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PALABRAS CLAVE Resumen

Cancer avanzado de Introduccion: Bcl2 es una proteina antiapoptotica estudiada en el cancer localizado de prostata,
prostata; pero no en estadios avanzados; por ello, se realizo este estudio para evaluar expresion de Bcl2
Resistencia a en cancer avanzado de prostata e identificar su asociacion con la edad, el peso corporal, la
castracion; talla, el indice de masa corporal (IMC), el antigeno prostatico (APE), la testosterona, la suma
Apoptosis; de Gleason, las metastasis 6seas, la duracion de la enfermedad y el tiempo de aparicion de la
Bcl2 resistencia hormonal.

Material y Método: Se realizé un estudio comparativo en 19 pacientes resistentes a la castra-
cion (CPRC) y 19 sensibles a privacion hormonal (CPSPH). Bcl2 se identifico ciegamente mediante
inmunohistoquimica en biopsias de prdstata.

Resultados: El APE fue mas alto en la CPRC; la duracion de enfermedad con CPRC fue de 39.71
meses y con CPSPH, de 23.89; la resistencia aparecio a 30.05 meses. No hubo diferencia sig-
nificativa con respecto a otras variables. Bcl2 se identificd en 63.16% de CPRC y en 84.21% de
CPSPH; odds ratio 0.32, IC 95%: 0.07-1.45. En 47.37% de CPRC se observo intensidad de tin-
cion leve y 15.79% tincion moderada; en 57.89% de CPSPH la tincion fue leve y en 26.32% fue
moderada, diferencias no significativas. El analisis de correlacion mostro6 tendencia negativa de
correlacion entre intensidad de Bcl2 y peso corporal, asi como una tendencia positiva de Bcl2
y la duracion de enfermedad sin ser estadisticamente significativa.
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Introduccion

Conclusion: Bcl2 se identifico en el cancer avanzado de prostata y mostré una tendencia a
expresarse mas en cancer hormonosensible. No hubo correlacion de Bcl2 con las variables cli-
nicas senaladas; no obstante, se observé correlacion negativa entre intensidad de tincion de
Bcl2 y peso corporal, asi como una tendencia positiva de Bcl2 y la duracion de enfermedad.

© 2016 Sociedad Mexicana de Urologia. Publicado por Masson Doyma México S.A. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Bcl2 in advanced prostate cancer and its association with castration resistance

Abstract

Introduction and aims: The study of the anti-apoptotic protein, Bcl2, in localized prostate can-
cer has not been carried out in advanced stages of the disease. Therefore the aim of our study
was to evaluate Bcl2 expression in advanced prostate cancer and identify its association with
age, body weight, height, body mass index, prostate-specific antigen, testosterone, Gleason
score, bone metastasis, disease duration, and time until the appearance of hormone resistance.
Material and method: A comparative study was conducted on 19 patients with castration-
resistant prostate cancer (CRPC) and 19 patients with hormone-sensitive prostate cancer
(HSPC). Bcl2 was identified in a blinded manner through immunohistochemistry in prostate
biopsies.

Results: Prostate-specific antigen was higher in patients with CRPC and disease duration was
39.71 months for CRPC and 23.89 months for HSPC. Resistance appeared at 30.05 months. There
were no significant differences in relation to the other variables. Bcl2 was identified in 63.16%
of the patients with CRPC and in 84.21% of those with HSPC, odds ratio 0.32, 95% Cl: 0.07-1.45.
There was mild staining intensity in 47.37% of the CRPC cases and moderate staining in 15.79%.
Staining was mild in 57.89% of the HSPC patients and moderate in 26.32%. The differences were
not significant. Correlation analysis showed a negative correlation trend between Bcl2 and body
weight and a positive trend between Bcl2 and disease duration, with no statistical significance.
Conclusion: Bcl2 was identified in advanced prostate cancer and showed a trend toward greater
expression in hormone-sensitive cancer. There was no correlation between Bcl2 and the clinical
variables analyzed. However, there was a negative correlation between Bcl2 stain intensity and
body weight and a positive trend between Bcl2 and disease duration.

© 2016 Sociedad Mexicana de Urologia. Published by Masson Doyma México S.A. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
4.0/).

Hodgkin de células grandes, tal vez porque pudiera par-
ticipar en la resistencia a la quimioterapia al evitar la

El cancer de prostata tiene una distribucion mundial y en
muchos paises ocupa un lugar preponderante como causa de
mortalidad’. En México, la prevalencia ha ido aumentando
desde 1996 hasta llegar a 4-8% en la actualidad”~”’.

Se estima que 10% de pacientes con cancer de pros-
tata seran diagnosticados en etapa avanzada, y la mayoria
recibiran privacion androgénica maxima o parcial. Lamenta-
blemente, la respuesta favorable es limitada, ya que 6-20%
desarrollaran resistencia a la castracion®"3.

En 1985, Bakbishi y colaboradores, descubrieron una
translocacién entre los cromosomas 14 y 18 en 60% de lin-
fomas foliculares; anos mas tarde, este gen se denominaria
gen de linfoma 2 de células B, Bcl2. Se sabe que éste codi-
fica una familia de proteinas que pueden inducir o impedir la
apoptosis'“~'®, La proteina Bcl2 impide la permeabilizacidon
de la membrana externa mitocondrial, evitando la activa-
cion de la via intrinseca de la apoptosis'”'8. Se ha observado
que Bcl2 se asocia con un mal prondstico en linfomas no

apoptosis'®.

Hockenbery y colaboradores?, en 1991, observaron que
Bcl2 estaba presente en las células basales del epite-
lio prostatico seudocolumnar; después en 1996, Liu y
colaboradores?' observaron la presencia de Bcl2 en el can-
cer de prostata de ratones que desarrollaron resistencia. A
partir de entonces, Bcl2 se ha investigado en el cancer de
prostata localizado?>~2¢. Como mencionamos en una revision
ya publicada?’, se desconoce si Bcl2 se expresa en el can-
cer avanzado de prdstata resistente o no a la castracion y
si tal vez tenga alguna utilidad pronostica. Por lo anterior,
el objetivo del presente estudio fue evaluar expresion de
Bcl2 en el cancer avanzado de prostata e identificar la aso-
ciacion de Bcl2 con la edad, el peso corporal, la talla, el
indice de masa corporal (IMC), el antigeno prostatico (APE),
la testosterona, la suma de Gleason, las metastasis oseas,
la duracion de la enfermedad y el tiempo de aparicion de la
resistencia hormonal.
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Material y métodos.
Disefio del estudio

En los Servicios de Urologia y Patologia del Hospital Regio-
nal Adolfo Lépez Mateos, previa autorizacion de protocolo
nimero 097.2013 por el Comité de Investigacion y Etica,
se realizd un estudio transversal, comparativo en pacientes
con cancer avanzado de prostata, es decir, T4 NO/1 M0/1;
durante el periodo 2013-2014. Se incluy6 a los pacientes
que no habian sido operados de prostatectomia radical u
orquiectomia privativa, que no habian recibido radiotera-
pia y que estuvieran recibiendo tratamiento hormonal. Los
pacientes se dividieron en resistentes (CPRC) y en sensibles a
privacion hormonal (CPHS). Se considerd que habia resisten-
cia si el APE mostraba tres elevaciones consecutivas con una
diferencia de dos semanas; si éste se elevaba mas de 50% en
comparacion con el nadir, o si aparecian nuevas metastasis
o crecian las existentes'’. Tomando en cuenta un intervalo
de confianza de 95%, un error maximo de 7% y una preva-
lencia poblacional estimada de CPRC de 5%, se calcularon
19 pacientes por grupo. Se determinaron edad, peso corpo-
ral, talla, indice de masa corporal, APE, testosterona, suma
de Gleason, metastasis dseas, duracion de la enfermedad y
tiempo de aparicion de la resistencia hormonal.

Medicion de Bcl2

La medicion de Bcl2 se realizé mediante inmuno histoqui-
mica con anticuerpo monoclonal anti oncoproteina Bcl2 de
ratones BALB/C, clona 100/D5, isotipo inmunoglobulina G1
(Diagnostic BioSystems® Pleasanton, Estados Unidos) a una
dilucion 1:50. Se hicieron cortes histoldgicos de 5 micras
de grosor de los bloques de parafina, los cuales se coloca-
ron en portaobjeto electro cargado. Se separé la parafina
y se colocaron en el sistema de VENTANA (Roche) (Welwyn
Garden City EU) para proceso automatico. Asimismo, se uti-
liz6 un control positivo de amigdala que expresa Bcl2 en la
membrana celular. Un patdlogo establecio la presencia de
tincion citoplasmatica por medio de microscopia 6ptica, de
forma ciega. En primer lugar se corroboré la distribucion de
las células neoplasicas mediante la evaluacion de 10 cam-
pos con objetivo seco débil, 10x, lo cual da una extension

de 20 mm de tumor. El objetivo seco fuerte, 40x, se utilizd
para corroborar la positividad de las glandulas neoplasicas.
Se excluyeron del analisis las glandulas benignas positivas
y los linfocitos que normalmente marcan Bcl2. El resultado
se expreso en porcentaje de células teiidas, a saber, 0-10%,
11-30%, 31-60% y > 61%.

Analisis estadistico

La captacion de los datos clinicos fue manual y se digitalizo
para su vaciado en Excel y procesamiento estadistico. Se
fijo una p<0.05 y se usaron las pruebas de la t de Student,
U de Mann Whitney, Chi al cuadrado, correlacion de Pear-
son y correlacion de Spearman. El calculo se hizo mediante
el programa estadistico SPSS version 20 (IBM Corporation,
New York, United States). Asimismo se determiné la razoén
de momios para la asociacion de Bcl2 y la sensibilidad al
tratamiento hormonal.

Resultados
Caracteristicas de los pacientes

En la tabla 1 se puede observar que la edad promedio de
los pacientes con CPRC fue de 73.21 anos (+8.26), y la de
aquellos con CPHS, 75.11 (+5.72), sin diferencia significa-
tiva (t de Student: p=0.417); tampoco la hubo con respecto
al peso, la talla y el IMC (t de Student: p=0.328, p=0.157
y p=0.929, respectivamente). El APE fue mas alto en los
pacientes con CPRC, con una mediana 6.06 ng/mL en com-
paracion con aquellos con CPHS, 0.09ng/dL (U de Mann
Whitney: p=0.000). Las metastasis 6seas se observaron en
26% de los pacientes con CPRC y en 11% de aquellos con
CPHS; diferencia no significativa (Chi al cuadrado: p =0.075).
La media de suma de Gleason de los pacientes con CPRC
fue de 6.58 (+£1.74) y en aquellos con CPHS, de 7 (+1.15);
diferencia que tampoco fue significativa (t de Student:
p =0.386). Los resultados se muestran en la tabla 2. Los dos
grupos mostraron unos niveles de testosterona de castracion
(CPRC 0.81 [+2.57], CPHS 0.13 [+0.13]; U de Mann-Whitney:
p=0.885). La duracion de la enfermedad en la CPRC fue de
39.71 meses en promedio (+ 24.26) y la de CPHS, de 23.89
meses (£15.77), con diferencia significativa (t de Student:

Tabla 1 Caracteristicas de los grupos

Grupo CPRC, n=19 CPHS, n=19 Prueba
Edad (afos) 73.21+8.26 75.11+£5.72 t, 0.417
Peso (kilogramos, media) 71.894+11.66 75.584+-11.23 t, 0.328
Talla (metros, media) 1.62+0.08 1.66+0.08 t, 0.157
IMC 27.45+4.79 27.59 +4.23 t, 0.929
APE (ng/mL, median) 6.06 (1.4-100)? 0.09 (0.0-3.0)° U, 0.000
Suma de Gleason 6.58+1.74 7.00+1.15 t, 0.386
Metastasis dseas 5 (26%) 1 (11%) Chi, 0.075
Testosterona (ng/dL, mediana) 0.52 (0.03-11.29)2 0.56 (0.03-0.41)2 U, 0.885
Duracion de la enfermedad (meses, media) 38.08+ 24.63 23.89+15.77 t, 0.041
Tiempo de resistencia (meses, media) 30.05+21.11 - -

APE: antigeno prostatico especifico; Chi: Chi al cuadrado; CPHS: cancer de prostata hormono sensible; CPRC: cancer de prostata resistente
a castracion; IMC: indice de masa corporal; t: t de Student; U: U de Mann Whitney.

@ Minimo-maximo.
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Tabla 2 Resultados de Bcl2 Tabla 3 Correlaciones de Bcl2
CPRC,n=19 CPHS, n=19  Prueba Caracteristica clinica Presencia Intensidad de
Bcl2' 12 (63.16%) 16 (84.21%)  Chi, 0.141 Bel2 (p) tincion Bcl2 (p)
Intensidad 9 (47.37%) 11 (57.89%) Chi, 0.317 Edad? 0.855 0.992
Bcl2 1-10% Peso? 0.577 0.055¢
Intensidad 3 (15.79%) 5 (26.32%) Chi, 0.317 Talla? 0.283 0.769
Bcl2 11-30% indice de masa 0.882 0.117
Chi: Chi al cuadrado; CPHS: cancer de prostata hormonosensible; corporal®
CPRC: cancer de préstata resistente a castracion. Suma de Gleason® 0.226 0.126
* 0dds ratio: 0.32, 95% Cl: 0.07-1.45. Duracion de la 0.062° 0.151
enfermedad®
p=0.041). El tiempo promedio de aparicion de resistencia Tiempo (.je ap§r1§10n 0.117 0.127
en los pacientes con CPRC fue de 30.05 meses (+21.11). i e e
Metastasis 6seas® 0.666 0.681
APEP 0.218 0.214
Resultados de Bcl2 Testosterona® 0.841 0.614
Sensibilidad 0.148 0.161
La tabla 2 muestra que Bcl2 se identifico en 63.16% en la hormonal?

CPRCy en 84.21% en la CPHS, diferencia no significativa (Chi
al cuadrado: p=0.141). La odds ratio para esta asociacion
fue de 0.32 (IC 95%: 0.07-1.45). En 47.37% de los pacientes
con CPRC se observé una intensidad de tincion leve (1-10%)
y solo 15.79% de tincion moderada (11-30%); en 57.89% de
CPHS la tincion fue leve y en 26.32%, moderada; diferencias
no significativas (Chi al cuadrado: p=0.317).

Resultados de correlacion

La prueba de correlacion de Pearson no mostro correla-
cion entre la presencia o intensidad de tincion de Bcl2 con
la edad, el peso, la talla, el IMC, la suma de Gleason, la
duracion de la enfermedad y el tiempo de aparicion de la
resistencia, aunque se observo una tendencia negativa entre
la intensidad de la tincion y el peso corporal, asi como una
tendencia asociativa positiva entre presencia de Bcl2 y la
duracion de la enfermedad. Tampoco hubo correlacion con
APE, metastasis dseas, testosterona y sensibilidad segun el
indice de correlacion de Spearman (tabla 3).

Discusion

Hockenbery y colaboradores?® en 1991 informaron de la
presencia de Bcl2 en las células basales del epitelio seudoco-
lumnar de tejido prostatico normal. A partir de entonces, e
igual que diversos investigadores en todo el mundo?%23.25:2¢
hemos confirmado la presencia de Bcl2 en pacientes con
cancer de prostata. En lo que concierne al cancer de pros-
tata localizado, Baseskioglu y colaboradores?® observaron en
tejido obtenido por prostatectomia radical 5.8% de Bcl2.
Por otro lado, Revelos y colaboradores?> observaron 9%;
Choy colaboradores?®, 24.6%, y McDonnell y colaboradores?
observaron hasta 50%. Asi, si se consideran los datos anterio-
res se puede afirmar que la presencia de Bcl2 en el cancer de
prostata localizado oscila entre 5.8% y 50%, con una mediana
de 16.8%. En cancer avanzado de prostata observamos una
cantidad mayor, 73.7%, hecho que no habia sido informado
previamente. No obstante, Khor y colaboradores?®, en una
cohorte de 502 pacientes con cancer de proéstata, observaron
que 56.4% presentaban un estadio T3-T4 y, sin especifi-
car estratos, observaron 45.6% de Bcl2 en la biopsias que

APE: antigeno prostatico especifico.
a Coeficiente de correlacion de Pearson.
b Coeficiente de correlacion de Spearman.
¢ Tendencia negativa.
d Tendencia positiva.

sirvieron para el diagnostico de toda la cohorte, que también
incluia a pacientes con cancer localizado. La estratificacion
no se hizo porque el desenlace de interés era la progresion
de la enfermedad a largo plazo. Posiblemente debido a esto
la cifra fue menor que la obtenida por nosotros. Por ello,
consideramos que este es el primer estudio de cancer avan-
zado de prostata en tratamiento con supresion androgénica
maxima que investiga la expresion de Bcl2.

En lo que se refiere a la resistencia a tratamiento hor-
monal en el cancer de préstata, a escala experimental
existe evidencia de que Bcl2 contribuye a la aparicion de
esta resistencia?’. Desde el punto de vista clinico, y en
cancer localizado de préstata, McDonnell y colaboradores??
observaron Bcl2 en 77% de una serie de pacientes operados
de prostatectomia radical que recidivaron y desarrollaron
resistencia a la castracion. En cambio, los pacientes hormo-
nosensibles solo mostraron 32% de expresion. La presencia
de Bcl2 en pacientes con cancer resistente a la castra-
cion, con cancer avanzado de prostata obtenida en este
estudio desde su inicio fue de 63.2%, cifra inferior a la obte-
nida en pacientes sensibles a la castracion (84.2%). Khor
y colaboradores?® observaron cierta tendencia a una evo-
lucion mas desfavorable de los pacientes con cancer de
prostata tratados con radioterapia combinada con trata-
miento hormonal a corto plazo, cuando Bcl2 era negativo
y Bax estaba alterado, en comparacion con aquellos que
recibian el mismo esquema terapéutico, pero a largo plazo.
Esta podria ser una de las razones por las que la resistencia,
que empeora el pronostico, es mas frecuente en los pacien-
tes que no expresan Bcl2. La evolucion de la enfermedad
y el momento en el que se capta e investiga a los pacien-
tes es determinante para obtener una u otra respuesta. Asi,
conforme progresa el cancer de prostata aumenta la pre-
sencia de Bcl2. En contraste con lo que sucede en las etapas
iniciales, la resistencia a la castracion en etapas avanza-
das no parece estar vinculada con la presencia de Bcl2.
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Factores externos como la alimentacion pueden influir en
que se exprese mas Bcl2 o no. Por ejemplo, Hamilton-Reeve
y colaboradores?® abservaron que el consumo de la proteina
de soya durante seis meses en pacientes con cancer de pros-
tata de alto riesgo no modificaba los niveles de Bcl2; en
cambio, Talvas y colaboradores®® en voluntarios sanos obser-
varon, tras el consumo de licopeno purificado durante una
semana, que aparecia sobrerregulacion del gen Bax:Bcl2.
Aunque esto no se ha investigado en relacion con la resis-
tencia a la castracion en el presente estudio, estos hallazgos
podrian abrir una linea de investigacion.

La intensidad de tincion de Bcl2 obtenida en nuestros
grupos fue menor a 30% de células tenidas. La tincion preva-
leciente fue la menor a 10% en ambos grupos sin que hubiera
diferencia estadisticamente significativa entre ellos. La pre-
sencia de Bcl2 fue menor en los pacientes con CPRC, vy
también lo fue la intensidad. La medicion de la intensidad
esta basada en el niumero de células neoplasicas teiidas,
tomando en cuenta aproximadamente 20 mm de tumor. Se
estratificaron en cuatro grupos, siendo lo mas frecuente
los estratos negativos y los menores a 30%. Si bien no
existe un consenso ampliamente aceptado, creemos que
este recuento nos permite tener una mejor perspectiva
de la expresion de Bcl2 que la basada en una distribu-
cion focal o difusa de las células tenidas, como han usado
otros investigadores?>?3, A diferencia del cancer de pros-
tata localizado que progresa o no a enfermedad resistente
a la castracion, parece ser que el cancer avanzado presenta
niveles menores de Bcl2, sobre todo si coexiste con resisten-
cia a la castracion. Es posible que estén involucradas otras
vias de sefalizacion que activen la proliferacion celular,
como las mediadas por el receptor de testosterona no rela-
cionada con la apotosis regulada por Bcl2. Por ejemplo, Lee
y colaboradores®' utilizaron células de cancer de préstata
hormonosensibles, linaje LNCaP, cultivadas y tratadas con
bicalutamida, un antiandrégeno, y observaron que la muerte
celular inducida por este farmaco era independiente de los
cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial
y de la actividad de Bcl2. Es posible que alteraciones en la
expresion de los genes de este receptor’?~* contribuyan de
manera importante a la aparicion de la resistencia a la cas-
tracion en canceres avanzados de prostata en mayor medida
que en los localizados, en los que posiblemente Bcl2 tenga
una mayor participacion.

La asociacion de las variables clinicas analizadas con la
presencia e intensidad de Bcl2 resulto negativa en cancer
avanzado de prostata. Es importante tomar en cuenta que
el nimero de casos de resistentes a la castracion no es alto;
asi, nosotros necesitamos mas de un afo para completar el
numero de pacientes calculado estadisticamente a fin de
formar el grupo de CPRC, lo cual dificulta la obtencion de
un numero mayor, lo que a su vez puede influir en el resul-
tado en el momento de tratar de establecer la asociacion
de las variables mencionadas. La tendencia negativa, aun-
que no significativa, observada entre la intensidad de Bcl2
y el peso corporal podria deberse a que la mayoria de los
pacientes, tomando en cuenta ambos grupos, tenian sobre-
peso y a la baja intensidad de Bcl2 en el grupo CPRC. No
queda claro la tendencia observada entre la expresion Bcl2
y una mayor duracion, ya que lo esperado seria que fuera
inversa, debido a que los pacientes que expresaron menos
Bcl2 fueron aquellos con CPRC, con una duracién mayor de

la enfermedad. Como mencionamos antes, el aumento en el
numero de casos podria ayudar a definir si se sostiene o no tal
tendencia. Asi, consideramos que este estudio es el primero
en confirmar la expresion de Bcl2 de manera sistematizada,
en pacientes con cancer avanzado de préstata, aunque no
haya una asociacion estadisticamente significativa con las
variables clinicas consideradas.

Conclusiones

Bcl2 se ha identificado en las biopsias de los pacientes con
cancer avanzado de prostata resistente y sensible a la cas-
tracion, y ha mostrado una ligera tendencia a expresarse
mas en cancer hormonosensible.

No se ha encontrado correlacién estadisticamente signi-
ficativa de la presencia e intensidad de tincion de Bcl2 con
la edad, el peso corporal, la talla, el indice de masa cor-
poral, el antigeno prostatico, la testosterona, la suma de
Gleason, las metastasis Oseas, la duracion de la enferme-
dad y el tiempo de aparicion de la resistencia hormonal. No
obstante, se ha observado cierta tendencia negativa entre
los niveles de Bcl2 y el peso corporal, asi como una ten-
dencia positiva entre expresion de Bcl2 y la duracion de la
enfermedad.
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