&

ARTICULO ORIGINAL

Sintasa de Oxido Nitrico: Estudio de su

expresion como marcador molecular
relacionado con cancer de prostata

Floriano-Sanchez Esau,’ Cardenas-Rodriguez Noemi,? Castro-Marin Melchor,® Lopez-Silvestre Julio César,®
Zapata-Vilalba Miguel Angel,? Campos-Salcedo José Gadu,® Estrada-Carrasco Carlos Emmanuel,® Mendoza-
Alvarez Luis Alberto,® Martinez-Juarez Noe Esal,?Paredes-Calva Claudio,® Sedano- Lozano Antonio.®

¥ RESUMEN

Introduccion: Se realiz6 un estudio prospectivo, com-
parativo, descriptivo, para observar la expresion de
sintasa de 0xido nitrico neuronal (nNOS), en tejido pros-
tatico con cancer e hiperplasia.

Métodos: Se tomaron las muestras de tejidos corres-
pondientes a los pacientes diagnosticados dentro del pe-
riodo comprendido entre 2005 y 2009, almacenados en
el Departamento de Patologia del Hospital Central Mili-
tar, de acuerdo con los criterios de inclusion, exclusion y
eliminacion del mismo.

Resultados y Conclusiones: Por medio de la técnica
de inmunoistoquimica se obtuvo la densidad relativa,
donde se observd una disminucion de nNOS en tejidos
con cancer de prostata (CaP) en comparacion con la ex-
presion en los tejidos de hiperplasia benigna prostatica
(HBP).

Palabras clave: Cancer de prostata, expresion molecu-
lar, marcadores, sintasa de 6xido nitrico, México.

1 Seccion de Posgrado e Investigacion, Escuela Superior de Medi-
cina, IPN. Laboratorio de Bioguimica y Biologia Molecular, Escuela
Médico Militar. México D.F., México.

2 Laboratorio de Neuroguimica, Instituto Nacional de Pediatria. Méxi-
co D.F., Mexico.

3 Servicio de Urologia, Hospital Central Militar. México D.F., México.

® ABSTRACT

Background: A descriptive, comparative, prospective stu-
dy was carried out to observe neuronal nitric oxide syntha-
se (nNOS) expression in prostate tissue presenting with
cancer and hyperplasia.

Methods: Tissue samples were taken from patients diag-
nosed with benign prostatic hyperplasia and prostate can-
cer within the time frame of 2005 to 2009. The samples
were stored in the Pathology Department of the Hospital
Central Militar, according to department inclusion, exclu-
sion and elimination criteria.

Results and Conclusions: Relative density was obtained
through immunohistochemistry and a reduction of nNOS
was observed in tissues with prostate cancer when com-
pared with its expression in tissues with benign prostatic
hyperplasia (BPH).
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kers, nitric oxide synthase, Mexico.
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¥ INTRODUCCION

En México, el cancer de prostata (CaP) es el segundo
lugar respecto a la incidencia de patologia oncologica
después del cancer de piel, y el segundo lugar en mor-
talidad después del cancer cervicouterino.! Después de
los 50 anos de edad, la incidencia de CaP aumenta tres
o cuatro veces cada 10 anos. Los mecanismos molecu-
lares que se relacionan con el desarrollo y la progresion
del CaP, no han sido estudiados en su totalidad. Como
se menciona en la literatura médica, existe una estrecha
relacion entre la produccion de estrés oxidante y el de-
sarrollo de cancer.!?

La etiologia de hiperplasia benigna prostatica (HPB)
es multifactorial. Actualmente, se reconocen dos facto-
res: la edad y la presencia de andrégenos. No obstante,
se sospecha que puede haber otros factores involucra-
dos en este proceso.® Las teorias mas recientes abogan
por un desbalance hormonal de estrégenos/androge-
nos, o por la existencia de factores de crecimiento pros-
taticos con un papel permisivo del ambiente hormonal.*

El desarrollo de la HPB en el hombre es considerado
una parte normal del proceso de envejecimiento en los
hombres, y es hormonalmente dependiente de la produc-
cion de la testosterona y la dihidrotestosterona (DHT).

Se ha podido demostrar un aumento de la 5-o-re-
ductasa en la zona periuretral y en el estroma, dos areas
fundamentales en la génesis de la hiperplasia. También
existe la evidencia de un catabolismo reducido de la
DHT.®

Ademas, hay argumentos para considerar la partici-
pacion de los estrogenos en la génesis y mantenimiento
de este fendmeno. Dichos argumentos que favorecen
la accion de los estrogenos en el prostatismo son: 1)
Los receptores estrogénicos estan mas elevados en el
estroma que en el epitelio. 2) La demostracion experi-
mental del efecto sinérgico de estrégenos y andrégenos
en la produccion de hiperplasia en el petro. 3) El estimu-
lo con 17-estradiol incrementa el numero de receptores
androgénicos en el tejido hiperplasico.”

Existe una variedad de factores promotores del cre-
cimiento que se han aislado del tejido prostatico, és-
tos incluyen: factor de crecimiento epidérmico (EGF),
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), facto-
res de transformacion del crecimiento (TGF-a, TGF-p)
y factores de crecimiento de osteoblastos. Los factores
mas dependientes de la accion de los andrégenos son:
EGF y TGF-a. Lepor y colaboradores demostraron que
las concentraciones de estos factores son mayores en
tejido hiperplasico.®1

Actualmente, se desconocen las causas especificas
que determinan la aparicion del CaP, pero se han visto
asociados factores genéticos y ambientales.!>!
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El comienzo y la progresion de CaP estan influidos
por los androgenos. La dieta rica en grasas promueve €l
crecimiento de células cancerigenas en la prostata. Las
grasas son una fuente de radicales libres que favorecen
la aparicion del CaP.'""1°

En un estudio de la American Journal of Epidemiolo-
gy en el 2004, las asociaciones con el cancer avanzado
fueron mas homogéneas, sugiriendo una relacion con
las grasas saturadas pero no con los acidos linoleicos,
poliinsaturados, a-linolénicos, eicosapentaenoicos y
docosahexaenoicos.'®

Existen polimorfismos genéticos asociados al ries-
go de CaP, como en el gen de la 5 reductasa tipo 2 y
la 3 -hidroxiesteroide-deshidrogenasa tipo 2. El gen del
receptor de androgenos presenta dos polimorfismos,
que desempenarian un papel en la iniciacion y progre-
sion del CaP.2023

Existe un factor localizado en el brazo largo del cro-
mosoma 1 (1q24-25), que incrementa el riesgo de de-
sarrollar esta neoplasia a una edad mas temprana.'*'s
Entre los factores protectores estan el isoflavonoide ge-
nisteina (que inhibe la 5-reductasa), las hortalizas cru-
ciferas que contienen sulfurafano de isotiocianato, los
retinoides, como los licopenos y los inhibidores de la
biosintesis de colesterol. También podria disminuir el
riesgo el a-tocoferol, que es un antioxidante y protector
de las membranas celulares (vitamina E), el selenio, la
vitamina D que es una hormona esteroide que inhibe
la proliferacion de lineas celulares de CaP e induce su
diferenciacion.?*3?

" METODOS

Se utilizaron los tejidos correspondientes a pacientes con
diagnostico de HPB y CaP, que fueron intervenidos en la
Sala de Urologia del Hospital Central Militar, durante el
periodo comprendido entre septiembre de 2005 a abril
2009, posteriormente fueron solicitados a la jefatura
del Departamento de Patologia del mismo hospital. De
acuerdo con los criterios de inclusion, exclusion y elimi-
nacion, se revisaron los expedientes clinicos para obtener
los datos especificados en la hoja de recoleccion de datos.

Los criterios de inclusion fueron: los tejidos de pa-
cientes con diagnostico histopatologico de HBP y CaP,
obtenidos del almacén de Patologia, registrados entre
los anos 2005 a 2009.

Los criterios de eliminacion fueron: los tejidos que
durante el traslado o por este mismo, no se hayan con-
servado adecuadamente, y muestra insuficiente.

Se determino la expresion de la sintasa de 6xido nitri-
co neuronal (NNOS) por medio de inmunohistoquimica
en tejidos con HBP y CaP, se comparo su expresion en
ambos grupos.
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Figura 1. Localizacion de nNOS por inmunohistoquimica. A) y B)
Iméagenes representativas de la expresion de nNOS en cortes de
tejido de glandula y estroma con A) y C) diagndstico histopatoldgi-
co de hiperplasia benigna prostatica, B) y D) cancer de préstata. Se
observan las marcas inmunoreactivas en el area de tejido intraglan-
dular y estromal, respetando nucleos celulares caracteristicos de la
localizacion de la enzima (citosdlica) (flechas). Se muestra inmu-
notincién positiva para NNOS (color café o marrén). Las microfoto-
grafias son representativas y el campo representa 40x.

Inmunohistoquimica: Por microscopia de luz, las
muestras de tejidos de CaP y HPB fueron fijadas por in-
mersion en formalina (pH=7.4), y se embebieron en pa-
rafina. Para el analisis histologico, secciones de tejido (3
um) fueron tenidas con hematoxilina y eosina (H&E). Las
secciones de tejido fueron tehidas con acido periodico de
Shiff's (PAS) para mostrar los polisacaridos, mucopolisa-
caridos y glicoproteinas de la membrana celular.

Los cortes fueron incubados con el reactivo de
Schiff's durante cinco minutos, y contratefiidos con H&E
por 30 segundos. El perfil histologico de cinco campos
seleccionados aleatoriamente fueron registrados utili-
zando el software KS-300 (Carl Zeiss®, Jena, Alemania).
El porcentaje de area danada con alteraciones histo-
patologicas fue obtenido (magnificacion 400x). Para la
inmunohistoquimica, las secciones de tejido (3 um) se
desparafinaron y se calentaron para desenmascarar los
sitios antigénicos. La actividad endégena de la peroxi-
dasa fue bloqueada con 0.03% de H,O, en metanol ab-
soluto. Las secciones de tejido fueron incubadas toda la
noche a 4°C a una dilucion 1:100 de anti-CYP4F11, y a
una dilucion 1:50 para anti-CYP8A1 en solucion TRIS.
Se removio el anticuerpo primario y se realizaron dos
lavados repetitivos con TRIS, los cortes fueron incuba-
dos 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 detectaron con el complejo
avidina-biotina (Vectastain® ABC kit) y la diaminoben-
zidina como sustrato. Después de lavar repetidamente
con TRIS, los cortes fueron contratefiidos con H&E.
Todos los cortes fueron incubados bajo idénticas con-
diciones e igual concentracion de anticuerpo, en la
misma corrida, por lo tanto, la inmunotincion fue com-
parable. Todos los especimenes fueron examinados por
el microscopio de luz Axiovert 200M® (Carl Zeiss, Jena,
Alemania). Para el analisis morfométrico automatiza-
do, el porcentaje de células positivas (color marron) se
determinaron con un analizador de imagenes compu-
tarizado KS-300 3.0® (Carl Zeiss, Jena, Alemania). Este
equipo detecta automaticamente las células positivas
determinando su porcentaje por campo. Cinco campos
aleatorios fueron estudiados a una magnificacion de
100 (area total 1,584,000 u?). Los resultados fueron ex-
presados como porcentaje.

ANALISIS ESTADISTICO

La significancia estadistica de la expresion de nNOS
determinada como densidad relativa, entre los grupos de
HBP y CaP, se procesaron estadisticamente utilizando el
software “Prism 3.0” con la prueba de Fisher. Los valores
densitométricos fueron presentados como media aritmé-
tica + error estandar de unidades densitométricas, con-
siderandose significativas las diferencias cuando p<0.05.

E RESULTADOS

De un total de 84 pacientes, se obtuvieron 40 pacien-
tes con el diagnostico histopatologico de CaP y 44
pacientes con HBP. Dentro del grupo de pacientes con
diagnostico de CaP, la edad promedio fue de 65.3 afnos
y la concentraciéon de antigeno prostatico especifico
preoperatorio en este grupo fue de 11.9 ng/mL. El pun-
taje en la escala de Gleason fue de 2 en un caso (2%), 3
en un caso (2%), 4 en siete casos (18%), 5 en seis casos
(15%), 6 en seis casos (15%), 7 en 10 casos (25%), 8 en
seis casos (15%) y 9 en tres casos (8%). A los 40 pacien-
tes (100%) se les realiz6 prostatectomia radical, por te-
ner diagnostico de cancer clinicamente localizado.

En el grupo de pacientes con diagnostico estableci-
do de HBP, se obtuvo una edad promedio de 67.5 anos,
el promedio de concentracion de antigeno prostatico
especifico preoperatorio fue de 5.8 ng/mL. A los 44 pa-
cientes se les realizo reseccion transuretral de prostata
y prostatectomia radical en algunos casos. La inmu-
noreactividad de la nNOS en tejido glandular con HPB
expresada en unidades densitométricas relativas fue de
50 160 + 20 000, comparada con 28 990 + 9 923 en teji-
do con CaP (p<0.0001), y en estroma de tejido con HPB
la densidad relativa fue de 38 480 + 16 900 comparado
con tejido de CaP, que mostrd 10 530 + 2 126 (p<0.0001)

(Figura 1).
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E DISCUSION

En nuestro estudio observamos una mayor expresion de
nNOS en tejido de glandula y estroma en HPB 50 160
+ 20 000 y 38 480 + 16 900, respectivamente, en com-
paracion con tejidos de CaP, 10 530 + 2 126 y 38 480 =
16 900 (p<0.0001). Esto es consistente con los resulta-
dos obtenidos de estudios encontrados en la literatura
meédica, en los cuales la expresion nNOS se encontraba
disminuida.?6-*

Se ha descrito que el 6xido nitrico con su conse-
cuente produccion de radicales libres, se encuentra
asociado con la inhibicion de la apoptosis.>'*? La pro-
duccion del oxido nitrico es regulada por tres isoenzi-
mas: la INOS, mediada por transcripcion que contribuye
en mayor medida a la formacion de este radical, pudien-
do crear concentraciones patoldgicas, mientras que las
otras isoenzimas, eNOS y nNOS, producen concentra-
ciones fisiologicas en una cantidad menor.33-3

Esto concuerda con el resultado de nuestro estudio,
ya que si se encuentra la posibilidad de una mayor con-
centracion de radicales libres resultantes del estrés oxi-
dante del 6xido nitrico, la nNOS no deberia estar sobre
expresada ya que contribuye pobremente con la forma-
cion del mismo, e incluso puede estar disminuida por la
mayor actividad de iNOS.3¢

Finalmente, otro mecanismo que podria explicar la
disminucion de la expresion de nNOS es por la induc-
cion a través de citocinas en procesos tumorales, que
aumenta la produccion de 6xido nitrico, la cual activa
la enzima guanilato-ciclasa soluble, que resulta en un
aumento de GMPc. Dicho incremento puede conducir
al estimulo de la quinasa de las proteinas dependiente
de GMPc, la fosforilacion alterada de muchas proteinas
endogenas, la disminucion de la actividad de la enzima
fosfolipasa C y la disminucion del calcio citosoélico.

La disminucion de calcio citosolico ocasiona la inser-
cion de un bucle de 40-50 a.a., que inhibe a la NNOS.3+37

¥ CONCLUSIONES

El porcentaje de area marcada por campo de la enzima
nNOS, se encuentra disminuida en los tejidos de CaP en
comparacion con los de HBP. Nuestro estudio es consis-
tente con lo reportado en la literatura médica, el 6xido
nitrico esta relacionado con factores inductores en can-
cer, pero en su sintesis, la nNOS contribuye pobremente
en su formacion.
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