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Resumen

Introduccion: NF-kB (p50/p65) es un factor de transcripcion implicado en la resistencia a
muerte celular provocada por TNF-a que promueve diferentes genes antiapoptoticos. Pretende-
mos relacionar la expresion de NF-kB con los niveles de antigeno prostatico especifico (PSA) en
suero, tanto en varones sanos como en los que padecen condiciones patologicas de la glandula
prostatica.

Métodos: el estudio se realizd en 5 varones sanos (controles), 24 pacientes con hiperplasia
benigna de prostata (HBP) y 19 pacientes con cancer de prostata (CP). Se llevo a cabo Western
blot e inmunocitoquimica en tejido y se evaluo el PSA sérico mediante PSA DPC immulite assays
(Diagnostics Products Corporation, Los Angeles, CA).

Resultados: en los controles no se detect6 el componente p65 de NF-kB y el p50 se detectd
débilmente en el 60% de las muestras en el citoplasma de células epiteliales. Tanto p50 como
p65 se expresaron en el 62,5% de las muestras de HPB y en el 63,2% de los pacientes con CP.
Ambos aumentaron su frecuencia de expresion a mayor nivel de PSA.

Conclusiones: la activacion de NF-kB puesta en evidencia por translocacion nuclear en CP
parece estar estrechamente relacionada con la progresion de la enfermedad y con los nive-
les séricos de PSA. Se necesita un mejor conocimiento del mecanismo biolégico de la elevacion
del PSA circulante y de su relacion con la expresion de NF-kB. Tal vez el bloqueo de NF-kB podria
emplearse como diana terapéutica para frenar la proliferacion del cancer de prostata.
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PSA; Introduction: NF-kB (p50/p65) is a transcription factor involved in TNF-a-induced cell death
Prostate; resistance by promoting several antiapoptotic genes. We intend to relate the expression of NF-
Benign prostatic kB (p50 and p65) with serum levels of prostate-specific antigen (PSA), both in normal males and
hyperplasia; in those with pathologic conditions of the prostate.

Materials and methods: this study was carried out in 5 normal, 24 benign prostatic hyperplas-
tic (BPH) and 19 patients with prostate cancer (PC). Immunohistochemical and Western blot
analyses were performed on tissue and serum PSA was assayed by PSA DPC Immulite assays
(Diagnostics Products Corporation, Los Angeles, CA).

Results: in controls, p65 NF-kB was not found and p50 was scantly detected in 60% normal
samples in the cytoplasm of epithelial cells. Both p50 and p65 were expressed in 62.5% of the
samples with BPH and in 63.2% of those with PC. Both increased its frequency of expression
with higher PSA serum levels.

Conclusions: Activation of NF-kB revealed by its nuclear translocation in prostate cancer could
be related to cancer progression and elevated seric PSA levels. A better understanding of the
biologic mechanism by which circulating PSA levels increase and its relation with NF-kB expres-
sion is needed. Possibly, NF-kB blockage could be used as a therapeutic target to counteract

Prostate cancer

proliferation in prostate cancer.
© 2010 AEU. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccién

Modificaciones epigenéticas y mutaciones en elementos
implicados en el control del crecimiento celular normal y
la homeostasis tisular pueden resultar en la transforma-
cién maligna de las células precursoras cancerosas. Ademas,
algunos factores producidos en el microambiente tumoral,
extrinsecos a las células malignas, contribuyen junto con los
cambios genéticos y epigenéticos al desarrollo y progresion
tumoral. En numerosos tipos de cancer el microambiente en
torno a las células malignas es inflamatorio por naturaleza,
lo que expresa cierta relacion entre inflamacion y cancer'. EL
cancer de prostata es la neoplasia mas frecuente en hombres
y supone la segunda causa de muerte relacionada con el can-
cer. Un tercio de los hombres entre 30 y 40 anos muestran
evidencia histologica de adenocarcinoma prostatico, y en
estadounidenses sexagenarios la frecuencia se eleva hasta
aproximadamente un 60%. A la vista de la elevada inciden-
cia de la malignidad prostatica y la frecuente presencia de
signos de inflamacion en la prostata, se sospecha que la infla-
macion recurrente o crénica contribuye al desarrollo de la
enfermedad?.

El factor nuclear kappaB (NF-kB) desempefa una funcion
central en la inflamacion y promueve la expresion de genes
implicados en algunos aspectos del cancer como superviven-
cia, proliferacion y control del ciclo celular, angiogénesis e
invasividad. Por tanto, NF-kB podria proporcionar un nexo
entre inflamacion y cancer, como componente clave de vias
de sefalizacion extracelular desencadenadas por agentes
infecciosos, citoquinas pro-inflamatorias (IL-1 o TNF-«), fac-
tores de crecimiento y sefales ‘‘de peligro’’ liberadas por
células necroticas®.

NF-kB/Rel es una familia génica cuyos miembros com-
parten dominio de homologia a Rel (Rel Homology Domain
[RHD]) y que comprende 5 miembros: NF-kB1 (p50/p105),
NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), c-Rel y RelB*. NF-kB1 y

NF-kB2 se sintetizan como moléculas precursoras, res-
pectivamente p105 y p100, las cuales, tras experimentar
un procesamiento proteolitico, dan lugar a las formas
maduras p50 y p52°. Los factores de transcripcion NF-
kB funcionales son dimeros formados por practicamente
cualquier combinacion de los 5 miembros de la familia.
Aunque todas las subunidades contienen el dominio RHD
de unién a ADN, solo p65, c-Rel, RelB, pero no p50 o
p52, poseen el dominio C-terminal de transactivacion. Por
tanto, solamente los dimeros p50/p65, p50/c-Rel, p65/p65,
y p65/c-Rel son transcripcionalmente activos, mientras que
los homodimeros de p50 y p52 actlan como represores de la
transcripcion®.

La llamada via clasica o candnica activa dimeros com-
puestos por p65 o c-Rel junto con p50. En un estado
basal estos dimeros se encuentran retenidos en el citosol
mediante su union a inhibidores de NF-kB (lkBs). Por la ruta
canonica, ante la llegada de un estimulo a la célula, se activa
el complejo quinasa de IkB (IKK), constituido por las subu-
nidades cataliticas IKK-a e IKK-B y la subunidad reguladora
IKKy. El complejo IKK activo fosforila IkBs, marcandolas asi
para su poliubiquitinacion y posterior degradacion via pro-
teosoma. La sefal de localizacién nuclear de NF-kB queda
entonces expuesta y, en consecuencia, éste es transportado
al nicleo, donde llevara a cabo su funcion transcripcional.
Dicha ruta es iniciada por citoquinas pro-inflamatorias como
IL-1 y TNF-a e infecciones virales’°.

Actualmente, numerosas investigaciones se centran en
la busqueda de nuevos marcadores bioquimicos Utiles en
el pronodstico y diagnostico del cancer de prostata. En
este sentido, citoquinas pro-inflamatorias (como IL-1 olL-
6) se han relacionado con la producciéon de PSA y con la
progresion del cancer de préstata’®'3. EL PSA es un mar-
cador organo-especifico, de elevada sensibilidad pero de
baja especificidad en la deteccion del cancer de prostata,
existiendo situaciones no relacionadas con el tumor que
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provocan elevaciones temporales''>. Se sabe que existen
importantes variaciones entre diferentes grupos de edad y
que también pueden darse niveles normales en pacientes
con patologia prostatica'®. Aunque la evolucion dindmica del
propio marcador si puede ser de utilidad a la hora de deter-
minar los hallazgos histopatoldgicos del cancer de prostata,
podemos decir que el PSA no es buen indicador de la evo-
lucién de la enfermedad''®. Nuestro trabajo analiza que
existe una relacion entre los niveles séricos de PSA y la
expresion de NF-kB (p50 y p65) en tejido prostatico normal
y patologico, evaluada mediante Western blot e inmunohis-
toquimica, con intencién de esclarecer el posible papel de
NF-kB en la progresion tumoral y como eventual nueva diana
terapéutica.

Materiales y métodos

Se obtubieron 25 muestras procedentes de reseccion trans-
uretral (rango de edad 55-85 afos) diagnosticados clinica e
histopatolégicamente de HBP, 17 muestras procedentes de
prostatectomia radical por CP (rango de edad 57-88 aios) y 5
muestras procedentes de varones sanos (rango 20-38 anos)
obtenidas mediante autopsia (8-10 horas postmortem) sin
historia conocida de enfermedad reproductiva, endocrina o
relacionada. Cada muestra se dividio en tres porciones: una
procesada inmediatamente para inmunohistoquimica y otras
dos porciones congeladas en nitrogeno liquido y mantenidas
a -80°C para Western blot. Todos los datos patoldgicos, cli-
nicos o personales fueron usados de forma andnima. Este
estudio ha sido aprobado por el comité Etico correspon-
diente a Military Hospital of Tunis y Hospital of Fatouma
Bourguiba of Monastir (Tunez), lugares de procedencia de
las muestras, y realizado con el consentimiento de los res-
pectivos pacientes o de familiares, en caso de muestras
procedentes de autopsia.

Las determinaciones de los niveles de PSA sérico se
realizaron antes de la cirugia mediante el ensayo PSA
DPC immulite, donado por Diagnostics Products Corpora-
tion (Los Angeles, CA, USA). Estos ensayos se realizaron
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Los anti-
cuerpos primarios usados fueron: goat anti-human TNF-q,
rabbit anti-human IL-1a y rabbit anti-human IL-6 (Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA), a una dilucion de 1:50 para
inmunohistoquimica ode 1:200 para Western blot. Asi mismo
se uso un anticuerpo primario mouse anti-chicken «-actina
(Amersham, Madrid, Espafa) para Western blot, también
a la dilucion 1:200. La especificidad de la técnica se che-
qued realizando una serie de controles negativos y positivos.
Como control negativo, secciones de cada grupo de tejido
se incubaron con suero preinmune o péptidos bloquean-
tes (Santa Cruz Biotechnology) a la misma concentracion
de inmunoglobulinas usadas para cada anticuerpo primario.
Como control positivo se incubaron secciones de piel con los
mismos anticuerpos usados en este estudio.

Para cada anticuerpo se cuantifico histologicamente la
intensidad de marcaje obtenido. En cada prostata se selec-
cionaron al azar seis secciones histologicas. Con el objetivo
de 40X se midid la intensidad de marcaje (densidad 6ptica)
por unidad de superficie del epitelio mediante un analizador
de imagen automatico (Motic Images Advanced version 3.2,
Motic China Group Co., China). Para cada seccion positiva

Tabla 1 Intensidad de marcaje (densidad Optica

media &+ DE) en Western blot para diferentes tejidos

NF-kB p50° NF-kB p65°
Normal 5,76 £3,7° —
Hiperplasia 22,76 +3,8° 20,324+2,4°
Cancer 39,67 +£2,7° 58,9 + 3,6P

* Evaluada solo en pacientes con inmunorreaccién positiva.
Para cada anticuerpo (columna) los valores con diferentes
superindices difieren significativamente entre si (p <0,05).

se utilizo un control negativo, de tal forma que la densidad
optica del control se resto6 de la seccion marcada. Posterior-
mente se calculd la media, asi como la desviacion estandar
de la media. Los mismos estudios cuantitativos se desarro-
llaron en tejido sano, HBP y CP. La significacion estadistica se
estudié mediante el test exacto de Fisher y el test de ANOVA
para p<0,05 (usando el programa informatico GraphPad
PRISMA 3).

Resultados

Western blot

El analisis por Western blot mostré una Unica banda para
NF-kB/p50 a su correspondiente peso molecular en tejido
sano, HBP y CP. En los controles NF-kB/p65 no fue detec-
tado, mientras que las inmunorreacciones para los demas
anticuerpos se detectaron a sus correspondientes pesos
moleculares (fig. 1). La comparacion de las densidades opti-
cas revelo diferencias significativas entre los tres grupos
(normal, HBP, PC) (tabla 1).

Inmunohistoquimica

No se observo inmunorreaccion en los controles negati-
vos incubados con suero pre-inmune, o con anticuerpos
pre-absorbidos con un exceso de antigeno purificado. Las
secciones de piel usadas como controles positivos fueron
siempre positivas. Para cada uno de los anticuerpos utili-
zados los porcentajes de los casos positivos se muestran en
la tabla 2.

Se detecto inmunorreaccion en el citoplasma de las célu-
las epiteliales para NF-kB/p50 (fig. 2A) en tejido sano (60%),
HBP (62,5%) y CP (63,2%) (tabla 2). En BPH (fig. 2B) la inmu-
notincion fue positiva en un 70% de las muestras con niveles
de PSA de 0-4ng/ml, 55,5% de las muestras con niveles de
PSA de 4-20ng/ ml y 60% de las muestras con niveles de
PSA > 20ng/ml. En CP (fig. 2C) la inmunorreaccion para NF-
kB/p50 fue positiva en 50, 57,1 y 70% de los pacientes con
0-4ng/ml, 4-20ng/ml y >20ng/m de PSA respectivamente.

No se encontré inmunorreaccion para NF-kB/p65 en
tejido sano (fig. 2D). En pacientes con HBP (fig. 2E) el
porcentaje de muestras con tincion citoplasmica positiva
disminuyé a medida que se incrementaban los niveles de
PSA (tabla 2). La inmunorreaccion citoplasmica y nuclear
para NF-kB/p65 fue positiva en muestras de CP para los tres
grupos de pacientes seglin niveles de PSA: 0-4ng/ml (50%),
4-20ng/ml (57,1%) y > 20ng/ml (70%) (fig. 2F).
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Western blot para NF-kB/p50 y NF-kB/p65 en un gel de poliacrilamida al 15%. CP: cancer de préstata; HBP: hiperplasia

benigna de prostata; PN: prostata normal. Cada anticuerpo muestra una banda en su correspondiente peso molecular en cada uno
de los grupos estudiados, a excepcion de NF-kB/p65 en PN (no se detecto sefal).

Discusion

Cada vez existen mas evidencias para apoyar la relacion
entre inflamacion y algunas neoplasias. El cancer de pros-
tata y la prostatitis son entidades frecuentes en la glandula
prostatica?. Sin embargo, los aspectos causales que los
relacionan no son conocidos. El factor de transcripcion NF-
kB promueve la expresion de numerosos genes implicados
en inflamacion y control del ciclo, supervivencia, proli-
feracion, angiogénesis e invasividad. De esta manera, en
un microambiente crénicamente inflamatorio, NF-kB podria
actuar tanto sobre células cancerosas como en las células
inflamatorias, estableciendo bucles de senalizacion entre
ellas que refuerzan el microambiente inflamatorio y aportan
sefales de supervivencia a las células malignas®.

Estudios in vitro y experimentos en algunos modelos ani-
males han puesto en evidencia el papel de NF-kB como

Tabla 2
PSA sérico

promotor tumoral y en la resistencia frente a farmacos
anti-tumorales. Nuestro estudio se ha centrado en las subu-
nidades NF-kB/p50 y NF-kB/p65; dado que p50/p65 es
el principal complejo responsable de la activacion trans-
cripcional regulada por NF-kB, mientras que el complejo
p50/p50 ejerce principalmente represion'®2',

En muestras de tejido normal sélo se detect6 p50, y no
p65. Su localizacion se restringid al citoplasma de célu-
las epiteliales, donde no es capaz de ejercer su funcion
transcripcional. En HBP ambas subunidades se localiza-
ron también en el citoplasma de células epiteliales, a
la vez que la densidad Optica se incrementé. En mues-
tras de CP, en ambas subunidades se incremento tanto el
porcentaje de pacientes positivos como la intensidad de
marcaje nuclear y citoplasmico. Otros autores han descrito
localizacion nuclear y citoplasmica de p65 en cancer de pros-
tata, aunque sus resultados fueron discrepantes cuando se

Porcentaje de pacientes con inmuno-histoquimica positiva para NF-kB (p50) y NF-kB (p65) en diferentes tejidos y segin

Niveles PSA ng/ ml NF-kB (p50) % OD*

NF-KB (p65) % OD*

Normal (5)
<4 (5) 3 (60%) 8,26 £2,372 0 (0%) —
Hiperplasia (24) 15 (62,5%) 18,46 +2,04° 15 (62,5%) 18,66 41,592
0-4 (10) 7 (70%) 5 (80%)
4-20 (9) 5 (55,5%) 7 (77,7%)
> 20 (5) 3 (60%) 3 (60%)
Cancer 12 (63,15%) 28,23 +2,01¢ 12 (63,15%) 28,23+2,01P
(19) 32,912,217 32,91+£2,21" 7
0-4 (2) 1 (50%) 1 (50%)
4-20 (7) 4 (57,14%) 4 (57,14%)
> 20 (10) 7 (70%) 7 (70%)

*Evaluada solo en pacientes con inmuno-reaccion positiva. Para cada anticuerpo (columna) los valores con diferentes superindices
difieren significativamente entre si (p <0,05); “inmunorreaccion nuclear.



20

J.R. Cansino et al

Figura 2

NF-kB/p50 se observo en el citoplasma de las células epiteliales en prostata normal (A) e HBP (B), mientras que en CP

(C) también se observé en el nlcleo. NF-kB/p65 solo se observé en HBP (D) y cancer (E-F), con similar distribucion a la observada

para NF-kB/p50. Barra: 20 um (A, E-F), 25 um (B) y 30 wm (C-D).

evalud su valor como marcador pronostico??=2%, Diferencias
en los procedimientos experimentales, en los anticuerpos
utilizados y/o en la poblacion de pacientes podrian expli-
car dichas discrepancias. Nuestros resultados indican que los
niveles citoplasmicos y nucleares de p50 y p65 se asocian a
la progresion de la malignidad prostatica?®?’. Sin embargo,
se desconoce su relevancia funcional. Mientras que p65/p50
y p65/p65 promueven la expresion de sus genes diana, los
dimeros p50/p50 actlan como represores de la transcrip-
cion. El incremento en la expresion nuclear de p50 con la
malignidad podria explicarse tanto por un aumento en la
translocacion nuclear de dimeros p50/p50 como p65/p50.
Asi, la translocacion nuclear de p50 podria implicar tanto
represion como promocion de la actividad transcripcional.
Por otro lado, la translocacion nuclear de p65 sélo impli-
caria activacion de la transcripcion. Se ha demostrado un
incremento en la unién de NF-kB a sus elementos de regu-
lacion a mayor grado del tumor, y que el principal complejo
responsable de dicha actividad fueron dimeros p50/p6528.
Estos descubrimientos sugieren, en consonancia con nues-
tros hallazgos, que la inmunotincion nuclear para p50 y p65
se debe principalmente a dimeros p50/p65 que promueven
la transcripcion de genes diana de NF-kB.

Chen et al describieron en lineas celulares de cancer de
prostata LNCaP y DU-145 que NF-kB favorece la progresion
del cancer de prostata porque resulta necesario para activar
la transcripcion de PSA?. Esta relacion entre PSA y expre-
sion de NF-kB no fue confirmada por Shukla et al en estudios
in vivo®. Nuestros resultados son concordantes a los obteni-
dos por Chen et al?. La translocacion de NF-kB al niicleo en
CP podria deberse a la sobreexpresion de numerosos com-
ponentes de las rutas IL-1/NIK/NF-kB o TNF/NF-kB (NIK o
p38). IL-1a 0 TNFa son las citoquinas mas comunes relacio-
nadas con la inflamacion, que también estan incrementadas
en cancer y actlan directamente como intermediarios de
estas rutas a través de p387-2%3°, Recientemente, Bouraoui
et al describieron una asociacién entre mayor expresion de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-1« olL-6), niveles elevados

de PSA y progresion tumoral'. La localizacién nuclear de
NF-kB observada exclusivamente en tejido procedente de
pacientes con cancer de prostata podria considerarse un
marcador de la enfermedad.

Concluimos en que en el tejido neoplasico existe asocia-
cion entre expresion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6 o
IL-1) elevadas, mayores niveles séricos de PSA y progresion
tumoral. Estas citoquinas promueven rutas de sefalizacion
que finalizan con la activacion de factores de transcripcion
asociados a supervivencia y proliferacion celular, como NF-
kB/p50 y NF-kB/p65. Pensamos que un conocimiento mas
profundo del mecanismo bioldgico de la elevacion del PSA
circulante y su relacion con la expresion de NF-kB podria
ayudar a comprender mejor la evolucion de esta enferme-
dad. Cabe la posibilidad de que el bloqueo de NF-kB pudiera
emplearse para frenar el estimulo proliferativo exagerado
que caracteriza al cancer de prostata.
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