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1. RESUMEN

Alrededor del mundo, unos 660 000 nuevos casos de cancer de préstata son
diagnosticados cada afio (Yap et al, 2012). Del 29% de todos los tipos de cancer
en hombres, el cancer de préstata es el mas comun excluyendo las neoplasias de
piel y es la segunda causa de muerte por cancer, después del cancer de pulmon,
en los hombres de todas las razas (Barqawi et al, 2012). Existen distintas formas
de clasificar este tipo de cancer. Entre las mas utilizadas se encuentra la escala de
Gleason, que se emplea para medir el grado de agresividad de un cancer de
préstata, basandose en la observacion al microscopio de las caracteristicas
histolégicas aparentes que presentan las células de la muestra obtenida en una
biopsia del 6rgano.

Para cualquier otro tipo de enfermedades, se debe contar con un diagnéstico
temprano y algunos sintomas para poder determinar la existencia de alguna
malignidad. Sin embargo, para el cancer de prostata, los sintomas no estan muy
bien establecidos y son poco expresivos, ademas de que solo se cuenta con el
Antigeno Sérico Prostatico (PSA, por sus siglas en inglés) y el Antigeno de cancer
de préstata 2 (APCP-2) como los unicos marcadores de este tipo de cancer. Por
lo que se hace necesario la busqueda de nuevas moléculas que puedan dar
mayor informacién al respecto de las bases moleculares en el tejido prostatico
(Chunyan et al, 2012).

La timopoyetina (TMPO) o lamina asociada del polipéptido 2 (LAP2) es un gen
altamente expresado en etapa troncal, que disminuye bajo la diferenciacion en
células epiteliales de la glandula mamaria de raton (Williams et al, 2009). La
expresion de una de las isoformas, LAP2a, esta regulada dependiendo del ciclo
celular, sefialando su desregulacion potencial en cancer. De acuerdo con esto, la
expresion de LAP2a ha sido previamente mostrada por estar elevada en tumores
de meduloblastoma (Yokota, 2004), laringe, pulmén, estbmago, mama y colon,
aunque solo a nivel de mRNA (Parise et al, 2006); siendo unicamente el caso de
cancer de pulmén donde se ha demostrado la sobrexpresiéon de la TMPO (Hye-
Jeong et al, 2008).

Con la finalidad de contribuir en la deteccidén de ciertas proteinas en el cancer de
préstata y de aportar nuevos conocimientos en la deteccion temprana de ésta
enfermedad, se realiz6 la determinacion de la expresion de la TMPO mediante
pruebas de inmunohistoquimica en diferentes Grados Gleason y en tejido
prostatico sano, obteniendo tinciones positivas de TMPO para todos los grados
Gleason y negativas para el tejido sano, sugiriendo que la TMPO juega un papel
importante en el cancer de prostata ya que esta molécula se encuentra expresada
en los diferentes Grados Gleason.


http://es.wikipedia.org/wiki/Biopsia
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pr%C3%B3stata
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_de_pr%C3%B3stata

Esto podria utilizarse como otro posible diagndstico para determinar el cancer de
préstata en diferentes grados de agresividad de los tumores encontrados.

INTRODUCCION
2.1 Cancer

El cuerpo esta formado de muchos tipos de células. Estas células crecen y se
dividen en una forma controlada para producir mas células segun sean necesarias
para mantener sano el cuerpo. Cuando las células envejecen o se danan, mueren
y células nuevas aparecen (Alberts, 2004).

Sin embargo, algunas veces este proceso ordenado se descontrola. El material
genético (ADN) de una célula puede dafarse o alterarse, lo cual produce
mutaciones que afectan el crecimiento y la division normal de las células. Cuando
esto sucede, las células no mueren cuando deberian morir y células nuevas se
forman cuando el cuerpo no las necesita. Estas células en continua proliferacién
comienzan a formar una masa de tejido que es lo que se conoce como tumor
(Alberts, 2004) y que frecuentemente se relaciona con el cancer.

El término cancer no se puede describir como una sola enfermedad. Es el nombre
de una variedad de enfermedades muy distintas entre si y que se caracteriza por
el crecimiento anormal y desordenado de las células del cuerpo. Esto es causado
por alteraciones genéticas en este tipo de células, por lo que éstas reciben
mensajes erréneos. La célula cancerosa pierde el control de su propio desarrollo,
de modo que se divide en mayor numero y a mayor velocidad que el resto de las
células de los tejidos a los que pertenece, sin cumplir las funciones para las que
ha sido creada (Camargo et al, 2004). EIl crecimiento anormal de las células
puede llegar a formar masas de tejido llamadas tumores. El cancer se desarrolla
en diferentes etapas, y probablemente intervienen diferentes factores para
convertirlo en un tumor visible. Es importante saber diferenciar los tumores
benignos, o no cancerosos, de los malignos, o cancerosos. La principal diferencia
entre los tumores benignos y malignos es que los primeros generalmente no
causan dano alguno al organismo en el que se desarrollan (Tabla 1), caso
contrario de los tumores malignos, los cuales son cancerosos y por consiguiente
causan multiples dafos en la region del organismo donde se llegan a desarrollar.

Inclusive si no se controla en los estadios tempranos, las células encontradas en
este tipo de tumor, pueden migrar a otra parte del cuerpo e invadirlas, (proceso
conocido como metastasis) y destruir por completo las regiones invadidas,
llevando al organismo hasta la muerte (Gatenby, 2012).


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46634&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46063&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45671&version=Patient&language=Spanish

TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
Son de crecimiento lento. Algunos son de crecimiento lento, pero con frecuencia
son de crecimiento muy rdpido.
Solo crecen hasta determinado Crecen de manera progresiva e invasiva.
tamafo.
No destruyen células normales. Destruyen células, tejidos y drganos.
Crecen de manera ordenada. Crecen de manera desordenada.
No se propagan a otros tejidos. Se propagan a los tejidos de otros drganos del cuerpo.
Normalmente no producen efectos Si no se controla su crecimiento ocasionan la muerte.
secundarios graves.

TABLA 1. Diferencias entre los tumores benignos y malignos (Gatenby, 2012).

Los tumores malignos se conocen por su capacidad de invadir y destruir tejidos y
organos tanto cercanos como los que estan lejos del tumor original. Las células
del cancer atacan el tejido sano y nunca dejan de multiplicarse. La muerte se
produce cuando la propagacion del cancer dafa los tejidos y los 6rganos vitales
como el higado, los pulmones, el cerebro, entre otros. De tal manera que estos
organos dejan de funcionar progresivamente (Alberts, 2004). Estos tumores
malignos representan aproximadamente 13% de las defunciones mundiales, 7.9
millones de muertes por afo, de las cuales mas del 72% se registran en paises de
ingresos bajos y medios (OMS, 2008). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) prevé que entre 2007 y 2030, aumentara 45% la mortalidad por cancer a
nivel mundial, pues estima que pasara de 7.9 a 11.5 millones de defunciones por
ano, resultado del crecimiento demografico y el envejecimiento de la poblacién;
ademas, estima que durante el mismo periodo, el numero de casos nuevos de
cancer aumentara de 11.3 a 15.5 millones (OMS, 2009).

El cancer tiene un comportamiento distinto en cada persona, depende del 6érgano
afectado y de la etapa en que haya sido diagnosticado. Puede darse a cualquier
edad, pero es mas probable que afecte a personas de edad avanzada, por lo
general a partir de los 55 afios (Alberts, 2004). El cancer también puede
presentarse en jévenes y nifios y de hecho, es la segunda causa principal de
muerte de niflos en edades comprendidas entre uno y quince anos.
Afortunadamente, con un tratamiento oportuno, el cancer en los nifios tiene altas
probabilidades de curacion (OMS, 2008).

Por otro lado, el cancer también depende del tipo de poblacién y todo lo que
engloba a ésta, (el gobierno, la religién, las costumbres, tradiciones, entre otros
aspectos). En el siglo XX, las poblaciones de Europa, Japdén y Norteamérica
entraron en proceso de estancamiento mientras que en los paises de Africa,
Latinoamérica y Asia, la poblacion comenz6 a migrar de las zonas rurales hacia
las zonas urbanas para conformar aglomeraciones cada vez mas grandes y




complejas en donde hay una mayor probabilidad de contactos sexuales (OMS,
2009).

Sin embargo, en el caso de las mujeres que viven en zonas urbanas y que tienen
mayores oportunidades educativas, se ha observado que éstas deciden posponer
la edad para tener su primer hijo. Estos cambios de los patrones de salud sexual y
reproductiva son elementos que pueden incrementar el riesgo de padecer algun
tipo de cancer ginecolodgico, en el caso de las mujeres (Gatenby, 2012). Por otro
lado los estilos de vida tradicionales, muchos de los cuales se basaban en la
agricultura, fueron remplazados lentamente por una cultura de relaciones
comerciales y de libre mercado. Este hecho ha conducido a un mejoramiento en
las condiciones de vida para un grupo de la poblacion mundial; no obstante, para
otro gran porcentaje estos cambios han significado pobreza e inquietud por el
poco interés mostrado en la busqueda de soluciones para el mejoramiento de
estas condiciones (Barén et al, 2005).

En la actualidad, los avances que se tienen para combatir este problema,
parecieran nulos si se comparan con las cifras que representan las defunciones.
Sin embargo, la investigacion nos ha llevado a conocer mas a fondo el
funcionamiento y el desarrollo del cancer a partir de aspectos moleculares. Por
ejemplo: el establecimiento de posibles vias de alteracién que surgen en el ciclo
celular que llevan a éste a su descontrol a través de los oncogenes que son los
encargados de transformar una célula normal en una maligna (Alberts, 2004).
Existen mas de 100 oncogenes descritos hasta ahora, de los cuales los mas
estudiados son ras, myc, Neu, fos y c-fms, los cuales pueden ser activados por
mutaciones puntuales que llevan a la sustitucion de aminoacidos en porciones
criticas de las proteinas (Junk et al, 2013).

Por otra parte, en las grandes ciudades se han modificado los habitos de
alimentacion y se presenta una mayor oferta de productos como el tabaco y el
alcohol, que se consideran, igualmente, factores que aumentan el riesgo de
desarrollar cancer (Jarosz et al, 2012).

Fue asi como en el siglo XX, el cancer se convirti6 en una nueva epidemia, de tal
manera que la OMS estima que el cancer podria cobrar la vida de 10.3 millones de
personas en el mundo para 2020, afectando a 6.7 millones de personas cada afio
(OMS 2005). En nuestro pais, la tasa de defuncién por tumores tiende a aumentar.
De 1998 a 2008, la tasa de mortalidad por cancer se incrementd, pasando de 57.7
a 66.6 por cada 100 mil habitantes; entre las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a
66.7 por cada 100 mil habitantes, mientras que entre los hombres, de 55.6 a 66.5
por cada 100 mil habitantes (Grafica 1) (OMS 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gatenby%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23320287

El incremento en dicha tasa es aproximadamente de diez puntos; sin embargo,
esta tendencia resulta preocupante por sus implicaciones sobre los afos de vida
perdidos en el proceso de la enfermedad, asi como por la capacidad de las
instituciones para dar atenciéon adecuada y oportuna, y por el impacto que tiene
dicha enfermedad en la familia (Camargo et al, 2004).
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Grafica 1. Tasa observada de defunciones por tumores malignos por cada 100 mil habitantes
segun afio de concurrencia, representada por tres lineas de diferentes colores: azul (representando
el sexo masculino), verde (representando el sexo femenino) y violeta (representando el total)
recopilada entre los afios 1998-2008 (INEGI, 2012).

En 2008, segun la tasa de mortalidad observada de tumores malignos para la
poblacion de 60 afos y mas, los tumores en traquea, bronquios y pulmén
presentan la tasa mas alta (60.19 por cada 100 mil habitantes), seguidos por los
tumores de higado y de las vias biliares intrahepaticas, y los de estbmago (44.11y
42.30 por cada 100 mil habitantes, respectivamente), (OMS, 2008). Por lo que
resulta preocupante que la poblacion masculina de nuestro pais presente la tasa
de defunciones por tumores mas alta, por la elevada mortalidad a causa de tumor
prostatico en relacidon a otras neoplasias (Tabla 2), ya que la cifra es de 121.57 por
cada 100 mil hombres (INEGI, 2012).

La distribucion del cancer no es homogénea en el mundo. Algunos tipos de cancer
se juzgan propios de los paises desarrollados, como los de colon y recto; otros
son propios del subdesarrollo, como el de cuello uterino y el gastrico.



Los primeros se denominan asi porque, comparativamente, su incidencia es
mucho mas alta en los paises desarrollados precisamente por que industrializaron
mas temprano que los paises pobres. Los canceres denominados
subdesarrollados, se llaman asi por que las tasas de mortalidad que producen son
mucho mas altas en estos paises, principalmente por fallas de diagndstico y falta
de tratamiento oportuno ya que la mayoria de los paises pobres no cuenta con el
dinero, el personal técnico ni la infraestructura para realizar una adecuada
deteccion temprana del cancer (Dale, 2012).
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Tabla 2. Tasa observada de mortalidad por tumores segun tipo de tumor maligno y grandes grupos
de edad, en México. Datos tomados hasta el afio 2008 (INEGI, 2012).

Entre la poblacion masculina, las tasas altas de incidencia del cancer se
encuentran en paises desarrollados como Europa y Norteamérica, Canada,
Australia y Japon; tasas intermedias se dan en Centroamérica, y el sur de Asia, y
las tasas mas bajas se encuentran particularmente en ciertos paises de Africa,
India y Asia menor. En las mujeres, la distribucién es comparable a la de los
hombres (OMS, 2009).

Por ultimo, en nuestro pais, la Secretaria de Salud (SSA) reporta que del egreso
hospitalario por cancer en 2008, la leucemia tuvo mayor presencia (8.7%), seguida
del cancer de mama (5.8%), de cuello de utero (3.3%) y ovario (2.1%). La



leucemia afecta principalmente a los hombres (15.1%), mientras que el cancer de
mama a las mujeres (8.4 por ciento) (Tabla 3).

Tipo de tumor maligno Total Hombres Mujeres
Total 100.0 100.0 100.0
Leucemias 8.7 15.2 5.6
Manga 0.8 0.4 8.3
Cuello del dtero 3.3 0.0 4.8
Owario 21 0.0 3.1
Traguea, bronguios y pulman 2.0 4.1 1.0
Pristata 1.9 6.0 0.0
Del estdmago 1.8 21 1.1
Celcolon 18 3.2 1.2
Higado 1.2 19 0.8
Del rectosigmoides, rectoy ano 1.1 20 07
W ejiga 1.0 22 0.4
Labio, cavidad bucaly faringe 049 14 04
Pancreas 04 15 07
Cuerpo del (tero 0.8 0.0 1.1
Melanome y otrotumores de la piel 0.5 0.6 0.3
Esdfago 0.4 1.1 0.1
Dtros 65.8 hG6.8 70.2

Tabla 3. Distribucion porcentual de ingresos hospitalarios en México por tipo de tumor maligno
para ambos sexos (INEGI, 2012).

Finalmente, de acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 2008, entre
los hombres, el mayor porcentaje de lesiones malignas fue en la préostata (8.1%),
seguido por los tumores de traquea, bronquios y pulmon (7.0%) (INEGI, 2012).

Todas estas cifras son alarmantes; no solo por el numero de defunciones que
representa, sino también por la cifra que va en aumento debido a la posible
ineficiencia del sector salud para poder reducir este impacto mundial.

2.2 Cancer de prostata

Alrededor del mundo, unos 660 000 nuevos casos de cancer de préstata son
diagnosticados cada ano. Del 29% de todos los canceres en hombres, el cancer
de préstata es el mas comun excluyendo las neoplasias de piel y es la segunda
causa de muerte por cancer, después del cancer de pulmon, en los hombres de
todas las razas. (Bargawi et al, 2012).

En Europa en el ano 2008, fue el cancer diagnosticado mas numeroso en
hombres, con 382, 000 nuevos casos, seguido del cancer de pulmén y el
colorectal, ademas de ser la tercera causa de muerte en hombres (Arcangeli et al,
2012). Por otro lado, en América hubo un estimado de 217,730 nuevos casos Yy
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32,050 muertes en el 2012 (Chunyan et al, 2012), y para el 2015 se tiene estimado
una cifra de 280 000 casos (Arcangeli et al, 2012).

En México, en el 2008 este cancer ocupo el primer lugar de causa de muerte por
tumores malignos en hombres con 5, 938 defunciones, presentando una tasa de
15.5 por 100,000 habitantes; asimismo, su incidencia reportada fue de 14, 917
casos en el 2003, de acuerdo a los datos arrojados por Globocan (2008). En el
2006, segun datos del INEGI, el cancer de prostata representd la segunda causa
de muerte por tumores malignos.

La mayor parte de los casos en nuestro pais se diagnostican en etapas avanzadas
teniendo pocas posibilidades de curacion (INEGI 2006). Debido a estas cifras el
cancer de prostata se considera un grave problema de salud publica.

El cancer de prostata es una enfermedad que se desarrolla en uno de los érganos
glandulares del sistema reproductor masculino llamado préstata. La prostata es
una glandula localizada en la cavidad pélvica del hombre, detras del pubis, delante
del recto y debajo de la vejiga. Envuelve y rodea el primer segmento de la uretra
justo por debajo del cuello vesical. Es un 6rgano de naturaleza fibromuscular y
glandular. Tiene forma de piramide invertida. Aunque el tamano de la prostata
varia con la edad, en hombres jovenes y sanos, la glandula normal tiene el tamafio
de una “nuez’. Su peso en la edad adulta es de 20 gramos, lo que suele
mantenerse estable hasta los 40 afos, edad en la que se produce una serie de
cambios histoldgicos, la glandula crece y bloquea la uretra o la vejiga, causando
dificultad al orinar e interferencia en las funciones sexuales que con el tiempo
pueden dar lugar a una hiperplasia benigna de préstata (HBP) (Aumdller et al,
1979). La prostata esta cubierta por una fina envoltura conocida como capsula
prostatica que define su limite. La préstata constituye parte del sistema urinario y
reproductor, relacionandose anatdmicamente con otras estructuras como los
conductos deferentes y las vesiculas seminales (Naber, 2003).

El tejido glandular de la préstata esta distribuido en tres zonas histolégicamente
definidas, inmersas en varias capas musculares, con escasa presencia de tejido
conectivo y que conforman tres Iébulos: dos laterales y uno medio que facilita un
mejor conocimiento de las enfermedades de esta glandula. Las zonas mas
importantes son la zona central y la periférica (Figura 1). EI modelo anatémico que
actualmente se acepta, distingue cuatro zonas en la préstata (Luke et al, 1994):

e Zona anterior o estroma fibromuscular. De naturaleza fibromuscular, una
lamina gruesa de tejido conectivo y muscular compacto cubre toda la
superficie anterior de la prostata, rodeando la uretra proximal a nivel de
cuello vesical, donde se une con el esfinter interno y el musculo detrusor


http://es.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%B3stata
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_reproductor_masculino
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer

en el cual se origina. Ocupa casi un tercio del volumen total de la préstata,

no contiene glandulas y no participa en ninguna patologia de la prostata.

» Zona periférica. De origen endodérmico, es la regiéon anatomica mas grande
de la préstata glandular, contiene el 75% de dicho tejido y casi todos los

carcinomas de prostata se originan en esta zona.

e Zona central. Es la mas pequeina de las regiones de la prostata glandular,

representa entre el 20-25% de su masa y es atravesada por los conductos
eyaculadores. Resulta afectada por un 10% de los adenocarcinomas.

e Zona transicional y periuretral. Tiene origen mesodérmico, formada por un
grupo pequeio de conductos intimamente relacionados con la uretra

proximal. Estos conductos representan el 5% de la masa prostatica
glandular. A pesar de su tamafo y su irrelevante importancia funcional, la
zona transicional y las glandulas periuretrales constituyen el sitio especifico
de origen de las HBP, ademas de ser la zona mas afectada por los
adenocarcinomas.

- e
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a Zona central o
b Zonaanterior
¢ Zona transicional

d Zona periferica

Figura 1. Zonas de la prostata. El modelo anatdmico que actualmente se presenta, distingue
cuatro zonas en la prostata (zona central, zona anterior, zona transicional y zona periférica) (Luke

et al, 1994).
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Estas caracteristicas anatémicas propician que todos los cambios y procesos
patolégicos tanto benignos como malignos que se produzcan en esta glandula
provoquen alteraciones mas o menos notables en la miccion.

En la préstata pueden identificarse principalmente tres tipos de células (Luke et al,
1994):

1. Células epiteliales secretoras; son cilindricas altas, bien diferenciadas y
conectadas entre si por moléculas de adhesion celular y con su base fija a
la membrana basal a través de receptores de integrinas. Participan en la
extrusion mecanica del liquido eyaculado bajo estimulacidén nerviosa.

2. Células basales; mas pequefias que las anteriores, menos abundantes,
diferenciadas y se fijan sobre la membrana basal. Se cree que dan origen a
las células epiteliales secretoras.

3. Células neuroendocrinas; se ubican entre el epitelio secretor y en los
conductos de todas las porciones de la glandula, asi como en la mucosa
uretral prostatica.

La prostata tiene como funcidon ayudar al control urinario mediante la presion
directa contra la parte de la uretra que rodea. Produce una secreciéon liquida
(liquido prostatico) que forma parte del semen (Luke et al, 1994). Esta secrecion
prostatica contiene sustancias que proporcionan junto con el semen, nutrientes y
un medio adecuado para la supervivencia de los espermatozoides. La mayoria de
los canceres de prostata tienen lugar en la periferia de la prostata, mientras que en
la HPB la zona de transicion es comunmente la mas afectada. Aunque se ha
reportado cancer de prostata en un 15% en la zona de transicion y en un 5% en la
porcidn central (Luke et al, 1994).

Fundamentalmente son tres procesos patoldgicos los que se pueden desarrollar
en la préstata (Naber, 2003):

» Patologias benignas

o Prostatitis; este término se utiliza para definir aquellos procesos de
naturaleza inflamatoria o infecciosa que afectan a la glandula
prostatica. Son procesos benignos y su padecimiento no tiene
relacion directa con la probabilidad de padecer HBP o cancer de
préstata (Rosell et al, 1993). La prostatitis es un trastorno de salud
muy comun en los hombres y la padecen alrededor de un 25% de los
hombres jévenes y en edad media que necesitan atencion medica
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por cuestiones relacionadas con los sistemas genital y urinario
(Aumduller et al, 1979).

Hiperplasia benigna de préstata (HBP); se caracteriza por un
aumento del tamafo de la glandula que ocasiona grados variables
de obstruccion en la evacuacion de la vejiga (Burgos et al, 1993). Es
una enfermedad que con mayor frecuencia se presenta en edad
adulta. Se evidencia un aumento del estroma, aunque existen
diferencias morfoloégicas de un individuo a otro. A medida que
progresa la HBP y van creciendo los nddulos, se desplaza el tejido
prostatico sano, que queda reducido a una fina lamina (Rosell et al,
1993).

» Patologia maligna

O

Cancer de prostata; el cancer se produce cuando algunas células
prostaticas mutan y comienzan a multiplicarse descontroladamente.
Estas también podrian propagarse desde la préstata a otras partes
del cuerpo, especialmente los huesos y los ganglios linfaticos
originando una metastasis. Aun son inciertos los factores que
pueden desencadenar esta enfermedad, sin embargo se ha
establecido que se desarrolla después de los 50 afios. Este
desarrollo se da probablemente por la existencia de alguna relacion
con accién hormonal ya que en individuos castrados se atrofia el
epitelio glandular y no se desarrolla carcinoma. Por consiguiente, se
puede decir que es una enfermedad dependiente de la edad.

Ademas de la edad, existen muchos factores que pueden promover
el desarrollo del cancer de prostata, desde posibles mutaciones
moleculares especificas (Majumder et al, 2005; Yap et al, 2012)
hasta una alimentacion desproporcionada, (Hanchette, 1992).

Estudios epidemioldgicos han mostrado que la incidencia de un cancer de prostata
es significantemente menor en paises donde las personas ingieren una dieta
disminuida en grasa, basada principalmente en vegetales. Algunos aspectos,
ademas de la mencionada reduccion de ingesta de calorias y grasas en los
productos a diario, han sido reconocidos como constituyentes importantes en la
reduccién del desarrollo del cancer de préstata, tal es el caso de un incremento en
la ingesta de licopeno, un adecuado suplemento de vitamina D y una ingesta no
excesiva de calcio. Inclusive el excesivo uso de multivitaminas (mas de 7 veces
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por semana) incrementa el riesgo de padecer cancer de préstata (Arcangeli et al,
2012).

Por otro lado, se han reportado alteraciones en genes especificos asociados al
cancer de prostata como ELAC2, RNASEL, MSR1, NSB1 Y CHEK2 (Majumder et
al, 2005). Estan también los protooncogenes mas comunmente sobre expresados
en este cancer, especificamente el gen ERG y otros miembros de la familia ETS
(Yap et al, 2012). Estos factores mencionados estan involucrados de alguna
manera con los receptores andrégeno, que ademas de mediar los efectos
biolégicos de los andréogenos para el desarrollo adecuado de las células
epiteliales, manteniendo la funciéon normal y la estructura de la préstata, juegan un
papel en el desarrollo y progresion de patologias asociadas con la edad del
hombre (Duran et al, 2011).

El cancer de préstata puede conducir al desarrollo de lesiones conocidas como
adenocarcinomas, ya que mas del 99% de los canceres de préstata se desarrollan
sobre células de una glandula. Los adenocarcinomas de prostata tienen
precursoras denominadas neoplasias intraepiteliales prostaticas, originadas en las
glandulas prostaticas en el tejido secretor. Ellas pueden ser clasificadas como de
bajo y alto grado (Bostwick et al, 1996).

2.3 Clasificacion del cancer de prostata

Ha sido dificil seleccionar el mejor tratamiento para el cancer de préstata debido a
su variable y frecuente curso. Muchos pacientes deben ser seguidos por muchos
anos para promediar esta variabilidad y comparar dos diferentes tratamientos para
mejores pronosticos. Recientemente, se realizaron estudios de manera cuidadosa
de autopsias que revelaron muchos canceres de prostata de los cuales no se tenia
registro, incrementando en incidencia con la edad (Gatenby, 2012). La incidencia
en aumento con la edad indica que muchos de estos tumores estuvieron
presentes por muchos anos. Por ejemplo, si la incidencia de los tumores
insospechados es alrededor de 10% a la edad de 55, 20% a la edad de 65, y 30%
a la edad de 75, luego 2/3 de los tumores en los hombres de 75 afios de edad
debieron haber estado presentes por mas de 20 afos. La mayoria de ellos no
causaron dificultad y obviamente no se necesité tratamiento alguno (Gleason,
1966).

Sin embargo, algunos de estos tumores seran inevitablemente encontrados en
tejido de proéstata benigno resecado a lo largo de la vida. Un estimado de la
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probabilidad de que ciertos tumores puedan progresar, es dado por las
observaciones microscépicas del tumor, es decir, su estructura histologica (Baillar
et al, 1966).

Para poder establecer rangos en cuanto a la clasificacién del cancer de prostata
se deben tener en cuenta distintas variables. Por ejemplo, los adenocarcinomas
prostaticos tienen un rango unico de malignidad bioldégica e histoldgica que
pueden variar rapidamente en cuanto a crecimiento, convirtiéndose de canceres
fatales a canceres patoldgicos certificados que nunca progresan — con un espectro
de conductas intermedias. Similarmente su estructura histoloégica se puede ubicar
en un rango que va desde tumores malignos completamente anaplasicos hasta
tumores glandulares bien diferenciados — con un espectro completo de estructuras
intermedias (Gleason et al, 1974).

Por mas de 50 afos, ha habido reportes de una fuerte correlacion entre la
estructura histolégica y la malignidad biolégica de estos tumores. Los tumores
pobremente diferenciados progresan rapidamente; mientras que los tumores bien
diferenciados progresan lentamente. Estos reportes agrupan patrones histolégicos
en grados de malignidad, describiéndolos subjetivamente con simples términos
(Gleason, 1966).

Fue hasta 1974 cuando VACURG (The Veterans Administration Cooperative
Urological Research Group, por sus siglas en inglés) estudié el carcinoma
prostatico con una prueba clinica prospectiva y controlada en mas de 4000
pacientes en 20 administraciones veteranas de hospitales desde 1960 a 1975, y
desarrollaron otro sistema de gradacion histologico, llamado Gleason (Gleason et
al, 1974).

Los patrones histolégicos de esta clasificacion fueron caracterizados a un objetivo
relativamente pequefo (X10-40) por la extension de la diferenciacion glandular y el
patrén de crecimiento del tumor en el estroma prostatico (Burchardt et al, 2004). El
gran numero de pacientes cuidadosamente estudiados y seguidos en los estudios
realizados por VACURG permitieron el desarrollo objetivo de un sistema de
gradacion de definicion seguro. Es decir, los patrones histoldégicos fueron
establecidos y mucho después fueron ordenados en diferentes rangos de acuerdo
a su malignidad bioldgica por las tasas de muerte especificas de cancer; una
taxonomia numérica o estadistica. El sistema fue primero publicado en 1966
(Baillar et al, 1966) y refinado en 1974 (Gleason et al, 1974) y 1977 (Gleason,
1977). Cuatro factores contribuyeron a este suceso (Gleason, 1977):

14



1. Los patrones histolégicos fueron identificados simplemente por su
apariencia, sin tomar en cuenta su morfogenética u otros modelos que
impliguen mas de lo que actualmente se sabe.

2. La retroalimentacién de las similitudes subsecuentemente expresadas
permitieron combinar nueve diferentes caracteristicas en cinco grados, ya
que algunos patrones tienen malignidad biolégica similar y también fueron
asociados frecuentemente uno con otro.

3. Para mostrar los propdsitos, se “congelo” el criterio histolégico en un dibujo
simple y estandarizado en un dibujo (Figura 1).

4. Se confirmd la observacion de que muchos tumores contienen mas de un
grado histolégico.

En los datos siguientes, se encontré que pacientes con dos diferentes grados de
tumor tenian tasas de muerte por cancer que fueron intermedias entre las tasas de
aquellos pacientes con un solo grado de aquellos que tenian dos grados. Su
conducta bioldgica fue mas cercanamente relacionada al promedio del grado
histologico (Gleason et al, 1974). Esto permiti6 promediar los dos grados
encontrados en un tumor, es decir, los dos numeros de grado fueron afiadidos
juntos y denominados grado primario y grado secundario, pero la division por dos
fue omitida, creando una nueva puntuacién histolégica, la cual va desde el 2 hasta
el 10 (Gleason, 1977).

De manera mas detallada, el grado primario Gleason tiene que ser mayor del 50%

del patron total observado (por ejemplo el patrén de la mayoria del cancer
observado). El grado secundario Gleason tiene que ser menor del 50%, pero al
menos 5% del patrén del cancer total observado (Bianco, 2003).
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Figura 2. Dibujo estandarizado para la gradacién del cancer de préstata, mostrando los 5
diferentes Grados Gleason (Bostwick et al, 1996).

El diagrama clasico de la puntuacién Gleason muestra cinco patrones tumorales
basicos que son técnicamente referidos como “grados” tumorales (Gleason, 1974),
como se muestra en la figura 2. La determinacién subjetiva microscopica de esta
pérdida de la estructura del tejido glandular sano causada por el cancer es
abstractamente representada por un grado, un numero que va del 1 al 5, siendo el
numero 5 el peor grado posible. Los grados del tumor son identificados por una
mezcla del grado de la diferenciacion glandular y el patron de crecimiento de los
tumores. Ademas de tomarse en cuenta otros patrones para su clasificacion en
grados (Gleason, 1977):

GRADO 1. El tumor consiste de paquetes cercanos replicados de manera
monotona, existen glandulas simples, lineadas por una simple capa de células
epiteliales rectangulares. Estas glandulas estan agrupadas en masas mas o
menos rodeadas con bordes relativamente lisos. Debido a que algunas formas de
hiperplasia benigna o atipica también cumplen estos criterios, el requerimiento
final para el tumor de grado 1 es la presencia de al menos unas cuantas células (al
menos 1%) o muchas células, que contengan nucleos definitivamente muy
alargados (mayor a 1 um de diametro). La mayoria de las glandulas del grado 1
seran empaquetadas en conjunto una tras otra, pero pueden estar mas presentes
en areas organizadas libremente. La forma y tamafo de las glandulas seran
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perturbadas por diferentes variaciones. Los limites de las masas tumorales no
seran perfectamente esféricos pero deberan ser relativamente lisos y asperos.

La separacion definitiva de mas de unas cuantas glandulas en la periferia sugiere
un grado mayor. Las areas esféricas del tumor son usualmente pequefias, pero el
grado tumoral 1 puede ser bastante extenso. El tumor con grado 1 puede ser bien
diferenciado.

GRADO 2. Las marcas del grado 2 son leves. Existe una separacion definida de
las glandulas del tumor por el estroma y, usualmente es notable una mayor
variacion en la forma y tamafo de las glandulas que en el grado 1, aunque no una
variacion tan severa, como en el grado 3. La separacion de las glandulas es
también observada en los bordes de las areas tumorales y se sugiere alguna
habilidad limitada para difundirse a través del estroma. La separacion de las
glandulas del tumor usualmente mide menos que lo que mide un diametro
glandular, aunque ocurre una variacion casual. Las areas pequefnas del grado 2
también son llamados adenosis por algunos patélogos (Pistenma et al, 1979).

GRADO 3. Las tres formas del grado tumoral 3 estan divididas en A, By C. Las
caracteristicas de los grados 3A y 3B tienen mas variacion en la forma, tamano y
separacion de una glandula que en el grado 2. Algunas de las glandulas
individuales del grado 3 son angulares o tienen formas elongadas, algunas
inclusive con “esquinas” filosas. A menudo existe una variacibn marcada en la
forma de las glandulas y el citoplasma de las células tumorales, el cual tiende a
ser mas basdfilo que en los grados 1 y 2, pero estos cambios son variables y de
importancia secundaria. Las glandulas usualmente se encuentran con mayor
espacio que el diametro promedio de una glandula normal, pero esto puede variar
marcadamente de campo a campo. Esta separacién incluye una extension
irregular de glandulas dentro del estroma prostatico circundante. Raramente, las
glandulas del grado tumoral 3 estan cercanamente empaquetadas y son muy
irregulares en forma y tamano, ademas deben tener una infiltracion definida de
glandulas disruptas en el estroma de alrededor. Los grados 3A y 3B difieren solo
en el tamafno promedio de las glandulas tumorales. Las glandulas del grado 3A
son de moderadas a largas; las glandulas de 3B son pequefias, algunas veces
solo pequefios conjuntos de tres 0 mas células, algunos con lumen pequefio o
incluso sin lumen pero no debe existir unién entre las cadenas o cordones, como
en el grado 4.

La tercera forma del grado 3 consiste en masas y cordones de células papilares
y/o cribiformes, pero los bordes de las areas de las masas tumorales son rugosos
y no invasivos. Algunos de estos tumores han recibido nombres morfogenéticos
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tales como carcinoma intraductal y carcinoma endometroide, pero en este sistema
de gradacion éstos son solo otro patron de crecimiento, a menudo acomparfiados y
fusionados con simples glandulas tumorales.

Los grados 3A, 3B y 3C estan agrupados juntos por que a menudo se encuentran
de la misma manera y tienen tasas de muerte por cancer similares.

GRADO 4. El tumor grado 4 puede ser también microacinar, cribiforme o papilar
pero las masas de tumor estan rotas con bordes invasivos, en vez de bordes
rugosos como en el grado 3C. Parece que en el tumor grado 4 se pierde la
estructura tubular de los grados 1, 2, 3A y 3B. La forma mas comun (4A) que tiene
células oscuras y la forma (4B) con células claras hypernefroides, tienen
aproximadamente el mismo grado de malignidad biolégica y a menudo se
encuentran juntos. Las formas simples de grado 4 pueden facilmente ser
comparada con los grados 3 o 2.

Sin embargo el grado 4 puede tener una estructura glandular uniforme y debe ser
reconocido por la fusion de tubulos. Una forma del grado 4 parece ser una
transicién entre el grado 3B y un grado anaplasico 5B, con pequeinas glandulas
unidas en cadenas y cordones.

Grado 5. ElI grado 5 también incluye dos patrones. El grado 5B esta
completamente infiltrado, es un tumor virtualmente anaplasico, con raras o pocas
glandulas luminales o vacuolas que hacen referencia a un adenocarcinoma. Este
puede ser idéntico a un carcinoma de células pequefias del pulmoén y otros
organos, histolégicamente y biolégicamente, con varios sindromes
paraneoplasicos. La otra forma del grado 5 (5A) consiste de cilindros cribiformes o
papilares rugosos, redondeados y empaquetados con foci variable o necrosis
central, denominada comedocarcinoma. El grado 5A puede asemejarse mucho al
grado 3C, pero ninguna necrosis del epitelio se da en el grado 3C por lo que se
indica un grado 5A. Por otro lado, los cilindros del tumor pueden ser tan solidos
que uno haria un diagnostico de comedocarcinoma sin necrosis actual.

En el presente estudio consideraremos unicamente los 5 grados utilizados en la
actualidad, que van del 1 al 5, conjuntando las tres formas del grado 3 en un solo
grado (Grado 3),y haciendo lo mismo con los grados 4 y 5.

2.4 Marcadores de cancer de prostata

La fosfatasa acida prostatica (PAP, por sus siglas en inglés) y el Antigeno Sérico
Prostatico (PSA, por sus siglas en inglés) son dos distintos antigenos especificos
tisulares presentes exclusivamente en el epitelio prostatico y sus productos
secretados, por lo tanto son considerados marcadores de prostata (Mackay et al,
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1986). Aunque en la actualidad solo son considerados dos marcadores de
préstata; el Antigeno de cancer de prostata 2 (APCP-2) (Van der et al, 2005) y el
PSA. Las mediciones de PAP en el suero a menudo se usan como evidencia
indirecta de carcinoma metastasico a partir de la préostata.

Desafortunadamente, el valor de este marcador es limitado por el hecho de que
altos niveles séricos de PAP pueden ocurrir en casos de hiperplasia nodular de la
prostata y en la prostatitis, y luego de una manipulacidon digital de la glandula
(Gitters, 1983). PSA es un marcador sérico prostatico mas sensible que PAP. Sin
embargo este marcador puede también estar elevado en enfermedades benignas
de prostata (Stamey, 1987).

A la fecha solo se cuenta con el PSA y APCP-2 como dos de los marcadores de
este tipo de cancer, por lo que se hace necesario la busqueda de nuevas
moléculas que puedan dar mayor informacion al respecto de las bases
moleculares en el tejido prostatico canceroso.

Es asi que, la aplicacion a nivel mundial de algunas estrategias para abatir los
indices de mortalidad, ha resultado en un incremento en la deteccion del cancer
de préstata en etapas tempranas. Tal es el caso de la introduccién del PSA como
meétodo de tamizaje. La prueba de PSA es usada tipicamente para la deteccién del
cancer de prostata a través de una proyeccion basada en la medicién del PSA
seguido de una biopsia prostatica (Chunyan et al, 2012). Este antigeno es
expresado por uno de los tres tipos de poblaciones celulares epiteliales de la
préstata. Las células luminares expresan ademas de fosfatasa acida prostatica y
receptor androgeno, el PSA (Chunyan et al, 2012). En 1980, la introduccién de la
prueba de PSA mostré un incremento dramatico en la incidencia del cancer de
préstata ya que hasta ahora es el biomarcador comunmente utilizado para éste
proposito.

Sin embargo, esta prueba carece de especificidad y sensibilidad. Arcangel et al.
(2012) mostro que este antigeno no es especifico de cancer de prostata, debido a
que un valor normal de PSA no excluye la presencia de un cancer de préstata
potencialmente letal, mientras que la enfermedad prostatica benigna puede causar
elevados niveles de PSA que pueden requerir de la biopsia para el diagndstico.

La expresion génica de PSA se debe a una actividad transcripcional de los
receptores de androgeno, y por lo tanto una transcripcién alterada de estos
receptores puede permitir el decline en niveles de PSA, pero no en la reduccién
deseada en el crecimiento tumoral. Efectivamente se pueden establecer
estrategias para mejorar este conflicto, como por ejemplo: establecer una linea
base dentro de los 40 afos, antes del desarrollo de una HBP, o detallar la
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velocidad del PSA que indique un incremento en la expresion del antigeno
prostatico de manera progresiva (Yap et al, 2012).

Aunque la enfermedad es potencialmente curable con terapia local cuando se
suprime la glandula prostatica, aproximadamente 33% de los pacientes
desarrollan resistencia a tratamientos locales y eventualmente progresan para
desarrollar una enfermedad metastasica incurable. La mortalidad de esta
enfermedad es usualmente debido a la resistencia a la terapia de anulacién de
androgenos y el desarrollo eventual de la resistencia a castracién del cancer de
préostata (Attard, 2010). La etiologia molecular del desarrollo de resistencia a las
terapias del cancer de prostata aun es poco entendida debido a que se necesitan
previos y consecuentes estudios que mayoritariamente son obstaculizados por
inadecuados modelos preclinicos y dificultad en la adquisicidon de tejido tumoral
(Yap et al, 2012).

En la actualidad, la investigacion se ha enfocado en la busqueda de un
biomarcador eficiente y especifico para este tipo de cancer que se exprese en
etapas tempranas y que ayude al diagndstico temprano para su proyeccion y a su
vez llevar a cabo acciones especificas y sistematizadas para el diagndstico y con
ello un mejor tratamiento de los pacientes que redundara en una mejor calidad de
vida para éstos (Bai, 2012).

2.5 Timopoyetina

La timopoyetina (TMPO) o lamina asociada a polipétido 2 (LAP2) es una proteina
que pertenece a un grupo de proteinas nucleares que requieren altas
concentraciones de sales monovalentes y detergentes no idnicos para extraerlas
del nudcleo (Senior y Gerace, 1988; Foisner, 1993). Las primeras en ser
caracterizadas fueron todas las proteinas integrales de la membrana nuclear
interna: LAP1 y LAP2; cada una con un dominio transmembranal que a su vez
estan expresados en multiples isoformas.

Todas las isoformas de LAP2 tienen un segundo dominio que comparten con las
proteinas Emerina y MAN-1. Este domino LEM, de aproximadamente 40
aminoacidos, une ADN, al igual que lo hace el Factor barrera de autorregulacion
(por sus siglas en inglés, BAF) (Cai et al, 2001; Laguri et al, 2001). Algunas
proteinas con este dominio, tienen dominios adicionales los cuales pueden unir
ADN vy otras proteinas cromaticas. Por ejemplo, LAP2B puede unir HA95, una
proteina de la cromatina involucrada en la replicacion del ADN (Martins et al,
2003).
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La TMPO es secretada por las células epiteliales del timo. Los linfocitos que se
diferencian bajo la influencia de la timopoyetina subsecuentemente dan origen a
distintas subclases de células T con potencial de desarrollar efecto discreto,
apoyador, o supresor de funciones después de encontrarse con el antigeno.

Esta proteina es codificada por el gen TMPO (Homer et al, 2001) el cual se ubica
en la banda cromosémica 12922 en la region cromosomica 12921924 (Martinez,
2007). Es un gen altamente expresado en etapa troncal, que disminuye bajo la
diferenciacion en células epiteliales de la glandula mamaria de raton (Williams et
al, 2009).

La Timopoyetina se aislé originalmente como un polipéptido de 5 kDa a partir del
timo bovino en base a su capacidad de afectar la transmisién neuromuscular
cuando se inyecta en ratones. Posteriormente, al purificarse, se encontré6 que
afecta ciertas funciones inmunolégicas, induciendo diferenciacion de protimocitos
a timocitos, medida por cambios en la expresion de Thy-1 y otros marcadores
fenotipicos de la superficie celular y por la mejora de las respuestas alogénicas de
células T periféricas (Crafford et al, 1994). EI gen TMPO codifica tres empalmes
alternativos de mRNAs de 75 kDa (alfa), 51 kDa (beta) y 39 kDa (gama) que son
expresadas ubicuamente en todas las células. Estos empalmes son conocidos
actualmente como las isoformas de la timopoyetina: TMPOa, TMPOB y TMPOy
respectivamente.

La TMPOa es difusamente expresada en el nucleo celular, carece de un dominio
transmembranal y especificamente se une a laminas tipo A en células en
proliferacion (Vicek et al, 1999, Homer et al, 2001, Dechat et al, 2004), mientras
que la TMPORB y TMPOy son proteinas integrales de la membrana nuclear interna
que difieren en un solo dominio especifico de TMPOR (figura 3) (Holmer et al,
2001).

Todas las isoformas de TMPO comparten una regién amino terminal de 187
aminoacidos, los cuales pueden estar involucrados en la unidn a la cromatina
(Gruenbaum et al, 2000). La isoforma mejor estudiada es LAP2, la cual es una
proteina de 51 kDa con un dominio N-terminal hidrofilico de 409 residuos, seguida
de un simple segmento transmembranal.
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Figura 3. Dominios de las tres isoformas de la timopoyetina (Harris et al, 1994).

2.6 Funciones de la TMPO

El aislamiento de la TMPO de suero se dio, una vez observado que induce la
diferenciacion del precursor linfoide a timocitos y también por los efectos
secundarios en la transmision neuromuscular (Crafford et al, 1994). A partir de
entonces esta proteina ha sido objeto de estudio en conjunto con todas las
proteinas de la lamina nuclear tanto interna como externa. Sin embargo entre las
caracterizadas, la mayoria se pueden unir directamente a las laminas tipo Ao B, o
ambas. Las laminas tipo B son esenciales para la viabilidad celular y el desarrollo
mientras que las laminas tipo A no son esenciales (Weber et al, 1999). Los
filamentos laminares son importantes para el ensamblaje, estructura, forma y
estabilidad mecanica del nucleo. Regulan la organizacion de la cromatina y la
expresion genética e influyen en la sefializacion.

Muchas proteinas de la membrana nuclear interna se encuentran unidas directa o
indirectamente a los filamentos laminares. Este conjunto de filamentos y las
proteinas unidas a la lamina de la membrana nuclear interna es conocido como
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lamina periférica. La membrana plasmatica contiene muchos complejos
estructurales que pueden ser regulados dinamicamente y generar sehales a
células que responden de una manera especifica de tejido, en muchos casos a
nivel de regulacion genética (Wilson et al, 2009). Partiendo de que la TMPO esta
ubicada en la membrana nuclear interna se sugiere que esta proteina juega un rol
importante en la transcripcion, como un posible regulador transcripcional (Williams
et al, 2009), en la organizacion de la envoltura nuclear y en el control de la
proliferacion y el ciclo celular (Weber et al, 1999). También se ha reportado que
LAP2B se une especificamente a la lamina B y también interactua directamente
con reguladores de transcripcion y modificadores epigenéticos incluyendo HDAC3
y contribuye a la represion transcripcional (Wilson et al, 2009).

Inclusive se ha encontrado que minutos después del comienzo de la anafase,
LAP2a se acumula en distintas regiones en los telémeros de los cromosomas
rezagados y se redistribuye al interior nuclear en la telofase tardia, indicando que
LAP2a puede jugar un papel en el posicionamiento de los telomeros dentro de la
reformacion del nucleo y en el restablecimiento de una mayor estructura cromatica
al final de la mitosis (Dechat et al, 2004). Ademas, LAP2a es requerida para
movilizar pRb al esqueleto nuclear, protegiéndolo de la degradacion proteosomal
(Johnson et al, 2004). Adicionalmente se ha establecido una asociacién de LAP2a
con la proteina de choque térmico, Hsp70, sugiriendo que esta puede tener un
papel en la resistencia contra el estrés (Snyers, 2008). La expresion de LAP2a ha
sido encontrada previamente por estar asociada con la division celular. Una
expresion insignificante de LAP2a fue observada en fibroblastos quiescentes. Sin
embargo, su expresion incremento substancialmente una vez que las células
fueron inducidas a volver a entrar al ciclo celular (Markiewicz et al, 2002).

2.7 Deteccion de TMPO

La deteccion de proteinas se puede llevar a cabo por distintas metodologias, a
saber como las famosas ELISA, RIA, Western Blot, Inmunohistoquimica, hasta
nuevos procesos como la secuenciacion de proteinas mediante el MALDI-TOFF.
Una de las mas sencillas y practicas metodologias para visualizar una proteina en
una determinada célula es la inmunohistoquimica, la cual a diferencia de todas las
técnicas, nos permite definir cual es el tipo de célula que expresa un determinado
antigeno, utilizando cortes del bloque de tejido fijado e incluido en parafina. Una
inmunodeteccion en tejidos incluidos en parafina lleva aproximadamente de 3 a 5
dias. Una de las formas para evitar realizar la inmunohistoquimica en un gran
numero de muestras, manteniendo las condiciones de trabajo similares, es la
realizacion de un microarreglo de tejidos (MAT).
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Esta tecnologia permite de una manera mas simple, analizar en un solo ensayo un
gran numero de muestras bajo las mismas condiciones de experimentacion
haciendo mas robustos los resultados. Es importante aclarar que este tipo de
tecnologia permite incluir tanto tejidos positivos como negativos fortaleciendo asi
los resultados.

A la fecha gran cantidad de reportes en investigacién biomédica se basan en el
uso de estos microarreglos de tejidos, siendo una de las herramientas
tecnologicas mas utilizadas en el ambito de la investigacion biomédica y clinica.
Ademas permite un ahorro en tiempo y reactivos. En nuestro caso utilizamos un
MAT de 22 spots o puntos o tejidos lo cual viene a ser un MAT de baja densidad,
ya que existen también los microarreglos de alta densidad que pueden contener
hasta mil tejidos por laminilla (Lastra, 2005).

2.8 TMPO y cancer

La transcripcion del gen TMPO es parcialmente conocida. Sin embargo,
recientemente se realizé un analisis de la informacion que a la fecha existe sobre
la interaccion de diversas proteinas y el gen TMPO. Nuestros datos preliminares
sugieren que las proteinas Rb1, E2F1 y HSP70 pueden estar asociadas a los
mecanismos de regulacién transcripcional de TMPO. Es bien conocido que Rb es
uno de los genes alterados tanto en el cancer en general como en el cancer de
préostata, donde se ha reportado que este gen se encuentra alterado (Chen et al,
1989). En este caso, el papel de Rb y E2F1 en cancer es claro (Macleod, 2010),
por lo que sugerimos que una alteracion en la expresion del gen TMPO, que es
regulada al menos por RB (un gen mutado en varios tipos de cancer), podria
explicar uno de los pasos relacionados al cancer de prostata.

Por otro lado, se ha reportado que existen cambios en la composicion de la [amina
nuclear en la mayoria de las malignidades hematoldgicas, sugiriendo que TMPO al
estar localizada en esta estructura, es una molécula potencialmente relacionada al
cancer y esta involucrada en la carcinogénesis, (Hye-Jeong et al, 2008). Ademas
se ha encontrado que LAP2a y lamina tipo A se unen directamente al supresor
tumoral, Rb, (Markiewicz et al, 2002), en el control de la proliferacion dependiente
de Rb en tejido de células madre (Naetar et al, 2008).

Una mutacion en LAP2a que interrumpe la union a lamina A es conocida como
causante de cardiomiopatia dilatada. Esta mutacion puede también perjudicar la
actividad de Rb (Dyson, 1998), o reflejar un nuevo rol de LAP2q, lo cual es aun
desconocido (Wilson et al, 2010). Esta misma proteina (LAP2a) ha sido
previamente reportada al estar regulada por E2F en células de osteosarcoma a
través de la union de E2F al promotor LAP2 (Parise et al, 2006). Y estos
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resultados concuerdan con la idea sobre el posible rol que juega E2F en la
regulacion de la expresion de LAP2a en células con cancer cervical.

Por su parte Markiewicz et al, (2002) report6 que LAP2a juega un rol en la
regulacion negativa de la actividad E2F, ya que se ha encontrado que se ancla Rb
hipofosforilado en el nucleo, y esto a su vez mejora la estabilidad de Rb y el
silenciamiento de la actividad de este mismo supresor tumoral. Estos
descubrimientos implican que la expresion de LAP2a estad regulada de una
manera dependiente del ciclo celular, por lo que en cancer, se encuentra
desregulada. De acuerdo con esto, la expresion de LAP2a ha sido previamente
mostrada por estar elevada en tumores de meduloblastoma (Yokota et al, 2004),
laringe, pulmon, estomago, mama y colon, aunque solo a nivel de mRNA (Parise
et al, 2006) aunque en el caso de cancer de pulmén ya se demostré la
sobrexpresion de la TMPO (Hye-Jeong et al, 2008).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cancer es un problema de salud prioritario a nivel nacional e internacional,
siendo el cancer de préstata un problema real de salud en México, debido en gran
parte a la falta de marcadores tumorales especificos. Uno de los genes que
recientemente nuestro grupo de trabajo ha identificado como un gen expresado en
diferentes tumores, es TMPO, que concuerda con los reportes de |la
sobreexpresidon en cancer de pulmén, siendo ademas un gen del cual se
desconoce el papel especifico que juega en el cancer. Sin embargo existen varios
reportes sobre el papel que juega en las células normales, asi como las
interacciones que mantiene con algunos genes relacionados al cancer, como Rb y
E2F. A la fechas son pocos los genes que se alteran en el cancer de prostata
como ELAC2 y ERG. Por lo cual, resulta interesante determinar la expresion de la
TMPO, esperando remarcar el conocimiento de esta proteina, permitiendo
incrementar las bases moleculares de los genes probablemente implicados en
este tipo de tumor.
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HIPOTESIS

Se ha observado que la TMPO juega un papel en la proliferaciéon celular y en el
control del ciclo celular, al estar desregulada esta proteina en cancer, se espera
una expresion de TMPO en tejido prostatico canceroso y ninguna expresion en
tejido prostatico sano, sugiriendo que TMPO es una molécula potencialmente
relacionada al cancer.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

« Determinar la expresién de la Timopoyetina en tejido con cancer de prostata
en diferentes grados Gleason mediante microarreglo de tejidos.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES
« Creacién de un microarreglo de tejido prostatico humano.

« Detectar la timopoyetina tanto en tejido prostatico sano como en tejido con
cancer de préstata en los diferentes grados Gleason.
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6. METODOLOGIA
6.1 Obtencion de Muestras.

Se obtuvieron bloques de parafina de tejido prostatico canceroso del archivo de
patologia en la UMAE del Hospital de Oncologia Centro Médico Nacional Siglo
XXI, con las cuales se construyeron los microarreglos de tejidos.

6.2 Procesamiento de los Microarreglos de tejidos.

Los microarreglos se fabricaron con el kit Quick Ray®. Se precalentd el molde de
silicdn con capacidad para 40 pozos, con un diametro de 3mm cada uno, a una
temperatura de 75° C por 30 minutos en el cual se colocé lentamente la parafina
caliente (60° C), hasta que la parte superior de las barras quedd completamente
sumergida. Se colocoé un casete de rejilla sin tapa sobre el molde para que la
parafina solidificada se pudiera anclar y de esta manera sacar el bloque formado.
El casete de rejilla sin tapa, encima del molde de silicon también se cubridé con
parafina caliente (60° C) hasta el borde superior y se dejoé solidificar a una
temperatura de 4° C por un dia completo. Posteriormente se separdé lentamente el
molde de silicon del casete evitando quebrar la parafina y asi formar el bloque de
parafina con pozos.

Con el microtomo se realizaron los cortes de 4 um a los bloques de parafina con
tejido prostatico tanto canceroso como sano. Dichos cortes se colocaron sobre
agua a una temperatura de 37°, una vez extendidos completamente se recogieron
con portaobjetos y se dejaron secar a temperatura ambiente. De esta manera se
construyeron laminillas a las cuales se les realizé una tincién con hematoxilina y
eosina para poder revisar la patologia del tejido y con ello poder detectar las zonas
de interés y marcarlas primero en las laminillas y después en los bloques de
parafina. Una vez detectadas las zonas de interés se utiliz6 una aguja dérmica
estéril para extraer las muestras del tejido prostatico canceroso de los bloques de
parafina y colocarlos en los pozos del bloque de parafina previamente construido.

El molde construido con todas las muestras, se incub6é en un horno a 45° C por
dos horas, logrando asi la adhesion del tejido con el pozo del recipiente y facilitar
los cortes en el micrétomo. Luego de 2 horas, se coloco el bloque en un recipiente
frio para lograr la solidificacion de éste. Posteriormente se realizé el corte 6ptimo
con el micrétomo. Dicho corte se colocé sobre agua a una temperatura de 37° C y
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una vez extendido completamente, se recogié en un portaobjetos y se dejo secar.
Este experimento se realizé por duplicado.

6.3 Inmunohistoquimica.

Una vez construidos los microarreglos, se realizaron las pruebas de
inmunohistoquimica. Esta técnica esta basada en la utilizacion de un anticuerpo
especifico previamente marcado, en este caso, TMPO, el cual reconoce las tres
isoformas de la proteina. Los microarreglos se sometieron a un proceso de
desparafinacion, introduciendo éstos en un horno a una temperatura de 60° C por
20 minutos, seguido de una rehidratacién mediante dos bafos de xilol al 100% por
10 min cada uno y bafios en soluciones graduales de etanol al 100%, 95% y 70%
hasta agua. La exposiciéon del antigeno se efectu6 en una olla de presidn
utilizando un amortiguador de citrato a pH 6 (Trilogy, Cell Marque Corp.), seguido
de un lavado con agua destilada por 3 min. La deteccion de la proteina se realizo
mediante la técnica de Biotina/Estreptavidina amplificada (BSA), utilizando el
protocolo de tincion de DAKO Envision (Bio SB Mouse/Rabbit Immunodetector
REF B003). Para la detecciéon de TMPO se utilizé el anticuerpo monoclonal
primario anti-TMPO a una diluciéon de 1:100. La incubacion con el anticuerpo
primario se realizd por 12 horas a 4° C.

La contratincion fue llevada a cabo con hematoxilina y finalmente fue colocado el
cubreobjetos con la resina Permount (Fischer). La evaluacién de la reaccién de
inmunohistoquimica, se realizd6 en un microscopio Optico, con 3 evaluadores
independientes que evaluaban la presencia o ausencia de la reaccion,
considerandose la expresion de la proteina a la reaccion positiva entre la
interaccion del anticuerpo primario con el anticuerpo secundario (precipitacion
café).
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7. RESULTADOS
7.1 Microarreglo de tejidos

Se obtuvieron 44 muestras (bloques de parafina) de tejido con cancer de préstata
obtenidas del archivo de patologia en la UMAE del Hospital de Oncologia Centro
Médico Nacional Siglo XXI. Se montaron laminillas para realizar técnicas de tincion
con hematoxilina y eosina de referencia en todos los bloques para revisar los
diagnésticos y marcar con tinta las zonas de interés.

En nuestro estudio, dada la heterogeneidad del tejido y la posibilidad de tomar
muestras poco representativas del tumor, este proceso fue evaluado por duplicado
consensuando dos criterios unicos, los cuales fueron: tejido histopatolégico con
cancer de prostata y tejido sano. Posteriormente se localizaron las zonas a incluir
y se consideraron como muestras de interés los focos multiples de tumor, la
neoplasia intraepitelial prostatico de diferentes grados y la prostata sana.

Con las muestras contenidas en bloques de parafina se logré la construccion de 2
microarreglos de tejidos de baja densidad, con 22 spots cada uno (Figura 4) . Las
muestras fueron distribuidas en los microarreglos de tejidos de manera lineal,
colocando las muestras de tejido sano conjuntas y las muestras con cancer
prostatico al azar, con una distancia de 4 mm entre los centros de cada muestra,
dando lugar a dos tipos de matrices; 6 columnas y 5 filas, quedando ambos
microarreglos con una disposicion y clasificacion como se muestra en la Tabla 4 y
en la Tabla 5.

31




Figura 4. Microarreglos de tejido de baja densidad. A) Microarreglo 1. B) Microarreglo 2.
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Tabla 4. Distribucion de las muestras con TS (tejido sano) y las muestras con cancer prostatico,
clasificadas de acuerdo al Grado Gleason (G), contenidos en el primer microarreglo. EI numero
indica el grado Gleason de acuerdo al sistema de gradacion Gleason.
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Grado Gleason 1 Tejido Prostatico Sano

Tabla 5. Distribucion de las muestras con TS (tejido sano) y las muestras con cancer prostatico,
clasificadas de acuerdo al Grado Gleason (G), contenidos en el segundo microarreglo. El nimero
indica el grado Gleason de acuerdo al sistema de gradacion Gleason.

7.2 Expresion de TMPO en tejido prostatico canceroso y sano.

Se demostrd la existencia de una expresion heterogénea dentro de cada tumor
prostatico y ninguna expresién en tejido sano.

La tincion mostrada en todos los spots con tejido prostatico canceroso demostro la
presencia de la timopoyetina en el nucleo celular, como se menciond
anteriormente en la literatura citada. Sin embargo, gran parte de la reaccion se
expreso en el citoplasma celular, como se muestra en la figura 5. Esta tincién tanto
nuclear como citoplasmatica se expresé por igual en todas las células basales
contenidas dentro de las glandulas prostaticas cancerosas.

Figura 5. Expresion de Timopoyetina observada mediante un microscopio a un objetivo 40X, en
células de una glandula prostatica cancerosa (tefiidas en color café) rodeada por el estroma
glandular (tefiido en color azul) lo cual indica una reaccion positiva en Grado Gleason 1 (izquierda)
tanto en el nicleo como en el citoplasma, y una contratincion con hematoxilina tanto en células
basales del tejido prostatico sano como en el estroma glandular que las rodea, lo que nos indica
una reaccion negativa en este tipo de tejido (derecha).

Por otra parte, se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica a los dos microarreglos
fabricados para identificar el complejo antigeno anticuerpo de la TMPO. En el
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primer microarreglo la reaccion fue positiva para 17 spots y negativa para los 5
spots restantes como se ilustra en la tabla 6. En el segundo microarreglo la tincién
fue positiva para 18 spots y negativa para los 4 restantes como se ilustra en la
tabla 7.

Se entiende por reaccidén positiva, una tincién color café de las células con cancer
de prostata y como una tincion negativa a ninguna coloracion café del tejido
prostatico con cancer o tejido prostatico sano y por consiguiente una coloracion
azul, debido a la tincidon con hematoxilina.

MICROARREGLO 1
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A)
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B)
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A) Tincién con hematoxilina y eosina y marcaje de tejido con TMPO en cada uno de los spots del
microarreglo 1. B) Tabla 6. Numero de spots positivos para TMPO representados con color verde
(17 en total) y spots negativos para TMPO, representados en color rojo (5 en total) en los diferentes
grados Gleason del microarreglo 1.

MICROARREGLO 2

A)
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A) Tincién y marcaje con hematoxilina y eosina y marcaje de tejido prostatico con TMPO en cada
uno de los spots del microarreglo 2. Tabla 7. Numero de spots positivos para TMPO,
representados con color verde (18 en total) y spots negativos para TMPO, representados en color
rojo (4 en total) en los diferentes grados Gleason del microarreglo 2.

7.3 Expresion de TMPO en diferentes grados Gleason.

Para clasificar las muestras contenidas en los microarreglos de tejidos se utilizo el
sistema de Gradaciéon Gleason. Los datos obtenidos se detallan en la tabla 8 y
tabla 9 donde se muestra el numero de muestras positivas y negativas para cada
grado Gleason, contenido en cada microarreglo. Como ya se menciono, las
muestras con cancer fueron colocadas al azar, colocando unicamente el tejido
prostatico sano en las filas superiores para tener un mejor control sobre éstas.
Posteriormente se clasificaron de acuerdo a su grado histopatoldgico conforme a

las caracteristicas de cada tejido mencionadas anteriormente.

En el microarreglo 1 se encontraron los siguientes Grados:

Tipo de Tejido Numero de | Numero de | Numero de
muestras muestras muestras
totales positivas negativas

Tejido Sano 5 0 5

Grado Gleason 1 1 1 0

Grado Gleason 2 6 6 0

Grado Gleason 3 6 6 0

Grado Gleason 4 2 2 0

Grado Gleason 5 2 2 0

Tabla 8. Numero de muestras positivas y negativas de cada spot en el microarreglo 1.

En el microarreglo 2 se encontraron los siguientes Grados:

Tipo de Tejido Numero de | Numero de | Numero de
muestras muestras muestras
totales positivas negativas

Tejido Sano 4 0 4

Grado Gleason 1 3 3 0

Grado Gleason 2 5 5 0

Grado Gleason 3 6 6 0

Grado Gleason 4 1 1 0

Grado Gleason 5 3 3 0

Tabla 9. Numero de muestras positivas y negativas de cada spot en el microarreglo 2.

Por lo anterior podemos afirmar que existe una similitud casi exacta en cuanto a
los resultados arrojados por las pruebas de inmunohistoquimica en ambos
microarreglos. En la figura 6, podemos distinguir perfectamente los diferentes
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grados Gleason analizados y descritos en los diferentes spots de los microarreglos
donde ademas se enfatizan las caracteristicas principales de cada grado Gleason
gue se tomaron en cuenta para realizar dicha clasificacion.

Figura 6. Diferentes grados Gleason en las diferentes muestras contenidas en los micrarreglos. Se
observa el diagrama clasico propuesto por Gleason en 1974 y la similitud encontrada con nuestros
resultados. En el grado 1 podemos distinguir perfectamente la forma esférica de las glandulas, en
conjunto y con una cercania muy aproximada. En el grado 2 podemos distinguir una pequefia
distorsion de la forma esférica de las glandulas esféricas del grado 1. En el grado 3 se distingue ya
una distorsion de las glandulas muy notoria para convertirse en glandulas amorfas. En el grado 4
se observan hileras de glandulas, con espacio entre éstas. Mas aun se dan espacios vacios entre
éstas. En el grado 5, los espacios vacios ya son mas prolongados y en mayor nimero, y el tejido
prostatico es pobremente diferenciado.
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8. DISCUSION

Resulta fundamental para el desarrollo de nuevas terapias antineoplasicas
dirigidas al cancer de préstata, la busqueda de marcadores especificos para el
cancer de prostata. Dado que las células tumorales de prostata y las células
normales comparten algunos marcadores, es posible que algunos que han sido
reportados para células cancerosos de cérvix, pulmén y mama también se
expresen en cancer prostatico.

Las muestras de pacientes representan un modelo in vitro adecuado para el
estudio de cancer debido a que mantienen heterogeneidad del tumor del cual
fueron obtenidas. Una vez montadas en los microarreglos de tejidos se determiné
la presencia de TMPO mediante técnicas de inmunohistoquimica. La técnica de
microarreglo de tejidos representd una técnica Optima para el estudio de una gran
cantidad de muestras, en una sola lamina bajo las mismas condiciones (Lastra,
2005). Los resultados obtenidos en este trabajo revelaron que esta proteina se
expresa desde el primer grado Gleason del cancer prostatico hasta el grado
maximo. En el 2004, se publico el primer estudio extenso sobre la expresion de
TMPO en tumores de meduloblastoma (Yokota et al, 2004), seguido de los
trabajos realizados por Parise et al, (2006) donde también se encontrd expresada
esta proteina en tumores de laringe, pulmén, estomago, mama y colon a nivel de
mRNA. Siendo Hye-Jeong et al (2008), quien demostré la sobreexpresion de
TMPO en el cancer de pulmodn, resultado que correlaciona con los resultados de
este trabajo a diferencia del tejido, el cual es prostatico canceroso.

Sobre la expresiéon de TMPO en tejidos sanos, se cuenta con el reporte de su
regulacion en la isoforma a, la cual propicia el ciclo celular, sefalando su
desregulacion como un elemento potencial de la transformacion neoplasica,
(Homer et al, 2001). Siendo concordante con los resultados encontrados, donde el
tejido prostatico sano presenta expresion nula.

Debido a los hallazgos mencionados, la TMPO representa una alta probabilidad de
funcionar como marcador tumoral debido a su expresiéon en diferentes tejidos
neoplasicos. Siendo al menos en el cancer de préstata, un posible marcador
molecular de la enfermedad temprana permitiendo de esta manera, un diagnéstico
oportuno.

Las pruebas de inmunohistoquimicas, revelaron ademas una expresion de TMPO
tanto nuclear como citoplasmatica en todos los grados Gleason. La expresion
nuclear de TMPO ya ha sido reportada previamente en todos los trabajos
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realizados con esta proteina, concordando con la localizacion de las tres isoformas
de la TMPO en la membrana nuclear (Vicek et al, 1999).

Por otro lado la expresion citoplasmatica de la TMPO no se ha reportado
previamente, por lo que resulta interesante ampliar la informacién de esta
reaccion. Podemos descartar por completo un problema de especificidad debido a
que el anticuerpo utilizado reconoce las tres isoformas de la TMPO. Por lo tanto se
sugiere que esta expresion se origina por la alteracion del gen Rb, ya que se ha
observado la alteracion de éste y otros genes como ELAC2 y ERG en el cancer de
préostata (Chen et al, 1989). La TMPO al estar regulada por Rb, también sufre una
alteracion que podria estar asociado a algun mecanismo de sintesis que hace
posible la expresion de la TMPO en el citoplasma. Inclusive se podria sugerir la
existencia de otra isoforma localizada en el citoplasma ademas de las tres ya
reportadas.

Sin embargo actualmente se desconoce el papel que juega TMPO en este tipo de
cancer por lo que resulta necesario ampliar el estudio de las funciones de esta
proteina en el cancer de prostata.

Para confirmar el papel de TMPO en el cancer de préstata es necesario realizar
una separacion de las células que expresan esta proteina, de manera individual o
combinada, para posteriormente realizar estudios mas complejos con técnicas
especificas para cuantificar la expresion total de esta proteina. La alteracién de Rb
en cancer de préstata en conjunto con nuestros datos preliminares sugiere que las
proteinas Rb, E2F y HSP70 pueden estar asociadas a los mecanismos de
regulacion transcripcional de TMPO, aunque esto aun esta sujeto a comprobacion.
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9. CONCLUSION

La TMPO se expresd en el tejido prostatico canceroso independientemente del
Grado Gleason, a diferencia del tejido sano en donde no se expreso esta proteina.
Se sugiere como un posible marcador tumoral al encontrarse expresada en los
diferentes grados Gleason, haciendo falta determinar la sensibilidad de esta

proteina.
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