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Resumen:

Introduccion: el cancer de prostata (CaP) representa un espectro de
enfermedades que abarca subtipos que van desde la enfermedad indolente hasta
el cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC), para medir el grado
histologico de éste se utilizan los grados Gleason, los cuales se basan en los
patrones de diferenciacion celular. En México el CaP engloba el primer lugar tanto
en incidencia como en mortalidad por cancer en el varon. En su desarrollo y
progresion se ha visto implicado el ligando 8 de quimiocina con motivo CXC
(CXCLS8) y sus receptores de quimiocina con motivo CXC 1y 2 (CXCR1, CXCR2,
respectivamente), participando en distintas caracteristicas distintivas del cancer:
promoviendo la resistencia a la muerte celular, angiogénesis, capacidad de invasion
y migracion. El antigeno prostatico especifico (APE) se utiliza como el biomarcador
por excelencia para sospecha de CaP, sin embargo, tiene baja sensibilidad
diagnodstica. Objetivo: evaluar la asociacion de CXCL8 y sus receptores CXCR1 'y
CXCR2 con el diagnostico histopatoldgico de CaP en pacientes con elevacion del
APE.

Material y métodos: se seleccionaron 64 bloques con tejido prostatico fijado
en formalina y embebido en parafina (FFPE) con diagndstico histopatologico de
hiperplasia prostatica benigna (HPB) (n= 32) y CaP (n= 33), todos con valores
iniciales de APE elevado (= 4.0 ng / mL). Se cortaron secciones de 3 © m de grosor
de los bloques FFPE, se inmuno-tifieron con anticuerpos contra CXCL8, CXCR1 y
CXCR2. La deteccion del complejo antigeno-anticuerpo se realizé con un sistema
de deteccidn de biotina-estreptavidina-peroxidasa de rabano picante de 2 pasos. Se
usaron secciones de ganglio linfatico como control positivo. Una anatomopatdloga
cegada a los detalles clinico-patoldgicos y el resultado clinico de la cohorte realizd
la evaluacidon inmunohistoquimica de la tincion a través del puntaje de inmuno-
reactividad (/IRS).

Resultados: los grupos de CaP e HPB no mostraron diferencias significativas
en la edad (p=0.345), IMC (p=0.915), glucosa (p=0.478) y creatinina (p=0.367); hubo
diferencias significativas en el nivel medio de leucocitos (p=0.007) y el APE
(p<0.0001). Se encontré una correlacion entre la expresion del eje CXCL8-CXCR1
/ CXCR2 con el diagnostico de CaP (r2 de Naglekerke = 0.748, p < 0.0001), con un
valor predictivo positivo de 89.29 % y un valor predictivo negativo de 78.38 %. La
combinacion de las tres moléculas logro un area bajo la curva = 0.9044 (p < 0.0001).
En cuanto a la relacion de CXCL8, CXCR1 y CXCR2 con los grados de Gleason no
encontramos diferencias estadisticamente significativas (p=0.299, p=0.546 vy
p=0.307, respectivamente).

Conclusion: el eje CXCL8 - CXCR1 / CXCR2 se asoci6 con el diagndéstico de
cancer de préstata en pacientes con elevacion del APE, demostrando una mayor
expresion de estas moléculas en una patologia maligna en comparacién con una
patologia benigna, ademas no existi6 diferencia entre los diferentes grados
histolégicos del cancer de prostata.

vii



1. Antecedentes

1.1 Cancer de préstata

El cancer de prostata (CaP) representa un espectro de padecimientos que
abarca variedades poco agresivas de crecimiento lento que pueden no requerir
tratamiento hasta enfermedades agresivas de rapido crecimiento con proliferacion
incontrolada de las células epiteliales, con comportamiento y prondstico
heterogéneos. Las varias formas de CaP pueden recibir distintas denominaciones
como:

1. Adenocarcinoma (la mayor parte): multifocal, generalmente, mas del 90% de
los casos se asienta en la periferia de la préstata.

2. carcinoma escamoso;

3. sarcoma;

4. carcinoma de células transicionales de prostata (1).

Por lo general, el CaP es una enfermedad poco agresiva, pero entre el 25y 30
% de los tumores se comportan de manera agresiva (2). En caso de enfermedad
metastasica, el 70 - 80 % de los pacientes responde inicialmente a la terapia de
privacion de andrégenos, pero en etapas posteriores el tumor se vuelve refractario
a las hormonas y mas agresivo (3).

1.2 Epidemiologia del cancer de préstata

Epidemiolégicamente el CaP se puede dividir en formas hereditarias y
esporadicas, sin embargo, no es posible distinguir entre estos dos grupos a nivel
molecular (2).

En hombres en México, el CaP es el cancer mas comun y la primera causa de
mortalidad por cancer (4). A nivel global representa el segundo cancer con mayor
incidencia en el varon, después del de pulmén y la quinta causa de mortalidad por
cancer en el varon (5). Es el cancer que se diagnostica con mayor frecuencia y la
segunda causa de muerte por cancer en los hombres de América (1,6). A pesar de
los avances recientes, el CaP sigue siendo un problema médico importante, con un
tratamiento excesivo de enfermedades indolentes (enfermedad que no seria un
problema para el paciente si no se detecta o no se trata) y terapias inadecuadas
para el CaP metastasico.

1.3 Factores de riesgo para el Cancer de Préstata

Los unicos factores de riesgo establecidos para el CaP son la edad (el riesgo
aumenta a partir de los 55 afos, con un pico de incidencia a los 70 - 74 afios en
promedio); la raza / etnia (los afroamericanos tiene un riesgo 60 % mas de presentar
CaP y una mortalidad mas alta en comparacion con los caucasicos); y los
antecedentes familiares (7).

1.4 Tamizaje y Diagnéstico
El objetivo de los programas de deteccion sistematica es reducir la
morbimortalidad relacionada con el CaP y son llevados a cabo en hombres



informados y sanos a partir de los 55 afios y hasta los 69 afos. El uso de pruebas
como el antigeno prostatico especifico (APE) para cribado de CaP, tiene el riesgo
de sobredeteccion de enfermedad indolente y el riesgo concomitante de un
tratamiento excesivo, lo que expone a los hombres a la posible morbilidad del
tratamiento sin beneficio (8).

Existe un consenso general del beneficio limitado o nulo de la deteccién de APE
entre hombres con edades = 70 afios o aquellos con esperanza de vida limitada (es
decir, < 10 - 15 afos). Hay acuerdo en que hay dafos reales asociados con las
acciones tomadas en base al APE y sobretratamiento de tumores de bajo grado
(9,10). El cribado del APE, no disminuye la mortalidad por cualquier causa y da como
resultado dafios importantes en el diagndstico, tratamiento y grandes gastos en
atencion médica (9).

El Centro Nacional de Excelencia Tecnoldgica en Salud recomienda el tamizaje
de poblaciéon masculina asintomatica entre 40 a 50 afios para la deteccion de CaP
empleando la prueba APE (11), pero reconoce que no es efectivo en la reduccién
de la mortalidad por CaP; y expone a los usuarios de los servicios de salud a riesgos
innecesarios. Sin embargo, dada la importancia creciente de esta enfermedad para
la poblacidn mexicana este centro recomienda estudiar la posibilidad de otros
programas de sensibilizacion, prevencion y deteccion oportuna del CaP (12).

1.4.1 Tipos de pruebas de deteccion temprana
1.4.1.1 Pruebas de APE

El APE (gamma-seminoproteina o calicreina-3), es una glicoproteina de 34 kDa,
secretado por las células epiteliales de la préstata. Una desventaja del APE es su
baja especificidad, si se observa un APE elevado se debe repetir la prueba ya que
el 25 % de los hombres tienen un valor normal al repetir la prueba (13,14). Los
niveles de APE total (tAPE) > 10 ng / mL confieren una probabilidad mayor al 67 %
de CaP detectable por biopsia (15). Debido a su baja sensibilidad y especificidad se
han desarrollado estrategias para mejorar estas, como la densidad media del APE
(tAPE, divido por el volumen de la préstata en mL, medido por ultrasonido), una
densidad mayor de 0.15 hace sospechar de CaP (16).

1.4.1.1.1 Factores que afectan los niveles de APE

El APE puede elevarse debido a diversas causas infeccion, trauma,
eyaculacion, exploraciéon digital rectal (17). Algunos medicamentos como los
inhibidores de la 5a-reductasa (5-AR) y el ketoconazol producen una disminucion
aproximada del 50 % en los niveles de APE (18).

Tomando en cuenta estos antecedentes el APE es un biomarcador adecuado
de seguimiento de la actividad tumoral, sin embargo, no se justifica del todo su uso
para indicacidon de biopsia, ya que es poco sensible, especifico y puede llevar a
toma de biopsias innecesarias y tratamientos de enfermedades indolentes.



1.4.2 Indicacion de Biopsia

El punto de corte de APE para realizacion de biopsia varia entre un rango de
25 ng / mL a4 ng/ mL, con este ultimo punto de corte se limita el riesgo de
sobredeteccion con realizacion de una biopsia guiada por ultrasonido transrectal,
sin embargo, existen otras indicaciones como: pacientes con sospecha clinica al
tacto rectal y elevacion del APE sérico, pacientes con hallazgos anormales al tacto
rectal, aun sin alteracion en los niveles de APE (1,19).

1.4.2.1 Interpretacidn de lesiones ambiguas

Las lesiones ambiguas representan un desafio para los anatomopatdlogos que
deben distinguir las glandulas prostaticas benignas de las malignas (20).
Numerosas proliferaciones glandulares benignas de pequefo tamano pueden
remedar el CaP, particularmente en las biopsias por puncién con aguja gruesa (21).
La proliferacion acinar pequefia atipica (ASAP), sospechosa pero no diagndstica de
malignidad, presente en aproximadamente en el 2.5 % de los especimenes de
biopsia de aguja prostatica de rutina, es ejemplo de estos desafios. Los criterios
histoldgicos mayores para el diagndstico de carcinoma de préstata son los
siguientes:

Acinos prostaticos que infiltran el estroma prostatico,

atipia nuclear, asociada o no a nucleolos prominentes,
citoplasma basofilo,

contenido intraluminal del tipo de cristaloide o necrosis eosindfila,
ausencia de la capa de células basales (22).

aOrON -~

Sin embargo, existen circunstancias en las cuales los rasgos morfologicos son
insuficientes para alcanzar un diagnostico de certeza de malignidad, lo que hace
obligada la confirmacidon de la sospecha mediante inmunohistoquimica de
marcadores celulares basales (34BE12, CK 5/6, p63, p63 / 34BE12, p504s) (23-29).

El cribado para CaP mediante la determinacion del APE ha dado lugar a un
aumento en el numero de cilindros de biopsia que los anatomopatologos tienen que
examinar, produciendo un aumento en el numero de diagnosticos de lesiones
ambiguas, dificultando la emision de informes inequivocos de malignidad (20,22), y
en 80 % no se encuentra cancer potencialmente letal (30).

1.4.2.2 Interpretacion de los resultados de la biopsia

1. Cancer: transformacién maligna del epitelio glandular prostatico.
2. Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado: aproximadamente el 10 % de
los pacientes que se someten a una biopsia presentaran neoplasia intraepitelial
prostatica de alto grado (HGPIN).
3. Atipia, sospechosa de cancer: a diferencia de HGPIN, que es un diagndstico
patoldgico distinto, la atipia representa una de dos posibilidades:

a. Tejido prostatico normal distorsionado por un artefacto o

b. CaP que no cumple con los criterios histolégicos para el diagnéstico

de CaP (31).



1.4.3 Gradacion y estadificacion

Varios son los sistemas de gradacion descritos, de los que el sistema Gleason
es de los mas conocidos. De acuerdo con el sistema de Gleason, los canceres de
préstata se estratifican en 5 grados atendiendo a los patrones glandulares y al grado
de diferenciacién, en el grado 1, son los tumores mejor diferenciados, por el
contrario los tumores de grado 5, no muestran diferenciacion glandular, y las células
tumorales infiltran el estroma en forma de cordones, sabanas y nidos (32).

La mayoria de los tumores contienen mas de un patrén y, en tal caso, se asigna
un grado primario al patréon dominante y un grado secundario al patrén
subdominante, obteniéndose una puntuacion, actualmente la puntuacién mas baja
asignada a un tumor es 6, recientemente un nuevo sistema de 5 grupos de grado
se ha descrito (tabla 1) (33).

Tabla 1. Grupo de grado y Supervivencia libre de recidiva a 5 afios

Grupo de grado Puntaje Gleason | Patron Gleason | Supervivencia libre de recidiva
a 5 anos

1 (bajo grado) <6 <3+3 96 %

2 (mediano grado) | 7 3+4 88 %

3 (mediano grado) | 7 4+3 63 %

4 (alto grado) 8 4+4,3+55+3 |48%

5 (alto grado) 9010 4+55+45+5|26%

1.4.4 Desenlaces por Sistema de Estadificacion TNM, Grado y APE

El sistema de clasificacion TNM de tumores malignos del Comité Conjunto
Americano sobre el Cancer (AJCC) para el CaP (anexo 1, tabla 2) es llevado a cabo
junto con el grupo de grado (tabla 1) y las unidades de concentracion séricas de
APE, en conjunto forman parte del estadio anatdémico y grupos pronéstico del CaP
(anexo 2, tabla 3), en conjunto forman el tridicador prondstico y determinan la
terapéutica a seguir en muchos casos (1,32,34-36).

1.5 Tratamiento del CaP
1.5.1 Observacion y vigilancia activa

El CaP no significativo (T1c, puntuacién de Gleason < 6 / grado |, presencia de
enfermedad en menos de 3 cilindros de biopsia, < 50 % de la participacion del CaP
en cualquier cilindro de biopsia y APE < 0.15 ng / mL / g) representa una amenaza
pequeia para hombres con una esperanza de vida de < 20 afos por lo que no se
debe administrar medicacion y se pueden mantener en observacion o vigilancia
activa (1).

1.5.2 Terapia de privacion de andrégenos, Quimioterapia e Inmunoterapia.
Las bases del tratamiento del CaP se basan en diferentes opciones
terapéuticas: terapia de privacion de andrégenos (niveles de testosterona sérica <
50 ng / dL; quimioterapia a base de taxanos e inmunoterapia (1), las opciones de
aproximacion al tratamiento de CaP se resumen en el anexo 3 (tabla 4).



1.6 Factores Pronésticos y predictivos en el CaP

Los factores previsivos se dividen en, factores prondsticos (aquellos que
predicen la recidiva o la progresion de un tumor independiente del tratamiento) y
factores predictivos (aquellos que predicen la respuesta o resistencia después de
un tratamiento especifico). No existen factores predictivos con evidencias aplicables
en el CaP, a diferencia de lo que ocurre en otros carcinomas, como en el de mama
en que la expresion cuantitativa de receptores hormonales en la biopsia predice la
respuesta al tamoxifeno, por lo que es de interés investigar nuevas opciones en el
CaP (1,29).

1.6.1 Factores prondsticos morfolégicos

Los parametros morfolégicos que deben constar en el informe
anatomopatolégico de una biopsia de prostata para el diagndstico y han sido
validados son el tipo histolégico, grado histologico, numero y porcentaje de invasion
de cilindros de la biopsia, localizacion del tumor en la biopsia, invasion perineural,
linfovascular y otros (37).

1.7 Biopatologia del cancer de préstata

La biopatologia del CaP es compleja; no solo hay multiples genes involucrados
en su patogenia, sino que también intervienen factores ambientales como la dieta e
inmunoldgicos como la inflamacion, debido a esta heterogeneidad en su patogenia
se deben considerar en conjunto e intentar valorar cada caso de CaP
individualmente (38). En su desarrollo se ha visto implicado el eje compuesto por el
ligando 8 con motivo CXC, el receptor de quimiocinas CXC 1 y el receptor de
quimiocinas CXC 2 (CXCL8 - CXCR1 / CXCR2) al verse involucrado, en diversas
caracteristicas distintivas del cancer (promoviendo la resistencia a la muerte celular,
angiogénesis, capacidad de invasion, migracion y produccion de factores
inflamatorios (39). A continuacion, se hara una mencion mas a fondo de la
participacion de este eje en algunas caracteristicas distintivas del cancer.

1.7.1 Receptor de androgenos (RA): secrecion y papel en el cancer de
prostata

El desarrollo y la progresion del CaP dependen de la estimulacién androgénica
(40). El receptor de androgenos (RA) pertenece al grupo de receptores nucleares
de hormonas esteroideas. Es un factor de transcripcion dependiente de ligando que
controla la expresiéon de genes especificos (41).

La mayoria de los estudios intentan explicar como el CaP hormono-dependiente
se vuelve hormono-independiente en su crecimiento, debido a la heterogeneidad de
su conducta clinico-biolégica, donde se ha visto implicado la activacion
independiente de ligando del receptor de andrégenos en la progresion (40,42).

1.7.2 RA y Cancer de Préstata Resistente a la Castracion (CRPC)

Los mecanismos de resistencia a la castracion siguen sin estar claros, pero se
piensa que son diversos. Brevemente, hay cuatro posibles mecanismos de
desarrollo de CRPC: 1) aumento de la sensibilidad del RA a sus agonistas, 2)
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mutaciones de RA que hacen que el receptor responda a ligandos no andrégenos
alternativos, 3) activacion independiente del ligando del RA (lo cual se puede
explicar por el eje CXCL8 - CXCR1/CXCR2) (43) y, 4) mecanismos independientes
del RA (43,44).

1.8 CXCL-8 y receptores CXCR1 y CXCR2

El gen de la quimiocina CXCL8 se encuentra en el locus 4 q13-g21, su expresion
es regulada por el factor nuclear-kB, bajo el estimulo de sefiales inflamatorias (ej.
factor de necrosis tumoral a (TNF a), interleucina 18 (IL1-B)), estrés celular
producido por el microambiente, quimioterapéuticos, hipoxia y hormonas
esteroideas (45).

Actua a través de dos receptores CXCR1 y CXCR2 (figura 1), los cuales son
miembros de la familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR). Contienen 7
subunidades transmembranales; ambos receptores se expresan principalmente en
la superficie de neutrdéfilos. Su gen se encuentra en el locus 2 q35 y comparten el
77 % de homologia en sus aminoacidos; su principal diferenciacion es la
selectividad de union a sus ligandos, ya que el CXCR1 solo responde a la union de
la CXCL8 (a través del dominio N-terminal-), mientras que el CXCR2 es activado
por multiples quimiocinas (46).
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Figura 1. Estructura secundaria de CXCR2. Modificado de Petra de Kruiif et al., 2011. ECL
(extracelular loop), ICL (intracelular loop).



1.8.1 CXCL8, CXCR 1 y CXCR2 en la carcinogénesis

CXCL8 es una quimiocina que actua para modular la proliferacion, invasion y
migracion de tumores de manera autocrina o paracrina. Varios estudios han
sugerido que CXCL8 y sus receptores afines, CXCR1 y CXCR2, median la iniciacion
y el desarrollo de diversos canceres, incluido el cancer de mama, prostata,
pulmén, colorrectal y melanoma (39).

CXCL8 activa vias de sefializacién que regulan las moléculas de adhesion
celular a nivel de la interaccion célula -célula (disminucion ce la expresion de E-
cadherina), también activa la via de la Cinasa 3 del Fosfatidilinositol (PI3K), la
Proteincinasa Activadora de la Mitosis (MAPK), la fosfolipasa C (PLC) y los
miembros de la familia Rho GTPasa (47) (Figura 2), jugando un papel importante en
la regulacién del microambiente tumoral (46).

) PIP2 PIP3
o | excri1/2 < PI3K

Dinamica de
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Figura 2. Rutas de sefalizacion de CXCL8. Diagrama esquematico que ilustra parte de las vias
de sefalizacion que se activan después de la estimulacion de los receptores CXCR1y / 0 CXCR2
con CXCL8. Se ha demostrado que estas vias de sefalizacion promueven la traduccion de proteinas
y regulan la actividad de una variedad de factores de transcripcion. Las lineas continuas regulan
positivamente una variedad de factores de transcripcion y la discontinuas indican la regulacion
negativa de factores de transcripcién. La quimiocina CXCLS8 al unirse a sus receptores acoplados a
proteina G, CXCR 1 y CXCR2, provoca la disociacién de las subunidades de las proteinas G
heterotriméricas causando la activacion de diferentes efectores primarios como fosfatidil-inositol-3-
quinasa (PI3K), AKT y MAPK, provocando una regulacion al alza o a la baja de diversos efectores
corrientes abajo, regulando la dinamica de adhesidn, proliferacion, supervivencia, migracion e
invasion, lo cual se traduciria clinicamente en la progresion del cancer de prostata. RA: receptor de
andrégenos. Modificado de David J.J. Waugh and Catherine Wilson 2008.



1.8.2 CXCL8 / CXCR1/ CXCR2 en el MicroAmbiente Tumoral

El Microambiente Tumoral (MaT) se puede definir como un ecosistema
complejo, donde se han alterado las relaciones intercelulares, el desarrollo y la
funcién tisular donde conviven células normales, moléculas y vasos sanguineos que
rodean y alimentan un tumor (48).

Los macrofagos asociados a tumor representan la poblacion mas abundante de
células infiltrantes, estos pueden adquirir programas funcionales en respuesta a
senales del MaT, sufren un proceso de polarizacion participando tanto en el control
antitumoral (fenotipo M1) como en la progresién maligna (fenotipo M2) (49), estos
ultimos promueven la vascularizacién, invasién, crecimiento, supervivencia de las
células cancerosas y la inmunosupresion (50).

Los macrofagos M2, que se infiltran en el MaT (51-54) liberan CXCLS8, factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), metalopeptidasa de matriz 2 (MMP-2) y
metalopeptidasa de matriz 9 (MMP-9) para promover la angiogénesis, la
tumorogénesis y la metastasis (55,56).

El estroma tumoral se transforma progresivamente segun avanza el fenotipo
tumoral. Se ha propuesto una clasificacidén, segun la intensidad de su alteracion e
implicaciones clinicas y terapéuticas.

1. Alteracion leve del estroma tumoral, grado |. Es posible observar escasas
células madre tumorales y una respuesta inflamatoria de caracter leve.
No se identifican macréfagos M2 y existe una cantidad leve a moderada
de linfocitos T y NK.

2. Alteracion moderada del estroma tumoral, grado Il. Existe una respuesta
inflamatoria variable, caracterizada por infiltracion de macrofagos M1 y
M2, linfocitos T, Natural Killer (NK) y células dendriticas.

3. Alteracion severa del estroma tumoral, grado Ill. Se observa una severa
respuesta inflamatoria caracterizada por la infiltracibn de una mayor
proporcion de macrofagos M2 (48).

Los neutréfilos asociados a tumores (TAN) constituyen una parte del
componente inmunitario en el MaT, los cuales se han asociado con un peor
resultado clinico en la mayoria de los estudios de canceres humanos (45). CXCL8
ha demostrado atraer neutrofilos al MaT en modelos preclinicos del cancer
impulsado por Ras (57,58). La plasticidad del fenotipo TAN sugiere que se pueden
polarizar en fenotipos anti-tumor N1 o pro-tumor N2 (59). La CXCL8 derivada de un
tumor puede suprimir la inmunidad antitumoral mediante el reclutamiento de
neutréfilos N2 (45).

Teniendo estos antecedentes en cuenta, CXCL8 y sus receptores se han
estudiado en numerosos tipos de cancer, incluidos tumores solidos (cerebro, mama,
cérvix, colon, gastrico, pulmén, melanoma, mesotelioma, ovario, préstata, renal y
tiroides). Ademas, existe una relacion directa entre los niveles séricos altos de



CXCL8 vy la progresion de la enfermedad en el cancer de mama, colon, ovario y
préstata, asi como en melanoma (60).

Los estudios funcionales revelan que CXCL8 derivada de un tumor puede
funcionar de manera paracrina para alterar la composicion de las células inmunes
dentro del MaT, y de manera autocrina para facilitar la sefializacion oncogénica,
angiogénesis y cualidades pro-metastasicas (61). Ademas puede llevar al MaT a un
estado inmunosupresor al aumentar la infiltracion de neutrofilos tipo N2 y células
supresoras derivadas de mieloides (MDSC) (62,63). Teniendo en cuenta la
participacion de estas moléculas en el CaP se estan llevando a cabo ensayos
clinicos con anticuerpos monoclonales contra CXCL8 y CXCR2, en el anexo 4 se
hace un listado de estos estudios (tabla 5).

1.8.3 CXCL8 y la Transicion Epitelial-Mesenquimal

La Transicion Epitelial-Mesenquimal (EMT) es el proceso por el cual las células
epiteliales pierden sus caracteristicas epiteliales singulares (polaridad apical-
basolateral, adherencias intercelulares extensas e inhibicién del crecimiento por
contacto) en favor de adquirir caracteristicas mesenquimales (asimetria del borde,
contactos intercelulares sueltos y motilidad). Las células que han sufrido la
adquisicidon de caracteristicas mesenquimales no solo aumentan la motilidad, sino
que también pueden estar dotadas de una resistencia a la citotoxicidad (45).

La coexpresiéon de CCL20 y CXCLS8 participan en la EMT, sin embargo no la
explican del todo ya que una vez que una célula tumoral epitelial ha pasado por esta
transicion, a menudo comenzara a producir sus mismas citoquinas como CXCLS,
CCL20 vy otras y / o factores de crecimiento que promueven la EMT (64,65).

Se inician varios procesos moleculares distintos para iniciar un EMT y permitir
que se complete. Estos incluyen: activacion de factores de transcripcion, expresion
de proteinas de la superficie celular y del citoesqueleto, producciéon de enzimas
entre otros.

En 2007 en Polonia se discutié (66) por primera vez una propuesta para
clasificar la EMT en tres subtipos biolégicos diferentes segun el contexto biolégico
en el que ocurren:

e La EMT tipo 1 esta asociada con la implantacién y la gastrulacion
embrionaria y da lugar al mesodermo, endodermo y células de la
cresta neural.

e La EMT tipo 2 se expresa durante periodos prolongados de tiempo y
esta relacionada con la inflamacién croénica.

e La EMT tipo 3 se produce en células neoplasicas que han sufrido
cambios genéticos y epigenéticos, que favorecen el crecimiento
clonal, invasién y metastasis (67).



1.8.4 CXCL8 y el cancer de prostata (regulacion del receptor de andrégenos)

La funcion de CXCLS8 en el CaP es de interés y relevancia por varias razones.
Se encontré que CXCL8 es una de las moléculas que regulan al alza la actividad
del receptor de andrégenos, un fendmeno importante para la comprensién de los
eventos celulares durante la progresion del CaP. La sefializacion de CXCLS8
aumenta la expresion del RA aumentando la expresion de genes regulados por este
receptor, con la posterior regulacion de proteinas con funciéon de factores de
crecimiento y atenua la efectividad de los antiandrégenos, mediando el CaP
resistente a la castracion (43).

CXCL8 también se expresa en las células cancerosas de prostata en las que
contribuye claramente al aumento de la supervivencia, angiogénesis,
comportamiento metastasico y la progresion hacia la resistencia a la quimioterapia
(67,68). En la tabla 6 se resumen los diferentes estudios de CXCL8 y su

participacion en la carcinogénesis de diferentes tipos de cancer.

Tabla 6. CXCL8 en modelos clinicos y preclinicos de diferentes tipos de cancer

Tipo de cancer

Muestras y modelos celulares

Hallazgos principales

Cancer de
mama no
metastasico (69)

48 muestras de tumores mamarios.

-Correlacion inversa entre la expresion de
CXCLS8 y los niveles de expresion del RE.
-Una mayor expresion de CXCL8 esta
correlacionada con una supervivencia
libre de recaida bioquimica mas corta y
mayor grado de malignidad.

Cancer
Colorrectal en
estadios 1l y IlI
(70)

254 bloques FFPE de CCR con etapa
Ilolll.

-El aumento de la expresiéon de CXCL8 en
el infiltrado de células inflamatorias del
tejido tumoral se asocia con un aumento
de la supervivencia libre de la enfermedad
en estadios Il y Ill.

Adenocarcinoma
de prostata (67)

40 muestras de CaP dependiente de
andrégenos localmente invasivos o
limitados, 40 muestras de prostata
normal y 10 muestras de CaP
independiente de andrégenos.

Linea celular PC3, independiente de
androgenos.

-La expresion de CXCL-8 débil a
moderada se localizo estrictamente en la
membrana apical del epitelio prostatico
normal.

-La expresiéon de CXCL-8, CXCR1,
CXCR2 era no apical en células de
cancer con patron de Gleason 3 y 4.

-La expresion circunferencial estaba
presente en Gleason 5y CaP andrégeno
independiente.

-La expresion citoplasmica de CXCL-8 en
patron Gleason 3 y 4 se correlacioné con
la expresion de Ki-67, CDK1.

-En la linea celular PC3, CXCL8 aumento
la tasa de proliferacion celular a través
de CXCR1 y CXCR2.

Adenocarcinoma
de Préstata (71)

31 muestras de tejido de Cancer
prostatico FFPE.

-El aumento de la expresion de ARNm de
CXCL8 se asocié con la puntuacion de
Gleason como con el estadio patoldgico
de los tumores.
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Adenocarcinoma
de préstata (72)

Linea celular humana de
adenocarcinoma de préstata, DU145,
con PTEN "o PTEN **y de monocitos
THP-1.

28 bloques FFPE de cancer prostatico.

-La pérdida de PTEN se correlaciona con
aumento de la expresion de CXCL8
induciendo  quimiotaxis de  THP1
promoviendo radiorresistencia.
-Reduccion de la supervivencia global y el
tiempo para generar resistencia a la
castracion.

FFPE: fijado en formol y embebido en parafina; RE: receptor de estrégenos; HCC: carcinoma hepatocelular;
ADN: acido desoxirribonucleétido; ARN: acido ribonucleétido; ARNm: acido ribonucleétido mensajero; CCR:
cancer colorrectal; CaMa: cancer de mama; Ca: cancer; Px: pacientes.

Es por estos antecedentes que se busca investigar los caminos moleculares
que conducen al desarrollo y progresion de la enfermedad, donde CXCL8 y sus
receptores CXCR1 y CXCR2 contribuyen a promover la resistencia a la muerte
celular, angiogénesis, capacidad de invasion y migracion y, produccion de factores
inflamatorios y en base a ello proponer nuevas hipotesis de diagndstico, cribado y/o
tratamiento. Ademas, un nuevo marcador o conjunto de marcadores moleculares
podrian contribuir a una mayor sensibilidad y especificidad en la deteccion de
lesiones malignas.
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2. Planteamiento del Problema

¢ Cual es la asociacion de la expresion de CXCL8 y sus receptores CXCR1 y
CXCR2 en tejido prostatico, con el diagnéstico histopatolégico de cancer de prostata
en pacientes con elevacion del antigeno prostatico?

3. Justificacién

El CaP en México constituye la neoplasia mas frecuente y la primera causa de
muerte por cancer en el varon. La importancia del CaP para la salud y los costos
financieros para la sociedad requieren estrategias mejoradas de deteccidén y
tratamiento y un uso mas racional de las opciones actuales.

El APE es el marcador mas utilizado para sospecha de CaP, sin embargo, es
poco sensible y especifico y puede llevar a tratamiento de enfermedades indolentes,
ademas de que su uso para deteccidon temprana aumenta el numero de lesiones
atipicas diagnosticadas, lo que hace dificil distinguir una entidad benigna de una
maligna. Estas circunstancias evidencian la necesidad de encontrar nuevos
marcadores moleculares para hacer frente a la heterogeneidad de la prostata
cancerosa, mediante abordajes inmunoldgicos como el que presenta la quimiocina
CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 vy la relacién de estos con el diagndstico
del CaP; particularmente en pacientes con sospecha de CaP por APE elevado.
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4. Hipoétesis
La expresion de CXCL8 y CXCR1 / 2 se asocian con el diagndstico
histopatolégico de CaP en pacientes con elevacién del APE.

5. Objetivo general
Evaluar la asociacion de CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 con el
diagndstico histopatolégico de CaP en pacientes con elevacion del APE.

5.1 Objetivos especificos
En pacientes con niveles de APE elevado:

1. Identificar y clasificar los tejidos de pacientes con hiperplasia prostatica y
cancer de prostata.

2. Evaluar CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 en tejido de ambos
grupos de pacientes.

3. Analizar el grado histolégico (grado Gleason) y su relacién con CXCL8 y sus
receptores CXCR1 y CXCR2 en el tejido de pacientes con CaP.

4. Comparar la expresion CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 con el
diagnostico histopatologico de CaP.

6. Material y métodos
6.1 Diseio del estudio
Estudio transversal, comparativo.

Sede del estudio

1. Universidad de Guanajuato, Campus Ledn, Division de Ciencias de la
Salud, Departamento de Ciencias Médicas.

2. Hospital General Regional Leén, Departamento de Anatomopatologia.

6.2 Muestreo
6.2.1 Universo de trabajo

Tejido de préstata con diagndstico histopatologico de cancer o hiperplasia
prostatica con APE elevado.

6.2.2Tamano de la muestra

El calculo de la muestra se realizé por medio de la formula para comparar dos
proporciones de muestras independientes. Tomando como referencia el estudio de
X. Luo et al. (73).

_ (0191 + p292)(K)
n= 2
(P1 —P2)
(0677, + 0.50,) + (0.333, * 0.10,))(8.6)
(0.677, — 0.20,)2

_ (0.3385 + 0.033)(8.6)
N 0.118336

n
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Donde:

P1: proporcién de mayor expresion grupo CaP.

Q1: frecuencia de menor expresién CaP.

P2: proporcion de mayor expresion en grupo control.

Q2: frecuencia de menor expresion en grupo control.

K: confianza de 95 %: a =5 % (0.05), Za = 1.645; poder (1 - B), si beta = 20
% (1-.20 =80 %): 8.6.

El tamafio de muestra minimo requerido para cada grupo es de 27 personas
por grupo, considerando un 15 % de posibles pérdidas (ej. Agotar el tejido presente
en el bloque de parafina). Se utilizé una n = 30 para cada grupo.

6.2.3 Seleccion de la muestra
1. Se seleccionaron por busqueda intencionada 60 bloques con tejido prostatico
de pacientes que cuenten con valores de APE elevado con expediente
clinico, clasificados en dos grupos de 30 cada uno:

a. Grupo 1: tejido prostatico con diagndéstico anatomopatologico de CaP.
b. Grupo 2: tejido prostatico con diagndstico anatomopatoldgico de HPB.

6.3 Criterios de seleccion de las unidades de muestreo

6.3.1 Criterios de inclusion
Tejido de pacientes que cuenten con:

1. Diagnéstico confirmado de CaP (sistema de estadificacion de la Unidén
Internacional para el Control del Cancer), o hiperplasia prostatica con
elevacion del APE excluyendo los casos con antecedentes familiares de
CaP;

2. informe anatomopatoldgico;

edad de 40 a 85 anos;

4. tejido de pacientes en cuyo expediente no haya reporte de enfermedades
autoinmunes, prostatitis o infeccién aguda.

g

14



6.4 Consideraciones éticas

La investigacion se sometid a revisién y autorizacion por el Comité de Etica e
Investigacion del Hospital General Regional Ledn, cuenta con autorizacion y numero
de registro SSGTO00305 (anexo 5). Cuenta con el dictamen de aprobacién del
Comité Institucional de Bioética en la Investigacion de la Universidad de Guanajuato
(CIBIUG-P06-2018, anexo 6), debido a que forma parte de un estudio principal
denominado “Asociacion de CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 con el
diagndstico de Cancer de préstata segun los resultados de la biopsia transrectal en
pacientes con elevacion del antigeno prostatico especifico”, perteneciente a la linea
de investigacion en cancer del Departamento en Ciencias Médicas. Asi mismo esta
investigacion se apega a los principios de la Declaracién de Helsinki version 2013,
con la ley General de Salud y su Reglamento en materia de Investigacion para la
salud y se llevo a cabo respetando la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002 que habla acerca de Proteccidn ambiental - Salud ambiental - Residuos
peligrosos bioldgico - infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.
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6.5 Definicion de las variables y escala de mediciéon

Variables dependientes: CaP, HPB.
Variable independiente: expresion de CXCL8, CXCR1 y CXCR2.
Variables intervinientes (covariables): edad, peso, talla,
metabdlicas y bioquimicas.

6.5.1 Tabla de variables

Tabla 7. Tabla de variables
Variable dependiente

IMC, variables

Nombre Definicién Tipo Escala Medicién Instrumento
operacional
Proliferacion Proliferacion Cualitativa Dicotéomica | 0: HPB Expediente
celular benigna o] 1: CaP clinico
prostatica maligna de las
anormal células
prostaticas
Variable independiente
CXCL8 Puntaje de | Cuantitativa | Ordinal 0: 0-1: negativo | Porcentaje de
inmuno- 1: 2-3: leve células
reactividad 2: 4-8: | positivas X
moderado intensidad de
3:9-12: fuerte | la reaccién
CXCR1 Puntaje de | Cuantitativa | Ordinal 0: 0-1: negativo | Porcentaje de
inmuno- 1: 2-3: leve células
reactividad 2: 4-8: | positivas X
moderado intensidad de
3: 9-12: fuerte la reaccion
CXCR2 Puntaje de | Cuantitativa | Ordinal 0: 0-1: negativo | Porcentaje de
inmuno- 1: 2-3: leve células
reactividad 2: 4-8: | positivas X
moderado intensidad de
3:9-12: fuerte | la reaccién
Variables intervinientes (Covariables)
Edad Edad en afos Cuantitativa Discreta Afos Expediente
clinico
Peso Peso en Kg Cuantitativa | Continua Kg Expediente
clinico
Talla Tallaen M Cuantitativa | Continua Metros Expediente
clinico
IMC Peso+ (talla)? Cuantitativa | Continua kg/m? Formula
kg/m2
Creatinina Nivel sérico de | Cuantitativa | Continua mg/dL Expediente
creatinina clinico
Clasificacion T “T” mas una letra | Cualitativa Categodrica | 0: cT1b Expediente
0 numero 1:cT2 0 pT2 clinico
2:cT30pT3
3:cT4 0 pT4
4: Tx
Clasificacion N “N”  mas un | Cualitativa Categodrica | 0: NO Expediente
numero 1: N1 clinico
2: Nx
Clasificacion M | “M” mas una letra | Cualitativa Categdrica | 0: MO Expediente
0 numero 1: M1 clinico
2: Nx
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APE Nivel sérico de | Cuantitativa | Continua ng/mL Expediente
APE 0: =10 clinico
1:11-19
2: 220
Estratificacion Grupos de riesgo | Cuantitativa | Nominal 0: T10T2y G1 | Expediente
por etapas de | sobre la base de y APE <10 | clinico
enfermedad la clasificacion T, ng/mL
clinicamente valor de APE vy 1: T2, GG 2 o
localizada grado Gleason 3, APE 10.1-
19.9 ng/mL
2:T3,GG4 05,
APE>20 ng/mL
Clasificacion Clasificacion Nominal Categorica | 0: carcinoma | Expediente
segun su | TNM de préstata | clinico
localizacion localizado
1: carcinoma
de préstata
localmente
avanzado
2: carcinoma
de prostata
avanzado
Estadio Categorias T, Ny | Nominal Categodrica | 0: estadio | Expediente
abreviado M, junto con el 1: estadio Il clinico
grupo de Grado y 2: estadio Il
el nivel de APE, 3: estadio IV
para la
agrupacién  por
etapas
Grado Gleason Patrén de | Nominal Categorica | 0: cancer de | Expediente
diferenciacion del grado bajo | clinico
tejido prostatico (grupo de
entre mas alto grado 1)
menos 1: cancer de
diferenciacion grado  medio
(grupo de
grado 2y 3)
2: cancer de
grado alto
(grupo de
grado4y5)
Infiltracion Presencia o | Nominal Categorica | 0: ausente Reporte  de
perineural ausencia de 1: presente patologia
infiltracion
perineural
Infiltracion Presencia o | Nominal Categodrica | 0: ausente Reporte  de
linfovascular ausencia de 1: presente patologia
infiltracion
linfatica o
vascular
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6.6 Desarrollo del estudio
Seleccion de muestra de tejido prostatico: se seleccionaron 60 bloques de
parafina por busqueda intencionada:

30 bloques de parafina con tejido prostatico y diagndéstico de HPB.
30 bloques de parafina con tejido prostatico y diagnostico de CaP.

Recopilaciéon de datos: se realizd la recopilaciéon de datos en expediente
clinico fisico del HGRL, se ordenaron por fecha en orden decreciente. Se tomd
informacion del laboratorio emparejado con la fecha de consulta por parte del
urélogo u oncologo médico y se tomo informacion de los siguientes apartados.:

Historias clinicas (edad al diagnostico, antecedentes personales patologicos,
signos vitales y parametros antropomeétricos).

Notas de ingreso (APE antes de la biopsia, verificado por laboratorio
emparejado), referencia / traslado (pérdida de seguimiento).

Resultados del informe anatomopatolégico (invasion perineural, invasion
linfovascular, grado Gleason).

Resultados de estudios auxiliares de diagndstico (USG), extension (gamma
grama 0seo) y tratamiento (seguimiento del APE), laboratorios (formula
blanca y formula roja de la biometria hematica, creatinina, glucosa).

Determinaciéon de la expresion de CXCL8 y CXCR1-2 por
Inmunohistoquimica.

Corte y Montaje: se realizaron cortes de los tejidos fijados en formol y
embebidos en parafina (FFPE) (3 cortes por paciente, uno para cada
molécula estudiada) de 3 ym de grosor con microtomo modelo RM2245
(Leica Byosystems ®, Wetzlar, Alemania), se extendieron los cortes en un
bafo de flotacién a una temperatura de 53 °C y se monto el corte y el control
positivo (ganglio linfatico cervical) para cada molécula en laminillas
electrocargadas de Globe Scientific Inc (NJ, EE. UU.).

Desparafinacion y rehidratacion de los cortes: se fundié la parafina de los
cortes histolégicos en horno de calor a temperatura de 60-70 °C. Se
desparafinaron los cortes histologicos con xilol 2X durante 3 min y soluciones
de etanol seriados descendentes y por ultimo en agua destilada.
Recuperacion de antigenos: colocamos las laminillas en un frasco Coplin
de polipropileno anadiendo 20 mL de tampon  Tris-EDTA
(etilendiaminotetraacético) pH 9.0 bufferizado de la marca Bio SB ® (Santa
Barbara, EE. UU.) a 10X. Colocamos el frasco en una olla de presion eléctrica
(Electrolux ®, Estocolmo, Suecia) hasta obtener una presion de 29-30 libras
por 16 min a 120 °C para la exposicion del epitopo. Después de este tiempo
se esperd a que disminuyera la temperatura dentro del frasco y se lavaron
las laminillas con agua destilada. Se montaron las laminillas en un sistema
de capilaridad descendente (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.).
Posteriormente agregamos 100 pyL de peréxido de hidrogeno al 3 % por 5
min para bloqueo de la peroxidasa endégena. Enjuagamos con solucién

18



amortiguadora por 3 min para después agregar el background blocker (Bio
SB ®, CA, EE. UU.) y ya no se enjuago.

Lavados: se realizaron con solucion amortiguadora que se preparé a 1X PBS
(solucidn salina amortiguadora con fosfatos) a Ph de 7.3 - 7.4. 1 L de agua
destilada, 0.25 g de fosfato monobasico de sodio, 1.25 g de fosfato dibasico
de sodio y 8 g de cloruro de sodio y 1 mL de tween 20.

Diluciéon de anticuerpos: se realizdé la dilucion de éstos siguiendo las
recomendaciones del proveedor a una relacion 1:75 de diluyente de
anticuerpo (Bio SB ®, CA, EE. UU.) y anticuerpo. Se incub¢ el tejido con el
anticuerpo primario IgG policlonal de conejo contra CXCL8 (Novus
Biologicals ®, Colorado, EE. UU.), CXCR1 (Novus Biologicals ®, Colorado,
EE. UU.), CXCR2 (Novus Biologicals ®, Colorado, EE. UU.) por 90 min,
después de este tiempo se realizaron 3 lavados por 3 min con PBS.
Sistema de deteccion o sistema de visualizacién: este consistié en
agregar un anticuerpo secundario biotinado anti-ratén / anti-conejo (Bio SB
®, CA, EE. UU.) por 10 min. Se enjuago con PBS por 3 min y agregamos
estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante (Bio SB ®, CA,
EE. UU.) por 10 min seguido de otro lavado de PBS por 3 min.

Revelado: se preparé con 1 mL de tampdn sustrato mas una gota de
diaminobencidina (DAB) (Bio SB ®, CA, EE. UU.). Agregamos 100 uL de esta
solucion directamente en el tejido y se monitoreo la reaccién en microscopio
de campo claro a 10X. Se realizé el contratenido con hematoxilina de Harris
por 30 seg, se realizd el enjuague con agua corriente 10 bafos, se deshidrato
con etanol absoluto 1 bafio, se aclaré con xilol y se monté con resina
sintética.

Evaluaciéon inmunohistoquimica: fue llevado a cabo por la Dra. J Rosalba
Garcia Ramirez, una anatomopatoéloga experta que desconocia los detalles
clinico-patolégicos y el resultado clinico de la cohorte. Evalué la expresion
citoplasmica y en membrana plasmatica de CXCL8, CXCR1 y CXCR2 en 5
campos de biopsia, utilizando un microscopio binocular biolégico modelo
CXCR31 (Olympus ®,Tokio, Japdén), con lampara de halégeno de 6 V y
condensador tipo Abbe (N.A.1.25), utilizando un objetivo Plan CN 4x (N.A.
0.10) para observar e identificar las zonas con mayor pérdida de la
arquitectura glandular, un objetivo Plan Achromat 10x (N.A. 0.25) y un
objetivo FN22 40x (N.A 0.65), para tomar las imagenes representativas del
tejido. Brevemente, la tincion epitelial tisular se detectd para CXCR1, CXCR2
y CXCLS8 y se registro el grado de expresion. El producto de ambos valores
se describié como puntuacion de inmuno-reactividad (IRS) y se usé para el
analisis final (puntos porcentuales de los conjuntos celulares positivos x
puntos de intensidad de la tincién), como se explica graficamente en la tabla
8 (74).

Software Imagej NIH, 2016 ®: se introdujo una microfotografia de una
reglilla para la calibraciéon del software, se realizaron 20 mediciones a
distintas alturas del punto de referencia y se tomé el valor medio de estas
para la distancia en pixeles (0.31 pixeles /unidad). Se ajusto el tamafio de las
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microfotografias de los especimenes representativos para introducir la barra
de escala.

Tabla 8. Puntaje de Inmuno-reactividad

Porcentaje de células positivas | Intensidad de la tincién (B) Puntuacioén del IRS

g)A) No hay células positivas 0 | sin reaccion de color 0-1 Negativo

1 | <10% de células positivas 1 | Reaccién leve 2-3 Leve

2 | 10-50% de células positivas | 2 | Reaccion moderada 4-8 Moderado

3 | 51-80% de células positivas | 3 | Reaccién intensa 9-12 | Fuertemente positivo
4 | 280% de células positivas Puntuacion final del IRS (A x B): 0-12

IRS: puntaje de inmuno-reactividad.
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6.7 Analisis Estadistico

Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk para comprobar que las variables sigan
una distribucion normal. Las variables que sigan una distribucion normal se
presentan como media y desviacion estandar (DE), las variables no paramétricas
se presentan como mediana y rangos intercuartilicos.

Las variables ordinales, de intervalo o razon se presentan en tablas de
distribucién de frecuencias

Se utilizé una prueba t de Student no pareada o prueba U de Mann Whitney
segun corresponda para evaluar las caracteristicas clinicopatoldgicas entre grupos.

Al puntaje de Inmuno-reactividad de las diferentes moléculas estudiadas se
aplicé un logaritmo en base 10 para transformarlos en variables continuas.

Se utilizd, regresion logistica ajustada por covariables continuas (Edad, APE)
para observar la asociacion del logaritmo del puntaje de inmuno-reactividad de
CXCL8 y CXCR1-2, con el grado Gleason y el diagndstico de CaP.

Para determinar la dependencia del puntaje de inmuno-reactividad de CXCL8 y
CXCR1-2 con el diagnostico de CaP se utilizara, x2.

El anadlisis estadistico se realizdé con los paquetes SPSS v21.0, Excel 2016 y
GraphPad Prism v5.0. Se utilizé un nivel de significancia de 0.05.
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6.8 Diagrama general de metodologia
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7. Resultados

Caracteristicas clinico-patolégicas. Las caracteristicas clinicas de los casos
y controles del estudio se muestran en la tabla 9. La distribucion de las

caracteristicas de los casos fue similar en edad (p = 0.345), IMC (p = 0.915), glucosa
(p = 0.478); excepto que el nivel medio de leucocitos en sangre periférica fue mas
alto en los casos con HPB (9.6 + 3.8 103 C/mL vs CaP 7.5 + 1.5 103 C/mL) (p =

0.007). La mediana del antigeno prostatico fue mas alta en el grupo con CaP (34.3,
RI 4.8-1684 vs HPB 5.8, Rl 0.4-31.7 ng/mL) (p < 0.0001), ademas se observé un

mayor antecedente de tabaquismo en los casos de CaP (60.6% CaP vs 34% HPB)

(p = 0.036).

Tabla 9. Caracteristicas clinico-patolégicas del grupo HPB y el grupo CaP
Variable HPB (n= 32) CaP (n= 33) Valor de P
Edad (Afios)

Media + DE 67.7+7.8 69.8+ 10 0.345
IMC (Kg/ m?)

Media + DE 249+52 25+4.1 0.915
Glucosa (mg/dL)

Mediana (RI) 101 (59-237) 95 (72-178) 0.478
Leucocitos (103 C/mL)

Media + DE 9.6+338 75+15 0.007
APE (ng/mL)

Mediana (RI) 5.8 (0.4-31.7) 34.3 (4.8-1684) <0.0001
Creatinina (mg/dL)

Mediana (RI) 0.9 (0.6-2.9) 0.9 (0.4-4.6) 0.367
Invasion linfovascular
No 23 (70 %)
Si NA 10 (30 %) NA
Invasion perineural
No 25 (76 %)
Si NA 8 (24 %) NA
Tabaquismo
Sl (%) 11 (34%) 20 (60.6%) 0.036
No (%) 21 (66%) 13 (39.4%)
indice Tabaquico NA 1 (0-50)
Alcoholismo
Sl (%) 16 (50%) 21 (63.6%) 0.271
No (%) 16 (50%) 12 (36.4%)

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante prueba t de student no pareada, U de Mann-Whitney y
Chi?, segun corresponda, se considera un valor de p < 0.05, significativo. HPB, hiperplasia prostatica benigna;
CaP, Cancer de Prostata; IMC, indice de masa corporal; DE, desviacidon estandar; RI, Rango Intercuartilico;
APE, Antigeno Prostatico Especifico; NA, no aplica.
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Figura 3. Expresion de CXCL8, CXCR1 y CXCR2 en biopsia de préstata humana con HPB vs CaP.
Tincion para CXCL8, CXCR1 y CXCR2 en diferentes especimenes de HPB en sus diversas variantes
histoldgicas (figuras a, cy e) y CaP grado Gleason 2, T2NxMO (figuras b, d y f), la reactividad a los diferentes
anticuerpos (CXCL8, CXCR1 y CXCR2) se sefiala con una flecha. La inmuno-reactividad al anticuerpo
CXCLS8 se presenta en las figuras 3a y 3b (HPB vs CaP, respectivamente), se observa intensidad leve para
HPB y moderada para CXCL8. En la figura 3c (HPB) y 3d (CaP) hay inmuno-reactividad moderada al
anticuerpo CXCR1. En la figura 3e (HPB) se observa intensidad leve y en la 3f (CaP) una intensidad fuerte
para CXCR2.
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En la figura 4, se representa el puntaje de inmuno-reactividad de CXCLS,
CXCR1 y CXCR2 en los grupos de CaP e HPB. El tejido maligno mostrd niveles de
expresion mayores de CXCL8 (p = 0.006) y CXCR2 (p = 0.001) en comparacién con
el tejido con HPB; por su parte, CXCR1 no mostré diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo de CaP y el grupo HPB (p = 0.307).
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Figura 4. Comparacion del puntaje de Inmuno-Reactividad (IRS) de CXCL8, CXCR1 y CXCR2
entre pacientes con HPB y CaP. Se presenta el logaritmo en base 10 del puntaje de inmuno-
reactividad, calculado para CXCL8 (p = 0.006), CXCR1 (p = 0.307) y CXCR2 (p = 0.001), la
comparacion se hizo mediante Kruskal-Wallis entre HPB y CaP, se consideré un valor de p < 0.05
significativo.CXCL8, quimiocina CXC 8; CXCR1, CXCR2, receptor CXC 1 y 2 respectivamente; ns:
no significativo; y: media; RI: rango intercuartilico; HPB: hiperplasia prostatica benigna; CaP: cancer
de prostata.
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En la tabla 10 se describe la intensidad y el porcentaje de reaccién utilizados para el calculo del IRS, para una mejor
compresioén de los resultados previos en la figura 4. En el grupo de CaP con respecto al grupo de HPB se presentd una
intensidad mayor de CXCL8 y CXCR2 (p = 0.002, p = 0.002, respectivamente). Ademas, hubo mayor numero de células
que expresaron CXCL8 en el grupo CaP vs HPB (p = 0.037), CXCR1 no fue estadisticamente significativo entre grupos de
comparacion (HPB vs CaP), para intensidad de reaccion (p = 0.104) y porcentaje de reaccion (p = 0.643).

Tabla 10. Intensidad y porcentaje de reaccion de CXCL8, CXCR1 y CXCR2 en HPB vs CaP

CXCL8 CXCR1 CXCR2
Variable HPB (N=32) | CaP (N=33) | Valorde p | HPB (N=32) | CaP (N=33) | Valorde p | HPB (N=32) | CaP (N=33) | Valor de p
Intensidad de reaccion
Sin reaccion 13 %) 3 (9 %) 3(9.37 %) 5 (15 %) 13 %) 13 %)
Leve 28 (88 %) 14 (43%) 0.002 21 (65.62 %) | 13 (40 %) 0.104 21 (66 %) 11 (33 %) 0.002
Moderada 3(9 %) 11 (33 %) 8 (25 %) 12 (36 %) 10 (31 %) 9 (28 %)
Fuerte 0 (0 %) 5 (15 %) 0 (0 %) 3 (9 %) 0 (0 %) 12 (36 %)
Porcentaje de reaccion
No hay células 1 (3 %) 3(9 %) 3(9 %) 5(15 %) 1 (3 %) 1(3 %)
<10 % de células 3(9 %) 13 %) 0 (0 %) 13 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
10-50 % de células 6 (19%) 0 (0 %) 0.037 1(3 %) 0 (0 %) 0.643 2 (6 %) 13 %) 0.613
51-80 % de células 2 (6 %) 6 (18 %) 6 (19 %) 6 (18 %) 6 (19 %) 3 (9 %)
>80 % de células 20 (63 %) 23 (70 %) 22 (69 %) 21 (64 %) 23 (72 %) 28 (85 %)

Los datos se muestran como frecuencias y porcentajes. Las diferencias se evaluaron mediante Chi?, se considerd un valor de p < 0.05 como
significativo. CXCL8, quimiocina CXC 8; CXCR1, CXCR2, receptor CXC 1 y 2 respectivamente; HPB: hiperplasia prostatica benigna; CaP: cancer

de prostata.
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En la figura 5a y 5b se describe la intensidad y el porcentaje de reaccion utilizados para el calculo del IRS
respectivamente, para una mejor compresion de la tabla 10. En el grupo de CaP con respecto al grupo de HPB se presento
una intensidad mayor de CXCL8 y CXCR2 (p = 0.002, p = 0.002, respectivamente), CXCR1 no fue significativamente
diferente entre grupos (p = 0.104). Ademas, hubo mayor numero de células que expresaron CXCL8 en el grupo CaP vs
HPB (p = 0.037), CXCR1 y CXCR2 no fueron estadisticamente significativos entre grupos de comparacién (HPB vs CaP),
para porcentaje de reaccion (p = 0.643, p = 0.613 respectivamente).
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Figura 5 a y b. Comparaciéon del nimero de casos e Intensidad de reaccion y porcentaje de reacciéon entre pacientes con HPB y CaP; a. El nimero de
casos de las diferentes categorias de intensidad de CXCL8 (p = 0.002) y CXCR2 (p = 0.002), pero no para CXCR1 (p = 0.104) fue mas alta en el grupo CaP vs
HPB. b. El numero de casos medio de las diferentes categorias de porcentaje de reaccion de CXCL8 (p = 0.037) fue mas alto, pero no para, CXCR1 (p = 0.643) y
CXCR2 (p = 0.613) en el grupo CaP vs HPB. La comparacion se hizo mediante x2. Se consider6 un valor de p < 0.05 significativo. CXCL8, quimiocina CXC 8;
CXCR1, CXCR2, receptor CXC 1y 2 respectivamente; ns: no significativo; HPB: hiperplasia prostatica benigna; CaP: cancer de prostata.
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Tabla 11. Regresion logistica del eje CXCL8/CXCR1-2 con el diagnostico de CaP. A modo de corroborar los resultados
descritos anteriormente en la figura 4, se realiz6 una regresion logistica ordinal ajustada por covariables (edad y APE). Uno
de los objetivos de este proyecto fue investigar la relacion de las moléculas CXCL8-CXCR1 / CXCR2 con el diagndstico de
CaP. En este analisis encontramos correlacion entre la expresion del eje CXCL8-CXCR1 / CXCR2 con el diagnostico de
CaP (r? de Naglekerke = 0.748, p < 0.0001). La combinacion de las tres moléculas logro un AUC = 0.9044 (P < 0.0001) con
un valor predictivo positivo de 89.29 % y un valor predictivo negativo de 78.38 %, figura 6.

Tabla 11. Ecuacidn de la regresion logistica del eje CXCL8/CXCR1-2 con el diagnéstico de CaP
Ecuacion Logit[P(Y=1)] = Ln[(P(Y=1) / P(Y=0)] = B0 + B1*B + B2*C + B3*D + B4*E + B5*F
Ecuacion con valores | Logit[P(Y=1)] = Ln[(P(Y=1) / P(Y=0)] = 0.002138 + 7.325*CXCL8 + 0.1538*CXCR1 +
sustituidos 24.12*CXCR2 + 1.039*edad + 1.154* APE
1.0
0.8
=
= 0.6
‘@
$ 0.4
(72]
0.2
0.0

T T T T 1
0.0 0.2 04 06 08 1.0

1 - Specificity

Figura 6. Regresion logistica del eje CXCL8/CXCR1-2 con el diagndstico de CaP. Se realiz6 una regresion logistica ordinal ajustada por
covariables (edad y APE). En este analisis encontramos correlacién entre la expresion del eje CXCL8-CXCR1 / CXCR2 con el diagnostico de CaP
(r> de Naglekerke = 0.748, p < 0.0001), con un valor predictivo positivo de 89.29 % y un valor predictivo negativo de 78.38 %. La combinacion de
las tres moléculas logro un AUC = 0.9044 (p < 0.0001).
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Se realizdé una regresidn logistica ordinal ajustada por covariables (edad y APE) de las diferentes moléculas CXCL8

(figura 7a), CXCR1 (figura 7b), CXCR2 (figura 7c) a fin de observar la significacia de cada molécula CXCL8 (p < 0.0001),
CXCR1 (p <0.0001) y CXCR2 p (< 0.0001).
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Figura 7. Regresion logistica de CXCL8, CXCR1 y CXCR2 con el diagnéstico de CaP. Figura 7a. CXCL8 se correlaciono con el diagnostico de
CaP (r2 de Naglekerke = 0.644, p < 0.0001), con un valor predictivo positivo de 85.71 % y un valor predictivo negativo de 75.68 %, con un AUC =
0.9015 (p < 0.0001). Figura 7b. CXCR1 se correlaciono con el diagnostico de CaP (r? de Naglekerke = 0.633, p < 0.0001), con un valor predictivo
positivo de 92.31 % y un valor predictivo negativo de 76.92 %, con un AUC = 0.9129 (p < 0.0001). Figura 7c. CXCR2 se correlaciono con el

diagnostico de CaP (r? de Naglekerke = 0.707, p< 0.0001), con un valor predictivo positivo de 89.29 % y un valor predictivo negativo de 78.38 %,
con un AUC = 0.8939 (p < 0.0001).
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Tabla 12. Dependencia del grado Gleason y el puntaje IRS de CXCLS, y los receptores CXC 1y 2. Otro de los objetivos
de la investigacion fue determinar la relacion de los grupos de grado de Gleason y las moléculas en estudio. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para el grado de Gleason (cancer de bajo grado, grado Gleason 1;
cancer de mediano grado, grado Gleason 2-3; cancer de alto grado, grado Gleason 4-5) con el IRS de CXCL8 (p = 0.299),

CXCR1 (p =0.546) y CXCR2 (p = 0.307).

Tabla 12. Dependencia del grado Gleason y el puntaje IRS de CXCL8, y los receptores CXC 1y 2

CXCL8 CXCR1 CXCR2
Variable IRS IRS IRS IRS Valorp | IRS IRS IRS IRS Valorp | IRS IRS IRS IRS Valor p

ausente | bajo | moderado | fuerte ausente | bajo | moderado | fuerte ausente | bajo | moderado | fuerte

Cancer de

bajo grado 0 1 3 0 0 1 3 0 0 1 2 1

Cancer de

megiano 3 1 13 4 0.299 5 1 12 3 0.546 0 1 10 10 | 0.307

grado

Cancer de

alto grado 0 3 4 1 1 1 6 0 1 1 5 1

Los datos se muestran como frecuencias. El analisis estadistico fue realizado con x2. Se considero un valor de p <0.05 significativo. IRS, Puntaje de inmuno-
reactividad; CXCL8, quimiocina CXC 8; CXCR1, CXCR2, receptor CXC 1y 2 respectivamente.

En la figura 6a, 6b y 6¢ se describe graficamente la dependencia del grado Gleason y el puntaje IRS de CXCLS, y los
receptores CXC 1 y 2, para una mejor compresion de la tabla 12. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para el grado de Gleason (cancer de bajo grado, grado Gleason 1; cancer de mediano grado, grado Gleason
2-3; cancer de alto grado, grado Gleason 4-5) con el IRS de CXCLS8 (p = 0.299) figura 6a, CXCR1 (p =0.546) figura 6b vy
CXCR2 (p = 0.307) figura 6 c.
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Figura 6 a, b y c. Comparacion del nimero de casos y los diferentes grados de cancer estratificados segun la escala de Gleason; a. EI IRS
de CXCLS8, no fue diferente en los diferentes grados de cancer estratificados por Gleason en el grupo CaP (p = 0.299). b. El IRS de CXCR1, no fue
diferente en los diferentes grados de cancer estratificados por Gleason en el grupo CaP (p = 0.546). c. El IRS de CXCR2, no fue diferente en los
diferentes grados de cancer estratificados por Gleason en el grupo CaP (p = 0.307). La comparacién se hizo mediante x2. Se considerd un valor de
p < 0.05 significativo. CXCL8, quimiocina CXC 8; CXCR1, receptor CXC 1; ns: no significativo; CaP: cancer de prostata.
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Tabla 13. Los pacientes de CaP estan distribuidos de la siguiente manera: cancer confinado localmente en etapa
temprana (<cT2c, Nx, M0) (n = 20), localmente invasivo (cT3-4, Nx, MO) (n = 7) y enfermedad metastasica (Cualquier T,
N1, M1) (n = 5). Clasificacién T. Existid una diferencia significativa entre la clasificacién T intracapsular (cT1- cT2 o cT2-
pT2)y extracapsular (cT3 o pT3-cT4 o pT4)y los diferentes grados de expresion de CXCL8 (p = 0.040), no existio diferencia
para CXCR1 (p = 0.284) y CXCR2 (p = 0.671). No se encontraron diferencias significativas al comparar la expresion de
CXCL8, CXCR1 y CXCR2 con variables como el estadio clinico, APE, grupo de riesgo, invasion perineural y linfovascular,
antecedente de tabaquismo o alcoholismo.

Tabla 13. Relacion entre variables clinico-patolégicos y la expresion de las moléculas CXCL8, CXCR1 y CXCR2 en cancer de préstata
Expresion de CXCL8 Expresion CXCR1 Expresiéon CXCR2
Variable Ausente Leve | Moderada | Fuerte | Valorp | Ausente | Leve | Moderada | Fuerte | Valorp | Ausente | Leve | Moderada | Fuerte | Valor p
APE
4-10 1 0 6 0 2 0 5 0 1 0 5 1
10.1-19.9 1 1 3 0 0.373 1 1 2 1 0.714 0 1 2 2 0.237
220 1 4 11 5 3 2 14 2 0 2 10 9
Estadio clinico o
patolégico 1 4 14 1 2 3 14 1 1 10 7
<cT2c, Nx, MO 1 0 4 2 0.332 2 0 4 1 0.523 0 1 3 3 0.928
cT3-4, Nx, MO 1 1 2 2 2 0 3 1 0 4 2
Cualquier T, N1, M1
Clasificacion T
cT1-cT2 o cT2-pT2 2 5 15 1 0.040 5 3 14 1 0.284 1 13 7 0.671
cT30pT3-cT40pT4 1 0 5 4 1 0 7 2 0 1 4 5
Estadio
| 1 4 14 1 2 3 14 1 1 10 7
11-111 1 0 4 2 0.332 2 0 4 1 0.523 0 1 3 3 0.928
[\ 1 1 2 2 2 0 3 1 0 0 4 2
Grupo de riesgo (n=27)
Bajo 0 0 4 0 0.155 1 0 3 0 0.562 0 0 3 1
Intermedio 2 0 4 0 2 0 3 1 0 0 4 2 0.752
Alto 0 4 10 3 1 3 12 1 1 3 6 7
Invasion perineural
No 2 3 16 4 0.788 4 2 16 3 0.713 0 2 13 10 0.303
Si 1 2 4 1 2 1 5 0 1 1 4 2
Invasion linfovascular
No 3 4 14 2 0.303 6 2 14 1 0.204 0 2 14 7 0.227
Si 0 1 6 3 0 1 7 2 1 1 3 5
Tabaquismo
No 0 1 10 2 0.298 2 0 1 0 0.140 0 0 6 7 0.210
Si 3 4 10 3 4 3 10 3 1 3 11 5
Alcoholismo
No 1 1 8 2 0.865 4 0 8 0 0.120 0 0 8 4 0.366
Si 2 4 12 3 2 3 13 3 1 3 9 8

Los datos se muestran como frecuencias. El analisis estadistico fue realizado con 2 o el test exacto de Fisher, segun fuera apropiado. Se consider6 un valor de p
<0.05 significativo. CXCL8, quimiocina CXC 8; CXCR1, CXCR2, receptor CXC 1 y 2 respectivamente; APE, antigeno prostatico especifico.
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8. Discusion

En el presente estudio, se realizé un analisis de asociacion entre la expresion
de la quimiocina CXCLS8 y sus receptores (CXCR1 y CXCR2) con el diagnostico de
CaP en pacientes con elevacion del antigeno prostatico especifico. En muestras de
biopsia de tejido prostatico de CaP (n = 33), y muestras de HPB (n = 32), se midieron
las moléculas de interés, mediante inmunohistoquimica indirecta.

Los resultados muestran una elevacién significativa en la expresion de CXCL8
y CXCR2 en el CaP humano en relacion con la HPB, independientemente del grado
Gleason y el estadio. Estas observaciones son consistentes con estudios previos
que detectaron, en suero de pacientes con CaP y en tumores solidos malignos de
préstata (67,70), esta quimiocina elevada (CXCL8), en relacion con pacientes con
hipertrofia prostatica benigna (75), coincidimos que esta diferencia es indicativa de
los efectos pro - tumor de esta quimiocina y su accion a través de este receptor (70);
por lo que es necesario llevar a cabo estudios para valorar su utilidad como factor
predictivo en pacientes de alto riesgo de recurrencia.

Existio una correlacion moderada entre CXCL8 y ambos receptores (resultados
no mostrados), sin embargo, CXCR1 no fue estadisticamente diferente entre ambas
patologias (CaP e HPB), esta diferencia puede explicarse debido a que CXCR1 se
regula negativamente en respuesta a CXCL8, en cambio, CXCR2 no sufre esta
regulacion negativa en respuesta a CXCL8 (76-78), por lo que se necesitan estudios
moleculares para determinar la participacion de CXCR1 en el CaP (79).

Las similitudes con respecto a las correlaciones estadisticas moderadas de la
expresion tanto del ligando como del receptor en las células de CaP sugeririan que
CXCL8 puede promover la progresion de la enfermedad del CaP a través del
aumento de la sefializacién autocrina, facilitando la sefalizacion oncogénica,
angiogénesis y cualidades pro-metastasicas y de forma paracrina al alterar la
composicion de las células inmunes dentro del MaT (61,67).

Se encontré una correlacion entre CXCL8 y sus receptores con el diagnostico
de CaP, no se estudié CXCL8 sérico como lo estudiaron Debeir O, et. al. en 2018
(80), ellos reportan ausencia de correlacién del nivel sérico de CXCL8 con el puntaje
de inmuno-reactividad utilizado, por lo que hace falta realizar estudios de correlacion
entre niveles séricos e histoldgicos, para corroborar o descartar alguna correlacion
ya que la informacion existente es controversial (81).

Se estudié al CaP en base al grado de grupo de Gleason, estadios y grupos de
riesgo, sin embargo, no existieron diferencias estadisticas entre grupo de grado
Gleason, estadios o grupo de riesgo; lo cual difiere de los publicado por Murphy et
al., 2005 (67). Las diferencias pueden deberse a que no se incluyeron neoplasias
intraepiteliales de alto grado (HGPIN) como lo hicieron estos autores, ademas de
que utilizamos el puntaje de Inmunoreactividad para el estudio de las moléculas
CXCL8 - CXCR1 / 2, debido a su simplicidad y facil aplicacion para la practica
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clinica, asi también no analizamos un patrén especifico de expresion de las
moléculas en la membrana plasmatica (apical o circunferencial) (67,70,80), ademas,
es probable que el impacto de la senalizacion de la quimiocina CXCL8 en el
resultado clinico esté influenciado por numerosos factores, incluido el trasfondo
genético del tumor e influencias ambientales.

El papel del eje CXCL8 - CXCR1 / CXCR2 en la discriminacion de una patologia
benigna como la hiperplasia prostatica en comparacién de una maligna como el CaP
se confirma con el uso de estas tres moléculas en un conjunto de tejidos de
muestras elegidas. Los hallazgos del presente estudio no se pueden comparar con
lo reportado por Debeir O et. al. (80) y Veltri et al. (82), ya que ellos realizaron las
mediciones en suero de CXCL8. En la misma idea esto puede tener un impacto
potencial en la medicion de estas moléculas en la toma de decisiones en la practica
clinica diaria, tanto en el diagnostico como en el tratamiento del CaP con alto riesgo
de recurrencia.

Los resultados respecto a la expresion de CXCL8 y las diferentes categorias de
clasificacion T fueron significativamente diferentes, coincidiendo con Uehara, et al.,
2005 (71), ya que como se menciono anteriormente, CXCL8 promueve la progresion
de la enfermedad a través de sefales autocrinas y paracrinas (61,67).

La expresion de CXCL8 y sus receptores en las células cancerosas en
diferentes tejidos ha sido reportada en pancreas (83), ovario (84,85) colon
(70,86,87) mama (69) y pulmdn (58) y niveles elevados de esta quimiocinay / o sus
receptores se han relacionado con peor pronostico y no en todos se han encontrado
diferencias en los estadios con respecto a la expresion de estas moléculas
demostrando una intervencion en el desarrollo y progresion de diferentes tipos de
cancer, esta diferencia puede explicarse debido a la heterogeneidad de los
diferentes tipos de cancer, estirpes celulares y diferente metodologia utilizada.

CXCL8 ha demostrado atraer TAN al MaT en modelos preclinicos del cancer
impulsado por Ras (57,58), los cuales se han asociado con un peor resultado clinico
en la mayoria de canceres humanos (45). Debido a la poca informacién de estudios
clinicos disponible acerca de los TAN, hace falta profundizar en estudios que
determinen su papel en la biopatologia del CaP.

Tomando en cuenta los resultados del presente trabajo, asi como los reportes
de otros autores, es de gran importancia llevar a cabo mas estudios de estas
moléculas, tanto en tejido prostatico como en suero, ya que pueden representar un
enfoque innovador en el diagndstico, particularmente en aquellos pacientes que se
encuentran en zona gris del antigeno prostatico ayudando a una mejor toma de
decisiones para la realizacion de la biopsia.
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9. Conclusién

La molécula CXCL8 y sus receptores CXCR1 / 2 se asocian con el diagnéstico
de cancer de préstata en pacientes con elevacion del APE, demostrando que existe
una diferencia entre la expresion de estas moléculas entre una patologia benigna y
una maligna.

10. Perspectivas

Realizar determinaciones séricas de CXCL8 para determinar su valor como
biomarcador en cancer de prostata y otros tipos de cancer en una cohorte de
pacientes.

11. Limitaciones
Es un estudio transversal, basado en expedientes y banco de tejidos.
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13. Anexo 1. Sistema de clasificaciéon TNM de tumores malignos del AJCC

Tabla 2. Sistema de estadificacion TNM para el cancer de préstata (82 ed., 2017)

T clinico (cT)

T patoldgica (pT)

T Tumor primario

T Tumor primario

TX tumor primario no puede ser evaluado

TO No hay evidencia de tumor primario

T1 Tumor clinicamente inaparente que no es
palpable

T1a Tumor hallazgo histoldégico incidental en
mas del 5% del tejido resecado

T1b Tumor hallazgo histoldégico incidental en
mas del 5% del tejido resecado

T1c Tumor identificado por biopsia con aguja
que se encuentra en el costado o en ambos
lados, pero no palpable

T2 Tumor es palpable y confinado dentro de la
prostata

T2 Tumor confinado al érgano

T2a Tumor involucra la mitad de un lado o
menos

T2b Tumor involucra mas de la mitad de un
lado, pero no ambos lados

T2c Tumor involucra ambos lados

T3Tumor extraprostatico que no esta fijo o no
invade estructuras adyacentes

T3 Extensién extraprostatica

T3a Extension extraprostatica (unilateral o
bilateral)

T3a Extension  extraprostatica  invasion
(unilateral o bilateral) o microscépica del cuello
de la vejiga

T3b Tumor invade la (s) vesicula (s) seminal

(es)

T4 Tumor fijo o invade una estructura
adyacente que no sea vesiculas seminales,
como esfinter externo, recto, vejiga, musculos
elevadores y / o pared pélvica

T4 Tumor fijo o invade estructuras adyacentes
distintas de las vesiculas seminales, tales como
esfinter externo, el recto, la vejiga, los musculos
elevadores y / o la pared pélvica

N Nédulos linfaticos regionales

NO No hay ganglios regionales positivos
N1 Metastasis en ganglios linfaticos regionales

NX Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

M Metastasis a distancia

MO No hay metastasis a distancia.
M1 metéastasis a distancia

M1a ganglios linfaticos no regionales
M1b hueso (s)

M1c Otro (s) sitio (s) con o sin enfermedad 6sea**

Nota: *No hay clasificacién patoldgica T1. **Cuando hay mas de un sitio de metastasis, se utiliza la categoria

mas avanzada. M1c es el mas avanzado.
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13. Anexo 2. Estadio anatémico y grupos pronédstico del CaP

Tabla 3. Estadio anatémico y grupos prondstico del cancer de prostata

Grupo T N M APE (ng/mL) | Grupo de Grado
Estadio o | cT1a-c NO MO APE <10 1
etapa | cT2a NO MO APE <10 1
pT2 NO MO APE <10 1
Estadio o | cT1a-c NO MO APE =10<20 | 1
etapa lIA cT2a NO MO APE=10<20 | 1
pT2 NO MO APE=10<20 | 1
cT2b NO MO APE <20 1
cT2c NO MO APE <20 1
Etapa IIB T1-2 NO MO APE <20 2
Etapa IIC T1-2 NO MO APE <20 3
T1-2 NO MO APE <20 4
Etapa IlIA T1-2 NO MO APE 220 1-4
Etapa IlIB T3-4 NO MO Cualquier 1-4
APE
Etapa IlIC Cualquier T NO MO Cualquier 5
APE
Etapa IVA Cualquier T N1 MO Cualquier Cualquiera
APE
Etapa IVB Cualquier T Cualquier N M1 Cualquier Cualquiera
APE
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13. Anexo 3. Opciones de aproximacion al tratamiento del CaP

Tabla 4. Aproximacion al tratamiento del cancer de préstata

Extension del cancer

Opciones terapéuticas

Limitado al 6érgano: bajo riesgo (en general T1 o
T2y GG 1y APE <10 ng/mL)

Vigilancia

Prostatectomia Radical

Radiacion con haz externo sobre la préstata
Braquiterapia

Limitado al érgano: Riesgo intermedio
(generalmente T2, GG= 2 o 3, APE=10-20
ng/mL)

Prostatectomia radical

Radiacion con haz externo sobre la prostata,
posiblemente sobre la pelvis, con o sin PA
Braquiterapia

Limitado al 6érgano: alto riesgo (en general T3,
GG 4 0 5, APE >20 ng/mL)

Prostatectomia radical
adyuvante si se precisa)
Radiacion con haz externo sobre la préstata y
la pelvis (en general con PA)

Braquiterapia mas radioterapia (en general con
PA)

(con radioterapia

Aumento de la concentracion de APE tras el
tratamiento local

PA: antiandrogenos en monoterapia o PA
combinada

Radioterapia de rescate (prostatectomia previa)
Prostatectomia radical de rescate (radioterapia
previa)

Vigilancia

Tratamientos experimentales

Afectacién ganglionar

Vigilancia

PA

Radioterapia pélvica o prostatica + PA
Tratamientos experimentales

Metastasico: cancer de préstata no tratado
refractario a las hormonas

PA

Hormonas de segunda linea
Inmunoterapia con sipuleucel-T
Quimioterapia

Tratamientos experimentales

PA: privacion androgénica; GG: grado Gleason; APE: antigeno prostatico especifico.
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13. Anexo 4. Ensayos clinicos y preclinicos con anticuerpos monoclonales

Tabla 5. Ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales (anti-CXCR2 y anti-CXCL8) en CaP

Nombre

Resumen

Objetivo principal

Objetivos secundarios

Estudio de
combinacién de
AZD5069 y
enzalutamida
(ACE)

ACE es un ensayo clinico
multicéntrico de fase | / Il de
AZD5069, administrado en

combinacion con enzalutamida, en
pacientes con cancer de proéstata
metastasico resistente a la
castracion (MCRPC). Se investigara
la seguridad y la toxicidad de la
combinacion de estos farmacos.
[Marco de tiempo: 24 meses]

Establecer la dosis maxima
tolerada (MTD) de AZD5069
en combinacion con
enzalutamida a 160 mg.

Evaluar la Actividad
antitumoral de AZD5069 en
combinacién con enzalutamida
medida por la tasa de
respuesta (PCWG2, células
tumorales circulantes, RECIST
v1.1).

Estimar Supervivencia global y supervivencia libre
de progresion radioldgica.

Evaluar los efectos de AZD5069 y enzalutamida
en el niumero de células tumorales circulantes y, la
seguridad y tolerabilidad de la combinacién
AZD5069 y enzalutamida.
Caracterizar el perfil de farmacodinamico y
farmacodinamico de AZD5069 y enzalutamida en
combinacion.

Estudio de
eficacia y
seguridad MK-
7123 en
combinacion
con MK-3475 en
adultos con
tumores sélidos
avanzados /
metastasicos
seleccionados
(MK-7123-034)

Evaluar la eficacia y seguridad MK-
7123 en combinacién con MK-3475
en adultos con uno de tres tipos de
tumores solidos: refractario positivo
al ligando-muerte programado 1 (PD-
L1) con Cancer de células no
pequefias de pulmoén (NSCLC),
cancer de préstata resistente a la
castracion (CRPC) o cancer
colorrectal de microsatélite (MSS).
[Marco de referencia: 24 meses]

Tasa de respuesta objetiva
(ORR) basada en RECIST
v1.1.

Toxicidad limitante de la dosis
(DLT)

Eventos adversos (AA)
Estudiar las interrupciones del
tratamiento debido a un AE

Tasa de respuesta objetiva (ORR) por RECIST
v1.1 modificado para terapias basadas en el
sistema inmunoldgico (iRECIST).
Supervivencia libre de progresion (PFS) por
RECIST v1.1.

Supervivencia general (OS).

Eventos adversos relacionadas con los conteos de
neutrofilos absolutos.

Area debaijo de la curva (AUC) de Navarixin de
concentracion de plasma.
Concentracion maxima de plasma de Navarixin
(Cmax).

Concentracion de plasma a través de Navarixin
(Ctrough).

AZD5069: antagonista del receptor de quimiocinas 2 (CXCR2); MK-7123: antagonista del receptor 2 de quimiocina cisteina-X-
cisteina; MK-3476: anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina de superficie PD-1.
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13. Anexo 5. Carta de aprobacion HGRL

gto

orgullo y
compromiso
de todes

Secretaria
de Salud

Ledn, Gto, a 14 de junio de 2019

C. Yeniley Ruiz Noa
Titular

Protocolo de Investigacion
Presente

Respecto al Protocolo de Investigacion, enviado para consideracion del Comité de Etica

en Investigacion, denominado:

“Asociacién de CXCL8 y sus receptores CXCR1/2 con el diagnéstico de cancer de

prostata por biopsia transrectal en tejido de pacientes con antigeno prostatico
especifico elevado”; :

ha sido revisado por esta instancia y una vez atendidas las observaciones emitié su

aprobacion.

Es importante mencionar que debera informar al Comité lo relativo a la finalizacion de su

protocolo y en su caso, también informar, previo a la publicacion del mismo.

La vigencia de la presente aprobacion es de 1 afio y no omito mencionar que el Comité de
Etica Investigacion podra citarle en cualquier momento del proceso de ejecucién del
Protocolo de considerarlo pertinente en el contexto de seguimiento al cumplimiento de

objetivos del documento que nos ocupa.

Atentamente
Presidente del Comité de Etica en Investigacion

Dr. Andrés Guzman Ramirez

Con copia para:

Minutario de la Subdireccion de En§ehanza, Investigacion y Etica

| G
owal Ge,,
Qos Q,.e

7

Leon

Hospital General Leon 20 de Enero # 927 Col. Obregon Ledn, Gto. C.P. 37320 Tel. (477) 7197400-19 FAX: 7134035

hg leon@guanajuato.gob.mx
salud.guanajuato.gob.mx
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13. Anexo 6. Dictamen de aprobacién del H. Comité institucional de Bioética
en la Investigacion de la Universidad de Guanajuato (CIBIUG-P06-2018)

.L';;
GUA ’,

‘ b D¢
'&Jamuato Glo. 25 de abril de 2018

Oficio 19/2018
Constancia

Dra Yeniley Ruiz Noa
Departamento de Ciencias Médicas
Ciencias de la Salud

Campus Leon
Universidad de Guangjuato
Presente

En relacion con &l protocolo de investigacion en seres humanos enviade por
usted denominado: *Asociacidn de CXCL8 v sus receptores CXCR1 y CXCR2 con
el diagndstico de cancer de prostata segin los resultados de la biopsia trans-
rectal en pacientes con elevacion del antigeno prostatico especifico’ del cual es
usted responsable, el Comité Institucional de Bioética en la Investigacion de la
Universidad de Guanajuato (CIBIUG) se reunid el 20 de abril de 2018 y se
revisaron en el msmo los requisitos éeticos y normatives nacionales e
internacionales aplicables al proyecto

El pleno del CIBIUG, considera que el pretocelo. el consentimiento infermado y
los anexos. cumplen los requisitos bloéticos y por el presente dictamen Informa
a usted que el proyecto ha sido:

APROBADO

xcho dictamen quedo asentado en &l acta numero CIBIUG-EX01-2018. El cadigo
asignado por el CIBIUG al proyecto es CIBRUG-P0B-2018. para que en Lo sucesivo
sea citado en los formatos de consentimiento informado o cartas de privacidad,
asi como &n los informes y publicaciones

Asimismo, se le informa que el presente dictamen tiene validez durante &
periodo de realizacion del proyecto espacifico analizado y autoriza ol inicio ded
mismo. Al término de cada a0 de vigencia, debe enviar un breve informe del
avance/finalizacion del proyecto, Indicando si se presentaron efectos adversos
o problemas o cambios durante su realizacion, asi como les medios por los
cuales se dio informacion de los resultados a los participantes y a la comunidad
centifica

Calroan de Cuatouge s, Zone Certro
Gownagaatn. (Lo Ménito C& j8000
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UNIVERSIDAD DE

GUANAJUATO

EL CIBIUG se reserva el derecho de revisar el desarrollo del proyecto con el
objeto de proteger los dereches y la dignidad de los participantes,

URIVERSIDAD UF GUANANL AT

Comtd natrcionyl do
Biodtics on la eestgacion

Cp O ik e S Agrgern - Peckor Gorars. WSy
Or oo Emn Roceg s i 1 Bk - Secreissn Cenend UG
O Pt Arin LoV - SCootn s Adidmdmn 10
L L e Mot L - Doecton O Ajuigd A 4 4y y ¥ S LG
[

B4 R R I s
.59

Cuzncs ao Guodiduge a/n Zong Caslro

Gatnapunto, Glo. Misdes CP 25000

PNID T 1S Tidddena (4 72 200 08 st 3009
CiIBIUG

L0

49



13. Anexo 7. Modalidad de titulacion

Dra. Gloria Barbosa Sabanero
Presente

Por acuerdo con el Dr. Tonatiuh Garcia Campos, Director de la Division de Ciencias de la Salud
del Campus Ledn, se le ha designado como Presidente del examen para obtener el grado de la
Maestria en Ciencias Médicas y que sustentard el C. Carlos Francisco Saavedra Garcia.

La modalidad de la titulacién sera por medio de la presentacién de Tesis que con el titulo de
“Asociacién de CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 con el diagndstico histopatolégico de
céncer de préstata en tejido de pacientes con elevacién del antigeno prostético especifico”,
ha completado y es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis del alumno que acompana al presente y nos informe
mediante su voto si procede la realizacion del examen de titulacion.

Su participacién en este proceso es de la mayor importancia para la Misién de la Universidad
por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa colaboracién en la evaluacién del
trabajo y la realizacion del examen de titulacion.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi més alta consideracidn.

La Verdad Os k
Ledn, Gto 15 de e

L et ASRORBI9R < 94T o

_ Campus Le ‘;0{ 2
- PVSIGNDE CENCIAS Ditla saenl 5 G
/4 R gt
Mtpa. Cipriana Caudillo Cisneros

Para los sinodales: A
Mi voto en relacion con el trabajo de Titulacion es: {‘Dra\é)aoio

Firma:

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Fraccion del Predio San Carlos C.P. 37670 Tel. (477) 267 49 00 Ext. 3657
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Dra. Maria Luisa Lazo de la Vega Monroy
Presente

Por acuerdo con el Dr. Tonatiuh Garcia Campos, Director de la Division de Ciencias de la Salud
del Campus Leon, se le ha designado como Secretario del examen para obtener el grado de la
Maestria en Ciencias Médicas y que sustentara el C. Carlos Francisco Saavedra Garcia.

La modalidad de la titulacion serd por medio de la presentacién de Tesis que con el titulo de
“Asociacién de CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 con el diagnéstico histopatolégico de
cancer de prdstata en tejido de pacientes con elevacion del antigeno prostitico especifico”,
ha completado y es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis del alumno que acompafia al presente y nos informe
mediante su voto si procede la realizacién del examen de titulacion.

Su participacion en este proceso es de la mayor importancia para la Misién de la Universidad
por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa colaboracion en la evaluacion del
trabajo y la realizacion del examen de titulacion.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracién.

Atentamente
La Verdad Os Hargd.Libres
Leon, Gto 15 de enéﬁé‘:ﬁe 7
La Secretaria Académici
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%. Ciprigng Gayd)
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Para los sinodales:
Mi voto en relacion con el trabajo de Titulacion es: O{Jl'ondO

Firma:

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Blvd. Puente Miienio No. 1001 Fraccién del Predio San Carlos C.P. 37670 Tel. (477) 267 49 00 Ext. 3657
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Dr. Silvio Zaina
Presente

Por acuerdo con el Dr. Tonatiuh Garcia Campos, Director de la Division de Ciencias de la Salud
del Campus Ledn, se le ha designado como Vocal del examen para obtener el grado de la
Maestria en Ciencias Médicas y que sustentara el C. Carlos Francisco Saavedra Garcfa.

La modalidad de la titulacién serd por medio de la presentacion de Tesis que con el titulo de
“Asociacion de CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 con el diagnéstico histopatoldgico de
cancer de prostata en tejido de pacientes con elevacion del antigeno prostético especifico”,
ha completado y es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis del alumno que acompafia al presente y nos informe
mediante su voto si procede la realizacion del examen de titulacién.

Su participacién en este proceso es de la mayor importancia para la Misién de la Universidad
por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa colaboracion en la evaluacion del
trabajo y la realizacion del examen de titulacion.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi més alta consideracion.

Atentamenje
La Verdad OsgfgiziLibres
Ledn, Gto 15 de eneékoide 2020
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La Secretaria Académica de la Divisién
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T RAspus Leon
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Para los sinodales:
Mi voto en relacién con el trabajo de Titulacion es: /—W R 0 8/’@0

Firma: %/

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Fraccién del Predio San Carlos C.P. 37670 Tel. (477) 267 49 00 Ext. 3657
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Dr. Alan Joel Ruiz Padilla
Presente

Por acuerdo con el Dr. Tonatiuh Garcia Campos, Director de la Divisién de Ciencias de la Salud
del Campus Ledn, se le ha designado como Vocal Suplente del examen para obtener el grado
de la Maestria en Ciencias Médicas y que sustentard el C. Carlos Francisco Saavedra Garcia.

La modalidad de la titulacion sera por medio de la presentacién de Tesis que con el titulo de
“Asociacion de CXCL8 y sus receptores CXCR1 y CXCR2 con el diagndstico histopatolégico de
céncer de préstata en tejido de pacientes con elevacion del antigeno prostatico especifico”,
ha completado y es satisfactorio de acuerdo al Director de trabajo.

Por lo anterior le solicito revise la tesis del alumno que acompafia al presente y nos informe
mediante su voto si procede la realizacién del examen de titulacion.

Su participacion en este proceso es de la mayor importancia para la Misién de la Universidad
por lo que deseo expresarle mi agradecimiento por su valiosa colaboracién en la evaluac:on del
trabajo y la realizacién del examen de titulacién.

Sin otro particular me es grato reiterarle la seguridad de mi mas alta consideracién.

Atentamente

La Verdad Os Hgﬁ:ﬂbres
Ledn, Gto 15 de eng Ut 2020
La Secretaria Académica:de Ia Division
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Para los sinodales: A
Mi voto en relacion con el trabajo de Titulacion es: 0 £e erLO

Firma:

SECRETARIA ACADEMICA DE LA DIVISION DE CIENCIAS DE LA SALUD CAMPUS LEON
Blvd. Puente Milenio No. 1001 Fraccién del Predio San Carlos C.P. 37670 Tel. (477} 267 49 00 Ext. 3657
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