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Niveles de expresion de Mn-superoxido
dismutasa (Mn-SOD) en tejidos

con cancer de prostata

e hiperplasia prostatica benigna
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® RESUMEN

Antecedentes: Publicaciones recientes ubican al can-
cer de prostata en el tercer lugar de mortalidad en hom-
bres a nivel mundial, en México es la principal causa
de muerte masculina y mas del 70% se presenta en
estadios avanzados. En la actualidad estan en estudio
varios marcadores genéticos en cancer de prostata; la
Mn-superdxido dismutasa, esta asociada con el cancer
pero no existen suficientes estudios al respecto, por ello
el objetivo del presente estudio fue evaluar la existencia
de alteraciones en los niveles de la Mn-superoxido dis-
mutasa, en cancer de prostata e hiperplasia prostatica
benigna.

Material y métodos: Se obtuvieron 80 muestras de
las cuales 50% correspondieron a hiperplasia prostatica
benigna y el resto a cancer de prostata. Se estandarizod
el método diagnostico por inmunohistoquimica para de-
tectar la presencia de Mn-superdxido dismutasa en los
tejidos.

Resultados: El porcentaje de area inmunorreactiva
a Mn-superéxido dismutasa fue de 24.83 + 10.5% y de
14.73 £ 8.7% en cancer de prostata y en hiperplasia pros-
tatica benigna, respectivamente.

Conclusiones: Los niveles de expresion de Mn-su-
peroxido dismutasa en cancer de prostata fueron
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B ABSTRACT

Background: Recent reports place prostate cancer as
the third most common cause of death from cancer
in the worldwide male population. In Mexico it is
the principal cause of death from cancer in men and
more than 70% of those cases are in advanced stages.
Several genetic markers involved in prostate cancer
are currently being studied. Manganese superoxide
dismutase (Mn-SOD) is associated with cancer, but
there are very few studies in the literature analyzing
this relation. Therefore, the objective of the present
study was to evaluate the existence of alterations in
Mn-SOD levels in prostate cancer and benign prostatic
hyperplasia.

Materials and methods: Eighty samples, 50% of which
corresponded to benign prostatic hyperplasia and 50%
to prostate cancer, were obtained. Immunohistochemical
diagnostic method was standardized for the detection of
Mn-SOD in tissue.

Results: The percentage of Mn-SOD immunoreactive
areawas 24.83+10.5% in prostate cancer and 14.73+8.7%
in benign prostatic hyperplasia.

Conclusions: Mn-SOD expression levels in prostate
cancer were significantly higher than those in benign
prostatic hyperplasia, suggesting that this gene could be
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significativamente mayores que en la hiperplasia pros-
tatica benigna, se sugiere que este gen podria ser utili-
zado como marcador tumoral, en biopsias de pacientes
sospechosos de cancer de prostata.

Palabras clave: cancer de prostata, hiperplasia prosta-
tica benigna, Mn-superoxido dismutasa, México.

used as a tumor marker in biopsies in patients suspected
of presenting with prostate cancer.

Key words: Prostate cancer, benign prostatic hyperplasia,
Mn-superoxide dismutase, Mexico.

¥ INTRODUCCION

La proéstata es el érgano masculino que con mayor fre-
cuencia cursa con procesos benignos o malignos; la hi-
perplasia prostatica benigna (HPB) es el tumor benigno
mas comun en varones, su incidencia esta en relacion
con la edad. El numero de hombres con cancer de prosta-
ta (CaP) se ha incrementado en las ultimas dos décadas,
como resultado del envejecimiento de la poblacion.! En
Meéxico, el CaP ocup6 en el 2000 el segundo lugar de la
incidencia de neoplasias en el varon, después del cancer
de piel. Se desconocen las causas especificas que deter-
minan el inicio y la progresion del CaP, sin embargo, se
atribuyen factores genéticos y ambientales en la evolu-
cion de esta enfermedad; 95% de neoplasias prostaticas
malignas corresponden a adenocarcinomas acinares, de
estas neoplasias 70% ocurre en la zona periférica.>*

El sistema de clasificacion Gleason, define el grado
tumoral con fines prondsticos.! El paciente con CaP lo-
calizado suele ser asintomatico, aunque la exploracion
rectal digital puede revelar induracion, irregularidad y
pérdida de la simetria de la glandula. Si el CaP se diag-
nostica a tiempo, el tratamiento es efectivo reduciendo
la morbilidad. El diagnoéstico consiste en realizar la ex-
ploracion rectal digital, obtener el antigeno prostatico
especifico y llevar a cabo ultrasonido transrectal y biop-
sia para su confirmacion.

La prevalencia de la HPB esta asociada a la edad e
inicia después de los 40 anos. En hombres de 60 anos
de edad, su prevalencia es de 50% y a los 85 anos de
90%. Los pacientes con diagnostico histologico de HPB
presentan sintomas del tracto urinario bajo de modera-
dos a severos en el 50%.*

La etiologia de la HPB es de tipo multifactorial y en-
docrino. La prostata esta compuesta histologicamente
por estroma y epitelio, y cada uno, solo o en combi-
nacion, puede dar origen a nédulos hiperplasicos y a
sintomas caracteristicos.® Los factores asociados al
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desarrollo de HPB son los niveles elevados de dehidro-
testosterona (DHT) y el envejecimiento. Las observacio-
nes y estudios clinicos en varones, han demostrado el
control endocrino para la HPB.

Se sabe que el estrés oxidativo interviene en el de-
sarrollo del CaP. El estrés oxidativo es un desequilibrio
entre la produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y las defensas antioxidantes, que puede presen-
tarse por una produccion excesiva de las EROs, por dis-
minucion de las defensas antioxidantes o combinacion
de ambas. Dentro de los sistemas antioxidantes enzi-
maticos, la Mn-superoxido dismutasa (Mn-SOD) juega
un importante papel en el mantenimiento del balance
celular de EROs. Es la encargada de catalizar la conver-
sion de superoxido a perdxido de hidrogeno; debido a
que en la respiracion mitocondrial se genera un mayor
numero de superoxido libre en la célula.

Se ha demostrado que existe baja actividad de Mn-
SOD asociada a diversos tipos de tumores. La sobre-
expresion de Mn-SOD suprime la tumorogenicidad del
melanoma humano, células del cancer de mama y cé-
lulas del glioma, lo que sugiere que Mn-SOD sea un gen
supresor del tumor en una variedad amplia de tumores
malignos, dando lugar a aplicaciones terapéuticas en
un futuro proximo.”

La funcién supresora de la Mn-SOD se ha relacio-
nado con el cancer de ovario, de mama, de pulmoén y
de préstata.®

Con base en lo anterior, se decidi6 analizar los nive-
les de expresion de Mn-SOD en CaP y HPB.

® MATERIALES Y METODOS

Objeto de estudio: La recoleccion de las muestras se
llevé a cabo de diciembre de 2005 a abril de 2007,
se seleccionaron las muestras de los pacientes registra-
dos en la libreta de cirugia del servicio de urologia del
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Imagen 1. Se muestra la localizacion inmunohistoquimica de “MnSOD”, en tejido glandular de hipertrofia prostatica benigna (HPB) y de
cancer de prostata (CaP). Las imagenes son cortes histolégicos donde se observa la marca de MnSOD, en A se observa tejido glandular
de HPB, en B se observa tejido glandular de cancer de prostata. Las flechas indican la inmunorreactividad positiva en ambos tipos de tejido.
Se observa disminucion evidente de la intensidad de la marca en A; tanto en forma difusa como densitométricamente (p = 0.0001, SEM).
Las imagenes son representativas (n = 40), (amplificacion del campo x400).

Hospital Central Militar, que cumplieron con los criterios
de inclusion, exclusion y eliminacion.

Criterios de inclusion: Muestras de pacientes con
diagnostico de cancer de prostata con sindrome obs-
tructivo urinario bajo. Muestras de pacientes con diag-
nostico de HPB con indicacion de reseccion transuretral
prostatica (RTUP) y prostatectomia radical.

Criterios de exclusion: Pacientes que no acep-
taron participar en el procedimiento. Pacientes que no
fueron candidatos a RTUP.

Criterios de eliminacion: Tejidos que presentaran
focos de CaP e HPB menores a 1 cm?. Tejido que en el
traslado, sufra desnaturalizacion del material genético.

La cantidad de tejido necesaria para la investigacion
fue de 1 hasta 5 g, la obtencion de las muestras se hizo
inmediatamente después de la realizacion de la inter-
vencion quirurgica, el tiempo que se determind como
maximo para el traslado fue de una hora; desde la ob-
tencion de la muestra hasta su recepcion en el labora-
torio de biologia molecular de la Escuela Médico Militar,
donde se mantuvieron a una temperatura de -70° C en
el congelador Revco® (Legaci ULT2186 3-35 Dupont
SVVA Refrigerants).

Inmunohistoquimica: Por microscopia de luz, las
muestras de tejidos de CaP e HPB fueron fijadas por in-
mersion en formalina (pH = 7.4) y se embebieron en pa-
rafina. Para el analisis histologico, se realizaron secciones
de tejido (3 um) que fueron tenidas con hematoxilina y

eosina (H&E). Para mostrar la presencia de polisacari-
dos, mucopolisacaridos y glicoproteinas de la membra-
na celular, se realiz6 tincion de secciones de tejido con
acido peryoddico de Shiff's (PAS).

Los cortes fueron incubados con éacido peryodi-
co durante 5 min y lavados con agua destilada y con
reactivo de Schiff's durante 5 min y contra-tefidos con
hematoxilina por 30 segundos. El perfil histologico de
5 campos seleccionados aleatoriamente fueron regis-
trados utilizando el software KS-300 (Carl Zeiss, Jena,
Germany). El porcentaje de area danada con alteracio-
nes histopatologicas fue obtenido (magnificacion 400x).
Para la inmunohistoquimica las secciones de tejido (3
um) se desparafinaron y se calentaron para desenmas-
carar los sitios antigénicos; la actividad enddgena de la
peroxidasa fue bloqueada con 0.03% de H,O, en meta-
nol absoluto. Las secciones de tejido fueron incubadas
toda la noche a 4° C, a una dilucion 1:200 de anticuerpo
monoclonal contra Mn-SOD en solucion TRIS. Se remo-
vi6 el anticuerpo primario y se realizaron dos lavados
repetitivos con TRIS, los cortes fueron incubados con
una dilucion 1:500 de anticuerpo policlonal de conejo
como anticuerpo secundario y se realizaron dos lavados
repetitivos con TRIS. Los anticuerpos unidos se detec-
taron con el complejo avidina-biotina (ABC-kit Vecta-
tastain) y la diaminobenzidina como sustrato. Después
de lavar repetidamente con TRIS los cortes fueron con-
tra-tenidos con hematoxilina. Todos los cortes fueron
incubados bajo las mismas condiciones con la misma
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concentracion de anticuerpo y en la misma corrida, por
lo tanto, la inmuno-tincion fue comparable. Todos los
especimenes fueron examinados por el microscopio de
luz Axiovert 200M (Carl Zeiss, Jena, Germany). Para €l
analisis morfométrico automatizado, el porcentaje de
células positivas (color marron) se determinaron con un
analizador de imagenes computarizado KS-300 3.0 (Carl
Zeiss, Jena, Germany). Este equipo detecta automatica-
mente las células positivas determinando su porcentaje
por campo. Cinco campos aleatorios fueron estudiados
a una magnificacion de 100 (area total 1, 584,000 p?). Los
resultados se expresaron como porcentaje.

Analisis de datos: Los datos de la inmunorreactivi-
dad de Mn-SOD fueron analizados con la prueba ¢ de Stu-
dent y los datos se expresaron como media + desviacion
estandar, se compararon ambos grupos (CaP y HPB) y se
considero una p < 0.05, como diferencia estadisticamente
significativa. Para la aplicacion de las pruebas estadisticas
se utilizo el programa Graph Prisma version 3.32.

® RESULTADOS

Las muestras biologicas se obtuvieron de los 80 pa-
cientes incluidos en el estudio, 40 (50%) con diagnos-
tico establecido de CaP y 40 (50%) con diagnoéstico
establecido de HPB.

El porcentaje de area inmunorreactiva a Mn-SOD
fue de 24.83 + 10.5% en pacientes con cancer de prosta-
tayde 14.73 + 8.7% en pacientes con HPB (Imagen 1).

E DISCUSION

El dano oxidativo causado por EROs y otros radicales
libres estan implicados en la carcinogénesis prostatica.
La evidencia de la literatura indica que Mn-SOD fun-
ciona como un supresor tumoral, posiblemente por la
modulacion apoptoética y del crecimiento y proliferacion
celular. En nuestro estudio encontramos un aumento
en esta enzima, en forma significativa, de la misma for-
ma se presento un incremento en el porcentaje del area
marcada del tejido tumoral.

Sin embargo, en varios estudios se ha observado
una expresion mayor Mn-SOD en tejido de cancer en
estadios avanzados.’

Se sabe que el estrés oxidativo puede contribuir a la
carcinogénesis prostatica, la enzima primaria antioxidan-
te de la mitocondria, la Mn-SOD, asociandose reciente-
mente a la patogénesis del CaP. Se han realizado estudios
que muestran una relacion entre el CaP y ciertos polimor-
fismos, pero la asociacion es débil entre este tipo de cam-
bios genéticos y el riesgo del CaP; pero lo evidente es que
los antioxidantes endogenos y exdgenos desempenan un
papel importante en la prevencion clinica del CaP.

La Mn-SOD tiene efectos reguladores sobre el po-
tencial redox de la célula, influye en el crecimiento
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celular y en la expresion génica. Nuestros resultados
sugieren un aumento en el porcentaje del area marcada
en tejido glandular, sugiriendo que la Mn-SOD puede
estar sobre-expresandose en forma mas difusa en di-
ferentes tejidos, tanto de areas del estroma como del
tejido glandular de CaP.

Ademas, los resultados del dano de las EROs han
sido encontrados solamente en el epitelio y no en el te-
jido conectivo de CaP.'o !

Otros trabajos previos con diversos tipos de cancer
concuerdan con nuestro estudio, en relacion al aumen-
to de los niveles elevados de la enzima Mn-SOD. 10111213

En los tejidos analizados en nuestro estudio, se
observo inmunorreactividad en células epiteliales, en
tejido conectivo, en células inflamatorias, incluso en cé-
lulas endoteliales. El nimero de células immunorreacti-
vas no fue cuantificado, pero es evidente que exhibieron
mayor inmunorreactividad en CaP en cuanto a los datos
densitométricos.

¥ CONCLUSIONES

Los datos densitométricos de la inmunorreactividad de
Mn-SOD en tejido glandular de CaP fueron significati-
vamente mayores que los obtenidos en tejido con HPB.
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