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RESUMEN

Objetivo: El presente proyecto consiste en evaluar la expresion de GLI1 en tejido tumoral y compartimento celular, con diferentes
grupos pronostico-provenientes de tejidos de cancer de prostata. Materiales y métodos: En este estudio, se utilizé un disefio trans-
versal comparativo, donde se investigo la expresion de GLI1 en tejido tumoral y estromal en tejidos incrustados en parafina con
diferentes grupos pronéstico. Tras clasificar las muestras segun el puntaje de Gleason (GS), se realizaron andlisis de inmunohisto-
quimica para detectar GLI1 en secciones de tejido, utilizando un sistema automatizado de tincion. Resultados: La expresion de GLI1
demuestra un aumento significativo conforme avanza GS en el tejido tumoral de CaP, lo que sugiere un papel relevante de GLI1 en
la progresion tumoral en CaP. Mientras en tejido estromal, la expresién GLI1 se conserva en nucleo y citoplasma conforma avanza
GS. Conclusion: la expresion de GLI1 aumenta con el avance de los grados prondésticos en CaP el cual se observé en los citoplasma
y nlcleo en todos los GS.

Palabras clave: Cancer de prostata, Via de Hedgehog, GLI1, Puntaje de Gleason.

ABSTRACT

Objective: This project aims to evaluate the expression of GLI1 in tumor tissue and cellular compartments, with different prognostic
groups derived from prostate cancer tissues. Materials and methods: In this study, a comparative cross-sectional design was used
to investigate GLI1 expression in tumor and stromal tissue embedded in paraffin, across different prognostic groups. After classifying
the samples based on the Gleason score (GS), immunohistochemical analyses were performed to detect GLI1 in tissue sections,
using an automated staining system. Results: GLI1 expression shows a significant increase as GS progresses in PCa tumor tissue,
suggesting a relevant role of GLI1 in tumor progression in PCa. In stromal tissue, GLI1 expression is maintained in both the nucleus
and cytoplasm as GS advances. Conclusion: GLI1 expression increases with advancing prognostic grades in PCa, observed in both
the cytoplasm and nucleus across all GS levels.

Keywords: Prostate cancer, Hedgehog pathway, GLI1, Gleason score
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Introduccidén

La prostata es una glandula masculina respon-
sable de producir un liquido que constituye una
parte esencial del semen. Cuando las células
de esta glandula empiezan a crecer fuera de
control, se presenta el cancer de proéstata
(CaP). Segun las estadisticas, CaP es la causa
de muerte méas prevalente en la poblacion mas-
culina a nivel mundial.! El CaP se clasifica se-
gun criterios histologicos, clinicos y de disemi-
nacion para determinar su gravedad, y asi-
mismo establecer el pronostico. El sistema o
puntuacion de Gleason evalla la agresividad
del tumor en un puntaje resultado de una suma-
toria que va desde 6 a 10, siendo 6 de bajo
grado, 7 intermedio y 8-10 alto. Establecién-
dose de esta manera las puntuaciones que van
desde 6 (3+3) que representa un tejido sano en
composicién uniforme hasta 10 (5+5), que re-
presenta el grado mas avanzado con tumores
totalmente indiferenciados y agresivos. 2 Es im-
portante mencionar que cada uno de estos gra-
dos se asocia con un riesgo diferente de pre-
sentar resistencia al tratamiento o recaidas des-
pués de una prostatectomia radical que es la
extirpacion de una parte o la totalidad de la glan-

dula. 3

La via de sefalizacion Hedgehog (Hh) es una
ruta que se ha conservado evolutivamente y
juega un papel importante en la regulacién de

una variedad de procesos fisioldgicos y de

desarrollo que implican la diferenciacion y proli-
feracion de células madre.* Por ejemplo, du-
rante el desarrollo embrionario, la via Hh tiene
un papel importante en la regulacion de los pro-
cesos morfologicos complejos, y sus acciones
son necesarias para el desarrollo del sistema
nervioso central, de las estructuras craneal-fa-
cial®>, de los tejidos esteroidogénicos entre

otras. 6

La sefalizacion Hh funciona para activar la
transcripcion celular de la familia GLI de los fac-
tores de trascripcion (GLI1, GLI2, and GLI3). ’
La sefializacion canonica clésica se inicia me-
diante la secrecion de péptidos como Shh8, |hh?®
y Dhh19 los cuales reconocen una proteina re-
ceptora en la superficie celular (Patched) de las
células objetivo.'! La unién de un ligando inicia
una inhibicién del receptor Smoothened (Smo)
el cual altera la fosforilacién y los patrones de
degradacion proteoliticos de GLI2 y GLI3 de un
estado represor a un estado activador transcrip-
cional. 12 Una vez activados, inducen una expre-
sion de GLI1 lo cual hace que aumente alin mas
la actividad del estado transcripcional. & La via
de Hh es también un estimulo proliferativo y la
hiperactividad de dicha via en tejidos adultos
puede causar transformaciones neoplasicas y

tumores malignos. 3

En el caso de pacientes con CaP, la hiperacti-
vacion de la via Hh esta asociada con la agresi-

vidad, la metastasis y la recaida del paciente.
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La via de Hh tiene varios componentes princi-
pales: tres homologos de Hh, PTCH1, el recep-
tor de membrana Smo Yy los factores de trans-
cripcion GLI1, GLI2 y GLI3. * El factor GLI1
desempeia un papel de activador transcripcio-
nal de la via de Hh uniéndose a la regién pro-
motora de genes involucrados en la formacion y

progresién tumoral.*®

En el presente estudio se investigo el papel de
la via Hh en la formacién de hiperplasia en cé-
lulas basales de préstata durante la progresion
de la tumorigénesis. Para esto se determind la
expresion de GLI1 en tejido tumoral y estromal
con diferentes grupos prondstico de pacientes
con cancer de préstata. Los resultados demos-
traron que GLI1 aumenta la expresién conforme
avanza el grado prondstico de CaP en tejido tu-
moral, principalmente en el compartimento nu-
clear y citoplasmatico, mientras que en tejido
estromal GLI1 se mantiene en todos los grados

prondéstico en el compartimento citoplasmatico.
Materiales y métodos
Muestras de tejido

Se trabaj6 con tejidos incluidos en parafina pro-
venientes de pacientes con diferentes grados
pronésticos de CaP, los cuales habian sido exa-
minados y archivados en el Centro de Diagnos-
tico e Investigacion en Patologia y Nefropatolo-
gia. Tras la verificacion del diagnéstico y de las

categorias prondsticas en Gleason score (GS),

las muestras fueron transportadas a nuestro la-
boratorio y clasificadas en cuatro grupos de
grado etiquetados como 2, 3, 4y 5, de la si-
guiente manera: GS 7 (3+4) (N=9),GS 7 (4 +
3) (N=18), GS8 (4 +4) (N=11) y GS 9 (4 + 5)
(N=15). La inmunohistoquimica se llevé a cabo
en el Laboratorio de Patologia Diagnéstica e In-
munohistoquimica de la Universidad de Guada-
lajara, México. El disefio metodoldgico aplicado
fue transversal comparativo, donde se consi-
der6 como criterios de inclusién bloques de pa-
rafina con tejido incrustado, excluyendo aque-
llos bloques que tuviera una poca cantidad de
tejido.

Inmunohistoquimica

Los bloques de tejido fijados en formalina e in-
cluidos en parafina se cortaron en secciones de
5 um, las cuales se tifieron automaticamente
usando el sistema BOND de Leica Biosystems.
Se utilizé un anticuerpo primario policlonal con-
tra GLI1 de Santa Cruz (Cat. sc515781) a una
dilucion de 1:100, seguida de una etapa de in-
cubacion con buffer de EDTA durante 15 minu-
tos. Posteriormente se utilizé un buffer diluyente
de anticuerpos Diamond de Cell Marque™ Tis-
sue Diagnostics (Cat. 938B-05) y se detectd con
Tetrahidrocloruro de diaminobenzidina, DAB
mediante Ventana Medical Systems, Roche
(Cat. 11718096001).

Realizamos el anélisis inmunohistoquimico con
un microscopio de luz Axioskop 2 plus (Carl

Zeiss, Alemania) acoplado a una camara digital
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Coolsnap (Photometrics, Tucson, EE. UU.). Las
imagenes fueron documentadas con Aperio de
Leica Biosystems, y el analisis densitométrico
se realiz6 usando el software Qupath version
0.2.3 con un tipo de imagen de campo claro (H-
DAB). Los analisis se dirigieron a la tincion nu-
clear y citoplasmatica, y se realizaron utilizando
andlisis celular y deteccion de células positivas
con un aumento de 40x. Las mediciones se rea-

lizaron en tejido tumoral y estromal.
Analisis Estadistico

Las diferencias se consideraron significativas
con un valor p < 0.05. Los analisis estadisticos
se realizaron utilizando R versién 4.1.2 (R Core
Team 2022. R: A language and environment for
statistical computing. R Foundation for Statisti-
URL

http://www.R-project.org/, consultado el 13 de

cal Computing, Viena, Austria.
enero de 2022). Se utilizaron variables discretas
+1, +2, +3, siendo una expresiéon de menor a
mayor respectivamente para la localizacion nu-
clear y citoplasmatica de las células. Posterior-
mente, como variables continuas tenemos el
porcentaje de células positivas para los tejidos
tumorales y estromales, el cual se realizaron a
través del programa QuPath versién 3.2.1, final-
mente se compararon utilizando un ANOVA de
dos colas y una cola con un nivel de significan-

cia de p<0.05.

Declaracion de ética

Los estudios que involucraron a humanos fue-
ron aprobados por el Comité de Etica del Centro
Universitario de Ciencias de la Salud. Se lleva-
ron a cabo de acuerdo con la legislacion local y
los requisitos institucionales. La presente inves-
tigacion fue aprobada por el Comité de Etica del
Centro Universitario de Ciencias de la Salud
(Opinién No. CI-01719), donde se considero la
exencion del consentimiento informado, basada
en las directrices estipuladas en la Guia 10 del
CIOMS. Se tomaron en cuenta los siguientes
puntos: la investigacion no podria haberse rea-
lizado sin la exencién del consentimiento infor-
mado, considerando que nuestro estudio retros-
pectivo se baso en la recoleccion de muestras
sobrantes de diagndsticos patolégicos; no
existe riesgo alguno para los participantes, ya
que la informacion personal fue disociada y no
es posible identificar a los pacientes. Ademas,
esta investigacion tiene un valor social y cienti-
fico significativo para la poblacion mexicana es-

tudiada.

Resultados

Expresion de GLI1 en el compartimento ce-
lular del tejido tumoral y estromal de CaP

Para evaluar la expresion de GLI1, se analiz6
por inmunohistoquimica el tejido tumoral, se en-
contré que la expresion se observa en el nicleo

y citoplasma en todos los grupos prondésticos
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(Fig. 1A). Ademas, mediante la medicion por in- sin presentar diferencias significativas en todos
tensidad, se observdé una mayor expresion en los grados Gleason (Fig. 1B).

citoplasma comparado con la expresion nuclear

A) B) GLI1 tumoral
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Figura 1. Expresion nuclear y citoplasméatico de GLI1 en tejido prostatico tumoral

A) Iméagenes representativas de GLI en tejido tumoral donde se observa una expresion en la localizacién nuclear y
citoplasmatico en todos los grados Gleason. Barra de escala 80 um. B) Gréfica de localizacion nuclear y citoplasmético
de GLI1 en tejido tumoral con base a la intensidad de expresién, se observa una expresién nuclear de +2 en GS 7 (4 +
3) y GS 9 (4+5) y una expresién sostenida en localizacién citoplasmatico de +2 y +3 en todos los grados Gleason sin
diferencia significativa entre cada grado prondstico.

Posteriormente, se tiene la expresion de GLI1 (Fig. 2A). Asimismo, en la (Fig. 2B). se presenta
en tejido estromal, donde se observo la expre- la expresion citoplasmatica con una intensidad
sion principalmente en el compartimento cito- entre +2 y +3 en todos los grupos prondstico sin

plasmatico en todos los grupos prondsticos presentar diferencias significativas.

GLI1 estromal

Expresion

Nosteo Crtoplasma

Gleason 7 (3+4) Gleason 7 (4+3) Gleason 8 (4+4) Gleason 9 (4+5)

= Gleason 7 (3+4)

Gloason 7 (4+3)
N Gloason 8 (4+4)
R Gloason 9 (4+5)

Figura 2. Expresion nuclear y citoplasmatico de GLI1 en tejido prostatico estromal

A) Iméagenes representativas de GLI en tejido estromal en donde se observa una expresién en la localizacion nu-
clear y citoplasmatico en todos los grados Gleason. Barra de escala 80 ym. B) Gréfica de localizacién nuclear
y citoplasmatico de GLI1 en tejido estromal con base a la intensidad de expresién, se observa una expresion
nuclear oscila entre 0 y +1 en todos los grados prondstico, por otro lado, la expresion citoplasmatica se sostiene

en una intensidad de +2 en todos los grados Gleason sin diferencia significativa entre cada grado pronéstico.
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Expresion de GLI1 en tejido tumoral y estro-
mal de CaP

Para obtener una mejor visualizacion en la ex-
presion de GLI1 en tejido tumoral y estromal, se
tomo6 como referencia el porcentaje de células
positivas conforme avanza el grado prondstico
de Cap. En el tejido tumoral podemos encontrar

un aumento de expresion entre GS 7 (3 +4)y

EXPRESION TUMORAL EN GLI1
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GS 9 (4+5) con diferencia significativa de
p<0.0001, seguido la expresion entre GS 7 (4 +
3) y GS 9 (4+5) con diferencia significativa de
p<0.01 y finalmente la expresion entre GS 7 (3
+ 4) y GS 8 (4+4) con diferencia significativa de
p<0.05 (Fig.3A). En contraste con tejido estro-
mal, se encontré una expresion sostenida en to-
dos los grados Gleason en el tejido estromal sin
diferencia significativa (Fig.3B).

EXPRESION ESTROMAL EN GLI1
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Figura 3. Expresion de GLI1 en tejido prostatico tumoral y estromal

A) Grafica de GLI1 en tejido tumoral donde se muestra el porcentaje de células positivas un incremento de expresion

con diferencia significativa en la localizacion nuclear y citoplasmatico conforme avanza los grados Gleason, realizado

con ANOVA de una via. B) Grafica de GLI1 en tejido estromal donde se muestra el porcentaje de células positivas una

expresion sostenida en todos los grados Gleason, realizados con ANOVA de una via. *=0.05, **=0.01, ****=0.0001

Interaccion en la expresion de GLI1 en tejido
tumoral y estromal con el compartimento ce-

lular en CaP

Para alcanzar un panorama en la participacion
de GLI1 en todos los grados prondsticos, se
tomd como referencia el porcentaje de células
positivas conforme avanza el grado prondstico
de CaP, el cual se registro la intensidad como
grado 2, 3, 4, 5 como GS 7 (3+4), GS 7 (4+3),

GS 8 (4+4) y GS 9 (4+5) respectivamente. Asi-
mismo, se incluyé la expresion nuclear y cito-
plasmatico. Para el tejido tumoral se observo
gue aumenta la intensidad en la expresién de
GLI1 en el compartimento citoplasmatico y nu-
clear (Fig.4A). Posteriormente para el tejido es-
tromal, se observd que no existe una interac-
cion entre la expresion nuclear y citoplasmatico
conforme avanza los grados de intensidad (Fig.
4B).
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Figura 4. Interaccion de GLI1 en tejido prostatico tumoral y estromal en el compartimento celular

A) Interaccion de intensidad en la expresion de GLI1 en tejido tumoral en el compartimento celular, donde se afirma la

asociacién que existe entre la localizacién nuclear, citoplasma y grados Gleason, realizado con una ANOVA de dos

colas. B) Interaccion de intensidad en la expresion de GLI1 en tejido tumoral en el compartimento celular, donde no

existe la asociacion entre la localizacién nuclear, citoplasma y grados Gleason, realizado con una ANOVA de dos colas.
El grado de intensidad se representa como 2, 3, 4, 5 el cual se asocia con GS 7 (3+4), GS 7 (4+3), GS 8 (4+4) y GS 9

(4+5) respectivamente.
Discusion

Los resultados indican que conforme avanzan
el grado de agresividad del CaP, la expresion
de GLI1 en el tejido tumoral también aumenta,
principalmente en el citoplasma y en menor me-
dida en el nucleo celular, Este aumento en la
expresion de GLI1 quizéa se asocia con la expre-
sion de HIF-1q, ciclina D1, p27 y p21, que son
reguladores positivos del ciclo celular involucra-
dos en un estadio avanzado con metastasis en
ganglios linfaticos en CaP.'® Ademas, en este
mismo reporte se encontré que GLI1 regula la
EMT a sefalizacion de
PI3K/AKT/NF-kB 7, esta expresion se ha visto

través de la

principalmente en la region citoplasméatica en

CaP, por lo que, de igual manera, coincide con

los resultados obtenidos.

Aungque GLI1 desempefia un papel clave en la
activacion de canceres de manera canonica por
la via Hh 18, también es crucial abordar la acti-
vacion oncogénica no canbnica (CMYC,
RAS/RAF, TGFB, etc.). 19 Por ejemplo, en los
canceres gastrointestinales, la sobre activacion
de GLI1 esta impulsada por mutaciones en
KRAS/BRAF. ?° Recientemente se ha sugerido
gue el GLI1 oncogénico progresa durante la
carcinogénesis del colon 2122 y en la enferme-
dad metastasica mientras que, en el tejido col6-
nico normal, la via Hh-GLI esta estrictamente in-

volucrada en la diferenciacion. 23
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Otro ejemplo, se ha encontrado en cancer de
pulmoén de células no pequefias, en donde GLI1
contribuye a la angiogénesis mediante la via de
sefializacién Shh/GLI1 en tejido tumoral.?* Di-
cho estudio identificé a GLI1 como un regulador
critico de la interaccion entre las células de can-
cer de pulmén de células no pequefias y las cé-
lulas vasculares.?® GLI1 en las células de can-
cer de pulmon de células no pequefias pro-
mueve la motilidad de células endoteliales ne-
cesaria para la angiogénesis mediante la pro-
mocién de la expresion del factor transformador
de crecimiento B (TGFR). 26

Respecto al tejido estromal, la expresion de
GLI1 en el citoplasma y en el nucleo celular se
mantiene sin tendencia en todos los grados pro-
nosticos, lo que sugiere la influencia del micro-
ambiente tumoral en la progresion del CaP. Se
ha demostrado que en vias de sefializacion
Shh-GLI1 es esencial para determinar los nive-
les de expresion de los marcadores de células
madre de CaP, ya que aumenta el nUmero y ta-
mafio de los esferoides prostaticos in vitro.?’
Por el contrario, la inhibicion de la sefalizacion
de GLI1 en el estroma suprime la diferenciacion
de las células basales hacia células luminales,
asimismo limita la capacidad secretora de los
tubulos prostéticos por lo que bloquea la rege-

neracion del tejido prostatico in vivo. 28

A nivel molecular, la supresion de la sefaliza-

cion GLI1 aumenta el factor de sefializacion en

TGFp en las células estromales de CaP. La ele-
vacion de los niveles de TGFp inhibe la forma-
cion de esferoides prostaticos, lo que sugiere
que un eje de sefalizacion GLI1-TGFB en el es-
troma regula la actividad de las células progeni-
toras epiteliales, por lo que es tiene potencial de
renovacion en ambos compartimentos, epitelial

y estroma en CaP. 2°

En otros canceres, en un estudio previo de Re-
bekka y col. destacan el papel crucial de la ac-
tivacion de GLI1 las células estromales en la pa-
togénesis de la fibrosis de médula 6sea.*® Se
encontré que puede ser activada por plaquetas
0 megacariocitos atipicos a través de Cxcl4, lo
gue desencadena procesos de diferenciacion
miofibroblastica, reprogramacion metabolica y
disminucién de CXCL12.3! Ademas, se propone
que las proteinas GLI1 en estas células pueden
activarse de manera independiente de la sefia-
lizacion canonica de Hh, posiblemente me-
diante la via PISK/AKT, lo que explicaria la va-
riabilidad en las respuestas de los pacientes

con fibrosis de médula Gsea. 3°

En conclusién, estos hallazgos subrayan el pa-
pel de GLI1 en el tumor y en estroma consoli-
dandolo como un regulador clave en la progre-
sion tumoral y un posible blanco terapéutico en
el manejo de CaP. Asimismo, las interacciones
gue existe en el compartimento celular como las
interacciones en el tejido tumoral y estromal, lo
cual nos abre un amplio panorama interesante

por explorar.
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