.090 0.411 —-0.070 0.526
IL-1RI 0.001 0.994 —0.044 0.688 0.015 0.888 0.004 0.973 0.070 0.522
IL-1RII —-0.083 0.446 0.085 0.439 -0.127 0.243 -0.021 0.845 0.074 0.498
IL-1Ra 0.068 0.532 0.133 0.221 0.099 0.366 0.320 0.003 0.128 0.241
Table 5A

Correlation between stroma immunohistochemical score and clinicopathological features in stroma. Correlations were evaluated by Spearman’s test (r: correlation coefficient).
Bold values highlight statistical significance (p < 0.05).

Preoperative serum PSA

Pathological T stage

Clinical T stage

Gleason score

r p r p r p r p
TNF-o —-0.028 0.801 0.009 0.838 —0.003 0.977 0.148 0.174
TNFRI —-0.002 0.984 0.003 0.978 —0.065 0.554 —-0.055 0.615
EGF —-0.034 0.756 0.238 0.028 -0.138 0.204 -0.215 0.047
EGFR -0.015 0.889 0.122 0.264 0.089 0.415 0.079 0.471
TGF-B -0.126 0.248 —-0.087 0.428 —-0.012 0.911 0.064 0.556
TGFBRI -0.120 0.273 0.008 0.940 0.136 0.211 —-0.032 0.769
TGFBRII —-0.055 0.617 0.024 0.829 0.078 0.478 —-0.041 0.707
IL-6 0.072 0.512 -0.018 0.872 0.104 0.343 0.109 0318
gp-130 -0.027 0.802 0.178 0.102 0.094 0.387 0.157 0.150
IL-1o 0.054 0.621 -0.073 0.505 0.054 0.620 0.075 0.495
IL-1B 0.050 0.650 -0.119 0277 0.171 0.115 0.004 0.969
IL-1RI 0.142 0.192 —-0.087 0.423 0.145 0.182 —-0.087 0.426
IL-1RII 0.132 0.224 —0.046 0.675 0.131 0.228 0.074 0.499
IL-1Ra 0.053 0.625 0.000 0.998 0.091 0.407 0.065 0.552
Perineural Invasion Node involvement Positive surgical margins Biochemical progression Survival
r p r P r p r P r p
TNF-o 0.048 0.664 0.063 0.565 0.027 0.803 0.101 0.357 -0.014 0.898
TNFRI 0.043 0.691 0.073 0.502 —-0.092 0.400 0.002 0.983 -0.116 0.289
EGF —-0.009 0.935 0.116 0.287 —-0.042 0.704 -0.109 0317 0.029 0.794
EGFR —0.042 0.701 0.111 0.310 —0.045 0.683 0.083 0.449 0.057 0.599
TGF-B —0.006 0.954 0.083 0.446 0.090 0.407 —0.208 0.055 -0.198 0.068
TGFBRI —-0.004 0.971 -0.033 0.763 0.052 0.635 0.326 0.002 0.069 0.529
TGFBRII 0.002 0.986 0.082 0.453 0.108 0.322 0.028 0.799 —-0.269 0.012
IL-6 0.052 0.636 0.157 0.148 -0.097 0.375 0.023 0.834 -0.022 0.844
gp-130 —-0.006 0.959 0.225 0.038 —0.042 0.698 -0.051 0.641 -0.169 0.119
IL-1a —0.036 0.743 0.184 0.090 -0.014 0.899 -0.147 0.176 —-0.036 0.743
IL-1B —0.096 0.378 —0.041 0.710 —-0.160 0.141 —0.146 0.181 —0.096 0.378
IL-1RI —-0.089 0414 0.170 0.118 —-0.081 0.460 0.006 0.954 —0.049 0.655
IL-1RII —-0.036 0.743 0.013 0.903 —0.008 0.944 0.000 1.00 —-0.074 0.499
IL-1Ra 0.016 0.881 0.105 0.335 0.020 0.855 0.165 0.129 0.056 0.607
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Table 5B

Correlation between tumor immunohistochemical score and clinicopathological features in tumor. Correlations were evaluated by Spearman’s test (r: correlation coefficient).

Bold values highlight statistical significance (p < 0.05).

Preoperative serum PSA Pathological T stage

Clinical T stage Gleason score

r p r p r p r p
TNF-o 0.025 0.817 0.031 0.780 0.060 0.586 0.054 0.619
TNERI 0.081 0.457 0.032 0.773 —0.034 0.759 0.147 0.177
EGF 0.034 0.759 —-0.153 0.158 —0.050 0.648 0.004 0.970
EGFR —0.064 0.559 0.073 0.505 0.206 0.058 0.121 0.266
TGF-B 0.145 0.184 0.008 0.938 0.147 0.178 —0.043 0.694
TGFBRI —-0.078 0.479 0.098 0.537 0.207 0.057 0.083 0.451
TGFBRII —0.100 0.360 0.068 0.533 0.090 0.410 0.063 0.563
IL-6 —0.090 0.411 -0.114 0.298 0.009 0.934 —0.047 0.665
gp-130 -0.112 0.307 0.047 0.665 0.280 0.009 0.129 0.238
IL-1ot 0.038 0.728 —0.006 0.957 0.171 0.115 0.091 0.403
IL-1B 0.006 0.955 -0.071 0.520 0.267 0.014 -0.034 0.756
IL-1RI 0.058 0.595 —0.062 0.571 0.234 0.030 —-0.037 0.737
IL-1RII 0.211 0.051 0.012 0.916 0.246 0.022 —-0.014 0.898
IL-1Ra 0.047 0.667 0.050 0.168 0.125 0.250 0.045 0.679
Perineural Invasion Node involvement Positive surgical margins Biochemical progression Survival
r o} r P r P r P r P
TNF-o 0.098 0.369 0.054 0.621 —-0.021 0.846 0.140 0.199 —0.100 0.358
TNEFRI 0.106 0.331 0.071 0.518 —0.088 0.421 0.228 0.035 0.098 0.371
EGF 0.096 0.382 0.049 0.655 —0.073 0.502 -0.119 0.277 —-0.262 0.015
EGFR —0.023 0.833 0.097 0.373 —-0.168 0.121 0.119 0.275 —-0.150 0.167
TGF-B -0.118 0.281 0.164 0.132 —0.067 0.539 0.002 0.988 -0.172 0.113
TGFBRI —0.006 0.958 0.017 0.878 —0.068 0.536 0.286 0.008 —0.072 0.514
TGFBRII —0.039 0.720 —0.052 0.635 —0.044 0.688 —0.001 0.996 —-0.083 0.447
IL-6 -0.128 0.239 —0.045 0.680 —-0.033 0.766 —-0.014 0.898 -0.017 0.879
gp-130 —0.058 0.597 0.136 0.213 0.018 0.867 0.113 0.299 -0.124 0.257
IL-1ot -0.216 0.045 0.089 0.417 0.035 0.748 -0.218 0.044 —0.206 0.057
IL-1B -0.136 0.214 0.017 0.879 -0.135 0.219 —0.030 0.785 —-0.076 0.490
IL-1RI —0.089 0.418 0.050 0.648 0.003 0.980 0.099 0.364 —0.109 0319
IL-1RII -0.132 0.224 0.101 0.354 —0.142 0.191 0.056 0.606 0.012 0912
IL-1Ra —-0.032 0.772 0.115 0.292 0.071 0.518 0.233 0.031 0.065 0.551

In the tumor immunostain intensity, significant positive corre-
lations were found between EGFR, TGFBRI, gp-130, IL-1B, IL-1RI
and IL-1RII and clinical stage, and between TNFRI, TGFBRI and IL-
Ra and biochemical progression and between IL-1RI and PSA
(Table 5B). Additionally, significant inverse correlations were
found between IL-1a and both perineural invasion, biochemical
progression and survival, and between EGF and survival.

3.4. Correlation of immunohistochemical variables with time to
biochemical progression

We used the Kaplan—-Meier method combined with the log-rank
test to evaluate the correlation between the expression of these
ligands and their receptors and time to biochemical progression.

In case of expression: biochemical progression of TGF-B nega-
tive stromal patients is shorter than positive TGF-B patients. Bio-
chemical progression of TGFBRI positive stromal patients is many
times shorter than positive TGFBRI patients. When are negative
both IL-1a expression in the tumor (epithelial compartment) or
stroma the biochemical progression are shorter that positive IL-
la patients. Positive patients to IL-1Ra in the tumor (epithelial
compartment) or stroma have shorter time to biochemical progres-
sion (Fig. 1).

In case of immunostain intensity: TGFBRI positive patients have
tumor high in much shorter times than low and negative-positive
patient’s biochemical progression. TGFBRI low stroma positive
patients have progression times longer than high positive but
shorter than patients with negative results. Results Patients with
low positive IL-1Ra in tumor stroma and have time to biochemical
progression shorter than the high positive and negative. Negative

patients in tumor IL-1Ra have very short biochemical progression
with respect to high and low positive (Fig. 2).

Univariate Cox proportional hazard regression analysis was car-
ried out to assess the prognostic value of the studied immunohis-
tochemical markers alone.

In stroma expression of TGF-B, TGFBRI, IL-1a and IL-1Ra are cor-
related with biochemical recurrence free time. While in tumor IL-
1a and IL-1Ra are correlated with biochemical recurrence free time
(Table 6A).

In stroma intensity of TGFBRI is a prognostic factor for biochem-
ical progression. In tumor intensity of TGFBRI and IL-1a are prog-
nostic factors for biochemical progression (Table 6B).

The results shown in Tables 5 and 6 can be summarized in
Table 7.

Preoperative serum PSA, Pathological stage, Gleason score,
lymph node involvement and surgical margins status are com-
monly used prognostic markers for biochemical recurrence after
radical prostatectomy [32]. In the present series, Gleason score,
Pathological T stage and lymph node involvement (Tables 8A and
8B), but not preoperative serum PSA, perineural invasion or surgi-
cal margin status, correlated with the endpoint as evidenced both
Kaplan-Meier and univariate Cox analyses.

Subsequently entered into the multivariate regression models
of Cox proportional hazards to explore the prognostic value of
immunohistochemical markers studied in combination with clas-
sic variables used. As prognostic variables (pathological T stage,
Gleason score and lymph node) and immunohistochemical param-
eters (TGF-B, IL-1a, intensity TGFBRI and intensity TGFBRII) may be
significant in the univariate analysis. Among the parameters
studied.
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Fig. 1. Significant Kaplan-Meier analyses of immunochemical expression markers for time to biochemical progression. Vertical tick marks represent censored observations.

Statistical significance was evaluated by log-rank test (p values).

The expression in the stroma of TGF-B, TGFBRI, and IL-1a were
significant with pathological stage, Gleason score and node
involvement. For the tumor he was also significant IL-1a. IL-1Ra
is only significant with pathological stage and Gleason score
(Table 8A).

TGFBRI intensity in the stroma and IL-1a in the tumor obtained
significant results to adjust with the pathologic stage, Gleason
score and node involvement. Furthermore, TGFBRI is significant
for tumor pathological stage and Gleason score in tumor intensity
(Table 8B).
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Fig. 2. Significant Kaplan-Meier analyses of immunohistochemical score markers for time to biochemical progression. Vertical tick marks represent censored observations.
Statistical significance was evaluated by log-rank test (p values).

4. Discussion

PSA levels, Gleason score and disease stage) improve the prediction
accuracy. Different risk factors might be involved in prostate can-

Research in prostate cancer has focused on finding new prog- cer, as pro-inflammatory (TNF-alfa, IL-1 and IL-6) or anti-
nostic markers which, along with the established ones (e.g. serum inflammatory (EGF, TGF-B) cytokines. All of them activate different
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Table 6A
Univariate Cox proportional hazard regression analysis for biochemical progression according to either immunohistochemical expression in stroma and glands.

Stroma p value Hazard ratio (95% CI) Tumor p value Hazard ratio (95% CI)
TNF-o 0.230 1.909 (0.664-5.486) TNF-o 0.159 2.140 (0.742-6.169)
TNFRI 0.289 2.943 (0.400-21.63) TNEFRI 0.452 21.47 (0.007-63,831)
EGF 0.364 0.660 (0.260-1.621) EGF 0.262 0.645 (0.300-1.387)
EGFR 0.274 3.043 (0.414-22.37) EGFR 0.219 2.00 (0.662-6.036)
TGF-B 0.033 0.434 (0.202-0.934) TGF-B 0.825 0.921 (0.443-1.914)
TGFBRI 0.002 3.114 (1.496-6.483) TGFBRI 0.092 2.080 (0.888-4.873)
TGFBRII 0.794 1.104 (0.527-2.312) TGFBRII 0.698 1.232 (0.429-3.542)
IL-6 0.835 1.095 (0.467-2.563) IL-6 0.661 0.847 (0.405-1.775)
gp-130 0.553 0.800 (0.382-1.675) gp-130 0.438 1.605 (0.486-5.304)
IL-1a 0.024 0.380 (0.162-0.891) IL-1a 0.026 0.334 (0.127-0.877)
IL-1B 0.973 0.985 (0.421-2.307) IL-1B 0.581 0.795 (0.352-1.795)
IL-1RI 0.810 0.879 (0.305-2.529) IL-1RI 0.873 0.924 (0.352-2.424)
IL-1RII 0.960 0.973 (0.339-2.797) IL-1RII 0.959 1.028 (0.358-2.954)
IL-1Ra 0.033 2.668 (1.085-6.562) IL-1Ra 0.014 6.025 (1.431-25.36)

Abbreviation: CI = confidence interval. Bold values indicate significant correlations.

Table 6B
Univariate Cox proportional hazard regression analysis for biochemical progression according to either immunostaining score in stroma and gland.

Stroma p value Hazard ratio (95% CI) Tumor p value Hazard ratio (95% CI)
TNF-o 0.290 1.289 (0.805-2.065) TNF-a 0.197 1.368 (0.850-2.201)
TNFRI 0.913 1.031 (0.592-1.799) TNFRI 0.211 24.29 (1.164-3591)
EGF 0.255 0.706 (0.388-1.285) EGF 0.309 0.748 (0.427-1.309)
EGFR 0.365 1.313 (0.728-2.368) EGFR 0.219 2.000 (0.662-6.036)
TGF-B 0.079 0.630 (0.377-1.054) TGF-B 0.919 1.025 (0.636-1.652)
TGFBRI 0.001 2.844 (1.564-5.172) TGFBRI 0.008 1.905 (1.185-3.064)
TGFBRII 0.955 0.983 (0.542-1.784) TGFBRII 0.887 1.036 (0.637-1.685)
IL-6 0.633 1.916 (0.613-2.238) IL-6 0.738 0.916 (0.547-1.534)
gp-130 0.585 0.882 (0.562-1.384) gp-130 0.257 1.397 (0.783-2.491)
IL-1a 0.137 0.653 (0.372-1.146) IL-1a 0.030 0.585 (0.361-0.949)
IL-1B 0.436 0.848 (0.561-1.283) IL-1B 0.803 0.938 (0.566-1.553)
IL-1RI 0.803 0.938 (0.556-1.553) IL-1RI 0.492 1.198 (0.716-2.006)
IL-1RII 0.958 1.014 (0.606-1.697) IL-1RII 0.634 1.145 (0.655-2.003)
IL-1Ra 0.197 1.337 (0.860-2.077) IL-1Ra 0.073 1.366 (0.970-2.018)

Abbreviation: CI = confidence interval. Bold values indicate significant correlations.

Table 7 Table 8A
Biochemical progression and univariate Cox proportional hazard regression analysis Multivariate Cox proportional hazard regression analysis for biochemical progression
for biochemical progression according to Immunohistochemical expression and for stroma and tumor immunohistochemical expression.

immunostaining score in stroma and gland. These cytokines only are correlated with
biochemical recurrence free time.

Stroma Biochemical progression p value Hazard ratio (95% CI)
r P

Immunohistochemical expression

TGF-B -0.238 0.027 0.033 0.434 (0.202-0.934)

TGFBRI 0.312 0.003 0.002 3.114 (1.496-6.483)

IL-1a -0.242 0.025 0.024 0.380 (0.162-0.891)

IL-1Ra 0.259 0.016 0.033 2.668 (1.085-6.562)

Immunostaining score

TGFBRI 0.326 0.002 0.001 2.844 (1.564-5.172)
IL-1a -0.147 0.176 0.137 0.653 (0.372-1.146)
IL-1Ra 0.165 0.129 0.197 1.337 (0.860-2.077)
Tumor Biochemical progression p value Hazard ratio (95% CI)
r p

Immunohistochemical expression

TGF-B —-0.024 0.826 0.825 0.921 (0.443-1.914)
TGFBRI 0.184 0.091 0.092 2.080 (0.888-4.873)
IL-1a -0.237 0.028 0.026 0.334 (0.127-0.877)
IL-1Ra 0.320 0.003 0.014 6.025 (1.431-25.36)

Immunostaining score

TGFBRI 0.286 0.008 0.008 1.905 (1.185-3.064)
IL-1a 0.218 0.044 0.030 0.585 (0.361-0.949)
IL-1Ra 0.233 0.031 0.073 1.366 (0.970-2.018)

but interrelated transduction pathways and at the same time, by
sequential activation of their downstream components provoke
activation of several transcription factors. When we correlate

p value

Hazard ratio (95% CI)

A

Pathological T stage
Gleason score

Node involvement
TGFB stroma

B

Pathological T stage
Gleason score

Node involvement
TGFRI stroma

C

Pathological T stage
Gleason score

Node involvement
IL-1a stroma

D

Pathological T stage
Gleason score

Node involvement
IL-1a tumor

E

Pathological T stage
Gleason score
IL-1Ra stroma

F

Pathological T stage
Gleason score
IL-1Ra tumor

0.008
0.005
0.022
0.019

0.045
0.001
0.042
0.002

0.014
0.002
0.008
0.003

0.020
0.004
0.010
0.010

0.006
0.005
0.055

0.011
0.007
0.029

2.176 (1.224-3.867)
3.456 (1.442-8.282)
3.796 (1.211-11.898)
0.399 (0.185-0.861)

1.875 (1.015-3.464)
4.068 (1.751-9.449)
3.472 (1.047-11.519)
3.432 (1.596-7.380)

2.113 (1.166-3.827)
3.798 (1.639-8.801)
4,737 (1.500-14.956)
0.265 (0.109-0.644)

2.026 (1.118-3.669)
3.447 (1.502-7.913)
4,533 (1.444-14.233)
0.272 (0.101-0.734)

2.339 (1.270-4.308)
3.203 (1.423-7.211)
2.435 (0.981-6.048)

2.281 (1.204-4.322)
3.084 (1.368-6.953)
4.978 (1.175-21.098)

Abbreviation: HR, hazard ratio; CI, confidence interval. Bold values indicate sig-
nificant correlations.
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Table 8B
Multivariate Cox proportional hazard regression analysis for biochemical progression
for stroma and tumor immunostaining score.

p value Hazard ratio (95% CI)
A
Pathological T stage 0.044 1.856 (1.016-3.390)
Gleason score 0.005 3.334 (1.434-7.754)
Node involvement 0.023 3.952 (1.211-12.898)
TGFBRI Int. Stroma 0.001 2.559 (1.444-4.535)
B
Pathological T stage 0.011 2.130 (1.186-3.827)
Gleason score 0.004 3.263 (1.444-7.375)
TGFBRI Int. Tumor 0.018 1.806 (1.105-2.953)
C
Pathological T stage 0.016 2.063 (1.145-3.719)
Gleason score 0.002 3.639 (1.580-8.380)
Node involvement 0.008 4,718 (1.495-14.887)
IL-1a Int. Tumor 0.005 0.499 (0.305-0.815)

Abbreviation: HR, hazard ratio; CI, confidence interval. Bold values indicate sig-
nificant correlations.

the results of immunohistochemistry with the patient’s clinical
history, our objective was to determine if all the observed varia-
tions for the same antibody among the different study groups
could be correspond to the clinic pathological factors.

We have previously reported the immunoexpression of TNF-
alfa and its receptors (TNFRI and TNFRII) in the cytoplasm of
epithelial cells in normal and prostatic disease (BPH, PIN) [3]. In
addition, the expression and action of TNF-alfa and its receptors
have been reported in several tumors as esophageal [2], follicular
thyroid [4], breast [5], gastric [33] or liver [34] cancers. The pres-
ence of mRNA TNF-alfa and TNFRI in prostate cancer cell lines indi-
cated that those are produced in the tissue where they will carry
out [35]. Elevated levels of TNF-alfa were correlated with increased
risk of mortality associated with increased malignancy [36]. The
increase of the cytokine with its receptor, can promote prolifera-
tion and elevated apoptosis [36]. A loss of control of cell growth
and mutations favors uncontrolled proliferation and apoptosis
[36]. In the current study we didn’t find significant changes in opti-
cal density between groups. However, we have observed an
increase in the number of patients with cancer that express TNF-
alfa and TNFR. In addition, an increased level of TNFRI in prostate
cancer was correlated with increased preoperative serum PSA
[1,11]. In our study also observed the same results but also TNFRI
was correlated with Pathological T stage. In other manuscript TNF-
alfa also has been correlated with extent of disease [36], poor prog-
nosis and resistance to therapy [11].

IL-6 promotes the signaling pathways that end with the activa-
tion of transcription factors associated with cell survival and prolif-
eration [37-39]. Our group also described the presence of IL-6 and
¢p-130 in normal and prostatic disease [14]. In vitro and in vivo
studies have demonstrated that both IL-6 and its receptors are
expressed in PC. Moreover, it has been reported that elevated
serum levels of IL-6 were associated with metastases and the pro-
gression to hormone refractory disease [40], suggesting that may
be a good candidate for the development of targeted therapies in
PC. In our study we show that the optical density for IL-6 and
gp-130 is higher in patients who developed either (BPH or cancer)
but no differences were found between both pathologies. However,
the number of patients that express IL-6 or gp-130 decreases with
malignance. When we correlated our immunohistochemical vari-
ables with clinicopathological features we observed that IL-6 was
correlated with survival whereas gp-130 was correlated with
pathological T stage or positive surgical margins.

IL-1 family is related to inflammatory processes. Analysis of IL-1
family results showed a very homogeneous distribution with
regard to prostate pathologies [25,41]. IL-1a, IL-1Ra or IL-1RII

expression has not been observed in patients without prostate dis-
ease. Other studies have shown that all these proteins are detected
in BPH and PC [25,41] and are related with tumor invasiveness and
metastasis [42]. We are found that IL-1a showed a negative corre-
lation with biochemical progression. Moreover IL-1B is related to
clinical T stage and IL-1RI was inversely correlated with Gleason
score, whereas IL-1RII was inversely correlated with positive surgi-
cal margins. IL-1a deficient mice, a delay in tumor growth and an
impaired angiogenic response were observed. Voronov et al. [42]
described neutralization of the IL-1 family as possible anti-cancer
therapy.

Previously, other authors described an increase expression of
TGF-B and its receptors in prostate cancer compared to patients
without pathology [29] or adjacent tissues. Shariat et al. [43]
related loss of TGFBRI expression as a prognostic marker in
patients with prostate cancer. Reis et al. [44] relate increased
expression of TGF-B1 with higher Gleason scores, which along
with the results strongly suggests that TGF-B1 expression may
be a useful prognostic marker for prostate cancer. Although we
have not observed significant correlations with Gleason score,
we suggest that TGF-B could be a determining factor in
progression and prognosis of prostate cancer since was inversely
correlated with perineural invasion, biochemical progression
and survival.

The expression of EGF and EGFR has been extensively studied.
Different authors have described greater expression in pathological
samples compared to non-pathological samples [30]. EGFR expres-
sion was high in PC, possibly as a consequence of mutations that
can occur in said receiver [38]. When we analyzed immunohisto-
chemical and clinicopathological features we obtained significant
correlations only with biochemical progression and EGFR. Previous
studies support similar results when described that EGFR con-
tributes to the progression of PC [45].

The aim of our study was to determine which of the antibod-
ies used would help us to measure the biochemical progression
of patients. Therefore, after analyzing each of these antibodies
with different clinical characteristics of patients now analyzed
by univariate Cox risk proportion with biochemical progression.
Two analyzes were made, one by analyzing positive and negative
patients; and other, analyzing the intensity of immunohisto-
chemistry. Only TGF-B (p < 0.032) and IL-1a (p < 0.001) were
significant. With intensity were significant TGFB receptors. In
order to relate these four antibodies (TGF-B, IL-1a, TGFRI and
TGFRII) with classical markers with significant results (patholog-
ical T stage, Gleason score and node involvement) a multivariate
Cox proportional hazard regression was performed. The end
result was that only IL1a alone has been related with biochem-
ical progression. In other previous manuscripts [37] we
suggested that prostatic expression of TNF-alfa and IL-1B
predicts clinical outcome in prostate cancer, which supports
the involvement of the signaling pathways triggered by these
cytokines in prostate cancer progression. In this analysis and
with these patients, we have observed no significant associations
between IL-1B or TNF-alfa and biochemical progression.
Dluzniewski et al. [46] in prostate cancer also has been reported
that variation in the IL-1B gene was associated with prostate
cancer recurrence independent of pathological prognostic factors.
In a recent paper, where LNCaP was used IL-1a, has been
described as a promoter of angiogenesis and prostate cancer
growth. In other cancers as liver, colon, pancreatic or gastric
IL-1a also has been reported to be involved in cell proliferation,
angiogenesis and metastasis [47]. There is evidence that treat-
ment with IL-1 would affect the ability of the immune system
[48,49]. As Interleukin-1 is able to induce myeloid suppressor
cells, its neutralization may be beneficial if used in combination
with other agents [49].
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5. Conclusions

In summary, our results suggest a role for prostatic expression
of TGF-B, IL-1a, TGFBRI and TGFBRII as prognostic markers for
prostate cancer. The rational combination of novel agents directed
towards the inactivation of TGF-B, IL-1a, TGFBRI and TGFBRII could
disrupt complementary tumor cell proliferation pathways.
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Abstract

Prostate cancer may emerge as result of dys-
regulated balance between cell proliferation
and death rates, increased angiogenesis and
chronic. These processes are regulated by
numerous signaling proteins, including the
mitogen-activated protein kinases (MAPKs).
JNK, p38 and extracellular signal-regulated
kinase (ERK) are the three major sub-families
of MAPKs. The pro-oncogenic effects of ERK
isoforms (ERK1 and ERK2) lie in their aber-
rant activation through phosphorylation by any
mutation along the pathway of receptor tyro-
sine kinase (RTK)-Ras-Raf-MEK-ERK1/2. Once
activated, ERKs phosphorylate cytoskeletal pro-
teins, kinases, and transcription factors. Active
ERK proteins induce strong proliferative and
anti-apoptotic effects. Our group has tested
variations in expression, activation and local-
ization of ERKs in human prostate.
Differential ERK1/2 expression and phosphory-
lation status may be linked to the progression
of prostate cancer. The major striking observa-
tion is that ERKs are expressed in tumors with
higher proportion than normal prostate. We
believe that this is an important notion
because the status (expression, localization,
phosphorylation and the ERK1/ERK2 ratio) of
ERK in the prostate may be developed into an
important prognostic marker that predicts
patient responce to the anti-cancer treatment.

Introduction

Prostate cancer is the most common cancer
among men worldwide, and is one of the most
common causes of cancer-related deaths. It is
the second most common cancer diagnosed
after lung cancer.!

The prostate is an accessory male reproduc-
tive structure that surrounds the urethra into
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the pelvic cavity. The function of the prostate is
to provide a series of compounds to ejaculate.
Human prostate tissue is divided into two com-
ponents: glands and stroma. Both are separat-
ed by a basement membrane.2 The glands are
made of two cell types: basal cells and secretory
cells. Another cell type can be also observed by
the means of special chromogramin A or B sta-
tining.2

Prostate cancer (PC) is characterized by
slow-growing malignancy associated with a
multifocal origin. The majority of these tumors
are diagnosed as adenocarcinomas, with its
origin in the prostate glands. Prostate tumors
grow multifocally in the prostate and rarely
produce macroscopic tumor nodules.# Tumor
origin seems to be the secretory cells3
although some studies suggest it could also be
initiated from basal cells.4 However, the patho-
logical diagnosis is based on the absence of
basal cells.34

The normal adult prostate is in a homeosta-
tic state, as the result of the balance between
the rates of proliferation and cell death. The
abnormal growth occurs when the prolifera-
tion rate exceeds the rate of cell death, or the
death rate falls below the rate of cell prolifera-
tion.> When the pro-apoptotic pathways are
inhibited, the cells can proliferate almost con-
tinuously. Such cells lose ability to cease cell
cycle, to repair their DNA, or to commit suicide
if the DNA damage is not repaired.

Studies on histological-molecular aspects
that predict, identify and extend our knowl-
edge about the factors associated with the pro-
gression of PC are in high demand. Currently,
prostate-specific antigen (PSA), a protein pro-
duced by cells of the prostate gland and meas-
ured in patient blood sample, serves as high
sensitivity organ-specific marker. However,
PSA is low specificity marker and thus results
in a failure to identify the disease in a signifi-
cant proportion of patients.6 Measurements of
other proteins may improve diagnostic speci-
ficity for early detection and more accurate
grading of PC using the Gleason scale. The
Gleason grading system assigns PC a score
from 1 to 10 based upon the microscopic
appearance of tumor cells. Cancers with a
higher Gleason score are less differentiated,
more aggressive (tending to form local and
distant metastases) and have a worse progno-
sis for the patient survival rate. Tumors with
Gleason scores 8-10 tend to be advanced neo-
plasms that are unlikely to be cured.

In recent years we have been monitoring
variations in expression, activation and local-
ization of MAPKs.” We used samples from
human prostate, obtained by radical prostatec-
tomy, transurethral resection and autopsies.
We have correlated the results of immunohis-
tochemistry with clinical data of patients, such
as PSA levels (pre- and postoperative), Gleason
score, presence of metastases, surgical margin
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status, cancer recurrence, and patient survival
at five years after prostatectomy (surgical
removal of prostate).

Positive surgical margin is defined as the
presence of tumor extending through the tint-
ed area that represents the place where the
urologist has cut to remove the tumor.8
Eastham et al8 described positive surgical
margins between 10% and 48% of patients
treated with radical prostatectomy. A positive
surgical margin has adverse impact on the
probability of progression-free survival, both
locally and biochemical, and the development
of metastases after radical prostatectomy in
multivariate analyzes.? The risk of biochemical
progression with positive surgical margin rate
has a 1.5 to 2.6 compared to a negative
margin.8 However, most studies suggest that
only a third of patients with positive surgical
margin have biochemical progression.?

The androgen deprivation therapy is the
first-line treatment for metastatic prostate
cancer.l0 Decreasing androgen causes tumor
regression. Although metastatic patients ini-
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tially have a good response to treatment, in
almost all patients there is an increase in cir-
culating levels of androgens within 2-3 years.
Some patients develop castration resistance.10
Therefore, understanding the processes that
render prostate cancer cell resistant to andro-
gen deprivation therapy is a major challenge.
Accordingly, our research is aimed at identify-
ing prognostic markers that may predict possi-
ble relapses, development of hormone resist-
ant prostate cancer and, thus find some prog-
nostic factors after radical prostatectomy for
preventing early recurrences.

The cell has three similar signaling path-
ways called mitogen-activated protein kinase
(MAPKs) cascades. MAPK pathways are
responsible for transmitting extracellular sig-
nals evoked by peptide growth factors, hor-
mones, cytokines or various kinds of stress.!!
They play important roles in the regulation of
cell growth, differentiation, survival, apoptosis,
and inflammatory stress. The three major sub-
families of MAPKs are JNK (c-Jun NH2-termi-
nal kinase or SAPK), p38 (CSBP) and ERK
(extracellular signal-regulated kinase).12

JNKs are commonly associated with apopto-
sis induction, while ERKs are associated with
mitogenesis and inversely related to apoptosis.
In most biological systems ERKs are associated
with proliferation, but in some cases sustained
activation of ERK induces cell death or have
anti-proliferative effects.13 Multiple anti-can-
cer drugs are seen to induce sustained ERK
signaling, as pemetrexed in lung cancer, pacli-
taxel in esophageal squamous cancer or cis-
platin in many different cancer cells.l
Contradictory effects on cell death have been
ascribed to p38.13 While ERK1/2 has been
attributed a prominently protumoral role, the
activation of JNK and p38-MAPK can exert
both pro- and anti-tumor effects, which seems
to depend on the cell type, stimulus, intensity
and duration of the signal, and the interaction
with other signaling pathways. Several studies
have recently revealed the involvement of
MAPKs in cancer associated with inflamma-
tion. The chronic inflammation is related to
the possibility of developing prostate can-
cer.11,13-16

Among the signaling pathways most fre-
quently dysregulated in human cancer is the
RTK-RAS-RAF-MEK-extracellular signal-regu-
lated kinase 1 and 2 (ERK1/2) pathway.13.14 In
recent years much research has focused on the
development of new inhibitors signaling mole-
cules associated with this pathway.15.16

ERK1 and ERK2 are involved in the process-
es triggered by the arrival of mitogenic growth
factors and controls in turn cell proliferation
and differentiation.!4 ERK1 and ERK2 are acti-
vated when the sequence TEY at their activa-
tion loop is dually phosphorylated by MEK1/2
kinases, while located in cytoplasm.!4

The RAS/MAPK cascade is activated by a

variety of growth factors, hormones and
cytokines. Upon binding to receptor tyrosine
kinases (RTKs), such as epidermal growth fac-
tor receptor (EGFR) or transforming growth
factor receptor I and II (TGFBRI-TGFBRII).
These ligands trigger receptor dimerization
and autophosphorylation on the tyrosine
residues in the C-terminal region, which pro-
vides docking sited for adapter proteins SHC
(Src homology 2 domain containing transform-
ing protein 1) and GRB2 (growth factor recep-
tor-bound protein 2). GRB2 recruits the cytoso-
lic guanine nucleotide exchange factor SOS
(Son of Sevenless) to the plasma membrane.
Membrane recruitment is sufficient to activate
SOS that in turn activates the membrane-
bound small GTPase RAS by catalyzing the
exchange of GDP with GTP.1417 Then, RAS
phosphorylates RAF1. In this way, a MAPK cas-
cade is initiated in which RAF1 phosphorylate
sequentially MEK1/2 and ERKI1/2. Later,
ERK1/2 translocate to the nucleus in a process
that culminates in modulation of gene tran-
scription through the activation of several
transcription factors such as ETS1, ATF-2, c-
FOS, ¢-MYC, ELK1 or NF-kB.18 At the same
time, it can also phosphorylate cytoplasmic and
nuclear kinases, such as MNKI1, MNK2,
MPKAP2, RSK or MSK1.19 ERK1/2 are an
important checkpoint protein, whose persist-
ent activation may trigger the development of
malignancies and play a fundamental role in
cancer metastasis.14.16.20

At present, the inhibitors of the kinase func-
tion of RAF and MEK represent the most stud-
ied and advanced approaches for blocking ERK
signaling. There are several inhibitors under
evaluation but there are not many inhibitors
that directly target ERK. The published data is
discussed.14.21

Materials and Methods

All the procedures were examined and
approved by the University of Alcald and
Principe de Asturias Hospital Ethics
Committees (PI13/1801; 2013/003/20130214)
and were in accordance with the ethical stan-
dards of the Committee for Human
Experimentation, with the  Helsinki
Declaration of 1975 (revised in Tokyo 2004)
and the Committee on Publication Ethics
guidelines. This study was performed with the
written consent of the patients or their rela-
tives. All pathological, clinical or personal data
were anonymized and separated from any per-
sonal identifiers. The present study included:
i) transurethral resection or radical prostatec-
tomies from 86 men (aged from 52 to 74 years)
with PC (Table 1); and ii) histologically normal
prostates (NP) obtained at autopsy (8-10 h
after death) from 10 men (aged from 20 to 38
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years) without histories or reproductive,
endocrine or related diseases.

Immnohistochemical study has been per-
formed as shown in previous publications.22.23
The primary antibodies used were: rabbit anti-
human ERK-1; mouse anti-human ERK-2 and
p-ERK (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).
The immunostaining expression is the pres-
ence or absence of staining in prostate tissue
section under study. It is negative when
immunohistochemical staining is absent, and
positive when staining is observed in the sam-
ple. In immunostaining intensity the stain col-
oration ranging from light pink to deep purple
and very classified crosses (+) is observed. In
the tumor, the glandular component (acinar
and duct) cells are counted with the help of a
hematology analyzer by differences according
to color staining: weak (1+), moderate (2+)
intense (3+) and strong (4+).

In stroma cells are observed microscopically
counting the same fields as the tumor and
shown as values of percentages. Then both
cases are classified depending on the result:
Negative (when no staining was observed),
low positive, when the result is a cross (1+)
and Positive results in high when the crosses
are two or more crossings (2+ or greater).
These results are used for statistical calcula-
tion. The main outcome measure of the study
was time to biochemical progression at 10
years, defined as the time between definitive
therapy to the first of at least two consecutive
elevations in the total serum PSA level above
0.2 ng/mL. Established prognostic variables

Table 1. Clinicopathological features of
patients.

Age (years) 66.00 (52-74)
Preoperative serum PSA (ng/mL) 11.35 (1.4-33)

Preoperative serum PSA (ng/mL)

<10 ng/mL 36.0 (31)

=10 ng/mL 64.0 (55)
Gleason score

<7 82.6 (71)

7 9.3 (8)

>T7 8.1(7)
Clinical T stage

I 54.7 (47)

11 45.3 (39)
Pathological T stage

II 65.1 (56)

111 314 (27)

1\% 3.5 (3)
Perineural invasion (yes) 26.7 (23)
Positive surgical margins 384 (33)
Node involvement (yes) 474
Biochemical progression (yes) 33.7 (29)
Survival (yes) 733 (63)
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included in the study were preoperative serum
PSA levels, pathological and clinical T stages,
postoperative Gleason score, perineural inva-
sion, lymph node involvement, surgical margin
status and overall survival. To evaluate the
association between clinicopathological and
immunohistochemical variables Spearman’s
test was performed. Log-rank test and Kaplan-
Meier curves were used for survival compar-
isons. To explore the correlation of the studied
immunohistochemical parameters and the
established prognostic variables with biochem-
ical progression, univariate and multivariate
Cox proportional hazard regression analyses
were performed. All statistical analyses?3 were
performed using the SPSS 22.0 software (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA). P values <0.05 were
considered as significant.

Results and Discussion

According to immunostaining data, that our
group has previously published?? ERK1 was
detected in the cytoplasm of epithelial cells in
the 90% of the samples obtained from PC
patients (Figure 1A), which was similar to that
obtained from normal prostate (Figure 1B)
glands (94%).22 In PC samples, ERK1 optical
densities were increased with Gleason scores.
ERK2 was detected in cytoplasm of the epithe-
lial cells in 100% of samples obtained from nor-
mal prostate (Figure 1D) while in PC group
(Figure 1C) appeared in 68 % of patients.2
Optical density was the highest in PC, but no
differences between Gleason groups. The p-
ERK was found in the cytoplasm in 40% of nor-
mal prostate (Figure 1F) and 30% of PC sam-
ples.22 The highest optical density was
observed in PC (Figure 2E) but no differences
were found in Gleason score.22 Several authors
showed than ERK is important in the progres-
sion of the malignancy in prostate cancer. We
saw in our patients with PC a significant
expression of ERK, perhaps related with can-
cer progression. Imada ef al.24 described the
biochemical relevance of ERK to the progres-
sion of PC, while according to our results
Gioeli et al.25 found the correlation between
the increase in ERK activation and advanced
PC grade and stage. The normal prostate is
composed of glands and stroma. We analyzed
the differences of ERK expression in the pro-
static stromal and tumor cells. The presence of
ERK was indicated as positive result, whereas
absence of antibody reactivity with ERKI,
ERK2 or their phosphorylated forms (p-ERK)
was considered as negative result (Table 2 -
Expression). Then, the staining intensities of
ERK1, ERK2 and p-ERK were evaluated
between stroma and tumor locations (Table 2 -
Intensity).

We see as ERK1 is expressed in tumor with
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Table 2. Distribution of ERK-1, ERK-2 and p-ERK in PC samples (86) based on
immunostaining score for expression and intensity.

Stroma ERK-1 47 (4) 95.3 (82)
ERK-2 384 (33) 616 (53)
p-ERK 709 (61) 20.1 (25)
Tumor ERK-1 58 (5) 94.2 (81)
ERK-2 314 27 68.6 (59)
p-ERK 69.8 (60) 302 (25)
Stroma ERK-1 47 (4) 105 (9) 849 (73)
ERK-2 384 (33) 163 (14) 453 (39)
p-ERK 709 (61) 15.1 (13) 140 (12)
Tumor ERK-1 58 (5) 12(1) 93.0 (80)
ERK-2 314 (27 8.1(7) 605 (52)
p-ERK 69.8 (60) 93 (8) 209 (18)

N, negative; P-L, Positive-low; P-H, Positive-high. Modified by Rodriguez-Berriguete et a/., 2010.22

¥
ok

Figure 1. ERK-1 (A, B) ERK2 (C, D), p-ERK (E, F) and negative control (G) in cancer
(A, G, E) and normal prostate (B, D, F, G). Scale bars: 30 pm(C, G), 25 pm (A), 20 ym
(B, E, F) and 15 pm (D).

[MAP Kinase 2015; 2:5265]
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higher proportion than ERK2 and p-ERK. Also,
we see the intensity in tumor for ERK1 has a
higher proportion to ERK2 and p-ERK. For the
stroma, the proportions are similar with those
described above. Several authors have
described as p-ERK is significantly decreased
in PC. The authors see that in PC3 and DU145
cells (hormonal independent advanced
prostate cancer cells) levels of expression for
the members RAS/RAF/MEK/ERK cascades are
low. The deletion of PTEN gene in PC could
play a role in the suppression of this pathway.26

In this analysis, r is the correlation coeffi-
cient and P marks a statistical significance.
The correlation coefficient may range from -1
to 1, where -1 or 1 indicates a perfect relation-
ship. The further the coefficient is from 0,
regardless of whether it is positive or negative,
the stronger the relationship between the two
variables. Therefore, a coefficient of —0.213 is
almost as strong as a coefficient of 0.241.
Positive coefficients tell us that there is a
direct relationship: when one variable increas-
es, the other increases. Negative coefficients
tell us that there is an inverse relationship:
when one variable increases, the other one
decreases.

ERK1 expression in stroma has indirect
relation with nodal involvement (Table 3 -
Stroma) and with positive margins surgical in
stromal intensity (Table 3 - Stroma). ERK acti-
vation is correlated with increasing of Gleason
score, and these patients have a malignancy

progression.26.27 Uzgare et al.2” and Junttila et
al.18 demonstrated in TRAMP (transgenic ade-
nocarcinoma of the mouse prostate), that ERK
activation has effects in prostatic epithelial
cells, and it produces the tumor. ERK has dif-
ferentially expressed and activated during
prostate cancer progression. These authors
think that the inactivation of ERK has a rela-
tionship with the emergence of a poorly differ-
entiated metastatic and androgen-indepen-
dent phenotype. Koul et al.28 showed in PC3
cell line that ERK signal transduction pathway
has essential paper for cell migration, invasion
and clonogenic activity. This clonogenic activi-
ty causes cells with the capacity to proliferate a
colony of genetically identical cells.

In our patients, p-ERK is related in a direct
manner with pathological T stage and indirect-
ly with the survival of patients in the case of
the expression in the stroma (Table 3 -
Stroma) and epithelium (Table 3 - Tumor).
Intensity in tumor patients also stores rela-
tionships with the presence of p-ERK in the
same manner (Table 3 - Tumor).

After evaluating the correlation of our MAP
kinase, we studied the survival curves of
Kaplan-Meier. Survival curves for classic mark-
ers confirmed the forecast for biochemical
recurrence, T value pathological stage
(P=0.051), Gleason score (P=0.003) and
lymph node metastasis (P=0.000) but not for
preoperative serum PSA and perineural inva-
sion, positive surgical margins.23
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The regression model for univariate Cox
proportional hazards were used to study the
association between each variable separately
study the event of interest (time of biochemi-
cal recurrence) providing hazard ratio (Hazard
ratio) which estimates differences in risk of
experiencing the effect of interest between dif-
ferent groups of patients. It also allows us to
corroborate the results of the Kaplan-Meier.23
In this review we have added charts Kaplan-
Meier classical markers to demonstrate that
the values of Log rank are corroborated in the
study of univariate Cox provided contrary to
the values obtained in the survival curves of
cytokines study showing no significant
values.23

We performed a Univariate Cox analysis of
classical markers; also we performed analysis
for biochemical recurrence.23 We note that the
pathological T stage, Gleason score and node
involved relate to biochemical recurrence-free
time (Table 4), thus fulfilling our patient group
some classical predictions.

We performed survival curves of Kaplan-
Meier for the cytokines of the study and we
evaluated the univariate Cox. In this group of
patients, we did not obtained significant
results for any cytokines. We also did not find
data in this regard in the literature.

Ricote et al.29 demonstrated that p-ERK has
an important role in the increase of prolifera-
tion in LNCaP cells; in this study p-ERK was
notably increased by TNF-c.

Table 3. Correlation between immunohistochemical variables and clinicopathological features for expression and intensity.

Preoperative serum PSA -0.501  0.642 -0.094 0387 0107 0325 -0.113 0301 -0.018 0.873 0.076  0.486
Pathological T stage -0.102 0322 0.075 0491 0.241 0.025 -0.050 0.647  0.163 0.134 0201  0.063
Clinical T stage -0.021  0.850 0.142 0191 -0.017 0874 0.054 0.624  0.134 0.219 -0.054 0623
Gleason score -0.189  0.081 -0.141 0194 -0.024  0.824 -0.076 0485  -0.099 0.363 -0.009  0.931
Perineural invasion 0.009  0.937 0.099 0366 0.192  0.077 0.034 0.756  0.036 0.740 0.147  0.176
Node involvement -0.213  0.049 -0.053  0.629 0102 0351 -0.077 0482  -0.015 0.895 0.144  0.186
Positive surgical margins -0.053  0.629 0.033 0766 -0.031  0.775 -0.259  0.016  0.045 0.681 -0.013 0407
Biochemical progression 0.041  0.710 0.006 0953 -0.023 0.831 0.029 0.793  0.056 0.608 -0.015  0.209
Survival 0133 0.221 -0.009 0931 -0.213 0.049 0.045 0.680  0.043 0.693 0188 0.084
Preoperative serum PSA -0.083  0.447 0.143 0190 0.231 0.033 -0.020 0.856  -0.161 0.139 0.219 0.043
Pathological T stage -0.055  0.613 0.070 0520 0.271 0.012 -0.020 0.854  0.056 0.611 0.239 0.026
Clinical T stage 0.027  0.807 0.163  0.133 0.011  0.923 0.064 0559 0.106 0.333 -0.009  0.932
Gleason score 0.148  0.175 0.151  0.165 -0.002  0.348 -0.117 0282 -0.185 0.088 -0.103 0347
Perineural invasion -0.074  0.496 0.069 0527 0.174  0.109 -0.043 0.693  0.029 0.793 0173 0.111
Node involvement -0.181  0.095 0.089 0418 0.095  0.348 -0.159 0.144  -0.064 0.556 0.116  0.288
Positive surgical margins 0.110 0311 0.019 0865 0.001  0.991 -0.157 0.149  0.074 0.498 -0.029 0793
Biochemical progression -0.033  0.763 -0.047  0.664 0.012  0.909 0.000 1.000  -0.036 0.745 0.009  0.937
Survival 0.038  0.721 -0.044  0.687 -0.226 0.036 0.061 0576 -0.049 0.654 -0.224 0.038

Bold values indicate significant correlations.
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Table 4. Univariate Cox proportional hazard regression analysis for biochemical progres-

sion according to classical markers.

Preoperative serum PSA 0.146 1.879 (0.802-4.401)
Pathological T stage 0.017 2.017 (1.132-3.595)
Gleason score 0.000 2.966 (1.818-4.838)
Perineural invasion 0.077 1.971 (0.930-4.177)
Node involvement 0.001 6.166 (2.068-18.318)
Positive surgical margins 0.404 1.367 (0.657-2.844)

P<0.05 is considered as statistically significant. Bold values indicate significant correlations. CI, confidence interval.

Shimada et al.26 has been described the sta-
tus of activated phosphorylated ERK in human
prostate cancer cells with pathological param-
eters; ERK cannot be activated without being
phosphorylated at the same time unless it is a
mutant. They suggested that the activation of
ERK signaling is related with prostate cancer
progression. ERK is commonly considered as
anti-apoptotic, cell growth-related kinase, and
as such ERK activation favors clinical tumor
progression. ERK is associated with malignan-
cies and for this is investigated in several stud-
ies. In other tumors as breast, lung, colon and
stomach, the role of ERK in the progression
and tumor development also has been
described.3031

Our research group showed the important
role of the IL6/ERK transduction pathway in
the activation of NF-kB in these patients.26.27
IL6/ERK transduction pathway stimulated the
translocation of NF-kB to the nucleus in PC.
NF-kB in the nucleus promotes the expression
of inhibitors of apoptosis proteins and BCL2,
and this is relation with the malignance of the
tumor.13.22.23 QOur large experience makes us
think that the use of these parameters could be
a useful tool in clinic-pathological practice.

In the last decade, researchers have pro-
gressed in the knowledge of prostate cancer
initiation, progression and biomarkers associ-
ated with progression of disease. Several stud-
ies associate ERK with a pro-tumor role. ERK
is involved in several transduction pathways
such as IL6/ERK/NF-kB related with advanced
malignance and the molecular roles of ERK are
not known at all. The aim of future studies
might be directed in the knowledge of the dif-
ferent mechanisms that provoke pro-tumor
effect of ERK, in order to finding effective ther-
apeutic targets that could reduce the effect of
ERK in prostate cancer.
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