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CANCER DE PROSTATA

El céncer de prostata es, actualmente, la segunda neoplasia maligna mas
frecuente en la poblacion masculina, con una estimacion de 1,1 millon de nuevos casos
al afio en 2012, segdin datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) *. Existen
diferencias geograficas bien demarcadas respecto a su distribuciédn, siendo esta elevada
en Norte América, el Caribe, Brasil, algunos paises del oeste de Europa, Australia y
Nueva Zelanda, y muy baja en Asia, Africa y Oriente Medio.

Es la quinta causa mas frecuente de muerte en el mundo por malignidad en
hombres, con una estimacion de 307,000 muertes en 2012, segtin datos de la OMS 2. La
mortalidad es mas alta en poblaciones de raza negra (Africa subsahariana y América) y
en Escandinavia. La menor tasa de mortalidad se encuentra en Asia, Oriente Medio y
Norte de Africa.

La mayoria de los pacientes a los que se diagnostica cancer de prostata son
hombres mayores de 60 afios y s6lo un 1% son menores de 50 3. Datos recientes indican
que a partir de los 30 afios se inicia la transformacion maligna de las glandulas
prostaticas y que el 20-25% de pacientes menores de 50 afios pueden tener algin foco
de céncer en las glandulas de la préstata *.

Segln datos obtenidos de estudios en autopsias, la prevalencia diagnostica del
cancer de prostata puede variar entre el 15-20% en la poblacion asiatica y el 30-40% en
la poblacién occidental °. En contraste con la incidencia del diagnéstico clinico, no
existe una diferencia significativa en la distribucion geogréafica ni en las caracteristicas
étnicas, si bien la prevalencia sigue estando directamente relacionada con la edad.

El estilo de vida y la alimentacion estan intimamente ligados al desarrollo de
diferentes neoplasias, entre ellas el cancer de prostata. Existe evidencia cientifica del
dafio que producen los carcindgenos contenidos en determinadas dietas alimenticias, y
los agentes oxidantes que producen inflamacion crénica, creando un medio adecuado
que sienta las bases para la carcinogénesis . Estudios epidemioldgicos han asociado una
dieta con alto contenido en carnes rojas y grasas animales como factores de alto riesgo.
También las comidas cocinadas a altas temperaturas y a la brasa, dan resultado a la
formacion de aminas aromaéticas heterociclicas y carcindgenos hidrocarbonos
arométicos policiclicos "°. En cambio, alimentos como los 4cidos grasos omega-3, el
licopene del tomate, la soja, los acidos grasos de pescado, los cruciferos vegetales
(como la coliflor y el brécoli), ejercen un papel protector contra el cancer °.

El uso de hormonas esteroideas y agentes infecciosos ', también ha sido
asociados a una respuesta inflamatoria del epitelio prostatico. El dafio epitelial y la
inflamacion cronica desencadenan una serie de respuestas ante la agresion continua
inducida por el estrés oxidativo de las células, induciendo la expresion de glutation-S-
transferasa y ciclooxigenasa 2 . Posterior a esto, se produce el silenciamiento
epigenético de los multiples genes, incluido el GSTP1, el cual se ha detectado que
persiste a través de todas las fases de la progresion del cancer. Una lesién morfoldgica,
la atrofia proliferativa post-inflamatoria, comparte muchas alteraciones genéticas con la
neoplasia intraepitelial prostatica y el cancer de préstata, por lo que se ha asociado
como probable evento inicial en el desarrollo de la transformacién oncogénica **.
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Desde la implementacion del test de antigeno prostatico especifico (PSA) en
aquellos paises donde estan establecidos los programas de deteccion precoz, el
diagndstico de céancer de prostata clinicamente localizado y en estadios precoces ha
aumentado. El tacto rectal no tiene mucha especificidad. Un 25-50% de los canceres de
préstata detectados por un PSA sérico elevado, no son detectados mediante el tacto
rectal *°, esto se debe a que existen condiciones benignas como la hiperplasia prostética
y la inflamacion que pueden dar falsos negativos a la palpacion.

La toma de biopsias mediante ultrasonido transrectal es la técnica de eleccion en
el abordaje diagnostico, ante la sospecha clinica de cancer de préstata y, a pesar de sus
limitaciones, ha mejorado de forma significativa la incidencia del c&ncer de prostata
clinicamente diagnosticado. Desde entonces el nimero de toma de biopsias ha
aumentado de forma exponencial y los pat6logos nos hemos encontrado con la
necesidad de modificar los criterios diagndsticos, para caracterizar lesiones epiteliales
prostaticas pequefias y extremadamente prevalentes que, en muchas ocasiones,
corresponden a focos de microcarcinoma *.

Donald Gleason desarroll6 en la década de 1960 un sistema de gradacion
patoldgica para el adenocarcinoma prostatico. Este sistema es ampliamente aceptado y
es actualmente utilizado en todo el mundo. Los estudios realizados durante estos afios
sustentan la utilidad y reproducibilidad de las distintas categorias, que guardan una
relacién directa entre el grado de diferenciacion y el prondstico a largo plazo.

El sistema de gradacion de Gleason esta basado en el patrén arquitectural de las
glandulas neoplasicas individuales a bajo aumento. Este sistema asigna cinco patrones
mayores, en una escala del 1 al 5 (de tumor bien diferenciado a tumor pobremente
diferenciado), al patron glandular primario (dominante) y al secundario (segundo mas
prevalente). Estos dos grados se suman para obtener un valor que varia entre 2 (1+1) y
10 (5+5): “cuanto mayor es el valor, menor es el grado diferenciacion, lo que conlleva
un peor pronostico a largo plazo”.

Este sistema de gradacion morfoldgico fue desarrollado con la finalidad de
proporcionar informacion fundamental que permita estratificar grupos de pacientes y asi
poder determinar el manejo y tratamiento para cada uno de ellos.

Los tipos de tejido en los que habitualmente realizamos el diagndstico de cancer,
provienen de biopsias de cilindro con aguja. Este es el tipo de muestra mas utilizada,
gue se obtiene mediante ultrasonido transrectal con una aguja de 18G. Se suelen obtener
entre 10 y 12 cilindros mas algunos cilindros adicionales de nédulos sospechosos *°. El
diagnostico incidental de carcinoma de prostata en material procedente de cirugias de
reseccion transuretral, puede variar entre el 5-8% segin las series "% o en piezas de
enucleacion, en el 4,5% aproximadamente, ambas procedentes de pacientes con
hiperplasia prostética benigna **°.

La prostatectomia radical es el tratamiento de primera eleccion con intencion
curativa para carcinoma de prostata clinicamente localizado. Si bien existen otras
opciones terapéuticas que son determinadas por el grado histologico y criterios clinicos,
como pueden ser la terapia de ablacidn androgénica y la braquiterapia.
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Caracteristicas Anatomopatoldgicas

La mayoria de los canceres de prdstata son multifocales, con un promedio de 2-3
nodulos separados en la glandula. Un 75-80% estan localizados en la zona posterior o
posterolateral periférica °, aunque también pueden localizarse en la zona anterior
periférica 0 en la zona transicional. La localizacion central es excepcional y, con
frecuencia, suele ser por extension de un tumor periférico.

Los criterios morfol6gicos para el diagnostico del cancer de préstata se basan en
una serie de caracteristicas arquitecturales, nucleares y citoplasmaticas. Una
caracteristica imprescindible en el diagnostico de cancer es la ausencia de celulas
basales, la cual podemos corroborar mediante técnicas inmunohistoquimicas como
citoqueratinas de alto peso molecular 34betal2 o p63, que habitualmente tifien células
basales, con un resultado negativo en glandulas malignas debido a su ausencia. Otra
tincion inmunohistoquimica es la Alfa-methylacyl-CoA-racemasa (AMACR), positiva en
gran parte de casos de cancer de prostata con una expresion granular citoplasmatica en
las células neoplasicas.

Las células neoplasicas del cancer de préstata suelen tener ndcleos grandes con
nucléolos prominentes. Si bien, variantes especificas como el adenocarcinoma de bajo
grado (Gleason 4 y 5), el adenocarcinoma de células espumosas y el adenocarcinoma de
celulas transicionales, pueden tener un nucléolo muy pequefio o incluso no tenerlo. El
citoplasma suele ser mas amfofilico comparado con el citoplasma claro y péalido de las
glandulas normales que le rodean .

Las figuras de mitosis son mas frecuente encontrarlas en piezas de
prostatectomia de tumores de alto grado 2?2 Los cuerpos apoptéticos son, con mayor
frecuencia, observados en focos de carcinoma y neoplasia intraepitelial prostatica hasta
en el 13% de los casos y excepcionalmente en el tejido normal.

Factores predictivos y pronosticos

El factor pronéstico y predictivo en cancer de prostata mas importante es el
grado de Gleason. En la biopsia, este grado sirve para predecir los hallazgos
histoldgicos en la pieza de prostatectomia, el estadio postoperatorio, estimar el riesgo de
progresion de la enfermedad y la mortalidad especifica asociada al cancer 2.

Después del grado de Gleason, el estadio patolégico es el segundo factor
predictivo mas importante 2°, sequido de la extension extraprostética %', la invasion de
las vesiculas seminales y el estado de los méargenes quirdrgicos 4%, La invasion linfo-
vasculares es variable, pudiéndose ver entre el 5-53% de la piezas de prostatectomia
radical *. El tamafio tumoral es de importancia pronostica pero no se ha establecido
como un factor predictor independiente >, asi como tampoco la invasion nerviosa *.

Las alteraciones genéticas en el cancer de prostata

Recientemente se ha podido estudiar el primer genoma completo de
secuenciacion que muestra reordenamientos complejos **3*.
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Como todos los canceres, el cancer de prostata también se desarrolla por un
desequilibrio en la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores
tumorales.

Existen multiples genes y vias implicadas en la génesis del cancer de prdstata.
Lesiones en la via de PI3K ocurren en el 25-70% de los canceres de prostata y
detectandose también en los nédulos metastasicos *°. Deleciones genémicas y
mutaciones puntuales inactivantes en el gen supresor tumoral PTEN (10g23) estan
?L%gentes en ,el 50% de los €asos y son adn rn_és pr,evalentes en la enfermedad avanzgda

. También se ha determinado la amplificacion del gen Myc, promotor del ciclo
celular, también presente en el cancer de prostata **°. Y estudios recientes han
demostrado la presencia de deleciones y mutaciones puntuales en el locus del gen
supresor tumoral p53 en el 70% de los canceres de préstata >">°,

La secuencia de proteinas quinasas activadas por mitdgenos, 0 MAPK, ha sido
desde hace algunos afios implicada en la génesis de multiples lineas celulares del cancer
y mas recientemente también en cancer de prostata.

Esta familia de proteinas constituye una familia altamente conservada de
moédulos de quinasas que participan en la transmision de sefiales extracelulares a
efectores dentro de la célula, que controlan procesos vitales como la proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y apoptosis. Las MAPK son activadas en respuesta a
diversos estimulos que inducen la fosforilacion de sus residuos de treonina y tirosina,
cuya accion esta mediada por quinasas MAP especificas (MKP) *°

Se han descrito tres grupos mayores de MAPK basados en la similitud de sus
secuencias, activacion por diferentes agonistas y especificidad del sustrato. Estas son la
quinasas reguladoras de sefiales extracelulares (ERK1/2) relacionada fundamentalmente
a la proliferacién celular, la quinasa con extremo amino-terminal c-Jun (JNK) y p38
MAPK, estas dos tltimas con funciones pro-apoptéticas **

Esta via tiene un mecanismo auto-regulatorio en el que la activacién inducida
por estrés de p38 y JNK induce apoptosis, esto a su vez induce un aumento de la
actividad de la via de ERK1/2. Niveles elevados de ERK1/2 fosforilado estimulan la
expresion de MKP-1, que a su vez aumenta la desfosforilacion de p38 y JINK,
reduciendo de esta manera la apoptosis. Es por esto que la participacion de ERK, INK y
p38, ya sea como promotores 0 supresores, es a veces controvertida. Esto parece
depender de forma directa del tipo de célula estimulada, asi como del tipo especifico de
estimulo y del tiempo de duracion del estimulo.

Las funciones de MKP son complejas y tienen la capacidad de modular
diferencialmente mdltiples vias de la cascada de MAPK, a parte de las antes
mencionadas, que dan lugar a respuestas biologicas completamente distintas, incluso en
una misma célula. Estas proteinas estas distribuidas ampliamente por todos los tejidos
en humanos, y participan en los procesos fisiologicos de la célula, como la homeostasis,
embriogénesis y en la respuesta inmunoldgica. Debido a esto, las MAPK han sido
implicadas en la carcinogénesis de un amplio grupo de neoplasias malignas, incluido el
cancer de prostata.
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De la familia de las MKP, MKP-1 puede estar sobre-expresada en estadios
iniciales de la tumorogénesis y la disminucién de la expresion se asocia a tumores de
alto grado, enfermedad avanzada y metéstasis. La expresion de MKP-3 parece tener el
mismo patron de expresion, y puede estar disminuida o ausente en estadios avanzados
de la enfermedad al igual que MKP-1. Ambas parecen ser buenos indicadores de
progresion del cancer y se han asociado a resistencia-androgénica. La sobre-expresion
de las formas fosforiladas de ERK, p38 y JNK ha sido descrita en la neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) y estadios iniciales del cancer de préstata, con una
disminucion progresiva de la expresion hasta estar ausente en estadios avanzados y
metastasis.

En el presente estudio analizaremos la expresion de estas fosfatasas MKP-1 y
MKP-3 y de sus substratos MAPK, debido a su implicacion en los procesos fisioldgicos
de la célula y su participacion en la carcinogénesis, MKP-1 y MKP-3 pueden ser
factores prondsticos en cancer de prostata que segun el patron de expresion, nos
permitan categorizar grupos con mayor riesgo de recidiva y progresion de la
enfermedad. Ademéas de ser posibles predictores de la respuesta a la quimioterapia,
podrian constituir una atractiva diana terapéutica.

Los resultados procedentes de los estudios publicados en los ultimos afios y el
presente, quizéas contribuyan a desarrollar terapias efectivas que tengan como diana
MAPK especificas que intervengan de forma directa sobre el desarrollo del tumor.

MATERIAL Y METODOS
Descripcion de la serie

La serie comprende pacientes varones con adenocarcinoma de prostata, que
fueron tratados mediante prostatectomia radical retropubica y linfadenectomia bilateral,
entre los afios 1995 y 1997 en el Hospital General Universitario Gregorio Marafion
(Madrid, Espafia), con un total de casos de 95 pacientes. Fueron excluidos 7 casos a los
gue no se tuvo acceso a la historia clinica. Los pacientes habian sido seguidos durante
un periodo minimo de 13 afios, con determinaciones bioguimicas periodicas de PSA
cada seis meses hasta el punto de corte del seguimiento que se hizo en diciembre de
2010.

Se recogieron datos procedentes de las historias clinicas:

- fecha de nacimiento

- edad al momento del diagndstico

- fecha de la cirugia de prostatectomia

- estadio TNM al momento del diagnostico

- PSA preoperatorio

- tratamiento con blogueo hormonal o radioterapia previo a la cirugia
- presencia de metastasis al momento del diagnostico

- valores PSA de seguimiento postquirurgico

- tiempo de recidiva bioquimica postquirurgico

- blogueo hormonal o radioterapia postquirargico

11



Resmwmen

- desarrollo de enfermedad a distancia
- desarrollo de otras neoplasias
- muerte por enfermedad u otra causa

Las variables independientes analizadas fueron la edad y el PSA prequirargico. El
tiempo hasta la recidiva bioquimica, medido en meses desde el momento del
diagnostico. La recidiva bioquimica se defini6 como un valor de PSA superior a 0,2
ng/ml en una determinacién en sangre posterior a la cirugia.

Solo 3 pacientes recibieron bloqueo hormonal (BH) y 2 pacientes radioterapia (RT)
previo a la prostatectomia radical (PR).

De nuestra serie, 20 pacientes evolucionaron al estado de independencia
androgeénica, tras haber sido tratados con ablacion androgénica por recidiva bioquimica
de la enfermedad, 11 pacientes desarrollaron metastasis posterior a la cirugia,
tratamiento hormonal o radioterapia.

Variables morfoldgicas

Todo el material analizado procede de blogues de parafina del archivo del servicio
de Anatomia Patoldgica del Hospital General Universitario Gregorio Marafién (Madrid,
Espafia).

Las prostatas fueron previamente pesadas y medidas, fijadas en formol al 10% y
pintadas con tinta china, para determinar el estado de los margenes de reseccion, un
factor prondstico importante y directamente relacionado con la probabilidad de recidiva
tumoral en el lecho quirdrgico. Las prostatas fueron incluidas en su totalidad en
parafina.

En el estudio histologico del tumor en su totalidad, se determind:

- Grado de diferenciacion, segun los criterios descritos por Donald Gleason.

- Patron 1y 2, que corresponden a tumores bien diferenciados, practicamente
semejantes a glandulas normales de la prostata, que con frecuencia son
nodulares y bien definidos.

- Patron 3, que corresponde a un tumor de bordes mas imprecisos compuestos
por glandulas tumorales cuyo tamafio puede ser variable, desde pequefio a
medio, pero usualmente separadas entre si.

- El patron 4 y 5 son patrones que implican un peor grado de diferenciacion y
consecuentemente un peor prondstico. En el patron 4 el tumor suele ser de
bordes imprecisos y las glandulas suelen ser complejas, mal formadas,
fusionadas o con patrén cribiforme. En cambio, en el patron 5 el
crecimiento suele ser aun mas difuso, sélido, dispuesto en sabanas o
cordones, y podemos encontrar células en anillo de sello.

Establecimos diferentes categorias de la siguiente manera:
- Grupo 1: aquellos con patron homogeneo 3 corresponde a un escore de

Gleason 6 (3+3).
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- Grupo 2: los que mostraban un patron combinado con predominio de patron
3y patron 4 secundario(3+4), con o sin tercer patron 5

- Grupo 3: los que mostraban un patrén combinado con predominio de patrén
4 y patron 3 secundario(4+3), con o sin tercer patron 5

- Grupo 4: tumores pobremente diferenciados con un Gleason igual o mayor
a 8 (4+4), 4+5), (5+4), (5+5).

Otras variables morfoldgicas estudiadas con una influencia pronostica en el periodo
libre de enfermedad son:

- laextension extraprostatica (EEP) del tumor

- el estado de los margenes quirargicos (MQ)

- lainvasion de las vesiculas seminales (VS)

- la presencia de invasion vascular y/o linfética

- se considerd invasion perineural cuando los fasciculos nerviosos estaban
rodeados completamente por glandulas tumorales.

- la presencia de neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (PIN)

- localizacion del tumor, bilateral, derecho o izquierdo

- presencia de carcinoma intraductal

- infiltrado inflamatorio acompafante

Algunos de los casos en la evolucion de la enfermedad desarrollaron metéstasis a
distancia, exclusivamente 6seas, a costillas, vertebras dorsales y lumbares, craneo, rama
isquiatica, sacroiliaca y fémur.

A todos los pacientes se les realiz6 linfadenectomia bilateral reglada. Solo dos
pacientes presentaron metastasis ganglionares en un ganglio linfatico.

Seguimiento

Los pacientes fueron seguidos en el Servicio de Urologia del Hospital General
Universitario Gregorio Marafidn mediante determinaciones del PSA, con una media de
173.5 meses (rango 7-205) hasta la finalizacion del estudio en 2010.

Seleccion de tejido para realizacién de las matrices tisulares (tissue microarrays)

Posterior a esta evaluacion se procedid a seleccionar 2-3 zonas al microscopio
Optico de muestras de tejido parafinado para realizar micro-diseccion de tejido, con un
total de 555 zonas tumorales, en las que también estaban representadas: tejido prostatico
normal, hiperplasia glandular y PIN.

Técnicas de Inmunohistoquimicas

De los bloques de parafina se realizaron cortes a 3 micras, utilizando un micrétomo,
uno para hematoxilina-eosina para confirmar la presencia de células tumorales y cinco
cortes adicionales montados sobre cristales portaobjetos, para su posterior proceso de
desparafinizacion, hidratacion con xilol y alcoholes en gradacion decreciente (100°, 96°,
70° y agua bidestilada. Los cortes colocados en portaobjetos especiales para
inmunotinciones tuvieron un proceso previo consistente en una recuperacion antigénica
a alta temperatura, en presencia de un tampon de EDTA a pH 9 de Dako. Tras esta
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recuperacion antigénica, los portaobjetos fueron incubados con el anticuerpo primario
correspondiente y a continuacion, con los polimeros conjugados con anti-Ig de caballo y
rabano apropiados (Flex+, Dako). La visualizacién de las secciones tefiidas se realizo
con el cromdgeno ,3 -diaminobencidina. Todas estas tinciones se ejecutaron utilizando
el autotefiidor Dako Autostainer.

Los anticuerpos utilizados fueron MKP-1 sc-1102 (Santa Cruz Biotechnology);
MKP-3 sc-377070 (Santa Cruz Biotechnology); JNK pAb, Rabbit, (pTPpY)
(Promega); PHO-P44/42MAPK (THR202/TYR204) D13.14.4E 1674370S (lzasa) y
PHOSPHO-P38 MAPK (THR180/TYR182)(D3F9) 1674511S (lzasa).

Valoracion de los marcadores inmunohistoquimicos

Las tinciones inmunohistoquimicas fueron revisadas por dos patdlogos con
desconocimiento de los datos clinicos, asi como del grado tumoral y de la asociacion
entre los distintos cortes de tejido.

La expresion de la quinasa MKP-1 y las formas fosforiladas de MAPK, p38 y
JNK fueron valoradas en el nacleo, pERK fue valorada en nucleo y citoplasma, y
MKP-3 en el citoplasma de las células tumorales. Al disponer de tejido normal,
glandulas hiperplasicas y tejido con PIN, contdbamos con controles internos.

Para dar un valor cuantitativo a la expresion de estos marcadores, se calculo
mediante una escala de expresion semi-cuantitativa o Histo-score (H-score), en el que se
considera el porcentaje de células con expresion y la intensidad de la expresion. La
intensidad se evalla en cuatro categorias, que van de 0 a 3, siendo 0 un valor negativo y
3 una tincion intensa. El Histo-score se calcula aplicando un factor de correccién al
porcentaje en cada una de las intensidades de expresién, de acuerdo con la siguiente
férmula, con un resultado que oscila entre 0-300:

H-score = (expresion baja %) x1 + (expresion intermedia %) x2 + (expresion fuerte %) x3
RESULTADOS
Variables clinicas:

- Lamedia de edad en el momento de la cirugia fue 64 afios (rango 45-74).

- El nivel medio de PSA prequirurgico fue de 13,3 ng/dl (rango 5,2-430).

- Al momento del diagnostico la gran de los pacientes se encontraba en un
estadio clinico pT2c (20 casos, 25,6 %).

- 47 casos (53,4%) tuvieron recaida bioquimica de la enfermedad, con niveles
de PSA postoperatorio por encima de 0,2 ng/ml, en una mediana de tiempo
de 84,18 meses (rango de 1-205 meses).

- Ninguln paciente tenia metéstasis al momento del diagndstico.
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Variables morfoldgicas:

- El patrén de Gleason més prevalente era el Gleason 6: 36 casos. El resto estaban
distribuidos de la siguiente manera, Gleason 7 (3+4): 19 casos, Gleason 7 (4+3)
con 18 casos y Gleason 8 0 mayor con 22 casos.

- Delos 95 casos, 75 (78,9%) de los tumores tenian una localizacion
bilateral, del resto 12 (12,6%) se localizaban en el I6bulo derechoy 8
(8,4%) se localizaban en el I6bulo izquierdo.

- Laextension extraprostatica (EEP) se observé en 35 casos (36,8%), la
mayor parte de ellos, 33 casos la afectacion era focal.

- 31 casos tenian invasion de las vesiculas seminales (32,6%).

- Las invasiones linfaticas eran mas frecuentes que las vasculares,
observandose invasiones linfaticas en 62 casos (65,3%) casos y en 30 casos
(31,6%) invasiones vasculares.

- Lainvasién capsular se identificd en 91casos (95,8%)

- Lainvasion perineural era la norma, estaba presente en 86 casos (90,5%).

- Laneoplasia intraepitelial prostatica (PIN) determiné en el 84,2% de los
Casos.

- El carcinoma intraductal se identificé en 15 casos, en un volumen inferior al
5% y todos estaban asociados a tumores de alto grado.

- Los margenes de reseccion estaban con frecuencia afectos, observandose
glandulas en contacto con el margen tintado en 43 casos (45,3%).

- Ensolo 2 pacientes se identificd metastasis ganglionar de adenocarcinoma
en la pieza de linfadenectomia. En cada paciente solo habia afectacion de
un ganglio (2,1%).

De los 95 pacientes incluidos en el estudio fallecieron 4 pacientes a causa de la
enfermedad.

Interpretacion de los marcadores inmunohistoquimicos:

Se encontraron relaciones estadisticamente significativas con los siguientes
enunciados:

-La expresion de la forma fosforilada de ERK (pERK) y la fosfatasa MKP-3
guarda relacién con las diferentes categorias de Gleason.

-La baja expresion de las formas fosforiladas de p38 y ERK guarda relacion con
un periodo libre de enfermedad mas corto.

-La baja expresion de MKP-3 guarda relacion con un periodo de recidiva
bioquimica mas corto y un periodo libre de enfermedad més corto.

-Se ha determinado una relacién entre la expresion o ausencia de expresion
entre los marcadores ERK con JNK 'y p38 con el periodo de recidiva bioquimica.
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-La baja expresion de MKP-3 se asocia de forma significativa a cancer de
prostata con evolucién a un fenotipo andrégeno independiente.

-MKP-3 esta sobre-expresado en la neoplasia intraepitelial prostéatica.

MKP-1 era otra de las fosfatasas objetivo de nuestro estudio, sin embargo los
resultados obtenidos, nos han sido los esperados. El hallazgo de la expresion
citoplasmica de MKP-1 en ausencia de expresion nuclear, en nuestras muestras de
carcinoma de prostata no esta descrito en la literatura. Solo uno de los casos mostro
dudosa tincion nuclear. Debido a esto no pudimos dar valor a esta tincién ya que
MKP-1 es una quinasa nuclear especifica.

CONCLUSIONES

1.-MKP-3 es un marcador prondstico independiente del periodo libre de
enfermedad en cancer de prostata.

2.-MKP-3 esta sobre-expresada en estadios iniciales de la enfermedad,
confiriendo un estado de aparente proteccion en lesiones pre-invasivas como el PIN de
alto grado, con una posterior disminucién o pérdida de la expresion en lesiones
infiltrantes, que se asocia a un periodo de recidiva bioquimica méas corto, peor
pronostico y progresion a un estado de independencia androgénica.

3.-La disminucion o pérdida de expresion de la forma fosforilada de p38 se
asocia a un periodo libre de enfermedad mas corto.

4.-Los carcinomas de proéstata con independencia androgénica se asocian a baja
expresion de MKP-3 y baja expresion de ERK, lo que sugiere que la estimulacién de los
receptores de andrégenos puede estar regulada por otra via diferente a MAPK.

5.-MKP-3 es una potencial diana terapéutica a estudiar en vistas de buscar
nuevas terapias para aquellos pacientes con carcinomas de prostata en estadios
avanzados o aquellos que han evolucionado a estado de independencia androgenica,
para los que las opciones de tratamiento son escasas.

6.- La expresion citoplasmica sin expresion nuclear de MKP-1 supone un
hallazgo no esperado, por lo que la interpretacion de los resultados deben ser analizados
y valorados con cautela, ya que en la literatura actual no hemos encontrado resultados
similares.
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PROSTATE CANCER

Prostate cancer is the second most common malignancy among world male
population, with an estimation of 1,1 million new cases in 2012, according to World
Health Organization (WHO) '. There are major differences between geographical
regions, being highly recurrent in North America, The Caribbean, Brazil, some Western
European countries, Australia and New Zealand, and very low recurrent in Asia, Africa
and Middle East.

It is the fifth most frequent cause of death in the world by malignancy in men,
with an estimation of 307,000 deaths in 2012, according to latest WHO publication .
Mortality is higher in black populations in sub-Saharan Africa, the Caribbean, black
Americans and Scandinavia. The lowest mortality rate is found in Asia, Middle East and
North Africa.

The majority of patients diagnosed with prostate cancer are men over 60 years
old and only 1% are under 50 3. Recent data indicates that from the third decade of life
starts the malignant transformation of the prostate glands and 20-25% of patients under
50 years may harbour a foci of cancer in their glands *.

According to data obtained from autopsy studies, diagnostic prevalence of
prostate cancer can vary between 15-20% in the Asian population and between 30-40%
in western population °. In contrast to the incidence of clinical diagnosis, there is no
significant difference in geographic distribution or ethnic characteristics, although
prevalence remains directly related to age.

Lifestyle and diet are intimately linked to the development of neoplasia, one of
which is prostate cancer. There is scientific evidence of the damage of carcinogens,
contained in diets, and oxidizing agents, that produce chronic inflammation, creating a
suitable medium for development of cancer °. Epidemiological studies have associated a
diet with a high content of red meat and animal fats, as high risk factors. As well as
meals cooked at high temperatures and charbroiling of red meat, which result in the
formation of aromatic heterocyclic aromatic amines and polycyclic aromatic
hydrocarbon carcinogens "°. On the other hand, foods such as omega-3 fatty acids,
tomato lycopene, soy, vegetables cruciferous (such as cauliflower and broccoli), play a
protective role against cancer *°.

The use of steroid hormones and infectious agents ***2 has also been associated
with an inflammatory response of prostatic epithelium. Epithelial damage and chronic
inflammation trigger a series of responses to continuous aggression induced by
oxidative stress in cells, inducing the expression of glutathione-S-tranferases and
cyclooxygenase-2 . Subsequent to this occurs the epigenetic silencing of the multiple
genes, including GSTP1, which has been detected, persists throughout all stages of
cancer progression. A morphological lesion, the post-inflammatory proliferative
atrophy, shares many genetic alterations with prostatic intraepithelial neoplasia and
prostate cancer, therefore it has been associated as a probable initial event in the
development of oncogenic transformation .

Since the implementation of the prostate-specific antigen (PSA) test in those
countries where early detection programs are established, the diagnosis of clinically
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localized prostate cancer in early stages has increased. Abnormal rectal examination
does not have much specificity. Between 25-50% of prostate cancers detected by serum
PSA, are not detected by rectal examination ', since there are benign conditions such as
prostatic hyperplasia and inflammation that can show false negative at palpation.

Biopsy using transrectal ultrasound is the technique of choice in the diagnostic
approach to the clinical suspicion of prostate cancer and despite its limitations; it has
significantly improved the incidence of clinically diagnosed prostate cancer. Since then,
the number of biopsies has increased exponentially and pathologists have found the
need to modify the diagnostic criteria to characterize small and extremely prevalent
Erostate epithelial lesions, which in many cases correspond to focus of microcarcinoma

Donald Gleason developed in the 1960s a pathological gradation system for
prostatic adenocarcinoma. This system is widely accepted and it is currently used
worldwide. Studies carried out during these years support the usefulness and
reproducibility of the different categories, which have a direct relationship between the
degree of differentiation and the long-term prognosis.

The Gleason gradation system is based on the architectural pattern of the
individual neoplastic glands at low magnification. This system assigns five major
patterns, on a scale from 1 to 5 (from well differentiated tumour to poorly differentiated
tumour), to the primary glandular pattern (dominant) and the secondary (second most
prevalent). These two grades are added up to obtain a value that varies between 2 (1 +
1) and 10 (5 + 5): "The higher the value, the lower the degree of differentiation, which
leads to a worse prognosis".

This system of morphological gradation was developed with the objective of
providing fundamental information to allow to stratify groups of patients and thus to be
able to determine the handling and treatment for each one of them.

The types of tissue in which we usually diagnosis cancer are needle cores
biopsies. This is the type of sample most commonly used, which is obtained by
transrectal ultrasound with an 18G needle. 10-12 cylinders, plus a few extra core of
suspect nodules, are usually obtained *°. The incidental diagnosis of prostate carcinoma
in material from transurethral resection surgeries may vary between 5-8%*"*® according
to the series or in specimens of enucleation, approximately 4,5%, both from patients
with benign prostatic hyperplasia *°.

Radical prostatectomy is the definitive treatment with curative intention for
clinically localized prostate carcinoma. Although there are other therapeutic options that
are determined by the histological grade and clinical criteria, such as androgenic
deprivation therapy and radiotherapy.

Anatomopathological features
Most prostate cancers are multifocal, with an average of 2-3 separate nodules in
the gland. Between 75-80% are located in the posterior or posterolateral peripheral area

20 But it can localize in the anterior peripheral zone or transitional zone. The central
location is exceptional and is due to an extension of a peripheral tumour.
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Morphological criteria for the diagnosis of prostate cancer are based on a
constellation of architectural, nuclear and cytoplasmic features. An essential feature in
the diagnosis of cancer is the absence of basal cells, which can be corroborated by
immunohistochemical techniques such as 34betal2 or p63, high molecular weight
cytokeratins, which usually stain basal cells, with a negative result in malignant glands
due to their absence. Another immunohistochemical staining is alpha-methyl acyl-CoA-
racemase (AMACR), which is highly positive in prostate cancer with granular
cytoplasmic expression in neoplastic cells.

Malignant prostate cancer cells usually have large nuclei with prominent
nucleoli and amphophilic cytoplasm compared to the clear and pale cytoplasm of the
normal glands 2*. Mitotic figures are more frequently found in pieces of prostatectomy
of high-grade tumours #%* and apoptotic bodies in foci of carcinoma and prostatic
intraepithelial neoplasia in up to 13% of cases and, exceptionally, in normal tissue.

Predictive and prognostic factors

The most important prognostic and predictive factor is the Gleason grade. At
biopsy Gleason grade is used to predict the histological findings in prostatectomy
specimen, the postoperative stage, to estimate the risk of progression of the disease and
the specific mortality associated with cancer 2.

After Gleason grade, the pathological stage is second more important predictive
factor 2°, followed by the extraprostatic extension ', the invasion of the seminal vesicles
and the state of the surgical margins %?°. Lymphovascular invasions can be found in
5-53% of radical prostatectomy specimens *. Tumour size is of prognostic significance
but has not been established as an independent predictor factor **, nor is it invasion of
the nerve *.

Genetic alterations in prostate cancer

Recently it has been possible to study the first whole-genome sequencing studies
revealed complex rearrangements 3. As all cancers, prostate cancer also develops
because of an imbalance in oncogene activation and tumour suppressor inactivation.

There are multiple genes and pathways involved in the genesis of prostate
cancer. Lesions in the PI3K pathway occur in 25-70% of prostate cancers and are also
detected in metastatic *°. Genomic deletions and inactivating point mutations in the
tumour suppressor gene PTEN (10g23) are present in 50% of cases and are even more
prevalent in advanced disease **° Amplification of the Myc gene, a cell cycle
promoter, also present in prostate cancer, has also been implicated * . Recent studies
have demonstrated the presence of deletions and point mutations at the tumour
suppressor gene locus p53 in 70% of prostate cancers > °.

For several years, the sequence of mitogen-activated protein kinases, or MAPK,
has been involved in the genesis of multiple cancer cell lines and more recently, prostate
cancer.

Mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) constitute a highly conserved
family module of kinasas that provide a link between transmembrane signalling to
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intracellular effectors to control cellular activities including cell proliferation,
differentiation surveillance and apoptosis. MAPK are activated in response to different
stimulus that induces the phosphorylation of treonina/tirosina residues, and this is
mediated through MAP kinasas (MKP).

There are three main groups that integrate the MAPK family, based on sequence
similitude, different agonist and substrate specificity. These kinasas are the extracellular
signal-regulated protein kinases (ERK1/2, p44/p42), mainly related to proliferation,
stress-activated protein kinase c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) and p38 MAPK, these
two formers related to apoptosis.

This pathway has an autoregulatory system. When p38 MAPK and JNK
activated, they induce apoptosis, these in turns elevate ERK1/2 activity with increment
in cell proliferation. High levels of phosphorylated ERK1/2 stimulate MKP-1, which in
turn promotes desphosphorilation of p38 and JNK, decreasing apoptosis. By this way
ERK, p38 and JNK has a controversial participation sometimes like promoters or
suppressors, these seems to depend directly of the cell type and the specific stimulus.

MAPK function is complex and has the ability of differentially modulate
multiples pathway of the MAPK cascade, a part of the previously mentioned that leads
to complete different biological responses in the same cell.

These proteins are thoroughly distributing in all humans tissues and participate
in biological cell process as homeostasis, embryogenesis, and immunological response.
Due to this, MAPK has been implicated in carcinogenesis in a wide range of
malignancies, including prostate cancer.

Of the MAPK family, MKP-1 could be overexpress in initials states of
tumorogénesis, and the lowering in the expression is related to high grade tumours,
advanced disease an metastases. The MKP-3 expression seems to have the same
expression pattern, and could be lowered o loss in very advanced stage of disease in the
same way that does MKP-1. Both seems to be good progression indicators markers of
cancer and has been associated to androgen therapy ablation resistance. ERK, p38 and
JNK overexpression has been describe in the intraepithelial prostate neoplasia and
initial stages of prostate cancer, with a downregulation and loss of expression in
advanced cancer y metastases.

In this study we will analyse the expression of these MKP-1 and MKP-3
phosphatases and their MAPK substrates, due to their involvement in the physiological
processes of the cell and its participation in carcinogenesis, MKP-1 and MKP-3 can be
prognostic factors in prostate cancer that according to the pattern of expression, which
allow us to categorize groups with higher risk of relapse and disease progression. In
addition to being possible predictors of the response to chemotherapy, they could be an
attractive therapeutic target.

Results from last year’s publications and the present study, may contribute to the

development of effective therapies that have specific MAPK involve in tumour
development as target.
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MATERIAL AND METHODS

The series comprises male patients with prostate carcinoma, who were treated by
radical retropubic prostatectomy and bilateral lymphadenectomy between 1995 and
1997 at Hospital Universitario Gregorio Marafion (Madrid, Spain), with a total of 95
patients. Those cases to which the medical history was not available were excluded,
with a total of 7 cases excluded. Patients had been followed for a period of 13 years,
with periodic biochemical PSA determinations every six months until the cutoff point of
follow-up that was made in December 2010.

The following data was collected from the medical records:

- date of birth

- age at the time of diagnosis

- date of prostatectomy surgery

- TNM stage at the time of diagnosis

- preoperative PSA

- treatment with androgen ablation or radiotherapy prior to surgery
- presence of metastases at the time of diagnosis
- postoperative PSA values

- postsurgical biochemical recurrence

- postsurgical androgen ablation or radiotherapy
- development of distance disease

- development of other neoplasias

- death cancer associated or to other cause

The independent variables analysed were age and preoperative PSA. Time to
biochemical recurrence, was measured in months from the time of diagnosis.
Biochemical recurrence was defined as a PSA value greater than 0,2 ng/ml in a
post-surgery control.

Only 3 patients received androgen ablation therapy and 2 received radiotherapy
prior to radical prostatectomy.

From our series, 20 patients evolved to androgenic independent state, after being
treated with androgenic ablation for biochemical recurrence of the disease. 11 patients
developed metastasis after surgery and hormonal treatment or radiotherapy.

Morphological variables

All the material analysed comes from paraffin blocks from the archive of the
Pathology Department at the Hospital General Universitario Gregorio Marafion
(Madrid, Spain).

The prostates were previously weighed and measured, fixed in 10%
formaldehyde and painted with Chinese ink, to determine the state of the resection
margins, an important prognostic factor directly related to the probability of tumour
recurrence. The prostates were all included in paraffin.
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In the histological study of the tumour as a whole, it was determined:

- Degree of differentiation, according to the criteria described by Donald
Gleason.

- Pattern 1 and 2 correspond to well differentiated tumours, almost similar to
normal prostate glands, which are often nodular and well defined.

- A pattern 3 corresponds to a tumour with more imprecise borders composed of
tumour glands whose size can be variable, from small to medium, even large,
but usually separated from each other.

- Patterns 4 and 5 are patterns that imply a worse degree of differentiation and
consequently a worse prognosis. In pattern 4 the tumour usually has imprecise
borders and glands are often fused, poorly formed or cribriform. Pattern 5 is
usually even more diffuse, arranged solid nest, sheets, cords, linear arrays or
singe cells.

We established different categories as follows:

- Group 1: those with homogeneous pattern 3 correspond to a score of
Gleason 6 (3 + 3).

- Group 2: those showing a pattern combined with predominance of pattern 3
and a secondary pattern 4(3 + 4), with or without third pattern 5

- Group 3: those that showed a pattern combined with predominance of
pattern 4 and a secondary pattern 3(4 + 3), with or without third pattern 5

- Group 4: poorly differentiated tumours with a Gleason equal to or greater
than8 (4 +4), (4 +5),(5+4),(5+5)

Other morphological variables studied with a prognostic influence in the disease-
free period are:

- the extraprostatic extension (EEP) of the tumour

- the state of the surgical margins (MQ)

- Invasion of the seminal vesicles (VS)

- the presence of vascular and / or lymphatic invasion

- perineural invasion was considered when the nerve fascicles were
completely surrounded by tumour glands.

- the presence of high grade prostatic intraepithelial neoplasia (PIN)

- tumour location, bilateral, right or left

- tumour volume and approximate percentage of tumour size

- presence of intraductal carcinoma

- accompanying inflammatory infiltrate

In the evolution of the disease, some of the patients developed distant
exclusively bone metastases.

All patients underwent regular bilateral lymphadenectomy. Only two patients
had lymph node metastases in a lymph node.
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Selection of tissue for tissuemicroarrays

Subsequent to this evaluation, we selected 2-3 areas under optical microscopy
for tissue samples for tissue microdissection, with a total of 555 tumour zones. Prostatic
normal tissue, hyperplasic glands and PIN areas are also represented.

Immunohistochemical techniques

From the paraffin blocks, 3-micro sections were cut, using a microtome, one for
haematoxylin-eosin to confirm the presence of tumour cells and five additional slides
mounted on slide crystals, for subsequent dewaxing, hydration with xylol and alcohols
in decreasing gradation (100°, 96°, 70°) and doubly distilled water. The slides properly
placed on slides specially prepared for immunostaining had a previous process
consisting of antigen recovery at high temperature in the presence of an EDTA buffer at
pH 9 of Dako. After this antigenic recovery, the slides were incubated with the
corresponding primary antibody and then with the polymers conjugated to appropriate
anti-horse Ig and radish (Flex +, Dako). Visualization of the stained sections was
performed with the chromogen 3,3'- diaminobenzidine. All these stains were run using
the Dako Autostainer.

The antibodies used were MKP-1 sc-1102 (Santa Cruz Biotechnology); MKP-3 sc-
377070 (Santa Cruz Biotechnology); JNK pAb, Rabbit, (pTPpY), (Promega);
PHOP44/42MAPK (THR202 / TYR204) D13.14.4E 1674370S (lzasa); PHOSPHO-P38
MAPK (THR180 / TYR182) (D3F9) 1674511S (lzasa)

Assessment of immunohistochemical markers

Immunohistochemical staining was reviewed by two pathologists who were
unaware of the clinical data, as well as of the tumour grade and the association between
the cores of the different cases.

Expression of the kinase MKP-1 and phosphorylate p38 and JNK isoforms, were
assessed in the nucleus; pERK were evaluated in nucleus and cytoplasm and MKP-3 in
the cytoplasm of tumour cells. The results were compared with internal controls of the
normal, hyperplasic glands and PIN areas.

To give a quantitative value to the expression of these markers, it was calculated
using a semi-quantitative expression scale or Histo-score (H-score), which considers the
percentage of cells with expression and intensity of expression. The intensity is
evaluated in four categories, ranging from 0 to 3, with 0 being a negative value and 3
being an intense staining. The Histo-score is calculated by applying a correction factor
to the percentage at each of the expression intensities, according to the following
formula, with a result ranging from 0-300:

H-score = (low expression %) x1 + (intermediate expression %) x2 + (strong expression %) x3
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RESULTS
Clinical variables

- Age average at diagnosis was 64 years (range 45-74).

- PSA average value was 13,3 ng/ml (range 5,2-430).

- Clinical stage pT2c was more prevalent (20 cases, 25,6 %).

- 47 (53,4%)patients have biochemical recurrence of the disease
- No metastases were detected at diagnosis.

Morphological variables

- Gleason 6 was the most prevalent pattern (36 cases). Then Gleason 7 (3+4)
with 19 cases, Gleason 7 (4+3) with 18 cases and Gleason equal to or
greater than 8, 22 cases.

- 78,9 % of the tumours were bilateral.

- Extraprostatic extension was observed in 35 cases (36,8%), and almost all
of them were focal affection.

- 31 cases had seminal vesicle invasion (32,6%).

- Lymph invasion were more frequent than vascular, 62 cases (65,3%) vs 30
cases (31,6%) respectively.

- Capsular invasion was identify in 91 cases (95,8%).

- Perineural invasion was present in 86 cases (90,5%).

- High-grade prostatic intraepithelial neoplasia was determined in 84,2% of
the cases.

- Intraductal carcinoma was identified in 15 cases of high grade histology.

- 43 cases (45,3%) had positive surgical margins.

- Only two patients had lymph node metastases.

Of the 95 patients, four died for directly related to prostate cancer reasons.
Assessment of inmunohistochemical markers
We demonstrated a statistical association with:

- The expression pattern of the phosphorylated isoform of ERK and MKP-3
phosphatase, correlates with the different Gleason categories.

- The low expression of the phosphorylated isoform of p38 and ERK is
associated with a short disease free survival.

- The low expression of MKP-3 correlates with a short biochemical
recurrence and it is associated with a short disease free survival.

- Low expression or loss of expression between the phosphorylated isoform of
ERK with JNK and p38 correlates with short disease free survival.

- Low expression of MKP-3 is associated with a prostate cancer with
progression to androgen independent phenotype.

- MKP-3 is over-expressed in PIN lesions.

MKP-1 was also part of our study, but we detected an unusual cytoplasmic stain
without nuclear stain. That is in not described in current literature, so we decided not to
consider these results.
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CONCLUSIONS
1.-MKP-3 is a prognostic independent marker of the disease free survival.

2.-MKP-3 is over-expressed in initial stages of the disease conferring a
protective role. Been intense in PIN lesion, with a decreasing loss of expression
intensity in infiltrating tumours. This is associated with a reduced biochemical
recurrence, a poor prognostic and a progression to a state of androgen independent.

3.-Loss of expression of pro-apoptotic kinase pp38 is associated with a short
period of disease free survival.

4.-Androgen independent prostate carcinoma is associated with low expression
of MKP-3 and low expression of pERK. This suggests that androgens receptors could
be stimulated by other pathway different than MAPK.

5.-MKP-3 represents a potential interesting target to study for those patients with
advanced disease or with an androgen independent phenotype, to which there are very
limited treatment options.

6.-The cytoplasmic expression of MKP-1 without nuclear expression, supposes a
not expected finding, For that reason, the interpretation of these results must be
analysed and evaluated with caution, because in current literature, there are not similar
results.
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1.1 Céncer de prostata.
1.1.1 Generalidades, definicion y epidemiologia.

El adenocarcinoma de prostata es un carcinoma invasivo compuesto por células
epiteliales prostaticas neoplasicas con diferenciacion secretora Las glandulas se
disponen en diferentes patrones morfoldgicos formando glandulas, cordones, células
sueltas, estructuras cribiformes y sabanas, en que caracteristicamente las células basales
estan ausentes.

El cancer de prostata es actualmente la segunda neoplasia maligna mas frecuente
en la poblacion masculina, con una estimacion aproximada de 1,1 millén de nuevos
casos al afio en el 2012, segun datos de la Gltima publicacion del libro de la OMS *.
Existen diferencias geograficas bien demarcadas respecto a su distribucion, siendo esta
elevada en Norte América, el Caribe, Brasil, algunos paises del oeste de Europa,
Australia y Nueva Zelanda, y muy baja en Asia, Africa y Paises de Oriente Medio
(Figura 1).
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W [reasese Figura 1. Incidencia mundial de cancer de prostata.
Adaptado de Globocan. 2012. Ferlay.J. Int. J. Cancer.
2015 Mar

La prevalencia de cancer de prostata diagnosticado en autopsia es alta. Esta varia
entre 15-20% en la poblacién asiatica y 30-40% en la poblacién occidental °. Existe una
variacion geografica significativamente menor de la observada en la incidencia del
diagndstico clinico y las caracteristicas étnicas son similares, y la prevalencia esta
directamente relacionada con la edad. En piezas de cistoprostatectomia en las que se
incluye la préstata completa, se diagnostica incidentalmente cancer de prostata en un
50% de estas piezas *.

Desde la implementacion del test de PSA como método de deteccion precoz y la
mejora en los métodos de toma de biopsias con aguja a aumentado la incidencia del
cancer de prostata clinicamente diagnosticado. Los patdlogos nos hemos encontrado en
la obligada necesidad de revisar y modificar los criterios histolégicos cualitativos y
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cuantitativos, que hasta entonces utilizdbamos para caracterizar a esas lesiones
epiteliales prostaticas pequefias y extremadamente prevalentes, que con frecuencia
corresponden a focos de microcarcinoma *.

Datos recientes indican que a partir de los 30 afios se inicia la transformacion
maligna de las glandulas prostéaticas y que el 20-25% de pacientes menores de 50 afios
tienen algun foco de cancer en las glandulas *.

La alta prevalencia reportada de cancer subclinico segin dos estudios
comparativos en autopsias encontraron resultados similares en ambos. En ellos habia
pacientes que representaban poblaciones chinas, africanas y caucasicas. En todos no se
encontré una relacion del cancer de préstata con la edad ni la etnia, los Unicos datos
relacionados fueron, el tamafio tumoral que aumentaba con la edad y que los tumores
mas pequefios se localizaban en la mitad externa de la glandula, este comportamiento
era similar en todos los pacientes independientemente de la edad y raza >*.

Es bien conocido que el estilo de vida y la dieta estan intimamente ligados al
desarrollo de céncer de prostata. Existe evidencia del dafio que producen los
carcindgenos contenidos en las dietas alimenticias y agentes oxidantes que producen
inflamacic')g crénica creando un medio adecuado que sienta las bases para el desarrollo
del cancer °.

Estudios epidemioldgicos han asociado la dieta con alto contenido de carne roja
y grasas animales como factores de alto riesgo. Asi como las comidas cocinadas a altas
temperaturas y a la brasa, que dan resultado a la formacion de aminas aromaticas
heterociclicas y carcinégenos hidrocarbonos aromaticos policiclicos “°. En cambio
otros alimentos como los acidos grasos omega-3 de pescado, el licopene del tomate, la
soja, los &cidos grasos de pescado, los cruciferos vegetales, como la coliflor y el brocoli
parecen disminuir el riesgo °.

Otros agentes asociados como factores de riesgos son el uso de hormonas
sexuales esteroideas y los agentes infecciosos. En algunos modelos animales se ha visto
la asociacion de los efectos de estas hormonas, que inducen inflamacion y lesion del
epitelio prostatico, con un potencial desarrollo de autoinmunidad ***,

El dafo epitelial y la inflamacion subsiguiente, son los Unicos hallazgos
patogénicos que tienen en comun los carcin6genos medioambientales y el desarrollo de
cancer de préstata. Debido a la agresion continua por estrés oxidativo, las células
epiteliales preparan su defensa y supervivencia, induciendo la expresion de glutation-S-
tranferasas y ciclooxigenasa 2 . Posterior a esto se produce el silenciamiento
epigenético de los multiples genes, incluido GSTP1, el cual se ha detectado, persiste a
través de todas las fases de la progresion del cancer. La atrofia proliferativa inflamatoria
comparte muchas alteraciones genéticas y epigéneticas con la neoplasia intraepitelial
prostatica y cancer de prostata **.

La mayoria de los pacientes en los que se diagnostica cancer de prostata son
mayores de 60 afios. Solo un 1% son menores de 50 afios *.
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El cancer de prostata es la quinta causa mas frecuente de muerte en el mundo por
malignidad en hombres, con una estimacion de 307,000 muertes en el 2012 (Figura 2)
seglin datos de la tltima publicacion del libro de la OMS 2. La mortalidad es mas alta en
poblaciones de raza negra de Africa subsahariana, el Caribe, negros americanos y
Escandinavia. La menor tasa de mortalidad es en paises de Asia, Paises de Medio
Oriente y Norte de Africa.
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Figura 2. Mortalidad mundial de cancer de pféétata.
Adaptado de Globocan. 2012. Ferlay.J. Int. J. Cancer.
2015 Mar™?

El adenocarcinoma de préstata puede ser sospechado por niveles elevados de
antigeno prostatico especifico en sangre (PSA) o por un tacto rectal anormal. El tacto
rectal no es particularmente sensitivo ni especifico ya que no detecta hasta el 25-50% de
los canceres de préstata detectados mediante PSA sérico *°. Los adenocarcinoma de
prostata detectados mediante el tacto rectal suelen ser tumores de gran tamafio y alto
grado, que suelen tener extension extraprostatica microscopica *.

En aquellos paises donde estan establecidos los programas de deteccion precoz
con PSA, el cancer de prostata suele ser asintomatico al diagnostico. Las
manifestaciones clinicas més frecuentes de la enfermedad localmente avanzada suelen
ser la dificultad de la miccion, retencion urinaria aguda y hematuria. Las metastasis se
producen de forma tardia en la enfermedad localmente muy avanzada.

1.1.2 EI PSA como método de deteccion precoz
El antigeno prostatico especifico (PSA) es una proteasa serina de la familia de
las calicreinas que se produce en las células secretoras de los acinos y ductos

prostaticos *°. Esta es secretada del fluido seminal a la sangre donde es detectado en el
suero.
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Los niveles de PSA en suero tienen una fuerte correlacién con el riesgo de
padecer cancer de préstata *°*’. Junto con otros factores clinicos como, la edad del
paciente, la raza y la historia familiar, asi como el resultado del estudio del tacto rectal,
sirve para determinar la necesidad de realizar una biopsia al paciente.

El valor normal del PSA oscila entre 2-4 ng/ml “°. Existe una variacion bioldgica
importante de 20-30% entre individuos, que también puede verse influida por
situaciones clinicas que producen su elevacion, como la inflamacion e hiperplasia
prostética benigna, o posterior a la manipulacion la glandula mediante el tacto rectal *®.
Valores de PSA <1 ng/ml tiene un riesgo muy bajo de padecer cancer “.

Se han realizado mdltiples estudios en busca de biomarcadores especificos en
sangre que tengan alta especificidad para detectar el cancer de préstata, sin embargo el
antigeno prostatico especifico (PSA) es el Unico marcador sanguineo utilizado
rutinariamente en la actualidad.

La utilizacion del PSA ha contribuido a la disminucién de la prevalencia del
cancer de prostata con un impacto mucho méas pronunciado en pacientes mayores de 70
afios y aumentado 50% el diagnostico el diagnostico de carcinoma subclinico. Asi como
el diagnostico de tumores en estadios méas tempranos y Gleason mas bajos *°

Nuevos avances en el siglo XXI han abierto nuevas vias de estudio para la
comprension de esta neoplasia, cuya incidencia cada vez es mayor en todo el mundo,
quizas debido a la implementacion del antigeno prostatico especifico (PSA) como
herramienta de deteccidén precoz. Si bien, la utilizacion masiva en las Gltimas dos
décadas de la determinacién de PSA como método de deteccion precoz parece tener un
beneficio en el diagndstico del cancer solo a largo plazo, actualmente varios estudios
parecen no encontrar beneficio alguno en su utilizacion **°.

1.1.3 Métodos de imagen

El ultrasonido transrectal es la técnica de eleccidn en el abordaje diagndstico
ante la sospecha clinica de cancer de préstata. A pesar de sus limitaciones, la biopsia
guiada por ultrasonido transrectal ha mejorado de forma significativa el nimero de
casos diagnosticados de céncer de préstata >*. Si bien este tiene limitaciones para el
estadiaje local, debido a su baja sensibilidad y especificidad en determinar la extension
extraprostatica (EEP) *2%,

La biopsia realizada por ultrasonido transrectal con contraste ha demostrado
tener un mejor beneficio en la toma de biopsias para la deteccion de carcinoma de
prostata con Gleason de alto grado y volumen elevado (>50%) **.

La resonancia magnética es una modalidad de imagen no invasiva para el cancer
de préstata localizado, que puede determinar su tamafio y estimar su extensién >°. Es (til
para obtener con mayor precision tejido de los nddulos sospechosos, disminuyendo asi
el nimero de casos falsos negativos, producto de muestreos al azar obtenidos hasta
ahora mediante ecografia transrectal.
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1.1.4 Cancer de proéstata. Recuerdo histdrico y actualizaciones en las distintas
categorias

Donald Gleason desarroll6 en la década de 1960 un sistema de gradacién
patoldgica para el adenocarcinoma prostatico, pero no fue hasta 1990 cuando éste
sistema, tras un amplio consenso en Norte América, fue aceptado ampliamente en todo
el mundo.

El sistema de gradacion de Gleason estd basado en el patrén arquitectural de las
glandulas neoplasicas individuales a bajo aumento. Este sistema asigna cinco patrones
mayores, en una escala del 1 al 5 (tumor bien diferenciado a pobremente diferenciado),
al patrén glandular primario (dominante) y al secundario (segundo mas prevalente).
Estos dos grados se suman para obtener un valor que varia entre 2 (1+1) y 10 (5+5):
“cuanto mayor es el valor, menor el grado diferenciacion, lo que conlleva un peor
pronostico a largo plazo” (Figura 3).

Desde su introduccion este sistema, ampliamente aceptado en todo el mundo
actualmente, ha sido utilizado y los estudios realizados durante todos estos afios
sustentan la utilidad y reproducibilidad de las distintas categorias, que guardan una
relacion directa entre el grado de diferenciacion y el prondstico a largo plazo.

Este sistema de gradacion morfologico fue creado con la finalidad de
proporcionar informacion fundamental que permita estratificar grupos de pacientes y asi
poder determinar el manejo y tratamiento para cada uno de ellos.

Si bien Gleason en una de sus publicaciones contemplaba la presencia de un
tercer patrén, el valor pronostico de éste a largo plazo no fue estudiado en ese momento.
Aunque en los tumores peor diferenciados (score de Gleason mayor o igual a 8), es
probable que este tercer patron carezca de un significado pronostico destacable, parece
posible que para los tumores mejor diferenciados, Gleason 6 (3+3) y un tercer patrén de
alto grado (4 0 5), y en aquellos casos con un Gleason 7 (3+4) o (4+3) y un tercer patron
5, este tercer patron pudiera modificar el pronostico a largo plazo, aumentando la
probabilidad de recidiva de la enfermedad y/o desarrollo de metastasis, a diferencia de
aquellos casos en que no se identifican este tercer patron *°.

Después de muchos afios utilizando este sistema util y extrapolable a toda la
poblacion masculina independientemente de sus etnias y en el que se han ido
introduciendo modificaciones a través de los afios, basadas en la valoracion morfologica
y estratificacion clinica de los grupos morfoldgicos ya conocidos, estas han reforzado el
valor de este sistema de gradacion.

Estudios recientes han demostrado la veracidad de esta hipdtesis, que la
presencia de un tercer patron de alto (patron 4 y 5 de Gleason) tanto en piezas de
prostatectomia radical como en biopsias por aguja, es un predictor independiente de
progresion de la enfermedad y conlleva un periodo libre de enfermedad mas corto
(progresion del PSA), recidiva tumoral y/o desarrollo de metastasis, mayor aun en
aquellos pacientes con tumores moderadamente diferenciados, por lo que la existencia
de focos que representen entre 1-5 % de estos patrones deben ser reflejados en los
informes anatomopatoldgicos, de cara a los posibles tratamientos actuales y futuros a
los que estos pacientes puedan recibir, y asf reducir la tasa de recidivas ***".
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La altima publicacion del libro de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
hace referencia a este tercer patron de alto grado que comentaremos mas adelante.

Otra publicacion reciente, en la que se han estratificado las diferentes categorias
de los grupos del Gleason en grupos de riesgo prondéstico, ha demostrado tener una
importancia pronostica en manejo terapéutico de las distintas categorias. Estos grupos
de riego pronostico estan categorizados del 1 al 5, siendo el grupo 1 aquellos pacientes
con un score de Gleason de 6 (3+3), el grupo 2 los Gleason 7 (3+4), el grupo 3 los
Gleason 7 (4+3), el grupo 4 los Gleason 8 (4+4) y en el grupo 5 aquellos con Gleason
9-10. La estratificacion de estos grupos de riesgo pronostico tiene al parecer una
impor}_gncia vital en el manejo terapéutico mas individualizado y seguimiento a largo
plazo
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Figura 3. Diferentes patrones morfoldgicos segun los criterios de Gleason (Adaptado de The
Johns Hopkins University. All rights reserved. Jonathan Epstein, M.D. Copyright 2013

Patron de Gleason 2
Score de Gleason 4 (2+2)
Nd&dulo bien delimitado compuesto por
glandulas de tamafio y forma uniforme

Patron de Gleason 3
Score de Gleason 6 (3+3)
Glandulas bien formadas que dispones en
hileras, pero separadas entre si por
abundante estroma.
Se reconoce la atipia citolégica, con
nucléolo visible a bajo aumento.

Patron de Gleason 3
Score de Gleason 6 (3+3)
Glandulas bien formadas, muy agrupadas,
pero separadas entre si.
No se observa fusion glandular.

Patron de Gleason 4
Score de Gleason 8 (4+4)
Glandulas predominantemente fusionadas
de extenso patron cribiforme.

Patrén de Gleason 5
Score de Gleason 10 (5+5)
Patrén de crecimiento sélido. No se
reconocen glandulas.
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1.1.5 Tipos de tejido para diagnostico

Las biopsias de cilindro con aguja son el tipo de muestra mayormente utilizada,
que se obtiene mediante ultrasonido transrectal con aguja de 18G. Se suelen obtener
entre 10-12 cilindros y algunos cilindros adicionales de nédulos sospechosos *°.

La biopsia de saturacion consiste en la obtencion de méas de 20 cilindros cuando
la sospecha de cancer persiste a pesar de biopsias previas negativas.

Estos cilindros deben ser incluidos de forma separada en capsulas de parafina
para su adecuado procesamiento para luego realizar cortes a 3 micras de grosor al
menos de 3 niveles para hematoxilina-eosina **®°, de esta forma reduciremos las
posibilidades de no diagnosticar un microcarcinoma.

El diagnostico incidental de carcinoma de prostata en material procedente de
cirugias de reseccion transuretral puede variar entre el 5-8% segun las series "% y en
piezas de prostatectomia simple abierta (enucleacion) por hiperplasia prostatica benigna
de 4,5% **°.

La prostatectomia radical es tratamiento definitivo para carcinoma de prostata
clinicamente localizado, que puede ser realizada de forma abierta, laparoscopica o por
cirugia robdtica.

La pieza de prostatectomia debe ser pesada con y sin las vesiculas seminales,
medida en todas sus dimensiones y tintada con dos colores para determinar el lado
derecho e izquierdo. Posterior a esto se debe fijar en formol al 10% por 24 horas. Los
margenes del apex y base deben ser separados y cortados en el plano parasagital para
ser evaluados por separado. Una vez fijada la pieza se realizan cortes de 3-4 mm de
espesor a través del plano perpendicular a la superficie rectal. Se pueden incluir en
macrobloques o en bloques convencionales segun el protocolo de tallado establecido en
cada centro. Las vesiculas seminales también se deben incluir, y un corte representativo
de la zona de transicion entre la base prostatica, tejido conectivo y las vesiculas
seminales. Si ademas se ha hecho linfadenectomia estos ganglios se incluyen también.

La pieza de prostatectomia se incluye en su totalidad. Una vez hechos los
bloques, son procesados y tefiidos con hematoxilina eosina. Siguiendo este protocolo
somos capaces de diagnosticar el 98% de los cancer de préstata con Gleason > 7, 100%
de los margenes positivos y 96% de los casos con extension extraprostatica ®.

1.1.6 Caracteristicas histopatolégicas y comportamiento bioldgico

La mayoria de los canceres de prostata son multifocales, con un promedio de 2-3
nodulos separados por glandula. La mayoria de los casos (75-80%) estan localizados en
la zona posterior/posterolateral periférica, si bien con los métodos de imagen
diagnosticos actuales y el PSA sérico, estd aumentado el nUmero de casos de tumores
més profundos érgano confinados no palpables %°.
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En los Gltimos afios parece haber cierto cambio en la localizacion topogréfica de
la localizacion. Se estdn diagnosticando tumores en la zona anterior periférica y
transicional, con afectacion del estroma fibromuscular anterior. La localizacion central
es excepcional y con frecuencia suele ser por extension de un tumor periférico o ser
primario, en cuyo caso son de bajo grado histoldgico.

Los criterios morfol6gicos para el diagnostico del cancer de préstata se basan en
una serie de caracteristicas arquitecturales, nucleares y citoplasmicas.

Las caracteristicas arquitecturas son variadas y dependen del grado de
diferenciacion del tumor, lo cual expondremos méas adelante. En tumores bien
diferenciados las glandulas malignas se disponen en forma de hilera de pequefias
glandulas atipicas que expanden la anchura del cilindro o como un grupo pequefio de
glandulas atipicas a ambos lados de una glandula de caracteristicas benignas.

Respecto a las caracteristicas nucleares, el dato mas relevante es que las células
de adenocarcinoma muestran un nucléolo prominente. Pero hay adenocarcinomas de
bajo grado (Gleason 4 y 5), de células espumosas y de células transicionales que pueden
tener un nucléolo muy pequefio o no tenerlo. La presencia de multiples nucléolos o un
nucléolo periférico no debe ser valorado. Las figuras de mitosis es més frecuente
encontrarlas en piezas de prostatectomia que en biopsias y en tumores de alto grado que
en adenocarcinomas bien diferenciados “*%. Los cuerpos apoptoticos son con mayor
frecuencia observados en focos de carcinoma y neoplasia intraepitelial prostatica hasta
en el 13% y excepcionalmente en el tejido normal.

Los cambios en el citoplasma de las células de adenocarcinoma también pueden
ser Utiles en el diagnostico de malignidad. El citoplasma suele ser mas amfofilico
comparado con el citoplasma claro y palido de las glandulas normales que le rodean .

Hay tres rasgos caracteristicos del adenocarcinoma que no tienen las glandulas
normales: la fibroplasia mucinosa, las glomerulaciones y la invasién perineural ®2. Otras
caracteristicas no menos importantes, peros si menos frecuentes son la presencia de
contenidos intraluminales y la respuesta del estroma al tumor.

Los cristaloides prostaticos son estructuras eosinéfilas densas que se disponen en
formas geométricas diversas, pero no son exclusivas del cancer pues pueden estar
presentes en la adenosis glandular, incluso en glandulas normales. En ocasiones
podemos encontrar secreciones luminales en las glandulas neoplésicas de tipo material
mucinoso azul o secrecién amorfa rosada acelular .

En el cancer de prostata a diferencia de otros tumores no se produce una
desmoplasia llamativa, pero si hay algo de reaccion estromal, excepto en tumores de
alto grado ®. Respecto a la respuesta inflamatoria se dice que suele ser escasa o estar
ausente.
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1.1.7 El papel que desempefian las técnicas inmunohistoquimicas

Las técnicas IHQ son herramientas diagnosticas Utiles que deben ser valoradas
en un contexto morfolégico acorde.

Si bien en las Gltimas décadas el desarrollo y perfeccionamiento de las técnicas
inmunohistoquimicas nos han permitido avanzar en el diagnostico del cancer de
préstata, sobre todo en casos dudosos en los tumores bien diferenciados o escasamente
representados, que nos ayudan a diferenciar el epitelio neoplésico de las glandulas
prostaticas normales .

A veces nos encontramos en situaciones en las que estas técnicas son de gran
ayuda para determinar si se trata de un tumor primario de la glandula o una infiltracion
por contiguidad de una neoplasia primaria de un drgano adyacente. Tal es el caso de
adenocarcinomas minimos, diagnosticados mediante biopsia de aguja en los que hay
pocas glandulas y demostrando la ausencia de células basales podemos sugerir un
diagnostico de sospecha de malignidad para un seguimiento mas estrecho del paciente.
También para diferenciar un adenocarcinoma prostatico pobremente diferenciado de un
carcinoma urotelial, y a veces para discriminar entre un adenocarcinoma de alto grado y
una infiltracion por adenocarcinoma de vejiga o de colon *.

Estas son de gran utilidad en la confirmacion del diagndstico de adenocarcinoma
minimo o limitado (que mide <1 mm y afecta < 5% del tejido del cilindro).

Los anticuerpos comunmente utilizados pueden ser una combinacion de
citoqueratinas de alto peso molecular 34512, p63 y p40, para determinar la presencia de
células basales, normalmente presentes en las glandulas prostaticas normales, y ausentes
en las glandulas neoplésicas, por lo que la tincion debe ser negativa en los casos de
adenocarcinoma. Estos son anticuerpos con una alta sensibilidad y especificidad, pero
pueden ser negativos en atrofia glandular, particularmente atrofia parcial, condiciones
benignas seudohiperplasicas y algunas adenosis .

Estas citoqueratinas pueden combinarse con otros anticuerpos como la Alfa-
methylacyl-CoA-racemasa (AMACR), positivo en gran parte de los canceres de préstata
con una expresion granular citoplasmica en las células neoplasicas. Tiene una
sensibilidad proxima al 80%, sin embargo hay variantes morfoldgicas que no lo
expresan como el carcinoma seudohiperplasico y el carcinoma de células espumosas,
ademas de ser expresado en otros adenocarcinomas y carcinoma renal. También puede
ser positiva en la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), incluso en algunos casos de
atrofia glandular y adenosis, por lo que todas estas técnicas deben ser valoradas con
cautela °"°,

Respecto al papel que pueden desempefar estas técnicas como marcadores
prondsticos, recientemente la calicreina humana tipo 2 (human kallikrein type 2/hK2),
cuya expresion esta aumentada, débilmente en células hiperplasicas hasta intensa en las
glandulas neoplasicas, similar a la calicreina 3 (KLK3) conocida como PSA. Ambas
estan relacionadas con un pronostico adverso, pero no ha demostrado ser un factor
prondstico independiente de la recidiva bioquimica de PSA, después de la
prostatectomia radical """,

40



[ntrodueelon

El antigeno prostatico especifico de membrana (PSAM) también ha sido
estudiado. Este esta sobre-expresado en el tejido neoplésico de forma independiente a la
recurrencia bioquimica del PSA ™ por lo que tiene valor diagndstico.

El papel de la proteina Ki67 como marcador prondstico, es bien conocido en un
gran numero de tumores, incluido el cancer de prostata, si bien actualmente no se utiliza
de rutina.

La sobre-expresion de receptores de androgenos juega un papel importante en la
progresion de la enfermedad en pacientes con cancer de prostata resistentes al
tratamiento, que han sido tratados mediante castracion. La sobreexpresion de receptores
de andrdégenos se correlaciona con la expresion alta de Ki67 y ha demostrado ser un
factor prondstico independiente en el periodo libre de recurrencia bioquimica.

1.1.8 Gradacion del cancer de préstata. Nuevas modificaciones en el sistema
de gradacién

Como mencionamos anteriormente fue Donald Gleason quien desarrollé este
sistema de gradacion patoldgica para el adenocarcinoma prostatico en la década de
1960.

El sistema de gradacion de Gleason esta basado en el patron arquitectural de las
glandulas neoplésicas individuales a bajo aumento. Este sistema asigna cinco patrones
mayores, en una escala del 1 al 5 (tumor bien diferenciado a pobremente diferenciado),
al patron glandular primario (dominante) y al secundario (segundo mas prevalente).
Estos dos grados se suman para obtener un valor que varia entre 2 (1+1) y 10 (5+5):
cuanto mayor es el valor, menor el grado diferenciaciéon. Esto debe ser valorado y
diagnosticado con el objetivo de 10x y solo debe utilizarse el objetivo de 20x para
confirmacion .

Actualmente los tumores con grados de Gleason 2-5 no se reportan en la
biopsias de cilindro, ya que tienen poca reproducibilidad y poca correlacion con el
grado observado en la pieza de prostatectomia, en las que se suelen diagnosticar grados
de Gleason mayor al diagnosticado en la biopsia .

En la ultima conferencia para el consenso de gradacion de los tumores de
préstata de la OMS 2014/Sociedad Internacional de Patologia Urol6gica (ISUP)
(Figura 4) . Las nuevas modificaciones incluyen la redefinicion del patrén
glomeruloide, como una variante de glandulas cribiformes considerado como patrén 4,
entre otras.

En referencia a las reglas de como se deben gradar estos tumores, depende del
tipo de muestra "%:

- En la situacién de un carcinoma de alto grado en biopsia de aguja o

prostatectomia radical, el patron de bajo grado debe ser ignorado si ocupa <5% del
area del tumor.
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- En la situacién de dos patrones en la biopsia de aguja, el de mayor grado debe
estar incluido en el Gleason indistintamente de su cantidad.

- En piezas de prostatectomia a cada nodulo le debe ser asignado un grado de
Gleason por separado, excepto, aquellos nédulos multiples de bajo grado.

- Tumores de Gleason 7 (4+3) que tienen >5% de patrén 5 en un nodulo, este
debe ser asignado como el patron secundario, es decir, Gleason 9 (4+5).

- Tumores de Gleason de 7 ya sea en biopsia o en pieza de prostatectomia, se
recomienda dar el porcentaje de patréon 4 ya que puede tener implicaciones en el
manejo del paciente y supervivencia activa.

- En las biopsias de cilindro cada biopsia de cilindro debe ser informada de
forma separada, especificando la localizacion, ademas de un escore global.

Dibujo original de Donald Score de Gleason modificado segun el
Gleason consenso la ISUP 2015

Figura 4. Evolucion de los de Gleason 1996-2015. Adaptado de Humpath.com
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Las variantes histologicas que pueden ser de importancia debido a que algunas
tienen mal prondstico, como el adenocarcinoma de células en anillo de sello, el
carcinoma pleomorfico de células gigantes y la variante sarcomatoide. Otras variantes
gue son importantes pero mas bien por la dificultad diagnostica debido a que son
excepcionales son el adenocarcinoma atréfico, de células espumosas, de tipo ductal, el
microquistico, seudohiperplasico y mucinoso “®. Hay variantes de carcinoma que no
deben ser gradadas con el escore de Gleason como el carcinoma adenoescamoso, el
carcinoma epidermoide, carcinoma adenoide quistico y basaloide, el tipo
linfoepitelioma, el neuroendocrino de célula pequefia y el carcinoma de células
transicionales ’’.

Algunos de los cambios morfolégicos postratamiento secundarios a la
radioterapia son similares a los que podemos ver en otros érganos. La atrofia glandular
y fibrosis cicatricial estromal, ademas de cambios en el epitelio, como hiperplasia de
células basales y atipia reactiva en células epiteliales benignas. Las células neoplasicas
residuales suelen ser pequefias de citoplasmas vacuolados, con nucleo y nucléolo
pequefios, pero estos hallazgos no son siempre reproducibles .

Los cambios post-neoadyuvancia que podemos encontrar en la préstata son
atrofia difusa con hiperplasia de células basales, metaplasia escamosa inmadura y
metaplasia urotelial. Los cambios morfoldgicos pueden ser variables desde muy sutiles
a extensos, que pueden ser parecidos a los observados a los efectos por radiacion, o en
casos especificos como el tratamiento con dietilestilbestrol que muestra metaplasia
escamosa glucogenizada %,

Aun no hay biomarcadores de tejido predictores de respuesta a la terapia
hormonal y no es recomendable gradar en cancer de préstata después de haber recibido
terapia hormonal.

1.1.9 Factores prondsticos y predictivos en cancer de prostata

El factor pronostico y predictivo basado en muestras de tejido mas importante es
el grado de Gleason. El grado de Gleason en la biopsia sirve para predecir los hallazgos
histoldgicos en la pieza de prostatectomia, el estadio postoperatorio, estimar el riesgo de
progresion de la enfermedad con o sin tratamiento con intensién curativa y la
mortalidad especifica asociada al cancer 22°,

Después del grado de Gleason, el estadio patoldégico en la pieza de
prostatectomia es el factor pronostico mas importante para predecir recurrencia y
mortalidad especifica 2°.

En un analisis multivariante, la extension extraprostatica resulto ser un predictor
significativo independiente de la recurrencia bioguimica %'.

La invasion de las vesiculas seminales es otro factor determinante de la

supervivencia especifica después de prostatectomia, al igual que el grado de Gleason ®.
Se observa en 3,3-7,6% de los piezas y constituye un factor pronéstico adverso, con un

43



[ntrodueelon

periodo de recurrencia libre de enfermedad a 5 afios de 36,1-45% 5* y recurrencia
bioquimica del PSA a 10 afios entre 19-28% .

El estado del margen quirurgico es un predictor de la recurrencia bioquimica. La
extension del margen quirurgico afecto se correlaciona con la evolucion y el grado de
Gleason, y es un predictor independiente de la recurrencia en muchas series 2%

Las invasiones linfovasculares se pueden ver entre el 5-53% de la piezas de
prostatectomia radical. Segun algunos estudios es un factor predictivo independiente de
la evolucién, sin embargo no hay mucha homogeneidad entre los resultados *.

El tamafio tumoral es de importancia pronostica pero no se ha establecido como
un factor predictor independiente *!. La invasién perineural se observa en 90% de las
piezas y con dificultad en las biopsias, actualmente carece de valor predictivo en la
evolucion de la enfermedad por lo que no es obligatorio reflejarlo en los informes *.

1.2 Alteraciones genéticas en cancer de prostata

Recientemente se ha podido estudiar el 3primer genoma completo de
secuenciacion que muestra reordenamientos complejos **,

Como todos los canceres, el cancer de prostata también se desarrolla por un
desequilibrio en la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores
tumorales.

Las alteraciones en genes encontrados en cancer de préstata esporadico
comprenden las vias de PI3K, Myc y p53. Las lesiones en la via de PI3K ocurren en el
25-70% de los canceres de prostata y cancer metastasico *° (Figura 5).

Deleciones genémicas y mutaciones puntuales inactivantes en PTEN (10g23),
un gen supresor tumoral, se producen en el 50% de los canceres de préstata y son ain
més prevalente en la enfermedad avanzada **%.

La amplificacion del gen MYC, promotor del ciclo celular, que codifica el
factor de transcripcion Myc, también esta presente en el cancer de préstata *'°.

Estudios recientes han demostrado la presencia de deleciones y mutaciones
puntuales en el locus del gen supresor tumoral p53 en el 70% de los canceres de
prostata y fundamentalmente en las metastasis 3.

La proteina del retinoblastoma (RB) es un supresor tumoral clasico, que activa
verificando la progresion del ciclo celular, y con frecuencia esta mutado en multiples
canceres. RB1 rara vez se asocia a cancer de prostata localizado, si bien esta con

frecuencia inactivado hasta en 45% de los carcinoma de prostata hormono-resistentes *'~
39

Los receptores de andrdgenos son factores de transcripcion nuclear dependientes
de ligandos y constituyen una via de sefializacion critica, asi como la principal diana
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terapéutica en cancer de prostata. Las alteraciones encontradas se restringen a
carcinomas metastasicos hormono-resistentes %®, pueden ser amplificacién de genes
en un 40-50% y mutaciones puntuales en el 10%, que estan ausentes en el carcinoma
clinicamente localizado *.

La fusion de genes recurrentes de los factores de transcripcion oncogénicos de
miembros de la familia ETS, siendo la fusion de TMPRSS2-ERG la més comun, con
una prevalencia de 27-79% %8,

El gen SPOP codifica el componente para el reconocimiento del substrato, el
complejo ubiquitina ligasa E3 cullin 3. Mutaciones de SPOP se han descrito
recientemente en cancer de prostata. Siendo estas las mutaciones puntuales mas
frecuentes en cancer de prostata en el 5-15% de multiples cohortes independientes 3%°,

CHD1 (5g21) codifica la helicasa con cromodominio de union a ADN 1, que
actta remodelando la cromatina y regula la transcripcion a traves del genoma. Se han
descritos deleciones recurrentes en el 10-25% de los canceres primarios de prostata,
tumores metastasicos y con frecuencia asociadas a mutaciones en SPOP 333°3°

Datos recientes del programa Atlas del Genoma del Céancer (The Cancer
Genome Atlas/TCGA) sugieren que el cancer de prostata localizado puede dividirse en
dos clases mayores. El cancer de prdstata con alteraciones con reordenamiento-ETS, el
cual tiene muchas lesiones en las vias de sefializacion de PI3K y p53, y los carcinomas
con alteraciones en SPOP/CHD1. ¥

. . Factores de crecimiento

Receptor |
tirosina
quinasa @

Sintesis de proteinas y

H
crecimiento celular ] N v

Progresion del ciclo
celular/proliferacion -
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«

Figura 5. Via de sefializacién de PI3K/PTEN/AKT. Adaptado de Phin S.
Moore. Front Oncol, 2013
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1.3 Via de sefalizacion de transduccién de proteinas quinasas activadas por
mitdgenos (Mitogen-activated protein kinasas, MAPK)

1.3.1 MAPK quinasas y su relacién en los procesos celulares

La familia de las MAPK quinasas estd constituida por un grupo altamente
conservado de moédulos de quinasas que regulan e intervienen en una variedad de
procesos fisioldgicos, que transmiten sefiales a través de receptores de membrana
extracelulares a efectores especificos que controlan diversos procesos celulares tales
como la proliferacion, diferenciacion, desarrollo, respuestas a estimulos de estrés,
adhesividad celular, capacidad de migracién y apoptosis celular 4%+

Diversos estimulos producen la activacion de las MAPK e incluyen factores de
crecimiento, citoquinas, integrinas de union o situaciones de estrés .

Se han caracterizado tres grupos mayores basados en la similitud de sus
secuencias, activacion por diferentes agonistas y especificidad del sustrato. Estas tres
clases de MAPK son, la quinasa reguladora de la sefial extracelular p42 y p44 MAPK
(extracelular signal-regulated kinases o ERK1/2), la quinasa con extremo amino-
terminal c-Jun (c-Jun amino-terminal kinasa, JNK) y p38 MAPK con sus isoformas (o,

B, 3, v) ™.

Las MAPK son activadas mediante fosforilacion de los residuos de treonina y
tirosina, el segmento conservado T-X-Y dentro del asa de activacion de la quinasa y
esto es mediado por una MAPK quinasa especifica dual (MKK o MEK), que as su vez
es fosforilada en sus residuos serina/treonina por una MAPK quinasa quinasa (MKKK o
MEKK) %2979 Estas quinasas pueden actuar de forma secuencial, pero también pueden
ggrmar parte de otros complejos de sefiales interactuando con proteinas de ensamblaje

A medida que crece nuestro conocimiento acerca de la base bioquimica y
estructural de estas enzimas MAPK, asi como la comprension de su catélisis y
especificidad del sustrato, estamos avanzando en la comprension del papel que
desempefian estas enzimas en los procesos fisiologicos de las células y tejidos en los
mamiferos.

Estas MAPK estan ampliamente distribuidas en todos los tejidos de mamiferos y
debido al papel fundamental que desempefian en los procesos celulares, la presencia de
alteraciones en cualquiera de las vias de sefializacion en las que intervienen, han sido
relacionadas con un amplio grupo de neoplasias malignas, y por lo tanto podrian estar
involucradas de forma directa o indirecta en la génesis del cancer . La sefializacion
anormal de MAPK parece tener consecuencias importantes en el desarrollo y progresion
del cancer en humanos y también juega un papel determinante en la respuesta tumoral a
terapias convencionales contra el cancer.

El control de la magnitud y duracién de la activacion de estas MAPK, asi como
los mecanismos de regulacion negativa (feedback), dependen de las propias MAPK,
mediante la intervencion de las proteinas fosfatasas.
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Las actividades de ERK, p38 MAPK y JNK estan reguladas por diferentes
cascadas de MAPK, que proporcionan un enlace entre las sefiales transmembranas y
cambios en la transcripcion, ambas activadas en respuesta a diferentes sefiales medio-
ambientales y del desarrollo *®. Y dependiendo del tipo celular, una cascada de MAPK
en particular puede estar involucrada en diferentes respuestas celulares dentro de la
misma celula.

1.3.2 Via de transduccion de ERK1/2 (proteina quinasa reguladora de la sefial
extracelular)

ERK1/2 tiene un papel central en la proliferacion celular. Las consecuencias
biolégicas de la fosforilacion de los sustratos de ERK1/2 son un aumento de la
proliferacion celular, diferenciacion celular, supervivencia, angiogénesis, motilidad y
capacidad de invadir **.

La familia de ERK comprende 6 isoformas, ERK1-5 y ERK 7/8. Las més
estudiadas ERK1 (p44) y ERK2 (p42) comparten mas del 85% de identidad de
aminoacidos y representa un punto de convergencia para sefiales mitégenas de diversas
vias. Ambas estan distribuidas uniformemente, pero su abundancia en los tejidos varia.
ERKS, una proteina quinasa nuclear y citoplasmica, esté relacionada con la regulacion
de respuestas inmunes innatas y adaptativas *'.

Tras el estimulo por mitégenos y citoquinas se inicia se inicia la sefial de
transduccion de ERK1/2, a través de un receptor tirosina quinasa, Ras-monomérica
GTPasa y un receptor de hormona esteroidea de activacion no-nuclear, distribuidos en
la membrana plasmatica subcelular, que interactia con el modulo de sefializacion
Raf/MEK/ERK, en que B-Raf parece ser la forma dominante de los isoformas de Raf. A
través de la accion de MEK se produce la traslocacion de ERK al nicleo, aumentado su
actividal(gzcatall'tica primordialmente relacionada a proteinas de crecimiento dentro del
nacleo —°.

Una vez activado ERK1/2 la actividad catalitica aumenta de forma exponencial
y podria tener al menos 160 efectores potenciales en el citoplasma y nucleo de la célula,
teniendo como diana proteinas del citoesqueleto, quinasas, fosfatasas, factores de
transcripcion y proteinas relacionadas con la apoptosis 2.

La respuesta a la activacion de ERK va a depender primordialmente de la
combinacion entre la intensidad y duracion del estimulo, que va a determinar diferentes
respuestas dependiendo del tipo de célula y del estimulo. Un estimulo bajo y sostenido
se asocia a proliferacion celular, y a pesar que generalmente se le asocia a esta
respuesta, numerosos estudios han demostrado que un estimulo fuerte y sostenido
produce un efecto contrario, senescencia y apoptosis **. Esto tltimo se podria explicar
por lo que sabemos acerca de p53. El dafio del DNA de baja intensidad activa ERK
produciendo arresto celular, en cambio un dafio extenso del DNA activa ERK causando
apoptosis 1%,

El significado de la sefializacion de ERK1/2 en la biologia del cancer fue
descrita por primera vez cuando se identificd la proteina Ras como el componente de
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transformacion del virus oncogénico para K-Ras y H-Ras '®. Se han encontrado
mutaciones de Ras en mas del 30% de los canceres. Las proteinas mutantes de Ras son
insensibles a GAP, permitiendo la union y activacion de proteinas constitutivas GTP,
con una posterior activacion persistente de efectores independiente de estimulos, en
particular la cascada Ras—Raf-MEK—ERK %, En consecuencia cualquier mutacién en
los componentes que participan en la via de sefializacion de ERK, ya sea el receptor
tirosina quinasa, Ras GTPasa o B-Raf, producen desregulacién de la via de ERK que
conduce a anomalias oncogénicas que derivan en sefiales de proliferacién tumoral *’.

La via de ERK en la cascada de sefializacion de MAPK esta desregulada en un
tercio de los canceres en humanos. La implicacion de ERK en el cancer de prostata fue
sugerida cuando se determin6 que MKP-1 fosfatasa, la cual inactiva JNK y p38, estaba
sobre-expresada en estadios iniciales del cancer de prostata, y se asociaba a una
disminucién de JNK, pero no con la actividad del ERK %,

En estudios con ratones se ha demostrado la sobre-expresion ERK desde la
hiperplasia prostética benigna hasta el carcinoma de prostata invasor. La expresion de
ERK parece guardar relacion con el grado de Gleason y el estadio tumoral . Estudios
sugieren una disminucién de la expresion de ERK en tumores avanzados, mientras que
otros relacionan la inactivacion en carcinoma pobremente diferenciado y en tumores
con fenotipo andrégeno independiente %#1°,

También se ha relacionado la expresion de Raf-1 (C-Raf) y MEKL, junto a
niveles elevados de ERK1/2 fosforilado, a la estimulacién de la proliferacion celular
mediada por IL-6 a través de la via de ERK. La expresion de IL-6 parece estar
aumentada en cancer de prostata comparada con el tejido normal, al igual que la
proliferacion celular **.

Se ha asociado la participacion de ERK1/2 como promotor de la degradacion de las
proteinas de la matriz extracelular favoreciendo de esta manera la capacidad de invadir
y parece tener un papel destacado en la remodelacion del citoesqueleto, adhesiones
focales y de filamentos de actina durante la migracion celular. La fosforilacion de
proteinas como la calpanina proteasa, miosina, quinasa de adhesion focal y paxilina,
todas ellas implicadas en el ensamblaje y des-ensamblaje de las adhesiones focales,
permiten la migracion de células tumorales favoreciendo de esta manera el desarrollo de

metastasis 2.

Los andrdgenos intervienen en el funcionamiento normal de la prostata y parecen
estar implicados en el desarrollo del cancer. Niveles elevados de ERK han sido
observados en tumores recurrentes después de la ablacién androgénica, esto guarda
relacion con el papel de ERK1/2 como mediador de la activacion de receptores de
androgenos y de la secrecion de PSA a través del receptor tirosina quinasa, Her/neu en
células de cancer préstata andrégeno-independientes '3, lo que sugiere que un aumento
en la sefial de ERK pueda estar implicado en la progresion del cancer de prostata y su
evolucion a independencia androgeénica.

Estudios en lineas celulares de cancer de prostata han demostrado que la activacion
constitutiva de la via de sefalizacion de ERK disminuye los requerimientos de
androgenos de las células tumorales LNCaP para crecer y reducir la expresion de PSA
14 En combinacién con rapamicina, un inhibidor de mTOR (PD0325901), inhibe el
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crecimiento celular en diferentes vias celulares del cancer de prdstata in vitro y en
modelos en tejidos vivos de ratones con de cancer de préstata. En especimenes humanos
una activacion Paralela de la via de sefializacion Akt/mTOR y ERK fue observada de
manera similar **°.

La activacion de ERK es necesaria para mantener la sintesis de DNA en las células
tumorales LNCaP, DU145 y PC-3 y debe desempefiar un paPeI en la regulacién de la
induccion de la transcripcion génica inducida de andrégenos **°.

1.3.3 Vias de transduccion activadas por estrés celular-JNK 'y p38

La quinasa con extremo N-terminal Jun, también conocida JNK pertenece al grupo
de proteinas quinasas activadas por estrés, implicadas en diversos procesos bioldgicos
como el desarrollo celular, morfogénesis y diferenciacion celular **.

La via de sefializacion de JNK es activada por estimulos de estrés, factores de
crecimiento, rayos ultravioletas y citoquinas inflamatorias (TNF-o, IL-6 0 IL-1, que
permiten la activacion de JNK a través de una serie de reacciones en cascada en las que
participan inicialmente GTPasas tipo-Ras “°, a través del médulo MAPKKK-MKK4/7-
INK M811% para su activacion completa es necesaria una fosforilacion dual simultanea
de sus residuos de treonina y tirosina, y dependiendo del tipo especifico de estimulo y
de célula, cada isoforma concreta de JNK fosforilara diferentes sustratos, como pueden

segr 1;8ctores de transcripcion (p53 o c-Myc) o también miembros de la familia de Bcl-2
119,1

Se han determinado tres isoformas bien caracterizadas de JNK, JNK1, JNK2 y
JNK3 (SAPK-y, SAPK-a, SAPK-B respectivamente), cuyas funciones, también
diferentes a nivel celular, parecen desempefiar papeles distintos en respuesta a estimulos
extracelulares especificos, a la isoforma activada y del tipo celular del tejido donde se
encuentren. La JNK1 y JNK2 estan ampliamente distribuidas por todos los tejidos, en
cambio la JNK3 solo se ha encontrado en testiculos, corazén y cerebro %2

La activacion de JNK puede tener una actividad pro-apoptética o anti-apoptdtica, si
bien, esto depende directamente de la duracion del estimulo ***. Estimulos inferiores a 1
hora favorecen una actividad anti-apoptdtica, mientras que periodos superiores a 1 hora
favorecen una accién pro-apoptética 2.

Dependiendo de la localizacion, citoplasmica o nuclear, INK puede tener diferentes
funciones. Por ejemplo la proteina JNK-interactiva (JIPs), una proteina de ensamblaje,
determina una localizacién subcelular de JNK, que le permite ademas de sus actividades
anti-apoptética y pro-apoptética a nivel nuclear, participar en la migracién celular 2.
Por inhibicion quimica JNK puede bloquear la fosforilacion de la paxilina,

disminuyendo la migracién celular de distintos tipos celulares *2*.

Estudios en nddulos pulmonares de ratones carentes de JNK1 y JNK2 han
demostrado un incremento significativo del crecimiento tumoral en ausencia de JNK, lo
que define un papel supresor tumoral a JNK 2. Si bien estudios han encontrado que
JNK puede tener funciones opuestas dependiendo del estimulo celular y la isoforma *.
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Se ha demostrado que alteraciones crénicas en la actividad de JNK estan presentes
en varios tipos de cancer, como préstata, mama y pancreas “*"'?%. Se ha demostrado la
sobre-expresion nuclear y citopldsmica de JNK en células epiteliales malignas de
carcinoma de prostata comparandolo con tejido normal y glandulas hiperplésicas. Esta
sobre-expresion ha podido ser determinada en tumores Organo-confinados, si bien
parece estar muy reducida o ausente en tumores localmente avanzados y en las
metastasis de cancer de prostata 2712

Varios estudios han proporcionado informacién acerca del papel de JNK como
promotor de la transformacion celular. JNK es una proteina quinasa encargada de
fosforilar c-Jun en el dominio de activacion transcripcional Ser63 y Ser73 y la

fosforilacién de estos sitios se produce en respuesta a la expresién oncogénica **°.

Las alteraciones de JNK en el cancer de préstata también se relacionan a
alteraciones en otras vias. En cancer de prostata la via de PISK/Akt est4 activada de
forma independiente **°, ademéas de ser un regulador negativo de la via de sefializacion
de INK-MAPK. También se han determinado que JNK es regulador positivo de la
funcién de p53, en el contexto de una via intrinseca de supresion tumoral estimulada por
oncogenes .

Kwon et al, han descrito que tras la inhibicion quimica de JNK las células con cancer de
prostata DU145 reducen la migracién celular y la expresion del factor de crecimiento
endotelio vascular (VEGF), factores pro-angiogénicos que quizas facilitarian el
crecimiento tumoral y la metéstasis *2. Por lo que a pesar de su papel anti-apoptético,
JNK podria estar relacionada con el desarrollo de metastasis en cancer de prostata, ya
que tiene la capacidad de regular la adhesion celular, migracién e invasién **°.

La activacion de JNK también depende de los receptores de andrégenos. Esto hace
referencia a la terapia de ablacion androgénica, una terapia ampliamente utilizada en
cancer de prdstata avanzado, en la que probablemente se induzca apoptosis por
activacion de la via de JNK **!. Se requiere una activacién transcripcional de los
receptores de androgenos para disminuir la activacion de INK mediante andrégenos. Un
aumento de los andrégenos produce una disminucion de la fosforilacién de JNK y en
consecuencia de la apoptosis. En cambio se ha visto que JNK tiene la capacidad de
fosforilar los receptores de androgenos en células de cancer de prostata, inhibiendo las
respuestas dependientes del receptor de androgenos *¥. Otro estudio ha determinado
que el aumento c-Fos y c-Jun, dianas directas de JNK, estan aumentados en tumores
avanzados androgeno independiente y se asocian a activacion del ERK, sin embargo en
esta situacion la activacion de JNK esta disminuida, lo que indica que c-Jun podria estar
regulado por otra via **°.

p38 MAPK es una quinasa activada por estrés, que participa primordialmente en la

diferenciacion celular, crecimiento, proliferacion, supervivencia y apoptosis ***.

La activacion de esta quinasa se produce por estimulos procedentes de rayos
ultravioletas, choque térmico, citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1) vy
factores de crecimiento (EGF, TGF-B)™*.

La activacion de la via de p38 se produce a través del modulo MAPKKK-
MKK3/4/6-p38 MAPK %
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Se han caracterizado cuatro isoformas (a.,f,y,0), si bien la mas estudiada, y méas
expresadas en los tejidos son p38aMAPK y p38BMAPK, la primera es imprescindible e
insustituible en las funciones celulares. La expresion de otras isoformas y y d, estan
restringidas a tejidos como pancreas, testiculo, masculo, pulmén, rifion y glandulas
endocrinas .

Se ha podido corroborar que la activacion de p38 induce proliferacion y movilidad
celular en ausencia de mutacion de Ras **”. Esta quinasa actda de forma general como
un supresor de la sefializacion de Ras y ERK1/2 1% Se ha descrito que la activacién
de p38 en presencia de mutaciones inactivantes de Ras disminuia los niveles de ERK
fosforilado, demostrando de esta manera que existia un sistema de compensacion entre
ambas MAPK. Asi mismo se ha podido demostrar %ue, este efecto inhibitorio de p38
ocurre simultaneamente a una activacion de JNK **. Este entrecruzamiento entre las
diferentes vias y los diferentes mecanismos auto-regulatorios permiten que la familia de
MAPK pueda regular su propia via de sefializacion.

p38 interviene en los mecanismos de apoptosis de forma contradictoria. Puede tener
una funcion pro-apoptoética o anti-apoptotica, dependiendo del estimulo, el sistema
celular y la isoforma involucrada '*°. Se han encontrado células neoplasicas de cancer
de prostata de modelos in vitro, en las que p38 tiene un papel pro-apoptético ***'#? sin
embargo en tejidos vivos normales y embrionarios se ha visto que la activacion de p38
puede inducir proliferacion celular y bloquear la apoptosis ***. Este comportamiento
dual de p38 podria explicarse por su capacidad de regular la biosintesis de las moléculas
implicadas en la respuesta inflamatoria inicial relacionadas con las fases iniciales del

desarrollo del tumor **4,

Alteraciones en la via de p38 se le ha asociado a multiples tumores solidos, como
cancer de péncreas, gastrico, mama, pulmén y prostata **> y también a algunas
neoplasias hematoldgicas ***1%°.

Una de las funciones de p38aMAPK es aumentar o disminuir la estabilidad del
m-RNA, regulando la capacidad de union del m-RNA que codifican proteinas
involucradas en la diferenciacion de mioblastos en miotbulos *’. Mediante la unién a
HSP27 en su forma no-fosforilada, puede unirse a la actina capandola, de esta forma
bloquea la polimerizacién **. Si bien su participacion en la migracién celular ain esta
por determinarse, esto podria aportar datos acerca de su papel en el desarrollo de
metastasis.

En contraste con lo dicho anteriormente, p38 también puede ejercer un efecto
protector en la apoptosis mediado por TNF en células de cancer de prostata (LNCaP)
%>y también se le ha relacionado con la senescencia como una forma de evadir la
transformacion oncogénica.

p38 esta presente en las células epiteliales y basales normales de la prostata. Se ha
podido demostrar que p38 esta sobre-expresada en las glandulas hiperplasicas y esta
expresion aumenta progresivamente en el epitelio neoplasico de la neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN), el cancer de prostata bien y moderadamente
diferenciados, si bien, en adenocarcinomas avanzados y metastasis su expresion esta
disminuida significativamente o incluso ausente %2*%’.
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A pesar de que p38 tiene un importante papel pro-apoptotico, quizas contribuya a la
progresion del cancer de préstata promoviendo el crecimiento tumoral, la adquisicion de
independencia androgénica y desarrollo de metéstasis *. Otras cualidades atribuibles a
p38 son el aumento de la supervivencia de las células tumorales, clonogenicidad e
invasividad en lineas celulares de cancer de préstata, proporcionando de este modo un
soporte adicional en la adquisicién de un fenotipo con independencia androgénica **%.

Se ha propuesto el papel de IL-6 en el aumento de la expresion y actividad de
receptores de andrégenos (AR), promoviendo de esta forma el crecimiento tumoral
independiente de andrdégenos. Esto es debido a que se ha demostrado que la respuesta
androgénica inducida por IL-6 depende de la actividad de p38 **°.

JNK y p38 tienen un papel importante en la mediacion de apoptosis inducida por
estrés y la inducida por agentes quimioterapicos, por lo que son importantes
determinantes en la respuesta celular a las terapias convencionales. Para la activacion de

p38 como agente apoptdtico son necesarias la inactivacion de p53 y mutaciones de Ras.
150

Por ultimo mencionar que diversos trabajos han demostrado que la familia de las
MAPK, son el grupo de enzimas mas importantes que existe en mamiferos. La actividad
de los diferentes inductores de la via y los mecanismos reguladores inhibitorios de las
diferentes cascadas de sefializacion celular, asi como el equilibrio entre las diferentes
MAPK, en especial las MAPK inducidas por estrés p38 y JNK, son determinantes en las
respuestas biolégicas y son un reflejo del elevado nivel de sofisticacion y complejidad
de este sistema.

1.3.4 Regulacion de la actividad de las vias de transduccion de sefial de las
MAPK: fosfatasas especificas duales (dual-specificity MAPK phosphatases, MKP)

Se han descrito hasta el momento al menos 11 enzimas activas que forman parte de
la familia de las fosfatasas especificas duales (MKP). Estas fosfatasas son las
encargadas de inactivar o desfosforilar las diferentes MAPK. La afinidad por estas
MAPK depende de la localizacion subcelular de la enzima MKP, que puede ser
citoplasmica o nuclear, sino también de la variable afinidad molecular por las diferentes
MAPK, pudiendo inactivar especificamente una o mas MAPK.

Todas las MKP tienen una estructura en comun, que incluye un dominio catalitico
C-terminal y un extremo N-terminal no activo. En el extremo N-terminal encontramos
un grupo de residuos de aminoacidos basicos serina/treonina, que participan en el
reconocimiento del sustrato y union a MAPK a través la denominada secuencia de
interaccion con quinasas (KIM, kinasa interaction motif). Este KIM determina la
localizacion subcelular de cada una de las MKP y es el que determina especificamente a
cuél de las MAPK se va a unir ****%2_ pPor ejemplo una mutacién precisa de KIM
impide la union de ERK y p38 a MKP-1, pero no tiene efecto sobre JNK. Esto es
debido a que las formas activadas de ERK y p38 se unen a MKP-1 en el mismo sitio,
pero no JNK. En general las fosfatasas también se diferencian en si estan en
conformacion activada en el momento de unirse al ligando o, si es la unién al ligando
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quien media un cambio en la conformacion de la fosfatasa, que inhabilita la formacion
de sitio catalitico activo *°**%*,

Las MKP se subdividen en base a la similitud de sus secuencias, su estructura
génica, localizacién subcelular y especificidad por los sustratos, en tres distintos grupos
(Figura 6).

- El primer grupo comprenden cuatro fosfatasas quinasas nuclear inducibles,
DUSP1/MKP-1, DUSP2/PAC-1, DUSP4/MKP-2 y DUSP5/hVH-3, con gran
especificidad para inactivar JINK, p38 y ERK, excepto DUSP5 que parece actuar
de forma selectiva sobre ERK1/2.

- El segundo grupo lo constituyen tres proteinas MKP citoplasmicas, con una
elevada afinidad por ERK, DUSP6/MKP-3, DUSP7/MKP-X y DUSP9/MKP-4,
De ellas MKP-3 es la que mayor afinidad tiene ERK, y ninguna sobre JNK y
p38.

- EI tercer grupo estd compuesto por tres MKP, que tienen una localizacién
citopldsmica y nuclear, DUSP8/hVH-5, DUSP10/MKP-5 y DUSP16/MKP-7,
que inactivan selectivamente MAPK activadas por estrés, p38 y JNK y no tienen
actividad sobre ERK %015571°7,

DUSPMKP-1 | ————
DUSP4/MKP-2 —_— MKP nuclear
DUSP2 — O —— CE
DUSFS =R
DUSPSMKP-3 — e —O———
MKP citoplasmicas

DUSP7MKP-X — i —— ——— (ERK)
DUSPSMKP-4 — ) ——
DUSP8 — e — ——O—)
DUSP16/MKP-7 —_— e — e ———————

MKP electivas
DUSPAOMKP-S el e — I — de p38'y JNK
DUSP24/MK-STYX e -

50 aminoécidos B NLS *KIM O NES D PEST [ [C] Dominio homologo B Ssitio catalitico
a Cdc25/rodanasa

Figura 6. Grupo filogénicos y dominios estructurales de las MKPs. NLS: sefial de
localizacion nuclear; KIM: motivo conservado de la interaccion con quinasas; PEST:
secuencias ricas en prolina, glutamato/aspartato, serina y treonina. Adaptado de
“Dickinson RJ & Keyse SM, 2006, J Cell
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Existe otro grupo de DUSP atipicas, son 19 fosfatasas aun no bien estudiadas
que tienen como sustrato MAPK, pero también otras dianas en la célula que aun se
desconocen "0%1%8,

Las MKP se activan de forma inmediata tras su expresion, pero ademas otros
mecanismos regulan esta activacion, estos son la induccién de la transcripcion, cambios
en la estabilidad de la proteina por fosforilacion y la activacion catalitica **°. Para esto
se requiere primeramente, una modificacion mediante fosforilacion en los residuos de
tirosina y treonina para que las MAPK sean activadas.

Las MKP desempefian un papel fundamental en la funcion inmune, respuesta a
estimulos por estrés y la homeostasia metabélica **°. La primera MKP identificada en
células de mamiferos fue DUSP8, que especificamente esté relacionada con las MAPK,
INK y p38 activadas por estrés '°*. Posteriormente se fueron caracterizando otras MKP,
como DUSP10/MKP-5 y DUSP16/MKP-7. De estas solo DUSP10/MKP-5 ha sido
estudiada en mamiferos. Originalmente esta se identificdé como capaz de regular INK y
p38 MAPK, pero no ERK 2 Se ha descubierto que DUSP10/MKP-5 m-RNA es
inducida en lineas celulares de macrofagos de ratones por bacterias lipopolisacaridas
(LPS) y parece desempefiar un papel como regulador negativo de la via de sefializacion
de JNK, por lo que parece estar relacionada con la respuesta inmune innata y es un
regulador del adecuado funcionamiento de células T.

DUSP2/PAC-1 es la MKP mas asociada a las células del sistema. Estudios en
modelos experimentales de ratones carentes de DUSP2/PAC-1, se produce una
disminucion de la expresion de mediadores pro-inflamatorios y citoquinas, por lo que
estos ratones son resistentes a la artritis inmune %1% DUSP2/PAC-1 parece ser un
regulador negativo in vitro de ERK y p38 MAPKS, esto se ha visto en macréfagos
tratados con bacterias lipopolisacéaridas (LPS) que muestran niveles aumentados de
JNK, y la inhibicion farmacoldgica de la actividad de JNK en estos macrofagos produce
un incremento en la actividad de ERK ***,

MKP-1 es una fosfatasa nuclear especifica que desfosforila proteinas de la
familia MAPK. Originalmente se pensaba DUSP1/MKP-1 tenia como diana solo ERK,
sin embargo ahora se sabe que también tienen un papel clave en la regulacion
fisioldgica de sefalizacion de las vias ERK, JNK y p38 MAPK, es méas el orden de
afinidad de MKP-1 por sus substratos MAPK es el siguiente: p38>JNK>ERK, y dentro
de ERK, ERK2>ERK1 “*1% A diferencia del tipo de interaccién que ocurre entre
MKP-1 y p38 o JNK, MKP-1 parece no desfosforilar directamente a ERK, sino que
compite con los efectores de ERK evitando su unién y fosforilacion *%, quizas esta sea
la razon por la que MKP-1 tiene menor afinidad por ERK.

La vida media de MKP-1 es de 1-2 horas, la cual varia dependiendo del
estimulo. Los estimulos que activan MKP-1 pueden ser mdltiples y los mismos que
activan las MAPK, como son las situaciones de estrés celular.

MKP-1 se expresa en condiciones normales en tejidos como musculo, cerebro,
higado y tejido adiposo de adultos. Y parece desempefiar un papel importante en el
adecuado desarrollo de los érganos fetales '°¢, ademas de participar en la homeostasis
metabdlica.
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También se le ha relacionado con aumento de apoptosis por incremento de la
actividad de JNK y p38. Esto se ha demostrado a partir de estudios en fibroblastos
embrionarios de ratones (MEF) deficientes de MKP-1, los que ademas presentaban
bajas tasas de crecimiento por incremento de la actividad apoptética 1. Esto parece
demostrar que MKP-1 promueve la supervivencia celular mediante la atenuacion de la
sefial a traves de la via de las MAPK activadas por estres.

La ausencia de MKP-1 produce una activacion prolongada de p38 en
macrofagos tratados con LPS, por lo que podria estar implicada en la respuesta inmune
innata. Ademas esta carencia de MKP-1, también promueve la sobreproduccion de
citoquinas anti-inflamatorias y pro-inflamatorias (IL6, IL10 y TNF), favoreciendo el
desarrollo enfermedades reumatolégicas y artritis autoinmune en ratones '*” y también
se le ha relacionado con resistencia a la obesidad inducida a una dieta rica en grasa e
intolerancia a la glucosa *°.

MKP-1 actlia como un mecanismo de control que atenua la actividad de la sefial
celular mediada por las MAPK ", esto se debe a que las MAPK pueden aumentar la
actividad catalitica de MKP-1 al unirse a ella, y la fosforilacion de ERK inhibe la
degradacion de la proteina MKP-1 mediante la fosforilacién de residuos de Ser359 y
Ser354 ™1, Por otro lado ERK1/2 puede degradar MKP-1 mediante la fosforilacion de
los residuos Ser296 y Ser323 2.

Existen una multitud de factores y condiciones que regulan MKP-1. El choque
térmico y dafio hipoxia/isquemia por reperfusion, generan especias reactivas de oxigeno
y proteinas mal plegadas que afectan al reticulo endopldsmico, mitocondria, el
citoplasma y el nlcleo generando a su vez, mas especies reactivas de oxigeno, que
afectan el compartimento nuclear mediante cambios transcripcionales con dafio del
DNA 37 E[ choque térmico aumenta la actividad de p38 MAPK y la inhibicién de
esta MAPK reduce el incremento de los niveles de MKP-1. La hipoxia por lo contrario
aumenta la expresion MKP-1 inestable, por lo que este mecanismo parece proteger a las
células de la apoptosis **2,

Otro mecanismo que limita la actividad de la proteina MKP-1 recae dentro de la
region C-terminal de MKP-1, que auto-inhibe la actividad fosfatasa. En MKP-1 el
extremo C-terminal truncado tiene una actividad fosfatasa méas alta, sin modificar su
especificidad del sustrato *°. Sabiendo que la unién de MKP-1 a uno de sus sustratos
MAPK (ERK1/2, JNK o p38), aumentara su actividad fosfatasa, desfosforilando una o
més MAPK, a las que este unida '"®. El conocer el fragmento donde éste extremo
C-terminal se une por su cuenta a otras proteinas, podria revelarnos otro punto de
control de esta fosfatasa.

Los primeros estudios acerca de la regulacion y funcion de MKP -3 se realizaron
en estudios en embriones de ratones ', encontrandose esta fosfatasa en los arcos
branquiales y cerebro medio de ratones, lo que sugiere su relacién con el inicio del
desarrollo embrionario. Estudios con factores de crecimiento fibroblastico (FGF) en
embriones de pollo, se ha visto que éstos son esenciales para la produccion de MKP-3
178 y podrian regular la expresion de MKP-3. MKP-3 a su vez, parece ser un regulador
negativo crucial de la sefial de estos factores de crecimiento fibroblastico en tejidos 1.
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De todas las MKP citoplasmicas, DUSP6/MKP-3 es la mejor caracterizada y
actla especificamente sobre ERK. MKP-3 es un substrato de ERK in vitro ¥ y
también puede ser fosforilada bajo estimulos especificos por otra via también implicada
en el crecimiento y proliferacion celular como la via de mMTOR (mammalian target of
rapamicina). Cuando se produce la desfosforilacion via mTOR la vida media de MKP-3
se reduce, lo que sugiere que ambas vias podrian estar interconectadas y colaborar 8.
También se ha identificado otra via por la que MKP-3 puede ser fosforilada, a través de
la proteina quinasa CK2a/caseina quinasa 2, otra quinasa ubicua involucrada en la
regulacion de la proliferacién celular y supervivencia '

MKP-3 es degrada mediante fosforilacién '®!, puede ser inducida por varios
factores de crecimiento y es MEK independiente. La activacion catalitica de MKP-3
parece depender de su interaccion con ERK, principalmente a través del dominio KIM

en el extremo NH2 de la fosfatasa y el dominio terminal COOH **'.

Las consecuencias de las interacciones entre los distintos miembros de la familia
MAPK cada vez son méas reconocidas, y los estudios nos estan permitiendo avanzar en
la comprension de como, donde y porque ocurren estas interacciones entre los distintos
ejes e isoformas en la familia de las MAPK. Ademés el comprender su funcionamiento
estamos aprendiendo la forma en la que esta via MAPK interactta con otros modulos de
sefializacion distintos a MAPK, permitiéndonos crear mapas de conexion entre los
diferentes vias 183184,

Las sefiales de transduccion entre los ejes de MAPK (Raf-MEK1/2-ERK,
MEKKK-MKK4/7-JNK 'y MEKKK-MKK3/4/6-p38) no ocurren siempre de forma
linear, existen maltiples interacciones estimulatorias e inhibitorias dentro y a través de
este médulo *° (Figura 7). Como comentamos anteriormente los distintos miembros de
la familia de MAPK pueden modular sus propias sefiales de transduccién. Este cruce
pude ocurrir a cualquier nivel y también poseen mecanismo de regulacion negativo en el
m-RNA y a nivel proteico "%,

Un equilibrio regulatorio segun el tipo de estimulo ya sea inhibitorio o de
activacion entre las distintas MAPK es necesario para su adecuado funcionamiento. Por
ejemplo: si p38 y JNK son activados, estos inducen la muerte celular por apoptosis, de
forma secundaria elevan la actividad de ERK1/2 relacionado fundamentalmente con la
proliferacion celular. A su vez niveles elevados de la forma fosforilada de ERK1/2
estimulan la expresion de MKP-1 como mecanismo regulatorio de la actividad de la via,
induciendo la desfosforilacion de JNK y p38, y en consecuencia reduciendo la
apoptosis.

Como podemos ver las funciones de MKP son complejas y tienen la capacidad
de modular diferencialmente mdltiples vias de MAPK, que den lugar a respuestas
bioldgicas completamente distintas y contradictorias.

Debido al cruce de las vias de sefializacion, la perdida de cualquiera de los genes
de una fosfatasa da lugar al aumento de la regulacién de otros miembros de la familia o
la sobre-expresion de alguna de las MAPKSs, por la inactivacion de alguna de las
isoformas de MAPKS.
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Figura 7. Via de sefializacion de proteinas quinasas activadas por
mitdgenos. Adaptado de Rodriguez-Berriguete G .Journal of Signal
Transduction 2012 ***
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1.3.5 El papel de MKP-1y MKP-3 en el cancer

Como hemos comentado anteriormente MKP-1 desempefia un papel en la
proliferacion celular, diferenciacion, respuestas al estrés, inflamacion, arresto del ciclo
celular y apoptosis, mayormente a través de la regulacion de la sefializacion de las
MAPK.

El papel que desempefia en la carcinogénesis guarda relacion con su funcion
fisiologica. La sobre-expresion de MKP-1 inactiva p38 y JNK, pero tiene poca actividad
sobre ERK. Esto produce un desequilibrio entre la proliferacion celular y la muerte
celular inducida por apoptosis, con disminucion de las sefiales pro-apoptdticas y
aumento de las sefiales anti-apoptéticas, lo que caracteriza a la carcinogénesis *%°.

Anomalias oncogeénicas han sido encontradas en los componentes reguladores de
la via de MEK/ERK y p38, y JNK podria tener un papel como supresor tumoral en
determinadas condiciones *°. MAPKSs ademas estan implicadas en la respuesta tumoral
a la quimioterapia y las MKP podrian desempefiar un papel importante en el desarrollo
y progresion del cancer.

Como hemos mencionado anteriormente, la hipoxia es un activador de MKP-1,
y ésta es la base del desarrollo de muchos tumores. Estudios iniciales han demostrado
un aumento de la expresion de MKP-1 en un numero de neoplasias epiteliales en
humanos como pancreas, prostata, colon y vejiga, sin embargo su expresion parece
disminuir progresivamente al aumentar el grado de agresividad y la progresion de la
enfermedad 10°180187,

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios a veces son contradictorios.
Tsujita detecto niveles ligeramente mas bajos de MKP-1 en hepatocarcinomas (HCC)
comparado con hepatocitos normales. El estudio lo realizé en dos modelos de ratas
Fisher 344 (F344) y Brow Norway (BN). A diferencia de los resultados obtenidos en el
estudios de otros tumores, Tsujita determino una relacion entre niveles bajos de MKP-1
la capacidad de desarrollar HCC en las ratas F344 y niveles altos de MKP-1 con
resistencia a desarrollo de HCC en las ratas BN . El grupo de St. John también
observaron estos mismos resultados, al estudiar carcinomas epidermoides (SCC) de
cabeza y cuello, y demostraron que MKP-1 inhibia el desarrollo de carcinoma

epidermoide al disminuir la IL-1p del microambiente tumoral pro-inflamatorio ¥

En contraste con lo anteriormente descrito, el grupo investigador de Wang
encontro niveles elevados de MKP-1 en células tumorales de cancer de ovario tratadas
con cisplatino. Esto sugiere que MKP-1 podria estar relacionado con la respuesta a la
terapia con cisplatino, ya que estudios en ratones deficientes de MKP-1 en tratamiento
con cisplatino, mostraban una eficiente activacion de JNK y p38, con una consecuente
buena respuesta al tratamiento **. Estos mismos hallazgos fueron demostrados en otros
estudios realizados en carcinomas no microciticos de pulmén (NSCLC) ** vy
carcinomas pobremente diferenciados de mama * por lo que podria desempefiar un

papel importante en el desarrollo de la quimioresistencia en algunos tumores.

Si bien la gran mayoria de los estudios relacionan a MKP-1 con la progresion
tumoral de manera uniforme en muchos de los tipos de tumor estudiados (prostata,
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colon, vejiga y ovario), con pérdida progresiva de la expresion que se correlaciona con
un alto grado histoldgico %,

La manera en la que MKP-1 promueve la carcinogenesis es a través de la
inhibicion de las fosforilacion de JNK, en cambio su participacion como inhibidor de la
progresion, es mediante la inhibicion de la fosforilacion de ERK. En estadios
avanzados, la disminucion de la expresion de MKP-1 favorece la proliferacion y
aumento de tamarfio de la masa tumoral, esto mediante un aumentado de la sefializacion
de la via de ERK .

Respecto al papel que desempefia MKP-3, mencionar que el gen de esta
fosfatasa se localiza en la region 12921-g231. Un aumento de la expresion favorece la
apoptosis, por lo tiene influencia sobre crecimiento tumoral.

Los primeros estudios demostraron que la expresion de MKP-3 estaba
disminuida en tumores la neoplasia intraepitelial de pancreas, con una subsecuente
disminucion de la expresion en el carcinoma ductal infiltrante de pancreas. Los
mecanismos por los que se produce esta disminucion de la expresion en el cancer
pancreas fueron investigados por Xu y colaboradores, en los que encontraron una
hipermetilacion del gen promotor ***. El grupo de Okudela estudiaron tumores de
pulmon, observaron niveles muy reducidos de MKP-3 en tumores de alto grado,
determinando un valor predictivo independiente del periodo libre de enfermedad y la
supervivencia global en relacién a esta fosfatasa *°.

Otras publicaciones también describen este misma tendencia de pérdida de
expresion de MKP-3 en céancer de ovario y mama, y al igual que MKP-1 lo asocian a
quimioresistencia a cisplatino y tamoxifeno respectivamente. En su estudio Chan y
colaboradores, demuestra que la sobre-expresion de MKP-3 en células de céancer de
ovario restablece la inhibicion de ERK aumentando de esta manera la sensibilidad a

cisplatino .

Ademas otro estudio ha demostrado que la pérdida de expresion de MKP-3 esta
asociada a mutaciones de K-Ras, que a su vez aumenta la activacion de ERK1/2
favoreciendo un fenotipo maligno e invasor **’.

A medida que crece nuestro conocimiento acerca de la base bioquimica y
estructural de estas enzimas MAPK, asi como la comprension de su catélisis y
especificidad del sustrato, estamos avanzando en la comprension del papel que
desempefian estas enzimas en los procesos fisiologicos de las células y tejidos de los
mamiferos, que ante agresiones y estimulos oncogénicos favorecen la carcinogénesis.

Estas MAPK estan ampliamente distribuidas en todos los tejidos de mamiferos y
debido al papel fundamental que desempefian en los procesos celulares, la presencia de
alteraciones en cualquiera de las vias de sefializacion en las que intervienen, han sido
relacionadas con un amplio grupo de neoplasias malignas, y por lo tanto deberian estar
involucradas de forma directa o indirecta en la génesis del cancer ®. La sefializacion
anormal de las MAPK parece tener consecuencias importantes en el desarrollo y
progresion del cancer en humanos, y también juega un papel determinante en la
respuesta tumoral a terapias convencionales contra el cancer.
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En estudios iniciales ERK y MKP-1 estaban expresados y fueron detectados en
la region dorsolateral de la prostata de ratones, esto dependia de la estimulacién
androgénica. ERK y MKP-1, estaba altamente expresado en las lesiones displéasicas,
pero MKP-1  m-RNA y sus proteinas disminuian rapidamente en respuesta a la
combinacion de estradiol 17 y testosterona. Estudios posteriores han corroborado la
sobreexpresion de MKP-1 en la neoplasia intraepitelial prostatica, y a medida que el
dafio celular acumulativo y mutaciones en el DNA aumentan con la adquisicion de un
fenotipo invasor, la expresion tiende a disminuir, hasta desaparecer en tumores de alto
grado histolégico y metastasis *°.

A diferencia de MKP-1 y otras MKPs, es la pérdida absoluta de expresion de
MKP-3 la que parece estar relacionada con la progresion tumoral.

Los androgenos intervienen en el funcionamiento normal de la prostata y en la
carcinogénesis. La terapia anti-androgénica, utilizada en cancer de prdstata, quizas
induzca apoptosis por activacion de la via de JINK **!. Los pacientes tratados con esta
terapia muestran disminucion de la expresion de MKP-1y de la proteina anti-apoptotica
Bcl-2, mientras que JNK esta sobre-expresada. Por el contrario el tratamiento con
andrégenos aumenta la expresion de MKP-1 1%,

Estas fosfatasas desempefian un papel crucial en la progresion de la enfermedad
y el desarrollo de quimioresistencia, lo que supone una via interesante de estudio para el
desarrollo de nuevas dianas terapéuticas en este grupo de pacientes.

Debido a que las MAPK y MKP, puede desempefiar un papel promotor o
supresor tumoral, con respuestas a veces contradictorias, la interpretacion de la
expresion de sus distintas formas fosforiladas dependen contexto, segun el tipo de
tumor, por lo deben ser interpretadas y analizadas con cautela.

En base a lo anteriormente descrito, en el presente estudio expondremos nuestra
hipotesis y objetivos, la procedencia y manejo del material, asi como metodologia que
desarrollamos para recabar toda la informacion y llegar a los resultados tras analizar la
expresion inmunohistoquimica de las formas fosforiladas de las MAPKSs, ERK, p38 y
JNK 'y las MKPs, MKP-1 y MKP-3, y su relacion con las distintas variables analizadas
en muestras de cancer de prdstata.
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Hipdtesis y objetivos

HIPOTESIS

La familia de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) en
condiciones fisioldgicas desempefian un papel fundamental en las funciones celulares,
controlando procesos como la proliferacion, diferenciacion desarrollo, respuestas a
estimulos por estrés, adhesividad, migracién y muerte celular.

Alteraciones en las vias de estas enzimas han sido implicadas en una variedad de
neoplasias malignas y recientemente se han asociado alteraciones de estas proteinas con
el desarrollo del cancer de prostata.

El papel que desempefa en la carcinogénesis guarda relacion con su funcion
fisiologica. MKP-1 inactiva las formas fosforiladas de p38 y JNK, promoviendo de esta
manera la carcinogénesis e inhibe la progresion tumoral mediante desfosforilacion de
ERK.

La expresion de MKP-1 parece disminuir progresivamente en cancer de prostata
al aumentar el grado histolégico, y se ha descrito la asociacion entre la disminucién de
la expresion y la progresion a un estado de independencia androgénica, por bloqueo de
la apoptosis mediada principalmente por JINK.

MKP-3 tiene como diana ERK, cuya funcion principal es la proliferacion
celular. La pérdida de expresion de MKP-3 se ha asociado a progresién de la
enfermedad a un estado de independencia androgénica.

Por lo tanto MKP-1 y MKP-3 pueden ser factores prondsticos en cancer de
préstata que segun el patrén de expresion, nos permitan categorizar grupos con mayor
riesgo de recidiva y progresion de la enfermedad. Ademas de ser posibles predictores de
la respuesta a la quimioterapia, podrian constituir una atractiva diana terapéutica.
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OBJETIVOS

1.- Estudiar el patron de expresion inmunohistoquimica de MKP-1 y MKP-3, y
las formas fosforiladas (activas) de sus substratos MAPK (ERK, p38 y JNK) en el tejido
parafinado de una cohorte de pacientes con cancer de prostata.

2. -Establecer una relacion entre los hallazgos en la expresion de cada uno de los
marcadores MKP y sus dianas fosforiladas MAPK, para establecer una probable via de
interaccion.

3.- Analizar segun el patron de expresion de MKP-1 y MKP-3 y las formas
fosforiladas de ERK, p38 y JNK, su relacién con las distintas variables, clinicas,
bioquimicas y morfoldgicas.

4.- Determinar el valor prondéstico de MKP-1 y MKP-3 y las formas fosforiladas
de ERK, p38 y JNK, como factor prondstico en la cohorte estudiada de cancer de
prostata.
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Marterial y métodos

3.1 Seleccién de casos, datos clinicos, variables bioquimicas y seleccion de
material histoldgico para construccion de matrices de tejidos.

3.1.1 Seleccidn de casos
3.1.1.1 Criterios de inclusién

Se seleccionaron pacientes varones con adenocarcinoma de prostata, que fueron
tratados mediante prostatectomia radical retropubica y linfadenectomia bilateral, entre
los afios 1995 y 1997 en el Hospital General Universitario Gregorio Marafion (Madrid,
Espafia), con un total de casos de 95 pacientes.

Solo se incluyeron en el estudio los pacientes que fueron seguidos durante un
periodo de 13 afios, con determinaciones bioquimicas periédicas de PSA cada 6 meses
durante el primer afio y anualmente en los afios siguientes. El punto de corte en el
seguimiento se hizo en diciembre de 2010. Al tratarse de un estudio retrospectivo
realizado anterior al real decreto del afio 2011 y previamente consultado al comité de
ética del hospital en el afio 2006 cuando se inicié el estudio, no se solicito
consentimiento informado a los pacientes.

3.1.1.2 Criterios de exclusion

Fueron excluidos del estudio 7 casos en los que resultdé imposible revisar las
historias clinicas y/o la evolucién postquirargica.

3.1.2 Datos clinicos y variables bioguimicas del estudio

Los datos clinicos se obtuvieron de forma retrospectiva revisando las historias
clinicas del archivo del hospital, que tuvieran un seguimiento de 13 afios.

Se recogieron los siguientes parametros:

- Numero de historia clinica

- Fecha de nacimiento y edad al momento del diagndstico

- Fecha de la cirugia de prostatectomia

- Estadio clinico segun la TNM al momento del diagnostico
- Cuantificacion del PSA al momento del diagndstico

- Volumen prostatico medido por estimacién ecografica

- Tratamiento hormonal o radioterapico previo a la cirugia
- Presencia de metastasis al momento del diagnostico

- Valores de PSA postoperatorio

- Tiempo de recidiva bioquimica

- Blogueo hormonal o radioterapia postquirdargico

- Desarrollo de enfermedad a distancia

- Muerte por enfermedad u otra causa

- Desarrollo de otras neoplasias

Las variables independientes analizadas fueron la edad, el PSA en sangre
preoperatorio y el PSA en sangre postquirargico cada 6 meses durante el primer afio y
posterior anualmente.
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El tiempo hasta la recidiva bioquimica medido en meses desde el momento del
diagnostico, en aquellos casos en los que hubiera una elevacion del PSA posterior a la
cirugia. La recidiva bioquimica se defini6 como un valor de PSA superior a 0,2 ng/ml
en una determinacion en sangre posterior a la cirugia.

Solo 3 pacientes recibieron bloqueo hormonal (BH) y 2 pacientes recibieron
radioterapia (RT) previo a la prostatectomia radical (PR).

De nuestra serie 20 pacientes desarrollaron resistencia, tras haber sido tratados con
ablacion androgénica por recidiva bioquimica de la enfermedad, 11 pacientes
desarrollaron metéstasis posterior a la cirugia, tratamiento hormonal o radioterapia.

3.1.3 Variables histologicas

Todo el material analizado procede de bloques de parafina del archivo del servicio
de Anatomia Patolégica del Hospital General Universitario Gregorio Marafion.

Las prostatas fueron previamente pesadas y medidas, fijadas en formol al 10% y
pintadas con tinta china, con la finalidad de determinar el estado de los margenes de
reseccion, un factor prondstico importante y directamente relacionado con la
probabilidad de recidiva tumoral en el lecho quirdrgico. Las prostatas fueron incluidas
en su totalidad en parafina.

En el estudio histolégico del tumor en su totalidad, se determind el grado de
diferenciacion, segun los criterios descritos por Donald Gleason y actualmente
utilizados ampliamente en todo el mundo hace mas de 35 afios.

Estos patrones basicos se basan en el estudio de las glandulas neoplasicas que varian
segun sus caracteristicas morfologicas y arquitecturales en un rango de 1 a 5.

Un patron 1 y 2 son patrones bien diferenciados, practicamente semejantes a
glandulas normales de la prostata, que con frecuencia son nodulares y bien definidos en
piezas de prostatectomia y dificiles de reconocer en biopsias de cilindros, con la
importante diferencia de que carecen de estrato de células basales, caracteristica de las
glandulas neoplésicas, por lo que con frecuencia en la biopsias estos pequefios focos
tumorales son diagnosticados como focos de proliferacion microacinar atipica.

Un patrén 3 corresponde a un tumor de bordes mas imprecisos compuestos por
glandulas tumorales cuyo tamafio puede ser variable, desde pequefio a medio, incluso
grande, pero usualmente separadas entre si por estroma.

El patron 4 y 5 son patrones mas complejos que implican un peor grado de
diferenciacion y consecuentemente un peor prondstico. En el patron 4 el tumor suele ser
permeativo, con bordes imprecisos y las glandulas muestran patrones complejos con
fusion glandular, cribiforme, microacinar, micropapilar e hipernefroide. En el patron 5
el crecimiento suele ser aun mas difuso, solido, dispuesto en sébanas y podemos
encontrar células en anillo de sello y podemos encontrar comedonecrosis.

También hemos observado algunos de los patrones inusuales observados en algunos
de los casos de nuestra serie. Tres casos con diferenciacion de mucosecretora y 2 casos
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de adenocarcinoma atrofico. Ademas de un caso con diferenciacion mucosecretora, otro
con extenso patron hipernefroide y otro de patron cribiforme, los cuales hemos
considerado segun los criterios morfoldgicos de Gleason, como patron 4.

Siguiendo las recomendaciones actuales segin la sistema de reporte para la
gradacion del cancer de prostata segun Gleason, valoramos los la presencia de los
diferentes patrones, determinando un patron predominante, uno secundario y uno
terciario en los casos en los que este Ultimo estuviera presente. En referencia a esto,
existen diferencias respecto a los patrones encontrados que deban reportarse
dependiendo del material que se estd analizando, ya sea pieza quirdrgica o biopsia
diagndstica. En nuestro caso se trataba de piezas de prostatectomia, por lo que teniamos
la posibilidad de valorar y no dejar escapar ningun detalle, si bien debido a los pocos
casos (n=95) decidimos agruparlos en cuatro categorias.

Establecimos diferentes categorias de la siguiente manera:

- Grupo 1: aquellos con patrén homogéneo 3 corresponde a un Gleason 6
(3+3)

- Grupo 2: los que mostraban un patron combinado con predominio de
patron 3y patrén 4 secundario(3+4), con o sin tercer patron 5

- Grupo 3: los que mostraban un patron combinado con predominio de
patron 4y patron 3 secundario(4+3), con o sin tercer patron 5

- Grupo 4: tumores pobremente diferenciados con un Gleason igual o mayor
a8 (4+4), 4+5), (5+4), (5+5)

Otras variables morfologicas estudiadas con una influencia pronostica independiente
en el periodo libre de enfermedad fueron:

- la extensién extraprostatica del tumor (EEP)
- el estado de los margenes quirdrgicos (MQ)
- lainvasion de las vesiculas seminales (VS)

La extension extraprostatica se define como la presencia de glandulas tumorales
fuera de la glandula prostatica y rodeada por ceélulas adiposas. La extension
extraprostatica se dividié en dos grupos, focal (EEPf) si se observaba tumor Gnicamente
en un campo de gran aumento (CGA) o extensa (EEPe) ocupaba méas de un campo de
gran aumento (CGA).

El estado de los margenes quirdrgicos se considerd positivo si se identificaban
células tumorales en contacto con la tinta china. Y negativo si al menos se observaba
tejido conectivo o glandulas normales entre el margen tintado y las células tumorales.

El nivel de invasion de la capsula fue subdividido en tres categorias segun su
extension, considerando como CO aquellos tumores confinados al paréngquima
prostatico, rodeados por acinis normales, sin invasion de la capsula; C1 cuando se afecta
la mitad interna de la cdpsula prostatica y C2 la mitad externa de la capsula.

La presencia de invasion vascular y/o linfatica se considerd significativa si se

encontraba fuera del tumor. Embolos endo-tumorales o invasion por continuidad no fue
considerada invasion.
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Se considero invasion perineural cuando los fasciculos nerviosos estaban rodeados
completamente por glandulas tumorales.

El porcentaje aproximado de neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (PIN)
fue valorado en cada una de las piezas estableciendo grupos porcentuales de menor de
20%, de entre 20-40%, del 40-60% y mayor del 60%.

La localizacion del tumor, ya sea unilateral o bilateral, central o periférica, también
fue determinada, asi como el porcentaje del volumen tumoral y la presencia de
carcinoma intraductal.

Otra variable morfoldgica estudiada y que cada vez més adquiere mas importancia
en otros tipos de tumores solidos, es el infiltrado inflamatorio linfocitario asociado al
tumor.

Y por altimo algunos de los casos en la evolucion de la enfermedad desarrollaron
metastasis a distancia, exclusivamente Oseas, a costillas, vertebras dorsales y lumbares,
craneo, rama isquidtica, sacroiliaca y fémur. Algunas de ellas tuvieron confirmacion
histoldgica, pero otras solo mediante estudio de extension radioldgico.

Algunos de nuestros pacientes también desarrollaron segundas neoplasias en otros
organos. Cuatro de ellos desarrollaron carcinomas uroteliales, un carcinoma renal, dos
adenocarcinomas gastricos, un adenocarcinoma de pancreas, un colangiocarcinoma, un
mesotelioma, dos adenocarcinomas de colon, un sindrome de paraproteina 1gG kappa,
un sindrome mieloproliferativo JAK2+, una leucemia aguda mieloide sobre sindrome
mielodisplasico

A todos los pacientes se les realiz6 linfadenectomia bilateral reglada. Solo dos
pacientes presentaron metastasis ganglionares en 1 ganglio linfatico.

3.1.4 Seleccion de tejido para realizacion de las matrices tisulares (tissue-
microarrays)

Posterior a esta evaluacion se procedié seleccionar zonas al microscopio Optico
marcadas con rotulador, que fueran representativas de los distintos patrones del tumor,
que se habian determinado para cada uno de los casos.

Se seleccionaron entre 2-3 zonas de cada tumor, que fueron extraidas de forma
automatizada utilizando una plataforma de micro-diseccion de tejido HTS (Galileo
TMA CK Series modelo 2500). Mediante una aguja hueca se extrajeron cilindros de
tejido de 1 mm de didmetro, de las regiones previamente seleccionadas para micro-
diseccion del tejido (TMA), con un total de 555 zonas tumorales extraidas y colocadas
de forma ordenada en un bloque de parafina, cuya ubicacién fue extrapolada, creando
un mapa digital con el que podiamos saber exactamente a qué caso correspondia. Se
confeccionaron un total de 3 bloques de parafina (TA1777, TA1778, TA1779).
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3.2 Técnicas de Inmunohistoquimicas

De los bloques de parafina se realizaron cortes a 3 micras, utilizando un micrétomo.
Se realizo tincion de hematoxilina-eosina de cada uno de ellos para confirmar la
presencia de células tumorales y 5 cortes adicionales de 3 micras montadas sobre
cristales portaobjetos con carga electrostatica, para su posterior proceso de
desparafinizacion, hidratacion con xilol y alcoholes en gradacion decreciente (100°, 96°,
70° y agua bidestilada. Los cortes debidamente colocados en portaobjetos
especialmente preparados para las inmunotinciones tuvieron un proceso previo
consistente en una recuperacion antig nica a alta temperatura en presencia de un
tampén de EDTA a pH 9 de Dako. Tras esta recuperacion antigénica, los portaobjetos
fueron incubados con el anticuerpo primario correspondiente y a continuacion, con los
polimeros conjugados con anti-lg de caballo y rdbano apropiados (Flex+, Dako). La
visualizacion de las secciones tefiidas se realizd6 con el cromédgeno 3 -
diaminobencidina. Todas estas tinciones se ejecutaron utilizando el autotenidor Dako
Autostainer.

Los anticuerpos utilizados fueron:

- MKP-1sc-1102 (Santa Cruz Biotechnology)

- MKP-3sc-377070 (Santa Cruz Biotechnology)

- JNK pAb, Rabbit, (pTPpY) (Promega)

- PHO-P44/42MAPK(THR202/TYR204)D13.14.4E 1674370S (lzasa)
-  PHOSPHO-P38 MAPK(THR180/TYR182)(D3F9) 1674511S (lzasa)

3.3 Valoracion de los marcadores inmunohistoquimicos

Las tinciones inmunohistoquimicas fueron revisadas por dos patélogos con
desconocimiento de los datos clinicos, asi como del grado tumoral y de la asociacion
entre los distintos casos.

Sobre esta base se valord la expresion de cada uno de los marcadores.

La expresion de MKP-1 y las formas fosforiladas de MAPK, p38 y JNK fueron
valoradas en el nucleo de las células tumorales.

La expresion de la forma fosforilada de ERK fue valorada en el nlcleo y
citoplasma y MKP-3 en el citoplasma de las células tumorales.

Para dar un valor cuantitativo al de expresion de estos marcadores, se calculo
mediante una escala de expresidn semi-cuantitativa o Histo-score (H-score), en el que se
considera el porcentaje de células con expresion y la intensidad de la expresion. La
intensidad se evalUa en 4 categorias, siendo 0 un valor negativo, 1 una tincion débil, 2
una tincion intermedia y 3 una tincion fuerte o intensa. EIl Histo-score se calcula
aplicando un factor de correccion al porcentaje en cada una de las intensidades de
expresion, de acuerdo con la siguiente formula:

H-score = (expresion baja %) x1 + (expresion intermedia %) x2 + (expresion fuerte %) x3
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Los resultados de esta formula oscilan en un rango que varia entre 0 y 300.

Como comentamos anteriormente en el apartado de seleccién de material se
seleccionaron algunas muestras de tejido prostatico normal, asi como de glandulas
correspondientes a zonas de hiperplasia glandular y neoplasia intraepitelial prostatica de
alto grado, con la finalidad de valorar la expresion de estos marcadores en tejido no
tumoral y poder contrastarlo.

3.4 Seguimiento

Los pacientes fueron seguidos por el Servicio de Urologia, mediante
determinaciones del PSA cada afio. La mediana de seguimiento de la serie ha sido 173.5
meses (rango 7-205) hasta la finalizacion del estudio en 2010.

De los 95 pacientes incluidos, dos fallecieron 4 afios posteriores a la cirugia tras
haber desarrollado metastasis dseas, uno en vértebras dorsales y en el otro paciente
desconocemos la localizacion. Otro paciente fallecié por una encefalitis herpética cuatro
afios después de la cirugia, pero su enfermedad ya habia recidivado con metéastasis
6seas, un afo despues de la PR. Y otro fallecié por causas que desconocemos.

3.5 Estudio estadistico

Los datos de los pacientes fueron informatizados tras su correspondiente
anonimizacion en una tabla Excel para su posterior analisis con el programa estadistico
SPSS 20.0 (SPSS Inc, Chicago, Illinois).

El analisis descriptivo de las variables se realizé con porcentajes para las
variables cualitativas y con medias o0 medianas y rangos para las cuantitativas.

El andlisis bivariable de asociacion entre variables se realiz6 con la prueba t de
Student para comparacion de medias de variables cuantitativas entre dos grupos y la Xi
cuadrado para valorar la asociacion entre variables cualitativas.

En las determinaciones de las cohortes de biopsias de pacientes, se realizaron
diferentes analisis relacionando las caracteristicas clinicas e inmuhistoquimicas de los
pacientes con los marcadores de interés (MKP-1, MKP-3, ERK, JNK, p38).

La supervivencia global (OS) se definio como el tiempo desde el diagnostico del
tumor a la fecha de fallecimiento por cualquier causa pérdida de seguimiento. La
supervivencia libre de enfermedad (DFS) se definid como el tiempo transcurrido desde
el diagnostico del tumor hasta el primer evento acontecido, considerdndose como
eventos posibles: recaidas en cualquier localizacion, muerte o pérdida de seguimiento.

Las comparaciones de supervivencia de Kaplan-Meier se realizaron con la
prueba de Mantel-Cox. ElI modelo de riesgo proporcional de Cox se ajustd
considerdndose pardmetros significativos en el analisis univariante.

En todos los casos se considero significativo un valor de p<0,05.
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4.1 Descripcion de la serie

4.1.1 Variables clinicas

Todas las variables clinicas a continuacion descritas fueron adquiridas de las
historias clinicas de los 88 pacientes de los que tuvimos acceso a la historia clinica
gracias a la colaboracion del departamento de archivo del Hospital Gregorio Marafion.

La media de edad en el momento de la cirugia fue 64 afios (rango 45-74).
El nivel medio de PSA prequirurgico era de 13,3 ng/dl (rango 5,2-430).

Al momento del diagndstico la gran mayoria de los pacientes se encontraba en un
estadio clinico pT2c (20 casos, 25,6 %). El resto de casos se distribuian de la
siguiente manera: pT1c (2 casos, 2,6%), pT2a (13 casos, 16,7%), pT2b (6 casos,
7,7%), pT3a (12 casos, 15,4%), pT3b (13 casos, 16,7%) y pT3c (9 casos, 11,5%).
Solo el 3 casos (3,8%) tenian un estadio inferior a pT1c.

47 casos (53,4%) tuvieron recaida bioquimica de la enfermedad, con niveles de
PSA postoperatorio por encima de 0,2 ng/ml, lo que se considera por encima del
nivel normal, en una mediana de tiempo de 84,18 meses (rango de 1-205 meses). 41
pacientes (46,6%) se mantuvieron con niveles postoperatorios normales de PSA.

Ningun paciente presentaba metéstasis al momento del diagndstico.

4.1.2 Variables morfoldgicas

Las variables morfoldgicas que a continuacion describiremos, proceden del
analisis anatomopatoldgico de las piezas de PR estudiadas por dos pat6logos con un
total de 95 casos.

El patron de Gleason més prevalente era el Gleason 6: 36 casos. El resto
estaban distribuidos de la siguiente manera, Gleason 7 (3+4): 19 casos,
Gleason 7 (4+3) con 18 casos y Gleason 8 0 mayor con 22 casos.

De los 95 casos, 75 (78,9%) de los tumores tenian una localizacion
bilateral, del resto 12 (12,6%) se localizaban en el 16bulo derechoy 8
(8,4%) se localizaban en el I6bulo izquierdo.

La extension extraprostatica (EEP) se observo en 35 casos (36,8%), la
mayor parte de ellos, 33 casos (34,7%) tenian una afectacion focal (EEPf) y
solo 2 casos (2,2%) mostraban afectacién demas de un campo de gran
aumento, lo que se consideraba segun nuestros criterios como una
afectacion extensa (EEPe).
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31 casos tenian invasion de las vesiculas seminales (32,6%).

Las invasiones linfaticas eran més frecuentes que las vasculares,
observandose invasiones linfaticas en 62 casos (65,3%) casos y en 30 casos
(31,6%) invasiones vasculares.

La invasion capsular se identificé en 91 (95,8%) casos, en 78 (98,9%) de
ellos infiltraba més del 50% de espesor del tejido fibroso que rodea la
glandula.

La invasion perineural era la norma, estaba presente en 86 casos (90,5%).

La neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) se determino en el 84,2% de los
casos. De estos, el 71,6% de los casos mostraba un volumen de PIN inferior
al 20% del total en la pieza de prostatectomia y 77,9% tenian una
distribucion bilateral.

El carcinoma intraductal se identific en 15 casos, en un volumen inferior al
5% y todos estaban asociados a tumores de alto grado.

Los méargenes de reseccion estaban con frecuencia afectos en observandose
glandulas en contacto con el margen tintado en 43 casos (45,3%).

En solo 2 pacientes se identificé metastasis ganglionar de adenocarcinoma
en la pieza de linfadenectomia. En cada paciente solo habia afectacion de
un ganglio (2,1%).
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Gréfica 1. Curva de supervivencia de las diferentes categorias de Gleason
de nuestra serie de pacientes con carcinoma de prostata. p= 0,027
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Grafica 2. En esta grafica de supervivencia se observan claras diferencias entre las
diferentes categorias de Gleason, observandose un peor comportamiento a medida
gue grado histolégico aumenta (p= 0,000).
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4.2 Interpretacion de los resultados de las técnicas inmunohistoquimicas:

Cuando se evaluaron los distintos anticuerpos inmunohistoquimicos obtuvimos
los siguientes resultados:

4.2.1 Se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre
expresion de la forma fosforilada de ERK (pERK) y la fosfatasa MKP-3 con las
diferentes categorias de Gleason.

De los 94 casos que expresan pERK, habia un claro predominio de los pacientes
que mostraban baja expresion (72 casos), estos se encontraban distribuidos en todos los
grupos. El grupo 1 tenia mayor cantidad de tumores con expresion baja y alta de pERK,
si bien en este grupo se encontraba la gran mayoria de la del total de pacientes serie.

En el grupo 3 y 4 habia también una alta prevalencia de baja expresion. En el
grupo 4, habia 4 pacientes con alta expresion de pERK. Los cuatro pacientes tuvieron
recidiva bioguimica de la enfermedad en un periodo corto de tiempo (4 meses, 5 meses,
9 meses y 14 meses) lo que podria asociarse a las caracteristicas de proliferacion celular
y crecimiento tumoral propias de esta proteina pERK (p=0,026).

Tabla 1. Relacién de la expresion de pERK con las diferentes categorias de Gleason.

pERK
Baja Alta Total

Categoria expresion expresion

Grupo 1

Gleason 6 (3+3) 25(69,4%) 11 (30,6%) 36 (38,3%)
Grupo 2

Gleason 7 (3+4) 11 (61,1%) 7 (38,9%) 18 (19,1%)
Grupo 3

Gleason 7 (4+3) 18 (100%) 0 (0%) 18 (19,1%)
Grupo 4

Gleason 8 o mayor 18 (81,8%) 4 (18,2%) 22 (23,4%)
Total 72 (76,6%) 22 (23,4%) 94 (100%)
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De los 95 casos que expresaban MKP-3, 53 casos mostraban baja expresion y 42
casos alta expresion. De estos la gran mayoria de los casos que mostraban alta expresion
estaban en los grupos 1 y 2 de Gleason 6 y 7 (3+4), con solo 5 casos en el grupo 3 de
Gleason 7 (4+3) y 1 caso en el grupo 4 de Gleason 8 o mayor (p=0,000).

Tabla 2. Relacion de la expresion de MKP-3 con las diferentes categorias de Gleason.

MKP-3
Baja Alta Total

Categoria Expresion expresion

Grupo 1

Gleason 6 (3+3) 12 (33,3) 24 (66,7%) 36 (37,9%)
Grupo 2

Gleason 7 (3+4) 6 (33,3%) 12 (66,7%) 18 (18.9%)
Grupo 3

Gleason 7 (4+3) 14 (73,7%) 5 (26,3%) 22 (23,2%)
Grupo 4

Gleason 8 o mayor 21 (39,6%) 1 (2,4%) 22 (23,2%)
Total 53 (55,8%) 42 (44,2%) 95 (100%)

No se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre las formas
fosforiladas de JINK y p38 con los diferentes grupos de las categorias de Gleason. Sin
embargo de los 95 casos que expresaron pp38, 60 casos (63,2%) tenian baja expresion y
35 casos (36,8%) alta expresion. pJNK tenia un comportamiento similar, con
predominio de la baja expresién en todas las categorias. De los 93 casos que lo
expresaban, 58 (62,4%) tenian baja expresion y 35 (37,6%) alta expresion.

Esto podria explicarse por la funcion fisioldgica de pJNK y pp38. Estas son
quinasas que tienen principalmente una funcién pro-apoptética, si bien esto depende del
estimulo, por lo que la actividad de estas proteinas esta disminuida durante la fase de
crecimiento tumoral y en la enfermedad avanzada, lo que explica la baja expresion de
pJNK y pp38, en relacion a una disminucion de la apoptosis tumoral.
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4.2.2 Se determiné una asociacion estadisticamente significativa entre la baja
expresion de las formas fosforiladas de p38 y ERK, y la supervivencia libre de
enfermedad

De los 88 pacientes que expresaban pp38, la gran mayoria de los pacientes
mostraban una baja expresion, estos a su vez tuvieron un mayor nimero de recaidas
bioquimicas de la enfermedad como se puede observar en la tabla 3. Esta baja expresion
se relacionaba con una un periodo libre de enfermedad mas corto, como se puede ver en
la gréfica de supervivencia de Kaplan Meier (Grafica 3)(p=0,002).

Tabla 3. Relacion de casos con expresion de pp38 y numero de eventos

Total de casos Eventos
Baja expresion 54 22
Alta expresién 34 2
Total 88 24
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Grafica 3. Curva se supervivencia de Kaplan Meier en que se
muestra la correlacion entre la baja expresiéon de pp38 y un
periodo libre de enfermedad més corto.
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De los 86 casos que expresaban pJNK, la gran mayoria mostraban baja
expresion y el mayor numero de recaidas de la enfermedad se produjeron dentro de este
grupo de pacientes con baja expresion de la forma fosforilada de JNK (tabla 4). Si bien
no hemos obtenido un resultado estadisticamente significativo, vemos que la tendencia
es similar a la de pp38 y se correlaciona con un peor evolucién clinica de la enfermedad
como podemos observar en la curva de Kaplan Meier (gréafica 4) (p=0,06).

Tabla 4. Relacion de casos con expresion de pJNK y numero de eventos

Total de casos Eventos
Baja expresion 52 18
Alta expresion 34 5
Total 86 23

Funciones de supervivencia

1,0 pNK
I Atta expresion
_I] Baja expresion

Alta expresion-
+ censored

+ Baja expresion-
censored

04—

0,24

Supervivencia acumulada

0,0

I I I I I
0 50 100 150 200

Periodo libre de enfermedad

Grafica 4. Curva se supervivencia de Kaplan Meier en que se
muestra la correlacion entre la baja expresion de pIJNK y un
periodo libre de enfermedad mas corto.
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De los 87 pacientes que expresaban pERK, la gran mayoria de los pacientes
mostraban baja expresion y tuvieron el mayor nimero de recaidas bioquimicas de la
enfermedad (tabla 5), con un periodo libre de enfermedad mas corto como se puede
observar en la gréfica de supervivencia de Kaplan Meier (grafica 5) (p=0,032).

Tabla 5. Relacion de casos con expresion de pERK y numero de eventos

Total de casos Eventos
Baja expresion 68 22
Alta expresion 19 1
Total 87 22
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Gréfica 5. Curva se supervivencia de Kaplan Meier en que se muestra
la correlacion entre la baja expresion de ERK y un periodo libre de
enfermedad mas corto.
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4.2.3 La baja expresion de MKP-3 guarda relacién con un periodo de recidiva
bioguimica mas corto en cancer de prostata

Las distintas categorias de los patrones de Gleason son un reflejo del grado de
diferenciacion tumoral y guardan intima relacion con el comportamiento biolégico y la
supervivencia libre de enfermedad.

De los 90 pacientes que expresaban MKP-3, 51 pacientes mostraban baja
expresion y 39 alta expresion. De los casos con baja expresion 32 pacientes tuvieron
recaida bioquimica de la enfermedad (tabla 6).

Tabla 6. Relacion entre MKP-3 'y el periodo de recidiva biogquimica.

Libre de Recaida
enfermedad Bioquimica Total
Baja expresioén 19 (37,3%) 32 (62,7%) 51 (56,7%)
Alta expresién 30 (76,9%) 9 (23,1%) 39 (43,3%)
Total 49 (54,4%) 41 (45,6%) 90 (100%)
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En nuestra serie de 95 pacientes con cancer de préstata de los cuales 90
expresaban MKP-3, se encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre la
expresion de MKP-3 y el periodo de recidiva bioquimica, siendo este més corto en los
pacientes que mostraban baja expresion de MKP-3, segin podemaos ver en el grafico de
supervivencia de Kaplan Meier (gréfica 6) (p=0,000)
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Grafica 6. Curva se Funcidn de supervivencia de Kaplan Meier que
muestra una correlacion de entre la baja expresién de MKP-3 y un
tiempo de recidiva bioquimica més corto.

86



Resudtados

4.2.4 La baja expresion de MKP-3 guarda relacion con un periodo libre de
enfermedad mas corto

Se ha determinado una asociacion estadisticamente significativa entre la baja
expresion de MKP-3 y el periodo libre de enfermedad.

De los 88 pacientes que expresaban MKP-3, 54 pacientes tuvieron recaida de la
enfermedad, de las cuales el 40 correspondian al grupo con baja expresion de MKP-3
(tabla 7). Entendemos como recaida de la enfermedad cualquier evento relacionado con
el cancer de prostata, recaida bioquimica, recidiva tumoral, enfermedad metastasica o
muerte. Todos tenian en comin una baja expresion de MKP-3. No falleci6 ningun
paciente con alta expresion de MKP-3.

Tabla 7. Relacién entre MKP-3 y el periodo libre de enfermedad.

Libre de Eventos Total
enfermedad
Baja expresioén 11 (21,6%) 40 (78,4%) 51 (58%)
Alta expresion 23 (62,2%) 14 (37,8%) 37 (42%)
Total 34 (38,6%) 54 (61,4%) 88(100%)
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En la curva se supervivencia de Kaplan Meier se observa como el grupo de
pacientes con una baja expresion de MKP-3 tiene una peor evolucion clinica con un
periodo libre de enfermedad mas corto, comparado con el grupo gque conserva una alta
expresion de MKP-3 (p=0,000).
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Gréfica 7. Curva de funcién de supervivencia de Kaplan Meier que muestra
una correlacion entre la baja expresion de MKP-3 y un periodo libre de
enfermedad més corto.
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4.2.5 Se ha determinado una relacién entre la expresion o ausencia de
expresion entre las formas fosforiladas de ERK y JNKp38 con el periodo de recidiva
bioquimica.

Se ha encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la expresion o
ausencia de expresion de la forma fosforilada de ERK y las formas fosforiladas de las
quinasas pro-apoptoticas JINK/p38 (tabla 8), que nos ha permitido categorizar diferentes
grupos de expresion. El grupo mas prevalente que representa a la gran mayoria de
nuestros pacientes corresponde al grupo que no expresa pERK vy si expresa pJNKpp38
(37 pacientes), con un total de 10 recaidas de la enfermedad en este grupo. Los grupos
que expresan ERK con o sin expresion de pJNKpp38 tienen un periodo de recidiva
bioquimica mas corto comparado con el resto de grupos como se puede observar en la
curva de supervivencia de Kaplan Meier (gréfica 8) (p=0,029).

Tabla 8. Diferentes grupos de expresion de pERK comparados con pJNKpp38

PERK- pJNKpp38- 33 10
PERK- pIJNKpp38+ 37 13
PERK+ pIJNKpp38+ 11 6
pPERK+ pIJNKpp38- 6 6
Total 87 35
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Gréfica 8. Curva se Funcién de supervivencia de Kaplan Meier se observa la
relacion de los grupos que expresan ERK asociados o0 no a expresion de
JNKp38 con un periodo de recidiva bioquimica mas corto
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4.2.6 La baja expresion de MKP-3 se asocia de forma significativa a cancer de

prostata con evolucion a un fenotipo androgeno independiente

Determinamos cuales casos correspondian a pacientes que habian recibido
terapia de ablacion androgeénica por recidiva de la enfermedad y que a pesar de haber
sido tratados, la enfermedad habia persistido.

Al estudiar la expresion de MKP-3 determinamos que 17 casos del total de 20
pacientes con CaPAl (tabla 9) mostraban una baja expresion de MKP-3. Estableciendo
una relacién estadisticamente significativa con la baja expresion y el carcinoma de
préstata androgeno independiente (p=0,003).

En la tabla 10 podemos observar los casos de carcinoma de prostata con
independencia androgénica y su correlacion con la expresion de las distintas formas
fosforiladas de MAPK y la fosfatasa MKP-1

Tabla 9. Carcinomas de prdstata androgeno independiente con predominio de la

baja expresion de MKP-3.

MKP-3
Baja expresion
Alta expresién

Total

Sensible

36 (67,9%)
39 (92,9%)

75 (78,9%)

Hormono-
resistente

17 (32,1%)
3 (7,1%)

20 (21,1%)

Total

53 (55,8%)
42 (44,3%)

95(100%)

Tabla 10. Casos de CaPAl vy su correlacion con el patron de expresion de

MAPKs y MKP-3

Carcinomas de prostata Baja Alta
andrégeno independientes expresion expresion
(n=20)

pp-38  (n=20) 15 (75 %) 5 (25%)
MKP-3 (n=20) 17 (32,1%) 3 (7,1%)
pERK  (n=19) 16 (84,2%) 3 (15,8%)
pJNK  (n=19) 10 (52,6%) 9 (47,4%)
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4.2.7 Asociacion de las variables morfoldgicas estudiadas con los distintos
marcadores.

Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (PIN)

La neoplasia intraepitelial era un hallazgo frecuente en nuestras biopsias o
piezas quirdrgicas de cancer de prostata observandose en el 84, 1% de las piezas de
prostatectomia. 71,6% de los casos en nuestra serie tenian volumen de PIN inferior al
20% del total de la pieza de prostatectomia con una distribucion predominantemente
bilateral. La siguiente tabla resume de forma muy esquematica el patron de expresion de
las distintas MAPKs y MKP-3 en PIN (tabla 11). No se demostrd una asociacion
significativa entre estos marcadores un PIN.

Tabla 11. Relacion de la neoplasia intraepitelial prostatica con las distintas

MAPK y MK-3.
PIN Baja_ ) Alta_ ) Total
expresion expresion casos +
MKP-3 (n=95) 31 (39,2%) 48 (60,8%) 80
pERK  (n=94) 59 (74,7%) 20 (25,3%) 79
pp-38  (n=94) 49 (61,3%) 31 (38%) 80
pINK  (n=93) 49 (84,5%) 30 (15,5%) 79

Invasién de vesiculas seminales

Se encontrd una relacion estadisticamente significativa con la expresion de
MKP-3y la invasion de las vesiculas seminales. De los 94 casos con expresion de
MKP-3, 31(33%) casos tenian invasion de las vesiculas seminales (p=0,009), si bien
esto va ligado mas probablemente al grado de agresividad propio del tumor.

Invasion linfatica
La Unica relacion significativa a la invasion linfatica fue con la baja expresion de

MKP-3. De los 94 casos con expresion de MKP-3, 61 (64,9%) casos presentaban
invasion linfatica (p=0,020).
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Inflamacién asociada al tumor

La inflamacion cronica era otro hallazgo muy frecuente en nuestras biopsias. 62
casos tenian algin grado de inflamacién crénica. Todos los casos expresaban MKP-3,
JNK, p38 y ERK.

No se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre los
distintos marcadores con:

- neoplasia intraepitelial prostatica
- carcinoma intraductal

- inflamaci6n asociado al tumor

- invasion de la capsula

- extension extraprostatica

MKP-1 era otra de las fosfatasas objetivo de nuestro estudio, sin embargo los
resultados obtenidos, nos han sido los esperados. El hallazgo de la expresion
citoplasmica de MKP-1 en nuestras muestras de adenocarcinoma, en ausencia de
expresion nuclear, no esta descrito en la literatura. Solo uno de los casos mostré dudosa
tincién nuclear. Debido a esto no pudimos dar valor a esta tincion ya que MKP-1 es una
quinasa nuclear especifica, pero la sobre-expresion citoplasmica se mostraba de manera
granular tosca en algunas glandulas normales y en células de PIN, asi como en algunos
adenocarcinomas bien diferenciados, para después volverse homogénea en el
citoplasma, adquiriendo intensidades de expresion variables que no sabemos como
interpretar. Este patron de tincion citoplasmica es similar al descrito por el laboratorio
Santa Cruz Biotechnology, Inc. con este anticuerpo, en células de los tubulos renales del
rifion, peso siempre asociada a tincion nuclear.

Creemos que es necesario investigar mas acerca de este hallazgo, aclarar si se
trata simplemente de un fallo en la fijacion del material, ya que en los afios 1990 se
utilizaban otro medios de fijacion diferentes al formol, o bien si el anticuerpo no ha sido
adecuadamente diluido o el tejido correctamente procesado. Por todo esto consideramos
que éticamente seria incorrecto dar algun tipo de resultado respecto a este marcador.

En las figuras de 8-11 se observan los distintos patrones de expresion de las
MAPK (pERK, pp38, pJNK) y MKP-3.
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Figura 8. Patrones de expresion IHQ de pERK en muestras de tejido prostatico normal,
hiperplasia, PIN de alto grado y carcinoma

5% #9015 Lk o O "o, Lot - ot
A.- Glandulas tumorales sin expresion de pERK. B.- Glandulas prostaticas con
hiperplasia glandular que muestran tincion nuclear para pERK. Se identifican glandulas
tumorales en la zona central con expresion focal de pERK.

citoplasmatica de pERK. D.- Adenocarcinoma de prostata con leve expresion nuclear
y citoplasmética de pERK.
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E.- Adenocarcinoma de préstata con moderada expresién nuclear y citoplasmética de
pERK. F.- Adenocarcinoma de préstata con intensa expresion nuclear y
citonlasmatica de nERK.
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Figura 9. Patrones de expresion IHQ de pp38 en muestras de tejido prostatico normal,

hiperplasia, PIN de alto grado y carcinoma

A.- Glandulas tumorales sin expresion de pp38 . B.- Glandulas prostéticas normales

con tincién nuclear intensa para pp38.
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C.- Neoplasia intraepitelial prostética de alto grado y adenocarcinoma con sobre-
expresién nuclear de pp38. D.- Adenocarcinoma de préstata con leve expresién nuclear

de pp38.

E.- Adenocarcinoma de préstata con moderada expresion nuclear de pp38. Se
identifican algunos ndcleos con expresion intensa. F.- Adenocarcinoma de prostata con
expresion nuclear intensa de pp38.
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Figura 10. Patrones de expresiéon IHQ de pJNK en muestras de prostatico normal, hiperplasia,
PIN de alto grado y carcinoma
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B.- Glandulas prostaticas normales y glandulas hiperplasicas con expresion nuclear débil
de nINK.
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C.- Neoplasia intraepitelial prostéatica de alto grado con sobre-expresion nuclear de pJNK.
D.- Adenocarcinoma de prostata con leve expresion nuclear de pJNK.
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E.- Adenocarcinoma de prostata con moderada expresion nuclear para pJNK.
F.- Adenocarcinoma de préstata con expresion nuclear intensa pJNK.
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Figura 11. Patrones de expresion IHQ de MKP-3 en muestras de tejido prostatico normal,
hiperplasia, PIN de alto grado y carcinoma.

A.- Glandulas prostaticas benignas con expresion débil citoplasmica de MKP-3.
B.- Glandulas prostéaticas con expresién débil citoplasmatica de MKP-3.
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C.- Neoplasia intraepitelial prostéatica de alto grado con expresion citoplasmatica intensa de
MKP-3. D.- Adenocarcinoma de prdstata con leve expresion citoplasmética de MKP-3.

E.- Adenocarcinoma de préstata con moderada expresion citoplasméatica de MKP-3.
F.- Adenocarcinoma de prostata con intensa expresion citoplasmatica de MKP-3.
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D B easién

El cancer de prostata es la segunda neoplasia maligna mas frecuente en hombres
y la quinta causa de muerte en varones por malignidad en el mundo.

En el afio 2012 se publicé el primer registro nacional de cancer de prostata en
Espafia en colaboracion con la Asociacion Espafiola de Urologia. En este estudio
revelan que la gran mayoria de los casos se diagnostican en una media de edad entre los
60-70 afios, con un posterior ligero descenso, pero con un riesgo persistente de riesgo de
enfermedad para toda la vida ***.

Los datos obtenidos del 21,8% de la poblacion espafiola revelan que se
diagnostican anualmente unos 19,107 casos (18,713-19,504) de cé&ncer de prostata solo
en la sanidad puablica, que probablemente sumados a los pacientes de los hospitales
privados podrian llegar a ser hasta 22,000 casos nuevos anuales.

En este estudio sustentan el papel imprescindible en el diagndstico de cancer de
préstata, basado en la confirmacion histolégica mediante biopsia. En 4,035 casos
(98,73%) se llego al diagndstico mediante confirmacion histoldgica, por lo tanto nuestro
papel es fundamental en el abordaje terapéutico de estos pacientes. También describen
qgue la mayoria de los casos son diagnosticados en estadios precoces pT1,
potencialmente curables en el 90% y que solo un 1% presentan enfermedad metastasica
al diagnostico **°.

Desafortunadamente en épocas pasadas el cancer de prostata era diagnosticado
en estadios avanzados, ya que es un cancer que cursa de manera asintomatica en la
mayoria de los casos, solo 1 de cada 3 pacientes tienen sintomas.

Actualmente con la implementacion del PSA como método de screening
creemos ha aumentado el nimero de casos diagnosticados adenocarcinomas en estadios
precoces, cuando la prostatectomia radical con intencién curativa, pude ser realmente
curativa para el paciente. Recientemente se ha publicado el informe Task Force de los
Servicios de Prevencion en EUA, en el que no encuentran ningun valor a la utilizacion
del PSA ya que no tiene ninguna influencia en la mortalidad especifica, otorgandole una
categoria D (desaconseja la utilizacion de este servicio), por lo que no sabemos qué
papel va a desempefiar el PSA en el futuro, como método de deteccion precoz y/o
herramienta en el seguimiento de los pacientes ya diagnosticados de cancer.

El valor del PSA normal oscila entre 0-4 ng/ml. Si bien se diagnostican canceres
de prostata con niveles inferiores a 4, aunque la gran mayoria de los casos varia entre 4-
10 ng/ml, y con frecuencia niveles superiores se asocian a enfermedad avanzada o
extendida. Debido a la poca especificidad del PSA, ante la alta sospecha de cancer, el
diagnostico recae fundamentalmente en el diagnostico histoldgico.

La implementacion de los distintos patrones descritos por Donald Gleason en los
afios 1960, para categorizar en grupos los distintos tipos morfoldgicos de pacientes con
cancer de prostata, aun hoy sigue siendo el factor prondstico mas relevante con gran
impacto en la supervivencia libre de enfermedad y la mortalidad por cancer. A través de
los afios ha sufrido modificaciones, pero las bases de este sistema solido, siguen siendo
las mismas.

99



e »

Ducwsion

Los avances tecnoldgicos en la época moderna actual y mudltiples estudios
translacionales de grupos cientificos, nos han proporcionado mucha informacion sobre
las bases moleculares y genéticas de las células, sus complicados y sofisticados sistemas
de comunicacién y sefializacién, en pos del funcionamiento para el mantenimiento y
supervivencia de la vida.

Actualmente se han desarrollo mapas genéticos completos de distintos tipos de
cancer, y de esta manera se han podido determinar alteraciones genéticas especificas en
cada uno de ellos, que conllevan alteraciones en el desarrollo o funcionamiento de
algunas moléculas. Estas moléculas a su vez pueden ser las encargadas de desencadenar
reacciones en cascada a través de una via de sefializacion, formar parte de ella o ser un
substrato, pero también pueden convertirse en un objetivo terapéutico.

A medida que comprendemos mas este complejo sistema de funcionamiento
celular, también descubrimos otras nuevas alteraciones y vias de sefializacion las cuales
intentamos relacionar, puesto que de alguna forma, muchas de ellas parecen estar
relacionadas entre si.

El cancer de prostata tiene un curso clinico variable y la caracterizacion
molecular ha revelado una notable heterogeneidad mutacional, que quizds sea la
explicacion al comportamiento clinico tan impredecible de este cancer.

Se han descrito multiples vias de alteraciones en cancer de préstata, las mas
frecuentes son las lesiones en PI3K y mutaciones en PTEN.

Las lesiones en la via de sefializacion de PI3K son de las mas frecuentes en
canceres en humanos (25-70%) *. Akt es el mediador primario del inicio de la
sefializacion de PI3K, que tiene numerosos substratos y puede que intervenga en la
inactivacién de otras proteinas como B-Raf, entre algunas de ellas. Ademas esta via
también incluye fosfatasas que contribuyen a regular los efectos promotores de
crecimiento celular de la actividad de PI3K. 2.

Las fosfatasas PTEN y SHIP-1/2 pueden remover los fosfatos de PI3K, por lo
gue mutaciones en estas fosfatasas permiten la progresion tumoral, por lo que los genes
que las codifican son llamados genes supresores tumorales o anti-oncogénicos 2.
Deleciones genémicas y mutaciones puntuales inactivantes en PTEN, un gen supresor
tumoral, se producen en el 50% de los canceres de prdstata y son alin mas prevalente en
la enfermedad avanzada 3.

El aumento de la expresion de la via de Ras/Raf/MEK/ERK ha sido asociada
con cancer de prostata en estadios avanzados., independencia hormonal y mal
prondstico 1. Los mecanismos por los que se produce la activacion de esta cascada no
son del todo comprendidos, ya que no se han encontrado muchas mutaciones de Ras,
Raf, MEK o ERK, y solo algunas amplificaciones en Ras han sido reportadas. De
manera alternativa la via de Ras/Raf/MEK/ERK podria estar inducida por factores de
crecimiento autocrinos o paracrinos en cancer de prostata 2.

Estudios en lineas celulares de cancer de préstata (LNCaP y PC3) portadoras de

mutaciones de PTEN, muestran altos niveles de Akt activo y bajos niveles de los
miembros activos de la via Raf/MEK/ERK. Estas lineas celulares de cancer de prostata
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avanzado con independencia androgénica muestran bajos niveles de las formas activas
de Ras, MEK y ERK. Es posible que la via RaffMEK/ERK este bloqueada por
presencia de una delecion en el gen de PTEN. PTEN normalmente regula Akt y en
algunas lineas celulares Akt puede fosforilar Ras-1 inhibiendo su actividad.

La disminucion de la expresion de via Raf/MEK/ERK también puede ser por
delecion o inactivacion de p53, que estan presentes en un 70% de los canceres de
prostata 3" %,

p53 es un gen supresor tumoral, una de sus dianas transcripcionales es EGF.
Puede activar EGR que a su vez activa la via de RaffMEK/ERK y PI3K/AKkt, lo que
sugiere que p53 puede activar vias de supervivencia que afectan el balance entre la vida
y la muerte en respuesta a estrés celular %%,

p53 puede alterar la expresion de las fosfatasas que regulan la actividad de la via
Raf/MEK/ERK o estimular la transcripcion de los genes de Raf/MEK/ERK. También
puede influir en la via de RaffMEK/ERK dependiendo del estimulo 2. Si se produce un
dafio en ADN p53 activa DUSP5, PAC1 u otra fosfatasa que sirva para regular la via
Raf/MEK/ERK. En cambio si el estimulo es de factores de crecimiento como EGF,
entonces se activa MKP-1 u otra fosfatasa que active la via de RaffMEK/ERK.

En los ultimos afios se ha descrito y dado gran importancia al papel que
desempefian las MAPK quinasas en la regulacién del ciclo celular y se ha destacado su
implicacion en el desarrollo de maltiples neoplasias, entre ellas el cancer de prostata.
Dentro de esta gran familia encontramos una de sus vias, RaffMEK/ERK, de la que
hemos hablado en los parrafos anteriores, cuya quinasa efectora final ERK, esta
relacionada con funciones de proliferacion celular y desarrollo tumoral. Esta familia a
su vez esta compuesta por diferentes cascadas, que interaccionan entre ellas y con otras
vias de sefializacion distintas, como las anteriormente mencionadas y otras no
comentadas, convirtiendo este sistema de comunicacion tan complejo, equilibrado y
auto-regulable, gque ain no terminamos de conocer.

Debido a lo anteriormente descrito respecto a la heterogeneidad en el cancer de
préstata, decidimos realizar un estudio para determinar como la expresion de las
proteinas MAPK, ERK, p38 y JNK y las fosfatasas MKP-1 y MKP-3 en muestras de
pacientes en el Hospital General Universitario Gregorio Marafion.

Seleccionamos un numero representativo de pacientes, cuyos resultados del
analisis pudiesen reflejar de alguna manera y ser extrapolados a la poblacion general.
Seleccionamos 100 casos entre los afios 1995-1997 con la intencion de poder ver la
evolucion en un periodo de seguimiento razonable. De estos casos tuvimos que
descartar 5 porque estaban incompletos para el estudio histoldgico.

Después de revisar entre dos patologos, los cortes de hematoxilina eosina de
todas las piezas y estudiar todas las variables morfologicas, nos centramos en
determinar grado de Gleason, centrandonos en la busqueda de un tercer patron de alto
grado 4 0 5, en los canceres de prostata, llegamos a la conclusion que la presencia de un
tercer patron de alto grado aunque sea inferior al 5%, hace que estos tumores se
comporten peor que el que les corresponde para el grado de Gleason que se les ha
asignado basados en un patrén primario y secundario *°. Por ejemplo: Adenocarcinoma
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de prostata Gleason 7 (3+4) con tercer patron 5 en pieza de prostatectomia (patron
dominante 3, patrén secundario 4, tercer patron 5). Este tumor se va a comportar como
un adenocarcinoma Gleason 7 (4+3) que suelen tener un comportamiento més agresivo.

Ademaés del patron de Gleason, estudiamos el estado de los margenes quirlrgicos,
la extension extraprostatica y la invasion de las vesiculas seminales, todos ellos factores
pronosticos de la supervivencia libre de enfermedad. También determinamos la
presencia neoplasia intraepitelial de alto grado, que es bien conocida como una lesion
pre-maligna del carcinoma invasor y que con frecuencia encontramos en nuestras
piezas, asi como el carcinoma intraductal mas frecuentemente observado en tumores de
alto grado histologico. Tambien identificamos de invasiones linfo-vasculares y la
invasion capsular, asi como la presencia de implantes metastasicos en los ganglios de
las piezas de linfadenectomia reglada.

Paralelamente a la valoracion morfolégica de los casos se fue recaudando
informacién de las antiguas historias clinicas de los pacientes en el departamento de
archivo del hospital. Al tratarse de historias clinicas tan antiguas en papel, encontrar la
informacidén que necesitdbamos para cumplimentar la base de datos que habiamos
elaborado previamente fue realmente complicado.

Posteriormente procedimos a seleccionar diferentes zonas tumorales que
marcamos con un rotulador para realizar cortes de micro-diseccién de tejido, como ya
explicamos previamente en el apartado de material y métodos. Esta era la forma mas
eficaz, sencilla y también econémica, de poder estudiar muchos tumores con grados de
diferenciacion distintos.

Seleccionamos tejido tumoral representativo de los diferentes patrones
dominante y secundario, y terciario, si lo hubiese y que previamente habiamos
determinado en la pieza, areas de neoplasia intraepitelial prostatica de alto y algunas
zonas aunque escasas de carcinoma intraductal. Como control interno también
seleccionamos tejido sano y glandulas hiperplasias, que aunque sea una lesion benigna
muestran un ligero aumento de la proliferacion celular comparada con células normales.

La micro-diseccion de tejido (TMA) de todas las zonas de tejido marcado fue
realizada en empresa TriStar Technology Group, LLC. Se confeccionaron 3 blogues de
parafina (TA1777, TA1778 y TA1779) con un total 555 cortes de 1 mm de didametro de
muestras de tejido.

Los anticuerpos utilizados fueros MKP-1 (M-18) un anticuerpo policlonal de
conejo 1gG, especifico para el epitopo estd localizado en el C-terminus de MKP-1
(péptido de bloqueo sc-1102 P) de Santa Cruz Biotechnology; MKP-3 (F-12) un
anticuerpo monoclonal de raton IgG1, kappa cadena ligera, especifico para el epitopo
localizado entre los amino acidos 353-381 en el C-terminus de MKP-3 (péptido de
bloqueo, sc-377070 P) de Santa Cruz Biotechnology; anti-active-JNK pAb, (pTPpY) un
anticuerpo monoclonal de suero de raton, de Promega. Su afinidad se debe a que posee
dos péptidos fosforilados que corresponden a la forma activa de la enzima JNK; Pho-
P44/42MAPK (THR202/TYR204) D13.144E 1674370S y Pho-P38 MAPK
(THR180/TYR182)(D3F9) 1674511S estos dos ultimos de Izasa.
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Una vez realizadas las técnicas inmunohistoquimicas procedimos a analizar los
cortes histologicos de hematoxilina eosina confirmando la presencia de tumor en la gran
mayoria de ellos, asi como tejido sano, glandulas hiperplasicas y neoplasia
intraepitelial.

Valoramos entonces las inmunohistoquimicas sin saber a qué paciente
correspondian ni la relacion que guardaban entre si cada uno de los cortes, para no
condicionar la interpretacion de los resultados. Todos estos datos se fueron anotando
inicialmente en papel, en una tabla con el mapa que nos habian facilitado la empresa
encargada de la realizacion de los TMA para cada uno de los blogues de parafina,
posteriormente toda esta informacion se exporto a una tabla de Excel para incorporarla a
los datos clinicos y las variables morfoldgicas que previamente habiamos valorado en la
pieza quirdrgica.

La valoracién de cada uno de los marcadores fue contrastada entre dos
patologos. Valorando segun cada anticuerpo y la tincion esperada, ya sea nuclear y/o
citoplasmica para verificar la validez de la prueba.

PERK es una quinasa nuclear y citoplasmatica, por lo que la tincién fue valorada en
ambas. Determinando el grado de intensidad de la tincién y el porcentaje de células que
la expresaban.

pp38 y pJNK son quinasas nucleares, por lo que la tincion fue valorada en el
nacleo. Determinando el grado de intensidad de la tincion y el porcentaje de células que
la expresaban.

MKP-3 es una fosfatasa citoplasmatica, por lo que la tincion fue valorada en el
citoplasma. Determinando el grado de intensidad de la tincion y el porcentaje de células
que la expresaban. Al valorar todas las tinciones MKP-3 se expresaba en el citoplasma
como esperdbamos, con diferentes intensidades pero con tendencia general a una baja
intensidad en practicamente todas las muestras, y algunas de ellas no la expresaban.

MKP-1 se expresaba de manera constante en el citoplasma de las células
tumorales de manera homogénea con diferentes intensidades, sin tincion nuclear. En las
células de PIN se ven granulos toscos citoplasmicos y paranucleares, y en menor
cantidad en células del epitelio normal. MKP-1 es una quinasa nuclear. En ninguno de
nuestros casos se tifieron los nucleos. Este anticuerpo MKP-1 (M18) esta testado y
recomendado para ser utilizado en muestras de tejido parafinado. Este patron de tincion
citoplasmatica sin expresion nuclear no esta descrito en la literatura hasta el momento,
por lo que consideramos que este hallazgo debe ser analizado e intentar determinar si se
trata de un falso positivo.

Para todos los marcadores se establecio un criterio de intensidad de tincion que
variaba entre débil (+), moderada (++) o intensa (+++). También se estimo el porcentaje
aproximado de células positivas, pudiendo en un mismo corte identificar diferentes
intensidades para las que habia que calcular diferentes porcentajes utilizando la formula
de Histo-score. Se realizé el calculo total utilizando esta formula cuyo valor final oscila
entre 0-300.

H-score = (expresion baja %) x1 + (expresion intermedia %) x2 + (expresion fuerte %) x3
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Una vez obtenidos los resultados de la valoracién de nuestros anticuerpos junto a
los datos clinicos de los pacientes anonimizados y las variables morfoldgicas que
habiamos analizado previamente y exportado en una tabla Excel procedimos a realizar
el analisis con el programa estadistico SPSS 20.0 (SPSS Inc, Chicago, lllinois).

Como mencionamos anteriormente en el apartado de materiales y métodos se
analizaron andlisis descriptivos de variables cualitativas y cuantitativas, para obtener la
medias de los valores de edad, seguimiento y PSA postquirdrgico que determinaba la
recidiva bioquimica.

El andlisis bivariable fue el més utilizado para comparar la asociacion entre la
expresion de los marcadores (MKP-3, ERK, p38, JNK) que estabamos utilizando y las
diferentes variables morfoldgicas: grupos de Gleason, afectacion de vesiculas
seminales, extension extraprostatica, afectacidbn de margenes quirdrgicos, invasion
linfo-vascular, presencia de PIN y carcinoma intraductal y la variable bioquimica de
elevacidn de PSA postquirargico (recaida bioguimica).

La supervivencia global (OS) se definié como el tiempo desde el diagnéstico
del tumor a la fecha de fallecimiento por cualquier causa o pérdida de seguimiento. En
nuestra serie fallecieron 4 pacientes relacionados directamente al cancer de préstata
hasta el afio 2012.

La supervivencia libre de enfermedad (DFS) se defini6 como el tiempo
transcurrido desde el diagnostico del tumor hasta el primer evento acontecido,
considerandose como eventos posibles: recaidas de la enfermedad en cualquier
localizacion, muerte o perdida de seguimiento. En nuestra serie 47 pacientes tuvieron
recaida de la enfermedad o recidiva bioguimica y 11 pacientes desarrollaron metastasis.
Como mencione en el parrafo anterior 4 pacientes fallecieron por causas directamente
relacionadas a su enfermedad.

Las primeras graficas de comparaciones de supervivencia de Kaplan-Meiyer las
realizamos para determinar si la asignacién del grado de Gleason se correspondia con
los valores de la bioquimica y la evolucion clinica de los pacientes. Posteriormente la
utilizamos para comparar varios de los resultados de nuestros marcadores vy
correlacionarlos con la recaida bioquimica y el periodo libre de enfermedad.

Para el analisis de estas variables de recaida bioquimica y célculo de
supervivencia se excluyeron 7 pacientes por falta de seguimiento. Si bien para el estudio
morfoldgico contadbamos con el material completo de las 95 piezas de prostatectomia
radical.

En todos los casos se considerd significativo un valor de p<0,05.
Los resultados de nuestro estudio procedente de una serie retrospectiva de
pacientes con cancer de prdstata confirman y sustentan los hallazgos previos descritos

en la literatura, sobre la relevancia de la expresion de las proteinas MAPK en tumores
malignos de prostata.
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Anteriormente hemos comentado los multiples estudios que demuestran como la
desregulacién de las distintas MAPK han sido implicadas en desarrollo del cancer en
distintos 6rganos, incluido la prostata.

En el presente estudio determinamos la expresion de la fosfatasa MKP-3 'y sus
substrato, ERK, y la implicacion de otras quinasas pro-apoptéticas MAPK p38 y JNK,
en el que seleccionamos fundamentalmente muestras de adenocarcinoma de prostata,
también tejido prostatico normal, con hiperplasia prostatica benigna y neoplasia
intraepitelial prostatica de alto grado (PIN), obteniendo resultados que orientan a la
conclusion de que la disminucion de la expresion de MKP-3 es un evento inicial en la
transformacion maligna de la neoplasia intraepitelial prostatica a carcinoma de prdstata
invasor.

Los resultados sugieren que la disminucion o pérdida de la expresion
inmunohistoquimica de MKP-3 se correlaciona con un mayor grado histoldgico del
tumor y con periodo de recidiva bioquimica mas corto, y por lo tanto puede ser un
marcador pronostico de la enfermedad.

Por otra parte también pudimos determinar alteraciones en la regulacién de las
distintas MAPK, p38, INK y ERK con niveles de expresion con tendencia a disminuir a
medida que aumentaba el grado histologico del tumor.

Diversos estudios han sefialado que la desregulacion de la via de las MKPs
actlan como una oncoproteinas, en la tumorogénesis de multiples lineas celulares de
cancer y también pueden desempefiar un papel en la quimioresistencia. Gracias a afios
de investigacion de diferentes grupos, cada vez conocemos mejor las funciones
fisiolégicas que desempefian estas proteinas, y su papel en el desarrollo de
enfermedades y diversos tipos de cancer. Como hemos expresado anteriormente las
fosfatasas dual especificas MAPK estan ampliamente distribuidas por todos los tejidos
en mamiferos, y aunque aln no conocemos con certeza todas sus funciones, sabemos
que pueden ser activadas por diferentes estimulos como los rayos ultravioletas, estrés
oxidativo, factores de crecimiento, hormonas e hipoxia .

El papel mas destacado de las MKP radica en sus funciones fisiologicas, si bien
esto depende absolutamente de un adecuado equilibrio con sus substratos MAPK.
MKP-1 tiene una funcidn relevante en la inflamacion mediada por TNF en respuesta a
glucocorticoides y también interviene en la homeostasis metabélica **’. Actualmente
sabemos que algunas de estas MKP son imprescindibles para la vida, como es el caso de
MKP-3, la cual desempefia un papel crucial en la embriogénesis *"®. MKP-2 es un
regulador positivo de la respuesta inflamatoria y MKP-5 es determinante en la
mediacion de la respuesta inmune innata y adaptativa, principalmente regulando la via
de INK .

A MKP-5 se le ha atribuido un papel protector en el cancer de prostata 2, ya
que la sobre-expresion parece reducir la capacidad invasiva de las células del cancer de
préstata aumentando la fosforilacion de p38 e induciendo apoptosis, asi como
propiedades anti-inflamatorias por disminucion de la produccion de IL-6 en las células
del epitelio prostatico **®. Sin embargo una publicacién mas reciente describe resultados
totalmente opuestos, en los que relaciona la sobre-expresion de MKP-5 a funciones de

adhesién y motilidad, relacionandolo con el desarrollo de metastasis tumorales 2.
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Debido a la implicacion de estas proteinas en funciones relevantes para la
supervivencia celular no es sorprendente que estén relacionadas con la carcinogénesis.

MKP-1 desempefia un papel en la proliferacion celular, diferenciacion,
transformacion, y apoptosis, mayormente a través de la regulacion de la sefializacion de
INK y p38 * con poca actividad sobre ERK 1%82%.

La sobre-expresion de MKP-1 estda ampliamente descrita en el cancer de
prostata. El patron de sobre-expresion de esta proteina parece guardar relacién con
estadios iniciales de la enfermedad, siendo esta alta en la neoplasia intraepitelial de alto
grado y también en la hiperplasia prostatica benigna, asi como en tumores bien
diferenciados (Gleason 6), con una posterior disminucién de la expresion a medida que
aumenta el grado histoldgico y diferenciacion del tumor, hasta estar ausente en tumores
de alto grado y metastasis .

En referencia a las MAPKSs sobre las que MKP-1 actla, se ha descrito una
relacién inversa entre MKP-1 y JNK en la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), pero
no con ERK, cuya actividad parece estar aumentada a pesar de la sobre-expresion de
MKP-1 en estadios iniciales del cancer de préstata '°. Esta a su vez parece promover el
aumento de la actividad de la via de MKP-1, favoreciendo en consecuencia la
desfosforilacion de p38 y JNK, con una consecuente disminucion de la apoptosis.
Cabria esperar que el identificar una baja expresion de MKP-1 en células de PIN,
favoreceria la sobre-expresion de quinasas pro-apoptoticas como p38 y JNK, lo cual
deberia interpretarse como un factor protector contra el desarrollo tumoral, que en este
contexto estarfan desempefiando un papel supresor tumoral 2%.

Para entender la implicacién de la via de la MAPK quinasa, ERK en la
carcinogénesis del cancer de préstata, es imprescindible comprender que tanto estimulos
como alteraciones en la via de sefializacion, son capaces de inducir un aumento de la
actividad en cualquiera de los componentes de la via, si bien esto no siempre implica un
aumento de la activacion de ERK.

Estimulos como factores de crecimiento como TGF-f y EGF pueden inducir
progresion tumoral a través de la via de ERK en cancer de préstata, y se ha asociado a
mal pronéstico y quimioresistencia ?’. Alteraciones en los componentes de la via de
sefializacion, como la sobre-expresion de la via de Raf se ha asociado a cancer de
prostata en estadios avanzados, a metastasis y mal pronéstico. 2.

Los resultados de las publicaciones de los estudios de la via de ERK en cancer
de préstata a veces son contradictorios, esto quizas dependa de la variabilidad genética
de los tejidos ratones vs humanos, donde se realizan los experimentos. Estudios
sugieren un aumento de la expresion de ERK en la neoplasia intraepitelial prostatica y
el inicio del desarrollo del cancer ', con una posterior disminucién de la actividad de
ERK que guarda relacion con el grado de Gleason y la enfermedad avanzada '® o
inactivacion con la adquisicion de un fenotipo pobremente diferenciado en las
metastasis e independencia androgénica ®°. En cambio otras publicaciones estudios con
ratones han observado aumento progresivo de ERK desde la hiperplasia prostatica
benigna hasta el carcinoma infiltrante, asociando niveles elevados de ERK en tumores
recurrentes despues de la ablacion androgeénica, 1o que sugiere que un aumento en la
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sefial de ERK pueda estar implicado en la progresion del cancer de prostata que
evoluciona al estado de independencia androgeénica.

En relacion a p38 sabemos que segun el tipo de estimulo puede desempefiar un
papel como promotor o supresor tumoral, promoviendo la transformacion oncogénica o
favoreciendo la apoptosis. p38 esta presente en las células epiteliales y basales normales
de la prostata. Se ha podido demostrar que p38 esta sobre-expresada en las glandulas
hiperplasicas y en las células de la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), asi como el
cancer de prdstata Gleason 6, con una posterior tendencia a perdida de la expresion en
adenocarcinomas avanzados y metastasis **'*. Se ha sugerido que un ratio aumentado
de ERK fosforilado:p38 fosforilado (pERK:pp38), favorece el crecimiento tumoral, en
cambio, un ratio disminuido ERK fosforilado:p38 fosforilado (pERK:pp38), produce un
arresto del crecimiento tumoral %%,

Respecto a JNK se ha demostrado que puede tener funciones opuestas
dependiendo del estimulo celular y la isoforma. Publicaciones han asociado alteraciones
cronicas en la actividad de JNK con el cancer de prostata. La sobre-expresion de JNK se
ha determinado en tumores 6rgano confinado, si bien parece estar muy reducida o

ausente en tumores localmente avanzados y en las metastasis de cancer de prdstata
127,128

En los estadios iniciales del cancer de prostata cuando los tumores son tratados
con ablacion androgénica se produce una disminucion significativa del tamafio del
tumor por un incremento significativo de la apoptosis y disminucién de proliferacion
celular. Sin embargo estos pacientes evolucionan al estado de independencia
androgeénica por razones que aln desconocemos.

Por otra parte los andrégenos son importantes para el desarrollo y adecuado
funcionamiento de la prostata y parecen tener un papel fundamental en la
carcinogénesis. La terapia de ablacion androgénica, una terapia ampliamente utilizada
en cancer de prostata avanzado, induce apoptosis por activacién de la via de INK y

disminuyendo la proliferacién celular 3.

Muchos pacientes con enfermedad avanzada la Unica opcién terapéutica es la
terapia de ablacién androgénica, la cual actla evitando la activacién de los genes
reguladores de andrégenos, reduciendo de esta manera los niveles de estimulacion de
los receptores de androgenos (AR). Esta terapia fue desarrollada por Huggins y Hodges
y no ha cambiado en 60 afios. Es tan eficaz que puede reducir el volumen tumoral en un
70-80% de su volumen original. Sin embargo se sabe que gran parte de los pacientes
van a recaer, para los que hay pocas opciones terapéuticas y es particularmente esta

condicion lo que més contribuye a la morbi-mortalidad asociada a este cancer **°.

Desafortunadamente con el tiempo el cancer de préstata se vuelve resistente a la
apoptosis a pesar de la terapia de ablacion androgénica y progresa a un estado
independencia androgénica. El carcinoma de préstata con independencia androgénica
(CaPAlI) contintan dependiendo de las sefiales de receptores andrdgenos, que son
activados por niveles circulantes muy bajos de andrégeno 2**. Esta hipersensibilizacion
de los RA a bajos niveles de andrégenos, incluyen mutaciones de receptores de
androgenos qué permiten la activacion con niveles muy bajos de androgenos o de
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esteroides, mayor estabilidad de los RA, sobre-expresion de RA y aumento en la

sefializacion de la via tirosina quinasa 2.

Las MAPK parecen desempefiar un papel importante hacia el estado de
independencia androgénica (Al). Estudios han determinado un aumento en la expresion
de ERK en tumores recurrentes posterior al tratamiento de ablacion androgénica, lo que
podria sugerir que ERK esté relacionada con la evolucion a la independencia
androgénica 2°®. Un aumento de los andrégenos produce una disminucién de la
fosforilacion de quinasas pro-apoptdticas y en consecuencia de la apoptosis.

La activacion de JNK depende de los receptores de andrégenos. Los andrégenos
inhiben la apoptosis mediante disminucion de la fosforilacion de JNK. Un estudio ha
determinado que c-Fos y c-Jun, dianas de JNK, estan aumentados en tumores avanzados
con independencia androgénica y se asocian a activacion del ERK, sin embargo en esta
situacion la actividad de JNK esta disminuida, lo que indica que c-Jun podria estar
activado por otra via %2.

El estado de independencia androgénica también se ha asociado a una actividad
aumentada de la via de Raf por disminucion significativa de sus inhibidores en estadios
avanzados de cancer de préstata 2°2. Se ha determinado que una elevacién conjunta de
Raf-1, MEK y ERK1/2 fosforilado, es indicativo de que la activacion podria estar
desencadenada por IL-6, a través de la via de ERK, que resulta en un aumento de la
actividad de ERK. Se ha propuesto un papel favorecedor de la IL-6 en el aumento de la
expresion y actividad de receptores de androgenos (RA), promoviendo de esta forma el
crecimiento tumoral con independiente androgénica, que podria depender de la
actividad de p38 **°.

Si bien el papel de la via RaffMEK/ERK en céncer de prostata ain sigue siendo
controversial. Se sabe que un aumento de la expresion estd asociado a enfermedad
avanzada, independencia hormonal y mal pronéstico. Pero los mecanismos de como
ocurre esto aun no estan bien establecidos, ya que no se han determinado mutaciones de
Ras, Raf, MEK o ERK. Pero si se han determinado algunas amplificaciones de Ras.

A pesar de que p38 tiene un importante papel pro-apoptotico, quizas también
contribuya a la progresion del cancer de prostata, promoviendo el crecimiento tumoral,
la independencia androgénica y el desarrollo de metastasis #**. Otras cualidades
atribuibles a p38 son el aumento de la supervivencia celular, clonogenicidad e
invasividad en células de cancer de préstata, proporcionando un soporte para la
adquisicion de un estado de independencia androgénica **.

En base a lo anteriormente descrito exponemos los resultados obtenidos en
nuestro estudio:

En la neoplasia intraepitelial prostatica la gran mayoria de los casos mostraba
alta expresion de MKP-3 y esto se asociaba a baja expresion de ERK, pero no con p38
y JNK

En nuestra serie también incluimos muestras de neoplasia intraepitelial

prostatica para poder observar el epitelio prostatico en todas sus fases evolutivas hacia
la transformacion maligna. En todas las muestras de neoplasia intraepitelial prostatica
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(PIN) se observé tincion con MKP-3, con un claro predomino de la alta expresion en
estas lesiones y esto a su vez se asociaban a una baja expresion de la forma fosforilada
de ERK.

ERK es diana especifica de MKP-3 y se ha relacionado fundamentalmente con
el desarrollo y crecimiento tumoral, el hallazgo de predominio de una baja expresién de
p ERK es concordante con lo esperado en relacion a la expresion de MKP-3 en nuestras
muestras de PIN de alto grado. Como hemos mencionado anteriormente, la sobre-
expresion en lesiones estas pre-neoplasicas parece guardar relacion con un papel
protector contra la evolucion a la transformacion invasiva, por lo que es razonable y
comprendiendo la via de funcionamiento de ERK, un aumento de la actividad de la via
de MKP-3 conlleva una disminucion de la forma fosforilada de ERK disminuyendo de
esta manera el proliferacion tumoral.

Respecto a pJNK y pp38 tenian una mayor tendencia a mostrar baja expresion.
Para pJNK 49 casos (84,5%) tenian baja expresion y con pp38 49 casos (61,3%). Se
identificaron 30 de casos con sobre-expresion (15,5%) para pJNK y 31 (38%) para
pp38.

Como sabemos JNK y p38 tienen un papel importante en la mediacion de la
apoptosis inducida por estrés, y son dianas especificas de MKP-1, pero también de
MKP-3. También sabemos que a veces dependiendo del estimulo pueden tener
funciones contradictorias. El estado de neoplasia intraepitelial, es un estado pre-
neoplésico, bien conocido y establecido. La mayoria de estas lesiones de PIN que
hemos estudiado han sido tomadas de piezas de prostatectomia de pacientes con
carcinomas ya desarrollados con afios de evolucién, en los que es probable que estas
lesiones de neoplasia intraepitelial prostatica de alto se comporten de manera mas
parecida a un carcinoma invasor bien diferenciado. Viéndolo de esta manera es menos
dificil entender porque pJNK y pp38 no estan sobre-expresados, pero aln siguen
conservando una baja expresion.

La expresion de MKP-3 disminuye de forma progresiva, en una proporcion
elevada de carcinomas de prostata en todas las categorias de Gleason, y tiene una
asociacion estadisticamente significativa con un periodo de recaida bioquimica y un
periodo libre de enfermedad més corto, por lo que constituye un marcador prondstico
de la enfermedad.

En nuestra serie la gran mayoria de los casos mostraban una baja expresion de
MKP-3 que se encontraba distribuidos en todas las categorias de Gleason con
predominio de la mé&s baja expresion en el grupo 4 (Gleason 8), seguido del grupo 3
Gleason 7 (4+3).

La disminucién de la expresion de MKP-3 se observé en tumores Gleason 6,
con una pérdida progresiva de la intensidad de la tincion a medida que aumentaba el
grado histoldgico. Se observaron algunos cortes que no tenian expresion de MKP-3,
pero al tratarse de muestras de 1 mm y tener mas cortes que eran representativos del
mismo nddulo tumoral, interpretamos el caso como baja expresion. No se identificd
ningun caso con pérdida absoluta de la expresion de MKP-3.
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Hemos podido demostrar que existe una relacion estadisticamente significativa
entre la disminucion progresiva de la expresion de MKP-3 y un tiempo de recidiva
bioguimica més corto, y la disminucién progresiva de la expresion de MKP-3 y periodo
libre de enfermedad maés corto.

El patron de sobre-expresion de MKP-3 era méas prevalente en el grupo 1y 2,
correspondientes a las categorias de Gleason 6 y 7 (3+4), con solo 5 casos en el grupo 3
correspondiente de Gleason 7 (4+3) y 1 en el grupo 4 Gleason 8 o mayor.

Nuestros hallazgos son concordantes con lo publicado en la literatura. La
disminucion de la expresion de las distintas fosfatasas, y en relacion a MKP-3 en cancer
de prostata parece estar sobre-expresada en estadios iniciales de cancer de prostata,
seguido de pérdida de expresién a medida que el grado histolégico aumenta, asi como
en las metéstasis **°. Nosotros hemos observado una baja expresion de MKP-3 en
tumores infiltrantes que varian desde ligeramente méas intensa en tumores mejor
diferenciados con pérdida progresiva de la expresion a medida que el grado de Gleason
aumenta.

MKP-3 estaba sobre-expresada en tumores de prdstata bien y moderadamente
diferenciados en estadios iniciales de la enfermedad

De los 36 pacientes de con adenocarcinoma Gleason 6, 24 pacientes mostraban
sobre-expresion de MKP-3. En este grupo de Gleason 6, de los que mostraban alta
expresion solo tuvieron recidiva bioquimica 7 pacientes. Ninguno desarrollo metastasis
y uno fallecio en el post-operatorio. En las piezas 4 tuvieron invasion de vesiculas
seminales, 6 presentaban extension extraprostatica, 13 con afectacion de los margenes
quirdrgicos, y 19 invasiones linfaticas. Si bien la evolucion clinica de los pacientes a
pesar de los hallazgos en la pieza con la invasién de vesiculas seminales, extension
extraprostatica y afectacion de los margenes, todos ellas variables morfoldgicas que
confieren en si mismas un peor pronostico del cancer, aunque se trate de un tumor bien
diferenciado.

El papel que desempefia la sobre-expresion de MKP-3 en estadios iniciales del
cancer puede guardar relacién con su funcion fisioldgica anti-apoptética demostrada en
estudios relacionados con la embriogénesis debido a su papel regulador de la actividad
de ERK . Estudios en cancer de pancreas han demostrado un aumento de la
regulacion de MKP-3 en la neoplasia intraepitelial comparada con el tejido normal, con
una pérdida absoluta de la expresion cuando el tumor evoluciona a su estado invasivo
Y97 Por lo cual la sobre-expresion de MKP-3 en estadios iniciales parece le otorga un
papel protector contra la progresién tumoral por inhibicion de la fosforilacién de ERK
que se correlaciona con una actividad aumentada de la forma fosforilada de JNK. Esta
disminucion en la regulacién puede asociarse a mutaciones de K-Ras que estan
presentes en multiples canceres y de esta manera contribuir al aumento de la
sefializacion a través de la via de ERK, promoviendo entonces el crecimiento tumoral.
Por otra parte la regulacion de la via de MKP-3 puede estar aumentada en otros tipos de
cancer que se acompafien de mutaciones de la via de Ras #°

Segun lo descrito en la literatura, existen resultados a veces contradictorios
respecto al patron de expresion de estas MKP, que deben ser interpretadas con cautela,
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ya que segun los distintos tipos morfoldgicos de tumor, su significado clinico es
absolutamente opuesto.

En nuestra serie incluimos muestras representativas de PIN, tejido normal e
hiperplasia como control interno. Observamos un patron de sobre-expresion en la
neoplasia intraepitelial prostatica, con una disminucion significativa de la expresion en
el carcinoma invasor.

En nuestras muestras el patrén de expresién y comportamiento de las MKP-3
encaja mas con el patron de expresion descrito en las neoplasias de pancreas, con un
sobre-expresion en estadios iniciales de la enfermedad como en la neoplasia
intraepitelial prostatica para después disminuir o perderse.

La expresion de pERK se correlaciona con un comportamiento bioldgico
desfavorable independiente de la expresion de las formas fosforiladas de JNK-p38.

En nuestra serie determinamos subgrupos de expresion de pERK comparados
con la expresion de las MAPK pro-apoptoticas JINK y p38. Habia una alta prevalencia
de casos que no tenian expresion de pERK. Dentro del grupo de casos sin expresion de
pPERK estaban los que expresaban JNKp38+ y los que no JNKp38-. Ambos grupos
independientemente de la expresion de JNKp38 tenian un mejor comportamiento
clinico que aquellos casos pERK+.

Los casos pERK+ con independencia de la expresion de JNKp38 tienen una
evolucion clinica significativamente mucho peor que cuando pERK esta ausente. Esto
es de gran relevancia debido a la funcion proliferativa de pERK, que visto de esta
manera en los casos aun con expresion de pJNK pp38, parece imponer su funcién
favorecedora de la carcinogénesis sobre la supresora tumoral de pJNKpp38.

Un quinto subgrupo los pERK- /JNKpp38- (“triple negativo™) tenian un
comportamiento clinico significativamente mejor comparado con el resto de los cuatro
subgrupos. No sabemos con claridad a que se debe esto, pero puede ser que se deban a
alteraciones por otra via diferente a MAPKS.

Datos publicados asocian la desregulacion de la via de pERK en
aproximadamente el 30% de los tumores en humanos. En nuestra serie hemos podido
observar una disminucion de la expresion y en algunos casos pérdida de la expresion de
PERK en las glandulas neoplasicas. Como dato afiadido también observamos la sobre-
expresion de pERK en muestras con neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). La sobre-
expresion en neoplasia in situ estdn en consonancia con lo que hay descrito en las
publicaciones previas, en los que se describe un aumento progresivo de pERK desde la
hiperplasia prostatica benigna hasta el carcinoma de préstata invasor, sin bien gran parte
de nuestros carcinomas no lo expresaban, la gran mayoria de los casos que mostraban
expresion de pERK guardaban relacion con el grado de Gleason y el estadio tumoral, lo
cual hemos podido corroborar. Estudios sugieren una disminucion de la expresion de
PERK en tumores avanzados, mientras que otros relacionan con la evolucion al estado
de independencia androgénica '*°.

Como ya hemos mencionado anteriormente pJNK a se le han atribuido
funciones opuestas dependiendo del estimulo celular y la isoforma. En nuestra serie la
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gran mayoria de los casos mostraban baja expresion de pJNK (62,4%), pero también
habia grupo que mostraba sobre-expresion (37,6%).

Numerosas publicaciones han asociado alteraciones cronicas en la actividad de
JNK con el céncer de prostata. La sobre-expresion de pJNK se ha esta descrita en
tumores organo confinado, si bien parece estar muy reducida o ausente en tumores
localmente avanzados y en las metéstasis de cancer de prostata, lo cual es concordante

con nuestros hallazgos *?%.

En relacion a pp38 se ha descrito papeles contradictorios como promotor o supresor
tumoral dependiendo del estimulo. En cancer de préstata la sobre-expresion con
aumento progresivo desde la hiperplasia hasta la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)
y el adenocarcinoma de prostata Gleason 6 esta bien establecida. En nuestra serie pp38
se expresaba en un gran numero de muestran de PIN y carcinomas bien diferenciados,
observado incluso sobre-expresion en bastantes de ellos, pero con una clara tendencia a
la disminucion de la expresion en adenocarcinomas avanzados.

En los tumores de prostata Gleason 8 existe un claro predominio de la baja
expresion de MKP-3

En nuestra serie de pacientes con cancer de préstata la gran mayoria tenia un
patron de baja expresion de MKP-3, con excepcion de 1 caso que mostraba sobre-
expresion.

Como es de esperarse estos tumores de alto grado en consecuencia tienen un
comportamiento biol6gico mas agresivo. De los 21 pacientes, 15 desarrollaron recidiva
bioquimica de la enfermedad, 6 pacientes tuvieron metastasis dseas y 4 fallecieron a
causa de la enfermedad. Respecto a las variables morfoldgicas en la pieza de PR, 9
presentaron invasion de las vesiculas seminales, 15 tenian extension extraprostatica, 12
mostraban afectacion de los margenes quirtrgicos y 19 con invasiones linfaticas.

La correlacion entre la baja expresion de MKP-3 en céancer de prostata, mal
pronostico y quimioresistencia, ha sido demostrada en multiples estudios. A diferencia
de la prostata la sobre-expresién de MKP-3 en otros tumores como ovario y mama, se
han asociado a mala prondstico y quimioresistencia.

La pérdida absoluta de expresién de MKP-3 se ha relacionado con progresion de
la enfermedad y parece favorecer a la evolucion de un estado de independencia
androgenica.

La baja expresion de MKP-3 en céncer de préstata es un factor de mal
pronostico y se correlaciona con progresion a un fenotipo andrégeno independiente

Como hemos podido comprobar la gran mayoria de los pacientes con cancer de
prostata que habian recibido tratamiento de ablacion androgénica con posterior recaida
de la enfermedad, mostraban en su mayoria una baja expresion de MKP-3. Las formas
fosforiladas de las quinasas p38 y ERK tenian predominio de la baja expresion, si bien
en nuestros casos JNK estaba distribuido de manera casi proporcional en ambos grupos
de expresion.
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La gran mayoria de los canceres de préstata dependen de los andrégenos para
crecer y sobrevivir, es por ello que la terapia de ablacién androgénica es un tratamiento
de eleccion, que inicialmente produce regresion tumoral mediada por apoptosis. Si bien
con el tiempo los receptores de andrégenos residuales se vuelven hipersensibles y
responden a cualquier estimulo por muy bajo que sea.

La participacion de Raf-1 en la activacion de via de MAPK/ERK induce
proliferacion y favorece la tumorogénesis. Si bien estudios en carcinoma de préstata se
ha determinado que en una proporcion de casos no se ha encontrado una asociacion
clara entre la actividad de Raf y la actividad de MAPK/ERK, lo que parece indicar que
las dos vias podrian estar activas y funcionar de forma independiente en estadios
avanzados del cancer de préstata, permitiendo el crecimiento del tumor sin necesidad
del estimulo hormonal que induzca proliferacién y metastasis **°.

Se cree que la activacion de los receptores de andrdgenos inducida por c-Jun a
través de la via de MAPK/ERK sea un probable mecanismo de activacién de los genes
activadores de androgenos, sin la necesidad de sefiales de estimulacion por andrégenos,
volviendo el tumor insensible a la ablacién androgénica *'.

Estudios sustentan la pérdida de expresion de MKP-3 como un factor
determinante hacia la progresion de un estado de independencia hormonal.
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A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio de tesis Doctoral,
Ilegamos a las siguientes conclusiones:

1.- La sobre-expresion de las fosfatasas MKP-3 en las lesiones de neoplasia
intraepitelial prostatica y carcinomas de prdstata Gleason 6 constituyen un
evento inicial en la carcinogénesis del cancer de prostata, y parece le
confiere un papel protector en la supervivencia libre de enfermedad en
tumores bien diferenciados.

2.- La disminucion de la expresion de MKP-3 en carcinoma de prdstata es
un factor pronostico determinante, relacionado directamente con un periodo
de recidiva bioquimica y una supervivencia libre de enfermedad mas corta a
medida que aumenta el grado histolégico del tumor.

3.- La disminucién o pérdida de expresion de la forma fosforilada de p38,
relacionada fundamentalmente con funciones supresoras tumorales
mediadas por apoptosis, se correlaciona con un periodo libre de enfermedad
mas corto en pacientes con cancer de prostata.

4.- Existe una correlacion entre la expresion de pERK y pJNK/pp38, con un
peor prondstico para los tumores que muestran predominio de la expresion
de ERK.

5.- La disminucion de la expresion de MKP-3 esta asociada a un fenotipo de
carcinoma de prostata androgeno independiente y se asociada a baja
expresion de pERK, lo que indica que una via alternativa diferente a MAPK,
puede estar estimulando los receptores de androgenos favoreciendo de esta
manera la progresion y crecimiento tumoral.

6.- El papel que desempefia MKP-3 en el cancer la convierte objetivo de
estudio extremadamente interesante con vistas a considerarla como una
posible diana terapéutica, primordialmente en aquellos pacientes que han
progresado a un estado de independencia androgénica, en los que las
opciones terapéuticas para ofrecerles, son realmente escasas en el momento
actual.

7.- La expresion citoplasmica de MKP-1, en ausencia de expresion nuclear,
supone un hallazgo no esperado y de compleja interpretacion, por lo que
estos resultados deben ser considerados con cautela, ya que en la literatura
publicada hasta este momento no existe informacion en relacion a este
patron de expresion en cancer de préstata. Por esto consideramos que este
patron de expresion debe ser estudiado con mayor detenimiento y
contrastado para determinar su veracidad.
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