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RESUMEN

FOSFOTIROSINA FOSFATASA SHP-1, SOMATOSTATINA Y CANCER DE PROSTATA

Revisamos los mecanismos de control de crecimiento prostatico basados en androgenos y pro-
ductos de secrecion neuroendocrina, prestando especial atencion al papel de la somatostina (SS)
como inhibidor del crecimiento neoplasico. Las aportaciones de nuestro grupo confirman que este
efecto antiproliferativo de la SS sobre la prostata esta mediado por la fosfotirosina fosfatasa SHP-1,
presente en la prostata humana. Esta enzima juega un papel en el control de la proliferacion celu-
lar prostatica y en la progresion del cancer de prostata. Ademas, pensamos que su presencia podria
determinar el potencial terapéutico de la SS en el control del cancer de prostata.

PALABRAS CLAVE: Neoplasia prostatica. Proteina tirosina fosfatasa. SHP-1. Somatostatina. Célula neuroendocrina. Prostata.

ABSTRACT

PHOSPHOTYROSINE PHOSPHATASE SHP-1, SOMATOSTATIN AND PROSTATE CANCER

We review the mechanisms involved in prostatic growth based on androgens and product of neu-
roendocrine secretion, with special reference to the role of somatostatin (SS) in the inhibition of neo-
plastic growth. Our contributions in the field confirm the antiproliferative effect of SS on the prostate
is mediated by phosphotyrosine phosphatase SHP-1, that is present in human prostate. This enzyme
plays a role in the control of prostatic cell proliferation and in the progression of prostate cancer.
Besides, we consider its presence may determine the therapeutic potential of SS in the control of
prostate cancer.

KEY WORDS: Prostate neoplasm. Protein tyrosin phosphatase. SHP-1. Somatostatin. Neuroendocrine cell. Prostate.

Desconocemos la totalidad de los factores res-
ponsables del desarrollo y de la progresion
del cancer de prostata. La experiencia adquirida
con terapia hormonal basada en la deprivacion
androgénica, nos ha ensenado que pasado un
tiempo se produce una reactivacion del creci-
miento del tumor, proceso que va acompanado de
resistencia al tratamiento debido a la aparicion
de células que no responden a los androgenos.
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De hecho, cada vez resulta mas evidente que la
funcién prostatica no sélo depende de androge-
nos, sino que existen una gran diversidad de hor-
monas peptidicas, factores de crecimiento,
bucles reguladores autocrinos/paracrinos e inte-
racciones entre el epitelio y el estroma que con-
trolan y mantienen el funcionamiento normal de
la prostata y que estan implicados en el desarro-
llo de sus enfermedades.
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Asi, la fase independiente de androgenos es
el centro de atencién de la mayoria de las
investigaciones actuales; investigaciones que
intentan sentar las bases del desarrollo de nue-
vas terapias. En este sentido, sabemos que
algunos péptidos, como la somatostatina (SS),
poseen un claro potencial antimitogénico pero,
lamentablemente, los datos preclinicos acerca
de su utilizacion en el carcinoma prostatico son
contradictorios, probablemente debido al desco-
nocimiento de los mecanismos moleculares a
través de los cuales ejerce su accion biologica.
Asi, para entender el efecto antiproliferativo de
la SS en el cancer de prostata, es necesario
conocer los subtipos expresados en la prostata
normal y neoplasica, cual de estos receptores es
responsable del efecto antiproliferativo, y el
mecanismo o mecanismos celulares utilizados.
Es probable que en el momento que conozcamos
las respuestas a estas preguntas se puedan rea-
lizar nuevos ensayos clinicos que valoren cierta-
mente la eficacia de la SS en el tratamiento de
esta enfermedad.

REGULACION DEL CRECIMIENTO
PROSTATICO

El desarrollo de la prostata, y el del resto de
las estructuras sexuales accesorias internas
masculinas, depende de los androgenos. La tes-
tosterona se sintetiza en las células de Leydig del
testiculo diariamente y se vierte al plasma. La
esteroidogénesis testicular esta controlada por el
eje hipotalamo-hipofisiario. La liberacién por el
hipotalamo de la GnRH (hormona estimulante de
gonadotropinas) estimula la secrecion de la LH
(hormona luteinizante) por la hipéfisis, que va a
controlar la secrecion de testosterona a nivel tes-
ticular. Ademas de los androgenos testiculares,
llegan a la prostata androgenos liberados por la
glandula adrenal. Esta segunda fuente de andro-
genos puede adquirir relevancia en situaciones
de castracion, aunque su importancia en la pros-
tata normal y en el desarrollo y el tratamiento del
cancer y de la hiperplasia prostatica benigna
(HBP) sigue siendo tema de debatel.

Dada su naturaleza lipofilica, la testosterona
se transporta en sangre unida a proteinas: 58%
por la globulina transportadora de hormonas
sexuales (SHBG), 40% por la albumina, dejando
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s6lo un 2% de hormona libre disponible para ser
captada por los tejidos?. La fraccion libre se vera
afectada por variaciones en los niveles de los
transportadores, modificando la cantidad dispo-
nible para la prostata. Situaciones como la obesi-
dad, la edad, y el aumento de estrogenos o de la
misma testosterona pueden producir estas varia-
ciones3.

Después de su internalizaciéon en la célula
prostatica la testosterona se transforma en dihi-
drotestosterona (DHT) por la enzima 5-a-reducta-
sa presente en el reticulo endoplasmatico rugo-
so*. La DHT es 10 veces mas activa que la tes-
tosterona. Asi, la DHT se une a un receptor
nuclear especifico que, activara o reprimira la
expresion de determinados genes, regulando la
funcionalidad celular. Determinados antiandro-
genos pueden unirse al receptor de androgenos,
pero los cambios conformacionales inducidos no
permiten que el receptor interaccione con el
ADNP. La metabolizacion final de la DHT esta a
cargo de o6xido reductasas que transforman la
DHT primero en dioles y luego en trioles total-
mente inactivos.

La forma en que los andrégenos controlan la
proliferacion y regulan la funcién prostatica esta
siendo ampliamente estudiada. La DHT regula el
crecimiento prostatico, estimula la proliferacion
celular e inhibe la apoptosis o muerte celular pro-
gramada. Una disminucion de los niveles de DHT
y de su receptor provoca involucion de la prosta-
ta, mientras que su aumento inicia una prolifera-
cion celular activa, ambos procesos estan asocia-
dos a una expresion génica especifica®. Sin
embargo, no existen pruebas suficientes de que
la DHT estimule directamente la sintesis de ADN,
mas bien sus efectos estarian mediados por una
serie de factores de crecimiento, cuya sintesis se
veria estimulada por la DHTS. Los factores de cre-
cimiento, por lo tanto, serian mediadores directos
de la accion de los andrégenos y pueden ser res-
ponsables de mediar las interacciones entre el
epitelio y el estroma”.

En condiciones normales los androgenos y los
factores de crecimiento crean un balance que
regula el crecimiento, la diferenciacion, la super-
vivencia y la muerte de células prostaticas. En la
prostata se ha observado la accién de 4 familias
de factores de crecimiento, producidos de manera
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local y que actian de manera paracrina o auto-
crina en el estroma o en el epitelio: familia EGF
(EGF y TGF-a), familia TGF-8 (TGF-81, 2 y 3),
familia IGF (IGF-I, IGF-II, IGF-BP) y familia FGF
(bFGF y KGF)?8 (Fig. 1).
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FIGURA 1. Factores de crecimiento que actian en la pros-
tata normal y en el cancer. En la préstata normal (fle-
chas negras) los factores de crecimiento TGFa, bFGF, KGF,
IGF-1, IGF-II y TGF-f3, secretados por el estroma, actiuan de
manera paracrina sobre sus receptores ubicados en el
epitelio. El TGFa, IGF-1, IGF-II, bFGF y KGF estimulan la
proliferacion de las células epiteliales, mientras que el
TGF-f la inhibe. Sin embargo, en el cancer (flechas rojas)
estos factores de crecimiento, secretados por el epitelio,
actuan de manera autocrina sobre estas células. En este
ultimo caso, predominan los efectos mitogénicos porque
disminuye la sensibilidad a los efectos inhibitorios del
TGF-f3, potenciandose sus efectos angiogénicos y metas-
tasicos.

Los niveles de androgenos regulan, tanto en el
epitelio como en el estroma, la secreciéon de los
factores de crecimiento asi como la expresion de
sus receptores, creando un delicado equilibrio
entre ambos compartimentos celulares. Durante
el desarrollo del cancer de prostata, este equili-
brio se pierde alterandose la forma y lugar de
secrecion de los factores de crecimiento, asi como
la expresion de sus receptores y proteinas rela-
cionadas, como algunos proto-oncogenes y genes
supresores de tumores. Este estado promueve la
invasion y la metastasis a sitios favorables para
el desarrollo de la célula neoplasica. La terapia de
supresion androgénica conlleva la seleccion de
las células malignas, sobreviviendo aquellas
capaces de crecer en ausencia de androgenos. Se
genera asi la fase independiente de androgenos
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de la enfermedad®. En este momento suceden
diversas alteraciones moleculares®, las principa-
les se reflejan en la Tabla I.

CELULAS NEUROENDOCRINAS

Las células neuroendocrinas (NE) de la pros-
tata pertenecen al sistema denominado antigua-
mente como APUD (amine precursor uptake and
decarboxylation). Estas células, componente
minoritario del epitelio prostatico, carecen del
receptor de androgenos y secretan gran varie-
dad de péptidos, neuropéptidos y otras molécu-
las bioactivas. La mayoria de las células NE
prostaticas secretan cromogranina A, enolasa
especifica de neuronas y serotonina. Ademas
producen calcitonina, gonadotropina corionica
humana a, péptido similar a la TSH, neuroten-
sina, proteina relacionada con la PTH, colecisto-
quinina, bombesina y somatostatinal®. Las
células NE, actuando de forma paracrina y/o
autocrina regulan las secreciones exocrinas y
endocrinas de células epiteliales y NE vecinas,
asi como la proliferacion y diferenciacién celu-
lar. Estas células presentan prolongaciones
extendidas hacia el lumen de las glandulas que
les permiten detectar cambios de pH, concen-
tracion de proteinas, neuropéptidos u hormonas
del contenido luminal, y a través de senales
determinadas modificar o regular la secrecion
de las células exocrinas!!.

TABLA 1

ALTERACIONES MOLECULARES ASOCIADAS
AL DESARROLLO DEL CARCINOMA DE PROSTATA

Aparicion de bucles autocrinos con efectos:

¢ Mitogénicos: EGF, TGFa, bFGF,, KGF, IGF-I,
NGF

¢ Inmunosupresores: TGFS1 y 2

¢ Angiogénicos: bFGF, VEGF

e Metastasicos: EGF, bFGF, BMP-6

Alteraciones en la expresion de proteinas de union
a IGF: IGFBP

Incremento en la expresion de proto-oncogenes:
EGFR, P 1 85erbB-2’ ) 1 60erbB-3

Disminucién de productos supresores de tumores:
TGFBRI, TGFARII, IGFRII

Alteraciones en la expresion de proteinas que
regulan el balance muerte/proliferacion celular:
bel-2, p21€iel, p27KiPl p16, CDK, CDC
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En los ultimos anos las células NE han adqui-
rido cierto protagonismo al observarse que mas
del 50% de los tumores de prostata, contienen
células neoplasicas dispersas o formando focos,
carentes de receptor de androgenos y que pre-
sentan un fenotipo NE!2. El namero de estas
células aumenta conforme el adenocarcinoma
progresa hacia fases mas avanzadas o resistentes
a androgenos. Estudios recientes parecen indicar
que la diferenciacién NE se correlaciona con un
mal pronostico, con la progresion del tumor y con
la independencia androgénical®. Es posible que
ligeros cambios en el microambiente celular faci-
liten la adquisiciéon de un fenotipo NE por parte
de ciertas células tumorales!3. Los productos
secretados por estas células, actuando de forma
paracrina/autocrina, activan la proliferacion de
las células vecinas y facilitan el crecimiento inde-
pendiente de androgenos del tumor. De hecho se
han observado células tumorales proliferando en
la proximidad de focos de células NE!4. Sin
embargo, los resultados obtenidos al intentar
establecer una estrecha relacion entre diferencia-
cion NE y avance del tumor, no son concluyen-
tes!o.

Existen distintas poblaciones de células NE
que varian en sus productos de secrecion y en
sus receptores. La produccion de factores auto-
crinos/paracrinos por las células neuroendocri-
nas o por las células epiteliales tumorales dife-
renciadas a neuroendocrinas, esta probablemen-
te influenciado por hormonas y podria cumplir
un papel importante en la progresion del cancer.
Sin embargo, son necesarios mas estudios para
evaluar correctamente la significacion diagnosti-
ca y terapéutica de la diferenciacion neuroendo-
crina en el cancer de prostata.

LA SOMATOSTATINA

Entre los factores sintetizados y liberados por
las células NE prostaticas se encuentra la soma-
tostatina. La somatostatina es un neuropéptido,
de amplia distribucion en el organismo, que inhi-
be una gran variedad de acciones fisiologicas,
regulando la liberacion de hormonas, péptidos y
neurotransmisores!® y actuando como un inhibi-
dor enddgeno del crecimiento!®. Existen princi-
palmente dos formas activas circulantes del pép-
tido, una de 14 aminoacidos (la somatostatina
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14) y otra de 28 (la somatostatina 28). Dada su
corta vida media, que limita sus posibles aplica-
ciones in vivo, se han desarrollado analogos que
se utilizan en clinica: el octreotide (SMS 201-
995), el lanreotide (BIM 23014) y el vapreotide
(RC 160)!7.

Todas las acciones de la somatostatina pasan
por la union del péptido a receptores presentes
en las membranas de las células. Estos recepto-
res pertenecen a la clase de receptores acoplados
a proteinas G y presentan siete dominios trans-
membrana. En la actualidad se conocen cinco
subtipos de receptores denominados sstrl, sstr2,
sstr3, sstr4 y sstr518:19, Cada uno de estos subti-
pos presenta un perfil farmacologico especifico y
se encuentran asociados a diferentes sistemas de
transduccion de senales: adenilato ciclasa, cana-
les ionicos, guanilato ciclasa, fosfolipasa C, fosfo-
lipasa A,, MAP quinasa, serin-treonin fosfatasas
y tirosinas fosfatasas!®.

La somatostatina es uno de los pocos neuro-
péptidos que inhibe la proliferacién celular, in
vitro e in vivo, de multiples lineas celulares y
tumores experimentales. In vitro, este efecto anti-
proliferativo depende de la presencia de recepto-
res para la SS en las células tratadas. Sin embar-
go, in vivo, la situacién es diferente. La SS o sus
analogos pueden inhibir la proliferacion de tumo-
res que carecen de receptores para este péptido.
Esta observacion ha permitido distinguir entre
efectos antiproliferativos directos de la SS -
mediados por receptores ubicados en las células
tumorales- y efectos indirectos -mediados por
receptores ubicados en células no tumorales-. En
estos ultimos, la SS inhibe la secrecion de facto-
res de crecimiento, como el IGF-I, y de otras hor-
monas tréficas que actian sobre las células
tumorales? (Fig. 2).

Por lo tanto, hay muchas esperanzas deposi-
tadas en este péptido como un agente antitumo-
ral de amplia utilizacion. Por una parte presenta
actividad antineoplasica en diversos modelos in
vivo e in vitro en tumores para los cuales los tra-
tamientos actuales no resultan eficaces (mama,
prostata, pancreas, colon y pulmoén)!é. Por otro
lado, su uso clinico en el tratamiento de la acro-
megalia y en el sindrome carcinoide ha permitido
comprobar su buena tolerancia, si se compara
con terapias antineoplasicas utilizadas habitual-
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FIGURA 2. Acciones de la SS sobre tumores. La SS puede
actuar directamente, a través de sus receptores, sobre la
célula tumoral (izquierda) o indirectamente inhibiendo la
liberacion de factores troficos por células no tumorales
(derecha). En cualquier caso, el efecto final es inhibir la
proliferacién celular.

mente?!. Sin embargo, hasta el momento, los
ensayos preclinicos y clinicos realizados con SS
no han dado los resultados esperados, debido
probablemente a que no se conoce con precision
cuales son los mecanismos moleculares implica-
dos en su accion antiproliferativa2-24,

En los ultimos anos, resultados obtenidos por
diferentes investigadores sugieren que el recep-
tor sst2 podria ser el responsable del efecto anti-
proliferativo de la SS; de hecho, se ha constata-
do que la expresion de sst2 se pierde en el ade-
nocarcinoma pancreatico?526 y en el carcinoma
colon-rectal de alto grado?®27. Por lo tanto, su
ausencia podria favorecer el crecimiento de estos
tumores. Mas atin, podria incluso explicar el
fallo terapéutico que algunos ensayos clinicos
preliminares con analogos de SS han documen-
tado. En este sentido, se estan realizando estu-
dios de terapia génica con tumores pancreaticos
carentes de sst2. La restauracion de la expresion
de este receptor ha permitido revertir la tumori-
genicidad de células BxPC-3 y Capan-1 en estu-
dios con xenografos?829, Este efecto antineopla-
sico de la SS a través de sst2 parece estar media-
do por la activacion de una o varias fosfotirosi-
nas fosfatasas!®.

PROTEINAS TIROSINAS FOSFATASAS
Hace 40 anos se reconocid, por primera vez,
que la fosforilacion reversible de proteinas es un
proceso dinamico implicado en la regulacion de
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multiples funciones celulares. De las miles de
proteinas que se expresan en una célula tipica de
mamifero, un tercio contiene un grupo fosfato
unido covalentemente. Los tres aminoacidos que
pueden ser fosforilados en las proteinas son: Ser,
Thr y Tyr. La fosforilacién en residuos Ser/Thr es
mucho mas frecuente que en residuos Tyr. Sin
embargo, aunque estos ultimos soélo representan
el 0,01-0,05% del total de fosfoaminoacidos,
regulan procesos cruciales para el funcionamien-
to de la célula y de cualquier organismo como son
el crecimiento, la diferenciacion y la transforma-
cion celular©-32. Los niveles de fosforilacion en
tirosina son el resultado de la accion coordinada
y regulada de dos tipos de enzimas: proteinas
tirosinas quinasas (PTKs) y proteinas tirosinas
fosfatasas (PTPs)33.

Inicialmente, la mayoria de los estudios se
centraron sobre las PTKs, mientras que las PTPs
no despertaron un interés especial en la comuni-
dad cientifica. Se las consideraba un componen-
te poco sofisticado en las reacciones de fosforila-
cién, incluso se dudaba de su especificidad al
pensar que sélo unas pocas tirosinas fosfatasas,
relativamente inespecificas, eran capaces de ter-
minar el trabajo de numerosas tirosinas quina-
sas. Sin embargo, los resultados de los ultimos
anos han demostrado que las PTPs forman una
gran superfamilia de enzimas, sometidas a una
compleja regulacion, que van a intervenir en el
control de multiples rutas de senalizacion celu-
lar32. Ademas, presentan una elevada especifici-
dad de sustrato, llegando incluso a diferenciar el
lugar de fosforilacion que sera hidrolizado dentro
de cada sustrato.

Actualmente, la superfamilia de las PTPs esta
formada por las denominadas PTPs clasicas,
PTPs de especificidad dual y las PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog deleted on
chromosome 10) (Fig. 3). Todas ellas, aunque tie-
nen pocas homologias en su secuencia, utilizan
el mismo mecanismo catalitico y presentan un
centro activo con una estructura terciaria similar
y la secuencia consenso HCxxGxxR.

Las PTP clasicas se caracterizan por tener al
menos un dominio de 240-250 aminoacidos muy
conservados que rodean a la secuencia consenso
y que se denomina dominio catalitico o dominio
PTP. Esta familia puede subdividirse en 2 sub-
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FIGURA 3. Superfamilia de las fosfotirosinas fosfatasas.

grupos, dependiendo de la localizacion celular: estructural, posiblemente reflejo de sus diferen-
las PTPs no receptor o intracelulares y las PTPs tes funciones y ligandos fisiolégicos. En la mayo-
transmembrana o similares a un receptor. Las ria de los casos, en estos dominios aparecen
PTP no receptor son enzimas intracelulares que secuencias similares a las presentes en proteinas
tienen un solo dominio catalitico. En su extremo implicadas en procesos de adhesion celular, lo
N-terminal o C-terminal aparecen diferentes que sugiere que estas PTPs pueden participar
dominios estructurales de longitud variable y activamente en los procesos de interaccion célu-
homologos a los que aparecen en otras proteinas. la-célula y célula-matriz extracelular3!. Las fosfa-
Estos segmentos no cataliticos controlan la fun- tasas de especificidad dual (DSP) poseen capaci-
cion de estas PTPs, dirigiéndolas a compartimen- dad de desfosforilar residuos de pSer/pThr y
tos subcelulares especificos o modulando direc- pTyr. Al igual que otras fosfatasas, muestran una
tamente la actividad enzimatica. Ademas, la acti- alta selectividad de sustratos regulando vias de
vidad de la enzima se regula por cambios confor- senalizacion celular importantes como la de
macionales causados por fosforilacion en resi- MAPK34,

duos de Ser/Thr o Tyr, o a través de la interac- La PTEN se identific6 inicialmente como un
cioén del dominio catalitico con los propios domi- gen supresor de tumores localizado en el cromo-
nios no cataliticos adquiriendo una conformacién soma 10qg23, region que esta alterada en el 70%
inactiva, como ocurre en las SHP-1 y SHP-232, de los glioblastomas y en el 60% de los canceres
Las PTP transmembrana presentan una estruc- de préstata avanzados. La proteina que codifica
tura similar a la de un receptor tipico de mem- este gen es similar a las PTPs de especificidad
brana: un dominio extracelular variable, un dual, pero ademas de desfosforilar residuos de
dominio transmembrana y uno o dos dominios pTyr, desfosforila fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
cataliticos intracelulares. Los dominios extrace- (PIP,). Este lipido es un componente clave en la
lulares pueden interaccionar con ligandos que activaciéon de la Ser/Thr quinasa Akt, una de las
regulan la actividad de los dominios cataliticos. principales rutas de control del crecimiento celu-
Estos dominios presentan una gran variabilidad lar. La pérdida de la PTEN, durante la tumorogé-
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nesis, mantendria la Akt permanentemente acti-
va, permitiendo a las células proliferar sin con-
trol®®. Existen clasificaciones anteriores en las
que se incluia a esta PTP junto con las de especi-
ficidad dual. Actualmente se separa este grupo de
enzimas porque poseen especificidad por sustra-
tos de diferente naturaleza: lipidos y proteinas
fosforiladas en Tyr. Otro miembro de este grupo
es la miotubularina (MTM)36.

SHP-1

En 1986, Sadowski y cols.?” identificaron un
dominio N-terminal que estaba altamente conser-
vado entre las proteinas tirosinas quinasas cito-
plasmaticas de la familia Src. A este dominio N-
terminal, de aproximadamente 100 aminoacidos,
lo denominaron SH2 (dominio 2 de homologia
con Src). Anos después, se descubrio la presen-
cia de dominios SH2 en proteinas que intervienen
en la transduccion de senales como la fosfolipasa
Cyl, la proteina estimuladora de la actividad
GTPasa (GAP), la fosfatidil inositol 3 quinasa
(PI3K) y la proteina de union a actina (tensina).

Los dominios SH2 unen especificamente resi-
duos tirosina fosforilados, y la secuencia adya-
cente a este residuo es la que determina la espe-
cificidad de union. Por lo tanto, estos dominios
juegan un papel importante en las interacciones
entre los receptores tirosina quinasa para los fac-
tores de crecimiento y las proteinas implicadas
en la transduccion de senales. Los receptores
para factores de crecimiento son activados tras la
union de sus ligandos, dando lugar a una auto-
fosforilaciéon en maultiples residuos tirosina situa-
dos en su domino intracelular, creando sitios de
unién especificos para proteinas citoplasmaticas
con dominios SH2. Estas proteinas, como resul-
tado de esa unién, pueden ver modificada su
actividad y su especificidad de sustrato.

Hasta el momento se conocen tres PTPs con
dominios SH2: SHP-1 (anteriormente llamada
PTP1C)38, SH-PTP13°, Hcp o SHP*® presente en
mamiferos, SHP-2 (anteriormente Illamada
PTP1D#!, PTP2C*2, SH-PTP243, Syp*4, SH-PTP343,
0 (SAP-2%6 también presente en mamiferos, y
Corkscrew o csw en Drosophila. La SHP-1 se
expresa principalmente en células hematopoyeéti-
cas y epiteliales, mientras que la SHP-2 y la csw
son mas ubicuas. La estructura de todas ellas es
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muy similar (Fig. 4). Poseen dos dominios SH2
ubicados en el extremo N-terminal, un dominio
catalitico y en el extremo C-terminal dos sitios de
fosforilacion en Tyr que le permiten interaccionar
con otras proteinas con dominios SH247.

La SHP-1 es una enzima citos6lica de aproxi-
madamente 66 kDa que se expresa preferente-
mente en células hematopoyéticas, aunque exis-
te una variante en algunos tipos de células epite-
liales*8. La existencia de dos cepas de ratones
(motheaten (me) y motheaten viable (meV))*® que
carecen de SHP-1 o expresan una forma deficien-
te de la enzima con s6lo un 20% de actividad, han
permitido demostrar que esta PTP es un regula-
dor negativo de multiples sefnales en células
hematopoyéticas, entre las que se incluyen las
activadas por interleuquinas, factores de creci-
miento, adhesion e inmunoreceptores®,

En células no-hematopoyéticas, SHP-1 actua
regulando procesos activados por factores de
crecimiento, neuropéptidos y citoquinas. La
activaciéon de receptores tirosina quinasas (EGF,
PDGF, IGF-1) o de receptores que activan tirosi-
na quinasas tipo no-receptor (Src, Jak, Syk)
producen la fosforilaciéon de un gran numero de
sustratos, activando sistemas de senalizacion
intracelular que regulan el crecimiento celular,
la diferenciacion, la migracion y la apoptosis®!.
Las tirosinas fosfatasas cumplen un papel deci-
sivo desactivando muchas de estas senales.
Diversos estudios demuestran que SHP-1 es
capaz de unirse al receptor del EGF fosforilado e
inactivarlo®852:53, Este efecto es especifico de

Dominios SH2 Dominio catalitico

Y536 Y564

Y541
Y543 Y580

Y548

Inserto PTP

FIGURA 4. Estructura de las PTPs con dominios SH2. Las
tres PTPs de este grupo poseen dos dominios SH2 ubica-
dos en el extremo N-terminal, un dominio catalitico en el
extremo C-terminal y dos sitios de fosforilaciéon en Tyr.
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SHP-1 porque al utilizar quimeras SHP-1/SHP-
2, con el dominio catalitico de SHP-2, no se pro-
duce esta inactivacion®3. El mismo resultado se
ha observado con HER, perteneciente a la
misma familia de receptores tirosina quina-
sas?!. También se ha visto que la SHP-1 esta
implicada en la regulacion de las senales activa-
das por NGF®4, por insulina®® y por el factor de
crecimiento de hepatocitos®®.

En cuanto a las citoquinas, SHP-1 regula las
senales activadas por IL-3%7, por eritropoyetina®®
y por INF-a%9. En muchos de estos casos el meca-
nismo de accion podria consistir en la regulacion
de quinasas de la familia Janus (Jak1l y Jak3), ya
sea desfosforilando al receptor y/o a las propias
Jak quinasas®®. Particularmente, interesantes
son los hallazgos que involucran a la SHP-1 en el
papel antiproliferativo de algunos péptidos como
la angiotensina II%! y la somatostatina®2:3, Sin
embargo, no en todos los casos SHP-1 cumple un
papel inhibidor. Su y colaboradores®*, describie-
ron que la sobre-expresion de SHP-1 catalitica-
mente inactiva, en células 293 (células prove-
nientes de rinén de embriones), inhibe las sena-
les mitogénicas inducidas por el EGF y el suero,
disminuyendo marcadamente la fosforilacién de
proteinas que integran la via de las MAPK. Al
anadir la SHP-1 normal, se revierte este efecto
indicando que esta enzima podria cumplir un
papel estimulador en estas células.

SHP-1, SOMATOSTATINA
Y PROLIFERACION CELULAR

Como ya hemos mencionado la activacion de
PTPs esta relacionada con las propiedades anti-
proliferativas de la SS. Muchos estudios se han
centrado en este sistema de senalizacion, a tra-
vés del cual la SS podria atenuar las senales
desencadenadas por factores de crecimiento y
por otros mitogenos. Sin embargo, los resulta-
dos obtenidos hasta el momento no son conclu-
yentes. Aunque se haya podido demostrar la
participacion de una actividad fosfotirosina fos-
fatasa en este efecto antiproliferativo, no en
todos los casos se ha identificado la enzima res-
ponsable de esa actividad ni el subtipo o subti-
pos de receptores de SS asociados?5:66.:67, Sin
embargo, resultados obtenidos por diferentes
investigadores en los tltimos anos sugieren que
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seria la SHP-1 la enzima responsable del efecto
antiproliferativo de la SS, en la mayoria de los
casos a través del receptor sst2.

La SHP-1 inmunoprecipita con sst2 y Gia3, lo
que demuestra que estan constitutivamente aso-
ciadas®8. De hecho, la SS y sus analogos inducen
la disociacion de SHP-1, su fosforilacion y su
activacion®? (Fig. 4). Una vez activada SHP-1
puede desfosforilar e inactivar sustratos que esti-
mulan la proliferacién celular. En este sentido,
Bousquet y cols.?? demuestran que la SS acelera
y amplifica los efectos de SHP-1 sobre la ruta de
transduccion de senales de la insulina, inhibien-
do sus efectos mitogénicos. Concretamente SS, a
través de SHP-1, desfosforila e inactiva el recep-
tor de insulina y sus sustratos: IRS-1 y Shc.

En 1996, Rauly y cols.”? crearon un modelo
con células NH3T3 transfectadas con el receptor
sst2 y observaron que la expresion de este recep-
tor inducia la aparicion de un bucle autocrino
que involucraba también a la SHP-1, y que pro-
vocaba la inhibicién de la proliferacion celular.
Hallazgos mas recientes en ratones que expresan
SHP-1 cataliticamente inactiva demuestran que
la SS, a través de sst2 y SHP-1, induce parada
del ciclo celular en G, por aumento de los niveles
de p27K¥PP! (inhibidor de la ciclina quinasa)’!.72,
En este sentido, estudios en células FTRL-5, deri-
vadas de células foliculares tiroideas, han revela-
do que la SS inhibe los efectos proliferativos de la
TSH restableciendo los niveles de p27Xip1(73.74),

Ademas de los mecanismos citostaticos obser-
vados, parece evidente que la activacion de SHP-
1 induce también apoptosis. La translocacion de
SHP-1 a la membrana es un fenémeno temprano
y esencial en la acidificacion y en la apoptosis
inducida por la SS7® (Fig. 5). Estos efectos pare-
cen estar inducidos via sst3 y proteinas Gi, al
bloquearse por la toxina pertussis (PTX), y se
acompanan tanto de un aumento de p53 como de
la proteina proapoptotica Bax”6. Estudios poste-
riores confirman la activacion de endonucleasas
acidas insensibles a cationes”’” y de la caspasa-
887, SHP-1 induce un descenso del pH intracelu-
lar mediante la inhibicion del intercambiador
Na*/H* (NHE) y la bomba H*-ATPasa’-8!. Al con-
trario de lo que ocurre con sst3, los otros subti-
pos de receptores no inducen apoptosis, sino
parada del ciclo en G, mediante el aumento de Rb
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FIGURA 5. Modelo de activacion de SHP-1 por SS. En el estado basal la SHP-1 se encuentra inactiva y formando un com-
plejo con el receptor sst2 y Gia3. La union de la SS a su receptor induce la disociacion y la activaciéon de SHP-1 que
puede unirse, a través de sus dominios SH2, a otras proteinas regulando su actividad mediante defosforilacién.

y p21¢PL.66, 1La presencia de residuos especificos
del segmento C-terminal parecen ser criticos a la
hora de desencadenar esta senal, probablemente
a través de la internalizacion del receptor y de la
activacion de MAPK. No obstante, se necesitan
mas estudios para interpretar con propiedad las
funciones que cumplen las PTPs en cada tipo
celular, y en cada o6rgano o tejido. En este senti-
do, seria importante encontrar sistemas que
expresen de forma natural, tanto los receptores
como sus sistemas de senalizacion, porque las
observaciones procedentes de células transfecta-
das pueden estar de algin modo enmascaradas o
ser, cuando menos, forzadas.

SS Y CANCER DE PROSTATA

Desde un punto de vista histérico existen
datos sobre la accion antiproliferativa de la SS
en la prostata s6lo desde la década de los ochen-
ta. Inicialmente se pensé que este efecto seria
indirecto dada la capacidad de la SS para inhi-
bir la liberaciéon de GH y de prolactina. Sin
embargo, Di Sant’Agnese, en 198482, describe
por primera vez en prostata humana la presen-
cia de células endocrina-paracrinas que secre-
tan somatostatina.
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Los estudios realizados hasta el momento
demuestran que diferentes analogos de la SS son
capaces de reducir el tamano y el volumen de
tumores prostaticos inducidos en ratones. En
xenografos inoculados con células PC3, Pinski y
cols.83 encontraron que el RC-160 era capaz de
reducir el tamarno y el volumen de tumores pros-
taticos, siempre que el tratamiento comenzara en
estadios tempranos del tumor. Este analogo pro-
ducia una disminucion de los niveles de GH, IGF-
I y EGFR.

Sin embargo, los escasos datos clinicos que
existen acerca de la utilizacion de la SS en el car-
cinoma prostatico son contradictorios, dado que
ensayos clinicos realizados por diferentes equipos
arrojan resultados opuestos. Verhelst y cols.3*
administraron SMS 201-995, solo o combinado
con analogos de LHRH, a pacientes que padecian
carcinoma de prostata metastatico y observaron
inhibicion moderada y temporal del crecimiento
del tumor. Por el contrario, Logothetis y cols.?*
utilizaron el mismo analogo con un grupo de 24
pacientes que padecian cancer de prostata avan-
zado y refractario al tratamiento hormonal, obte-
niendo resultados desalentadores. E1 SMS 201-
995, después de dos meses de tratamiento, ace-
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lero el crecimiento del tumor y produjo un rapido
aumento del PSA apareciendo nuevas metastasis
oOseas y viscerales. Maulard y cols.?3 analizaron el
efecto del tratamiento con lanreotide (BIM 32014)
sobre pacientes con cancer prostatico resistente
a hormonas, observando cierta mejoria en el
estado general y disminucion o estabilizacion de
los niveles de PSA. Por otro lado, Figg y cols.?? no
encontraron ninguna mejora clinica al tratar
pacientes con cancer de prostata metastasico con
dosis crecientes de somatulina (SMS 201-995).
Vainas y cols.®% realizaron ensayos clinicos de
fase II, administrando SMS 201-995 a pacientes
con bloqueo androgénico total, encontrando que
el tratamiento mejora el estado general y prolon-
ga la fase libre de sintomas. Recientemente,
Berruti y cols.®¢ han encontrado efectos positivos
del lanreotide administrado a pacientes en fase
independiente de androgenos. El analogo produ-
jo una disminucion de los niveles plasmaticos de
cromogranina A e IGF-I, sin observarse cambios
en los niveles de PSA. La razon de estas discre-
pancias y, en muchos casos, del escaso efecto
terapéutico puede deberse a modalidades de apli-
cacion inadecuadas (dosis, régimen, tipo de ana-
logos utilizados), a la diferente eficacia de la SS
dependiendo de los sitios de actuacion (sistema
endocrino, inmune, neurovascular y el propio
tumor) o al desconocimiento de los subtipos de
receptores para SSy de los diferentes sistemas de
transduccién de senales utilizados que, en ultimo
caso, determinaran las funciones celulares que
van a ser modificadas.

Diversos grupos de investigacion han demos-
trado la presencia de receptores de SS en células
prostaticas normales y tumorales. Reubi y
cols.8” mediante hibridacion in situ combinada
con técnicas autoradiograficas, demostraron la
presencia de sst2 en prostata normal y de sstl
en cancer de prostata. En ambos casos los
receptores estaban localizados exclusivamente
en células estromales. Posteriormente, Sinisi y
cols. en 199788, mediante RT-PCR realizada con
RNA procedente de células epiteliales y estroma-
les cultivadas, demuestran que soOlo aparecen
receptores para somatostatina en las células epi-
teliales. Asi, mientras que las células proceden-
tes de prostata normal expresan sst2, sst4 y
sstb, las procedentes de cancer de prostata
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expresan sstl, sst4 y sst5. Halmos y cols.®®
encontraron sstl, sst2 y sstb en 80 muestras de
prostatectomia radical analizadas por RT-PCR.
Desde un punto de vista cuantitativo la expre-
sion del receptor sst2 fue minoritaria (14%),
mientras que sst5 y sstl aparecieron de forma
dominante (64% y 86%, respectivamente) lo que
parecia demostrar que en el cancer de prostata,
al igual que en otros tipos de tumores, se perdia
sst2, aunque los propios autores comprueban
que la expresion de los receptores para SS no se
ve afectada por la progresion del tumor.
Recientemente, nuestro grupo de investigacion
ha demostrado que las lineas tumorales prosta-
ticas humanas PC3 y LNCaP expresan sst2 y
sstb; pero ademas de tener los citados receptores
estas células producen y secretan SS. La expre-
sién conjunta por la misma célula del péptido y
de sus correspondientes receptores generaba un
bucle autocrino que demostr6 ser funcional,
regulando de forma negativa la proliferacion
celular®3.

Por lo tanto, aunque se ha demostrado clara-
mente la presencia de receptores para somatos-
tatina en células prostaticas normales o tumora-
les, los resultados obtenidos sobre su localiza-
cion, los subtipos que se expresan y su relacion
con diferentes situaciones fisiopatologicas no son
concluyentes.

Son muchas las preguntas sin respuestas res-
pecto a la implicacion de la SS en la fisiopatolo-
gia prostatica. Creemos que para poder dilucidar
todos estos interrogantes resulta imprescindible
conocer los receptores que expresa la prostata
normal y el cancer de prostata, cual de estos es
responsable del efecto antiproliferativo, y el
mecanismo o mecanismos empleados; asi como
la contribucién relativa de sus efectos directos e
indirectos sobre el control de la proliferacion
celular de la préstata y en la diferenciacién neu-
roendocrina prostatica.

SHP-1 Y CANCER DE PROSTATA
A pesar de la gran cantidad de estudios que
existen sobre los efectos de la SS y de sus analo-
gos en el cancer de prostata, la mayoria de éstos
se centran en investigar la presencia o ausencia
de los diversos receptores, y en la realizacion de
ensayos clinicos para evaluar el potencial valor
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terapéutico de este péptido. Nuestro grupo es uno
de los pioneros en dilucidar los mecanismos
moleculares utilizados por la SS para regular el
crecimiento de la prostata. Creemos que estudios
de este tipo son de suma importancia, dado que
la presencia de los receptores no garantiza que el
péptido pueda realizar sus efectos. De hecho,
debemos ser conscientes que la presencia de
un/os receptor/es no garantiza necesariamente
su funcionamiento ni su empleo terapéutico.
Sabemos que en ocasiones se produce un dese-
quilibrio entre los receptores y los mecanismos
intracelulares que haria ineficaz la utilizaciéon de
analogos de SS, o incluso que podria producir
resultados adversos.

En 1993, Brevini y cols.?° sugirieron que la
somatostatina era capaz de inhibir directamente
la secrecién y la proliferacion de células LNCaP.
El mecanismo de este efecto parecia estar media-
do por la activacién de una fosfotirosina fosfata-
sa no identificada. Recientemente nuestro grupo
de investigacion ha demostrado de forma original
la presencia de SHP-1 en prostata ventral de
rata®! y en prostata humana%3-92,

SHP-1 también se ha encontrado en las lineas
tumorales prostaticas humanas PC3 y LNCaP%,
Las observaciones indican que la SS, producida
endogenamente por estas lineas celulares,
aumenta la cantidad y la actividad de SHP-1; de
hecho, el bloqueo de este péptido aumenta la pro-
liferaciéon celular coincidiendo con una disminu-
cion de la actividad y la cantidad de SHP-1. Por
lo tanto, la SHP-1 es un componente mas del
bucle autocrino para SS detectado en estas line-
as celulares, capaz de inhibir la proliferacion
celular. Sin embargo, estas lineas celulares
expresan otras PTPs como la SHP-2 y la PTP1 B%*
(Fig. 6), que también podrian participar en el con-
trol de la proliferacién celular como sugieren
algunos autores®.

La SHP-1 se localiza en las células epiteliales
ductales y acinares de la prostata humana y de la
prostata ventral de rata®3°4, Tanto en la prostata
de la rata como en la humana, la ubicacion de la
enzima se restringe a la zona apical de las células
epiteliales ductales, mientras que en las células
acinares la distribucion es menos restrictiva. Es
probable que la distribucion de esta enzima coin-
cida con la localizacion de receptores o moléculas
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FIGURA 6. Bucle autocrino antiproliferativo. La SS secre-
tada por la célula epitelial prostatica actia de forma
autocrina sobre receptores sst2 y sst5, presentes en las
mismas células, e inhibe la proliferacién celular median-
te la activacion de la fosfotirosina fosfatasa SHP-1.

con las que SHP-1 va a interaccionar, por lo que
para dilucidar su significado sera necesario cono-
cer con detalle los procesos celulares en los que
esta involucrada. En cualquier caso, las células
epiteliales prostaticas pasan a integrar la limita-
da lista de células no hematopoyéticas que expre-
san SHP-1.

Asimismo, se ha realizado un estudio en
tumores prostaticos humanos de la expresion y
localizacion de SHP-1, dependiendo del grado de
diferenciacion del tumor (Tabla II). Nuestros
hallazgos indican que la enzima esta presente en
alteraciones no malignas, asi como en adenocar-
cinomas en estadios tempranos; pero que desa-
parece a medida que el tumor es mas indiferen-
ciado. Es decir, tumores con patrén de Gleason
mas alto muestran menos expresion de SHP-1
que tumores con bajo Gleason®® (Fig. 7). Estos
resultados estan en el mismo sentido que los
obtenidos en las lineas celulares: la cantidad de
SHP-1 expresada en LNCaP es mayor que en PC3.
Las células LNCaP que representan una fase tem-
prana del cancer de préstata y son mas diferen-
ciadas, tienen mas SHP-1 que las PC3. Ademas,
cuando las células PC3 se inyectan en ratones ati-
micos demuestran una agresividad e invasividad
superior a las LNCaP al formar tumores mas indi-
ferenciados. Por lo tanto, la pérdida de expresién
de SHP-1 puede relacionarse estrechamente con
el desarrollo y la progresion del cancer de prosta-
ta. En otros tipos de tumores también se ha
detectado baja expresion de SHP-1; entre otros en
adenocarcinomas pancreaticos®, linfomas®° y
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TABLA II
DISTRIBUCION INMUNOHISTOQUIMICA DE SHP-1 EN PROSTATA NORMAL Y PATOLOGICA

Muestra Inmunotinciéon SHP-1 Localizacion Patrén

Prostata normal

Ductos + Citoplasmatica apical granular
Glandulas + Citoplasmatica difusa no granular
Prostata hiperplasica

Glandulas hiperplasicas + Citoplasmatica apical granular
Glandulas atroficas + Citoplasmatica difusa no granular
Hiperplasia de células basales + Citoplasmatica difusa no granular
Metaplasia transicional en ductos ++ Citoplasmatica difusa no granular
PIN

PIN alto grado + Citoplasmatica difusa no granular
Adenocarcinoma

Bien diferenciado + Citoplasmatica difusa no granular
Poco diferenciado = = =
Ductal + Citoplasmatica difusa no granular

: Negativo +: Positivo ++: Altamente positivo

FIGURA 7. Distribucion de SHP-1 en la préstata humana. Inmunotincion positiva para SHP-1 en hiperplasia prostatica
benigna (A), PIN de alto grado (B) y adenocarcinoma bien diferenciado (C). Tincion negativa para SHP-1 en adenocarcino-
ma poco diferenciado (D).
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policitemia vera!®®. En algunos estudios la pér-
dida de SHP-1 se asocia a mayor sensibilidad a
los efectos mitogénicos de los factores de creci-
miento.

Como ya hemos mencionado, los factores de
crecimiento estan directamente implicados en el
control del crecimiento de la prostata. Una de las
alteraciones mas frecuentes durante el desarrollo
del carcinoma de prostata, es la aparicion de
bucles autocrinos para factores de crecimiento, lo
que sin duda representa una adaptacién a la
deprivacion androgénica. Esta deprivacion tam-
bién podria generar un bucle autocrino para la
SS, que seria incapaz de inhibir la proliferacion
celular en ausencia de SHP-1. Recientemente,
Halmos y cols.?9 han demostrado que la expre-
sion de los receptores para SS no se ve afectada
por la progresion del tumor. Por lo tanto, altera-
ciones post-receptor, como la pérdida de la SHP-
1, podrian implicarse en la progresion del cancer
de prostata al permitir que persistan las senales
generadas por los factores de crecimiento. En
este sentido Douziech y cols.?® demuestran que
la SS tiene efectos opuestos sobre la proliferacion
de células derivadas de cancer de pancreas,
dependiendo de la presencia o no de SHP-1. En
ausencia de esta PTP, la SS no inhibe la prolife-
racion celular.

La distribucion difusa de SHP-1 en tumores
bien diferenciados puede indicar pérdida de la
polaridad celular y alteraciones iniciales de los
mecanismos en los que se involucra esta enzima.
Por otro lado, la pérdida de expresion de SHP-1 en
fases avanzadas de la enfermedad, junto con el
conocimiento de la relacion que existe entre SHP-
1y SS, y la observacion clinica de que la enferme-
dad neoplasica prostatica hormonorresistente se
relaciona con fenémenos neuroendocrinos locales
poco conocidos a dia de hoy, nos llevan a conside-
rar que la proteina fosfotirosina fosfatasa objeto de
esta revision (SHP1) esta definitivamente implica-
da en la progresion del cancer de prostata. En este
momento estamos estudiando un mayor nimero
de muestras humanas, con intencion de aclarar su
papel en la patologia humana y comprender mejor
el significado de los patrones de distribucién que
preceden a su pérdida total.

El conjunto de todos los resultados comenta-
dos demuestran que los efectos antiproliferativos
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de la SS sobre la prostata estan, al menos en
parte, mediados por la fosfotirosina fosfatasa
SHP-1, presente en estas células y activada a
corto y largo plazo por la SS. Esta enzima tam-
bién esta presente en muestras de prostata
humana con hiperplasia prostatica benigna y con
cancer bien diferenciado. Ahora bien, esta ausen-
te en cancer de prostata avanzado poco diferen-
ciado. Pensamos que SHP-1 juega un papel clave
en el control de la proliferacién celular prostatica
y su presencia determinara el potencial terapéu-
tico de la SS en el control del cancer de prostata.

INVESTIGACIONES DE FUTURO

Estos resultados abren a su vez la puerta a
nuevas investigaciones. Se necesita estudiar
mejor si la expresion de SHP-1 puede utilizarse
como marcador de pronéstico o para clasificar los
tumores, tal y como sucede en el caso de los lin-
fomas de células B pequenas®’. Un estudio para-
lelo de la expresion de SS y de sus receptores pro-
porcionara una vision global de todos los elemen-
tos del bucle autocrino que hemos descubierto, y
la participacion del mismo en el cancer de pros-
tata. Es posible que el patron de expresion de
receptores para SS en lineas celulares prostati-
cas humanas no sea representativo del que se
encuentra in vivo. En cualquier caso, estas lineas
celulares son utiles a la hora de analizar los efec-
tos de pérdida o ganancia de un determinado tipo
de receptor de SS o de SHP-1 sobre el fenotipo
celular. Recientemente se han publicado estudios
de terapia génica con tumores pancreaticos que
carecen de sst2. La restauracion de la expresion
de este receptor induce un bucle autocrino para
la SS mediado por SHP-1, a través del cual se
modula la proliferacion, adherencia e invasién
celular?8101,

Es posible que un mejor conocimiento de los
mecanismos moleculares implicados en el efecto
antiproliferativo de la SS permita explicar los
resultados contradictorios de los ensayos clinicos
realizados hasta el momento o que, por lo menos,
permita una mejor planificacién de futuros estu-
dios. El desarrollo de nuevas terapias, o de tera-
pias combinadas, para el carcinoma avanzado
que no responde a la deprivacion androgénica es
uno de los principales retos que tiene hoy la
oncologia urologica.
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