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Determinacion de la expresion de
la sintasa de 6xido nitrico inducible
(INOS) en tejidos con cancer de
prostata e hiperplasia prostatica
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¥ RESUMEN

Antecedentes: Debido a la elevada incidencia del can-
cer de prostata en la poblacion mexicana, resulta de vi-
tal importancia contribuir con la generacion de hipétesis
que den lugar a estudios que incrementen las probabi-
lidades del desarrollo de marcadores moleculares para
diagnosticar el cancer. En este estudio evaluamos la po-
sible alteracion en la expresion de la sintasa de 6xido
nitrico inducible, un marcador de la presencia de estrés
oxidativo, en el cancer de préstata y en hiperplasia pros-
tatica benigna.

Meétodos: Se obtuvieron 39 muestras de hiperplasia
prostatica benigna y 42 de cancer de prostata; se es-
tandarizaron las condiciones para deteccion, por inmu-
nohistoquimica, de la presencia de la sintasa de 6xido
nitrico inducible en los tejidos.

Resultados: El porcentaje de area inmunoreactiva a la
sintasa de 6xido nitrico inducible en cancer de prosta-
ta fueron de 15.89% + 7.1% en cancer de prostata y de
23.2% + 8.8% y en hiperplasia prostatica benigna.
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E ABSTRACT

Background: Due to the elevated incidence of prostate
cancer in the Mexican population, it is of the utmost
importance to contribute to the formulation of hypotheses
resulting in studies that increase the probability of
developing cancer-diagnosing molecular markers. The
present study evaluates possible alterations in inducible
nitric oxide synthase, an oxidative stress marker, in
prostate cancer and benign prostatic hyperplasia.

Methods: Thirty-nine benign prostatic hyperplasia samples
and forty-two prostate cancer samples were obtained and
conditions were standardized to immunohistochemically
detect the presence of inducible nitric oxide synthase in the
lissues.

Results: Inducible nitric oxide synthase immunoreactivity
area percentage was 15.89 + 7.1% in prostate cancer tissue
and 23.2 + 8.8% in benign prostatic hyperplasia tissue.

Conclusions: Densitometric data of inducible nitric oxide
synthase immunoreactivily in prostate cancer glandular
tissue were lower than those obtained in similar benign
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Conclusiones: Los datos densitométricos de la inmu-
norreactividad de iNOS en tejido glandular de cancer de
prostata, fueron menores que los obtenidos en tejido si-
milar de hiperplasia prostatica benigna. De acuerdo con
lo anterior, la determinacion de iINOS podria ser utiliza-
da como un marcador de oncogénesis.

Palabras clave: Cancer de prostata, hiperplasia prosta-
tica benigna, sintasa de 0xido nitrico inducible, México.

prostatic hyperplasia tissue, suggesting that inducible
nitric oxide synthase determination could be used as an
oncogenic marker.

Keywords: Prostate cancer, benign prostatic hyperplasia,
inducible nitric oxide synthase, Mexico.

¥ INTRODUCCION

El cancer de prostata (CaP) es la segunda neoplasia mas
comun después del cancer de piel en los varones y la
segunda causa de muerte en hombres por cancer des-
pués del cancer de pulmén.! El aumento en la inciden-
cia de CaP se atribuye numerosos factores. Mas de 200
000 hombres en los Estados Unidos son diagnosticados
anualmente con CaP y 30 000 hombres mueren cada
ano por esta enfermedad. Después de los 50 anos de
vida, la incidencia de CaP aumenta tres o cuatro veces
cada 10 afhos.! Los afroamericanos muestran la tasa
de incidencia mas elevada de CaP; la incidencia global de
CaP en este grupo aumento de 124 por 100 mil a 250 por
100 miel; es decir, un incremento de 102%. Los hispano-
americanos presentaron una incidencia intermedia de
104 por 100 mil. Los paises asiaticos, sobre todo Japon y
China, presentan una de las tasas mas bajas de inciden-
cia y mortalidad por CaP en el mundo. En Japon, de 1992
a 1995, fue de 4 por 100 mil.> En México, en 1998 el CaP
ocup6 el segundo lugar respecto de la incidencia entre
las neoplasias del varén, después del cancer de piel. En
cuanto a la mortalidad, ocup6 también el segundo lugar
de la totalidad de las neoplasias después del carcinoma
cervicouterino.?

La etiologia del CaP no es del todo clara. Hasta el
momento, los aspectos que se han considerado como
factores de riesgo son: la edad del individuo, la produc-
cion y metabolismo de los androgenos, el area geografi-
ca/etnia, el habito dietético y la historia familiar.

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) se define
histologicamente como una enfermedad caracterizada
por aumento de las células epiteliales y estromales en
el area periuretral de la prostata.*® Es un proceso pato-
logico que contribuye con el desarrollo de sintomas del
tracto urinario inferior en hombres de edad avanzada.

La principal complicaciéon de los pacientes con
HPB son las usuales molestias del tracto urinario bajo,
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Abreviaturas:

CaP: Cancer de prostata,

EROs: Especies Reactivas de Oxigeno,
ERNSs: Especies Reactivas de Nitrogeno,
HPB: Hiperplasia Prostdtica Benigna,
iNOS: sintasa de Oxido nitrico inducible

tipificados por nicturia, tenesmo, disminucion en la
fuerzay el calibre del chorro, sensacion de vaciamiento
vesical incompleto.

La HPB es el tumor benigno mas comun en varones
y su incidencia esta relacionada con la edad. La preva-
lencia de la HPB es dependiente de la edad, con inicio
en su desarrollo después de los 40 anos de edad. Para
los 60 anos de edad, su prevalencia es 50% y para los
85 anos de edad es de 90%. Aunque la evidencia clini-
ca de la enfermedad ocurre con menos frecuencia, los
sintomas del tracto urinario bajo, también se relacionan
con la edad. Aproximadamente la mitad de todos los
hombres con diagnoéstico histolodgico de HPB tienen sin-
tomas del tracto urinario bajo de moderados a severos.”

Al igual que el CaP, esta relacionada con la edad del
individuo y requiere androgenos para desarrollarse y
crecer. A diferencia del CaP, la HPB es una lesion be-
nigna que rara vez progresa hacia una neoplasia ma-
ligna. Otra disimilitud respecto al CaP es que no existe
ninguna evidencia de que HPB sea clonal sélo se ha
encontrado algunos cambios genéticos que implican
estabilidad gendmica. En HPB no se detectan grados
morfologicos en el nucleo que son caracteristicos en
las neoplasias maligna. La patologia hiperplasica con
frecuencia presenta crecimientos variables del estroma
y se ha sugerido que la secrecion de factores de creci-
miento por parte del mesénquima podria actuar sobre
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las células epiteliales adyacentes y contribuir al desa-
rrollo de la hiperplasia de estas ultimas.®

Se estima que la dieta puede contribuir con 35% de
todos los canceres humanos.’ La evidencia epidemio-
logica revela consistentemente que una ingestion baja
de antioxidantes o un nivel sanguineo bajo de antioxi-
dantes puede incrementar el riesgo de padecer cancer.
Tanto el tabaquismo, como la inflamacion crénica - dos
de las principales causas de cancer - tienen como un
fuerte componente a los radicales libres en su mecanis-
mo de accion. Recientemente se ha relacionado que el
dano oxidativo juega un papel critico en varias condi-
ciones clinicas como lo son las enfermedades malignas;
EROs pueden causar oxidacion del DNA y dafio a protei-
nas, dafio a genes supresores tumorales y un aumento
en la expresion de proto-oncogenes. El cancer muestra
un cambio pro-oxidativo en el estado oxidoreduccion.

Las principales especies reactivas del oxigeno son:
el radical superdxido (O,e), el peroxido de Hidrogeno
(H,0,) y el radical oxidrilo (HOe). La formacion de ra-
dical superéxido (O,e—) también puede ocurrir a nivel
de la NADPH-oxidasa. Por otro lado, la actividad de las
enzimas antioxidantes como la superoxido dismuta-
sa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT)
contribuyen al mantenimiento del equilibrio 6xido-re-
ductor, compensando el incremento del estrés oxida-
tivo generado por las EROs (42,43). Las EROs también
participan en el control del tono vascular, en particular,
el radical anion superoxido (O2e—) que interacciona
con el NOe formando peroxinitrito (ONOO-), con esto
se disminuye la biodisponibilidad del NOe, produciendo
vasoconstriccion. '

La Oxido nitrico sintasa (NOS) es una enzima que
contiene un grupo con secuencia similar al citocromo
P-450 reductasa. En el humano existen a tres isoformas
de NOS localizadas en el cromosoma 17: las isofor-
mas constitutiva (cNOS) oxido nitrico sintasa neuronal
(NNOS) y 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) que
son reguladas por concentraciones de calcio entre 70-
100 Nm y la iINOS solamente requiere concentraciones
de calcio entre 30-70 nm porque esta unida constituti-
vamente a calmodulina, a diferencia de las otras isofor-
mas. La iNOS se puede encontrar en la inflamacion y en
la estructura normal de las células. La enzima iNOS tal
vez sea regulada por citocinas y tiene un incremento
en su actividad y expresion en estadios inflamatorios.
La resultante generacion de NOe puede ser benéfica o
lo contrario en la patogénesis de enfermedad, depen-
diendo este proceso en parte en la cantidad generada
de NOe y la prevalencia de condiciones oxidantes en el
tejido. La actividad de iNOS puede ser calculada indi-
rectamente por medio de la medicion de los productos
finales generados por estas enzimas o directamente por
inmunohistoquimica, (Northern o Western blots). Los ni-
veles de NOe y la expresion de la INOS se correlacionan

con actividad patdgena y tal vez juegue una vital parte,
tanto en estados fisioldgicos como patologicos.!!

De igual manera, la sobreproduccion de NOe que es
catalizado por iNOS, una enzima soluble y activa en su
forma dimérica, es citotoxica. La inmunoestimulacion
de citocinas o la actividad patdégena bacteriana activa
la INOS y genera altas concentraciones de NOe a tra-
vés de la activacion de factores nucleares inducibles
incluyendo NFkB. La activacion de INOS es regulada
principalmente por el nivel transcripcional, pero tam-
bién por niveles postranscripcionales, de traduccion y
pos traduccion a través de efectos en la estabilidad de
las proteinas, dimerizacion, fosforilacion, ligando a un
cofactor y la disponibilidad de oxigeno y L-arginina y
sus substratos. La prevencion de la sobreproduccion
de NOe enlos organismos vivos puede llevarsela través de
lineas de regulacion, siendo una manera de tratamien-
to de desordenes de altos niveles de NOe sin afectar los
niveles fisiologicos del mismo.!!

" METODOS

Sujetos de estudio: La recoleccion de muestras se llevo
a cabo del mes de septiembre de 2008 a abril de 2009,
seleccionando las muestras de los pacientes registrados
en la libreta de cirugia del servicio de urologia del Hos-
pital Central Militar y que cumplieron con los criterios
de inclusion, exclusion y eliminacion.

Criterios de inclusion: a) Pacientes con diagnostico
de CaP con sindrome obstructivo urinario bajo de la
via urinaria; b) Pacientes con diagnostico de HPB con
indicacion de reseccion transuretral prostatica (RTUP) y
prostatectomia radical.

Criterios de exclusion: a) Pacientes que no autori-
zan participar en el procedimiento. b) Pacientes que no
sean candidatos a RTUP.

Criterios de eliminacion: a) Cantidad de tejido insufi-
ciente; b) Tejido que en el traslado sufra desnatura-
lizacion del material genético.

La cantidad de tejido necesaria para la Investiga-
cion fue de uno hasta cinco gramos; la obtencion de
las muestras se hizo inmediatamente después de la
realizacion de la intervencion quirdrgica, el tiempo de
traslado que se tom6 como maximo fue de una hora;
desde la obtencion de la muestra hasta su traslado al
laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela Médi-
co Militar, donde se mantuvieron a una temperatura de
-70°C en el ultracongelador Revco® (Legaci ULT2186
3-35 Dupont SVVA Refrigerants).

Inmunohistoquimica: Por microscopia de luz, las
muestras de tejidos de CaP y HPB fueron fijadas por
inmersion en formalina (pH=7.4) y se embebieron en
parafina. Para el analisis histologico, secciones de te-
jido (3 um) fueron tenidas con hematoxilina y eosina
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Imagen 1. Determinacion por inmunohistoquimica de iNOS en la
glandula de CaP y HPB

(H&E). Las secciones de tejido fueron tenidas con acido
periddico de Shiff's (PAS) para mostrar los polisacari-
dos, mucopolisacaridos y glicoproteinas de la membra-
na celular.

Los cortes fueron incubados con acido peryodico
durante cinco minutos y lavados con agua destilada.
Los cortes fueron incubados con el reactivo de Schiff's
durante cinco minutos y contratenidos con hematoxili-
na por 30 s. El perfil histologico de 5 campos seleccio-
nados aleatoriamente fueron registrados utilizando el
software KS-300 (Carl Zeiss, Jena, Germany). El porcen-
taje de area dahada con alteraciones histopatologicas
fue obtenido (magnificacion 400x). Para la inmunohis-
toquimica las secciones de tejido (3 um) se despara-
finaron y se calentaron para desenmascarar los sitios
antigénicos; la actividad endogena de la peroxidasa fue
bloqueada con 0.03% de H,O, en metanol absoluto. Las
secciones de tejido fueron incubadas toda la noche a
4°C a una dilucion 1:200 de anticuerpo monoclonal con-
tra INOS en solucion TRIS Se removio el anticuerpo pri-
mario y se realizaron dos lavados repetitivos con TRIS,
los cortes fueron incubados con una dilucioén 1:500 de
anticuerpo policlonal de conejo como anticuerpo secun-
dario y se realizaron dos lavados repetitivos con TRIS.
Los anticuerpos unidos se detectaron con el complejo
avidina-biotina (ABC-kit Vectatastain) y la diaminoben-
zidina como sustrato. Después de lavar repetidamente
con TRIS los cortes fueron contratenidos con hematoxi-
lina. Todos los cortes fueron incubados bajo las mismas
condiciones con la misma concentracion de anticuerpo
y en la misma corrida, por lo tanto, la inmunotincion fue
comparable. Todos los especimenes fueron examinados
por el microscopio de luz Axiovert 200M (Carl Zeiss,
Jena, Germany). Para el analisis morfométrico automa-
tizado, el porcentaje de células positivas (color marron)
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Imagen 2. Localizacion inmunohistoquimica de iNOS en estroma
de cancer de prostata e hiperplasia prostatica. Las imagenes son
cortes histolégicos donde se observa la marca de iINOS, en (A) y (B)
estroma de HPB, en (C) y (D) estroma de CaP.

se determinaron con un analizador de imagenes com-
putarizado KS-300 3.0 (Carl Zeiss, Jena, Germany). Este
equipo detecta automaticamente las células positivas
determinando su porcentaje por campo. Cinco cam-
pos aleatorios fueron estudiados a una magnificacion
de 100 (area total 1,584,000 u?). Los resultados fueron
expresados como porcentaje.

Analisis de datos: Los datos de la inmunoreactivi-
dad de iNOS fueron analizados con la prueba t de Stu-
dent y los datos se expresaron como media = desviacion
estandar, se compararon ambos grupos (CaP y HPB) y
se considero una p <0.05, como diferencia estadistica-
mente significativa. Para la aplicacion de las pruebas
estadisticas se utiliz6 el programa Graph Prisma version
3.32.

B RESULTADOS

Del total de los 81 pacientes se obtuvieron las muestras
biologicas, 42 pacientes (51.85 %) tenian diagnostico
establecido de CaP, mientras que 39 pacientes (48.14%)
tuvieron diagnostico establecido de HPB.

Expresion cuantitativa de iINOS en hiperplasia pros-
tatica benigna y cdncer de prostata en tejido glandular:
Mediante la prueba de t para variables independientes
encontramos diferencias estadisticamente significati-
vas, como podemos observar en las Imagenes 1 y 2
(paneles A 'y B en estroma de cancer de prostata y pa-
neles C y D en estroma hiperplasia prostatica benigna),
donde es evidente que la inmunoreactividad esta mu-
cho mas aumentada en tejidos con HPB (24.58% + 6.3%)
(p = 0.0016) esto evidencia que existe disminucion en
cuanto a la inmunorreactividad de iNOS en tejido glan-
dular de CaP (16.3% + 4.6%).
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Imagen 3. Determinacion por inmunohistoquimica de iINOS en la
gléandula de CaP y HPB .

Expresion cuantitativa de iNOS en hiperplasia pros-
tatica benigna y cdncer de prostata en tejido estromal:
Mediante la prueba de ¢ para variables independientes
encontramos diferencias estadisticamente significati-
vas, como podemos observar en las Imagenes 3 y 4
(paneles A y B en glandula de cancer de prostata y pa-
neles Cy D en glandula de hiperplasia prostatica benig-
na), donde es evidente que la inmunoreactividad esta
mucho mas aumentada en tejidos con HPB (23.27% +
8.8%; p = 0.0072), esto puede indicar que existe dismi-
nucion en cuanto a la inmunorreactividad de iNOS en
tejido estromal de CaP (15.89% + 7.1%).

En la Imagen 5, se muestra el porcentaje de area
inmunoreativa para iNOS en CaP donde se puede ob-
servar una mayor expresion de esta enzima en la HPB
(paneles Cy D).

® DISCUSION

Se ha observado que los niveles de expresion de iINOS
son muy bajos en muchos tipos de cultivos de células
tumorales humanas'' lo que parece indicar que el tipo
celular y la concentracion de NOe son importantes de-
terminantes de las consecuencias biologicas.'>!3

Se ha observado que el NOe activa el gen de p53,
asociado con la apoptosis en células tumorales.' !
Ademas se ha observado que la transduccion de células
tumorales con el gen de iINOS incrementa significativa-
mente la expresion del factor de crecimiento endote-
lial vascular (VEGF) y de la interleucina 8 (IL8) que son

Imagen 4. Localizacion inmunohistoquimica de iINOS en glandula
de cancer de prostata e hiperplasia prostatica. Las imagenes son
cortes histoldgicos donde se observa la marca de iINOS, en (A) y (B)
gléandula de HPB, en (C) y (D) glandula CaP.

Imagen 5. Determinacion del (%) de area inmunoreactiva a INOS
en CaP (A,B) y HPB (C,D).

conocidos como los principales factores protumorales
en cancer de pancreas.'?

La activacion de linfocitos tumor-especificos recluta
efectores celulares tal como los macrofagos que pue-
den ejercer una actividad antitumoral adicional por la
sintesis de metabolitos reactivos.'? De acuerdo con lo
anterior, la sobrerregulacion de la expresion de iNOS
también sugiere que los macrofagos, como células del
sistema inmunitario, pueden contribuir a la reduccion de
la masa tumoral. Sin embargo, también existe evi-
dencia de un efecto promotor tumoral del NOe por
lo que el potencial tumoricida de los macrofagos es
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controversialmente discutido.'"'* Cabe mencionar que
el IFN-c representa un importante factor para la activi-
dad citotoxica de los macrofagos por la induccion de la
sintesis del NOe.'¢17 La expresion de iNOS también es
esencial para la supresion del crecimiento tumoral por
IFN_b'16,17

También se ha demostrado que la sobreexpresion
de iNOS en células tumorales permite la muerte celular
apoptoética'® y que inhibidores especificos de la NOS: L-
NAME y L-NMMA ocasionan una reduccion en el flujo
sanguineo tumoral dado que el NOe regula la dilatacion
vascular y promueve la estimulacion de la angiogénesis.

Se ha observado que las células tumorales generan
NOe constantemente y que esta especie reactiva posee
diferentes acciones locales dependiendo de la concen-
tracion de la molécula. A bajas concentraciones de NOe
se promueve el crecimiento del tumor y la angiogénesis
y a altas concentraciones posee una actividad antitumo-
ral. Por lo tanto, nuestros estudios sugieren la hipotesis
que la excesiva produccion de NOe puede estimular la
produccion de VEGF necesario para la vascularizacion
de las células cancerosas.!'*?°

® CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran un
incremento en la expresion de iNOS en HPB en com-
paracion con el CaP. Lo anterior parecer sugerir que el
NOe generado por la iNOS tienen un papel importante
en el desarrollo del CaP lo que parece sugerir que estas
enzimas participan en la dilatacion vascular y permiten
un incremento en las mutaciones celulares de los radi-
cales libres en el ADN como un efecto secundario de la
producciéon del NOs.
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