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RESUMEN

Introduccién: El Cancer de prostata (CaP) es el cancer mas frecuente y la sexta causa de
muerte por cancer en hombres a nivel mundial. Uno de los procesos méas asociados a la
elevada mortalidad es la capacidad de generar metastasis a distancia, las que se asocian a la
capacidad de las células de generar una transicion epitelio-mesénquima (EMT), con pérdida de
moléculas de adhesion como las cadherinas y aumento de moléculas relacionadas con la
migracion e invasividad como las metaloproteasas. La E-cadherina es una proteina epitelial,
cuya pérdida representa un paso clave en la adquisicion del fenotipo invasivo para el desarrollo
y progresion de muchos canceres. A su vez N-cadherina proteina mesenquimatica, propicia el
desarrollo del fenotipo migratorio celular. Por dltimo, ADAM 12 una desintegrina y
metaloproteinasa, ha sido recientemente vinculada al desarrollo y progresion de cancer en una
serie de tejidos. Dada la evidencia escasa de estos procesos en CaP, nuestro objetivo principal
fue determinar la presencia de E-cadherina, N-cadherina y ADAM12 en muestras de tejidos
prostaticos de una cohorte de pacientes con CaP e hiperplasia prostatica (HP), y su asociacion

con variables clinico-patologicas

Métodos: Estudio observacional de 321 pacientes con cancer de prostata (CaP) e hiperplasia
prostatica (HP). Se registraron los datos demograficos, clinicos, anatomopatol6gicos de toda la
cohorte. Se realiz6 inmunohistoquimica para evaluar la presencia de E-cadherina, N cadherina

y ADAM 12 en las biopsias obtenidas por puncién transrectal.

Resultados: E-cadherina presento patrén de membrana en las células glandulares de la
prostata, y su presencia fue significativamente inferior en las biopsias de CaP en relacion a las
biopsias de HP. N-cadherina presentd un patrén citoplasmatico y ADAM 12 presentd un patron
mixto de membrana y citoplasmaético en las células glandulares de la préstata, la presencia de
ambas proteinas fue significativamente superior en las biopsias de CaP en relacién a las
biopsias de HP. Ninguno de los marcadores estudiados presentd asociacion significativa con el
PSA-preoperatorio, indice de Gleason, y grupos de riesgo de CaP.

Conclusion: La deteccion de las proteinas E-Cadherina, N-Cadherina y Adam 12 mediante la

técnica inmunohistoquimica, podrian ser utilizados como marcadores diagnésticos del CaP.

Palabras clave
Transicion epitelio mesénquima (EMT), Cancer de prostata (CaP), Hiperplasia Prostéatica
(HP), E-Cadherina, N-Cadherina, ADAM 12, Gleason , PSA (antigeno prostatico especfifico)



ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer (CaP) is the most prevalent cancer and the sixth cause of
mortality among men worldwide. One of the processes responsible for the mortality in cancer is
the metastasizing capacity of malignant cells, which is associated to the epithelial-mesenchymal
transition process (EMT). EMT is a physiological process during embryogenesis, with loss of
cell adhesion molecules such as cadherins, and increased expression of other molecules
associated to invasive behaviour, such as matrix metalloproteinases (MMPs). E-cadherins are
epithelial proteins which are lost during EMT, acquiring an invasive cell phenotype, which
represents a clue step for development and progression in many cancers. At the same time, N-
cadherin, a mesenchymal protein, is overexpressed in cancer, favouring the development of a
migratory phenotype of malignant cells. Additionally, the disintegrin and metalloproteinase
ADAM 12 has been recently described as being involved with the development and progression
of some types of cancer.

. Given the limited evidence of these processes in CaP, our main objective was to determine the
presence of E-cadherin, N-cadherin and ADAM12 in samples of prostate tissue from a cohort of
patients with CaP and prostatic hyperplasia (HP), and its association with clinicopathological

variables.

Methods: Observational prospective study conducted in a cohort of patients with prostate
cancer (CaP) and prostatic hyperplasia (HP). We recorded all demographic, clinical and
pathologic data of the participants and we assessed levels of E-cadherin, N cadherin and
ADAM 12 in transrectal puncture biopsy samples, using immunohistochemical staining.

Results: E-cadherin showed a membrane pattern in prostate gland cells, and its presence was
lower in CaP in comparison to HP. N-cadherin showed a cytoplasmatic pattern and ADAM-12 a
mixed cytoplasmic and membrane pattern, and both proteins were significantly increased in CaP
biopsies compared to HP. We found no significant association between these three biomarkers

with PSA, Gleason score nor clinical risk stratification of CaP.
Conclusion: Immunodetection of E-Cadherin, N-Cadherin and Adam 12 proteins in prostatic

gland cells might be utilized as diagnostic markers in CaP.

Keywords: Epithelial-mesenchymal transition EMT, prostatic cancer, prostatic hyperplasia, E-
Cadherin, N-Cadherin, ADAM 12, Gleason , prostatic specific antigen (PSA).
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 DESCRIPCIONDE LA PROSTATA

La Prostata es una glandula accesoria del aparato reproductor masculino, con forma
y tamafio semejante a una nuez, que presenta una base que se encuentra relacionada
con el cuello vesical, y un vértice que esta en contacto con la cara superior del esfinter

uretral (1).

Esta glandula esta rodeada por una capsula compuesta por tejido conectivo fibro-
elastico y células musculares lisas, de la cual se originan tabiques que se extienden
hacia el interior, subdividiéndola en lébulos (2). Su parénquima esta constituido por 30 a
50 glandulas tdbulo-alveolares clasificadas en tres tipos: mucosas, submucosas Yy

externas o principales (Figura 1.1).

Las glandulas de la préstata presentan un epitelio que varia de cubico a cilindrico
simple e incluso puede tener regiones donde su epitelio es cilindrico

pseudoestratificado (3).
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FIGURA. 1.1: Esquema que ilustra los tipos de glandulas presentes en la préostata.
Fuente: Gartner 2003 (2)

1.11 Zonas

La zona periférica constituye el 70% del tejido glandular prostatico, asentdndose en
ella las glandulas principales. Es la zona mas propensa a procesos inflamatorios y
donde se da el mayor porcentaje de los carcinomas prostaticos, siendo importante en el

tamizaje de esta patologia por tratarse de una zona palpable al tacto rectal (4).

La zona central (zona de las glandulas submucosas) constituye el 25% del tejido
glandular prostatico, es una zona mas resistente tanto a procesos inflamatorios como a
carcinomas. Sus células presentan caracteristicas morfolégicamente distintas al resto
de la glandula, existiendo nlcleos mas grandes, citoplasmas levemente baséfilos y

prominentes (4).
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La zona transicional corresponde al tejido glandular ubicado allende a la uretra
proximal y al esfinter (5). Presenta con mayor frecuencia la proliferaciéon de células
parenquimatosas, denominada hiperplasia prostatica (6), y debido a su ubicacién podria

generar la obstruccion de la uretra prostatica de forma parcial o total (4).

La zona periuretral contiene glandulas mucosas y submucosas. En etapas
avanzadas de HP, existe una proliferacién patoldégica predominantemente estromal, que
junto con el crecimiento de la zona transicional, generan la compresion uretral

prostatica y con ello sintomas urinarios obstructivos (4).

La luz de la mayoria de las glandulas prostaticas presenta cuerpos amilaceos ricos
en proteinas, de forma y tamafio variables, describiéndose como el producto de
precipitaciones de material de secrecion alrededor de fragmentos celulares. Cuando
estos cuerpos se calcifican, se forman las concreciones prostaticas. En los cortes
aparecen como cuerpos formados por laminillas concéntricas que en ocasiones tienen

depdsitos de calcio (4).

La préstata aporta el 15-30% del fluido seminal (7) siendo un liquido alcalino con la
funcion de neutralizar el contenido acido vaginal, aportar nutrientes, transportar
espermatozoides y fluidificar el semen (3). Ademas de ello, la préstata sintetiza
fosfatasa acida especifica, amilasa, fibrinolisina, y el antigeno prostatico especifico
(PSA), siendo ésta una proteina producida casi exclusivamente por las células
epiteliales prostaticas (8), la cual ha sido utilizada desde el afio 1987 (9) para observar
la progresién del CaP. Posteriormente en 1994, fue aprobada como herramienta de

diagnéstico precoz del CaP, junto con el examen digital del recto (10).
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1.2 CANCER DE PROSTATA.

El cancer de préstata (CaP) se origina en las glandulas prostaticas verdaderas
ubicadas en la periferia prostatica, por lo que su diseminacion local se da a través de la
capsula antes que la infiltracién central hacia la uretra. Dada su ubicacién, el cancer
suele estar bien establecido antes que la persona presente sintomas, e inclusive
manteniéndose latente en etapa de metastasis (11). La mayoria de los pacientes con
CaP localizado fallece de causas no relacionadas con el mismo cancer, sin nunca haber

padecido incapacidad significativa producto de él (12). (Figura 1.2).

Cancer de prostata

FIGURA 1.2: Dibujo explicativo donde se realiza una comparacion entre una prostata

normal y una con Cancer. Fuente: A.D.A.M. Interactive anatomy 2013 (13).
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1.2.1 Epidemiologia

El CaP ha superado al cancer pulmonar como el cancer mas frecuente en hombres a
nivel mundial (14) (15). Ademas, constituye la sexta causa de muerte por cancer en
hombres en el mundo (16). A pesar de que su deteccidén es cada vez mas precoz a
través de la masificacion de la medicion del PSA vy técnicas de biopsia prostatica (17),
alcanzé en el afio 2008 mas de 899.000 nuevos casos y 258.000 nuevas muertes,
esperandose al afio 2030 un crecimiento de hasta 1,7 millones de nuevos casos Yy

499.000 nuevas muertes, debido principalmente al aumento de expectativa de vida (18)

En Chile el CaP es considerado como la segunda causa de muerte en la poblacion
masculina (12), su frecuencia va en aumento a partir de los 55 afios (11), con una
incidencia de entre 55 y 57/100.000 hombres, y una mortalidad en aumento de 15,4 a
23,7/100.000 hombres desde el afio 1997 hasta el 2012 (Figural.3) (19), siendo una

patologia relevante como problema de salud publica (12).

Evolucion de la mortalidad por ciertos tumores
malignos en hombres.
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55,0 4 TTteeeeent T e et
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FIGURA.1.3: Evolucion de la mortalidad por ciertos tumores malignos en hombres.
Chile 1997-2012. Fuente: DEIS 2016 (19).

1.2.2 Factores de Riesgo

AUn no se conocen con exactitud la totalidad de los factores que determinan el riesgo
de desarrollar CaP (8). No obstante, se destacan como importantes la edad del
paciente, el grupo racial y la genética (20). Sin embargo, esta Ultima da cuenta de sélo
10% de los casos (7). A su vez se plantean otros factores de riesgo para el desarrollo
de CaP, tales como dietas ricas en grasas (21), el tabaco (22), enfermedades de
transmision sexual, infecciones virales y la actividad fisica (23), pero ninguno con

asociacion significativa demostrada (24).

1.2.3 Tamizaje

El tamizaje para cualquier tipo de patologia tiene como finalidad aumentar la
deteccion en individuos “sanos” (sin signos o sintomas de la enfermedad) a través de
un test con alta sensibilidad. En el caso del tamizaje para CaP en personas sin factores
de riesgo se recomienda iniciarlo desde los 40 afios (25) a través de la realizacion del
tacto rectal (TR) y la medicion del PSA (26). Tras evaluacion con los anteriores, se

realiza la confirmacion del diagndstico de CaP a través de biopsia transrectal (27).

El TR es considerado un examen mal tolerado y rechazado por los pacientes (28).
Este consiste en insertar en el recto un dedo cubierto por un guante lubricado, con el fin

de palpar la superficie prostatica en busqueda de anomalias (29) tales como regiones
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duras o asimétricas (26). La exactitud de esta prueba es operador-dependiente, ya que

depende de la experiencia de quien la realiza (30).

El PSA es una glicoproteina codificada por un gen en el cromosoma 19, esta es
producida por las células glandulares y ductales prostaticas, y secretada a los
conductos glandulares, quedando confinada por encima de la lamina basal (28). La
medicion de su concentracién en el plasma es < de 4.0 ng/ml en condiciones no
patologicas, elevandose en caso de dafio de la arquitectura glandular (inflamacion,
traumatismos, cancer) o bien en pacientes afiosos (27) o con HP (30). Sin embargo, se
ha descubierto que hombres con concentraciones bajas de PSA en sangre aun asi
podrian tener CaP (31), y sélo un 25% de los hombres con PSA elevado a quienes se
les realizé biopsia prostatica tuvieron CaP, por lo que se ha definido al PSA como un

marcador prostatico mas que un marcador de cancer (32).

En conclusién, la sospecha de CaP puede plantearse frente a la elevacion del PSA
y/lo TR anormal, debiendo confirmarse mediante biopsia prostatica guiada por ecografia
transrectal (26).

1.2.4 Estadificacion del Cancer de Prostata

La estadificaciéon es el término que se utiliza para describir cuan lejos se ha
propagado el cancer (33). El sistema de estadificacion mas usado para el CaP es el
TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC), en donde “T” permite describir
la extension local del tumor prostatico (intracapsular o extracapsular) a través de cuatro
categorias (T1-T4), “N” sefala si el cancer se ha propagado a los ganglios linfaticos
cercanos, y por ultimo “M” nos indica la presencia de metastasis a distancia, siendo
columna y ganglios linfaticos distantes los lugares de diseminacion mas frecuentes (8)
(Figura 1.4).
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T: Tumor primario N: Ganglios linfaticos regionales M: Metastasis a distancia
Tx: No se puede evaluar el tumor primario.
To: No hay evidencia del tumor primario. Mx: No se pueden evaluar
T1: tumor no evidente clinicamente, no palpable ni | Nx: No se pueden evaluar los | las metastasis a distancia.
visible mediante técnicas de imagen. ganglios linfaticos regionales.
Tla: Tumor detectado como hallazgo fortuito en
una extensidn menor o igual al 5% del tejido
resecado.
T1lb: Tumor detectado como hallazgo fortuito en
una extension mayor al 5% del tejido resecado. Mo: No hay metastasis a
Tlc: Tumor identificado mediante puncidn bidpsica distancia.
(por ejemplo a consecuencias de un PSA elevado). | No: Mo se demuestran metdstasis
T2: Tumor limitado a la prostata. ganglionares regionales.
T2a: El tumor abarca la mitad de un Idbulo o
menos.
T2b: El tumor abarca mas de la mitad de un lbulo,
pero no ambos ldbulos. M1: Metdstasis a distancia.
T2c: El tumor abarca ambos lobulos.
T3: Tumor se extiende a través de la capsula Mla: Ganglios linfaticos/
prostatica. no regionales.
T3a: Extensidn extracapsular unilateral o bilateral. | Nx: Metastasis ganglios linfaticos
T3b: Tumor que invade las vesiculas seminales. regionales. M1b: Huesos.
T4: Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes
distintas de las vesiculas seminales: cuello vesical, M1c: Otras localizacion/es.
esfinter externo, recto, musculos elevadores del
ano yfo pared vesical.

FIGURA.1.4: Sistema de Estadidifcacion TNM Cancer de Prostata. Fuente: Heidenreich
2010 (8).

1.2.5 Clasificacién de pacientes con CaP localizado segun grupo de Riesgo

Clinico

Los estratos de riesgo del CaP localizado se determinan por medio de PSA, estadio
TNM, y el score Gleason de la biopsia prostatica, la que se fundamenta en la
determinacion del grado de diferenciacion glandular tumoral, en donde se seleccionan 2
zonas de las muestra segun mayor predominancia asignandole valores del 1 al 5
(desde el de menor a mayor diferenciacion), siendo el score Gleason la sumatoria de
los dos patrones predominantes de la muestra tumoral (34). Los pacientes que

presentan CaP pueden ser clasificados en los siguientes grupos:



CAPITULO 1 : INTRODUCCION

Riesgo bajo: corresponde a quienes presentan Gleason < 6, PSA, < 10 ng/ml y

estadio clinico T1c o T2a.
Riesgo Intermedio: Gleason 7 o PSA 10-20 ng/ml o estadio clinico T2b.

Riesgo Alto: Gleason >7 o PSA > 20 ng/ml o estadio clinico T2c.

1.2.6 Tratamiento

Previo a iniciar un tratamiento para el CaP, es necesario evaluar en el paciente la
esperanza de vida (26), estado de salud general y de las funciones urinarias, sexuales
e intestinales (35), posibles factores de riesgo para CaP, y las caracteristicas tumorales
(PSA, Gleason, estadio tumoral). En CaP se pueden plantear diversas alternativas de

tratamiento, algunas de ellas complementarias entre si.

1) Prostatectomia radical: consiste en la extraccion de la glandula prostatica,
vesiculas seminales y tejidos que rodean esta area (36). Si el cancer es de alto grado o
el tumor tuvo diseminacion extraglandular, esta cirugia no garantiza la erradicacion

completa del CaP, persistiendo el riesgo de recurrencia (26).

2) Hormonoterapia: los andrégenos regulan el crecimiento de células prostaticas sin
afectacion de cancer como la de las cancerigenas, al unirse a su receptor de
androgenos y activarlo (37), estimulando la expresion de genes especificos que facilitan
su crecimiento (38). En etapas precoces del CaP, las células prostaticas afectadas
necesitan concentraciones altas de andrégenos para crecer, definiéndose como
“androgeno-dependientes” (39), utilizandose para su tratamiento la terapia hormonal
(29), la que consiste en la supresion androgénica mediante tratamiento farmacoldgico o
quirargico (39). Sin embargo, tras cierto tiempo las células afectadas pueden crecer
independientemente  de los androgenos (fase  “androgeno-independiente”),
requiriéndose otras opciones terapéuticas, como la quimioterapia o0 prostatectomia
(29).
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3) Radioterapia externa: es una opcion planteable en casos de que la prostatectomia
radical esté contraindicada. En donde se utilizan rayos de alta energia para destruir las

células cancerosas (40).

4) Braquiterapia intersticial (radioterapia interna): se encuentra basada en el principio
de dispersion de la radiacion, es un método alternativo a la prostatectomia radical y
radioterapia externa, utilizandose semillas radioactivas de Yodo 125 implantadas en la

prostata via transperineal de forma ecoguiada (41).

Como regla general, la mayoria de las guias clinicas recomiendan el tratamiento en
base a la estadificacion del cancer de Heidenreich 2010 (figura 1.5) en donde, la
vigilancia activa (42), braquiterapia intersticial y la radioterapia externa son los
tratamientos adecuados para los pacientes con CaP localizado de bajo riesgo (8). En
pacientes con CaP localizado riesgo intermedio son planteables tanto la braquiterapia
intersticial como la radioterapia externa (26). Por Ultimo, en CaP localizado de alto

riesgo es recomendable el uso combinado de radioterapia y hormonoterapia (26).
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Escenario
Tia

Tib-T2b

Tratamiento

wglane

promtectomia.

radical
radioterapia

' hormonal
combinacion

.espm

vigilante

radioterapia

‘homml

Comentario

El tratamiento estandar para el CaP con biopsia Gleason = 7y <de 10 afios la
esperanza de vida. En los pacientes con> 10 afios la esperanza de vida, nueva puesta
en escena con ecografia transrectal y biopsia se recomienda (grado de
recomendacion B)

ientes mas j de vida i
T T L

| Opcional en pacientes mds jovenes con una esperanza de vida larga, especialmente

Gleason 8-10. corre el riesgo de complicaciones mas elevada dela
, especialmente para la "Min&m&id(m&mmls)

| No &s una opcion (grado de recomendacion A)

No & una opcidn (grado C de recomendacion)

Los pacientes asintomaticos con biopsia Gleason £ 7 v una de vida <10
aﬁosmlos pacientes que no mptanngcomplmm‘ o reladomdasmum el
tratamiento (grado de recomendacion B)

El tratamiento estandar para los tes con una esperanza de vida> 10 aflos
acepten las com; pumhc&m con el tra (grado de =
recomendacién A)

Los pacientes con una

anza de vida> 10 afios que acepten las complicaciones
reladonadascondtraggxeirento.lospadmtes con%onmdudones g:ala

a Noa a pacientes con una esperanza de vida de 5-10 afios y la
mmr&ﬁ-m (ter iadegpembinadénsereconﬂenda; véaysemés
adelmte)(zradoder«omdadza)

Los pacientes stntomdticos que necesitan la paliacién de los sintomas y que son
aptol;ag: ¢l tratamiento cuqmivo (grado de recomendacién C). pe

Puros anti- se asocian con peores resultados en comparacién con la
espera vigilante y no se recomiendan (grado de recomendacién A)

mﬂoprommmhradiw:dnbmeﬁdodemmdo(gudodemmm

NHT + radioterapia: un mejor control local. No hay beneficlo en la supervivencia
probada (grado reoomnma&ns) o

Hormonal (2-3 aflos) + radioterapia: mejor que la radiot sola para los tumores
pobremente amhdm(mp!d:m»m a7
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T3-T4 espera ion en pacientes asintomaticos con T3, la biopsia Gleason < 7, y una esperanza
vigilante de vida <10 arios (grado de recomendacion C)
prostatectomia I(.)ngcional para pacientes seleccionados con limitada = T3a, Gleason < 8, PSA<20 ng /
radical , y Una esperanza de vida> 10 afios (grado de recomendacion C)
radioterapia T3 con una esperanza de vida> 5-10 afios. Aumento de la dosis> 70 Gy parece ser de
beneficio. Si esto no esta disponible, una combinacion con la terapia hormonal
podria ser recomendada (véase mas adelante) (grado de recomendacion A)
hormonal Los pacientes sintomaticos, extensa T3-T4, alto nivel de PSA (> mﬂﬂ), los
pacientes no aptos. Mejor que la espera vigilante (grado de reco ion A)
combinacion Radioterapia+tratamiento hormonal parece mejor que la quimioterapia sola (grado
de recomendacidn A)
NHT+prostatectomia radical: ningiin beneficio comprobado (grado de
recomendacion B)
N+, Mo espera Los pacientes asintomaticos. Decidida por el paciente. Puede tener una influencia
vigilante negativa sobre la supervivencia (grado de recomendacion C)
prostatectomia | Sin opcion estandar (grado de recomendacion C)
radical
radioterapia Sin opcion estandar (grado de recomendacion C)
hormonal La terapia estandar (grado de recomendacion A)
combinacion Sin opcion estandar. Decidida por el paciente (grado de recomendacion B)
M+ espera Sin opcion estandar. Puede dar lugar a una peor supervivencia / mas complicaciones
vigilante que con la terapia hormonal inmediata (grado de recomendacion B)
prostatectomia | No es una opcion (grado C de recomendacién)
radical
radioterapia No es una opcion (dada para la curacion) (grado de recomendacion C)
hormonal La terapia estandar. Los pacientes sintomaticos no se debe negar el tratamiento
(grado de recomendacion A)
combinacion No es una opcion (grado C de recomendacin)

FIGURA.1.5: Directrices para el tratamiento primario de cancer de prostata. Fuente:

Heidenreich 2010 (8)
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1.3 HIPERPLASIA PROSTATICA

La hiperplasia prostatica (HP) corresponde al crecimiento prostatico benigno de
caracter nodular de las glandulas periuretrales (Figura 1.6). En ciertos casos el
crecimiento es rapido y provoca sintomas casi de inmediato, mientras que en otros es

paulatino (11).

Es una patologia frecuente en varones, estando presente en el 25% de los varones
entre los 40-49 anos, 50% entre los 51-61 afios, 80% entre los 70-79 afios (43), y cerca
del 90% en los mayores de 80 afos (44). La manifestacion clinica mas frecuente es la
presencia de sintomas urinarios obstructivos a raiz de la compresion de la uretra
prostatica. El factor de riesgo mas asociado para su desarrollo es la edad (45). No
obstante, la causa es de origen desconocido, pero se cree que es secundaria a
alteraciones provocadas por la pérdida del equilibrio entre androgenos y estrdgenos
(11).

Agrandamiento
de prostata/HPB

Proéstata normal

Vejiga gl —

< Uretra

FIGURA 1.6 Imagen donde se realiza una comparacion entre una prostata normal y
otra con hiperplasia. Fuente: A.D.A.M. Interactive anatomy 2013 (13).
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1.4 TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (EMT)

Las células epiteliales conforman laminas u hojas, es decir “capas” de células
estrechamente relacionadas entre si por estructuras de unidn especializadas (46),
organizadas con una polaridad funcional determinada (2), permaneciendo separadas de
los tejidos adyacentes por una ladmina basal. Por el contrario, las células
mesenquimales se organizan libremente en una matriz extracelular (46), son moviles,
sin polaridad funcional, presentan multiples funciones en la reparacion de los tejidos y la

cicatrizacion de las heridas (47).

Se le denomina Transicion Epitelio —Mesénquima (EMT) al programa celular
fisiologico (48) donde células epiteliales sufren cambios morfologicos (49) (figura 1.7)
implicando la pérdida de la unién célula—célula y la reorganizacién del citoesqueleto de
actina (50), convirtiéndolas fenotipicamente en células mesenquimales, moviles e

invasoras (51).

La EMT desempefia un papel crucial del desarrollo en la vida intrauterina en la
diferenciacion de los tejidos y organos (52). Esta fue reconocida por primera vez como
una caracteristica fisioldgica en la embriogénesis y la reparacion de los tejidos, pero
también en procesos patolégicos como la invasion y la metastasis tumoral (48), por

ejemplo, en CaP (53).
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Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition

— Mesenchymal

® cells

FTS binding protein FAP  Snail

Epithelial
cells

FSP-1 Slug

nopl N-cadherin ETS

Laminin-1 a1 (IV) collagen Progressive loss of epithelial markers Vimentin SIP1
Entactin ~ miR200 family and gain of mesenchymal markers Fibronectin 0-SMA
[i-catenin Twist

0B-cadherin Goosecoid
oS5p1 integrin LEF-1
Syndecan-1 FOXC2
miR10b miR21
FIGURA. 1.7: La célula epitelial polarizada interacciona con una membrana basal a
través de su cara basal, experimentando una serie de cambios bioquimicos que le
permiten asumir un fenotipo mesénquimal: mayor capacidad migratoria e invasiva y una
mayor produccion de componentes extracelulares (46) Fuente: Epithelial-Mesenchymal
Transition: At the Crossroads of Development and Tumor Metastasis (Yang, J. and R.A.

Weinberg, 2008).

1.4.1 Transicién Epitelio-Mesénquima (EMT) como mecanismo fisiolégico

durante el desarrollo y como respuesta a la lesion.

La EMT es necesaria en el desarrollo embrionario (54) para la diferenciacion de las
células especializadas, y la adquisicion de la compleja estructura tridimensional de los

organos internos (51).

Durante la implantacion del embrion, la masa celular interna se reorganiza formando
un epitelio (epiblasto) y una segunda capa (hipoblasto). El epiblasto sufre un
plegamiento interno formando la cavidad amnidtica, mientras que el hipoblasto da lugar
al revestimiento endodérmico del saco vitelino. EIl mesodermo extraembrionario parece

15
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formarse por una transformacién temprana de las células endodérmicas parietales y de

las células que migran por la linea primitiva (55).

Al inicio de la tercera semana de gestaciéon, el embrién entra en el periodo de
gastrulacion, es aqui donde se origina la linea primitiva en el epiblasto, ubicada en el
extremo caudal del embrion en fase de disco bilaminar. Las células que migran a través
de la linea primitiva forman el mesodermo y el endodermo, mientras que el epiblasto

restante se convierte en el ectodermo (56).

A medida que atraviesan la linea primitiva, las futuras células mesodérmicas del
epiblasto muestran un cambio en su morfologia: pérdida de la adherencia celular y de
su polaridad, y redistribucion de sus organelos (57), generando la transicién desde
células epiblasticas epiteliales a células en botella y luego mesenquiméaticas. La
migracion de estas Ultimas es facilitada por moléculas de la matriz extracelular como
acido hialurénico vy fibronectina (57). Este mismo proceso ocurre en la formacién de la

cresta neural, paladar secundario y la formacién de las valvulas cardiacas (56).

Como respuesta fisioldgica ante la lesién, la EMT juega un rol fundamental durante
la cicatrizacion de heridas (58). Los queratinocitos ubicados en el borde de la herida
recapitulan parte del proceso de EMT, adquiriendo un fenotipo intermedio conocido
como “estado metaestable”, permitiendo a estas moverse manteniendo contactos
débiles en vez de emigrar como células individuales. La expresion de Snail2, factor de
transcripcién represor de la E-cadherina, (59) en los queratinocitos del frente migratorio
influye en este estado, por lo que su inactivacion 0 sobreexpresion pueden
comprometer o acelerar la cicatrizaciéon; de este modo el organismo puede reactivar el

programa de EMT como una estrategia para recuperar la homeostasis del tejido (51).

16
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1.4.2 Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT) como mecanismo patoldgico en

Cancer.

El proceso de EMT implica la pérdida de marcadores epiteliales (60) y la
sobreexpresion de marcadores moleculares mesenquimales (figura 1.8) tales como la
vimentina, fibronectina,y N-cadherina (50), siendo todas ellas de vital importancia en la
progresion del cancer y metastasis (61). En la progresion tumoral, la EMT permite que
las células puedan adquirir la capacidad de infiltrarse en los tejidos circulantes (62) para
realizar su posterior diferenciacion durante el desarrollo y la iniciacién de la metastasis
(51) en sitios distantes (63).

Marcadores EpitElllﬂlES Marcadores Mesenqulmales
E-cadherina Vimentina
Z0-1 Fibronectina
Occludina Colageno tipo |
B- Catenina N-cadherina
Citoqueratinas asSpl integrina
Laminina-1 Snail
Slug
Twist
a SMA

FIGURA 1.8: Esquema de los marcadores epiteliales y mesenquimales. Fuente: Sahai
2002 (64).

Se cree que las células tumorales experimentan una transicion inversa, es decir,
desde mesenquimales a epiteliales (MET) con el objetivo de formar tejidos epiteliales

secundarios provenientes del tumor primario (47).

La mayoria de los canceres humanos se originan a partir de células epiteliales (54).
El ttrmino EMT so6lo se aplica a los canceres originados en tejidos epiteliales, llamados
carcinomas, los cuales representan el 90% de los tumores humanos (65) incluyendo

tumor de pulmon, colon, mama, pancreas, vejiga, ovario, rifién, y préstata (58).



CAPITULO 1 : INTRODUCCION

1.4.2.1 Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT), Cancer y Cadherinas.

Las Cadherinas son las principales moléculas de adhesion celular. Estas
glicoproteinas (66) de adhesidon son dependientes de calcio y desempefian un papel
importante en la separacion de los tipos celulares y organizacion de los diferentes
tejidos durante el desarrollo embrionario (67), manteniendo la estructura, organizacion,
y la integridad de los tejidos epiteliales adultos (68). Su estructura consta de un
segmento extracelular relativamente grande que contiene cuatro dominios y un
segmento Unico transmembrana, asi como un dominio citoplasmatico Unico (69). Las
cadherinas se unen entre si por interacciones homotipicas con las células vecinas
creando uniones adherentes (70), y a su vez interactdan con la célula a través de un
complejo de proteinas citosolicas llamadas colectivamente cateninas (71), las cuales se
unen en el citoesqueleto de actina de la célula (72). Se cree que los cambios en la
composicion del complejo Cadherina-Catenina alterara la funcién de unién de las

cadherinas, disminuyendo la actividad de éstas (73).

La E-cadherina es una glicoproteina codificada por el gen CDH1 (74), esta se
expresa en todas las células embrionarias tempranas de los mamiferos. Luego de ello,
su expresion sélo se encuentra en las células epiteliales. Estas glicoproteinas se
localizan en la membrana celular basolateral, como parte estructural de desmosomas y
zonas adherentes (70), siendo responsables de mantenerlas unidas y proporcionando
resistencia mecanica al tejido (67). La pérdida funcional de la E-cadherina en las células
epiteliales es considerada una caracteristica principal de la EMT (52), subyaciendo una
base molecular compleja que implica multiples vias interconectadas (62), que regulan
negativamente su expresion (75), significando que tanto su ausencia o disminucién se
considera un sello distintivo de malignidad (76) en una variedad de canceres (77), por
ejemplo, de cabeza-, cuello (78), mama, pulmén, piel, pancreas, cuello uterino,

endometrial, nasofaringeo y canceres gastricos (73).

La pérdida de E-cadherina desempefa papeles importantes en fenotipos malignos,

incluyendo la adhesién celular, diferenciacién celular y la estructura celular, ya que su
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expresion implica la inactivacion de la EMT, sugiriéndola como una fuerte sefal de

supresion tumoral (68) en el desarrollo del cancer.

La N-cadherina es una cadherina altamente expresada en miocardiocitos (3), células
mesenquimales (75) y células constituyentes de estructuras del sistema nervioso central
jugando un papel importante en la mediacion de sefales neuronales (79). A su vez, se
le ha atribuido un rol crucial en la progresién de procesos cancerigenos (80), ya que en
diversas células cancerosas su expresion aberrante se correlaciona con la inducciéon de
la motilidad celular y la invasividad (67), siendo ejemplos la migracién celular en las
células de cancer de mama (51), melanoma, cancer gastrico, y carcinoma escamoso de
la piel (81).

El cambio (“switch”) de cadherinas, se refiere al desplazamiento de la expresion de
E-cadherina a la expresion aberrante de N-cadherina (Figura 1.9). Esta sustitucion
promueve la progresién metastasica del cancer mediante la potenciacién del fenotipo

invasivo de las células tumorales (82).

Se ha demostrado que la expresion de N-cadherina durante la EMT es inducida por
TGFR1 a través de la via de sefalizacion GTPasa RhoA, a su vez Twist-1 (factor de
transcripcion), regula la expresion de E-cadherina (53), y aumenta la expresion de

genes mesenquimales (67).
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FIGURA 1.9: El switch de cadherinas desde E-cadherina a N-cadherina en las células
tumorales, provoca que las células pierdan afinidad por sus vecinas y emigren, siendo

el caso de las células tumorales. Fuente: Cadherin switching 2008 (83).
1.4.3 Cancery ADAM12

La familia ADAM se identific6 por primera vez en 1997 (84). Estas corresponden a
un conjunto de proteinas transmembrana pertenecientes a la sUperfamilia de proteasas
dependientes de Zinc (85). Presentan un dominio intracelular (3) y otro extracelular,
este Ultimo formado por varias porciones, contemplando un dominio desintegrina y uno
metaloproteasa. En donde el dominio desintegrina se une a las integrinas e impide la

union celular a la laminina, fibronectina, y otras proteinas de la matriz extracelular.
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Mientras que el dominio metaloproteasa degrada los componentes de la matriz

permitiendo la migracion celular (Figura 1.10).

( Domain Key
Pro-doman
Metalloproteinase domain

Ouintegrin domain
Cysteine-rich domain

(GFdike domain

Transmembrane region

— - e O N~

Cytoplasmic tail

FIGURA 1.10: Estructura general de las ADAMSs. Fuente: Nyren-Erickson 2013 (86).

Estas moléculas estan involucradas en diversos eventos biologicos tales como la
adhesion y fusién celular, el desprendimiento de proteinas de membrana (87) y la
protedlisis. Muchas especies de ADAM se expresan en tumores malignos (88), tales
como ADAM8, ADAM9, ADAM10, ADAM12, ADAM15, ADAM17, ADAM19, ADAMTS1,
ADAMTS4 y ADAMTSS.

ADAM12 (también llamada meltrina-o) es una desintegrina y metaloproteasa
cataliticamente activa (89) capaz de degradar distintos componentes de la matriz
extracelular, incluyendo colageno tipo IV, laminina, fibronectina y proteoglicanos,
permitiéndole participar en procesos angiogénicos (90). Su expresion se da a bajos
niveles en diversos tejidos, como el muscular y adiposo (91), pero se incrementa
notablemente en el tejido placentario, a pesar de su alto nivel de expresion su
importancia en el desarrollo de la placenta queda por esclarecer, aunque podria estar
relacionado con el fenotipo invasivo del trofoblasto (91). Por otra parte, su presencia ha
sido asociada con el desarrollo y la progresion de una serie de enfermedades tales
como la artritis (92), hipertrofia cardiaca, fibrosis hepética (93) y en numerosos canceres
humanos, incluyendo higado, vejiga, pulmén (94), estdbmago, colén (95) y carcinoma de

mama, en este dltimo con rol diagndstico y prondstico (91). No obstante, a la fecha no
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existen reportes que demuestren su asociacion con el desarrollo y progresion del CaP
(96).
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CAPITULO 2: OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de E-cadherina, N cadherina, y ADAM 12, como marcadores
de EMT en biopsias prostaticas de una cohorte de pacientes con diagnéstico de CaP e

HP, y asociar esta presencia con PSA, Gleason, y el estadio clinico del tumor.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar mediante técnicas inmunohistoquimicas la presencia y la distribucién de
E-cadherina, N-cadherina y ADAM12 en biopsias prostaticas de una cohorte de

pacientes con diagnésticos de Cancer de prostata e hiperplasia prostatica.

Determinar la asociacion entre la presencia y variacion de E-cadherina con los
niveles de PSA, indice de Gleason, los grupos de riesgo clinico en pacientes con CaP,

y su proporcion en relacion a N-cadherina y ADAM-12.

Determinar la asociacion entre la presencia y variacion de N -cadherina con los

niveles de PSA, indice de Gleason y los grupos de riesgo clinico en paciente con CaP.

Determinar la asociacion entre la presencia y variacion de ADAM12 con los niveles

de PSA, indice de Gleason y los grupos de riesgo clinico en pacientes con CaP.
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3.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional y analitico de cohorte prospectivo disefiado para determinar la
presencia de diversos factores moleculares de progresién tumoral y su asociacion con
la presencia de CaP y su agresividad. El estudio se realizd en la Corporacién Nacional
del Cancer CONAC, y el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Valparaiso.

3.2 MATERIALES

3.2.1 Poblacién de estudio:

Todos los pacientes (n=355) derivados desde los servicios de atencion primaria a la
Corporacion Nacional del Cancer de Valparaiso (CONAC) por sospecha clinica de CaP
entre los afios 2008 y 2014. Los pacientes fueron atendidos por un urdlogo y fueron
ingresados al estudio previo consentimiento informado. Por cada paciente se obtuvieron
18 muestras prostaticas cilindricas transrectal ecoguiadas con aguja 16 Gauge,
extrayendo 3 muestras en cada sextante de la glandula, clasificandose segun el score
Gleason 2014 y realizdndose tomografia computarizada de abdomen y pelvis sin
contraste para obtencion de estadio TNM en aquellos en que se obtuvo resultado de
CaP en la biopsia. Ademas se les realizd una ecografia prostatica via transabdominal o
transrectal para la obtencion del VP. Los pacientes se dividieron en aquellos que
tuvieron biopsia positiva para CaP (cohorte expuesta) y aquellos cuya biopsia fue HP

(cohorte control o no expuesta).

Para la seleccion de los pacientes se realizaron los siguientes criterios:
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Criterios de inclusioén:

v' Pacientes derivados desde la atencién primaria a la Corporacion Nacional del
Cancer de Valparaiso por sospecha de CaP entre los afios 2008- 2014, y que

aceptaron participar en el estudio.
Criterios de exclusion:

v No estar dispuesto y/o capacitado para firmar el formulario de consentimiento

informado

v" Haber recibido tratamiento hormonal o radioterapia a causa de neoplasia

urogenital.
v' Haber sufrido resecciones quirdrgicas prostaticas.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico-cientifico de la Direccion de Investigacion
de la Universidad de Valparaiso con Acta de Aprobacién 8 de agosto 2007 y 26 de
febrero 2015. (Ver ANEXO A)

3.2.2 Variables Consideradas:

1. Edad del paciente (variable cuantitativa continua): Guia en la aparicion del CaP en

el paciente y en la progresion cronolégica de éste (afios).

2. PSA (variable cuantitativa continua): Corresponde a una medicion cuantitativa del
antigeno prostatico sérico, donde la unidad de medida es ng/ml. Un resultado mayor a
4.0 ng/ml es considerado anormal. Se usara este dato para establecer asociaciones con

el diagnostico.

3. TR (variable cualitativa ordinal): Corresponde a un examen operador-dependiente
realizado por un urélogo investigador de este estudio, quien clasifico los resultados del

TR en: normal (con subcategorias grado |, Il, lll, V), sospechoso, y categdrico.
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4. Diagnostico Histopatolégico/Biopsia (variable cualitativa nominal): La biopsia pre-
quirdrgica prostatica transrectal ecoguiada es el elemento diagnostico del CaP, todas
fueron realizadas por el mismo urélogo, tomando 16 muestras durante la puncion en
donde fueron enviadas a patologia y analizadas por un anatomopatélogo, quien

determind su diagndstico (CaP o HP). ClasificAndose los CaP segun indice de Gleason.

5. Indice de Gleason (variable -cualitativa ordinal); Se fundamenta en la
determinacion del grado de diferenciacion glandular tumoral, existiendo 5 patrones (1 al
5, desde el de menor a mayor diferenciacion), siendo el score Gleason la sumatoria de

los dos patrones predominantes de la muestra tumoral.

6. Volumen prostatico (variable cuantitativa continua): Corresponde a la medicion del

volumen prostatico a través de ecografia prostatica via transabdominal o transrectal.

7. Estadio TNM (variable cualitativa ordinal): Se utiliza para describir cuan lejos se ha
propagado el cancer de préstata, en donde “T” permite describir la extensién local del
tumor prostatico (intracapsular o extracapsular), “N” sefiala si el cancer se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos, y por ultimo “M” nos indica la presencia de

metastasis a distancia.

8. Grupo de riesgo en CaP (variable cualitativa ordinal): Se determinan por medio de
PSA, estadio TNM, y el score Gleason de la biopsia prostatica. Clasificando a los

pacientes en riesgo bajo, medio o alto.

9. Presencia de E-cadherina, N-cadherina y ADAM 12 a través de una prueba
inmunohistoquimica (Variable cuantitativa continua): Corresponde a una prueba de
laboratorio basada en la utilizacién de un anticuerpo especifico, anteriormente marcado
a través de un enlace quimico con una enzima que puede transformar un sustrato en
visible. Esta prueba fue realizada en las muestras de biopsia prostatica, con el objetivo

de cuantificar la presencia de las proteinas estudiadas.
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3.2.3 Universo y la Muestra

Tamafio Muestral Minimo y Muestreo: En base a literatura previa se estimé un
tamafio muestral minimo de 206 biopsias prostaticas (103 por la cohorte con CaP y 103
por la cohorte control), con una variabilidad esperada del 20% para la presencia de
ADAM12, un nivel alfa de 5% y un 80% de potencia estadistica. No se aplicO muestreo,

ya que se incorporaron todos los pacientes de la cohorte que aceptaron participar.
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FIGURA 3.1: Calculo del tamafio Muestral.

3.3 METODOS

3.3.1 Procedimiento de recoleccion de muestras y registros de datos.

Los pacientes participantes de la investigacion firmaron un consentimiento informado
donde aceptaban ser incorporados al estudio. Los datos recolectados fueron edad, la

cuantificacion del PSA, resultado de biopsia prostatica (CaP o HP), resultado del TR,
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volumen prostatico, TNM y grupo de riesgo para CaP, los que fueron tabulados en una
planilla Excel en Office 2010, utilizando el RUT de los pacientes para codificar sus datos
en numeros especificos y asi mantener la privacidad de estos. Ademas, se codificaron
las muestras para mantener enmascarado el andlisis de imagenes. Se realizdé un doble
chequeo de los datos con el etiquetado de cada muestra biopsiada, la planilla de
recoleccion de datos en CONAC, y en casos de dudas se consultaron las historias

clinicas respectivas.

3.3.2. Procedimiento experimental de tratamiento de las muestras

Las biopsias prostaticas provenientes del CONAC (Centro Nacional de Cancer),
fueron fijadas en formalina 10%, segun el protocolo del patélogo perteneciente a estos

centros.

Posteriormente fueron deshidratadas en una bateria de alcoholes ascendentes a
partir de alcohol etilico 50% hasta llegar al alcohol absoluto (99,9%). A continuacion
fueron diafanizadas en xilol y luego incluidas en parafina (Thermo Scientific®) a una
temperatura de 60°C. (Ver ANEXO B).

Los tacos de parafina, se cortaron en un micrétomo (Leicot) con grosor de 5 pum.
Luego fueron adheridos a los portaobjetos previamente tratados con xilane, 3-
aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich) y secados a 60°C en la estufa (Merck) por 1

hora.

De cada taco de parafina se seleccionaron cortes para realizar la técnica de rutina
Hematoxilina-Eosina con el fin de observar la histologia del tejido. Para identificar la
presencia de los marcadores en estudio se utilizd la técnica inmunohistoquimica Anti-
ADAM12 (Santa Cruz Biotechnology), Anti-E-Cadherina (Santa Cruz Biotechnology),
Anti-N-Cadherina (Santa Cruz Biotechnology).
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La técnica de rutina Hematoxilina-Eosina permite distinguir entre los componentes
tisulares acidos y basicos. La hematoxilina es una base que otorga un tinte azuloso
preferencialmente a los componentes anionicos, mientras que la eosina es un acido que
otorga una coloracion rosada a los componentes cationicos de la célula y tejidos. Esta
coloracién permite la tincion de los componentes tisulares por medio de enlaces
electrostaticos con los radicales ionizados presentes en los tejidos (97). Para esta
técnica los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una bateria de xiloles (10
minutos) y alcoholes (10 minutos) de graduacién descendente, para terminar en agua
destilada (10 minutos). A continuacion se realizd la tincion nuclear con hematoxilina de
Harris (20 segundos) y su viraje en agua corriente (5 minutos). Nuevamente se dio un
lavado en agua destilada y una inmersién en alcohol 95% para continuar con la tincion
con eosina alcohdlica (7 segundos). Por dltimo, se continué con la deshidratacion en
una bateria de alcoholes ascendentes (2 minutos), y aclaramiento en xiloles (5 minutos)

para finalmente cubrir las placas con medio de montaje hidréfobo Entellan (Merck).
(ANEXO C)

Posteriormente se realiz6 la estandarizacion de la técnica inmunohistoquimica para
cada uno de los anticuerpos. Esta técnica es un inmunoensayo que posee como
fundamento la deteccion de un antigeno de interés presente en algun tejido en
particular, mediante una reaccion antigeno-anticuerpo (98). Para su estandarizacion se
evaluaron los anticuerpos a estudiar en distintas diluciones, desde 1:50 hasta 1:2000, y
bajo dos condiciones en forma paralelas, con recuperacién y sin recuperacion
antigénica. Asignando un valor a cada resultado obtenido, este valor se baso en la
dilucion mas alta del anticuerpo, que resulta en una maxima coloracion especifica con
el minimo fondo (98). Los valores establecidos fueron: 0, no existi6 marca del
anticuerpo; +1, mala (la coloracion no es especifica, observdndose mucho fondo
dificultando visualizar con claridad la marca del anticuerpo); +2, regular (coloracion poco
especifica, se observa fondo dificultando visualizar la marca del anticuerpo); y +3,

buena (coloracion especifica con el minimo fondo).

En el anticuerpo anti-E-cadherina (Santa Cruz Biotechnology®) se determind la

dilucion (1:500) con recuperacion antigénica (destacado en amarillo en la Tabla 3.1).
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TABLA 3.1 Estandarizacion de Anticuerpo Anti-E-Cadherina.

Dilucion Anticuerpo
Anti-E-Cadherina en PBS-Tween | Sin Recuperacion Con Recuperacion
1:50 +1 +2
1:100 0 +2
1:250 0 +2
1:500 0 +3
1:1000 0 +2
1:2000 0 +1

El anticuerpo anti-N-cadherina (Santa Cruz Biotechnology®) se determiné la dilucion

(1:50) con recuperacion antigénica (destacado en amarillo en la Tabla 3.2).

TABLA 3.2 Estandarizacion de Anticuerpo Anti-N-Cadherina.

Dilucion Anticuerpo
Anti-N-Cadherina en PBS-Tween | Sin Recuperaciéon Con Recuperacion
1:50 0 +3
1:100 0 +2
1:250 0 +1
1:500 0 0
1:1000 0 0
1:2000 0 0

El anticuerpo anti-ADAM12 (Santa Cruz Biotechnology®) se determind la dilucion

(1:50) con recuperacion antigénica (destacado en amarillo en la Tabla 3.3).
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TABLA 3.3 Estandarizacién de Anticuerpo Anti-ADAM 12.

Anti-ADDi,lol\Jl\(/:lion eﬁn;gg?'lt\?v%en 20 Sin Recuperacion Con Recuperacion
1:50 0 +3
1:100 0 +2
1:250 0 +2
1:500 0 +1
1:1000 0 +1
1:2000 0 +1

Tras la estandarizacion de los anticuerpos se procedié a realizar las tinciones
inmunohistoquimicas. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una bateria
de xiloles y alcoholes de graduacién descendente respectivamente (10 minutos) para
terminar en agua destilada (10 minutos). Luego se realizo la recuperacion antigénica, la
cual corresponde a la recuperacion de la inmunoreactividad de los antigenos
enmascarados por el proceso de fijacion de la muestra (98), en este caso se precalento
una vaporera (Oster) y un vaso coplin con buffer citrato a pH 6.0 durante 15 minutos a
una temperatura de ~95°C. Alcanzada la temperatura, se dejaron las muestras por 15
minutos en el vaso coplin al interior de la vaporera. Tras reposar 15 minutos a
temperatura ambiente en la solucion tampdn, se realizaron 3 lavados en Tampoén

Fosfato Salino (PBS) 0,1 M ajustado a un pH de 7,24 de 5 minutos cada uno.

A objeto de evitar que la peroxidasa existente en el tejido reaccionara dando lugar a
la inmunoreactividad de fondo o incluso a resultados falsamente positivos, se procedi6
a bloquear la peroxidasa enddgena al sumergir las muestras en una solucion de
peroxido de hidrogeno al 3 % en PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Nuevamente, se aplicaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Con el objetivo de evitar tinciones inespecificas, se aplicaron dos soluciones de
blogqueo; Cas-Block (Invitrogen), y una solucion de suero normal (Sigma) de cabra o

conejo (especie definida en cada procedimiento inmunohistoquimico) al 5% en PBS-
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Tween 20 (Winkler), el cual tiene como finalidad bloquear todos los sitios que pudieran
reaccionar con el anticuerpo secundario, evitando al igual que con el bloqueo de la
peroxidasa enddgena, inmunoreactividad de fondo o falsos positivos. Ambos bloqueos
de sitios inespecfficos fueron aplicados por un lapso de 30 minutos a una temperatura
de 25°C; encontrandose las muestras en una camara humeda. Las secciones fueron
incubadas con el anticuerpo primario correspondiente en PBS/Tween20 0,3% toda la
noche a 4°C en camara humeda. Como control negativo, en el segundo corte de cada
portaobjeto se aplicé una solucién de PBS 0,1 M en vez de la solucién del anticuerpo

primario.

Al dia siguiente, con el objetivo de eliminar el exceso de anticuerpo primario a los
cortes, se le realizaron 3 lavados con PBS 0,1 M por 5 minutos cada uno.
Posteriormente, se aplicé el anticuerpo secundario. Para la inmunohistoquimica anti-
ADAM 12 y anti-E-cadherina se utilizd un anticuerpo secundario (dilucion 1:500) anti-
lgG de conejo hecho en cabra conjugado con Peroxidasa de Rabano picante (HRP), y
para la inmunohistoquimica anti-N-cadherina se utilizd un anticuerpo secundario
(dilucion 1:50) anti-lgG de cabra hecho en conejo conjugado con HRP (Zymed).
Incubandose por un lapso de 60 minutos a 25°C en camara hiumeda. Luego de esto se
realizaron 3 lavados con PBS 0,1 M por 5 minutos cada uno y asi eliminar el exceso de
anticuerpo secundario. A continuacion se prosiguié a revelar los cortes con el complejo
Sustrato Cromégeno Nova-Red (Vector), en donde el cromn doo utilizado fue AEC
(amino etil carbaxol). Para impedir que la solucibn cromogénica continuara
reaccionando los cortes fueron lavados en un bafio de agua destilada (5 minutos),
enseguida se realizd6 una tincion de contraste nuclear con Hematoxilina de Harris (10
segundos), con su respectivo viraje en agua corriente (5 minutos), Posteriormente se
realizaron los procedimientos de deshidratacion y aclaramiento en una bateria de
alcoholes de graduaciéon ascendente (dipping) y xiloles (5 y 10 minutos)
respectivamente.  Finalmente las placas fueron montadas en un medio Hidrofobo

(Merck), y observadas en un microscopio 6ptico Olympus CX21. (Ver ANEXO D, E yF).
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TABLA 3.4 Listado y especificaciones de los anticuerpos primarios utilizados en el

dominio

estudio.
Anticuerpo, Dilucion Recuperacidn Anticuerpo
Empresa y Especificidad Isotipo de pera P
- . Antigénica Secundario
Cadigo Trabajo
Proteina
ADAM12 de
ratbn, rata 'y
ADAM12,
humano. IgG de cabra
Santa Cruz ) )
) Presenta IgG . anti-conejo HRP
Biotechnology _ ) 1:50 Si
afinidad por los| conejo (1:500)
(sc-25579), ) )
) aminoacidos (Zymed)
policlonal.
700-909 de
ADAM 12 de
origen humano.
Proteina E-
Cadherina de
raton, rata vy
) humano.
E-Cadherin,
Presenta IgG de cabra
Santa Cruz _ ) )
] afinidad por los [s[€] . anti-conejo HRP
Biotechnology ) ) ) 1:500 Si
aminoacidos conejo (1:500)
(sc-7870),
) 600-707 del (Zymed)
policlonal.
dominio
extracelular de
E-cadherina de
origen humano.
Proteina N-
N-Cadherin, cadherina de
Santa Cruz raton, rata y oG IgG de conejo
Biotechnology humano. gb 1:50 Si anti-cabra HRP
cabra
(sc-31030), Presenta (1:50) (zymed)
policlonal. afinidad por el
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citoplasmatico
C-terminal de N-
cadherina de

origen humano.

Para los anticuerpos E-Cadherina y N-Cadherina, se utilizaron cortes de embridn
humano como control positivo, ya que estudios anteriores han demostrado su
participacién en el proceso de transicion epitelio mesénquima (99). Para el anticuerpo
ADAM 12, se utiliz6 como control positivo cortes de placenta humana, donde su
presencia se ha involucrado en el fenotipo invasivo del trofoblasto (91). Como control
negativo se procedié a realizar el mismo protocolo omitiendo el anticuerpo primario en

las inmunohistoquimicas respectivas. (FIGURA 4.9)

Cada protocolo de procedimiento inmunohistoquimico fue estandarizado y aplicado
en el Laboratorio de Ciencias Morfologicas del Centro de Investigaciones Biomédicas

de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

3.3.3. Procedimiento de captura fotogréafica y andlisis de imagenes

3.3.3.1 Captura de imagenes

Luego de realizar las inmunohistoquimicas se prosiguio a desarrollar la captura
fotografica donde se obtuvieron 5 microfotografias de los campos méas representativos
de CaP e HP por cada muestra, a través del microscopio de fondo claro (OLYMPUS
X81 Invertido), con camara digital incorporada (Olympus DP71). El Software DP
controller (FIGURA 3.2), permitio la realizacion de capturas fotograficas de las prostatas
segun el grupo correspondiente (Hiperplasia Prostatica o Céncer), con un aumento de
40Xy 100X.

34



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS
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FIGURA 3.2: Programa computacional DP Controller.

3.3.3.2 Analisis de imagenes

Finalizada la captura de imagenes, se utilizd el programa Image J version 2014
(32Bits) del National Institutes of Health (Estados Unidos). El analisis de las glandulas
prostaticas se realiz6 determinando la presencia de los distintos anticuerpos a través

del andlisis de la escala de grises y la proporcién de epitelio marcado.

Primeramente se ajusté el tamafio de las imagenes a 1500-1130 Pixeles. Luego se
realizd la seleccion del epitelio, donde se debi6 ajustar el umbral de colores. El criterio
de eliminacion fue descartar lo menos intenso y saturado, arrojando como resultado una

imagen donde se observa el epitelio y la exclusién del estroma (Figura 3.3).
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FIGURA 3.3: La imagen A corresponde a una microfotografia obtenida con el sofware
DP controller, mientras que la imagen B corresponde a la obtenida con el programa
Image J, (al eliminar lo menos intenso y saturado), logrando una imagen que contiene

solo el epitelio.

Posteriormente con la imagen obtenida correspondiente a cada inmunohistoquimica
(ADAM 12, E-Cadherina y N-cadherina), se analizé el area de marca ajustando el
umbral de colores. Se consideré6 como marca el color rojizo, y se prosiguio a pegar en
una nueva imagen (Figura 3.4). Los resultados obtenidos son tabulados por el mismo

programa en una planilla Excel. (Figura 3.4)

Figura 3.4: Laimagen A corresponde al area de marca obtenida por el programa al
ajustar el umbral de colores, mientras que la imagen B corresponde al area total de

epitelio.

Finalmente se realiz6 el andlisis de escala de grises (Figura 3.5), en formato 8 Bits
(0-255), para cada inmunohistoquimica (ADAM 12, E-Cadherina y N-Cadherina),

obteniendo como resultado el Score (Gray value 8 bits)
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FIGURA 3.5: Escala de Grises: Empleada en la imagen digital en la que el valor de
cada pixel posee un valor equivalente a una graduacion de grises. Las imagenes
representadas de este tipo estan compuestas de sombras de grises, con 255 niveles de

grises desde 0 (blanco) a 255 (negro).

Por ultimo, se delimit6 el area de la marca (Figura 3.6), se hizd andlisis de intensidad
Pixel por Pixel y se promedi6 la marca total (Figura 3.7).

FIGURA 3.6: Corresponde a la imagen obtenida al realizar el analisis con la escala de
grises

Mean
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a 3 138.401
s a 125.806
& s 143.308
7

FIGURA 3.7 Laimagen corresponde al Excel arrojado por el programa (Score.)

Los datos individuales de las 5 fotografias obtenidas de cada paciente y la planilla

gue entrega el programa (por imagen ), se tabularon en una planilla Excel en donde
para evitar errores se realizd un doble chequeo de estos.
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Se programé en lenguaje C-Image, en un codigo de automatizacion para analizar 5
imagenes por ciclo.

3.3.3.3 Analisis estadistico

1) Para el andlisis estadistico se utilizaron los siguientes programas:
e Microsoft Office Excel para el armado de la base de datos.

e Stata 12 (Statacorp, Texas, USA) para el analisis estadistico.
Se usaron los siguientes tests:

e Prueba de la probabilidad exacta de Fisher .

e Prueba t de Student.

2) Para el andlisis descriptivo se usaron medias, desviaciones standard y proporciones.
Cuando la distribucion de los datos no lo permitia (no Gaussiana) se usaron medianas y

rangos intercuartilicos.

El analisis de la asociacion entre las variables clinico patolégicas cuantitativas
(proporcion de células marcadas, Antigeno prostatico) y el diagndstico de CaP o HP se
hizo mediante una prueba t de Student para muestras independientes cuando se
comparaban dos grupos, y prueba de ANOVA para tres 0 mas grupos. Para comparar
variables cualitativas se utiliz6 prueba exacta de Fisher. Se trabajo con un nivel de

significacion alfa <0,05.

Para el calculo de tamafio muestral y para el andlisis de datos se utiliz6 el programa
Stata 12.0 (Statacorp, Texas, USA).
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CAPITULO 4: RESULTADOS

Se reclutaron durante los 7 afios de seguimiento 355 pacientes, de los cuales 321
fueron incluidos en la base final, debido a que 34 presentaban datos faltantes en las
variables edad, PSA-preoperatorio, TR, VP, y diagnostico. De la muestra total, 158
pacientes resultaron ser positivos para CaP y 163 fueron HP, estos udltimos fueron

considerados como la cohorte normal sin cancer.

La distribucion de las caracteristicas demogréaficas basales de la cohorte se muestra
en la TABLA 4.1. En donde se observan diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos CaP y HP en cuanto a las variables edad, volumen prostatico (VP),
PSA-preoperatorio y TR. La media aritmética del volumen prostatico fue mayor en el
grupo HP que en CaP, mientras que la media de PSA-preoperatorio fue mayor en CaP

que en HP.

TABLA 4.1 Caracteristicas Basales clinicas demograficas de los pacientes estudiados

CaP e HP.
Caracteristicas HP CaP
Basales P-Value
n: 163 n: 158

T SD | = SD
Edad 66, 30 8,20 | 64,6 7,90 0,0098
PSA 8,90 7,40 | 26,6 7,80 0,0020
VP 38,00 20,90 | 29,0 18,20 0,0001

TR: N° % | N° %

Categorico 1 0,62 | 2 1,30
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Sospechoso 36 22,36 | 79 50,0 | <0,0010
Normal 119 76,90 | 75 47,5
Dentro del grupo CaP, las variables edad, PSA-preoperatorio y VP fueron

contrastadas segun el Grupo de Riesgo para CaP, expuesto en la TABLA 4.2. En donde

se observa que el promedio de edad de los pacientes con bajo riesgo (¢ = 60,60), fue

menor respecto a los de riesgo mediano £ = 65,20) o alto (r = 66,91). Sin embargo,

entre los pacientes que presentaban un riesgo mediano o alto el promedio de la edad

no fue significativo. Al observar el promedio del PSA-prequirigico en los distintos

grupos, este tuvo diferencias significativas en el grupo de alto grado (r = 89,31),

respecto a los grupos de bajo f = 8,56) y mediano grado {f = 9,67). Por Ultimo,

existieron diferencias significativas de VP entre los tres grupos de riesgo.

TABLA 4.2 Caracteristicas Basales clinicas demograficas de los pacientes con CaP
segun grupo de riesgo.

Caracteristicas Bajo Grado Mediano Grado Alto Grado P-Value
Basales
n: 33 n:91 n. 34
T SD |T SD | T SD
Edad 60,60 8,10 | 65,20 7,44 | 66,91 7,59 | 0,0021
PSA 8,56 12,43 | 9,67 549 | 89,31 140,81 | 0,0000
VP 31,00 18,45 | 26,67 15,68 | 38,31 22,49 | 0,0008
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4.1 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE E-CADHERINA EN

BIOPSIAS CON CaP Y BIOPSIAS CON HP.

La presencia de E-cadherina mediante la técnica inmunohistoquimica se encontré en
la totalidad de las muestras prostaticas. Al realizar la comparacién entre los dos grupos,
se encontro una diferencia significativa entre los grupos con HP y CaP (TABLA 4.3),
existiendo mayor presencia de esta proteina en las biopsias con HP (GRAFICO 4.1). La

distribucién de la inmunomarcacion de E-cadherina se encontr6 en el dominio

basolateral del epitelio de las glandulas prostaticas (FIGURA 4.3y 4.4).

TABLA 4.3 IHQ para E-Cadherina segun Escala de Grises en CaP e HP (Gray value 8

bits)
Inmunohistoquimica HP CaP P-Value
(IHQ) n: 163 n: 158
T SD | T SD
E-Cadherina 139,90 36,50 | 106,90 59,50 | 0,0000
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GRAFICO 4.1 Box-PLot, Presencia de E-Cadherina seguin Escala de Grises en CaP e
HP (Gray value 8 bits).
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4.2 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE E-CADHERINA EN
BIOPSIAS DE CaP e HP EN RELACION CON EL PSA-
PREOPERATORIO.

No se encontré correlacion significativa entre la presencia de E-Cadherina en CaP e

HP, con el PSA pre-operatorio de los pacientes (TABLA 4.4)

TABLA 4.4 indice de Correlacién entre E-cadherina y PSA-preoperatorio en CaP e HP.

Correlacion Indice Correlacion P-Value

Correlacién E-Cadherina/PSA- <0,10 No significativo
Preoperatorio
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4.3 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE E-CADHERINA EN
BIOPSIAS DE CaP EN RELACION CON EL INDICE DE GLEASON.

No se encontrd correlacion significativa entre la presencia de E-cadherina en CaP, y
el indice de Gleason (TABLA 4.5)

TABLA 4.5 indice de Correlacion entre E-cadherinay indice de Gleason en el grupo

CaP.

Correlacion Indice Correlacion P-Value
Correlacion E- 0,117 No significativo
Cadherina/ indice de
Gleason

4.4 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE E-CADHERINA EN
RELACION CON LOS GRUPOS DE RIESGO DE CaP.

Al comparar los grupos de los pacientes con CaP clasificados segun grupo de
riesgo, no se encontraron diferencias significativas de la presencia de E-cadherina entre
los tres grupos (P = 0,3916) (TABLA 4.6). Sin embargo, la presencia de E-cadherina fue
menor en el grupo de bajo grado respecto a los de grado mediano o alto (GRAFICO
4.2).
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TABLA 4.6 IHQ para E-Cadherina segun Escala de Grises en pacientes con CaP
segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).

Inmunohistoquimica Bajo Grado Mediano Grado Alto Grado P-Value
(IHQ) n: 33 n: 91 n: 34
T SD | SD | ¥ SD
E-Cadherina 94,45 63,94 | 110,44 58,05 | 107,78 59,21 | 0,3916

GRAFICO 4.2 Box-PLot, Presencia de E-Cadherina segiin Escala de Grises, en
pacientes con CaP segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).
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45 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE N-CADHERINA EN
BIOPSIAS CON CaP e HP.

La presencia de N-cadherina mediante la técnica inmunohistoquimica estuvo
presente en sélo 89 de 163 muestras HP (54,60%), mientras que en las biopsias de
CaP su presencia fue absoluta, existiendo diferencias significativas entre ambos grupos
(P = 0,0000) (TABLA 4.7), y mayor presencia de ella en el grupo CaP (GRAFICO 4.3).
La distribucién de la inmunomarcacion de N-cadherina se encontro en el citoplasma de
las células glandulares (FIGURA 4.5y 4.6).

TABLA 4.7 IHQ para N-Cadherina segun Escala de Grises en Cancer de Préstata e
Hiperplasia Prostatica (Gray value 8 bits)

Inmunohistoquimica HP CaP P-Value

(IHQ) n: 163 n: 158

SD

=

SD

=

N-Cadherina 21,20 36,10 | 64,00 62,00 0,0000
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GRAFICO 4.3 Box-PLot, Presencia de N-Cadherina segun Escala de Grises en CaP e
HP (Gray value 8 bits).
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4.6 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE N-CADHERINA EN
BIOPSIAS DE CaP e HP, EN RELACION CON EL PSA
PREOPERATORIO.

No se encontré correlacion significativa entre la presencia de N-Cadherina en CaP e
HP, con el PSA pre-operatorio de los pacientes (TABLA 4.8).

TABLA 4.8 indice de Correlacion entre N-cadherina y PSA-preoperatorio en CaP e HP.

Correlacion Indice Correlacion P-Value

Correlacién N-Cadherina/PSA < 0,0975 No significativo
Preoperatorio
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4.7 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE N-CADHERINA EN
BIOPSIAS DE CaP e HP, EN RELACION CON EL INDICE DE GLEASON.

No se encontré correlacion significativa entre la presencia de N-Cadherina en el
grupo CaP, con el indice de Gleason (TABLA 4.9).

TABLA 4.9 indice de Correlacion entre N-cadherina y Gleason en el grupo CaP.

Correlacion Indice Correlacion P-Value
Correlacion N- <0,03 No significativo
Cadherina/ indice de
Gleason

4.8 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE N-CADHERINA EN
RELACION CON LOS GRUPOS DE RIESGO DE CaP.

Al comparar a los pacientes con CaP clasificados segun grupo de riesgo, éstos no
evidenciaron diferencias significativas en cuanto a la presencia de N-cadherina (P =
0,6551) (TABLA 4.10). Sin embargo, el promedio de la presencia de N-cadherina fue
directamente proporcional al grupo de riesgo (GRAFICO 4.4))

TABLA 4.10 IHQ para E-Cadherina segun Escala de Grises en pacientes con CaP
segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).

Inmunohistoquimica Bajo Grado Mediano Grado Alto Grado P-Value

(IHQ) n: 33 n: 91 n: 34
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T SD | T SD | T SD
N-Cadherina 57,96 62,46 | 62,13 59,71 | 71,76 66,58 | 0,6551

GRAFICO 4.4 Box-PLot, Presencia de N-Cadherina segun Escala de Grises, en

pacientes con CaP segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).
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4.9 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE ADAM 12

BIOPSIAS CON CaP e HP.

EN

La presencia de Adam 12 mediante la técnica inmunohistoquimica estuvo presente

en soOlo 70 de 163 muestras HP (42,94%), mientras que en las biopsias de CaP su

presencia fue absoluta, existiendo diferencias significativas entre ambos grupos (P =
0,0000) (TABLA 4.11), y mayor presencia de ella en el grupo CaP. (GRAFICO 4.5). La
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distribucion de la inmunomarcacion de ADAM12 fue mixta encontrandose tanto en el

citoplasma como en las membranas de las células glandulares (FIGURA 4.7 y 4.8).

Tabla 4.11 IHQ para ADAM 12 Escala de Grises en CaP e HP (Gray value 8 bits).

Inmunohistoquimica HP CaP P-Value
(IHQ) n: 163 n: 158
T SD | T SD
ADAM 12 35,50 49,50 | 113,60 66,30 | 0,0000

GRAFICO 4.5 Box-PLot, Presencia de ADAM 12 segun Escala de Grises en CaP e HP
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410 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE ADAM12 EN
BIOPSIAS DE CaP e HP, EN RELACION CON EL PSA
PREOPERATORIO.

No se encontré correlacion significativa entre la presencia de ADAM 12 en CaP e
HP, con el PSA pre-operatorio de los pacientes (TABLA 4.12).

TABLA 4.12 indice de Correlacion entre ADAM 12 y PSA-preoperatorio en CaP e HP.

Correlacion Indice Correlacion P-Value

Correlacién ADAM 12/PSA- 0,10 No significativo
Preoperatorio

411 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE ADAM12 EN
BIOPSIAS DE CaP e HP, EN RELACION CON EL INDICE DE GLEASON.

No se encontré correlacion significativa entre la presencia de ADAM 12 en el grupo
CaP, conel indice de Gleason (TABLA 4.13).

TABLA 4.13 indice de Correlacion entre Adam 12 vy indice de Gleason en el grupo CaP.

Correlacion Indice Correlacion P-Value

Correlacion ADAM 0,048 No significativo
12/ indice de Gleason
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4.12 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE ADAM 12 EN
RELACION CON LOS GRUPOS DE RIESGO DE CaP.

Al comparar a los pacientes con CaP clasificados segun grupo de riesgo, éstos no
evidenciaron diferencias significativas en cuanto a la presencia de ADAM 12 (P =
0,2340) (TABLA 4.14). Sin embargo, existié tendencia a que ésta fuese menor en CaP

de riesgo bajo y mayor en el grupo de riesgo mediano (GRAFICO 4.6).

TABLA 4.14 IHQ para ADAM 12 segun Escala de Grises en pacientes con Cancer de
Préstata segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).

51

Inmunohistoquimica Bajo Grado Mediano Grado Alto Grado P-Value
(IHQ) n: 33 n: 91 n: 34

SD |r SD |x SD

&=

Adam 12 97,07 65,90 | 118,30 63,75 | 115,25 58,62 | 0,2340
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GRAFICO 4.6 Box-PLot, Presencia de ADAM 12 seguln Escala de Grises, en
pacientes con CaP segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).
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4.13 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA DE E-CADHERINA EN
RELACION CON N-CADHERINA Y ADAM 12 EN BIOPSIAS DE CaP e
HP.

Al analizar la razén del promedio de E-cadherina y N-cadherina en CaP y HP en
relacién a la inmunomarcacion. Se obtuvo que la razon del promedio fue mayor en las
HP que en CaP (TABLA 4.15).
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TABLA 4.15: Razén del promedio de E-Cadherina/ N-Cadherina segun Escala de
Grises en pacientes con CaP y HP (Gray value 8 bits).

Inmunohistoquimica HP CaP
(IHQ) n: 163 n: 158
T T
Razon del promedio E- 6,66 1,67
Cadherina/N-Cadherina

Al realizar la razén del promedio de E-cadherina/N-cadherina en pacientes con CaP
segun grupo de riesgo, en relacion a la inmunomarcacién, se obtuvo que los pacientes
de riesgo bajo y mediano presentaron una mayor razdén del promedio de E-cadherina y

N-cadherina respecto al grupo de riesgo Alto (TABLA 4.16).

TABLA 4.16 Razdn del promedio de E-Cadherina/ N-Cadherina segun Escala de
Grises, en pacientes con CaP segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).

Inmunohistoquimica Bajo Grado Mediano Grado Alto Grado
(IHQ) n: 33 n: 91 n: 34
T T i
Razon del promedio E- 1,62 1,77 1,50

Cadherina/N-Cadherina
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Al analizar la razén del promedio de E-cadherina y ADAM 12 en CaP y HP en

relacion a la inmunomarcacion. Se obtuvo que la razén del promedio fue mayor en las
HP que en CaP (TABLA 4.17).

TABLA 4.17 Razén del promedio de E-Cadherina/ ADAM 12 segun Escala de Grises en
pacientes con CaP y HP (Gray value 8 bits).

Inmunohistoquimica HP CaP
(IHQ) n: 163 n: 158
T T
Razon del promedio E- 3,94 0,94
Cadherina/ADAM 12

Al realizar la razén del promedio de E-cadherina/ADAM 12 en pacientes con CaP
segun grupo de riesgo, en relacion a la inmunomarcacién, se obtuvo que los pacientes
de riesgo bajo tuvieron una mayor razon del promedio de E-cadherina/ADAM12

respecto a los de riesgo mediano y alto, la que fue igual en estos ultimos (TABLA 4.18).

TABLA 4.18 Razon del promedio de E-Cadherina/ ADAM 12 segun Escala de Grises,
en pacientes con CaP segun grupo de riesgo (Gray value 8 bits).

Inmunohistoquimica Bajo Grado Mediano Grado Alto Grado
(IHQ) n: 33 n: 91 n: 34
T T T
Razon del promedio E- 0,97 0,93 0,93

Cadherina/ADAM 12
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4.14 HEMATOXILINA-EOSINA EN CaP e HP.

Tanto las muestras de CaP como las de HP fueron tefiidas con la técnica de rutina

(Hematoxilina-Eosina).

Cancer de Préstata, Hematoxilina-Eosina.

La figura 4.1 corresponde a CaP en donde se observa disminucion en el tamafio
de las glandulas, cambios del epitelio de cilindrico pseudoestratificado a cubico simple,
ndcleos hipercromaticos y mas grandes perdiendo la relacion nucleo/citoplasma.

Ademas presencia de nucléolos irregulares.
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FIGURA 4.1 : Hematoxilina y Eosina en CaP (A) y (C) son microfotografias representativas de CaP en
aumento de 40x, el resto de las microfotografias se encuentran en aumento 100x. Se observa parte del
estroma de las glandulas prostéticas en CaP, siendo de menor tamafio respecto a las de HP. (B) se
evidencia la transformacion del epitelio de cilindrico a cubico simple; en (D), (E) y (F) el epitelio es cubico
simple. Ademas, se observan nucleos mas hipercromaticos (*), aumentados de tamafio (+) y presencia
de nucléolos irregulares (flechas).
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Hiperplasia prostatica (HP), Hematoxilina-Eosina.

La figura 4.2 corresponde a HP en donde se observa un crecimiento excesivo de
los elementos del estroma, tales como crecimiento del musculo liso y del tejido fibroso,
ademas de la proliferacién y crecimiento glandular con epitelio cilindrico, cubico o

pseudoestratificado.
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FIGURA 4.2 : Hematoxilia-Eosina en HP. A y C son microfotografias de HP en un aumento de 40x. B,D,E
y F son microfotografias representativas de HP en aumento de 100x .(A) y (C) Se evidencia parte del
estroma de las glandulas prostaticas, las cuales presentan variados tamafios.(B), (D), (E) y (F) Bajo
mayor aumento se observa con detalle el epitelio glandular en donde se observa un epitelio cilindrico-

clbico simple. Ademés de la presencia de pliegues (flechas).
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4.15 INMUNOHISTOQUIMICA E-CADHERINA EN CaP e HP.

Las muestras de CaP como las de HP fueron evaluadas por el anticuerpo anti-E-
cadherina, en donde todas las muestras evaluadas por dicho anticuerpo presentaron

inmunomarcacion positiva.

E-cadherina en CaP

En la figura 4.3 se observa la presencia de E-cadherina en CaP la cual no se
encontr6 de manera uniforme en el dominio basolateral de las células del epitelio

glandular, y presentd un patrén de marcaje de membrana de color rojizo.



CAPITULO 4: RESULTADOS

-
e |

/'4'\” S It
’,-.t- :":q ,.} . ”\ ’

FP T

» 3 i ' ;
."ﬁ"-‘ o i ﬂ
S, iﬁ' - 3

I‘;—; ¢

FIGURA 4.3 : Inmunohistoquimica de E-cadherina en CaP. A y C son microfotografias representativas de
CaP en un aumento de 40x. B,D, E y F son microfotografias de CaP en aumento de 100x. (A) y (C) A
menor aumento es posible distinguir con claridad el estroma y las glandulas prostéticas, donde se puede
observar que la inmunomarcacion de E-cadherina solo se encontré en el epitelio glandular (B), (D), (E) y
(F) Bajo mayor aumento se puede ver con detalle las glandulas prostaticas, dando énfasis a la
inmunomarcacion de E-cadherina en el dominio basolateral (flechas) de las células que forman el epitelio
de las glandulas, existiendo heterogeneidad en ella (*) ya que no todas las células fueron marcadas con
el anticuerpo (flecha).(G) Corresponde al control positivo externo de E-cadherina en el epitelio de la piel
de un embrion humano 18 semanas de gestacion, en aumento de 100x (flecha) y (H) Corresponde al
control negativo interno de E-cadherina en el epitelio prostético (flecha), en aumento de 40x.
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E-cadherina en hiperplasia prostéatica (HP)

En la figura 4.4 se observa la presencia de E-cadherina en HP esta se encontré de
forma homogénea en el dominio basolateral del epitelio de las glandulas prostaticas,
presentando un patrén de marcaje de membrana de color rojizo intenso.
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FIGURA 4.4 : Inmunohistoquimica de E-cadherina en HP. A y C son microfotografias representativas de HP
en un aumento de 40x. B,D,E y F son microfotografias de HP en aumento de 100x..(A) Es posible observar
parte del estroma junto con las glandulas prostaticas, donde se puede distinguir con claridad que la
inmunomarcacion de E-cadherina solo se encontré en el epitelio glandular.(B) Bajo mayor aumento es posible
observar el epitelio con detalle (*) dando énfasis a lainmunomarcacion en el dominio basolateral de las células
gue forman el tejido epitelial (flechas) (C) Se distinguen con facilidad las glandulas del estroma reconociendo
el sitio de marcacion de E-cadherina. (D), (E) y (F) Se evidencia con claridad el patron de marcaje de
membrana de E-cadherina (flechas) y su uniformidad en el dominio basolateral de las células que forman el
epitelio (*).(G) Corresponde al control positivo externo de E-cadherina en el epitelio de la piel de un embrién
humano 18 semanas de gestacion, en aumento de 100x (flecha) y (H) Corresponde al control negativo interno
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de E-cadherina en el epitelio prostatico (flecha), en aumento de 40x.
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4.16 INMUNOHISTOQUIMICA N-CADHERINA EN CaP e HP.

La totalidad de las muestras fueron evaluadas con el anticuerpo anti-N-cadherina,
existiendo inmunomarcacién en la totalidad de las biopsias con CaP y en sélo 89 de las
163 (54,60%) de las HP.

N-cadherina en CaP

En la figura 4.5 se observa la presencia de N-cadherina en CaP esta se encontrd en
las glandulas prostaticas, donde la marcacion no fue uniforme, ya que no todas las
células del epitelio glandular fueron marcadas con la misma intensidad. Ademas

presentd un patron de marcaje citoplasmatico de color rojizo intenso.
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FIGURA 4.5 : Inmunohistoquimica de N-cadherina en CaP. A y C son microfotografias de CaP en un
aumento de 40x. B,D,E y F son microfotografias representativas de CaP en aumento de 100x (A) y (C)
A menor aumento se observa el estroma como las glandulas prostéaticas, donde se observa una
importante marcacién de N-cadherina en el epitelio glandular. (B) Bajo mayor aumento se observa
detalladamente la inmunomarcacion de N-cadherina, presentando un patrén citoplasméatico (flecha). (D),
(E) y (F) Se observa la inmunomarcacion de N-cadherina, la cual no fue homogénea, ya que no en todas
las células presentaron una marcacion uniforme, ni la misma intensidad (flechas).(G) Corresponde al
control positivo externo de N-cadherina en las células musculares (corazén) de embrion humano de 18
semanas de gestacion, en aumento de 40x. (H) Corresponde al control negativo interno de N-cadherina
en el epitelio prostatico (flecha), en aumento de 100x.
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N-cadherina en HP.

En la figura 4.6 se observa la inmunomarcaion para N-cadherina en las muestras
con HP, la cual se presentdé en 89 muestras (54,65%) del total de biopsias con HP. Esta

inmunomarcacién se encontré6 de manera muy tenue en las glandulas prostaticas.
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FIGURA 4.6 : Inmunohistoquimica de N-cadherina en HP. A,C y E son microfotografias de HP en un
aumento de 40x. B,D y F son microfotografias representativas de HP en aumento de 100x. (A), (C) y (E)
A menor aumento se identifica con claridad el estroma de las células prostaticas, donde no se observa
inmunomarcacion de N-cadherina.(B),(D) Bajo mayor aumenta se observa con claridad el epitelio de las
glandulas prostaticas, donde se puede ver que no existe inmunomarcacion de la células del epitelio
glandular (flechas).(F) Se observa la tenue inmunomarcacion (flecha) obtenida en las 89 muestras con
HP. (G) Corresponde al control positivo externo de N-cadherina en las células musculares (corazén) de
embrién humano de 18 semanas de gestaciéon, en aumento de 40x. (H) Corresponde al control negativo
interno de N-cadherina en el epitelio prostatico (flecha), en aumento de 100x.
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4.17 INMUNOHISTOQUIMICA ADAM 12 EN CaP e HP.

La totalidad de las muestras fueron evaluadas con el anticuerpo anti-ADAM12,
existiendo inmunomarcacion en la totalidad del grupo CaP, pero sélo en 70 de las 163
(42,94%) biopsias con HP.

ADAM 12 en CaP

En la figura 4.7 se observa la presencia de ADAM 12 en CaP se encontr6 de manera
uniforme en la mayoria de las células del epitelio glandular y parte del estroma.

Presentd un patrén de marcaje citoplasmatico y de membrana de color rojizo intenso.
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FIGURA 4.7 : Inmunohistoquimica de ADAM12 en CaP. A y C son microfotografias representativas de
CaP en un aumento de 40x. B,D, E y F son microfotografias de CaP en aumento de 100x. (A) y (C) Nos
permirte distinguir claramente el estroma de las glandulas prostaticas, permitiendo observar una
importante marcacion de ADAM 12 en el epitelio glandular y parte del estroma. (B), (D) y (E) Bajo mayor
aumento se observa con detalle la inmunomarcacion de ADAM 12 en el epitelio glandular y parte del
estroma. Ademas de reconocer el patron de marcaje citoplasmatico y de membrana (flechas). (F) A mayor
aumento se observa la inmunomarcacion en la mayoria de las células del epitelio junto con el estrom (
menor intensidad), excepto en algunas donde la marcacion no fue homogénea, ni con la misma
intensidad (flecha) (G) Corresponde al control positivo externo de ADAM12 en el sincitiotrofoblasto de
una placenta humana de término (flecha), en aumento de 100x.(H) Corresponde al control negativo
interno de ADAM12 en el epitelio prostéatico (flecha), en aumento de 100x.

68



CAPITULO 4: RESULTADOS

ADAM 12 en HP

La figura 4.8 corresppnde a la presencia de ADAM 12 en (HP) esta se encontré de
manera muy tenue en el epitelio de las glandulas prostaticas, presentando un patrén de
marcaje citoplasmatico de color rojizo.
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FIGURA 4.8 : Inmunohistoquimica ADAM12 en HP. A,C y E son microfotografias representativas de HP
en un aumento de 40x. B,D y F son microfotografias de HP en aumento de 100x (A), (C) y (E) Nos
permirte distinguir claramente el estroma de las glandulas prostaticas, donde se observa que en (A) no
existi6 inmunomarcacion de ADAM 12 en las glandulas prostaticas, mientras que en (C) y (E) la
imunomarcacion de ADAM 12 en las glandulas fue muy suave.(B), (D) y (F) Bajo mayor aumento se
observa el epitelio glandular prostatico (B), no existiendo inmunomarcacién en las células del epitelio
glandular (flecha), a diferencia de (D) y (F) en donde se encontr6 una tenue marcacion de patron
citoplasmatico en las células epiteliales (*).(G) Corresponde al control positivo externo de ADAM12 en el
sincitiotrofoblasto de una placenta humana de término (flecha), en aumento de 100x.(H) Corresponde al
control negativo interno de ADAM12 en el epitelio prostatico (flecha), en aumento de 10
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En este estudio fue posible determinar presencia de E-cadherina, N-cadherina y
Adam 12 como marcadores de Transicion Epitelio Mesénguima tanto en las biopsias de
CaP como en las biospias de HP. Por otro lado, esta presencia no se asoci6 a los
niveles de PSA-preoperatorio, el indice de Gleason y los grupos de la estratificacién de

riesgo clinico en el caso de los pacientes con CaP.

En nuestro estudio el marcador epitelial E-cadherina presentd un patron de
inmunomarcacion de membrana. Existe fuerte evidencia que la expresion de E-
cadherina disminuye de gran manera en células tumorales con baja diferenciacion, tales
como cancer de mama (81), cancer géstrico (100), cancer hepético (101), y cancer
rectal (102). Sin embargo, en CaP esto aun no se establece con seguridad. En nuestro
trabajo se encontré presencia de E-cadherina tanto en las biopsias con CaP como las
HP. No obstante, la intensidad de la marca se dio principalmente en HP, lo cual es
coincidente con reportes previos (103),(104),(77),(81),(105),(106),(107); este fenbmeno
podria ser explicado por la metilacién aberrante del promotor de E-cadherina o su
silenciamiento (108) tras la activacién del programa EMT en las muestras con CaP,
siendo TWIST1 uno de los factores principales que inducen la ocurrencia de este
proceso (109), participando como factor de transcripcién predominante en la represiéon
de E-cadherina (110). Sin embargo, los resultado no son del todo concluyentes, dado
que existen estudios que obtuvieron niveles similares de E-cadherina en muestras de
tejido prostético sano y CaP (106), (111).

Al analizar la relacién entre PSA-prequirdrgico y la presencia de E-cadherina no se
encontré asociacion en HP ni en CaP, lo que es concordante con lo reportado por de
Marzo et. al. (112). No obstante, existen estudios previos donde encontraron asociacion
significativa entre ellas (105) e incluso al categorizar el PSA en niveles >20 y < 20 (81).
Cabe destacar que el PSA es un método que se utiliza en el screening para el CaP,
pero que no es especifico para esta enfermedad, ya que se puede encontrar en

elevadas cantidades séricas cada vez que existen procesos de injuria en la arquitectura
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prostatica (inflamacion, infeccion, trauma, procedimientos invasivos) elevando las

concentraciones séricas de PSA (9).

En esta investigacion no fue posible encontrar asociacion significativa entre los
niveles de E-cadherina en el tejido y el indice de Gleason, lo que es concordante con lo
obtenido por estudios anteriores (113), (106). Tales hallazgos podrian explicarse
debido a que las células epiteliales malignizadas contindlan expresando, pero en menor
grado e intensidad, las citoqueratinas y E-cadherinas caracteristicas del estado epitelial
(58), conservandolas inmdviles y con la capacidad para formar laminas de células
contiguas (114). Sin embargo, estudios previos han reportado correlacion negativa
entre la presencia de E-cadherina y el estadio Gleason en CaP localizado (107), incluso
al ser categorizados tanto en Gleason >6 y Gleason < 6 (115) como en bien
diferenciados (Gleason 2-4), moderadamente diferenciados (Gleason 5-7) vy
pobremente diferenciados (Gleason 8-10)(81). Esta tendencia se mantiene inclusive en
muestras metastasicas de CaP, (116), por lo que algunos autores han sugerido que la
expresion de E-cadherina en CaP tendria una correlacidén positiva con el prondstico del
paciente (66). Mientras que otros autores demostraron que puede existir re-expresion
de E-cadherina en CaP en estado avanzado (106, 112, 117, 118), basados en la teoria
que E-cadherina tendria una doble funcion en la progresion tumoral, disminuyendo su
presencia en las células malignas y luego pudiendo re-expresarse en células tumorales
que han migrado, promoviendo nuevamente el crecimiento tumoral y la supervivencia a
distancia en las metastasis (119). Hasta la fecha no ha sido posible dilucidar claramente
el mecanismo responsable de tal re-expresion (77), proponiéndose una “des-represion’
de la expresion de E-cadherina (120), (121) o un mecanismo post-traduccional como la
estabilizacion de la E-cadherina en la membrana (77), reorganizandose los complejos
de adhesion celular epitelial y suprimiéndose la proliferacién celular, perdiendo las
células tumorales su fenotipo mesenquimal (122), (123). Mas aun, al clasificar el grupo
CaP en sus tres estadios de riesgo clinico, ninguno de ellos tuvo asociacién con la

presencia de E-cadherina.

En definitiva, se mantiene la incertidumbre sobre si E-cadherina cumple un rol en la

progresién del fenotipo metastasico y si pudiese ser factor prondstico para el desarrollo
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del potencial invasivo en CaP (124), (116), en vistas de plantear a la proteina E-

cadherina como un elemento que interfiere en el proceso de metastasis en cancer (54).

Por otra parte, N-cadherina, marcador mesenquimatico, presentd un patrén de
inmunomarcacion citoplasmatico, discrepando con un estudio en el que el marcaje se
describié también de membrana (125). La presencia de esta proteina fue minima en las
biopsias con HP, mientras la totalidad de las muestras con cancer de préstata
presentaron marcaje evidente en el citoplasma de sus células epiteliales. Este resultado
contrasta con dos reportes que informaron solo 5% de positividad en adenocarcinomas
prostaticos (126), o su ausencia total en muestras de CaP (127). Sin embargo, en
lineas celulares de céancer de préstata existe una alta expresion de N-cadherina (128).
Esta discrepancia podria estar relacionada con muditiples factores incluyendo Ila
especificidad del anticuerpo utilizado en cada estudio y la antigenicidad variable de los

tejidos.

La N-cadherina es una glicoproteina (101) que se encuentra ausente en la mayoria
de los epitelios normales, pero si se encuentra presente en los tejidos tumorales (129),
tales como mama, melanomas y CaP (125) jugando un papel fundamental en la
motilidad de las células tumorales epiteliales (130), favoreciendo la metastasis distante
en lugar de la progresion local (125). Se ha demostrado que la sobreexpresion de N-
cadherina en el carcinoma de mama, pancreas (131) y eséfago (70) se correlaciona con
su potencial de invasividad (131). En la EMT una caracteristica distintiva es el switch de
las cadherinas la que en la embriogénesis juega un papel critico particularmente en los
procesos morfogenéticos (132). Este evento se ha reconocido como de gran
importancia en la progresion de las metastasis por permitir la invasividad de las células
tumorales (133). La pérdida de E-cadherina con el aumento de la expresion de N-
cadherina es el acontecimiento mas notable que se produce en células tumorales de
origina epitelial (125), como lo ha descrito un estudio de lineas celulares de CaP, en
donde informé que la regulacion positiva de la expresion de N-cadherina podria facilitar
la metastasis (128), lo cual no significa que la E-cadherina serd reemplazada por N-
cadherina, sino que a medida que la E-cadherina se reduce, la expresion de N-

cadherina aumenta mientras las células realizan el proceso de EMT (134). Se sabe que
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la regulacion de la expresion de N-cadherina se encuentra controlada por el factor de
transcripcion TWIST 1, que se une a un elemento Cis caja E, situado en el primer intrén
del gen de la N-cadherina humana, y con ello iniciando la transcripcion de la proteina.
Por ende, cualquier alteracion de la expresion de TWIST 1 disminuiria la expresién de la

N-cadherina e inhibiria la migracion celular (135).

Un resultado no esperado de nuestro trabajo fue encontrar biopsias de HP que
resultaron tener inmunomarcacion positiva para N-cadherina (no estadisticamente
significativo), lo que se contradice con los resultados esperados en donde se pretendia
que el total de las biopsias con HP fueran negativas para la inmunomarcacion de N-
cadherina. Sin embargo, un estudio realizado con el suero de pacientes que
presentaban CaP encontr6 la presencia de esta proteina tanto en el suero de los
pacientes sanos como en los con CaP, aunque la concentracién de N-cadherina soluble
fue mayor en los pacientes con CaP (101). Por Ultimo, se ha descrito que esta
glicoproteina puede estar presente en diversos tipos celulares incluyendo las neuronas,
células del miocardio, y mesenquimales, participando en la activacion de los receptores
del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) (125). Es posible que la presencia de
N-cadherina en las biopsias de HP estuviera relacionada con la activacion de los
receptores de factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), los cuales son
fundamentales para el crecimiento prostatico, especialmente en HP (44). Por otra parte,
no puede descartarse que tales muestras de HP con presencia de N-cadherina tuviesen

pequefios focos cancerigenos no detectados en los cortes habituales.

Al analizar la relacion entre PSA y la presencia de N-cadherina no se encontrd
asociacion tanto en HP ni CaP, lo cual concuerda con un trabajo realizado el 2006
(125). Por otro lado, un estudio realizado con el suero de los pacientes que presentaban
CaP, logré encontrar correlacion entre la presencia de N-cadherina y el PSA (101). La
no correlacion del PSA y la presencia de la proteina serian justificado con que el PSA

esta mas vinculado con el volumen del tejido prostatico que con CaP (136).
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En esta investigacion no fue posible encontrar asociacion significativa entre la
presencia de N-cadherina y el indice de Gleason, al igual que otros autores (126). un
estudio que categorizdO el score Gleason en 3 grupos; Gleason (5-6), 7, y (8-10),
tampoco logré encontrar una correlacion significativa entre N-cadherina y el indice de
Gleason, en donde N-cadherina se expresé en un 7% de los casos con Gleason (5-6),
65% de los casos con Gleason (7), y 57% de los casos con Gleason (8-10). Sin
embargo, al analizar los patrones de Gleason individuales (patrébn primario vy
secundario) descubrieron que solo el 34% de los patrones de Gleason 3 expresaban N-
cadherina, mientras que el 62% de los patrones de Gleason 4, y 50% de los patrones
de Gleason 5 expresaban N-cadherina, demostrando que la presencia de esta proteina
cambia a medida que aumenta el patréon de Gleason, proponiendo por primera vez a N-
cadherina como un biomarcador Util para CaP agresivo (125). A su vez otro estudio
encontrd una asociacion significativa entre la presencia de N-cadherina y la puntuacién
de Gleason al categorizar al Gleason 7 en (3+4) o (4+3) encontrando asociacion
significativa entre la presencia de N-cadherina y el indice de Gleason 7 (4+3) (125). Al
comparar los grupos de los pacientes con CaP clasificados segun grupo de riesgo y la

presencia de N-cadherina no se encontré diferencia significativa entre los tres grupos.

Por dltimo, en lo que nos concierne, este es el primer estudio que analiza la
presencia del marcador metaloproteasa-desintegrina ADAM 12 en tejido prostatico, ya
que hasta el momento solo se habia buscado la presencia de esta proteina en fluidos,
tales como el suero y la orina de pacientes con CaP (96). Por esta razon, los siguientes

resultados podrian constituir un precedente de futuros estudios al respecto.

La presencia de ADAM 12 se encontrd en la totalidad de las biopsias que
presentaban CaP y en un porcentaje minimo de biopsias con HP. En donde obtuvo un
patron de inmunomarcaciéon mixto, citoplasmatico y de membrana. Esta proteina
transmembrana estd compuesta por un dominio metaloproteasa-desintegrina y una
region rica en cisteina (137), desempefia funciones en la adhesién celular,
reestructuracion de la matriz durante la diferenciacion celular, y funciones de regulacion
en los tejidos sanos (138), tales como placenta (91), en donde promueve la migracién

celular y la invasion de varias lineas celulares (91). La expresion de ADAM12 es baja
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en la mayoria de los tejidos normales tales como cartilago, hueso, tejido muscular,
higado, y cerebro (86). En varios tipos de cancer humanos (94) es posible encontrar
expresion aumentada de muchas especies de ADAM, incluyendo ADAM8, ADAMS9,
ADAM10, ADAM12, ADAM15, ADAM17, ADAM19, ADAM28, ADAMTS1, ADAMTS4 y
ADAMTS5 (88). Ademas ha sido asociada a diversas patologias tales como
fibrogénesis hepatica, hipertrofia cardiaca y asma (86). En varios tipos de tumores
como cancer de pulmén, mama (94), higado, estobmago, y colén (90) se ha detectado
aumento de la expresion de Adam 8, 12, 15y 28. Asimismo el aumento de la expresion
de ADAM 12 también ha sido detectado en cancer de vejiga (86), y pulmonar de

células pequefias (139), y no células pequefas (89).

Un estudio estudio llevado a cabo por Elif Bilgin et al. (96), determiné la expresion de
ADAM12 en sangre y orina de pacientes con diagnéstico de CaP (n=66) y controles
sanos (n=14), de los cuales 40 tuvieron enfermedad en estadio local, 20 en fase
localmente avanzada y 6 en fase metastasica, encontrdndose mayor expresién de
ADAM12 en suero y orina de los pacientes con CaP localizado y localmente avanzado,
sin demostrar diferencias en la expresion del biomarcador entre los diferentes estadios
de CaP, proponiendo la determinacion de ADAM12 urinario en conjunto con PSA como
marcadores de seguimiento del tratamiento y metastasis en CaP debido a su buena
correlacion, difiriendo de los resultados de nuestro estudio, los que no encontraron
asociacion entre la presencia de ADAM12 y el PSA-prequirdrgico tanto en el grupo CaP
como en HP (96). Por otro lado, en modelo animal se demostré6 que ADAM 12 es
esencial para el desarrollo y la progresion del CaP (87). Otro estudio encontré que la
deteccion urinaria de ADAM 12 en cancer de mama es predictivo de la presencia y la
etapa de la enfermedad (140). Un trabajo midi6 la expresion de los niveles de ADAM 12
en la orina y el suero de pacientes con cancer de puimoén de células pequefias (SCLC)
v/s controles sanos dando una expresion significativamente mayor de la proteina en
SCLC que en los controles sanos. Ademas en los tejidos de SCLC el 72,67% de un
total de 150 muestras expres6 ADAM 12. Por Ultimo, modelos animales con metastasis

de SCLC exhibieron una mayor expresion de la proteina, por lo que consideraron a
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ADAM 12 como un posible factor pronéstico independiente y marcador diagnostico

implicado en la proliferacion, invasion y metastasis de aquel cancer (139).

En esta investigacion no fue posible encontrar asociacién significativa entre la
presencia de Adam 12 vy el indice de Gleason. Si bien con Adam 12 actualmente no
existen estudios en que se haya asociado este marcador con biopsias de CaP, lo cual
es probable que sea debido a las limitaciones que presenta el indice de Gleason. Cabe
destacar que esta puntuacion depende del nivel de experiencia del patélogo, por ende
presenta poca objetividad ya por ser un método muy observador-dependiente (141),
susceptible de que se cometan errores en la interpretacion. Por otra parte, nuestro
trabajo no evidencié asociacion entre la presencia de ADAM12 vy los diferentes grupos
de riesgo clinico, no existiendo literatura en la actualidad que describan estas variables

clinico-patologicas en biopsias prostaticas.

Al estudiar la razén E-cadherina/N-cadherina en CaP y HP en relacion a la
inmunomarcacion, se obtuvo que la razdén entre las proteinas fue mayor en HP a
diferencia de CaP. Como ya se ha descrito E-cadherina es un marcador epitelial que
continua expresandose, pero en menor grado en los tumores primarios (77). Por otro
lado, N-cadherina corresponde a un marcador mesenquimatico, que se expresa
normalmente en tejido nervioso (125). La disminucion de la razén del promedio en E-
cadherina/N-cadherina en CaP estaria vinculada a la activacion del programa EMT, el
cual se considera un requisito previo para la adquisicion de un fenotipo migratorio e
invasivo de las células tumorales (75) provocando una disminucién de la expresion de
E-cadherina y elevacion de la N-cadherina (66).

Al estudiar la razén E-cadherina/ADAM 12 en CaP y HP en relacion a la
inmunomarcacion segun la escala de grises, se obtuvo que fue mayor en HP a
diferencia de CaP donde existio una disminucion de este. Esto estaria asociado a que
E-cadherina si bien se continla expresando en las células tumorales su presencia es
menor en comparacion con HP. Por otro lado, Adam 12 es una proteina multi-dominio
que regula la proliferacion celular promoviendo la movilidad de las células tumorales

(95), por lo que se infiere l6gico el aumento de su presencia en el CaP.
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Respecto a las fortalezas de este estudio, se destaca el haber reclutado los
pacientes recién diagnosticados. Por esa razdén todos los datos y muestras se
recolectaron prospectivamente y no han sufrido modificaciones propias del tratamiento.
Por otra parte, se destaca el desarrollo multidisciplinario de este proyecto integrando el
trabajo constante de médicos clinicos, patélogos, tecndlogos médicos y metodologos,
que permitié integrar sus datos clinicos, de imagenes, de laboratorio y asistenciales de
manera permanente. Asimismo el haber reclutado los pacientes prospectivamente nos
permitira en un futuro analizar los datos de supervivencia y asociarlos con la presencia
de los marcadores estudiados. No menos importante, durante el desarrollo de este
proyecto fue posible reclutar un tamafio muestral importante, permitiendo el analisis de
variables con potencia estadistica suficiente que sustenten los resultados y los hagan
fiables. Por otro lado, las técnicas de laboratorio fueron ejecutadas por el mismo equipo,
con el mismo anticuerpo (origen, codigo) y técnica para todas las muestras, por lo que

el analisis de resultados ha sido confiable y con el mismo patrén.

Como debilidades de esta investigacion se plantea la desventaja de que la técnica
de laboratorio empleada sélo nos permiti6 observar la presencia de las proteinas
estudiadas, no logrando saber realmente como se modifica la expresién de dichos
marcadores. Por lo que como complemento a este estudio se sugiere realizar técnicas
de biologia molecular como CISH (Hibridacién in situ cromogénica) puesto que es
similar a la IHQ y el costo es notablemente menor en comparacién con otras técnicas
de hibridacion in situ como FISH, permitiéndonos conocer no solo la presencia o
acumulacion de estas proteinas en las células prostaticas como fue en el caso de esta

investigacion sino también su expresion.

La importancia de este trabajo fue lograr reconocer posibles Biomarcadores
tumorales presentes en la EMT que permitan ser utilizados como test diagnésticos en la
deteccion temprana de CaP, ya que la pérdida de la adhesion y aumento de la motilidad
celular son fenbmenos necesarios para la invasion de las células tumorales (142). Los
resultados obtenidos en este estudio nos sugieren un rol importante de estas dos
cadherinas clasicas, y la desintegrina y metaloproteasa Adam 12 como inductores del

programa EMT (96). Esta informacién puede contribuir a esclarecer de manera mas
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exacta la participacion de estas moléculas en el CaP, y el rol que juega su aumento o
disminucion en relacién a la agresividad de los procesos malignos. Ademas de permitir
aportar mas informacion a los pacientes que ya presentan CaP, ayudando en la
deteccion de metastasis, podria ademas sugerir a estos marcadores como una prueba
adicional en la determinacion de este riesgo desde el tumor primario de prostata.
Ademas estos resultados servirAn de apoyo para que el médico tratante pueda
establecer un prondstico mas adecuado, y a la vez brindar al paciente el tratamiento
mas apropiado segun su requerimiento. Idealmente, todos estos elementos podrian
conducir a una disminucién de las tasas de mortalidad de esta importante patologia que
afecta a la poblacion masculina globalmente.

Como complemento de esta investigacion se propone realizar estudios posteriores
mediante técnicas de biologia molecular que permitan determinar la expresion de las
proteinas E-cadherina, N-cadherina y ADAM 12 al momento del diagnéstico del CaP y
mantener seguimiento a largo plazo de la cohorte de pacientes midiendo PSA-
postquirargico a los 12, 24 y 36 meses, con el fin de buscar una posible asociacion
entre la expresion de los biomarcadores tumorales y el pronéstico del CaP. Por ultimo,
proponemos la realizacion de un modelo de EMT en lineas celulares tumorales
silenciando el mRNA de los diferentes biomarcadores en cuestion, para asi reconocer si
éstas dependen entre si , independiente o asociadas a otras proteinas no aun
conocidas, para poder desempefiar su rol en la progresion del fenotipo migratorio
celular en CaP.
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CAPITULO 6: CONCLUSION

v' La proteina E-cadherina presentd un patrén de membrana en las células
glandulares prostaticas, con menor presencia en la cohorte CaP respecto a la de
HP. En tanto, N-cadherina evidencié un patron citoplasmatico en las células
glandulares de la prostata, siendo su presencia mayor en biopsias de CaP. La
desintegrina metaloproteasa ADAM12, presentd un patrén mixto, citoplasmatico y

de membrana, y su presencia fue mayor en biopsias de pacientes con CaP.

v" No existié asociacion entre la presencia de E-cadherina con los niveles de PSA-
preoperatorio, indice de Gleason, y los grupos de riesgo de CaP. Sin embargo,
existié una relacion significativa entre la razén E-cadherina/N-Cadherina y la

razén E-cadherina/ADAM12, y el diagndstico de cancer o hiperplasia.

v No existié correlacién entre la presencia de N-cadherina con los niveles de PSA-

preoperatorio, indice de Gleason, y los grupos de riesgo de CaP.

v' No existi6 correlacion entre la presencia de ADAM12 con los niveles de PSA-

preoperatorio, indice de Gleason, y los grupos de riesgo de CaP.

v' La deteccion de los biomarcadores E-Cadherina, N-Cadherina y ADAM12
mediante la técnica inmunohistoquimica, podrian ser utilizados como marcadores

pronosticos del CaP.
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Acta de aprobacion comité Etico-Cientificode la Direccion de Investigacion

de la Universidad de Valparaiso (8 de agosto 2007y 26 de febrero 2015)

Uriversdad [ de Vilpazdso

CHILE
COMITE DE ETICA FACBLTAD DEMEDICINR

INFORME N* 01/2007 (.E.F.M.

El Comité de Etica de la Facultad de Medicina, Asesor cel
Decano, deja constancia a través del presente documento gque el Proyecto
Investigacibn  DIPUV 2007 denominado "EVALUACION DE FACTORES
MOLECULARES RELACIONADOS CON ANGIOGENESIS, PROLIFERACION VY
APOPTOSIS EN CANCER PROSTATICO E HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA,
Y SU USO COMO EVENTUALES FACTORES PREDICTIVOS DE AGRESIVIDAD",
cuya Investigadcra Responsable es la Prof. Dra. Eva Madrid Aris, Académicc de la
Escuela de Medicina, cumple con los praceptos éticos contenidos en las pautas

internacionales para la investigacidn en seres humanos.

Se extience el presente documentc para ser presentado
a la Direccion de Investigacion por la investigadora responsable del proyecto, para Ios

fines administrat'vos que correspondan.

/ ‘\' Valparaico, 8 de agosto de 2007
\\ \,‘

|
Prof, Liliana Contreras Alarcon
/- Presidenta |
Comité de Etica Facultad de Medicina
|
LCA!met
DBOROT7



El Universidad

@8 deValparaiso
CHILE

Direccién de
Investigacidén

Comité Institucional de Bioética de la
Investigacion en Seres Humanos

ACTA DE EVALUACION BIOETICA N°24
BE015-2014

El Comité Institucional de Bioética de la Investigacién con Seres Humanos de la Universidad de
Valparaiso entre el 24 y 28 de Enero de 2015 somete a revisién virtual de todos sus miembros, la carta
de respuesta con fecha 23 de Enero, a las observaciones previas del Comité por parte de la
investigadora, Eva Madrid Aris, adscrita a la Escuela de Medicina de la Universidad de Valparaiso por
el proyecto denominado  “MODIFICACIONES EPIGENETICAS ASOCIADAS A AGRESIVIDAD Y
SUPERVIVENCIA EN UNA COHORTE DE PACIENTES CON CANCER DE PROSTATA”

I.  Para su evaluacion el Comité de Bioética reviso los siguientes antecedentes:
a. Protocolo de Investigacion
b. Formulario de Consentimiento Informado participantes (original 2007)
c. Acta aprobacién Comité ética Facultad de Medicina 2007 al proyecto original
d. Invitacién a incorporar estudio en grupo internacional

e. Carta respuesta de la investigadora a observaciones del Comité del 18 de diciembre 2014

IIl. En la valoracién bioética del proyecto, se consideraron los siguientes aspectos vinculados con:
a. Valor de la investigacion: El estudio aporta al conocimiento cientifico.

b. Validez cientifica: Antecedentes del problema de Investigacion suficientes. Respuesta a
sugerencias del Comité son satisfactorias
c. Balance Riesgos y Beneficios: No aplica, ya que trabaja con muestras y datos.

d. Seleccidn Justa de sujetos: No aplica, ya que trabaja con muestras y datos.

e. Consentimiento Informado: Se revisa el Cl que fue aprobado por Comité de ética de la
Facultad de Medicina UV el 2007: en ese momento las personas sometidas a biopsia
prostdtica en la CONAC firmaron un Cl para dicho procedimiento, que incluia la
autorizacion para utilizar tejidos para investigacion (sin precisar tipo de estudio ni
delimitar temporalidad). En ese contexto consideramos que se cumplié con las

Blanco 951, Valparaiso( Fono: +56 (32) 2603128f E-mail: cibi.sh@uv.cl
www.uv.cl

95



e Universidad

N deValparaiso
CHILE

Direccidén de
Investigacidn

Comité Institucional de Bioética de la
Investigacion en Seres Humanos

exigencias éticas vigentes al 2007, a pesar de no ser un Cl especifico para la presente

investigacion.

Nota: Se sugiere modificar el Cl a los casos que se recluten prospectivamente, ajusténdolos a la normativa

actual. Asimismo, en el Cl revisado los pacientes autorizaron la utilizacién de la biopsia prostdtica por
puncién y eso fue lo que autorizé el Comité de Etica de Facultad de Medicina el 2007, por lo que la

investigacion debiese limitarse a este material, al menos en los casos reclutados hasta ahora.

f. Respeto por los sujetos: Se cumple

g. Conflicto de Interés: No existen conflictos de interés.

Ill. Ante la inexistencia de aspectos inadecuados desde el punto de vista metodolégico y bioético,
revisados de acuerdo a los postulados de la Declaracién de Helsinki, las Pautas Eticas para la
Investigacion Biomédica en Seres Humanos vigentes (CIOMS, 2002) y Guia de Buenas
Practicas Clinicas, se APRUEBA, por un plazo de un afio, el protocolo de investigacion

identificado en esta acta, con las salvedades incorporadas en punto e.

IV. Firma el acta en representacion del Comité

Presidenta

Valparaiso, 26 de Febrero de 2015

Blanco 951, Valparaiso| Fono: +56 (32) 2603128| E-mail: cibi.sh@uv.cl
www.uv.cl
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ANEXO B

Bateria de Deshidratacion, Aclaramiento e Impregnacion de Biopsias fijadas en
Fijadores acuosos (Formalina, Paraformaldehido, etc).

1) Deshidratacion:

= Alcohol 50% 30 minutos
= Alcohol 70% 30 minutos
= Alcohol 80% 30 minutos
= Alcohol 95% | 30 minutos
= Alcohol 95% I 30 minutos
= Alcohol 100% I 30 minutos
= Alcohol 100% Ii 30 minutos
= Alcohol 100% lii 30 minutos

2) Aclaramiento:

= Xilol 15 minutos
= Xilolll 15 minutos
= Xilol Il 15 minutos

3) Impregnacion:

= Parafina | 30 minutos
= Parafina ll 30 minutos
= Parafina lll 30 minutos

4) Inclusién en Parafina Leica EG 1110



ANEXO C
Protocolo Hematoxilina Eosina (técnica de rutina)

1) Desparafinacion:

= Xiloll 10 minutos
= Xilol ll 10 minutos
= Xilol Il 10 minutos

2) Hidratacion:

= Alcohol 100% I 5 minutos
= Alcohol 100% lI 5 minutos
= Alcohol 100% liI 5 minutos
= Alcohol 95% I 5 minutos
= Alcohol 95% I 5 minutos
= Alcohol 70% 5 minutos
= Agua destilada 5 minutos

3) Coloracion :

= Hematoxilina de Harris 30 segundos
= Viraje agua corriente 10 minutos

= Alcohol 95% 5 minutos

» Eosina Alcohdlica 4 segundos

4) Deshidratacion:

= Alcohol 100% I 5 minutos
= Alcohol 100% i 5 minutos
= Alcohol/ Xilol 5 minutos

5) Aclaramiento:

= Xilol 5 minutos
= Xilolll 5 minutos
= Xilol Il 5 minutos

Montaje: Medio hidrofébico
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ANEXOD

Protocolo de Inmunohistoquimica Anti-E-Cadherina

Anticuerpo: anti-E-Cadherina (H-108) Santa Cruz sc-7870

Origen: Anticuerpo policlonal de conejo

1) Desparafinacion:

= Xilol I (10 minutos)

= Xilol I (10 minutos)

= Xilol'll (10 minutos)
2) Rehidratacion:

= Alcohol 100% I (10 minutos)
= Alcohol 100% II (10 minutos)
= Alcohol 95% (10 minutos)
= Alcohol 70% (10 minutos)
3) Lavado en agua destilada durante 10 minutos.

4) Recuperacion antigénica con buffer citrato PH 6.0 (vaporera), durante 15 minutos.
5) 3 cambios en PBS (0,1M), 5 minutos cada uno.

6) Blogueo de peroxidasa endégena con H,O, (30%) al 3% en PBS (0,1M). Utilizar
agitador orbital a 25°C, durante 30 minutos.

7) 3 cambios en PBS, 5 minutos cada uno.
8) Bloqueo de sitios inespecificos:

= Aplicar Cas — block durante 30 minutos a 25°C.
* Incubacion con suero normal (cabra) durante 30 minutos a 25°C.
9) Incubacion del anticuerpo primario:

= Anti — E-Cadherina diluido 1:500 en PBS/Tween 20 durante la noche a 4°
C.
10) 3 cambios en PBS, 5 minutos cada uno.

11) Incubacion del anticuerpo secundario:

= Anti-lgG de conejo, hecho en cabra, conjugado con HRP, diluido 1:500
en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente.
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12) 3 cambios en PBS, 5 minutos cada uno.

13) Revelado cromogénico con NovaRed - Kit, durante 2:30 minutos

Agua 1 2 3 H>0>
destilada
2,5 mL 75uL [ 50pL |50 puL 50 pL

14) Lavar en agua destilada durante 5 minutos.

15) Contraste nuclear:

= Tefir brevemente con Hematoxilina de Harris (dipping)
» Virar Hematoxilina en agua corriente durante 5 minutos.
16) Deshidratacion:

= Alcohol 95% (dipping)

= Alcohol 100% I (dipping)

= Alcohol 100% Il (dipping)

= Alcohol/Xilol (dipping)
17) Aclaramiento:

= Xilol I (5 minutos)
= Xilol II' (5 minutos)
18) Cubrir con medio de montaje hidréfobo.
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ANEXO E

Protocolo inmunohistoquimica anti-N-Cadherina

Anticuerpo: anti-N-Cadherina (K-20) Santa Cruz sc-31030

Origen: Anticuerpo policlonal de cabra

1) Desparafinacion:

= Xilol I (10 minutos)

= Xilol Il (10 minutos)

= Xilol Il (10 minutos)
2) Rehidratacion:

= Alcohol 100% I (10 minutos)
= Alcohol 100% Il (10 minutos)
= Alcohol 95% (10 minutos)
= Alcohol 70% (10 minutos)
3) Lavado en agua destilada durante 10 minutos.

4) Recuperacion antigénica con buffer citrato PH 6.0 (vaporera), durante 15 minutos.
5) 3 cambios en PBS (0,1M), 5 minutos cada uno.

6) Blogueo de peroxidasa endégena con H,O, (30%) al 3% en PBS (0,1M). Utilizar
agitador orbital a 25°C, durante 30 minutos.

7) 3 cambios en PBS (0,1M), 5 minutos cada uno.
8) Bloqueo de sitios inespecificos:

= Aplicar Cas — block durante 30 minutos a 25°C.
* Incubacion con suero normal (conejo) durante 30 minutos a 25°C.
9) Incubacion del anticuerpo primario:

=  Anti — N-Cadherina diluido 1:50 en PBS/Tween 20 durante la noche a 4°
C.
10) 3 cambios en PBS (0,1M), 5 min cada uno.

11) Incubacion del anticuerpo secundario:

= Anti-lgG de cabra, hecho en conejo, conjugado con HRP, diluido 1:50 en
PBS (0,1M), durante 1 hora a temperatura ambiente.



12) 3 cambios en PBS, 5 min cada uno.

13) Revelado cromogénico con NovaRed - Kit, durante 3 minutos

Agua 1 2 3 H.0,
destilada
2,5 mL 75 pL 50 pL 50 L 51 L

14) Lavar en agua destilada durante 5 min.

15) Contraste nuclear:

= Tefir brevemente con Hematoxilina de Harris (dipping)
= Virar Hematoxilina en agua corriente durante 5 minutos.
16) Deshidratacion:

= Alcohol 95% (dipping)

= Alcohol 100% I (dipping)

= Alcohol 100% Il (dipping)

= Alcohol/Xilol (dipping)
17) Aclaramiento:

= Xilol I (5 minutos)
= Xilol Il (5 minitos)
18) Cubrir con medio de montaje hidrofobo.
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ANEXO F

Protocolo inmunohistoquimica anti-ADAM 12

Anticuerpo: anti-ADAM 12 (H-210) Santa Cruz sc-25579

Origen: Anticuerpo policlonal de conejo

2) Desparafinacion:
= Xilol'I (10 minutos)
= Xilol Il (10 min)
= Xilol Il (10 min)
3) Rehidratacion:
= Alcohol 100% I (10 minutos)
= Alcohol 100% Il (10 minutos)
= Alcohol 95% (10 minutos)
= Alcohol 70% (10 minutos)

4) Lavado en agua destilada durante 10 minutos.
5) Recuperacion antigénica con buffer citrato PH 6.0 (Vaporera), durante 15 minutos.
6) 3 cambios en PBS (0,1 M), 5 minutos cada uno.

7) Blogueo de peroxidasa enddgena con H,O, (30%) al 3% en PBS (0,1 M). Utilizar
agitador orbital a 25°C, durante 30 minutos.

8) 3 cambios en PBS (0,1M), 5 minutos cada uno.

9) Bloqueo de sitios inespecificos:
= Aplicar Cas — block durante 30 minutos a 25°C.
* Incubacion con suero normal (cabra) durante 30 minutos a 25°C.

10)Incubacién del anticuerpo primario:
= Anti — ADAM12 diluido 1:50 en PBS/Tween 20 durante la noche a 4° C.

11) 3 cambios en PBS (0,1M), 5 minutos cada uno.

12) Incubacion del anticuerpo secundario:



= Anti-lgG de conejo, hecho en cabra, conjugado con HRP, diluido 1:500
en PBS (0,1M), durante 1 hora a 25°C.

13) 3 cambios en PBS (0,1m), 5 minutos cada uno.

14) Revelado cromogénico con NovaRed - Kit, durante 2 minutos.

Agua 1 2 3 H202
destilada
2,5 mL 75puL | 50puL |50 pL | 50 pL

15) Lavar en agua destilada durante 5 minutos.

16) Contraste nuclear:
»= Tefir brevemente con Hematoxilina de Harris (dipping).
= Virar Hematoxilina en agua corriente durante 5 minutos.

17) Deshidratacion:
= Alcohol 95% (dipping)
= Alcohol 100% I (dipping)
= Alcohol 100% Il (dipping)
= Alcohol/Xilol (dipping)

18) Aclaramiento:
= Xilol I (5 minutos)

= Xilol I (5 minutos)

19) Cubrir con medio de montaje hidrofobo.
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