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® RESUMEN

Introduccion: El cancer de prostata (CaP) es la segunda
causa de muerte en hombres, por cancer a nivel mun-
dial. Se estan estudiando varios citocromos en CaP. Para
el caso del CYP4F11 Y 8Al, existen pocos estudios en la
literatura. En este estudio, se determino la presencia del
CYP4F11 y 8A1 en CaP ¢ hiperplasia prostatica benigna
(HPB).

Material y método: Se obtuvieron 32 muestras de HPB
y 32 de CaP. Se estandarizaron las condiciones, para de-
tectar por inmunohistoquimica la presencia de CYP4F11
y CYP8AI en los tejidos.

Resultados: El CYP4F11 y 8Al no se expresaron en
HPB.
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E ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer is the second cause of death
from cancer in men worldwide. Various cytochromes in
this disease are being studied, but there are few reports
in the literature on cytochromes CYP4F11 and CYPSAI. In
the present study, the presence of CYP4F11 and CYPS8AI
was investigated in prostate cancer and in benign prostatic
hyperplasia.

Material and method: Thirty-two hyperplasia and
thirty-two cancer samples were obtained and conditions
were standardized to detect the presence of CYP4F11 and
CYP8AI in the tissues by means of immunohistochemistry.

Results: CYP4F11 and CYPSAI were expressed in prostate
cancer but not in benign prostatic hyperplasia.
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Conclusiones: Los resultados anteriores sugieren que
CYP4F11 y 8Al podrian ser utilizados como factores pro-
nosticos y/o deteccion temprana, realizando estudios
en biopsias de pacientes sospechosos de CaP.

Palabras clave: Cancer de prostata, hiperplasia prosta-
tica benigna, CYP4F11, CYP8A1, México.

Conclusions: These results suggest that CYP4F11 and
CYPS8AI could be used as prognostic and/or early detection
factors, by carrying out biopsies in patients suspected of ha-
ving prostate cancer.

Keywords: Prostate cancer, benign prostate hyperplasia,
CYP4F11, CYPSAI, Mexico.

¥ INTRODUCCION

El cancer de prostata (CaP) es la segunda causa de muer-
te en hombres, por neoplasias a nivel mundial, siendo la
primera el cancer de pulmoén.! En México, las tres princi-
pales causas de muerte por tumores malignos en el ano
del 2009, correspondieron a prostata (17.1%), traquea,
bronquios y pulmon (16.6%) y estobmago (10.4%).2 La hi-
perplasia prostatica benigna (HPB) es una enfermedad
caracterizada por aumento de las células epiteliales y
estromales, en el area periuretral de la prostata, que se
desarrolla en la zona transicional.> Se desconocen las
causas especificas que determinan el inicio y la progre-
sion del CaP, sin embargo, se atribuyen factores genéti-
cos y ambientales en la evolucion de esta enfermedad.*
El comienzo y la progresion de CaP estan influidos por los
andrégenos.®

El sistema citocromo p450 (CYP450) es una enorme
y diversa superfamilia de proteinas, que en el hombre
estan asociadas a la membrana mitocondrial y del reticu-
lo endoplasmico, donde actiian metabolizando cientos
de sustancias endodgenas y exodgenas.® Mediante una
combinacion de investigacion de cDNA y amplificacion
répida del mismo, se determino el analisis y secuencia-
cion de una nueva isoforma del citocromo p450 human,
de la subfamilia 4F. La isoforma 4F se designa CYP4F11
y se expresa principalmente en el higado humano, se-
guido por el rindn, corazén y musculo esquelético.”

Los CYP450 tienen un papel central en el metabo-
lismo oxidante de xenobi6ticos, incluidos los medica-
mentos contra el cancer, los agentes cancerigenos y
compuestos enddgenos.® Varias estrategias terapéu-
ticas estan siendo desarrolladas para aprovechar la
presencia, la sobreexpresion y la actividad del sistema
p450 en tumores.’

Por ser el CYP4F11 un citocromo de reciente des-
cubrimiento, los estudios en los que se han empleado
son de numero reducido, mas aun aquellos en los que
buscan su presencia en algun tipo de cancer. Existen a
la fecha un par de estudios en los que han buscado la
expresion de CYP4F11, en cancer de colon y ovario.
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En el cancer colorrectal en comparacion con el
colon normal, la mayor inmunoreactividad fue para
CYP2S1 de la tinciébn inmunohistoquimica. Mientras
que CYP1AI, CYP2F1, CYP2RI, CYP4F11, CYP4V2, y
CYP4Z1 en mas del 80% de los nucleos fueron negativos
para estos citocromos.!°

En el cancer de ovario no se encontro la expresion
proteica de CYP1A1, CYP4F11, CYP24 y CYP39, en com-
paracion con ovario normal.!!

En cuanto al CYP8A1, la primera ocasion en la que
fue reportada la existencia de este citocromo fue en el
ano de 1994, por Yokoyama y colaboradores mediante
un estudio descriptivo del gen humano para la codifi-
cacion de la prostaciclina sintasa (PGIS). La funcion de
este gen consiste en la sintesis de prostaglandina 12, a
partir de prostaglandina H2, jugando un papel en el pro-
ceso inflamatorio.'?

Después en el ano 2001, Chevalier y colaboradores
reportaron sobre variantes alélicas que afectan la re-
gion que codifica para CYP8AL, las cuales causan cam-
bios en los aminoacidos, sin que aun existan analisis
sobre estas variantes en el riesgo al cancer.'®

De acuerdo con lo anterior, el objetivo del presente
estudio fue detectar, por primera vez, la expresion de
CYP4F11 y 8A1 en CaP e HPB.

®E MATERIAL Y METODO

Sujetos de estudio: Se sometieron a estudio 64 tejidos
de pacientes registrados en la libreta de intervencion
quirurgica, de la Sala de Urologia del Hospital Central
Militar, dentro del periodo comprendido entre el ano
2008 al 2011, de acuerdo con los criterios de inclusion y
no inclusion.

Criterios de inclusion: 1) Tejido de pacientes con diag-
nostico histopatologico de CaP. 2) Tejidos de pacientes
con diagnostico de HPB, analizados en el Departamento
de Patologia, dentro del periodo comprendido entre el
ano 2008 al 2011.
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Criterios de no inclusion: 1) Tejidos de pacientes con
diagnostico de CaP, que hayan sido obtenidos por cual-
quier otro procedimiento, que no sea prostatectomia
radical. 2) Tejidos de pacientes con diagnostico de HPB
obtenidos por biopsia.

TIPO DE ESTUDIO:

Inmunohistoquimica: Por microscopia de luz, las mues-
tras de tejidos de CaP y HPB fueron fijadas por inmersion
en formalina (pH=7.4) y se embebieron en parafina. Para
el analisis histologico, secciones de tejido (3 um) fueron
tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). Las secciones
de tejido fueron tefidas con acido periodico de Shiff's
(PAS) para mostrar los polisacaridos, mucopolisacaridos
y glicoproteinas de la membrana celular.

Los cortes fueron incubados con acido peryddico,
durante cinco minutos y lavados con agua destilada.
Los cortes fueron incubados con el reactivo de Schiff’s
durante cinco minutos y contratenidos, con H&E por 30
segundos. El perfil histologico de cinco campos selec-
cionados aleatoriamente fueron registrados utilizando
el software KS-300 (Carl Zeiss®, Jena, Germany). El
porcentaje de area dahada con alteraciones histopa-
tologicas fue obtenido (magnificacion 400x). Para la
inmunohistoquimica, las secciones de tejido (3 um) se
desparafinaron y se calentaron para desenmascarar 1os
sitios antigénicos. La actividad enddgena de la peroxi-
dasa fue bloqueada con 0.03% de H,0,, en metanol ab-
soluto. Las secciones de tejido fueron incubadas toda la
noche a 4°C, a una dilucion 1:100 de anti-CYP4F11y a
una dilucion 1:50, para anti-CYP8A1 en solucion TRIS.
Se removi6 el anticuerpo primario y se realizaron dos
lavados repetitivos con TRIS, los cortes fueron incuba-
dos con una diluciéon 1:500 de anticuerpo policlonal de
conejo, como anticuerpo secundario y se realizaron dos
lavados repetitivos con TRIS. Los anticuerpos unidos se
detectaron con el complejo avidina-biotina (ABC-Kit
Vectatastain) y la diaminobenzidina, como sustrato.
Después de lavar repetidamente con TRIS, los cortes
fueron contratenidos con H&E.

Todos los cortes fueron incubados bajo las mismas
condiciones, con igual concentraciéon de anticuerpo
y en la misma corrida, por lo tanto, la inmunotincion
fue comparable. Todos los especimenes fueron exami-
nados por el microscopio de luz Axiovert 200M (Carl
Zeiss®, Jena, Germany). Para el analisis morfométrico
automatizado, el porcentaje de células positivas (color
marron) se determinaron con un analizador de ima-
genes computarizado KS-300 3.0 (Carl Zeiss®, Jena,
Germany). Este equipo detecta automaticamente las
células positivas, determinando su porcentaje por cam-
po. Cinco campos aleatorios fueron estudiados a una
magnificacion de 100 (area total 1 584 000 w?). Los resul-
tados fueron expresados como porcentaje.

CYP4F11 y CYP8A1, nuevos citocromos relacionados

® RESULTADOS

Los pacientes con CaP tuvieron un antigeno prostatico
especifico (APE) de 9.62, y una edad promedio de 65.8
anos. Los pacientes con HPB tuvieron una APE de 7.91,y
una edad promedio de 68.5 anos.

De los pacientes con CaP, 6% presentaron un Glea-
son de puntuacion tres, 3% un Gleason de puntuacion
cuatro, 40% un Gleason con puntuacion seis, 36% un
Gleason de puntuacion siete y 15% un Gleason de ocho.

Respecto a la categoria de las edades, que presentd
con mayor frecuencia CaP en este estudio fue de 66-75
anos con un 38%, seguido del rango de 56-65 anos con
34%.

Se detecto la presencia de CYP4F11 y de CYP8A1, por
primera vez en CaP en comparacion con tejido hiperplasi-
co, en donde no se observo su presencia (Figuras 1y 2).

E DISCUSION

Con base en estudios previos es posible observar, que
solo se ha detectado la expresion de los CYP4F11 y 8Al
en algunos tejidos del organismo humano.''"'* No obs-
tante, en esta investigacion se demostro por primera vez
la expresion de estos citocromos (CYP4F11, CYP8AI)
en CaP. Sobre esto ultimo, podemos sugerir que pro-
bablemente tenga un rol en la regulacion de los proce-
sos inflamatorios, dado que ya se demostro el papel de
TNF- y la interleucina 1 y el papel de la enzima en el
metabolismo de leucotrienos. Por otro lado, dado su
papel en la detoxificacion de acidos hidroxiperoxi eico-
satetraendicos (HETES), subproductos de la lipoperoxi-
dacion, y que también el factor de transcripcion AP-1
esta involucrado en la expresion de su gen.!!

El CYP8AI (conocido como prostaciclina 12 sintasa)
esta conformado por 1 500 nucleétidos, que codifican
para una proteina de 500 aminoacidos localizada en el
cromosoma 20q13.13. Este CYP no posee la tipica acti-
vidad de monooxigenasa de los otros, ya que cataliza el
rearreglo de prostaglandina H2 (PGH2) a prostaglandina
12 (PGI2). E1 CYP8A1 posee un residuo de Tyr 430, que es
nitrado por peroxinitrito, el cual resulta en la inhibicion
de la actividad catalitica de este CYP.!'>!®

Este CYP se expresa constitutivamente y puede ser
sobreregulado por citocinas, hormonas reproductivas y
factores de crecimiento. Ademas, CYP8AL puede aco-
plarse funcionalmente con ciclooxigenasas (COX) y fos-
folipasas.'”

Con respecto al papel del CYP8A1 en la carcinogé-
nesis, Frigola y colaboradores en 2005 encontraron una
hipermetilacion en el promotor de CYP8A1, en cancer co-
lorrectal.'® Poole y colaboradores en 2006, encontraron
que seis repeticiones polimorficas en los alelos de
CYP8A1 (<6R/<6R) se asociaron con un riesgo en el
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Figura 1. Determinacion por inmunohistoquimica de la presencia
de CYP4F11 en la glandula y estroma, en CaP y HPB. Glandula de
CaP A). Glandula de HPB B). Estroma de CaP C) y Estroma
de HPB D).

incremento de polipos colorrectales, en comparacion
con el genotipo silvestre (6R/6R)."?

Stearman y colaboradores en 2007, y Nemenorff
y colaboradores en 2008, mencionan la importancia
de la via del acido araquidonico en cancer de colon
y pulmoén, asi como en otras enfermedades inflama-
torias. En el caso de las neoplasias de pulmoén, se
observa que este CYP (8A1) se encuentra regulado
en forma especifica. En ratones transgénicos con
sobreexpresion de CYP8A1 se ha visto una protec-
cion contra carcinogenos del humo de tabaco, que
inducen la formacion tumoral en pulmoén, por lo
que tendria un papel en la quimioprevencion.2?!

Por otro lado, Kajita y colaboradores en 2005
analizaron la expresion del ARNm de COX-2, trom-
boxano A2 (TXA2) y CYP8AI por reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real, en carcinoma papi-
lar tiroideo y en tejidos normales. En este estudio se
increment6 de manera significativa TXA2, no hubo
diferencias en COX-2 y de manera importante se in-
crementd CYP8A1.22

En nuestro estudio, al analizar la presencia por in-
munohistoquimica de CYP8A1 y 4F11 en tejidos con
CaP, encontramos la presencia de estas proteinas, asi
como su ausencia en tejidos con HPB. Los resultados
sugieren que los porcentajes de area marcada para este
CYP fueron mas elevados y frecuentes, conforme au-
menta la edad, Gleason y APE.

De acuerdo con las evidencias anteriores, probable-
mente CYP4F11 y CYP8AI1 tengan un papel regulatorio
en el estrés oxidante durante la transformacion de las
células normales a cancerosas en la prostata, sobre
todo porque este ultimo esta involucrado en la via in-
flamatoria.
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Figura 2. Determinacion por inmunohistoquimica de la presencia
de CYP8A1 en la glandula y estroma, en CaP y HPB. Glandula de
CaP A). Estroma de CaP B). Glandula de HPB C) y estroma de
HPB D).

¥ CONCLUSIONES

En este estudio demostramos que el CYP4F11 y 8Al, se
expresan en tejidos con CaP y no en tejidos con HPB.
Este hallazgo nos podria indicar que las células tumora-
les en el CaP, se encuentran reguladas en cierta parte por
el metabolismo enddgeno y de xenobibticos, asi como
por el estrés oxidante, dado la participacion del sistema
CYP450 en estos fenOmenos.

Lo anterior puede generar cambios genéticos conti-
nuos, que se manifiestan como un aumento en las anor-
malidades cromosomicas y en las mutaciones, lo que a
su vez puede propiciar la génesis y propagacion tumo-
ral. Con los resultados obtenidos se podria sugerir, que
el CYP4F11 y 8A1 pueden ser empleados como marca-
dores de deteccion temprana y/o seguimiento 0 como
factores pronoésticos en pacientes con CaP. Sin embargo
estan justificados estudios posteriores que aclaren el pa-
pel de la quimioprevencion de estos citocromos, para
alargar la aparicion clinica del CaP a lo largo de la vida
del paciente, o bien para que sean utilizados como ver-
daderos factores pronosticos.
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