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Lina Maria Trujillo Rojas

RESUMEN

Esta Tesis Doctoral se centrd en el estudio de alteraciones ligadas a cambios en el
contenido intraluminal y en la expresion y localizacion de citoquinas y quimoquinas en
la prostata de ratas sanas y afectadas por hiperplasia prostatica benigna asociada con la
edad (HPB). Los resultados mostraron que la aparicién de la HPB era paralela a un
incremento en un contenido intraductal PAS+. Este contenido estaba formado
mayoritariamente por polisacaridos poco ramificados, con presencia mayoritaria de
enlaces a-1,4 glucosidicos. Por otra parte, también se observd un incremento en la
expresion intracelular del enzima glucégeno sintasa en algunas células ductales, lo que
sugiere una alteracién global en el metabolismo del glucdgeno ductal. El estudio de
expresion de citoquinas y quimoquinas mediante mini-arrays mostro que la instauracién
de la pubertad esta cronolégicamente relacionada con una disminucion generalizada en
la expresion prostatica de un gran nimero de estos factores, si bien algunas de estas
proteinas vuelven a incrementar sus niveles a partir de los 6 meses de vida. Por otra parte,
la aparicidon de HPB fue paralela a un incremento en la expresion prostatica de un grupo
reducido de citoquinas y quimoquinas, entre las que destacan el PDGF, el TIMP-1y el
VEGF. Al comparar el panel de expresién prostatico y sérico de citoquinas y
quimioquinas en ratas de diferentes grupos de edad apenas se observaron proteinas que
sufrieran variaciones equivalentes, siendo la Unica excepcion el VEGF. Finalmente,
centrandonos en el VEGF, se pudo determinar que el incremento observado en su
expresion tanto mediante miniarrays como por Western blotting se relacionaba con la
aparicion de niveles significativos citoplasmicos de VEGF en las células prostaticas,
apareciendo asimismo un incremento en el procesamiento post-traduccional de la proteina
a través de su paso por el aparato de Golgi. Estas alteraciones fueron concomitantes con
un incremento significativo en la expresiéon del receptor de VEGF. Asi pues, como
conclusion de estos resultados se podria inferir que el inicio de la HPB esta maés
relacionado con cambios en los procesos de angiogénesis prostatica que en mecanismos
inmunitarios “per se”. Ademas, los resultados también sugirieron la posibilidad de
estudiar el patron de expresion sérica de VEGF como un posible marcador de HPB en

rata.
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Lina Maria Trujillo Rojas

RESUM

Aquesta Tesi Doctoral es va centrar en 1’estudi de les alteracions lligades a canvis en el
contingut intraluminal i en 1’expressio i localitzacié de citoquines i quimoquines a la
prostata de rates sanes i afectades per hiperplasia prostatica benigna associada amb 1’edat
(HPB). Els resultats van mostrar que ’aparicié de la HPB era paralelela a un increment
en un contingut intraductal PAS+. Aquest contingut estava format majoritariament per
polisacarids poc ramificats, amb preséncia majoritaria d’enllacos o-1,4 glucosidics.
Dr’altra banda, també es va observar un increment en I’expressio intracelelular de I’enzima
glicogen sintasa en algunes célelules ductals, el que suggereix una alteracio global en el
metabolisme del glicogen ductal. L’estudi d’expressid de citoquines i quimoquines
mitjangant mini-arrays va mostrar que la instauracio de la pubertat esta cronologicament
relacionada amb una disminucié generalitzada de I’expressio prostatica d un gran nombre
d’aquests factors, malgrat que alguns d’ells tornen a incrementar els seus nivells a partir
dels 6 mesos de vida. A més a més, 1’aparicié6 de HPB fou paralelela a un increment de
I’expressio prostatica d’un grup reduit de citoquines y quimoquines, entre las que
destaquen el PDGF, el TIMP-1 i el VEGF. Quan es van comparar el panell de expressio
prostatic 1 séric de citoquines i quimioquines en rates de diferents grups d’edat
practicament no es van observar proteines que patissin variacions equivalents, essent-ne
I’tinica excepci6 el VEGF. Finalment, centrant-se en el VEGF, es va poder determinar
que l’incremento observat en la seva expressid tant mitjan¢ant miniarrays como per
Western blotting es relacionava amb 1’aparici6é de nivells significatius citoplasmics de
VEGEF en les celelules prostatiques, apareixent també un increment en el processament
post-traduccional de la proteina a través del seu pas per 1’aparell de Golgi. Aquestes
alteracions van ser simultanies amb un increment significatiu en 1’expressio del receptor
de VEGF. Per tant,, como a conclusi6 d’aquests resultats es podria inferir que I’inici de
la HPB esta més relacionat amb canvis en els processos de angiogénesi prostatica que en
mecanismes inmunitaris “per se”. Endemés, els resultats també van suggerir la possibilitat

d’estudiar el patré d’expressio serica de VEGF com un possible marcador de HPB en rata.
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Lina Maria Trujillo Rojas

ABSTRACT

This PhD dissertation was centred on the study of the alterations in both the intra-luminal
content and the cytokines and chemokines expression in prostates from healthy rats and
also from individuals affected by age-related benign prostastic hyperplasia (BPH). Ours
results showed that the onset of BPH was concomitant with an increase in the PAS+
intraductal prostatic content. This content was mainly composed by low branched
polysaccharides, which showed high levels of a-1,4 glycosydic bonds. Otherwise an
increase in the intracellular glycogen synthase expression was also observed in some
ductal cells. This would suggest a putative alteration of the whole glycogen metabolism
in prostate ducts associated with the appearance of the BPH. The analysis of the
expression of prostate cytokines and chemokines through a miniarray system showed that
the onset of puberty was parallel to an overall decrease in the expresion of the analyzed
factors, although there was a partial recovery from age 6-months old onwards. The
appearance of BPH was also parallel to an increase of a low number
cytokines/chemokines, namely PDGF, TIMP-1 and VEGF. When comparing the
expression panel the analyzed cytokines and chemokines of prostate extracts against those
from blood serum only the VEGF underwent parallel changes in both samples. Finally,
the observed BPH-concomitant increase of prostate VEGF expression, which was
confirmed through both miniarrays and Western blotting, was parallel with the
appearance of significant intracytoplasmic levels of VEGF that were accompanied with
an increase in the post-translational processing of this protein through the Golgi
apparatus. These changes were concomitant with a significant increase in the expression
of the ductal VEGF receptor. In this manner, as a conclusion, the obtained results would
suggest that the BPH onset in rats would be more related with alterations in the regulation
of prostate angiogenesis than in the launching of intrinsic immunitary reactions.
Furthermore, results also suggest the possibility to utilize VEGF serum levels as an useful
putative marker for BPH in rat.
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INTRODUCCION

La prostata es, en muchas especies de mamiferos, la principal glandula accesoria del
sistema reproductivo de los machos (1-3), aunque no es exclusiva de estos, pues se ha
descrito su presencia en algunas hembras de roedores como la rata y el raton, asi como en
mujeres (4,5). La prostata es una glandula altamente especializada cuya funcion principal
es la secrecion de fluido prostatico. Este fluido constituye un componente importante del
plasma seminal (6), aportando también iones y proteinas al liquido seminal (7). En las
ratas, también actla como tapon vaginal, evitando el desplazamiento retrégrado del
semen cuando el cérvix de la hembra se relaja, gracias a la presencia de las proteinas
provenientes de la vesicula seminal, que una vez eyaculadas, son coaguladas por las
transglutaminasas que secreta el l6bulo anterior de la glandula prostatica o glandula

coagulante (8).
Anatomia de la préstata

Si bien la anatomia de la préstata varia con cada
especie, por lo general se encuentra en una
posicion ventral o dorsal a la vejiga, frente al recto
(9-11). A pesar de las analogias en cuanto a la
morfogénesis en  diferentes  especies, la
variabilidad de su anatomia entre los mamiferos es

notable. Asi, en primates, perros y caballos entre

otros, es una glandula compacta y bilobulada (1- ©
3,12), mientras en la rata (Figura 1), en la que Figura 1. Prostata de Rata de 6 meses.
) ( 9 ) 9 VS: Vesicula Seminal, PA: Prostata

inicialmente se describieron tres I6bulos (13), Anterior, VU: Vejiga Urinaria, PV:
] ] ] Prostata Ventral.
actualmente se describen cuatro lobulos al igual

que en el ratdn y en otros roedores (1).
Es importante describir detalladamente la anatomia prostatica de la rata, ya que es un

poco mas compleja que la de otros mamiferos. Como ya se ha mencionado, la prostata de
los roedores esta compuesta por cuatro I6bulos pares (cada uno de los cuatro 16bulos
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consta de una parte derecha e izquierda): I6bulos ventrales, I6bulos laterales, 16bulos
dorsales y lébulos anteriores, todos originados en el seno urogenital (9). Los l6bulos que
se encuentran en posicion dorsal y lateral, cominmente conocidos como prostata
dorsolateral (Figura 2, C), se ubican a lo largo de la uretra formando una sola masa
macroscopica (10). La prostata anterior consta de (Figura 2, A 'y C) dos lébulos delgados
y tubulares que estan adheridos a las vesiculas seminales (13). Por altimo, la prostata
ventral (Figura 2, A, B, C) surge del aspecto ventral de la uretra, inmediatamente debajo
de la vejiga. Son los lébulos de mayor tamafio, constituyendo aproximadamente la mitad
de la masa de todo el tejido prostatico, y son los que se separan mas facilmente del resto
de la prostata (11).

VS
vu./ VS

Figura 2. Esquema de la prostata en vista ventral (A), dorsal (B) y lateral (C). VS = Vesicula
Seminal, PA = Prostata Anterior, VU = Vejiga Urinaria, PV = Prdstata Ventral, PL= Préstata
Lateral U= Uretra.

Histologia de la Préstata

En términos histoldgicos, la préstata consta de una serie de unidades tubulo-alveolares
rodeadas por una capa de musculo liso o mioepitelio conocidas como acinos o alveolos
(10). Estos acinos contienen células estromales, células de musculo liso, vasos, nervios,
macrofagos y mastocitos. El estroma acinal, a su vez, esta formado por células secretoras
luminales, células basales no secretoras (correspondientes al 2% de las células acinares)
y un bajo nimero de células neuroendocrinas (11). Sin embargo, cada par de I6bulos tiene

unas caracteristicas diferenciales que vale la pena describir (10).
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La prostata ventral se subdivide en dos I6bulos compuestos principalmente de epitelio
cuboidal con una serie de conductos que drenan hacia la uretra. Los acinos de la préstata
ventral tienen una gran cantidad de los denominados en inglés “infoldings”,
proliferaciones digitiformes o papilares particularmente abundantes en los acinos
periféricos, que son mas pequefios y complejos que los centrales. El epitelio de estos
acinos periféricos es basofilo y en su mayoria columnar, con algunas células cuboidales
cuyo nucleo tiene una localizacion basal y el area clara ubicada en posicion supranuclear
correspondiente al aparato de Golgi. La secrecion de los acinos de los I6bulos ventrales

es palida y ligeramente eosindfila (6,13).

Los l6bulos laterales también estan unidos a la uretra por tejido conectivo y una serie de
ductos. Los acinos son generalmente mas grandes y de tamarfio variable. Estos 16bulos
estan dispuestos libremente dentro del estroma de soporte. Las células del epitelio
cuboidal o columnar de los acinos contienen un ndcleo ubicado en una localizacion
central y también un &rea clara supranuclear. Las secreciones que se encuentran en la luz

de estos acinos se tifien mas intensamente con eosina (6,10,13).

Los Iébulos dorsales se ubican ventral y caudalmente a la union de la vesicula seminal y
la glandula coagulante, rodeando la uretra dorsalmente. Estan adheridos a la uretra por
tejido conectivo y conductos. Los acinos de los I6bulos dorsales son méas grandes y menos
complejos que los ventrales o que los laterales, se distribuyen laxamente en el tejido
estromal y estan revestidos principalmente con células cuboidales cuyos nucleos estan
ubicados centralmente. Las células acinares tienen un area supranuclear clara, tal como
ocurre en el epitelio de los I6bulos laterales y ventrales. Las secreciones acinares de los
I6bulos dorsales toman una coloracion de intensidad intermedia entre la de los I6bulos

laterales y ventrales (6,13).

Los l6bulos anteriores (o glandulas coagulantes) son estructuras tubulares delgadas que
se encuentran a lo largo de los margenes laterales de las vesiculas seminales, a las que
estan estrechamente unidas (10). Histologicamente, se puede observar un revestimiento
epitelial, con una secrecion menos eosinofilica que la observada en las vesiculas
seminales. Las secreciones de los conductos al ser tefiidas con hematoxilina eosina
presentan una apariencia agrietada. Las paredes presentan una gran cantidad de pliegues

enrevesados (13).
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El estroma de todos los I6bulos prostaticos consiste en una variedad de elementos tisulares
que incluyen material extracelular, pequefias terminaciones nerviosas, vasos sanguineos,

material fibromuscular y fibroblastos (6,11,13).

Fisiologia de la prostata

La prostata tiene como funcion principal la produccion de sustancias importantes para el
mantenimiento y desarrollo de la funcionalidad espermatica, con el fin de que los
espermatozoides puedan llegar a su estado de plena capacitacion en el momento de la
fecundacién en el tracto reproductivo femenino. Para poder desempefiar esta tarea, la
funcidn prostéatica esté regulada por mecanismos neuronales y hormonales (14).

En cuanto a los mecanismos neuronales, se sabe que la préstata alberga una cantidad
importante de células neuroendocrinas cuyo origen y papel funcional aln necesitan ser
esclarecidos. Se sabe que estas células sintetizan y liberan sustancias neurosecretoras
(serotonina, neuropéptidos), teniendo actividad reguladora sobre el crecimiento, la
diferenciacion celular y la secrecion (15). De estos factores neuroendocrinos, el mas
abundante es la serotonina, que en estudios recientes ha demostrado ser un potente
inhibidor del crecimiento prostatico a través de la regulacion por disminucion de los
receptores de androgenos (16). Por otra parte, el sistema nervioso auténomo también
parece ser relevante en el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la
préstata. De hecho, la transduccion de la sefial neurotransmisora podria modular el
crecimiento v la fisiologia de la glandula prostética, y se ha observado que la denervacion
experimental causa la pérdida de la funcion prostéatica y su atrofia (15).

Ademas de la inervacion catecolaminérgica y colinérgica, se ha descrito una amplia
variedad de fibras peptidérgicas en la glandula prostatica, como las neuronas secretoras
de neuropéptido Y (NPY), de polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) o de sustancia P
(SP), asi como nervios sensibles al péptido relacionado con la calcitonina, CGRP. Aunque
todo parece indicar que los neuropéptidos pueden estar implicados en la fisiologia de la
prostata, el papel de la inervacion peptidergica en la funcion de la prostata aun no esta
bien descrito (15). Los hallazgos de receptores colinérgicos y adrenérgicos en prostata de

humanos, y la presencia de terminaciones nerviosas autonomicas, sugieren un papel de la
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inervacion en la homeostasis, crecimiento y funcion de la prostata (15). En este sentido,
algunos neuropéptidos como el VIP, podrian estar implicados en la proliferacion epitelial
de acinos prostaticos y varias investigaciones estan relacionando la inervacion
peptidérgicay las interacciones neuroepiteliales con patologias prostaticas como el cancer
o la hiperplasia prostatica benigna. En cuanto a la regulacion hormonal de la prostata, su
desarrollo y funcion estan reguladas por andrégenos. De hecho, la muerte de las células
del epitelio prostatico después de la castracion es un ejemplo clasico de apoptosis y se
considera como una respuesta directa de la caida de los niveles de androgenos (17). En el
hombre, se ha demostrado que dentro del control endocrino de la prostata, la liberacion
de prolactina (PRL) es importante para el desarrollo y crecimiento normal de la prostata,
asi como la produccion de citrato por parte de las células epiteliales de la préstata (18).
Por otro lado, los esteroides se han considerado una parte esencial de la endocrinologia
de la préstata (7) y tienen un papel clave en el hombre adulto en el mantenimiento de

funciones necesarias para el comportamiento sexual y la reproduccién (19).

Las respuestas prostaticas a los androgenos estan mediadas por la amplia distribucién de
receptores de andrégenos (RA) en células epiteliales, musculo liso y células estromales
(20). En este sentido, se ha demostrado que el complejo andrégeno-receptor se transloca
al ndcleo para regular la transcripcion génica y que los andrégenos producen un aumento
tanto en el nivel como en la vida media de los RAs. Sin embargo, la modulacion de los
niveles de andrdgenos y sus receptores en la prostata en sujetos sanos con una vida sexual

constante sigue siendo desconocida (14).

El comportamiento sexual de las ratas macho sigue un patrén estereotipado bien conocido
en el que los machos realizan varias montas y penetraciones antes de la eyaculacion.
Todos estos eventos ocurren de manera recurrente, de tal manera que el macho puede
lograr varias eyaculaciones en un solo encuentro sexual. Se ha observado que después de
4 eyaculaciones consecutivas hay efectos fisiologicos importantes en la prostata ventral.
Dichos efectos fisioldgicos se dividen en dos tipos dependiendo de la rapidez de respuesta
a las eyaculaciones: cambios de respuesta rapida y cambios de respuesta progresiva. Los
cambios de respuesta rapida fueron inducidos como resultado del comportamiento, que
involucra un incremento y disminucion de los receptores de andrdgenos después de 1y 4
eyaculados respectivamente. Por otro lado, la respuesta progresiva aparece en forma de

elevacidn de los niveles de MRNA prostatico para receptores de androgenos que también
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mostraron un rapido descenso después de 4 eyaculados. Todos estos cambios en la
prostata ocurren en presencia de incrementos sostenidos de los niveles séricos de
testosterona que se inician después de dos eyaculados. En su conjunto, estos cambios
sugieren nuevamente que los mecanismos nerviosos tienen un papel clave en la fisiologia

prostatica durante el comportamiento sexual en machos (14).

Alteraciones de la prostata

Las alteraciones mas importantes de la prostata aparecen ligadas al envejecimiento. Las
mas destacadas entre ellas son la hiperplasia prostatica benigna, la prostatitis, los abscesos
prostaticos y las neoplasias. Todas estas patologias afectan a diferentes especies estando
ampliamente descritas en el perro, el hombre y la rata (10,21,22). Este hecho ha llevado
a diferentes grupos de investigacion a realizar estudios comparativos entre especies con
la intencién de encontrar un modelo animal idéneo para el estudio de cada una de las

alteraciones prostaticas.

Hiperplasia Prostatica Benigna

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es una enfermedad progresiva compleja que en
hombres se acompafia de diversas alteraciones clinicas relacionadas con patologias de las
vias urinarias bajas (23). El desarrollo natural de esta patologia ha sido descrito también
en ratas, chimpancés, perros y ratones (24,25). En las ratas, cuando se desarrolla de
manera espontanea, afecta a la prostata ventral, mientras que cuando se induce con
agentes quimicos afecta a la préstata dorsolateral (6,10). Los conductos prostaticos
pueden afectarse ocasionalmente. La lesion consiste en proliferaciones epiteliales que no
obliteran la luz alveolar. Estas proliferaciones pueden presentarse en uno, dos o tres
alveolos sin afectar a los adyacentes. Se pueden encontrar ademas formaciones
hiperplasicas papilares. Las transiciones graduales ocurren desde el epitelio
completamente normal a través de células epiteliales columnares cada vez mas altas, a las
areas hiperplasicas focales con atipia celular y crecimiento cribiforme. También se
pueden encontrar cambios abruptos del epitelio normal al hiperplasico y por lo general
no hay células inflamatorias en o alrededor de la lesion, no hay formacion de capsula o

compresion y la arquitectura de los lobulillos no se altera (6,26).

30



Lina Maria Trujillo Rojas

Las lesiones tipicas de la HPB suelen ser multifocales y no ocurren en una localizacion
especifica en el 16bulo ventral. En areas de transicion de epitelio normal a hiperplésico,
se encuentra un epitelio columnar anormalmente alto con citoplasma hipereosinofilico,
mientras que el ubicado en la zona basal presenta a menudo nucleos hipercromaticos.
También se pueden encontrar zonas de dos capas de ndcleo en las zonas de transicion. En
zonas de hiperplasia se pueden encontrar epitelios de un grosor de 3 a 5 capas de células.
La tendencia de estas células hiperplésicas a formar patrones cribiformes es caracteristica
de estas lesiones (6). Las células presentan a menudo pérdida de la polaridad celular
(6,26). Su citoplasma suele estar algo hipocromatico con nucleos hipercromaticos y
ocasionalmente tienen nucléolos prominentes. Las células tienen una relacion
citoplasma/ndcleo a menudo aumentada en comparacion con el epitelio normal. En la
mayoria de los casos hay un minimo de pleomorfismo celular y nuclear. También
aparecen figuras mitdticas ocasionales. Finalmente, se han descrito al mismo tiempo

displasia focal y metaplasia escamosa en areas hiperplasicas (6).

La hiperplasia de la prostata dorsolateral a diferencia de la hiperplasia de la prostata
ventral, no esta bien definida como entidad y no se ha documentado que ocurra de manera
espontanea. Este tipo de hiperplasia se presenta tras realizar tratamientos con
carcindgenos quimicos y las lesiones se han clasificado como hiperplasia focal o atipica
(6). Aunque la HPB histoldgicamente corresponde a una proliferacion no maligna y no
regulada de células tanto estromales como epiteliales de la préstata (27), suele presentarse
en machos de mediana o avanzada edad como es el caso del perro, el humano y las ratas,
siendo destacable que tanto en la rata como en el humano se ha demostrado la presencia
de HPB como lesion preneoplasica, a diferencia del perro en el que la HPB no parece

preceder la presentacién de cancer (21).

La HPB se ha descrito desde hace muchos afios como una enfermedad multifactorial en
la que se han planteado varias teorias sobre las posibles causas. Entre estas, se encuentran
los androgenos, estrégenos, interacciones epitelio-estroma, factores de crecimiento,
neurotransmisores, oxidoreductasa, procesos inflamatorios y obesidad entre otros (28-
30), ya sea como causa Unica o como parte de la etiologia del proceso hiperplasico. Sin
embargo, la inflamacion prostatica como factor desencadenante de la hiperplasia

prostatica benigna ha cobrado importancia desde hace algunos afios (28,31,32), y esta
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hiperplasia también se ha descrito como un posible factor predecesor al desarrollo de

cancer de prostata tanto en la rata como en el humano (21).

En cuanto a los andrdgenos, hasta ahora los datos indican que estos son necesarios pero
insuficientes por ellos mismos para inducir HPB (29). Sin embargo, la inflamacion, un
hallazgo cominmente reportado en la HPB (33), se est4 considerando no sélo un evento
ocasional o concomitante que acomparia la HPB, sino como un factor importante en el

desarrollo de la etiologia (28,32).

Aunque adn no se entienden por completo las vias de la inflamacion prostética, la
evidencia acumulada sugiere que los procesos inflamatorios que afectan tanto a la préstata
como a la vejiga parecen desempefiar funciones esenciales en el desarrollo y
mantenimiento del crecimiento de la prostata y las patologias del tracto urinario bajo. Los
procesos inmunoldgicos y la inflamacion tienen un papel en la patogénesis como posibles
desencadenantes de la progresion de la enfermedad prostatica. En ese sentido, la actividad
de las células T en los infiltrados inflamatorios provocaria la estimulacion de la
proliferacion de células estromales y epiteliales a través de un mecanismo autoinmune.
El dafio tisular y el posterior proceso cronico de curacion repetitiva de heridas inducida
por la inflamacion terminan en el desarrollo de nddulos de HPB (31).

Prostatitis

La prostatitis se define como la inflamacion de la préstata (34). Se da de manera
espontanea en el hombre y en la rata. En las dos especies presenta una gran similitud
histopatoldgica, estando su presentacion relacionada con la edad (35,36).

En el hombre, la prostatitis se clasifica en cuatro grandes categorias, prostatitis aguda de
origen bacteriano (I), prostatitis cronica de origen bacteriano (Il), sindrome de dolor
cronico pélvico (I11) y prostatitis inflamatoria asintomatica (IV). A continuacion se
describen las diferentes categorias de acuerdo al baremo establecido por los "National
Institutes of Health" (NIH; ver Tabla 1) (37,38).
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Tabla 1. Clasificacion de las prostatitis segun los NIH (37)

Categoria Nombre Caracteristicas

Infeccion bacteriana aguda

Infeccion aguda del tracto urinario
Infeccidn bacteriana persistente

Il Prostatitis bacteriana cronica Infecciones recurrentes del tracto
urinario

Dolores pélvicos caracteristicos
Disfuncién sexual

Ausencia de otros  desordenes
uroldgicos

Leucocitos en fluido prostatico, fluido
Subtipo inflamatorio prostatico post-masaje prostatico o
fluido seminal

No se expresa inflamacién en el fluido
Subtipo no inflamatorio prostatico, fluido prostatico post-masaje
prostatico o fluido seminal

Pacientes asintomaticos con infiltrados
inflamatorios en tejido prostatico o
fluido seminal de especimenes
evaluados para otras indicaciones.

I Prostatitis bacteriana aguda

Il Sindrome crénico de dolor pélvico

Il
Subtipo a

i
Subtipo b

AV Inflamatorio asintomatico

En el hombre, uno de los factores etioldgicos méas importantes para la presentacion de
prostatitis es el reflujo de orina hacia la prostata, pues se ha observado que este reflujo
puede tanto iniciar como perpetuar el proceso inflamatorio cronico, sea cual sea el origen
(39). En hombres, hasta el 80% de los casos de prostatitis bacteriana son causadas por
bacterias Gram negativas, principalmente Escherichia coli uropatogénica, si bien otras
Gram positivas como Enterococci spp, y en particular E. faecalis también tienen una
incidencia alta, siendo frecuente en ambos casos la cronificacion del proceso (40). Las
prostatitis infecciosas suelen deberse, como ya se ha dicho, a infecciones retrogradas de
la vejiga, gracias al reflujo intraprostatico proveniente de la uretra posterior o de la vejiga
urinaria (35,37). La infeccidn también puede darse por via linfohematica a partir de focos
infecciosos distantes (38). Esta forma de prostatitis tiene una evolucion altamente variable
que puede cursar con episodios de mejoria alternados con exacerbacion de los signos
(37,39). Esta exacerbacion estad a menudo asociada con alteraciones psicologicas como el

estrés y la tensién emocional (37).

En las ratas, se ha observado que la incidencia de prostatitis varia con factores como la

raza y la edad, sugiriendo asi que tanto los factores genéticos como la edad tienen un
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papel importante en el desarrollo de la patologia. La edad mas comdn de aparicion de este
proceso en las ratas es entre 10 y 13 meses de edad (36). En hombres, se ha descrito que
la prostatitis estd asociada con muchos factores, entre ellos genéticos, antecedentes
culturales, niveles educativos, estado psicologico, estilos de vida, habitos alimenticios,

estado de salud, relaciones familiares y otras condiciones socioeconémicas (41).

Quistes y abscesos prostaticos

Los quistes prostaticos, en su mayoria benignos, son comunes en adultos y muchos
corresponden a hallazgos incidentales durante la realizacion de una ecografia abdominal.
La patogénesis de los quistes glandulares, causados por la dilatacion de los ductos
prostaticos, aln no se conoce por completo (42). En hombres se ha descrito que los quistes
prostaticos pueden ser congénitos o adquiridos. Los congénitos se asocian con
anormalidades en el ducto paramesonéfrico (o conducto de Miuiller) o mesonéfrico (o
conducto de Wolff), mientras que los adquiridos son usualmente benignos y pueden

incluir la presencia de liquido o de un absceso prostatico (43).

Las mejoras recientes en la clasificacion patoldgica de la enfermedad prostatica y en
particular, de la atrofia focal otorgan nueva relevancia a los quistes de prostata. En 20086,
un grupo de trabajo de patdlogos establecié una nueva clasificacion de lesiones focales
de atrofia prostatica que incluye la atrofia simple con formacién de quistes como uno de
los cuatro patrones de atrofia prostatica. Por lo tanto, los quistes también pueden estar
relacionados con la atrofia de la prostata y con otros factores bien conocidos, como la
enfermedad inflamatoria, la HPB, la obstruccion del ducto eyaculatorio e incluso las
neoplasias (42).

En cuanto a los abscesos, pueden verse en la ecografia transrectal como una masa discreta
hipoecoica o0 anecoica con aumento de las sefiales de flujo a su alrededor en la ecografia
Doppler color. Cuando el absceso se produce en un quiste preexistente, se detecta con un

contenido heterogéneo (42).
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Neoplasias prostaticas

Dentro de las patologias que afectan la préstata se encuentran las neoplasias, variando su
clasificacion histologica y presentacion entre especies. Asi, en la rata se ha descrito la
aparicion espontanea de carcinomas en animales de edad avanzada. Sin embargo, la
incidencia es variable dependiendo de la linea genética, con lo que la rata no suele usarse
como modelo de estudio para cancer de origen espontaneo (10). En cambio, si que se
utiliza la rata como modelo en neoplasias inducidas, para lo que se utilizan distintas
técnicas que incluyen la inyeccion intra-prostatica de sustancias carcinogénicas u
hormonas, la implantacién de lineas celulares de céancer de préstata o las lineas

transgénicas que desarrollan tumores prostaticos pocas semanas después de nacidas (10).

Por lo que se refiere al hombre, en Estados Unidos, el cancer de prostata suele
diagnosticarse con mayor frecuencia en hombres de entre 65 y 74 afios de edad,
representando el 9,9% de todos los casos nuevos de cancer en ese pais (44). Ademas, se
estima que en 2019 murieron 31,620 personas (5,2% todas las muertes producidas por
cancer en Estados Unidos), haciendo que, en comparacion con otros tipos de neoplasia,
la de préstata sea una de las mas frecuentes (44). En el hombre, mas del 95% de los
tumores primarios de prostata son adenocarcinomas. Estos son frecuentemente
multifocales y con patrones de diferenciacion heterogéneos (45). Unas formas menos
frecuentes y méas benignas son las neoplasias prostaticas intraepiteliales (NPI). Las NPI
estan formadas por células epiteliales atipicas no invasivas dentro de acinos de apariencia
benigna. Las NPI se subdividen en grado bajo y alto, teniendo en cuenta que las NP1 de
grado alto pueden ser precursoras de adenocarcinomas (45). El bajo porcentaje de
neoplasias restante incluye tumores raros como el tumor de células pequefias, carcinomas
acinares intralobulares, carcinomas ductales, carcinomas de células claras y carcinomas

mucinosos (45).

En el hombre, el tratamiento de las neoplasias prostaticas a base de productos
antiandrogénicos que causan una castracion hormonal mas o menos reversible es habitual
(46-48). Sin embargo, la castracion total como tratamiento de las neoplasias prostaticas
esta en discusion en otras especies. Asi, en perros existen resultados contradictorios sobre
este punto. En este sentido, se han realizado estudios que respaldan dos teorias: una, que

la castracion puede favorecer el desarrollo de neoplasias prostaticas (49-51). La segunda,
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que la castracion no tiene impacto en el desarrollo de estas neoplasias (52,53). La
discusién se mantiene, por lo que algunos autores sugieren nuevas investigaciones que
incluyan factores como la edad a la que se castré el animal, la edad a la que se desarrolld
la neoplasia, el tiempo que transcurre entre la castracion o la presentacion de la neoplasia,

entre otros, para poder establecer conclusiones definitivas (54).

Técnicas inmunologicas de diagndstico precoz de las neoplasias

prostaticas

Auln queda mucho por descubrir en cuanto a los factores desencadenantes de los procesos
patoldgicos que afectan a la préstata. Sin embargo, en referencia al prondstico de las
neoplasias prostaticas si existe la certeza que cuanto mas temprano se realiza el
diagnostico, mejor es el pronoéstico para el paciente (55-57). Por lo tanto, el desarrollo de
técnicas de diagnostico precoz es un aspecto basico para mejorar el pronostico de estos
procesos. Seguidamente, se describen las técnicas de diagnostico mas importantes

utilizadas en estos momentos.

Antigeno Especifico de Préstata

En el hombre, antes de la aparicion del Antigeno Especifico de Préstata (AEP), el cancer
de préstata generalmente se diagnosticaba mediante un examen rectal digital, que a
menudo detectaba el cancer después de que la enfermedad se hubiera diseminado (58). Si
un examen rectal digital era anormal, generalmente se realizaba una biopsia de préstata
con guia digital, a menudo con cuatro 0 menos muestras de biopsia y para mediados de
la década de 1980, el uso de biopsias guiadas por ultrasonido con una pistola automatica

de biopsia calibre 18G aumento la seguridad y la velocidad de la técnica (58).

El AEP, tambien conocido con las siglas PSA por su abreviatura en inglés de "Prostate-
Specific Antigen", es el marcador de cancer mas solicitado en el mundo en la especie
humana (59). Esta proteina de 33 kDa se purificd hasta la homogeneidad a partir del
plasma seminal humano y se identific6 como una serina proteasa similar a la kalicreina y
expresada principalmente en la prostata humana (60). Su funcion es la protedlisis de
proteinas formadoras de gel en el semen humano para disolver el codgulo post-

eyaculacion (61). De esta manera, el AEP/PSA se encuentra presente tanto en el epitelio
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prostatico normal como en el neoplésico, pudiendo detectarse en el suero de hombres con
préstata (62).

A pesar de su identificacion a inicios de los afios 1970, no se identifico en el plasma
seminal (63) hasta 1979, cuando se publicd que el antigeno prostatico especifico estaba
presente tanto en tejido prostatico normal e hiperplasico como en el maligno, siendo
totalmente especifico del tejido prostatico (64). Estos datos llevaron a hacer patente su
gran utilidad como marcador de alteraciones prostaticas a finales de los afios 80 e inicios
de los 90 (62). Aunque el AEP/PSA es producido por las células epiteliales, en presencia
de una patologia prostéatica se produce una fuga de éste al torrente sanguineo, aumentando
los niveles plasmaticos (65), haciéndolo asi extremadamente Gtil como marcador. En
1991 se consideraba que la medicion del PSA en suero era el marcador disponible mas
sensible para controlar la progresion del cancer de prostata y la respuesta al tratamiento
pues se observé que las concentraciones se elevaban en el 30 al 50% de pacientes con
HPB y en el 25 al 92% de los pacientes con cancer de prostata (66).

Segun la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos, la recomendacion fue
realizar una biopsia de préstata cuando la medicion de PSA excediera los 4.0 ng/mL. Sin
embargo, debido a que varios estudios mostraron que algunos pacientes con cancer de
préstata podian presentar niveles inferiores a este valor, se empezaron a sugerir puntos de
corte mas bajos para mejorar la deteccion precoz del cancer de préstata (67-70).
Posteriormente, el “National Comprehensive Cancer Network” de Estados Unidos,
establecié un nuevo limite recomendado de 2.5 ng/mL (71).

Todo esto ha llevado a que, desde que se ha generalizado la medicion del AEP, se haya
visto un aumento en el diagnostico de cancer de prostata de bajo grado localizado,
teniendo como resultado una disminucion significativa en el nimero de hombres que
presentan enfermedad metastasica y disminucion de mas del 30% de las tasas de

mortalidad especificas por cancer de préstata (72).

Diagndstico en animales

En perros, el diagnostico de patologias prostaticas se realiza a traves de examen fisico,
examen de fluido prostéatico, radiografias y ecografias (73). En cuanto a marcadores de

alteraciones prostaticas, se ha descrito la arginina esterasa prostatica especifica, abreviada
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por sus siglas en inglés como CPSE (Canine Prostate-Specific Arginine Esterase), que es
liberada por las células epiteliales prostaticas, con un aparente valor diagnéstico para HPB
(74). Sin embargo, algunos autores han descrito que su validacién parece limitada ya que
no se han encontrado diferencias significativas al comparar los niveles séricos de perros

con HBP, inflamacion o neoplasia (73).

En el caso de las ratas como modelo animal de estudio, el monitoreo de patologias
prostaticas se llevaba a cabo principalmente mediante imagenes diagnosticas como la
ultrasonografia, la tomografia computarizada y la imagen por resonancia magnética
(10,11).

Papel de las citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento en el

desarrollo de patologias prostaticas

Desde hace varios afios, se ha sugerido la existencia de una estrecha relacion entre las
patologias prostaticas no neoplasicas y el desarrollo de tumores prostaticos, y varios
estudios han confirmado esta relacion (28,31,32,75,76). Partiendo de esta base, también se
ha establecido que los procesos inflamatorios tanto en la rata como en el hombre tienen
un papel importante en el desarrollo de procesos de hiperplasia prostatica
(28,31,32,75,76) y que esta hiperplasia, a su vez, puede desencadenar cancer de prostata
(76-80). Sin embargo, no se ha podido determinar cuanto tiempo pasa entre el desarrollo
de un suceso y otro (76). A pesar de que estos sucesos estan claramente establecidos en
larata y el humano, no ocurre lo mismo en el perro, por lo que a pesar de haberse sugerido
también como modelo animal para el estudio de patologias prostaticas, deberia

considerarse si a pesar de esta diferencia puede ser adecuado como tal (21).

Como ya se ha mencionado con anterioridad, los procesos inflamatorios prostaticos pueden tener
un origen infeccioso o no infeccioso. Dentro de los posibles origenes infecciosos de inflamacion
prostatica se encuentran las prostatitis bacterianas cronicas y agudas, asi como aquellas debidas a
hongos, micobacterias o virus (81-83). Dentro de las causas no infecciosas, las hormonales, son
de gran importancia. Basicamente, este tipo de inflamacion es debida a la exposicion a estrogenos
en un momento crucial del desarrollo, lo que puede conllevar a alteraciones arquitectonicas en la

prostata que produzcan una respuesta inflamatoria (36,82). Otra causa puede ser un trauma fisico
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a nivel microscopico que puede ocasionar la presencia de cuerpos amilaceos dentro de los acinos
prostéticos en los que sus bordes parecen estar erosionando el epitelio (82). También el reflujo
urinario, que va de manera retrograda desde la vejiga y que puede llegar a los ductos y los acinos,
puede activar directamente las células inflamatorias (39,82). Por Gltimo, la dieta, principalmente
la ingestion de sustancias carcindgenas que pueden llegar a la prostata ya sea por el flujo
sanguineo o por el reflujo urinario. Estas sustancias pueden ocasionar dafios en el ADN vy

mutaciones, y tener como resultado una afluencia de células inflamatorias (84).

Se ha descrito que el estimulo inflamatorio crénico puede inducir la liberacién de varias
citoquinas y quimioquinas por parte de las células inflamatorias (83). Estas sustancias
proporcionan un microambiente favorable para el crecimiento del tumor facilitando la
angiogenesis e incrementando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que
puede llevar a dafio oxidativo del ADN y reducir su reparacion (75). Varios autores también
han reportado la presencia de estas citoquinas y quimioquinas tanto en procesos
inflamatorios como en la HPB, de manera que a lo largo de estos procesos se expresan
tanto factores de crecimiento como interleuquinas, como la IL-2, el IFN-y, IL-1f, IL-3,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-11,IL-15, IL-17, IL-23, el TNF-a y el TGF-B (83,85,86).

Las citoquinas, quimioquinas y los factores de crecimiento son importantes para el
desarrollo de los tumores, ya que este depende de la capacidad de un tumor para generar
nueva vascularizacién. Precisamente, es durante este proceso conocido como
angiogenesis en el que las células endoteliales tienen una respuesta inicial a esos cambios
en el entorno y migran para terminar formando una nueva red vascular que facilita el
crecimiento y la metastasis tumoral (87,88). Varios estudios han demostrado que la base
de esa vascularizacion tumoral se da gracias a una gran cantidad de factores autocrinos y
paracrinos que activan y facilitan este proceso. Entre estos se incluyen los factores de
crecimiento angiogénico como el Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF), los
Factores de Crecimiento de Fibroblastos 1 y 2 (FGF 1 y FGF 2), asi como diferentes
Metaloproteinasas, el factor de Crecimiento Similar a la Insulina 1 (IGF-I) y la
Angiopoyetina (87,89).

El VEGF, también conocido como Factor de Permeabilidad Vascular (VPF), se describid
originalmente como un mitégeno especifico de células endoteliales. EI VEGF es un
potente factor angiogénico que es producido por muchos tipos de células, incluyendo
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macrofagos, plaquetas, queratinocitos, células renales mesangiales y diversos tipos de
células tumorales (88,90,91). Contrariamente a lo que se pensé inicialmente, el VEGF
tiene un papel importante en muchas funciones fisioldgicas no relacionadas con el sistema
vascular, entre las que se encuentran, por ejemplo, la formacién de hueso, la curacién de

heridas y la hematopoyesis (88,92).

La familia del VEGF es la mayor reguladora del desarrollo y crecimiento de vasos
sanguineos Yy linfaticos. Los principales miembros de esta familia son el VEGF-A, que
fue el primero en describirse, el -B, -C, -D y -E, el factor de crecimiento placentario
(PIGF) y el SV-F (SV por "Snake Venom" en su acepcion original en inglés; ver 83,84).
Estos factores de crecimiento son secretados como glicoproteinas diméricas de
aproximadamente 40 kDa y funcionan de forma paracrina mediante la sefializacion a tres
receptores tirosina quinasa correspondientes, estructuralmente homologos, expresados en
células endoteliales y llamados VEGFR-1, -2 y -3 (92-94). Por otra parte, tanto el VEGF-
A, como el VEGF-B y el PIGF se unen a la neurofilina (NRP) 1 y 2 siendo estos sus

receptores especificos (92).

Si bien cada dia se conoce méas sobre las distintas funciones de los diferentes tipos de
VEGF, en cuanto a sus funciones fisioldgicas se ha establecido que tiene un papel vital
en el sistema cardiovascular, el sistema nervioso central, el hueso, las células
hematopoyéticas (88), el pancreas (95) y el transporte de lipidos, ademas de evitar la
muerte celular bajo condiciones patoldgicas (92). Por otro lado, también se sabe que hay
una sobreexpresion de VEGF en distintos tipos de cancer, entre ellos las leucemias, tres
tipos de linfoma Non Hodgkin’s, al menos tres tipos de carcinomas de glandula mamaria,
los carcinomas pulmonar y ovarico, un tipo de melanoma, el cancer de pancreas, el
mesotelioma (88), el cancer de préstata (96) y el cancer colorectal (97), entre otros,

compartiendo en su mayoria la gran malignidad con la que se comportan.

Centrandonos en la relacion entre el VEGF vy la prostata, recientemente se ha descrito
que, la induccion de la sintesis de andrdgenos por parte del VEGF parece estar regulada
a través de la formacion de complejos Andrdgeno-Receptor con la proteina especifica 1
(Spl) en laregion del promotor central en las células tumorales y no a través de los puntos
de union de los elementos de reconocimiento del complejo AR en el promotor distal de

VEGF (96). Este hecho indicaria la existencia de un sistema alternativo de angiogénesis
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tumoral no ligado a los receptores canonicos de la VEGF, es decir, los de la familia
VEGFR. Sin embargo, a pesar del gran conocimiento que se tiene actualmente sobre las
distintas alteraciones prostéticas con sus posibles causas, poco se conoce de las fases
previas a estas alteraciones y poco se ha investigado sobre las posibilidades diagnosticas
de fases iniciales y asintomaticas de dichas patologias. En este sentido, mientras algunos
autores encontraron diferencias en la expresion prostatica de VEGF en HPB y en
carcinoma prostatico de alto grado (87,89), otros observaron que estas diferencias
dependian de la muestra evaluada e incluso de la técnica utilizada para su evaluacion (87-
90). Por lo tanto, si bien si se conoce la existencia de una relacion entre la expresion del
VEGF vy el inicio de problemas prostaticos, empezando por la HPB que eventualmente
acabara desarrollandose en carcinoma prostatico, aun existen muchas lagunas y puntos
oscuros en el conocimiento del papel de la VEGF en la patogénesis de los problemas

prostaticos.

Papel de las alteraciones secretoras y metabolicas en las patologias

prostaticas

Desde la década de los 80, se han realizado algunos estudios enfocados en los problemas
debidos a disfuncién secretora prostatica. En ese sentido, se ha descrito que dichos
problemas pueden deberse a la inflamacion de la préstata (98). Sin embargo, si bien se
han estudiado las posibles consecuencias que las disfunciones en las secreciones
prostaticas tienen sobre la fertilidad (98), no se acaban de aclarar todos los aspectos
relacionados con estas alteraciones. Abundando sobre este tema, se sabe que el
metabolismo de la prostata, que esta en la base de la actividad secretora de la glandula,
es unico. Asi, las células epiteliales prostaticas tienen un metabolismo energético peculiar
que se podria calificar de ineficiente, ya que utilizan glucosa para sintetizar citrato, el cual
se secreta como parte del liquido seminal (99). Por otro lado, también se ha descrito que
las unidades secretoras basicas de la glandula prostatica, los granulos secretores
prostaticos, son organulos citoplasmaticos eosinofilos brillantes que miden 1 mm de
diametro. Estos estan densamente concentrados en el tercio apical de la célula, y actuan
como reservorios de enzimas secretoras prostaticas, incluyendo la fosfatasa acida
prostatica (PAP) y el PSA (100).
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A medida que las investigaciones avanzan, se hace cada vez mas evidente la existencia
de una profunda reprogramacion metabdlica en las células de cancer de prostata. La
mayoria de los mecanismos moleculares involucrados en este proceso, sin embargo, aun
no se ha dilucidado. Este hecho se debe a su gran complejidad, que abarca cambios dentro
de las celulas epiteliales de la prostata y la diafonia con otros tipos de células presentes
en el microambiente (99). Hasta ahora, los transportadores de glucosa (TG) no se habian
considerado relevantes en la progresion del cancer de prostata. Sin embargo, los TG
cobran importancia en el cancer por su capacidad de aumentar la absorcion de nutrientes,
incluida la glucosa, por lo que el estudio del metabolismo de la glucosa debe considerarse

como esencial para caracterizar el cancer de prostata (101).

Durante afios se penso que las alteraciones del metabolismo de las células cancerosas eran
un efecto secundario en el complejo cuadro de la biologia tumoral, a pesar de la evidencia
de que los cambios en la funcion celular requieren cambios en el metabolismo celular.
Recientemente, diversos estudios se centraron en las vias celulares responsables de la
produccidn de energia y la sintesis de moléculas necesarias para mantener la replicacion
de células con crecimiento descontrolado (99). En cuanto a las alteraciones de las
secreciones prostaticas, se han detectado algunas asociaciones con el cancer como la
presencia de altas concentraciones de azufre en los cuerpos amiloides luminales (102), de
cristaloides que se forman en la luz de los acinos prostaticos (103) y la disminucion de

las concentraciones de zinc y citrato, como se puede observar en la tabla 2 (104).

Tabla 2. Niveles representativos en la prostata de citrato y zinc (104)

(nmol/g de tejido) citrato zinc
Tejido prostatico sano (zona periférica) 12000 - 14000 3000 — 4500
Tejido prostatico maligno 200 — 2000 400 - 800
Tejidos no prostaticos 250 — 450 200 - 400
Fluido prostatico 40000 - 150000 8000 — 10000
Plasma Sanguineo 100 - 200 15

El nexo de unién mas evidente entre las alteraciones de las secreciones prostéaticas ligadas
a procesos como el HPB o las neoplasias y los cambios concomitantes en el metabolismo
glucidico prostatico es el incremento significativo en la presencia de cuerpos amilaceos

como componente importante de la secrecion prostatica (103,105). En este sentido, se ha
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descrito que el reflujo de orina hacia la prostata (106) y los procesos inflamatorios, entre
otros (105), pueden actuar como factores predisponentes para la formacion de los cuerpos
amilaceos. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el mecanismo por el cual se
forman, asi como la composicion completa de estos. La conformacion exacta de dichos
cuerpos amilaceos continda siendo un enigma, pues a pesar de haber sido descritos hace
mas de 60 afios (107), sélo se han estudiado y descrito algunos de sus componentes (105).
Como se menciono previamente, se ha detectado la presencia de altas concentraciones de
azufre en los cuerpos amilaceos, y aunque aun no se conoce la composicion de estos
compuestos sulfatados, su andlisis cristalografico y quimico ha demostrado que contienen
glucosamina, galactosa y azufre (11). Todo ello sugiere la presencia de
glicosaminoglicanos, mas especificamente de sulfato de queratan (108). Por otra parte, la
acumulacién de cuerpos amilaceos insolubles exclusivamente en glandulas benignas,
mientras que la mucina y los cristaloides se encuentran casi exclusivamente en limenes
de glandulas malignas, sugiere que la transformacion maligna puede incluir alteraciones
aun no definidas en los mecanismos secretores (103). También se han reportado
alteraciones en el tejido prostatico, encontrando que la expresion del proteoglicano
condroitin sulfato aumenta en la HPB. Su expresién aumenta en las membranas basales
del epitelio acinar y de las células de musculo liso periacinares. Esta expresion aumentada
es especifica para estos proteoglicanos, ya que otros componentes de la membrana basal
no se ven afectados, y se cree que puede deberse a los efectos reguladores de factores
locales que son activos en la HPB (108). Sin embargo, a pesar de todos estos avances, el
conocimiento actual sobre los mecanismos secretores prostaticos normales es escaso y
fragmentario, por lo que aln es necesario estudiarlos a fondo para mejorar la comprension

de las alteraciones patoldgicas que se puedan presentar.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el de profundizar en el conocimiento de la
patogénesis de la Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) como paso previo al desarrollo
de neoplasias, ya que si bien se han descrito una serie de sucesos anteriores, hay muchos
que siguen siendo una incdgnita. Para ello, se ha optado por utilizar la rata como modelo
experimental, puesto que, de los modelos animales utilizados hasta ahora, es el que mas

se asimila a la presentacion de patologias prostaticas en humanos.

Teniendo en cuenta el objetivo principal, esta tesis Doctoral se centrd en dos objetivos

derivados:

1.- El conocimiento de las alteraciones ligadas a la expresion de citoquinas
inflamatorias en tejido y suero de ratas de diferentes edades, profundizando en el VEGF
y su receptor. Consideramos importante este objetivo, puesto que estudios previos han
establecido que éste y otros factores de crecimiento se han visto involucrados en el
crecimiento de diversas neoplasias. Sin embargo, ain se conoce de manera fragmentaria
su papel en las patologias prostaticas por lo que queda mucho por saber sobre su papel en

la patogénesis de las alteraciones prostaticas en las diferentes etapas de madurez sexual.

2.- Contribuir al esclarecimiento de la composicién bioquimica de la secrecion
prostatica, haciendo énfasis en su componente polisacarido, puesto que, aunque en la
literatura aparecen algunas investigaciones al respecto, todavia queda mucho por
establecer respecto al papel de este componente de secrecidn en las patogénesis de las

alteraciones prostéaticas ligadas a la edad.

45






Lina Maria Trujillo Rojas

MATERIAL Y METODOS

Capitulo 1.

1.- Animales

Para este trabajo se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de 1 (n=20), 3 (n=20), 6 (n=5)
y 12 (n=9) meses. Los animales eran suministrados por el proveedor con las edades
referidas. Una vez en el laboratorio, las ratas se dejaron descansar durante 24 h en
condiciones estables de estabulario con agua y comida "ad libitum", tras lo cual se
eutanasiaron mediante una inyeccion letal de un compuesto comercial formado por una
solucion de 566,67 mg/mL de dimetilformamida conteniendo 200 mg/mL de
embutramida, 50 mg/mL de ioduro de mebezonio y 5 mg/mL clorhidrato de tetracaina
(T-61%; Intervet International B.V.; Salamanca, Espafia), administrado por via
intraperitoneal a dosis de 5 mL/KPV. Los animales se monitorizaron, y cuando se
determiné que entraron en fase de coma profundo y colapso, se procedié a la extraccion
de sangre completa mediante puncion intracardiaca y a la posterior diseccion para la
obtencion de la glandula prostata. La sangre asi recogida se dejé coagular al aire a
Temperatura Ambiente (TA) durante 5-10 minutos. Tras ello, las muestras se
centrifugaron a una velocidad de 1600 xg a 4°C durante 10 minutos, recogiéndose el
suero. Dicho suero se congelé de inmediato por inmersion en N2 liquido, conservandose
después a -80°C hasta su uso. En cuanto a la préstata, para este estudio se utilizd
Unicamente la préstata ventral, la cual, una vez extraida del animal, se dividié en dos
mitades. Una mitad se congeld inmediatamente en N2 liquido y se conservo a -80°C hasta
su procesamiento. La otra mitad se sumergid en una solucién de formaldehido al 4% (v:v)
en solucion tampdn salina fosfatada (PBS, pH:7,4) a TA, utilizando para ello un volumen
10 veces superior al de la muestra. El periodo minimo que se conservaron las muestras
en la solucién de formaldehido fue de 48 horas. De esta manera, al conservar una parte
de la préstata en N2 liquido y otra en formaldehido se pudieron realizar en un mismo
individuo varias de las pruebas analiticas utilizadas en este estudio. Las muestras fijadas
en formol se utilizaron para los estudios histoldgicos e inmunohistoquimicos mientras
que para los analisis bioquimicos y las otras técnicas inmunoldgicas (mini-arrays y

Western blotting) se utilizaron las congeladas a -80°C. EIl proceso de eutanasia y de
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recogida de muestras no requeria aprobacion de la Comision Etica Experimental de la

UAB al no llevarse a cabo ningun protocolo experimental con los animales.

2.- Preparacion de la muestras para tinciones histolégicas

El estudio de la histologia prostatica se llevd a cabo en muestras ya fijadas. Para ello,
dichas muestras se lavaron primero con el tampon de fijacion (PBS en este caso) y se
continud con la deshidratacion, para lo cual sumergié la muestra en etanol a diferentes

concentraciones, tal como se indica a continuacién en la Tabla 3:

Tabla 3. Secuencia de deshidratacion de muestras prostaticas para su uso en histologia

Producto o sustancia Cantidad de inmersiones Tiempo
Etanol al 70% (v:v) 1 1 hora
Etanol al 96% (v:v) 2 1 hora
Etanol al 100% (v:v) 2 1 hora
Xilol 2 1 hora
Parafina a 58-60°C 1 1 hora
Parafina a 58-60°C 1 toda la noche

Si no se indica lo contrario, las inmersiones se llevaron a cabo a TA.

Las muestras finalmente parafinadas se introdujeron en moldes metalicos, que se dejaron
a 4° durante 1 hora hasta que se form6 un bloque solido. Tras ello, se despegd el bloque
del molde y se realizaron los cortes con el micrétomo (HistoCore Biocat-Manual Rotatory
Microtome; Leica Biosystems; Wetzlar, Alemania). Para este trabajo, se utilizaron cortes

de 5y de 7 um de grosor.

3.- Tinciones histologicas.
En este estudio, se llevaron a cabo dos tinciones histologicas diferentes, la tincion de

Hematoxilina/Eosina (H&E) y la tincion de Acido Periddico/Schiff (PAS)

3.1.- Tincion Hematoxilina/Eosina

Esta tincion se utilizo para la evaluacion de la arquitectura histologica de las prostatas

(13). Para realizar las tinciones se utilizaban cortes histol6gicos de 7 um de grosor. Estos
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se sumergian secuencialmente en cada uno de los reactivos indicados en la Tabla 4

durante los tiempos alli indicados.

Tabla 4. Secuencia de incubacion de los tejidos utilizados para la tincion de

Hematoxilina/Eosina

Producto / reactivo Ndmero de inmersiones Tiempo

Xilol 2 10 minutos
Etanol al 100% (v:v) 3 2 minutos
Etanol al 96% (v:v) 2 2 minutos
Etanol al 70% (v:v) 2 2 minutos
Formaldehido al 10% (v:v) en agua destilada 1 5 minutos
Agua destilada basica 1 5 minutos
Hematoxilina de Harris 1 2 minutos
Agua destilada bésica 2 5 minutos
T.R.H. Eosina G 1 2 minutos
Etanol al 96% (v:v) 4 2 minutos
Etanol al 100% (v:v) 2 2 minutos
Xilol 2 3 minutos

Todas las inmersiones se llevaron a cabo a TA.

Una vez terminado el proceso de tincion, las muestras se cubrieron con un medio de

montaje con base de Xilol, en este caso DPX (Fluka BioChemika, Buchs, Switzerland),

sobre el que se emplazd la correspondiente ldmina cubreobjetos.

3.2.- Tincién de Acido Periddico/Schiff

La tincion de PAS se utiliz6 para detectar la presencia de polisacaridos simples en cortes

histoldgicos, como el glucdgeno, o compuestos, como glucoproteinas, glucolipidos y

mucinas (109). Se realizé con el kit Periodic Acid-Schiff Staining System (PAS) (Sigma-

Aldrich; Madrid, Espafa), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, siguiendo la

secuencia descrita en la Tabla 5.
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Tabla 5. Secuencia de incubacion de los tejidos utilizados para la tincion de PAS

Reactivo NUmero de inmersiones Tiempo
Xilol 2 10 minutos
Etanol al 100% (v:v) 3 2 minutos
Etanol al 96% (v:v) 2 2 minutos
Etanol al 70% (v:v) 2 2 minutos
Agua destilada 2 2 minutos
Acido periddico 1% (w:v) 1 5 minutos
Agua destilada 3 2 minutos
Reactivo de Schiff 1 15 minutos
Agua destilada 1 5 minutos
Hematoxilina Gill No.3 1 90 segundos
Agua destilada 3 2 minutos
Etanol al 96% (v:v) 4 2 minutos
Etanol al 100% (v:v) 2 2 minutos
Xilol 2 3 minutos

Una vez terminado el proceso de tincion se fijaba la lamina cubreobjetos con medio DPX.

4.- Técnicas de Inmunodeteccion

4.1.- Inmunohistoquimica

Como en el caso de la tinciones histoldgicas, las inmunohistoquimicas prostaticas se
Ilevaron a cabo en muestras ya fijadas en formaldehido al 4% (v:v), si bien el procesado
posterior de las muestras variaba en funcion de si el revelado de la inmunohistoquimica
se llevaba a cabo mediante anticuerpos secundarios marcados con fluorescencia o si estos
anticuerpos se marcaban con peroxidasa de rdbano picante (HRP), revelandose

posteriormente con 3-3' diaminobenzidina (DAB).

4.1.1.- Procesado de muestras y realizacion de inmunohistoquimica mediante

inmunofluoresecencia

Las muestras fijadas en formaldehido al 4% (v:v) se lavaron 2 veces con PBS durante 5
minutos, manteniéndolas a 4°C durante todo el proceso. Una vez lavadas dichas muestras,

se iniciaron inmersiones consecutivas en PBS con sacarosa en agitacion suave durante 5
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minutos o hasta que el tejido se sumergia por si solo en la solucion. La concentracion de
sacarosa se aumentaba gradualmente, iniciando con una concentracion al 5% (w:v), luego
10%, 15%, 20% vy finalmente al 30%. Una vez pasado este tiempo, las muestras se
incluyeron en medio de crioinclusion OCT Tissue-Tek® (Sakura Finetek; Tokio, Japon)
a TA. Una vez las muestras estaban completamente embebidas en el medio, se
introdujeron en el criostato, que en ese momento debia estar a -21°C, para que se pudiera
solidificar el OCT®. Una vez formado el bloque sélido, con el criostato Leica CM3050 S
(Leica Biosystems) a -20°C y la muestra a -21°C se realizaron cortes de 20um y se
pusieron en laminas portaobjetos adhesivas silanizadas Star Frost® (Knittel glass;
Braunschweig, Alemania) que estaban a TA. Una vez las muestras se adherian a la lamina

portaobjetos, se conservaron a -20°C hasta su uso.

Para la inmunofluorescencia se sacaron las ldminas portaobjetos con las muestras del
congelador y se dejaron atemperar a TA durante 5 minutos. Posteriormente, se realizaron
4 lavados de 5 minutos con solucién de lavado constituida por PBS. Tras ello, se
permeabilizé el tejido con una solucion de PBS con Triton X-100® al 0,3% (v:v) en agua
destilada durante 30 minutos a TA. Posteriormente, se lavaron 2 veces durante 5 minutos
y luego las muestras se bloquearon a TA con una solucion de PBS con albumina sérica
bovina (BSA) al 1% (w:Vv) y se lavo nuevamente dos veces durante 5 minutos con solucion
de lavado. A continuacion, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario, de
acuerdo a las indicaciones del fabricante, ya fuera mouse monoclonal anti-VEGF, o en
algunos casos para identificar la ubicacion del aparato de Golgi se utilizd el mouse
monoclonal Anti-GM130 (610822 de BD Biosciences; San José, USA) a una dilucion
1:500. Todos los anticuerpos se diluyeron en solucion de incubacion (PBS, BSA 1% (w:v)
+ Tritdn (Sigma Aldrich; Madrid, Espafia) 0,3% (v:v)) toda la noche en cdmara humeda.
Al dia siguiente se realizaron dos lavados de 5 minutos cada uno con PBS, seguidos de la
incubacion con anticuerpo secundario cabra-anti ratbn GAM - Alexa Fluor 488
(referencia A11029, Thermofisher Scientific; Waltham, USA) a una dilucion 1:500. A
esta solucion se le afiadio tincion de Hoechst 33342® 1:1000 (v:v) (Sigma Aldrich) y
faloidina 1:500 (v:v) (Phalliodin-TRITC: P1951-50MG de Sigma Aldrich). A partir de
este paso, las muestras permanecieron protegidas de la luz. En algunos casos se utilizo
como marcador de membrana el WGA — Alexa Fluor 555 (Wheat Germ Agglutinin,
W32464, Thermofisher Scientific) a una dilucion 1:500. La incubacion con WGA se

realizé después de lavar el anticuerpo secundario, durante media hora. A continuacion se
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realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS y se realizo el montaje de las laminas con
Mowiol=~ (Sigma Aldrich). Una vez seco el medio de montaje, las muestras con marcaje
fluorescente se analizaron en un microscopio confocal laser Zeiss 880 LSM (Carl Zeiss

Microscopy GmbH; Jena, Alemania) con el objetivo 40X 1.3 de aceite de inmersion.

4.1.2.- Procesado de muestras y realizacion de inmunohistoquimica con revelado no

fluorescente

Para la inmunohistoquimica se utilizaron secciones de tejido de 5um de grosor obtenidas
de bloques de tejido embebido en parafina, tal como se indic6 en la seccion de preparacion
de la muestras para tinciones histoldgicas. El tejido se desparafiné con Xilol y se rehidrato
con etanol en concentraciones decrecientes y posteriormente con agua tal como se indica
en el la tabla 4 del apartado de Tincién H&E. Para recuperar el antigeno, se incubé el
tejido con tampodn de citrato (10 mM, pH 6.0), para lo que se hirvié 2 minutos en el
microondas. La actividad de la peroxidasa enddgena se bloqued usando peroxido de
hidrogeno al 1% en metanol durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para el bloqueo
de las uniones no especificas el tejido se sumergio en PBS + 0,3% Tween 20 + 2% BSA.
Posteriormente se incub6 con el anticuerpo primario Anti-Glucogeno Sintasa (Sigma
Aldrich) a una dilucion 1:100 durante 3 horas a TA. Para visualizar la ubicacion de la
unién del anticuerpo a la proteina se incubé durante 30 minutos a 37°C con un anticuerpo
secundario de inmunoglobulina G (IgG) marcado con HRP (cat. No. Sc69786; 1:1,000;
Santa Cruz Biotechnology, Inc.; Dallas, U.S.A). Para la reaccién cromdgena se incubaron
las secciones en una solucion de 3,3"-diaminobencidina (DAB; Sigma Aldrich) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Por Gltimo, el montaje de las secciones se realiz6 con
medio de montaje FluorSave Reagent (Sigma Aldrich). Una vez seco el medio de
montaje, se captaban imagenes en formato TIFF usando el sistema Microscope Camera
Moticam Series 3.0 (Microptic; Barcelona, Espafia) que eran posteriormente evaluadas

para su estudio.
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5. Andlisis Bioquimicos

5.1 Homogeneizacion de las muestras

Para la homogeneizacion de las muestras que se utilizarian posteriormente para la
medicion de glucosa y la deteccion de VEGF mediante Western Blotting, estas se pesaron
y por cada g de muestra se afiadieron 5 pL de tampon de homogenizacion compuesto de
una soluciéon de Tris HCI 50 mM (pH 7,4), con la adicion de 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-
N,N,N',N' tetraacético (EGTA) 10 mM, ditiotreitol (DTT) 25 mM, Triton X-100® 1,5%
(v:v), fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) 1 mM, leupeptina 10ug/mL, ortovanadato

1 mM y benzamidina 1 mM, manteniéndolas siempre a 4°C.

Las muestras se homogenizaron utilizando el sistema Ultra-Turrax® T25 basic (IKA®-
Werke; Staufen, Germany) a una velocidad de 13.500 r.p.m. hasta que las muestras
guedaron completamente homogeneizadas. Tras este paso, las muestras se centrifugaron
a 1200 xg durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante asi obtenido se almacen6 en
alicuotas de 50 pL, separdndose una alicuota de 5 pL para la medicion de proteinas
mediante el método de Bradford (110), usando para ello el kit comercial Protein Assay
Dye Reagent Concentrate (BioRad; Londres, Reino Unido). Todas las alicuotas se

congelaron en N2 y se conservaron a -80°C hasta su uso.

5.2 Medicion de Glucosa

El estudio de la estructura de los componentes polisacéridos mayoritarios presentes en el
tejido prostéatico se llevé a cabo mediante la hidrolisis selectiva de dichos polisacéridos
con los enzimas a-amilasa, amiloglucosidasa y N-glucosidasa (Sigma Aldrich) y el
posterior analisis de la glucosa liberada tras dicha hidrdlisis. Para ello, se utiliz6 parte de

la prostata ventral obtenida y conservada a -80°C.

En el momento de realizar las incubaciones, se tomaron 30 puL de muestra, que se
diluyeron con tampdn de homogenizacion para acabar teniendo en todas las muestras la
misma concentracion de proteina (2,5 pg/pL), se tomaron 4 alicuotas de 30 pL,
mezclandose tres de ellas con 15 pL de a-amilasa, amiloglucosidasa, o N-glucosidasa,

dejandose la cuarta como control. La a-amilasa y la amiloglucosidasa se diluyeron en
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tampon acético-acetato 0,07 M a pH 4,7 de manera que su concentracion final fuera de
0,2 Ul/uL. La N-glucosidasa no se diluyo, pues su presentacion es liquida en PBS, siendo
la actividad enzimatica afiadida final de 0,2 Ul/mL. Las mediciones de control se
realizaron en muestras diluidas en la misma proporcion. Para la a-amilasa y la
amiloglucosidasa se diluyeron en tampon acético/acetato 0,07 M a pH 4,7, mientras que
para la N-glucosidasa se diluyeron en PBS a pH 7,4. La incubacion se realiz6 durante 2
horas a 37°C y las mediciones se hicieron en tres momentos: al inicio de la incubacion
(tiempo Oh), tras 1 hora de incubacion y a las 2 horas. Para detener la reaccion, las
muestras se congelaron en N2 liquido para poder medir posteriormente la concentracion
de glucosa. De esta manera, la glucosa liberada por los enzimas se calculaba restando el

valor obtenido por los controles a aquellos obtenidos por cada enzima.

Para la medicidn de glucosa, se utilizo el kit Glucose HK CP ABX (Horiba; Montpellier,
France). Es un método enzimatico basado en las reacciones de la hexoquinasa (HK) y la
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH):

D-Glucosa + ATP ="K, Glucosa-6-Fosfato + ADP

Glucosa-6-fosfato + NAD* =S8EBH, D-gluconato-6-fosfato + NADH + H*

Para la medicidn, se mezclaron los dos reactivos del kit, diluyendo posteriormente 10 pL
de muestra con 990 pL de la mezcla de reactivos. El conjunto se incubd durante 5 minutos
y se realiz6 entonces la lectura con un espectrofotometro a una longitud de onda de 340
nm (longitud a la que absorbe el NADH). Previamente, se comprobo la recta patrén con
diferentes concentraciones conocidas de glucosa. La glucosa patrén se diluy6 en tampén
de homogeneizado y se mezcld con tampdn acético/acetato 0,07 M para la recta patrén
de la a-amilasa y la amiloglucosidasa o en PBS para la recta patron de las muestras

incubadas con N-glucosidasa.
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Capitulo 2

1. Otras técnicas inmunolégicas

1.2 Deteccion de proteinas mediante mini-arrays

Para este trabajo se utilizaron kits comerciales de mini-arrays para la deteccion de 34
proteinas de rata (Figura 3), de la casa RayBio® C-Series Rat Cytokine Antibody Array
C2 (RayBiotech Inc.; Norcross, USA). Para los mini-arrays se utiliz6 o bien suero o bien
préstata ventral obtenida y conservada a -80°C. Para la preparacion de las muestras de
tejido, estas se homogeneizaron con el tampon de lisis proporcionado en el Kit,
manteniéndolas siempre a 4°C. Para esto se utilizé el politron Ultra-Turrax® T25 basic
(IKA® -Werke) a una velocidad de 13.500 r.p.m. hasta que la muestra quedd
completamente homogenizada. Una vez procesadas, las muestras se mantuvieron a 4°C y
se centrifugaron a 10.000 xg durante 10 minutos a 4°C. Tras la centrifugacion, se
separaron los sobrenadantes, de los que se tomaron alicuotas de 5 pL para cuantificar la
concentracion de proteina mediante el método de Bradford (110) con un kit comercial
(Bio-Rad). Todas las alicuotas se congelaron en N2 liquido y se conservaron a -80°C hasta
su analisis posterior. Una vez cuantificada la proteina, el resto de la muestra se diluyo de
acuerdo a las instrucciones del fabricante del kit. Asi, en el caso del tejido homogeneizado
se diluy6 hasta llegar a una concentracion de 500 pg/mL y en el caso del plasma se diluyo
5 veces (la indicacion del fabricante era diluir de 2 a 10 veces las muestras de suero). Una
vez se tuvo la muestra preparada y las membranas a TA, se colocd una membrana en los
pocillos separados y se procedid a bloguear las membranas con el tampon de bloqueo
suministrado en el kit, a TA en agitacion suave durante 30 minutos. Posteriormente, se
aspird el tampon de blogueo y se colocé la muestra previamente diluida, durante toda la
noche a 4°C, tras lo que se aspir6 la muestra y se procedio a realizar 3 lavados de 5
minutos a TA con 2 mL de tampdn de lavado | y luego 2 lavados de 5 minutos con tampo6n
de lavado Il (ambos tampones estaban incluidos en el kit comercial). Una vez realizados
los lavados, se incubaron las membranas con el coctel de anticuerpo biotinizado
suministrado en el kit durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se procedio a llevar a
cabo una nueva serie de lavados iguales a los descritos en el paso anterior, tras los que se
incubaron las membranas con la solucion de HRP-estreptavidina proporcionada por el kit

durante una noche a 4°C.
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B1-B2 Control Positivo J3-J4  Interleuquina4: IL —4
C1-C2 Control Negativo K3-K4 Interleuquina6: IL — 6
D1-D2 Control Negativo L3-L4 Interleuquina 10: IL — 10
E1-E2 Activinaa A5-A6 Interleuquina 13: IL — 13
F1-F2 Agrina B5-B6 Leptina
G1-G2 Cumulo de diferenciacion 86 o proteinaB ~ C5-C6 Quimioquina inducible por
7.2: CD86 (B7 —2) Lipopolisacarido: LIX
H1-H2 Factor de Crecimiento Nerviosob: b— D5-D6 L — Selectina (CD 62L)
NGF
[1-I12  Molécula quimioatrayente de netréfilos ES-E6 Proteina Quimioatrayente de Monocitos 1:
inducida por citoquina 1: CINC — 1 MCP —1 (CCL2)
(CXCL1)
J1-J2  Molécula quimioatrayente de netrofilos F5-F6 Proteina Inflamatoria de Macréfagos: MIP
inducida por citoquina 2: CINC -2 —3a(CCL20)

K1-K2 Molécula quimioatrayente de netrofilos G5-G6 Metaloproteasa de Matriz 8: MMP — 8
inducida por citoquina 3: CINC -3

L1-L2 Factor Neurotrofico Ciliar: CNTF H5-H6 Factor de crecimiento derivado de las
plaquetas AA: PDGF — AA
A3-A4 Fas ligand (TNFSF6) I5-16  Receptor de Prolactina: Prolactina R
B3-B4 Fractalquina (CX3 CL1) J5-J6  Receptor para productos finales de
glicacién avanzada: RAGE
C3-C4 Factor Estimulante de colonias de K5-K6 Quimioquinade Timo 1: TCK —1
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E3-E4 Interferong: IFN-—g A7-A8 Factor de Necrosis Tumorala: TNF a
F3-F4 Interleuquinal a:IL—-1a(IL—1F1) B7-B8 Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular A: VEGF — A
G3-G4 Interleuquinal b:IL — 1 b (IL — 1 F2) C7-K8 Espacios en Blanco
H3-H4 Interleuquinal R6:IL —1R6 (IL—1 L7-L8 Control Positivo
R1p2)

Figura 3. Esquema de la membrana y descripcion de las proteinas especificas detectables en el mini-array
utilizado para la deteccidn de citoquinas en tejido prostatico y suero sanguineo.
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Tras esta Gltima incubacion, se procedio a lavar nuevamente las membranas igual que se
indicd anteriormente, llevdndose a cabo luego la deteccion de proteinas mediante
quimioluminiscencia. En este ultimo paso, las membranas se secaron pasandolas con la
parte no impresa a una hoja de papel de cromatografia y se transferian posteriormente a
una lamina de pléastico. En este punto se mezclaron 250 pL del tampon de deteccion C
mas 250 pL del tampon de deteccion D por cada membrana y se incub6 durante 2 minutos
a TA (ambos tampones suministrados en el kit comercial). Transcurrido este tiempo, se
puso otra lamina de plastico dejandola caer suavemente de un extremo a otro para evitar
la formacion de burbujas. El revelado se realizo con el sistema de imagen Imaging System
Luminescent Image Analyzer (Fujifilm; Tokio, Japon), analizdndose la intensidad de cada
marcaje individualmente mediante el software de analisis de imagenes Image J/Fiji (111).

1.3 Western-blotting

Para la obtencién de homogeneizados de tejido prostatico se utiliz6 el método descrito en
el apartado 5.1 del capitulo 1. En el caso de las muestras procesadas para la identificacion
de VEGF se utilizé el mismo tampdn descrito en ese apartado, mientras las muestras
procesadas para la deteccion de Receptor de VEGF, se utiliz6 un tampén RIPA (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 1% Nonidet P-40, 0.25% desoxicolato de sodio, 0.05% dodecilsulfato
sodico (SDS), 150 mM NaCl, 1 mM, EDTA, suplementado con inhibidores de proteasas).

La concentracion de proteinas extraidas de los tejidos prostaticos se determind mediante
el método colorimétrico de Bradford (110) usando una recta patron de BSA. Las proteinas
se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). Los
geles se constituyeron con acrilamida al 12,5% (w:v), practicandose la electroforesis a un
voltaje constante de 180 V. Tras la electroforesis, las muestras se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. La transferencia de proteina se comprob6 mediante la
tincion de rojo Ponceau al 0,1% (w:v). A continuacion, se lavo la tincion realizando 3
lavados de 10 minutos con PBS y se procedié al bloqueo de las uniones no especificas
incubando la membrana en una solucion de PBS, Tween 0,1% (v:v) y BSA 4% (w:v) con
agitacion suave a TA durante 1 hora. Después del blogueo, las membranas se incubaron
a 4°C toda la noche con el anticuerpo anti-VEGF de raton (Novus Biologicals,) o anti-
receptor VEGF de conejo (Novus Biologicals) a una dilucion 1:1000 en la solucion de

bloqueo anteriormente descrita. Nuevamente se realizaron lavados y se incubaron con el
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anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora. En el caso del VEGF, se incub0
con anticuerpo secundario conejo anti-raton (Dako; Glostrup, Dinamarca) y en el caso
del VEGF-R se incubd con burro anti-conejo (Santacruz Biotechnology). La union de los
anticuerpos se visualizo por quimioluminiscencia utilizando el kit comercial "Western
blotting luminol reagent™ (Santa Cruz Biotechnology) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, utilizando para ello un sistema de procesamiento de imagenes LAS-3000
Imaging System Luminescent Image Analyzer (Fujifilm) y en los casos en los que se
utilizo el revelado manual, las membranas se incubaron con el luminol durante 1 minuto
(siguiendo las instrucciones del fabricante) y posteriormente se ponian en un chasis de
radiografia entre dos plasticos para evitar que el liquido quedara en contacto directo con
las peliculas fotograficas (AGFA; Mortsel, Bélgica), se dejaban entre 5 y 15 minutos y
tras la inmersion en el liquido de revelado y fijacion, se dejaron secar. Una vez secas, las
laminas se escanearon para ser posteriormente analizadas, midiendo la intensidad de la
banda con el software imageJ/fiji (111). Una vez reveladas, las membranas se incubaron
a TA con tamp6n de "stripping” (pH 2,2) compuesto de glicina 1,5% (w:v), dodecil
sulfato sodico (SDS) 1% (w:v) y Tween 20 al 1% (v:v) durante 5 minutos. Una vez
retirado el tampon de “stripping”, se incub6 nuevamente con mas tampon de "stripping"
limpio durante 5 minutos. Posteriormente se realizaron dos lavados de 10 minutos con
PBS y dos lavados con PBS con Tween 20 al 0,01% (v:v). Una vez finalizado este
procedimiento, se blogue6é nuevamente la membrana con solucion de bloqueo durante 1
hora y se incubd nuevamente con anticuerpo primario. En este caso se utilizo anti-a-
tubulina (Ig M Mouse, Thermo-Scientific; Waltham, USA) incubando toda la noche. A
continuacidn se realizaron lavados como se indicé anteriormente y se incub6 nuevamente
con anticuerpo secundario conejo-anti raton (Dako), procediendo después a revelar las
membranas. Una vez obtenidas las imagenes, se realizaron las mediciones de la intensidad
de cada banda utilizando el software image J/fiji (111) y la medicion para calcular el peso
de cada banda se realizo utilizando la herramienta online pixel ruler de RapidTables

(https://www.rapidtables.com/web/tools/pixel-ruler.html).

1.4 Medicion de Testosterona

Para la medicion de la testosterona se utilizo el kit Testosterone rat/mouse ELISA
(Demeditec Diagnostics GmbH; Kiel, Alemania) y se siguieron las instrucciones del

fabricante. Se depositd en cada pozo un volumen de 10 uL tanto de cada calibrador como
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de muestra y de control. Posteriormente se agregé el tampon de incubacion, 100 pL en
cada pocillo, y después 50 pL de conjugado enzimatico en cada pocillo. A continuacién
se incubo durante 60 minutos a temperatura ambiente en un mezclador de microplacas.
Al terminar el tiempo de incubacion se desecho el contenido de los pocillos y se lavo 4
veces con solucion de lavado (300 pL por pocillo). Se retird la solucion de lavado
golpeando la microplaca sobre papel absorbente. Una vez retirada la solucion de lavado,
se agreg6 un volumen de 200 pL de solucién de sustrato a cada pocillo. Nuevamente se
incubd durante 30 minutos en la oscuridad y sin agitar. Para detener la reaccion se
adicionaron 50 pL de solucién de parada a cada pocillo. La absorbancia se determiné a
450 nm con el lector iIEMS reader mf v.2.9-0 (Labsystems; Oy, Finland) y el valor de

cada muestra se establecid utilizando la curva de los valores de calibracion.

Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico se llevo a cabo mediante el uso del software SPSS® version 25.0
para Windows (IBM Corp.; Armonk, USA). En primer lugar, se analizd la existencia o
no de normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos mediante la
aplicacion del test Shapiro-Wilk para la normalidad y el Levene para la homogeneidad.
No se apreciaron distribuciones no normales, por lo que no se requirid ninguna
transformacion previa de datos. En todos los casos, se analiz6 el efecto de la edad de los
animales (1 mes, 3 meses, 6 meses y 12 meses) sobre los parametros estudiados mediante
la aplicacién de un andlisis de varianza de doble via (ANOVA), seguido por un test post-
hoc de Sidac. En todos los analisis, el nivel de significacion se establecié con una P<0,05,

expresandose en todos los casos los datos en forma de mediastS.E.M.

Reactivos

En los casos en los que no se haya mencionado en el texto, los reactivos utilizados
provinieron de las casas comerciales Panreac Quimica, S.L.U. (Barcelona, Espafia),

Quimica Clinica Aplicada, S.L. (Barcelona; Espafia) y MAIM, S.L. (Barcelona; Espafia).

59






Lina Maria Trujillo Rojas

RESULTADOS

Deteccion histopatologica de hiperplasia prostatica benigna en

prostatas de ratas de diferentes edades

El estudio histoldgico del tejido prostético en ratas prepuberes mediante la tincion de
H&E mostrd la presencia ya conocida de un epitelio ductal tubular formado por una capa
de células cuboides rodeada por un mesénquima con células conjuntivales y vasos
sanguineos, ademas de la presencia de un contenido tubular amorfo, acelular y reactivo a
la tincion (Figura 4 A 'y B). Esta imagen se vio poco modificada en animales de 3 meses
y 6 meses de edad, aunque el diametro de los ductos en estos animales parecio
sensiblemente mayor que el observado en ratas de 1 mes (Figura 4 C y D). De todas
maneras, hay que destacar que algunos individuos de 6 meses de edad empezaron a
mostrar signos de hiperplasia al detectarse la presencia, puntual y muy focalizada, de
ductos con més de una capa acumulada de células epiteliales (Figura 4 C y D).

La presencia de hiperplasia se generalizo en los individuos de 12 meses de edad. En este
caso, todos los animales analizados mostraron areas mas o menos grandes con presencia
de ductos en los cuales aparecian de 2 a 4 capas superpuestas de células epiteliales
ductales, signo evidente de hiperplasias localizadas (Figura 4 E y F). El tamafio y la
cantidad de capas de estas zonas fueron muy variables, aunque los focos hiperplasicos
aparecian en todos los animales estudiados, como ya se ha dicho. Por otra parte, el estudio
de las zonas mesenquimales parecia mostrar un incremento de la vascularizacion con la
presencia de numerosos capilares, especialmente alrededor y dentro de los focos de
hiperplasia (Figura 4 E). Por lo tanto, estos resultados indicaron que algunos animales de
6 meses y todos los de 12 meses estudiados mostraban signos histopatolégicos evidentes
de HPB en diferentes estados de desarrollo.
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Figura 4. Tejido prostatico de ratas de 1 mes, 6 meses y 12 meses tefiidos con la técnica
hematoxilina/eosina. Muestras de tejidos prostaticos de ratas de 1 mes (A,B), 6 meses (C,D) y 12 meses
(E,F) fueron procesadas y tefiidas con la técnica de hematoxilina/eosina tal y como se describe en el
punto 3 del Capitulo 1 del apartado de Material y Métodos: A,C,E: imagenes a un aumento final de
100X. B,D,F: iméagenes a un aumento final de 1000X. Asteriscos (#): luz de los ductos prostaticos.
Flechas (—). tejido intersticial. Rombos (8): epitelio ductal. D. imagen de un punto focalizado con inicio
de hiperplasia (no generalizado en ratas de 6 meses) Se muestran imagenes representativas de todos los
animales estudiados en este trabajo con la edad resefiada. Las barras de las imagenes A,C y E
representan 100 um de longitud, mientras las barras de las imagenes B, D y F equivale a 20 um de
longitud.
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Variaciones de los niveles de testosterona sérica en grupos de ratas de

diferentes edades

Tal y como se muestra en la Figura 5, las ratas de 1 mes de vida mostraron unos niveles
bajos de testosterona sérica (0,77+0,12 ng/mL). Estos niveles se incrementaron
significativamente. (P<0,05) en ratas de 3 meses de edad, con unos valores medios de
2,41+0,25 ng/mL. Los valores determinados en animales de 3 meses se mantuvieron sin

cambios significativos en los animales de 6 meses y de 12 meses de vida (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de testosterona sérica en ratas de 1 mes, 3 meses, 6 meses y 12 meses de vida. La
técnica de determinacion de testosterona se ha descrito en el punto 5.2 del capitulo 2 del apartado de
Material y Métodos. Los resultados se muestran como medias + S.E.M. de 12 animales distintos.
Diferentes letras en cada columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre
grupos.

Deteccion de contenido polisacarido extraductal en préstatas de ratas

de diferentes edades mediante tincion de PAS

La tincion de PAS dio como resultado la presencia de un contenido intraductal
fuertemente positivo en todos los grupos de edad estudiados (Figura 6). Asimismo, las
células epiteliales de todos los grupos de edad también mostraron una tincion PAS+
(Figura 6). La incubacion previa de tejidos prostaticos de ratas de 3 meses con o amilasa
antes de llevar a cabo la tincion de PAS provoco una pérdida importante, a menudo total,
de la reaccion PAS+ intraductal (Figura 6 B). Un resultado similar se observo con la

incubacion previa con amiloglucosidasa (Figura 7 D). Hay que destacar que en ambos
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casos se aprecio igualmente una pérdida evidente, aunque no total, de la sefial PAS+ en
la incubacion con el medio de dilucion de la amiloglucosidasa sin afiadir el enzima
(Figura 7 Ay C). La incubacion previa de las muestras con proteinasa K antes de incubar

con o amilasa o amiloglucosidasa no vario los resultados (Fig. E-H).

Figura 6. Tejidos prostaticos de ratas de diferentes edades tefiidos con la técnica del PAS. La técnica ha sido descrita
en el punto correspondiente dentro del apartado de Material y Métodos. La Figura muestra imagenes representativas
de tejidos prostaticos de ratas de 1 mes (A,B), 3 meses (C,D) y 12 meses de vida (E,F), a los aumentos de 400X
(A,C,E) y 1000X (B,D,F). Los asteriscos indican zonas intraductales con contenido PAS+. Las barras de las
imagenes A,C y E representan 100 um de longitud, mientras las barras de las imagenes B, D y F equivale
a 20 um de longitud.
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Figura 7. Tejidos prostaticos de ratas de 3 meses de edad preincubados con «amilasa o amiloglucosidasa en presencia
0 ausencia de proteinasa K y posteriormente tefiidos con la técnica de PAS. La técnica ha sido descrita en el punto 3.2
del capitulo 1 del apartado de Material y Métodos. La Figura muestra imagenes representativas de tejidos prostaticos
de ratas de 3 meses preincubados con o amilasa (B,F) o amiloglucosidasa (D,G) en ausencia (B,D) o presencia (F,G)
de proteinasa K. A: control incubado con la solucion de dilucion de la o.amilasa pero sin el enzima. C: control incubado
con la solucion de dilucion de la amiloglucosidasa pero sin el enzima. E: Muestra tratada con proteinasa K en presencia
de la solucién de dilucion de la o. amilasa. G: Muestra tratada con proteinasa K en presencia de la solucién de dilucién
de la amiloglucosidasa. Todas las imagenes se muestran a los aumentos de 400X Los asteriscos indican zonas

intraductales con contenido PAS+. La barra en la imagen equivale a 20 um de longitud.
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Liberacion de glucosa por parte de extractos prostaticos incubados en

presencia de a-amilasa, amiloglucosidasa o N-glucosidasa

La incubacion durante 2 horas de extractos prostaticos con a-amilasa 0 amiloglucosidasa
se tradujo en una formacion significativa de glucosa libre, que alcanz6 valores de 1,44
nM/mg de proteina 0,01 en el caso de la a-amilasa y de 1,16 nM/mg de proteina £0,01
en el de la amiloglucosidasa (Figura 8). En cambio, la incubacion con N-glucosidasa
durante 2 horas apenas se tradujo en la formacidn de glucosa libre, alcanzando valores de
s6lo 0,40 nM/mg de proteina +0,01 (Figura 8).
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Figura 8. Liberacion de glucosa por parte de extractos prostaticos incubados con a-amilasa,
amiloglucosidasa o N-glucosidasa. La preparacion de los extractos y su posterior incubacion con los
enzimas glucosidicos se han descrito en el punto 5.1y 5.2 del capitulo 1 del apartado de Material y Métodos.
Barra negra: muestras incubadas con a-amilasa. Barra gris muestras incubadas con amiloglucosidasa.
Barra blanca: muestras incubadas con N-glucosidasa. Letras diferentes indican la existencia de diferencias
significativa (P<0,05) entre los grupos experimentales. La Figura representa las medias+S.E.M. de cinco
experimentos diferentes realizados con ratas de diversas edades.
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Expresion intracelular de glucdgeno sintasa en tejido prostatico de ratas

de diferentes edades

Los tejidos prostaticos de ratas prepuberes mostraron una expresion muy baja o ausente
de glucogeno sintasa en las células prostaticas ductales (Figura 9 Ay B). En cambio, las
ratas de 6 meses de edad mostraron algunas células epiteliales de los ductos con un
marcaje nitido del enzima (Figura 9 C y D). Este marcaje puntual nitido ain fue mas
intenso y observado en un nimero mayor de células en animales de 12 meses de edad
(Figura9 E y F). No se aprecié marcaje positivo para la glucdgeno sintasa en la luz ductal

en ninguno de los grupos de edad estudiados (Figura 9).

Figura 9. Inmunolocalizacion de glucégeno sintasa en ductos prostaticos de ratas de 1 mes, 6 meses y 12
meses de vida. La Figura muestra imagenes representativas de ratas de 1 mes (A,B), 6 meses (C,D) y 12
meses de vida (E,F). Todas las imagenes estan tomadas a 200x aumentos. Flechas: presencia de células
epiteliales con un fuerte marcaje positivo a glucogeno sintasa. La barra en la imagen. equivale a 100 pm
de longitud.
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Cambios relacionados con la edad en la expresion relativa de citoquinas

en tejido prostatico

La determinacion de los valores relativos de expresion de diversas citoquinas en tejido
prostatico mediante mini-arrays en ratas de 1 mes de vida mostraron, en general, una
expresion mas o menos intensa de todas las proteinas analizadas en la muestras (Tabla 6)
(Figuras 10y 11).
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Figura 10.Expresion relativa de agrina, PDGF-AA, TIMP-1 y VEGF-A determinado mediante mini-arrays en tejido
prostatico de rata. El tratamiento de las muestras y la determinacién mediante mini-arrays han sido descritos en el
punto 1.2 del cappitulo 2 de Material y Métodos. Los resultados se expresan en forma de mediastS.E.M. de 5
experimentos diferentes. Ademas, los datos se expresan en forma de unidades arbitrarias, tomando el valor estandar
de 100 para las intensidades medias de las citoquinas de ratas de 1 mes de edad. La edad de los animales de cada
grupo experimental se muestra en el encabezamiento de las columnas. Diferentes superindices en una fila indican
diferencias estadisticamente significativas (P <0,05) entre cada uno de los grupos de edad en una citoquina especifica.
Barras blancas: agrina. Barras gris claro: PDGF-AA. Barras gris medio: TIMP-1. Barras negras: VEGF-A.

Cuando se compararon estos resultados con los obtenidos en ratas de 3 meses de vida se
observd una disminucion practicamente generalizada en la expresion de la gran mayoria
de citoquinas, llegando incluso a casi desaparecer algunas de ellas, como el FAS ligand,
IFN-y o las interleuquinas II-1 B, II-1 R6, IL-2, IL-4 e IL-13 (Tabla 6, Figuras 10 y 11).
De hecho, solamente se observé un incremento significativo en la expresion de agrina en
ratas de 3 meses cuando se compararon con las de 1 mes de vida (Figura 10). Al aumentar

la edad de los animales analizados se mantuvo este descenso, con la excepcion de la
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agrina, el PDGF-AA, el TIMP-1 y el VEGF-A. Asi, la agrina mantenia una expresién
significativamente incrementada (P<0,05) en ratas de 6 meses de edad cuando se
comparaban con ratas de 1 mes (158,6+9,7 unidades arbitrarias en ratas de 6 meses vs.
100,045,5 unidades arbitrarias en ratas de 1 mes, ver Figura 11), aunque este incremento
desaparecia en ratas de 12 meses de vida. Por el contrario, el PDGF-AA solamente
mostraba un incremento significativo (P<0,05) de su intensidad relativa en animales de
12 meses de edad (153,6+11,3 unidades arbitrarias en ratas de 6 meses vs. 100,0+9,9
unidades arbitrarias en ratas de 1 mes, ver Figura 10), mientras que tanto el TIMP-1 como
el VEGF-A mostraban incrementos significativos (P<0,05) de su expresion relativa
respecto a los animales de 1 mes en ratas tanto de 6 meses como de 12 meses de vida
(Figura 10).

1 mes 3 meses

6 meses 12 meses

Figura 11. Mini arrays representativos de extractos de tejido prostatico de ratas de 1 mes (1 mes), 3 meses (3
meses), 6 meses (6 meses) y doce meses de vida (12 meses). La Figura muestra un mini array representativo de cada
grupo del total de los 5 animales analizados por cada grupo de edad. El recuadro rojo marca la posicién de la
VEGF-A.
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Tabla 6. Expresion relativa de un panel de citoquinas determinado mediante mini-arrays
en tejido prostatico de rata (abreviaturas de las citoquinas definidas en el esquema de

membrana, Figura 3).

Ratas 1 Ratas 3 Ratas 6 Ratas 12
mes meses meses meses

Activina A 100,045,5%  46,3+3,6" 48,7+3,4 38,416,2°
CD86 (B7-2) 10045,6°  14,2+2,3" 29,9+2,8° 10,0+8,2°
B-NGF 100+7,22 22.4+1,5° 12,2+2,5¢ I.F.
CINC-1 (CXCL1) 100+1,42 71,5+2,8° 77,4+2,9° 54,145,5°
CINC-2 10046,1*  49,9+21° 49,3+2,3 26,6+7,4°
CINC-3 100+7,42 79,7+3,1° 64,015,4° 46,4+9,14
CNTF 100+10,4*  52,8+2,8° 53,5+3,4° 11,2+7,4°
FAS ligand (TNFSF6) 100+10,12 I.F. 39,4+18,2° 12,0+9,1°
Fractalkina (CX3 CL1) 100+10,7¢  21,1+6,0° 44,945 /4° 37,219,5¢
GM-CSF 100+7,52 62,8+4,2° 75,4+4.7° 62,1+7,8°
ICAM-1 /CD54) 100+7,3? 20,5+4,3° 46,3+4,3° 26,3+8,7°
IFN-y 100+10,72 I.F. I.F. I.F.
IL-1 o (IL-1 F1) 100+6,42 55,9+4,5° 99,5+7,02 38,5+7,3¢
I1-1 B (IL-1 F2) 100+9,72 ILF. IF. ILF.
1I-1 R6 (IL-1 Rrp2) 100+6,5? .F. 35,4455 I.F.
IL-2 10048, 72 L.F. L.F. L.F.
IL-4 100+9,12 L.F. L.F. L.F.
IL-6 100+10,9°  13,6%3,3° L.F. I.F.
IL-10 100+11,0°  40,5+4,9° 59,8+7,0° I.F.
IL-13 100+10,9? I.F. L.F. I.F.
Leptin 100+11,9% I.F. L.F. I.F.
LIX 100+10,8%  44,9+7,2° 78,1+4,1° 41,1+9,7°
L-selectin (CD 62L) 100+10,3*  6,1+3,8° 27,345,8° 15,3+8,6
MCP-1 (CCL2) 100+11,3®  18,5+3,0° 35,0+3,5¢ 3,7+2,0¢
MIP-3a (CCL20) 100x7,72 23,3+2,7° 57,313,6° 21,6+8,2°
MMP-8 10049, 72 I.F. I.F. I.F.
Receptor de prolactina 100+7,12 27,7+7,7° 123,39+13,4¢  17,0+7,8°
RAGE 100+11,5% I.F. I.F. I.F.
TCK-1 (CXCI/) 100+10,7¢8  63,3+4,8° 94,7+3,8? 85,5+8,5?
TNF a 100+11,28 L.F. 35,6+14,4° L.F.
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Diferencias entre ratas puberes y adultas expresion relativa de

citoquinas en suero sanguineo

Los resultados observados en la expresion relativa de citoquinas y quimioquinas en suero
de ratas de tres meses, comparadas con ratas de 12 meses, mostraron un patron de
expresion diferente al observado en el tejido prostatico. Asi, de todas las
citoguinas/quimioquinas que no mostraban expresion significativa en tejido prostatico de
ratas de 3 meses, solamente la IL-1 y la IL-13 mantenian esta falta de expresion (Figura
13, Tabla 7). En cambio, proteinas que si mostraban expresion en tejido prostatico a los
3 meses, como laCNTF y laPDGF-AA, desaparecian practicamente en muestras de suero
de la misma edad (Figuras 12 y 13, Tabla 7).
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Figura 12. Expresion relativa de agrina, PDGF-AA, TIMP-1y VEGF-A determinado mediante mini-arrays
en suero de rata. El tratamiento de las muestras y la determinacién mediante mini-arrays han sido descritos
enel punto 1.2 del capitulo 2 de Material y Métodos. Los resultados se expresan en forma de medias+S.E.M.
de 5 experimentos diferentes. Ademas, los datos se expresan en forma de unidades arbitrarias, tomando el
valor estandar de 100 para las intensidades medias de las citoquinas de ratas de 3 meses de edad. La edad
de los animales de cada grupo experimental se muestra en el encabezamiento de las columnas. Diferentes
superindices en una fila indican diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) entre cada uno de los
grupos de edad en una citoquina especifica. Barras blancas: agrina. Barras gris claro: PDGF-AA. Barras
gris medio: TIMP-1. Barras negras: VEGF-A. |.F. indica valores que, en media, no se diferenciaban de los

valores de intensidad promedios del fondo.
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Por otra parte, al comparar los resultados entre las expresiones séricas en ratas de 3 meses
y de 12 meses, el comportamiento de la mayoria de citoquinas/quimioquinas también fue
diferente al observado en tejido prostatico. Asi, por ejemplo mientras que elementos como
el FAS ligand, la IL-2, la L-selectina o el TNF-a incrementaban en mas de 10 veces su
expresion en sueros de ratas de 3 meses, en tejido prostatico o bien no aparecian de
manera significativa ni a los 3 ni a los 12 meses, caso de la IL-2 y el TNF-a, o bien no
aparecian a los 3 meses y sélo de manera modesta a los 12 meses, como el FAS ligand, o
bien si aparecian con una expresion baja, que no fue mucho mayor a los 12 meses, caso
de la L-selectina (Figura 12, Tabla 7).

3 meses 12 meses

Figura 13. Mini arrays representativos de sueros sanguineos de ratas de 3 meses (3 meses) y doce meses
de vida (12 meses). La Figura muestra un mini array representativo de cada grupo del total de los 5
animales analizados por cada grupo de edad. El recuadro rojo marca la posicion de la VEGF-A.

Esta disparidad entre los resultados en tejido prostatico y en suero se mantenia en la
mayoria de proteinas analizadas con excepciones como el caso de la activina y el VEGF-
A. Asi, centrdndonos en la expresion sérica del VEGF-A, se pudo observar un incremento
significativo (P<0,05), aunque modesto, en dicha expresion al comparar ambos grupos
de animales (151,7+12,8 Unidades Arbitrarias en ratas de 12 meses vs. 100+14,8

Unidades Arbitrarias en animales de 12 meses; ver Figura 12).
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Tabla 7. Expresion relativa de un panel de citoquinas determinado mediante mini-arrays
en suero de rata. (abreviaturas de las citoquinas definidas en el esquema de membrana,
Figura 3).

Ratas 3 meses Ratas 12 meses
Activina A 100,0+16,3* 71,7£12,9°
CD86 (B7-2) 100£23,9° 18,5+6,3"
B-NGF 100+22,7° 301,5+16,8°
CINC-1 (CXCL1) 100+21,3? 97,3+£15,3?
CINC-2 100+24,4* 221,4+27,9
CINC-3 100£27,22 601,2+72,6"
CNTF I.F. I.F.
FAS ligand (TNFSF6) 100+11,9° 5096,4+105,9°
Fractalkina (CX3 CL1) 100+9,02 I.F.
GM-CSF 100+6,7° 158,7+19,3"
ICAM-1 /CD54) 100+18,0? 118,5+19,6°
IFN-y 100+3,3* 706,5+59,6°
IL-1 a (IL-1 F1) 100+16,7° 220,5+21,2°
lI-1 B (IL-1 F2) I.F. I.F.
II-1 R6 (IL-1 Rrp2) 100£22,7% 567,4+29,7°
IL-2 100+49,9? 2998+31,1°
IL-4 100+31,7% 978,3+45,4°
IL-6 100+38,3? 856,9+45,4°
IL-10 100+6,4° 807,1+55,9°
IL-13 ILF. ILF.
Leptin 100£28,5° I.F.
LIX 100+17,32 154,7+14,7°
L-selectin (CD 62L) 100+2,5% 2924,0+25,0°
MCP-1 (CCL2) 100+18,5* 116,1+28,2°
MIP-3a (CCL20) 100+21,82 341,6+11,5°
MMP-8 100+24,2* 186,0+8,7°
Receptor de prolactina 100+30,12 695,0+37,1°
RAGE 100+36,5° 505,3+48,0°
TCK-1 (CXCl)) 100£23,9° 115,9+3,9°
TNF « 100+7,4? 3784,1+58,5°
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Expresion y localizacion de VEGF en tejido prostatico de ratas de

diferentes edades

Los analisis mediante Western blotting determinaron la presencia especifica de VEGF en
tejido prostatico de rata prepuber (Figura 14). El andlisis de intensidad relativa de la banda
especifica de VEGF en relacion al contenido de a-tubulina indico la ausencia de un
incremento significativo en los niveles prostaticos de VEGF en ratas de 3 meses de edad
al compararlas con las prepuberes (Figura 14). En cambio, si se aprecio un incremento
significativo (P<0,05) en los animales de 6 meses, que se hizo ain méas manifiesto en los
individuos de 12 meses de edad (199,6+24.7 unidades arbitrarias vs. 100,0£7,9 unidades

arbitrarias en ratas de 1 mes; ver Figura 14).
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Figura 14. Expresion de VEGF-A en Tejidos prostaticos de ratas de diferentes edades. A): Cuantificacion de la
expresion relativa de VEGF-A en relacion a la a-tubulina en tejidos prostaticos de ratas de 1 mes (barra blanca), 3
meses (barra gris claro), 6 meses (barra gris oscuro) y 12 meses de edad (barra negra). La cuantificacion se detalla
en el punto 1.3 del capitulo 2 de Material y Métodos. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) entre los grupos. Los resultados se expresan como medias+£S.E.M. de 7 animales en cada
grupo experimental. B): Imagenes representativas en color invertido de las bandas especificas correspondientes a
VEGF-A y o-tubulina obtenidas de uno de los Western blotting realizados para el estudio. C- muestra de Control
Negativo para VEGF-A (extracto entero de E.coli). C+: muestra de control positivo para VEGF-A (extracto de rifion
de rata).
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Expresion del receptor de VEGF en tejido prostatico de ratas de

diferentes edades

El estudio de la expresion mediante Western blotting de la expresion del receptor de

VEGF mostr6 su presencia especifica en tejidos prostaticos de ratas de 1 mes de vida
(Figura 15).
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Figura 15. Expresion del receptor de VEGF en tejidos prostaticos de ratas de diferentes edades. A): Cuantificacion
de la expresion relativa del receptor de VEGF en relacion a la a-tubulina en tejidos prostaticos de ratas de 1 mes
(barra blanca), 3 meses (barra gris claro), 6 meses (barra gris oscuro) y 12 meses de edad (barra negra). La
cuantificacion se detalla en el punto 1.3 del capitulo 2 de Material y Métodos. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) entre los grupos. Los resultados se expresan como medias+S.E.M. de 7
animales en cada grupo experimental. B): Imagenes representativas en color invertido de las bandas especificas
correspondientes al receptor de VEGF y a-tubulina obtenidas de uno de los Western blotting realizados para el
estudio. C- muestra de Control Negativo para VEGF (lagrima). C+: muestra de Control Positivo para receptor de
VEGF (extracto de rifion de rata).
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Al analizar la intensidad relativa de la banda especifica de receptor de VEGF en relacion
al contenido de a-tubulina no se observaron diferencias significativas entre los animales
de 1 mes, 3 meses y 6 meses de edad (Figura 15). En cambio si se observé un incremento
significativo en la expresion relativa del receptor de VEGF en animales de 12 meses de
edad al compararlos con los otros grupos experimentales (146,9£14,7 unidades arbitrarias
vs. 100+11,2 unidades arbitrarias en individuos de 1 mes de edad; ver Figura 15).
Nuevamente, debido a la irrupcién del COVID-19, no nos fue posible completar los

estudios de inmunohistoquimica referentes al receptor de VEGF.

Por lo que hace referencia a la localizacion de VEGF mediante inmunohistoquimica, la
irrupcion del COVID-19 sélo nos permitio realizar a tiempo para el depdésito de la Tesis
Doctoral anélisis en ratas de 1 mes y 12 meses de edad. Como se muestra en la Figura 16,
los animales prepuberes mostraban una sefial positiva a la VEGF a nivel perimembranoso,

tal y como el co-marcaje con WGA indicaba.

Por otra parte, los individuos de 12 meses de edad mostraban presencia de VEGF no
solamente a nivel perimembranoso, si no también citoplasmico. En estas ratas de 12
meses de edad, el VEGF aparecio relacionado con la red intracelular de actina (Figura
17), asi como aparecid en algunas células un marcaje muy intenso de VEGF localizado

en el aparato de Golgi (Figura 17).
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Figura 16. Inmunohistoquimica para el VEGF en tejido prostatico de rata prepuber y de 12 meses de
edad. Las muestras de tejido prostatico fueron fijadas y tratadas para la inmunohistoquimica contra
VEGF tal y como se describe en el punto 4.1.1 del capitulo 1 del apartado de Material y Métodos. La
Figura C muestra ademas una muestra representativa de tejido prostatico prepuber con co-marcaje para
VEGF y con la lectina WGA (sefial roja), que indica la situacion de la membrana celular. La Figura
muestra imagenes representativas de tejido prostatico de animales de 1 mes (A,C) y de 12 meses de edad
(B). D: Control negativo para el primario. Las flechas indican sefiales positivas para VEGF situadas a
nivel perimembranoso mientras que los asteriscos muestran sefiales positivas citoplasmicas. Por otra
parte, las cabezas de flecha en la imagen C indican el marcaje con WGA, mientras que las sefiales de
doble cabeza de flecha muestran el marcaje de VEGF. Las barras representan 20 um de longitud.
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Figura 17. Colocalizacién de VEGF con la red de actina y el aparato de Golgi en ratas de 12 meses. Las muestras de
tejido prostatico fueron fijadas y tratadas con el co-marcaje para VEGF y faloidina (A) o VEGF y aparato de Golgi
(B) tal y como se describe en el punto 4.1.1 del capitulo 1 de Material y Métodos. Las flechas indican sefiales positivas
para el co-marcaje VEGF/faloidina (A) o VEGF/aparato de Golgi (B). Los asteriscos en (A) indican marcaje de VEGF
en aparato de Golgi. Las barras representan 20 um de longitud.

78



Lina Maria Trujillo Rojas

DISCUSION

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral nos permiten sugerir dos aspectos que
pueden ser de gran importancia para entender la patogénesis de los problemas prostaticos
ligados a la edad. El primero es la concomitancia en la aparicion de alteraciones en la
produccion de polisacaridos a-glucosidicos poco ramificados y en el control del
metabolismo del glucdgeno de las células ductales prostaticas con la aparicion de signos
histopatoldgicos de HPB. EIl segundo es la preeminencia de las alteraciones en la
vasculogénesis sobre los procesos inflamatorios locales ligados con la aparicion de HPB.
Por otra parte, estas alteraciones no parecen estar ligadas con cambios paralelos en los
niveles séricos de testosterona. A este respecto, hay que recordar que los resultados
obtenidos mostraron en primer lugar un incremento significativo de dichos valores en
animales puberes de 3 meses cuando se compararon con los prepuberes de 1 mes. Este
resultado es esperable, puesto que los niveles de testosterona se incrementaran
significativamente tras la pubertad (112,113). Asimismo, el mantenimiento sin
variaciones significativas de los niveles de testosterona a partir de los 3 meses de edad
también puede considerarse como previsible, al mantenerse la produccion de testosterona
testicular estable con el tiempo (114). A este respecto, hay que sefialar que si bien los
primeros trabajos publicados al respecto mostraban una caida de testosteronemia en
animales de mas de 12 meses (115), trabajos mas recientes coinciden con nuestros
resultados (116). Esta discrepancia puede deberse tanto a diferencias metodoldgicas entre
las técnicas clasicas de deteccion de testosterona cuando se comparan con las mas
modernas como a variaciones ligadas a la linea de los individuos utilizados o incluso a la
hora del dia en el que se toman las muestras (116-119). Sea como fuere, el mantenimiento
observado por nosotros de los niveles de testosterona a unos niveles estables en edades
en las que empiezan a aparecer los procesos que desembocaran en la HPB parece sugerir
que el papel de la testosterona como inductor de alteraciones prostaticas ligadas a la edad
no estard ligado a variaciones en los valores circulantes de dicha hormona. En este
sentido, el efecto de la testosterona estaria méas bien ligado a una accién prolongada en el

tiempo con unos niveles séricos mas o menos constantes.
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Tal y como se ha comentado anteriormente, los resultados obtenidos confirman que la
aparicion de la HPB se acompafia con un incremento de las secrecién polisacérida ductal
prostatica. A este respecto, hay que decir que, si bien la totalidad de los tejidos prostaticos
contendrdn mas polisacaridos que los Unicamente presentes en la luz de los ductos, el
porcentaje de éstos ultimos sera ampliamente mayoritario, tal y como reflejan la tincion
de PAS. Por lo tanto, se puede asumir razonablemente que los resultados obtenidos
reflejan mayoritariamente la composicion de la matriz polisacarida luminal. Teniendo en
cuenta este punto, el hecho que las soluciones de dilucion de la o-amilasa y la
amiloglucosidasa ya provocaran en si mismas una cierta pérdida de la tincion de PAS en
cortes de tejido prostatico es una primera sefial indicadora de una preponderancia de los
enlaces a-glucosidicos en el contenido intraductal. Esto es debido al hecho que estos
enlaces son altamente sensibles a los pH &cidos (120) siendo el pH de las soluciones
afiadidas de 4,8. Ademas, la digestion observada de los polisacaridos prostaticos tras la
incubacion con a-amilasa y con amiloglucosidasa, pero no con N-glucosidasa, no sélo
confirman de manera clara la preponderancia de enlaces a-glucosidicos, sino que también
nos esta indicando que dichos polisacaridos se componen mayoritariamente de cadenas
poco ramificadas. La preponderancia de cadenas poco ramificadas se deduce a partir de
la combinacion de varios resultados. En primer lugar, tanto la o-amilasa como la
amiloglucosidasa degradan enlaces o-1,4 glucosidicos, que son los que forman las
cadenas lineales de los polisacaridos a-glucosidicos (121,122). Esta degradacion aparece
confirmada en esta Tesis Doctoral a partir de los resultados obtenidos con la tincion PAS
y con los ensayos de liberacion de glucosa. En segundo lugar, los resultados obtenidos
tras la incubacion con a-amilasa y con amiloglucosidasa no difirieron significativamente.
Este hecho es importante, ya que si bien tanto la a-amilasa como la glucosidasa hidrolizan
enlaces a-1,4 glucosidicos, solo la amiloglucosidasa es capaz de hidrolizar los enlaces a-
1,6 (121,122). Teniendo en cuenta que los enlaces a-1,6 son los que estructuran las
ramificaciones de los polisacaridos a-glucidicos (123), se puede deducir que si los
polisacaridos prostaticos hubieran contenido un alto grado de ramificacion, la incubacion
con amiloglucosidasa hubiera liberado una cantidad de glucosa significativamente mayor
que la liberada por la a-amilasa, al dejar libres cadenas ramificadas que no son accesibles
a este ultimo enzima. Si a eso le sumamos la presencia de una cantidad de enlaces N-
glucosidicos muy baja, tal y como indican los resultados obtenidos tras la incubacion con
N-glucosidasa, llegamos a la conclusion expresada anteriormente de que el polisacérido

mayoritario presente en los extractos prostaticos estd constituido por cadenas a-
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glucosidicas con baja ramificacion. Esta conclusion concuerda con resultados publicados
anteriormente (103,124-126), si bien dichos resultados no llegaron a una concrecién tan

marcada como la nuestra.

La siguiente cuestion, obviamente, seria la de la definicion exacta del polisacarido. Con
los datos obtenidos no podemos estar totalmente seguros de cuél es el polisacarido
mayoritario. A pesar de ello, si que se pueden deducir algunos puntos. Asi, este
polisacarido no sera glucégeno, puesto que este glucido estd altamente ramificado, con
un elevado nimero de enlaces a-1,6 glucosidicos (127). La falta de marcaje ductal a la
glucogeno sintasa confirmaria que el glucégeno no es un componente mayoritario de la
matriz ductal, puesto que este enzima aparece siempre rodeado de una matriz de
glucdgeno (128). Asi pues, los resultados apuntan a algun tipo de polisacarido amilaceo
como el principal candidato a formar la matriz polisacarida extraductal en prostata, ya
que estos compuestos se caracterizan por una baja ramificacion y un bajo o nulo contenido
en enlaces N-glucosidicos (129). Esta conclusion estaria por otra parte en consonancia
con lo postulado anteriormente por otros investigadores (130,131). La presencia
mayoritaria de un compuesto amilaceo, por supuesto, no contradice los resultados de la
inmunohistoquimica contra la glucdgeno sintasa, que indican un incremento muy notable
de dicho enzima, y, por lo tanto, de la produccion de glucégeno en células ductales
prostaticos de ratas de 12 meses de edad, con un marcaje especialmente intenso en algunas
de dichas células. Teniendo en cuenta que el contenido polisacarido extracelular no seria
glucoégeno, un hecho relevante seria la aparicién de un metabolismo del glucégeno
prostatico exacerbado en animales con HPB, estando esta exacerbacion aparentemente
centrada en unas células epiteliales concretas de los ductos. Este hecho parece indicar la
existencia de una especializacion los ductos de animales con HPB, con células que
presentan una capacidad muy alta de almacenamiento energético en forma de glucdgeno
y otras sin dicha capacidad. Por otra parte, el incremento en la actividad glucogeno sintasa
ligado a la HPB podria tener relacion con una alteracion méas generalizada en el
metabolismo energético de las células ductales, que podria estar relacionado con el
incremento en necesidades energéticas ligado a la exacerbacion en la produccion de
matriz polisacarida extracelular. En este momento no sabemos cuél puede ser el
significado biologico exacto de esta especializacion, si bien la presencia de resultados

similares en la determinacion de la localizacion intracelular de VEGF y su receptor indica
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que puede tener una gran relevancia en la comprension de la funcion secretora de las

células ductales prostéaticas.

Los resultados concernientes a la expresion relativa del panel de citoquinas y
quimioquinas revelan a su vez algunos resultados interesantes. Asi, hay que destacar la
caida generalizada en la expresion relativa de las proteinas analizadas en ratas con edad
superior al mes de vida. Hay que indicar que los animales de 1 mes de vida son
prepUberes, puesto que la rata alcanza la pubertad alrededor de las 6-7 semanas (45 dias
de vida) (132,133). Por lo tanto, podria deducirse que la caida en la expresion relativa
generalizada observada a partir de los 3 meses de vida podria estar relacionada con la
pubertad y el consiguiente inicio de la funcién hormonal del eje hipotalamico-hipofisario-
testicular. En este sentido, se ha reportado la existencia de una relacion entre las hormonas
reproductivas y las citoquinas en varios casos. Por ejemplo, la interaccion entre el
musculo miometrial y los monocitos se da gracias a la progesterona y la secrecion de IL-
6, IL-8, a través de los receptores de progesterona. Estos receptores producen “in vitro”
cambios en la capacidad de contraccion de los miocitos (134). Asimismo, se ha descrito
el papel de la interaccion entre citoquinas y quimioquinas con las prostaglandinas como
parte de la sefializacion dentro del miometrio, particularmente durante el parto (135).
También se ha descrito la interaccion de la hormona foliculo estimulante (FSH) con las
activinas en distintas funciones reproductivas (136), asi como el papel regulador de la
hormona luteinizante (LH) sobre los niveles de VEGF en el humor vitreo, actuando asi
en el mantenimiento de la homeostasis del ojo (137). Todos estos datos sugeririan la
existencia de una relacion similar entre hormonas reproductivas y algunas citoquinas o

qguimioquinas como el VEGF en la préstata.

Mencidn aparte merecen las proteinas analizadas que mostraron una recuperacion de la
expresion a partir de los 6 meses de edad, Ilegando a un claro incremento relativo en los
animales de 12 meses de proteinas como el PDGF-AA, el TIMP y el VEGF. Hay que
destacar que los tres efectores son reguladores de la angiogénesis en diversos tejidos, si
bien su funcion exacta es diferente. Asi, mientras que tanto el VEGF-A como el PDGF-
AA actuan por lo general como activadores de la angiogénesis (88,90,91), el TIMP suele
asociarse a una inhibicion del proceso angiogenico (138-142), si bien existen estudios
contradictorios al respecto (143-147). En cualquier caso, un incremento en la expresién

de este panel de proteinas relacionadas con la angiogénesis en los animales de 12 meses
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podria estar relacionado con los procesos de neovascularizacion observado durante la
aparicion de la HPB (148,149). Por lo tanto, el mantenimiento de una expresion baja de
citoquinas locales combinado con una expresion relativa alta de factores reguladores de
la angiogénesis sugieren que las alteraciones observadas en la aparicion de la HPB en rata
se asocian a modificaciones en la regulacion de los procesos angiogénicos y no a cambios

en la actividad inmunoldgica local mediada por citoquinas.

La comparacion de los resultados obtenidos con la expresion sérica de
citoquinas/quimioquinas en ratas de puberes y adultas con aquellos analizados en tejido
prostatico indica la falta de una correlacion estrecha entre ambos factores, Asi, sélo
algunas de las proteinas seleccionadas siguen un comportamiento paralelo entre las
muestras de suero y las prostaticas. Este no es un resultado inesperado, puesto que las
citoguinas y quimioquinas séricas seran el reflejo del estado inmunitario local de todo el
organismo, del cual la préstata s6lo es una pequefia parte, por lo que lo que ocurra alla
so6lo contribuiria de manera modesta en el global orgénico de expresion. A pesar de ello,
es destacable mencionar que la variacién sérica del VEGF en suero entre ratas paberes y
adultas fue similar a la observada en tejido prostatico. Teniendo en cuenta la hipotesis
descrita anteriormente relativa a la alteracion local de procesos angiogénicos como uno
de los factores contribuyentes al desencadenamiento de la HPB, la concomitancia de
resultados entre suero y tejido prostatico indicaria que la contribucion del VEGF
prostatico al total de VEGF sérica seria prominente. Este resultado, por otra parte, abre la
posibilidad de utilizar el VEGF como un posible marcador temprano de alteraciones
prostaticas ligadas a la angiogénesis. De hecho, se ha establecido que la hiperplasia
prostatica benigna inducida por testosterona en un modelo animal incrementa los niveles
de VEGF (148), aunque existen informes con valores muy variables al respecto (87,89).
Esta variabilidad, por otra parte, parece estar ligada a factores como la especie evaluada
o0 la técnica utilizada para su valoracion (87-89). A este respecto, la comparacion de la
bibliografia existente con nuestros resultados parece indicar que si bien en algunas
especies las alteraciones inmunoldgicas locales estan como una de las bases primeras en
la aparicion de la HPB (31,75,150), en el caso de la rata los aspectos angiogénicos parecen
tener mas importancia. Eso es importante, puesto que en especies en las cuales la
angiogénesis no sea el factor mas importante de causalidad de la HPB, la expresion sérica
de VEGF no tiene por qué estar en consonancia con la prostatica. Otro factor importante

de explicacion de las discrepancias entre especies seria metodologico. En la gran mayoria
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de estudios realizados hasta la fecha, el VEGF se detectaba mediante técnicas como el
ELISA (151-153). La técnica ELISA, de hecho, tiene una sensibilidad mucho menor que
la que presentan las técnicas realizadas en esta Tesis Doctoral, es decir, la deteccion por
mini-arrays y mediante Western blotting. Esta diferencia de sensibilidad entre técnicas,
junto a la utilizacion de anticuerpos anti-VEGF diferentes, con diferente sensibilidad
incluso aunque estén disefiados para una misma especie, podria derivar en diferencias
importantes entre los resultados obtenidos en una misma especie. En todo caso, quedaria
mucho trabajo por hacer antes de poder llegar a una conclusién definitiva sobre la utilidad

de los niveles de VEGF sérico como marcador precoz de patologias prostéaticas.

Centrandonos en un posible papel del VEGF en la patogénesis de procesos protaticos,
hay que indicar que, gracias a su amplia distribucion, el VEGF puede aparecer
simultaneamente en diferentes ubicaciones. Por ejemplo, en el pulmén se puede medir en
el liquido de lavado bronquio-alveolar, esputo, células epiteliales bronquiales, células
alveolares tipo Il, macrofagos alveolares, neutrofilos, células endoteliales de capilares
alveolares, entre otros (154). Ademas de su ubicacion en diversos tejidos de un mismo
organo, se ha observado que la produccion de VEGF puede modificarse de acuerdo a la
patologia y el tejido. Asi, en pacientes con alteracién pulmonar aguda/sindrome de distrés
respiratorio agudo (SDRA) se ha descrito un aumento importante de los niveles
plasmaticos de VEGF (155). Asimismo, se ha descrito que los niveles crecientes de VEGF
intrapulmonar se asocian con la resolucién de la lesion pulmonar en el SDRA (156).
Centrandonos en la relacion entre el VEGF vy las patologias prostéticas, hace mas de 20
afios que se describe la alteracion en la expresion de VEGF en HPB y cancer de préstata
(90). Sin embargo, hay discrepancia en los hallazgos descritos por investigadores a lo
largo de los afios, ya que si bien algunos investigadores han evidenciado un aumento en
la expresion de VEGF en pacientes con HPB y carcinoma prostatico (157), otros solo han
encontrado aumento en pacientes tumorales (90), al tiempo que algunos autores no han
encontrado correlaciones importantes entre los niveles de VEGF y la presentacion de
patologias prostaticas (158). Ademaés, existen estudios que reportan diferencias
moleculares en el VEGF sérico de pacientes con cancer de préstata, HPB y pacientes
sanos (159). Es probable que parte de estas diferencias se deban a los métodos utilizados
para medir el VEGF, el tipo de muestra utilizada y el tamafio de la poblacién estudiada

(158). Por otra parte, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral parecen indicar que
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la aparicion de la HPB en rata también estaria relacionada con cambios en la localizacion
intracelular de VEGF. Asi, hay que destacar la presencia predominantemente
perimembranosa del factor en animales prepuberes, mientras que en ratas de 12 meses de
edad la presencia citopldsmica se incrementa de manera mucho mas notable. La
presentacion de depdsitos perimembranosos de VEGF no ha sido descrita anteriormente
en tejido prostatico. En cambio, si se ha descrito la existencia de dichos depositos
perimembranosos en pacientes humanos con carcinoma renal. Dichos pacientes
presentaron una sobreexpresion intracelular heterogénea de VEGF, con la presencia de
un patrén difuso perimembranoso. Este patron era diferente en la mayoria de individuos
sanos, en los que o no se detectaba VEGF o bien aparecia distribuido de manera
homogeénea (160,161). Por otra parte, si bien faltan resultados concernientes a animales
adultos en fase previa al inicio de la HPB, el hecho de aparecer una expresion citoplasmica
significativa de VEGF en animales de 12 meses relacionada con la red de actina y, sobre
todo, con el aparato de Golgi, sugiere un incremento en la sintesis de VEGF con un
incremento paralelo en su procesamiento post-traduccional. A este respecto, el
incremento en la expresion del receptor de VEGF en ratas de 12 meses de edad podria
también estar relacionado con estos cambios citoplasmicos de expresion de VEGF ligados
alared de actina y al aparato de Golgi. Hay que recordar que, de hecho, se han establecido
relaciones estrechas entre el incremento de expresion del receptor de VEGF y la aparicion
de tumores en diversos 6rganos como colon, estomago y glandula mamaria (162-164).
Ademas, en algunos casos se ha observado también una sinergia en la expresion del
VEGF vy de su receptor como factores ligados a la aparicion de tumores (164). Por lo
tanto, el incremento observado en la expresion del receptor de VEGF en animales de 12
meses podria estar relacionado de manera sinérgica con los cambios paralelos observados
en la expresion de VEGF. Asi, la aparicion de una expresion perimembranosa de VEGF
de manera paralela al aumento en sus niveles y en su ritmo de procesado intracelular a
través del aparato de Golgi, conjuntamente con un incremento en los niveles de receptor
de VEGF podrian ser parte de las bases en los procesos de alteracion de la angiogénesis

subyacentes a la instauracion de la HPB.
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CONCLUSIONES

1.- Elinicio de la pubertad en ratas coincide con un incremento significativo en los niveles
séricos de testosterona paralelo al desarrollo y crecimiento de los ductos prostaticos. Mas
adelante, los niveles de testosteronemia se mantienen sin cambios significativos hasta por
lo menos los 12 meses de edad, independientemente de la aparicion de signos evidentes
de HPB.

2.- Desde el punto de vista histopatologico, aparecen sefiales iniciales de HPB en algunos
individuos de 6 meses de edad, observandose la instauracion histopatolégica del proceso

en todos los individuos estudiados de 12 meses.

3.-La observacion de HPB coincide con un incremento en un contenido ductal PAS
positivo. Dicho contenido parece estar compuesto de manera mayoritaria por
polisacaridos poco ramificados con alto contenido en enlaces o.-1,4 glucosidicos y bajos
niveles de enlaces N-glucosidicos. Estos resultados parecen indicar la existencia de un

acumulo ductal de mucopolisacaridos asociado con la HPB.

4.- La aparicion de HPB coincide con la aparicién de algunas células prostaticas ductales
muy ricas en glucégeno sintasa. Este hecho sugiere la presencia de algin tipo de

alteracion en el metabolismo del glucogeno de estas células relacionado con la HPB.

5.- La instauracién de la pubertad estd cronolégicamente relacionado con una
disminucion generalizada en la expresion prostatica de un gran namero de citoquinas y
quimioquinas, si bien algunas de estas proteinas vuelven a incrementar sus niveles a partir

de los 6 meses de vida.
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6.- Los animales de 12 meses de edad, con signos de HPB, mostraron una expresion alta
a nivel prostatico de un grupo reducido de citoquinas y quimioquinas, entre las que
destacan el PDGF-AA, el TIMP-1y el VEGF-A.

7.- Al comparar el panel de expresion prostatico y sérico de citoquinas y quimioquinas en
ratas de diferentes grupos de edad apenas se observaron proteinas que sufrieran

variaciones equivalentes, siendo la Gnica excepcion el VEGF.

8.- El incremento en la expresion prostatica de VEGF de manera paralela a la instauracion
de la HPB también se confirmé mediante analisis por Western blotting. La
inmunocitoquimica mostr6 que este incremento se relacionaba con la aparicion de niveles
significativos citoplasmicos de VEGF en las células prostaticas, apareciendo asimismo
un incremento en el procesamiento post-traduccional de la proteina a través de su paso

por el aparato de Golgi.

9.- .Se observo un incremento significativo en la expresion del receptor de VEGF en ratas
de 12 meses de edad. Este incremento podria estar relacionado de manera sinérgica con
las alteraciones observadas en la expresion y localizacién intracelular de VEGF en los

mismos animales.

10.- La comparacion de las variaciones en los patrones de expresion de las diferentes
citoguinas y quimioquinas estudiadas sugiere que el inicio de la HPB estad mas relacionado
con cambios en los procesos de angiogénesis prostatica mas que en mecanismos

inmunitarios “per se”.

11.- Los resultados sugieren la posibilidad de estudiar el patron de expresion sérica de

VEGF como un posible marcador de HPB en rata.
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