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Papel del inhibidor del activador del plasminogeno tipo 1 (PAI-1) en el cancer

1. INTRODUCCION

La relacion de las células con su entorno es esencial para el adecuado funcionamiento e
integridad de los tejidos (1). Estos ultimos, como se sabe, estan conformados por células y por
una red de proteinas denominada matriz extracelular (2), que sirve de soporte para las células

y le da la conformacion al tejido (1).

La MEC es una estructura insoluble de proteinas y carbohidratos producidos por todas las
células de los organismos complejos, en la cual, las células se encuentran embebidas
sirviéndoles de sostén y dandole conformacion al tejido (1). La MEC esta en constante cambio
por la sintesis y degradacion de sus componentes (3). Las células contienen receptores de
membrana para los componentes extracelulares de la MEC, de tal forma que, dependiendo del
tipo de tejido, la MEC variara en la proporcién y tipo de sus componentes (3). La remodelacion
de la MEC depende de varios sistemas y procesos, entre ellos, del sistema de activacion del
plasmindgeno/plasmina, que participa en la degradacién de algunos componentes de la MEC,

como la fibrina y algunas proteinas del colageno (4-5).

Un componente de este sistema es el PAI-1, que regula dicho sistema al inhibir la uPA y
por consiguiente, evita la degradacion de la MEC. Algunas alteraciones en la regulacion de este
sistema se asocian a procesos patologicos como la fibrosis epitelial, la trombosis, la
arterioesclerosis, la diabetes tipo 2, la hiperinsulinemia, la hipertension, la hipertriglicerinemia y
la obesidad (6-11). Igualmente, se ha encontrado que en ciertos tipos de cancer el PAI-1 y el
uPA participan en la invasion y en la metastasis (12-14). La PAI-1 ademas de inhibir la

degradacion de la MEC, interviene en la angiogénesis y la migracion celular (15).

En el presente articulo se revisaran las implicaciones de la PAI-1 en el cancer y su

interaccion con varias vias de sefializacion y posibles repercusiones clinicas (15).
2. SISTEMA DE ACTIVACION PLASMIN()GENO/PLASMINA

Antes de describir brevemente el sistema de activacién plasmindgeno/plasmina, se haran

algunas anotaciones sobre la MEC para contextualizar dicho sistema.

Para la remodelacion de la MEC, existen varios tipos de enzimas: el conjunto

metaloproteasas de la matriz (MMP) y las proteasas tisulares de serina (16).

Una serina proteasa que forma parte del sistema de activacion plasmindgeno/plasmina es
la plasmina. Esta es una enzima proteolitica que actla sobre varios componentes de la matriz
extracelular tales como: la fibrina, la colagena tipo IV y V, fibronectina, laminina y

proteoglicanos (17-20). Ademas, también actda indirectamente en la degradacion de la MEC
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por la activacion de ciertas MMPs como MMP-3, MMP-9, MMP-12 y MMP-13 que degradan entre
otros las colagenas tipo III y IV, pro-colagena tipo I, fibronectina, proteoglicanos y laminina
(21-22) (figura 1).

MATRIZ
EXTRACELULAR
(MECQ)

R
L

CITOPLASMA

Figura 1. Sistema plasmindgeno/plasmina

Cuando se produce la remodelacion de la MEC se afecta la célula al modificarse su
metabolismo, su expresion génica y su morfologia (esto ultimo en algunas células) (23-25).
Estas modificaciones se deben a que las proteinas que conforman la MEC estan en contacto con
la membrana celular que contiene receptores especificos para estas proteinas que activan o
desactivan vias de sefializacién que a su vez activan o desactivan factores de transcripcién (23-
25).

La remodelacion de los componentes de la MEC implica la fibrindlisis (degradacion de las
fibras) mediante una cascada de eventos proteoliticos (26). El sistema plasmindgeno/plasmina
participa en la degradacion de la MEC en el sistema sanguineo y en los demas tejidos, por lo
cual, este sistema participa en la fibrindlisis y también en otros procesos fisioldgicos como la
regeneracion de los tejidos, la menstruacion, la implantacion embrionaria y la invasion y

metastasis tumorales (26).

3. ACTIVACION DE LA PLASMINA A PARTIR DEL PLASMINOGENO PARA LA
DEGRADACION DE LA MEC EN TEJIDO NO SANGUINEO

El plasmindgeno se encuentra en la MEC de los tejidos “sélidos” y el activador es uPA
(activador del plasmindgeno tipo uroquinasa). Este activador es inicialmente sintetizado como

una proteina de una sola cadena (scuPA o pro-uPA) que presenta una actividad enzimatica
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baja, scuPA forma el complejo scuPA-uPAR, con el receptor del activador del plasmindgeno tipo

uroquinasa UPAR que es transmembranal (27).

El complejo scuPA-uPAR, es digerido por algunas proteinas como plasmina, tripsina,
calicreina, factor de coagulacion XlIa y catepsina, convirtiendo a scuPA en una proteina de dos
cadenas polipeptidicas, lo cual, incrementa la actividad enzimatica del complejo. A esta nueva
conformacion se le denomina complejo uPA-uPAR (27) (Figura 1). El complejo uPA-uPAR
permite que el plasmindgeno sea convertido a plasmina por uPA y que la plasmina a su vez
degrade componentes de la MEC como las fibras de colageno y algunos inhibidores de las

metaloproteasas (28).

Los dos tipos de activadores del plasmindgeno uPA y tPA (activador del plasminégeno
tipo tisular) realizan una funcién muy similar en diferentes tipos de tejido; sin embargo,
estructuralmente presentan algunos dominios diferentes que les confieren una funcionalidad
distinta (29). Asi, por ejemplo, la degradacion de fibrina durante los procesos de remocion de
coagulos sanguineos estd a cargo principalmente de tPA, mientras que uPA degrada la MEC en
tejidos solidos (29).

Siguiendo el proceso de activacion del plasmindgeno en los tejidos “sélidos”, la proteina
uPA tiene tres dominios: a) el dominio N-terminal que se denomina dominio de factor de
crecimiento (GFD) y que ademas es el que interactia con uPAR, b) el dominio proteolitico (C-
terminal) y c) el dominio Kringle, del cual adn no hay claridad de su funcién. Por otro parte, tPA
cuenta con dominios similares y algunos adicionales, uno de los cuales le permite interaccionar
con fibrina (30-31).

La degradacion de la MEC mediada por plasmina tiene dos puntos de control. Uno es la
inactivacion de la plasmina mediante la union de las proteinas a-2-AP (a-2-antiplasmina) o TAIF
(inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina) que bloquean su actividad proteolitica. El otro
punto de control son los inhibidores: PAI-1, PAI-2 y PAI-3 (Inhibidores del activador del
plasmindgeno 1, 2 y 3, respectivamente) y la proteasa nexina (32). Especificamente, se ha
descrito que PAI-1 mantiene la homeostasis, regula la fibrindlisis, angiogénesis e interviene en

los procesos de invasion y metastasis en el cancer (33-34).

4. VIAS DE SENALIZACION MEDIADAS POR LA INTERACCION uPA-uPAR EN
TEJIDOS NO SANGUINEOS

La formacion del complejo uPA-uPAR activa algunas vias de sefializacion intracelulares
que intervienen en la regulacion de la migracion y proliferacion celular, tales como: JAK-STAT y

MAPK (35-37). Estas sefales contribuyen de manera natural a la regulacion de varias funciones
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fisioldgicas como: angiogénesis, implantacién embrionaria, reaccién inflamatoria y cicatrizacién

cutanea (35).

La via de sefializacién JAK-STAT se activa por la unién del receptor a scuPA o pro-uPA
independientemente de la activacion del complejo uPA-uPAR (35-37) (Figura 2). JAK1 quinasa
se asocia con UPAR, lo que lleva a la fosforilacion y dimerizacion del factor de transcripcion
STAT, con lo cual, se activan diferentes rutas de sefializacion (35-37). Otra forma en que las
vias de sefializacion son activadas, es por la interaccion de uPAR con algunas integrinas tales
como: aVB3, aVB5, a3B1 y a5B1, que son receptores de vitronectina y fibronectina
respectivamente y que estan involucrados en migracion celular, remodelacion tisular,

crecimiento celular y tumorogénesis (38).

El complejo uPA-uPAR también interacciona con la via de sefializacién de FAK (focal
adhesion kinase) que participa en la organizacion del citoesqueleto, esta interaccion es mediada
por integrinas (39-41). Ademas, la interaccion de uPAR con integrinas permite que se
produzcan cambios en la organizacion del citoesqueleto, ya que las integrinas interacttian con
componentes del mismo (actina, talina, vinculina, entre otras) y con componentes de su MEC
(39-41)

VIAS DE SENALIZACION MEDIADAS POR
LAINTERACCION uPA-uPAR EN TEJIDOS
SOLIDOS

CITOPLASMA

Figura 2. Vias de sefializacion mediadas por la interaccion uPA-uPAR en tejidos sélidos.
5. INHIBICION DE uPA POR PAI-1

El PAI-1 es el principal inhibidor de uPA y tPA e interviene de manera central en varias
funciones celulares como angiogénesis, homeostasis, invasion y metastasis de células tumorales

(41-43). La interaccion PAI-1-uPA provoca la inhibicién de la actividad de proteasa de uPA, por
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lo que no transforma el plasmindgeno en plasmina y se inhibe la fibrindlisis o la degradacion de
MEC (Figura 3) (41-43).

INHIBICION DE uPA POR PAI-1
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Figura 3. Inhibicion de uPA por PAI-1

Por otra parte, al unirse PAI-1 con uPA para formar un complejo uPAR-uPA-PAI-1
(aunque también se une a uPA en estado libre), influye en la alteracion de las vias de

sefializacion en las cuales esta implicado uPAR (41-43).

El complejo uPAR-uPA-PAI-1, se internaliza en la célula por la proteina relacionada con el
receptor de lipoproteinas de baja densidad LRP, con lo cual, PAI-1 induce la disminucion en la
superficie celular de uPAR e interrumpe de esta forma las vias de sefalizacion, asi como la

organizacion del citoesqueleto y de la MEC que son medidas por uPAR (41-43).

Igualmente, PAI-1 puede inhibir las uniones célula-célula mediada por uPAR vy
vitronectina, mediante la unidon de vitronectina-PAI-1 evitando la unidn de vitronectina-
integrina (44-47). La vitronectina también interactlia con el complejo uPA-uPAR para formar un
nuevo complejo denominado uPA-uPAR-vitronectina de tal manera que PAI-1 puede evitar la
formacion de este complejo uniéndose tanto a vitronectina (vitronectina- PAI-1) como a uPA
(UPAR-UPA-PAI-1), con lo cual se interrumpe la activacion de las vias de sefializacion MAPK y

FAK que estan mediadas por uPAR-vitronectina e integrinas (44-47).

Por otra parte, se pueden perder contactos focales entre la célula y la MEC mediadas por

las integrinas y donde también interviene tanto la vitronectina como la fibronectina, lo cual,
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permite deducir la importancia de la PAI-1, las vias de sefalizacion y las interacciones de la
célula con la MEC (44-47).

Anteriormente, se anotd que el complejo uPA-uPAR interactiia con varias integrinas entre
las cuales estan a3B1, a5B1 que son receptores de fibronectina (48). Czekay y colaboradores
mencionaron que PAI-1 disocia a las células de la MEC mediante la inactivacion de integrinas y
la unién de PAI-1 con uPA y no con la interaccién PAI-1-vitronectina (49). Estos investigadores
también observaron que la presencia de uPA y PAI-1 induce la disociacion entre las células y los

componentes de la MEC (49).
5.1 Caracteristicas de PAI-1

El PAI-1 es una glicoproteina de 50 kDa que estd conformada por 359
aminoacidos, pertenece a la superfamilia de las serpinas (inhibidoras de serina proteasas) que
la conforman aproximadamente 40 miembros y cuyas funciones principales son de inhibicion
(50-52). El gen que codifica a esta proteina se denomina SERPINE1 (53) y se localiza en el

brazo largo del cromosoma 7 (7q21.3-g22)(54) (www.genecards.org). Este gen esta constituido

por 15 exones y puede presentar cinco isoformas (54).

El PAI-1 presenta tres conformaciones diferentes, las cuales ademas son interconvertibles
entre si: a) una conformacion activa con propiedad inhibitoria (forma un complejo covalente
estable con la proteina uPA), b) una conformacion de sustrato, y c) una conformacion latente
no reactiva. Inicialmente PAI-1 es sintetizada en su conformacion activa pero cambia

espontaneamente a su conformacion latente con una vida media de 1 a 2 h. (50-52).
5.2 Regulacion de PAI-1

El PAI-1 estd regulado directamente por las proteinas involucradas en la
remodelacién de la MEC. En la figura 4 se muestra de forma resumida las vias de sefializacion
que estan implicadas en la regulacion de la expresion del gen SERPINE1 y por consiguiente de
la proteina PAI-1 (55-56).
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Figura 4. Vias de sefalizacion que estan implicadas en la regulacién de la expresion del gen

SERPINE1 y por consiguiente de la proteina PAI-1.

En enfermedades como el cancer, las células cambian su morfologia modificando las
interacciones con su entorno, tanto en los contactos célula-célula como en las interacciones
célula-MEC (57). En el cancer de mama se ha visto que los cambios en la estructura del
citoesqueleto se dan por la interrupcion de los contactos célula-célula dependientes de E-

caderina y esta pérdida de contacto estimula la expresion de uPA y PAI-1 (57).

La expresion de PAI-1 también es regulada por la ruptura de microfilamentos y
microtUbulos del citoesqueleto (58), por lo cual, la variacion morfoldgica de la célula permite
cambios en su expresion (58). Otros factores que regulan la expresion de PAI-1 son: TGF-B1,
(factor de crecimiento transformante B1), TNF (factor de necrosis tumoral), insulina/proinsulina,

y la angiotensina II; asi como acidos grasos libres vy triglicéridos (59-64).
5.3 Medicion del PAI-1

Se sabe que las técnicas de inmunoensayo enzimatico (ELISA) y los métodos de
inmunohistoquimica (IHC) proporcionan informacion sobre la expresién de proteinas en

muestras de tejido y por consiguiente sobre la activacion del plasmindgeno (PA) (65).

En un estudio de Ferrier y colaboradores (1999), se compararon dos técnicas, una
cuantitativa de ELISA y otra semicuantitativa de IHC para investigar el impacto de la activacion
del plasmindgeno (PA) en el cancer. En primer lugar, se estudiaron los niveles de expresion de
uPA, tPA, PAI-1 y uPAR en un grupo compuesto de 33 lesiones de cancer de origen diferente

(mama, pulmédn, colon, cuello del Utero y melanoma). En segundo lugar, el mismo tipo de
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comparacion se realizd sobre un grupo de 23 lesiones de melanoma y un grupo de 28 lesiones
de carcinoma de mama. Las dos técnicas fueron aplicadas a la parte adyacente de la muestra
de tejido congelado, lo que permitié la comparacion de los resultados obtenidos en un material
de composicion casi idéntica. Los coeficientes de correlacion de Spearman entre los resultados
de IHC y los de ELISA para uPA, tPA, PAI-1 y uPAR variaron entre 0,41 y 0,78, y fueron
mayores para el grupo de muestras compuesto (de varios tipos de tumor) y para el grupo de
cancer de mama que para el grupo de melanoma. A pesar de que el mas alto puntaje de la
técnica de THC estuvo siempre asociado con un aumento del valor medio de ELISA, se produjo
un solapamiento de los valores de las dos técnicas. Por lo cual, para casos individuales, la
relacién entre el inmunoensayo enzimatico (ELISA) y la inmunohistoquimica (IHC) es ambigua.
Por esto los autores dicen que dos técnicas no son directamente intercambiables y que su valor

en la clinica puede ser diferente (65).
6. LA PROTEINA PAI-1 EN EL CANCER

La activacion del sistema de plasminégeno (PA) juega un papel clave en la cascada
asociada con la protedlisis del tumor que conduce a la degradacion de la matriz extracelular y a
la invasion del estroma. Cambios en la expresion de los componentes de este sistema,
incluyendo el inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1), se han asociado con mal

prondstico en una variedad de tumores solidos (66).

A continuacion se describira la relacion del PAI-1 con algunas otras proteinas importantes

en la biologia del cancer y su comportamiento en algunos tumores sélidos.
7. PAI-1 EN LA ANGIOGENESIS Y CANCER

En la angiogénesis de procesos tanto normales como patoldgicos (tumores), se requiere
que las células endoteliales de los vasos y capilares migren a formar nuevos vasos y para
hacerlo, se requiere de la activacion del sistema plasmindgeno/plasmina que degradaria la MEC
para permitir la migracion de las células endoteliales, mediante PAI-1, para que se puedan
formar nuevos vasos (67). La hipoxia es uno de los factores que inducen la angiogénesis y bajo
estas condiciones, las células endoteliales presentan un aumento en la expresion de uPA y PAI,
ademas de otros factores angiogénicos como VEGF (vascular endotelial growth factor) y bFGF
(factor de crecimiento de fibroblastos) que promueven la expresion de uPA, tPA, UPAR y PAI-1
(67-70).

El rol del PAI-1 dentro de la angiogénesis se basa en su capacidad para inhibir la
fibrindlisis de la MEC y en el rompimiento de los contactos célula-célula y célula MEC,

permitiendo la migracion celular (71). En varios estudios /n vitro e in vivo, se ha visto que la
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sobre-expresion de PAI-1 reduce las metastasis y el crecimiento del tumor (71). Sin embargo,
existen datos contradictorios en los que se observa que la presencia de PAI-1 es necesaria para
que se pueda dar la angiogénesis (72-73). En un modelo knock-out murino para PAI-1 se
mostrd una reduccion significativa del volumen tumoral, asi como en la vascularizacion (72-73).
Asi mismo, se ha observado que en lineas celulares derivadas de cancer de pulmdn el proceso

metastatico se incrementa al administrar PAI-1 enddgeno (74).

Para resumir, existen estudios contradictorios sobre la inhibicion o activacion de PAI-1
sobre procesos de angiogénesis y metastasis (13, 75-78). Con respecto a estos resultados,
McMahon y colaboradores utilizaron diferentes concentraciones de PAI-1 en un modelo /n vivoy
observaron que a bajas concentraciones de la proteina se promueve la angiogénesis, mientras
gue a concentraciones altas ésta se inhibe (34). Es decir, PAI-1 tiene un efecto pro o
antiangiogénico dosis-dependiente, siendo proangiogénico a concentraciones fisiologicas y
antiangiogénico a niveles altos de expresion, de ahi los resultados contradictorios (79-80). El
efecto proangiogénico o promigratorio de PAI-1 concuerda con los datos clinicos que indican
que una alta expresion tumoral de PAI-1 se correlaciona con un peor prondstico en una
variedad de tumores (73, 81-82).

8. PAI-1Y SU RELACION CON P53

La proteina supresora de tumores p53 es una molécula esencial en el control del ciclo
celular y de la muerte celular programada (apoptosis). Tiene una vida media corta y se localiza

en el nlcleo (83).

Las mutaciones de p53 representan la lesidon molecular mas comun en neoplasias
humanas (84). Ademas, su presencia es indicativa de escasa respuesta terapéutica y mala
evolucion (85-86). La proteina p53 esta formada por 393 aminoacidos que se pueden agrupar
en dominios: un dominio amino terminal; dominio de unién al ADN y un dominio
carboxiterminal (87-88). La proteina p53 se encuentra conservada en diferentes especies, de
modo que las secuencias de p53 humana y de ratén presentan una identidad del 80% (84). En
Drosophila se ha identificado un gen homologo a p53 conocido como Dmp53 que se une a
secuencias especificas de ADN reconocidas también por p53 humano (84). Cuando se expresa
esta proteina se induce apoptosis y su inhibicidon conduce a la resistencia a la apoptosis post-
radiacion (89).

El estimulo fisiolégico para la activacion de p53 seria el dafio del ADN causado por la
radiacion ionizante, agentes genotodxicos y oncogenes, como por ejemplo, la forma oncogénica

de ras (90-91). Esta activacion del p53 se produce por fosoforilaciones, desfosforilaciones y
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acetilaciones (92-94) mediadas por la proteina codificada por el gen de la ataxia-telangiectasia,

ATM (95), por la ADN protein quinasa (96) y por quinasas inducidas por el estrés (97).

La activacion quimica de p53 produce un incremento de las formas activas de la proteina
con capacidad de unién al ADN y con capacidad de funcionar como factor de transcripcion.
Gran parte de los efectos observados se deben a la liberacion del inhibidor fisioldgico de p53, la
proteina MDM2 que en condiciones normales, desplaza rapidamente el p53 del ndcleo celular
hacia el citoplasma y la introduce en las vias de degradacion proteica dependiente de ubicuitina
(98). La proteina responsable de la liberacion del efecto inhibitorio de MDM2 es p14ARF, que se

origina por un splicing alternativo del locus de p16 (99).

El gen que codifica la proteina p53 se localiza en el cromosoma 17p13.1, se extiende a lo

largo de 20kb de ADN gendmico y contiene 11 exones (100).

En cuanto a la relacién entre p53 y PAI-1, en un estudio de Lalou y colaboradores
(2010), en el que se utilizaron células M10 de melanoma primario humano con p53, y genes
CDKN2A y N-Ras alterados, se encontré que la inhibicion de las convertasas de proproteinas
(PCs), que son enzimas involucradas en la activacion proteolitica de diferentes precursores de
proteinas relacionadas con el cancer, produjo una considerable reduccién de la invasion. En
ensayos de digestion /n vitroy experimentos con células de transfeccion, se ha revelado que las
células M10/PDX reducen la actividad de las PCs y son incapaces de procesar los sustratos de
PCs: proIGF-1R y proPDGF A (101). Estas células han mostrado una reduccion de la migracién y
la invasion que paralelamente disminuye la actividad de la gelatinasa MMP-2 e incrementa la
expresion y secrecion del inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 y 2 (TIMP-1 y TIMP-2)
(101).

Ademas, estas células han mostrado disminucidn de los niveles del receptor del
plasmindgeno tipo uroquinasa (UPAR) y mayores niveles del inhibidor del activador del
plasmindgeno-1 (PAI-1) (101). Los autores concluyen que en conjunto, estos datos sugieren
que la inhibicién de la actividad de PCs resulta en la disminucion de la capacidad de invasion
primaria de células de melanoma humano a pesar de tener su p53, los genes CDKN2A y N-Ras
alterados, lo que sugiere que los PCs pueden servir como nuevas dianas terapéuticas en el

melanoma (101).

En un estudio de Offersen y colaboradores (2008) en el que se evalu6 el prondstico
potencial de Her2, de las mutaciones de TP53, de los niveles de PAI-1, la angiogénesis y la
proliferacion en 408 pacientes con cancer de mama con seguimiento de mas de 10 afios, se
encontrd que 91 pacientes (22%) fueron positivas para HER2. El TP53 se encontré mutado en

101 casos (25%) (102). La mediana de los valores de PAI-1, del puntaje del método Chalkley
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(con el que se valord la angiogénesis) y de MIB-1 fueron de 0,72 ng/mg de proteina (rango, 0-
90 ng/mg de proteina); 5,00 (rango: 2,67-12,00) y el 15% (rango: 1-83%), respectivamente.
MIB-1 se correlacion6 con HER2 +, con el valor de Chalkley, con mutaciones de TP53 (todos
p<0,0001) y con el nivel de PAI-1 (p=0,002) (102).

En el analisis univariado con la supervivencia especifica como punto final, los marcadores
pronodsticos fueron el HER2+ (p<0,0001), el TP53 mutado (p<0,0001), los valores altos de
Chalkley (p=0,008), el valor de MIB-1 (p=0,002), el tamano del tumor (p=0,008), el grado
histolégico (p<0,0001), receptores de estrogeno negativos (p=0,0001) y el estado de los
ganglios linfaticos (p<0,0001). Entre los pacientes con ganglios negativos, HER2 + (p=0,0002),
mutacién TP53 (p=0,001), altos niveles de PAI-1 (p=0,02) y el grado histoldgico (p=0,03)
indican una pobre supervivencia especifica. En pacientes con ganglios positivos, HER2+
(p=0,0002), mutacién de TP53 (p<0,0001), MIB-1 (p=0,01), puntuaciones altas de Chalkley
(p=0,007), receptores de estrdgeno negativos (p<0,0001) y grado histoldgico (p=0,001)

indican mal prondstico (102).

En el andlisis multivariado, los ganglios metastasicos (1-3 positivos: RR 1,56 IC 95%
1,02-2,38; > 3 positivos: RR 3,70 IC 95%: 2,54 a 5,38), HER2+ (RR 1,91, IC 95% 1,35-2,70),
mutaciéon TP53 (RR 1,70, IC 95% 1,21-2,38), PAI-1 (RR 1,04, IC 95%: 1,01 a 1,07) y grado
tres histolégico (RR 1,96, IC 95% 1,83-3,22) fueron marcadores independientes de mal
prondstico (102). Los autores concluyeron que HER2+ y las mutaciones de TP53 fueron los
principales marcadores de mal prondstico, independientemente del estado ganglionar, al

comparar con los niveles de PAI-1, el puntaje de Chalkley y MIB-1 (102).

Por otra parte, Kortlever y Bernards (2006), en una revisidon sobre “senescencia,
cicatrizacion de heridas y cancer: la conexion de PAI-17, mencionan que en la propagacion
prolongada de fibroblastos diploides primarios en cultivos en proceso de envejecimiento,
conocida como senescencia replicativa, que se considera ofrece una barrera contra la
transformacion oncogénica, cabe destacar que tanto para las células auténomas supresoras de
tumor, como para las células no auténomas promotoras de tumor, se han reportado efectos
sobre las células senescentes. Recientemente, estos autores describieron que la diana del gen
p53, el activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) es un mediador esencial de la senescencia
replicativa. El PAI-1 es un antagonista de la proteasa uPA. Ambos son factores secretados e
involucrados en procesos de sefializacion heterotipica, como la curacion de heridas, la
angiogénesis y la metdstasis. Tanto uPA como PAI-1 se expresan en las células senescentes y
sus controles en relativa abundancia, posterior a la proliferacion de p53. Los autores concluyen
que los efectos de PAI-1 y uPA en respuesta a la senectud no son estrictamente exclusivos de

células autonomas.
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En un estudio de Schneider y colaboradores (2003), en el cual se evalud la acumulacion
de complejos uPA-PAI-1 dentro de células tumorales de mama y su relacion con invasion de
ganglios axilares en pacientes con cancer de mama temprano con receptores de progesterona
positivos, usaron la técnica de inmunohistoquimica para identificar dentro de células tumorales
mamarias complejos UPA-PAI-1 en una serie de 212 pacientes con cancer de mama unifocal
estadio pT1 y lo correlacionaron con otras caracteristicas clinicas y bioldgicas de las pacientes
(variedad histoldgica, grado nuclear e histoldgico, receptores hormonales, indice de marcaje de
ki67, c-erb-B2, p53 y expresion de CD44std) con o sin la presencia de la invasion de los

ganglios axilares.

Aplicando un modelo de regresion logistica, en busca de asociaciones con metastasis
axilares, se encontrd una interaccion estadisticamente significativa entre la presencia de
complejos uPA-PAI-1 y la positividad del receptor de progesterona (p=0,04). Un modelo final
mostrd que la presencia de complejos UPA-PAI-1 fue un factor determinante para las metastasis
axilares entre las mujeres con tumores que expresan receptores de progesterona. En estos
casos, la presencia de complejos uPA-PAI-1 llevaba consigo un riesgo casi 14 veces mayor de la
invasion de los ganglios axilares (p=0,009). Estos resultados podrian indicar que pequefios
tumores de mama, con receptores hormonales positivos (con un buen prondstico teorico)
puede llevar a un elevado riesgo de afectacion ganglionar, si la acumulacion de complejos uPA-

PAI-1 se demuestra dentro de las células del tumor por medio de inmunohistoquimica.

Segun Parra y colaboradores (2001), el agente alquilante N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG) es un carcindgeno muy extendido en el medio ambiente que causa
lesiones en el ADN que conducen a la muerte celular. EIl MNNG también puede inducir una
respuesta de proteccion celular por la induccion de la expresion de genes relacionados con la
reparacion del ADN/transcripcion (103). Ellos demostraron que el activador del plasminégeno
tipo uroquinasa (uPA), una proteasa extracelular, a la que no se han asignado funciones de
reparacion del ADN, fue inducido por el MNNG. En este sentido, los investigadores demuestran
que el inhibidor fisioldgico del uPA, PAI-1, también es inducido por MNNG de una manera
dependiente de p53, debido a la induccion de PAI-1 por MNNG en células que expresan p53,
pero no en células p53-/- (103).

La fosforilacion de p53 inducida por MNNG en la serina 15, que resulta en la
estabilizacion de la proteina p53, es central para la transcripcion de PAI-1 dependiente de p53.
Por Ultimo, estos investigadores han demostrado que la induccidon de PAI-1 transcripcional por
MNNG requiere un elemento de respuesta p53 situado en la base de pares 136 del promotor de
PAI-1, debido a una mutacién especifica de este sitio que deroga la induccidon (103). Debido a

gue el PAI-1 es un factor prondstico de muchos canceres metastasicos y esta involucrado en el
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control de la agresividad del tumor, el hallazgo de que un agente genotdxico induce el gen PAI-
1 a través de p53, afiade una nueva funcion al rol de la proteina p53 supresora de tumores
(103). Estos hallazgos también sugieren la posibilidad de que los agentes genotoxicos
contribuyan a la metastasis del tumor mediante la induccion de PAI-1 sin la participacion de

ninguna modificacion genética (103).

En un estudio de Hoffmann y colaboradores (1999), en el cual se midieron factores
prondsticos como el uPA, PAI-1, p53 y Ki-67, como marcadores de proliferacion y pronostico en
pacientes con carcinoma de vulva, comparandolos con factores clasicos histopatoldgicos,
evaluaron 45 pacientes con tumores primarios y recurrencias de este tipo de tumor. Se
encontré que hubo correlaciones fuertemente significativas con el diametro y el grosor del
tumor (104). De acuerdo con estimaciones de Kaplan-Meier, la influencia del espesor sobre el
prondstico tenia un valor de p de 0,048, mientras que la influencia de didmetro tenia un valor
de p de 0,029 (104). La variable grado, también se asocid significativamente con la probabilidad
de supervivencia (p=0,01) (104). No hubo correlacion estadisticamente significativa entre la
p53 vy las variables grado de diferenciacion, grado de queratinizacion y el indice de color Ki-67.
La correlacion entre p53 y PAI-1, asi como entre uPA y PAI-1 fue altamente significativa (104).
De acuerdo con las estimaciones de Kaplan-Meier, Ki-67, uPA y PAI-1 no tuvieron influencia
sobre la supervivencia en este grupo de pacientes (104). Los autores concluyen que para p53,
el valor medio puede ser utilizado como un divisor de la mediana de supervivencia de los
pacientes, de tal forma que aquellos con p53 por debajo de 122 pg/mg de proteina tienen una
mediana de supervivencia de 151 meses y aquellos con una p53 por encima de 122 pg/mg sélo
tienen 61 meses de mediana de supervivencia (104). El correspondiente valor de p fue

significativo a 0,0201.

Resumiendo la relacion entre PAI-1 y P53, tenemos que por lo general, los niveles de
PAI-1 estan correlacionados con los niveles de p53 y esta correlacién es positiva; en algunos
tipos histoldgicos de tumor, cuando se ha estudiado la relacion entre ambos, los niveles
elevados de PAI-1 se han asociado con disminucion de la supervivencia o con metastasis
ganglionar, pero en otros, a pesar de la correlacion positiva con p53 y otros marcadores (uPA),
su nivel elevado no incide en la supervivencia; se ha encontrado también en estudios celulares
de senescencia replicativa una relacion entre PAI-1 y p53, de tal manera, que PAI-1 se expresa
en células senescentes luego de la proliferacion de p53 tanto en células auténomas como en los
controles; y finalmente, en un estudio con un genotdxico ambiental (MNNG), se indujo la
produccion de PAI-1 dependiente de p53, con lo cual, ademas de la relacion entre ambos, se
llegd a la sugerencia de que algunos agentes genotdxicos ambientales podrian contribuir a las
metastasis de los tumores mediante la induccion de PAI-1 sin la participacion de ninguna

modificacion genética.
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9. PAI-1 Y SU RELACION CON KU80

Ku80 es una proteina codificada en humanos por el gen XRCC5 (105). Ku80 y Ku70,
conforman un heterodimero denominado proteina Ku, que se une a los extremos de la doble
cadena de ADN que ha sufrido una ruptura y se requiere para el proceso de recombinacion no

homdloga durante la reparacion del ADN (105).

Ku80 también es necesaria en el proceso de recombinacion V(D)J, que es un mecanismo
de recombinacion genética que se da en los vertebrados y en el cual, se seleccionan y
ensamblan al azar segmentos de genes que codifican proteinas especificas con roles
importantes en el sistema inmunitario (106-107). Esta combinacién especifica de localizacién
genera un repertorio diverso de receptores en los linfocitos T y moléculas de inmunoglobulina
(Ig) que son necesarios para el reconocimiento de diversos antigenos bacterianos, viricos y de
parasitos, asi como de células disfuncionales como las tumorales (108-109). Es decir, con esta
funcién de Ku80 se logra incrementar la diversidad del reconocimiento antigénico del sistema
inmune (106-107).

Ademas de su papel en el proceso de recombinacion no homologa, Ku también se
requiere para el mantenimiento del tamafio del teldmero y el silenciamiento de genes

subteloméricos (110).

En un estudio de Bednarek y colaboradores (2008), se demostré que el aumento de la
expresion intracelular de la timosina beta (Tbeta4) era un factor necesario y suficiente para
inducir la expresion del gen del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) en
células endoteliales. Para describir el mecanismo de este efecto, los investigadores produjeron
células mutantes Tbeta4 con discapacidad funcional probada y evaluaron su localizacion
intracelular y su actividad. La distribucion citoplasmatica de Tbeta4 ((AcSDKPT/4A)), Tbeta4
((KLKKTET/7A)), y Theta4 ((K16A)) mutantes fusionada con una proteina fluorescente verde no
se diferenciod significativamente de los Theta4 de tipo natural o salvaje (111). La sobreexpresion
de Tbeta4, Tbeta4 ((AcSDKPT/4A)) y Tbheta4 ((K16A)) afectd a la formacion intracelular de los
filamentos de actina (111). Como era de esperar, la absorcion por el nlcleo de Tbeta4 ((K16A))
se vio afectada (111). Por otra parte, la sobreexpresion de Tbeta4 ((KLKKTET/7A)) resulto en el
desarrollo de una red de filamentos de actina tipica de células adheridas, indicando que el
mutante carecia de sitio de unidon de la actina (111). El mecanismo por el cual el Theta4
intracelular induce el gen PAI-1 no depende del tetrapéptido N-terminal AcSDKP y depende sélo
en parte de su capacidad para unirse a G-actina o de entrar en el nucleo (111). Ambos Tbeta4
y Tbeta4 ((AcSDKPT/4A)) inducen el gen PAI-1 en la misma medida, mientras que los mutantes
Tbeta4 ((KLKKTET/7A)) y Tbeta4 ((K16A)) mantienen alrededor del 60% de la actividad original
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(111). Por analisis protedmicos, la subunidad Ku80 de la helicasa II de ADN dependiente de
ATP fue encontrada asociada con Tbeta4. Ku80 y Theta4 constantemente co-immunoprecipitan
en un complejo de células endoteliales (111). La co-transfeccion de células endoteliales con la
delecion de mutantes Ku80 y Tbheta4 demostrd que el dominio C-terminal del brazo de Ku80
esta directamente involucrado en esta interaccion (111). Por otra parte, la regulacion a la baja
de Ku80 por la interferencia especifica de ARN corto, resulté en una reduccion dramatica en la
expresion de PAI-1 tanto en el nivel de ARNm como de sintesis de proteinas (111). Estos datos
sugieren que Ku80 funciona como un nuevo receptor para Tbeta4 y media su actividad

intracelular (111).

Para resumir, la relacion entre PAI-1 y Ku80 en células endoteliales, ha demostrado que
la expresion intracelular de timosina beta 4 induce el gen PAI-1 y esta expresion depende solo
en parte de la capacidad de Tbeta4 para unirse a G-actina o de entrar en el nlcleo. La
subunidad Ku80 de la helicasa II de ADN dependiente de ATP en su dominio C terminal esta
directamente involucrada con la asociacion con Tbeta4, de tal forma que la regulacion a la baja
de Ku80 produce una reduccion dramatica en la expresion de PAI-1 tanto a nivel de ARNm
como de sintesis de proteinas. Esto sugiere que Ku80 funciona como receptor para Tbeta4 y

media su actividad intracelular, entre ella, la regulacion de PAI-1.

Las timosinas son pequefios péptidos, originalmente identificadas en el timo, pero ahora
se sabe que estan ampliamente distribuidas en muchos tejidos y células (112). Las timosinas se
dividen en tres grupos principales, alfa, beta y gamma-timosinas, basado en sus puntos
isoeléctricos (112). Las alfa-timosinas (ProTalpha, Talphal) tiene localizacion nuclear y estan
implicados en la transcripcién y/o repeticiones de ADN, mientras que las beta-timosinas
(Tbeta4, Tbetal0, Tbetal5) tienen localizacion citoplasmatica y muestran gran afinidad por G-
actina para la movilidad celular (112). Por otra parte, es bien sabido que tanto alfa y beta-
timosinas juegan un papel importante en la respuesta de modulacién inmune, en la biologia
vascular y en la patogénesis del cancer (por ejemplo, en el adenocarcinoma de prostata la
timosina B15, favorece la diseminacion del cancer fuera de la glandula prostatica) (112). Mas
importante aun, las timosinas pueden tener importantes aplicaciones clinicas. Pueden servir
como marcadores moleculares para el diagnodstico y prondstico de ciertas enfermedades.
Ademas, podrian ser dianas moleculares de ciertas enfermedades o ser utilizadas como agentes
terapéuticos para el tratamiento de algunas enfermedades (112). Sin embargo, los mecanismos

moleculares de accion de las timosinas son en gran parte desconocidos (112).

De todas las timosinas, la timosina B4 es considerada el péptido principal, debido a que

representa aproximadamente entre el 70% y 80% del contenido total de beta timosinas (112).
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La Tbeta4 regula la produccion de actina (un componente del citoesqueleto) y la produccién de

laminina (112).
10. PAI-1Y SU RELACION CON LA HIPOXIA CELULAR

En general la hipoxia tumoral se ha relacionado consistentemente con resultados no
satisfactorios del tratamiento. A continuacion se revisaran algunos estudios que relacionan el

PAI-1 con la hipoxia celular.

En un estudio de Li y colaboradores (2011), en el que se investigd un factor alfa-1
mutante inducible por hipoxia (HIF-1) para mejorar la angiogénesis y la perfusion tisular en el
musculo esquelético isquémico de conejo, mencionan que el factor alfa 1 (HIF-1 alfa) es uno de
los factores de crecimiento angiogénico mas potentes, que regula genes implicados en la

angiogénesis, pero se inactiva rapidamente por la normoxia.

Estos investigadores construyeron el Ad-HIF-lalpha-Trip por la transformacién de
Pro402, Pro564 y Asn803 de HIF-1 alfa a alanina con el fin de retrasar la degradacion y crear
un activador transcripcional sustitutivo (69). Con este factor alfa-1 evaluaron si se podria inducir
una angiogénesis funcional madura y los posibles mecanismos implicados (69). Se encontré que
el Ad-HIF-1alpha-Trip aumento la expresion de multiples genes angiogénicos en los cultivos
celulares HMVEC-Ls, incluyendo VEGF, PIGF, PAI-1 y PDGF. En un modelo de conejo de
isqguemia aguda de extremidades posteriores, el Ad-HIF-1alpha-Trip mejoro la perfusion de los
tejidos y los vasos colaterales, segln los resultados de mediciones hechas por ultrasonido,
angio-TAC, entre otros. El Ad-HIF-1alpha-Trip también produjo mas capilares identificables
histolégicamente que fueron verificados por inmunotincidn, en comparacion con los controles
(69). Curiosamente, la inhibicion de CBP/p300 por la curcumina previno la induccion de la
expresion por HIF-1 alfa de varios genes angiogénicos (69). El presente estudio sugiere que Ad-
HIF-1alpha-Trip puede inducir la angiogénesis madura y mejorar la perfusion tisular en el
musculo esquelético de conejo isquémico (69). El CBP/p300, que interactiia con los dominios de
transactivacion de HIF-1 alfa, es importante para la trascripcién de genes angiogénicos inducida
por HIF-1 alfa (69).

Segun mencionan Ahn y colaboradores (2010), en un estudio sobre la respuesta a la
hipoxia tras el aumento de la expresion de PAI-1 a través de los factores HIF-1 o HIF-2 en
células de hepatoma de ratdn, el PAI-1 es un importante regulador de numerosos procesos
fisiopatoldgicos como la inflamacion, la trombosis, la angiogénesis y las metastasis tumorales.
Su expresion es inducida por la hipoxia en el nivel transcripcional, a través de los factores
inducibles por hipoxia HIF-1 o HIF-2. Los autores, dilucidaron el mecanismo de regulacion

transcripcional del gen PAI-1 del ratdén por hipoxia de células de hepatoma (113). Los
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investigadores buscaron los elementos de respuesta a la hipoxia (HRES) del promotor PAI-1
murino utilizando varios ensayos de biologia molecular (113). El primer ensayo de
hipersensibilidad de la ADNsa I, sugirié que la expresion génica del PAI-1 esta regulada por las
interacciones proteina-ADN en el 3,6 y 3-kb en regiones superiores del sitio de inicio de la
transcripcion de genes de la PAI-1 (113). Una region aproximada de 6,4 kb del ADN que
contiene la region promotora 5'-flanking del gen PAI-1 fue aislada, mapeada, clonada y
secuenciada dentro de un gen vector. El ensayo del gen chivato luciferasa posteriormente
identifico dos HREs funcionales, situados en torno a 3,6 kb de la regién promotora 5'-flanking
del gen PAI-1, que fueron responsables del aumento de la actividad del gen de la luciferasa. La
mutacién de HREs en este fragmento suprimid la actividad del gen luciferasa. Finalmente, /in
vitro e in vivo, los ensayos de interaccion proteina-ADN confirmaron la unidn de los dos HREs a
las proteinas HIF-1 o HIF-2. Estos resultados muestran que los dos HREs situados alrededor de
3,6 kb de la region promotora 5'-flanking del gen PAI-1 del ratdn, funcionan como
potenciadores de la hipoxia, lo cual, junto a otras regiones reguladoras, controlan la
transcripcion del gen PAI-1 por HIF-1 o HIF -2 bajo ambientes de hipoxia en las células de

hepatoma del ratén (113).

En un estudio de Sprague y colaboradores (2007), sobre efectos de la hipoxia y
reoxigenacion en la expresion de los niveles del activador de uPA, su inhibidor PAI-1 y el
receptor del activador de uPA en células de cancer de cabeza y cuello humanas, se menciona
que uno de los objetivos durante el tratamiento radioterapico es inducir a la reoxigenacion de
tumores hipoxicos con el fin de mejorar la radiosensibilidad y en definitiva, incrementar la

muerte celular.

Segun estos autores, en los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (CECC),
la hipoxia es considerada un modulador fisioldgico clave para la progresion maligna (114). El
sistema de activacion del plasminégeno esta involucrado en funciones generales como la
conformacion de la matriz extracelular, la proliferacion celular y la transduccion de sefiales
(114). Puesto que se sabe poco sobre la reoxigenacion y el sistema de activacion del
plasmindgeno en CECC, tres lineas celulares humanas (BHY, FADU y CAL27) y una linea de
células de control no transformadas (VH7) fueron expuestos a condiciones de hipoxia (<0,5%
de 02) hasta 72 horas y posteriormente, reoxigenadas durante 24 h en condiciones normoxicas
(114).

La expresion de ARNm del activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA), del
inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) y del receptor del activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (UPAR) se evalud en tiempo real por medios semi-cuantitativos

de RT- PCR y la expresion proteica se determiné mediante cuantificacién inmunoenzimometrica
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(ELISA) (114). Tanto la hipoxia como la reoxigenacion indujeron cambios estadisticamente
significativos en la uPA, el ARNm de PAI-1 y uPAR, y los niveles de proteina en las diferentes
lineas celulares analizadas, que muestra que la tension de oxigeno es un modulador importante
del sistema de activacion del plasmindgeno in vitro. Sin embargo, no se encontraron patrones
uniformes de correlacién entre los niveles de ARNm y de proteinas analizados en tres puntos
(24,48 y 72 horas), ni con las variantes de tratamiento de oxigeno (N, H, I) de acuerdo con las
condiciones de tratamiento de oxigeno en los tres cortes de tiempo (114). Estos resultados
sugieren que los cambios en la tension de oxigeno pueden modular un fragil equilibrio entre los
diversos componentes del sistema de activacion del plasmindgeno en el CECC que pueden
conducir en Ultima instancia a un incremento en la ruptura de la matriz del tumor, a
alteraciones que posibiliten en la invasion de las células tumorales y la difusion de dichas

células hacia d6rganos distantes (114).

Por otra parte, Schilling y colaboradores (2007) estudiaron la induccién del activador del
inhibidor del plasmindgeno (PAI-1) por hipoxia y por radiacion en lineas celulares humanas de
carcinoma de cabeza y cuello. Mencionan estos autores que el carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello (CECC) con frecuencia contiene regiones hipdxicas muy radiorresistentes, sin
embargo, la radioterapia es un tratamiento comuln para estos tumores. La reoxigenacion
durante la radioterapia fraccionada es deseable en estas regiones tumorales hipoxicas para
hacerlas mas sensibles a la radiacién. La hipoxia, ademas, conduce a la sobreregulacion de la
proteina PAI-1, que estd implicada en la progresion tumoral y es un marcador de prondstico
desfavorable. Sin embargo, el impacto de la reoxigenacion vy la radiacion en los niveles de PAI-1
no esta todavia muy claro (115). Por lo tanto, los investigadores, determinaron la cinética de la
expresion de PAI-1 en cultivos celulares y en la secrecion de estos cultivos después de la
hipoxia y la reoxigenacion (115). Ademas, se determind la influencia de las radiaciones
ionizantes sobre los niveles de PAI-1 en las dos lineas celulares humanas de CECC, BHY y
FADU (115).

Para visualizar los niveles de hipoxia en las dos lineas celulares, se utilizé el HIF-1 alfa
inmunoblot (115). La expresion de PAI-1 se investigd por microscopia de inmunofluorescencia
(115). La prueba de ELISA se utilizd para cuantificar los cambios relativos en la expresion de
PAI-1 en lisados de células y en la secrecion de los cultivos (sobrenadantes de cultivo celular)
en respuesta a diferentes periodos de tiempo (2-4 horas) de exposicion a la hipoxia (<0,66%
de 0,), la expresion celular de PAI-1 luego de la reoxigenacién (24 h, 20% de O,) y la radiacion
(0,2,5,10 Gy) se estudio por microscopia (115). Se encontro que la expresion del HIF-1 alfa fue
inducida entre 2 y 24 h de exposicién a la hipoxia (115). La expresion del PAI-1 intracelular fue
significativamente mayor en las células BHY y la FADU a las 4 h después de la exposicion

hipdxica (115). Una importante induccion de PAI-1 secretada fue observada después de 12 a 24
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h en las células BHY y de 8 a 24 h de hipoxia en las células FADU, en comparacion con el
control normoéxico (115). A 24 h del periodo de reoxigenacion, se observd mucho menos
secrecion de PAI-1 que a 24 h del periodo de hipoxia en las células FaDu (115). La irradiacion
condujo a una regulacion de la expresion y secrecion de PAI-1 en ambas lineas celulares, FADU
y BHY (115). Estos datos sugieren que, ambas, la exposicion a la hipoxia de duracion corta
(aproximadamente 4-8 horas) y larga (aproximadamente 20 a 24 h) puede aumentar los niveles
de PAI-1 en células de carcinoma escamocelular in vivo (115). Es importante destacar que la
propia radiacion podria llevar a una sobreregulacion de PAI-1 en tumores de cabeza y cuello,
mientras que la reoxigenacion de las células tumorales hipdxicas durante la radioterapia

fraccionada podria contrarrestar el aumento de los niveles de PAI-1 (115).

Sprague y colaboradores (2006), estudiaron el efecto de la reoxigenacion sobre la sobre-
regulacion inducida por hipoxia del inhibidor de la proteasa de serina, el PAI-1, en células de
carcinoma de cabeza y cuello. Estos autores mencionan que, en el carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (CECC), la hipoxia es considerada como un modulador de
importancia fisioldgica para la progresion maligna, el sistema de activacion del plasmindgeno
esta involucrado en la superposicion de funciones tales como el modelamiento de la matriz
extracelular y la transduccion de sefales (116). Poco se sabe sobre los efectos de la
reoxigenacion en el sistema de activacion del plasmindgeno de las células de CECC (116). Los
investigadores expusieron a hipoxia (<0,5% de 0,) tres lineas celulares humanas de CECC
(BHY, CAL27, FADU) y una linea de células humanas no transformadas de fibroblastos (VH7),
por un maximo de 72 horas y posteriormente, las reoxigenaron en condiciones de normoxia por
24 horas (116). Se midio la concentracion de uPA y de PAI-1 y su actividad por ELISA y ELISA
compleja, respectivamente (116). La reoxigenacion indujo cambios significativos en la secrecion
de PAI-1 en las células de CECC en comparacion con el control norméxico (116). También se
observd un aumento significativo de uPA después de la reoxigenacion solo en algunas de las
lineas celulares de CECC (116). La determinacion de la formacion de complejos uPA-PAI-1
reveld la liberacion de la proteina activa en el sobrenadante celular (116). El papel benéfico de
la reoxigenacion durante la radioterapia es ampliamente aceptado (116). Sin embargo, la
reoxigenacion no parece contrarrestar los efectos inducidos por la hipoxia en el sistema de
activacion del plasmindgeno (116). Igualmente, la irradiacion de células tumorales reoxigenadas
puede producir suficientes cantidades de proteinas nocivas e iniciar un camino para la

supervivencia de las células tumorales a través de la invasion y las metastasis (116).

En un estudio de Liu, Moller, Flugel y Kietzmann (2004), en el cual se evalud la induccion
de la expresion génica del PAI-1 por el calcio intracelular a través del factor inducible por
hipoxia-1 (HIF-1), se menciona que la expresion del PAI-1 puede ser aumentada por la hipoxia

y por otros estimulos que conduzcan a la movilizacion del calcio intracelular. Por esto, el
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objetivo de los investigadores fue evaluar el papel del calcio en la expresién de PAI-1

dependiente de la hipoxia.

Se ha demostrado que el Ca (2+)-ionophore A23187 y el Ca (2+)-chelator BAPTA-am
(1,2-bis (2-aminophenoxy)ethane-N,N, N, N'-tetraacetic acid-acetoxymethyl ester), permean las
células e inducen la expresion de ARNm PAI-1 y la proteina PAI-1 en normoxia e hipoxia en las
células HepG2 (117). Experimentos de transfeccion con el elemento de respuesta a la hipoxia
(HRE) de tipo natural y mutado, promotores del PAI-1, han revelado que el HRE se une al
factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) mediado por la respuesta a A23187 y BAPTA am. El
A23187 induce una notable y estable induccion de HIF-1 alfa, mientras que BAPTA-am,

Unicamente produce un aumento rapido y transitorio (117).

Mediante el uso de actinomicina D y cicloheximida los investigadores demostraron que
A23187 indujo la expresion de ARNm HIF-1, mientras que BAPTA-am actUa después de la
transcripcion (117). Aunque A23187 activa una sefial extracelular regulada por quinasa (ERK) y
otras reguladas por la Jun N-terminal quinasa (118), la p38 protein quinasa mitdgena activada
(MAPK) y la protein quinasa B; parece que el aumento de la HIF-1 alfa por A23187 fue
mediado Unicamente por la via ERK (117). Por otra parte, BAPTA-am extiende sus efectos via
inhibicion de la actividad de HIF-prolil hidroxilasa y la interaccion con la proteina supresora del
tumor von Hippel-Lindau (VHL) (117). Por estos hallazgos, los autores consideran que el calcio
parece tener un papel fundamental en la regulacion del sistema HIF y la posterior activacion de

la expresion del gen PAI-1 (117).

Finalmente, en un estudio de Kimura y colaboradores (2002), en el que se evalud la
influencia de hipoxia sobre la expresion de PAI-1 en una linea de cancer de pulmoén de células
EBC-1, se menciona que el gen PAI-1 es uno de los genes diana del factor inducible por hipoxia
alfa 1 (HIF-1 alfa), ademas de ser un importante regulador fisioldgico del sistema fibrinolitico y

de participar en la invasion del cancer.

El HIF-1 alfa se expresa en varios tipos de células pulmonares, pero la relacion de PAI-1
a HIF-1 alfa en condiciones de hipoxia en esas células no estd completamente dilucidada. La
expresion de la proteina HIF-1 alfa en las células EBC-1 se incrementd por la hipoxia y esto se
asocid con un aumento de la secrecion de PAI-1 (119). La hipoxia no afecto los niveles de
ARNm HIF-1 alfa, pero aumentd los niveles de ARNm PAI-1 (119). Al hacer el pre tratamiento
de las células con MG132, se inhibid la degradacion proteasomal de HIF-1 alfa y se incrementd
la produccién de PAI-1 bajo ambas condiciones de normoxia e hipoxia (119). Por estos

hallazgos, los autores concluyeron que la hipoxia induce la expresidon de PAI-1, en células EBC-
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1, a través de la estabilizacion del complejo HIF-1 y esto puede estar relacionado con las

metastasis del cancer (119).

En resumen, en estudios en cultivos celulares, se ha observado que la expresion de PAI-1
aumenta con la hipoxia. Este aumento es mediado por los factores inducidos por la hipoxia
(HIF1 o HIF2), que inducen a su vez el PAI-1, actuando sobre el gen que lo codifica. Pero los
HIF no actlan solos sobre este gen, se unen con los elementos de respuesta a la hipoxia

(HRES), que actian como potenciadores de la misma, antes de inducirlo.

Por otra parte, también en lineas de cultivos celulares de células tumorales de carcinoma
de cabeza y cuello, se ha establecido que la hipoxia y la reoxigenacién inducen cambios
estadisticamente significativos en el ARNm de uPA, de PAI-1 y uPAR y de sus proteinas. Lo cual
muestra que la tension de oxigeno es un modulador importante del sistema de activacion del
plasmindgeno /in vitro. Sin embargo, los cambios generados por la tension de oxigeno pueden
modular un fragil equilibrio entre diversos componentes del sistema del plasmindgeno, que
pueden favorecer o no la rotura de la matriz del tumor, o, alteraciones que posibiliten Ia

invasion de las células tumorales y su difusion hacia érganos distantes.

Por esto, algunos investigadores opinan que la reoxigenacion no parece contrarrestar los
efectos inducidos por la hipoxia en el sistema de activacion del plasminégeno y cuando se
irradian las células tumorales reoxigenadas, pueden producirse suficientes cantidades de
proteinas nocivas e iniciarse el camino para la supervivencia de las células tumorales a través

de la invasion y las metastasis.

Tal vez la inclinacion de la balanza dependa de la tension de oxigeno alcanzada en el
tumor, del tiempo durante el cual el ambiente al que se someten las células tumorales sea
hipdxicos, de otros factores que intervengan en la relacion HIF-1 alfa y PAI-1 (como el calcio
intracelular), de factores que estabilicen el HIF-1 alfa en el medio intracelular y que hagan que
este induzca por un tiempo mas prolongado la produccion de PAI-1, y de si hay o no
mutaciones en los HIF-1 alfa que induzcan factores angiogénicos que produzcan una

angiogénesis madura y mejoren la perfusion tisular.
11. PAI-1Y LOS CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS

La invasion extravascular e intravascular de tumores solidos malignos depende de la
unién de las células tumorales a los componentes de la membrana basal y de la matriz
extracelular, de la protedlisis local y de la capacidad de migracion de las células tumorales
(120). Se ha acumulado una fuerte evidencia clinica y experimental de la asociacion de la

proteasa sérica plasmina, el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA), el receptor de

- 116 -



Julio C. Velasquez, Luis Alberto Henriquez-Hernandez, Almudena Valenciano, Aura Lucy Caicero y Pedro C, Lara

UPAR (CD87) y los inhibidores de PAI-1 y PAI-2 con la invasion del cancer y las metastasis
(120). El aumento de uPA, uPA-R y/o PAI-1, en los pacientes afectados con tumores sdlidos
malignos, se ha asociado con la progresion del tumor y con la disminucién de la supervivencia
libre de enfermedad (120).

La unidn a los receptores del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) parece
desempenar un papel clave en estos eventos. El uPA convierte el plasmindgeno en plasmina vy,
por tanto media la protedlisis peri-celular durante la migracion celular y la remodelacion de los
tejidos en condiciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas (121). El uPA se secreta como una pro
enzima enzimaticamente inactiva (pro-uPA) por las células tumorales y las células del estroma
(121). El uPA ejerce su funcidn proteolitica en las células normales y en las células tumorales
como coenzima después de haberse unido a un receptor de la superficie celular de alta afinidad
(121). Después de la union, pro-uPA es activada por proteasas de serina (por ejemplo, la
plasmina, tripsina o calicreina plasmatica) y por las proteasas de cisteina catepsina B o L. El
uPA unido a los receptores enzimaticamente activos convierte el plasmindgeno en plasmina,
que se une a otros receptores de baja afinidad en las células tumorales (121). La plasmina
degrada componentes del estroma tumoral (por ejemplo, la fibrina, fibronectina,
proteoglicanos, laminina) y puede activar la procolagenasa tipo IV que degrada el colageno tipo
IV, una parte importante de la membrana basal (121). Por esto, el uPA unido al receptor
promovera la activacion del plasmindgeno y por tanto la disolucién de la matriz del tumor y la

membrana basal, que es un requisito previo para la invasion y la metastasis (121).

El aumento del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y/o de su inhibidor PAI-
1, parecen ser uno de los principales marcadores prondsticos descritos hasta ahora en este tipo
de tumores (120). Un fuerte valor prondstico de estas dos proteinas para predecir la recurrencia
de la enfermedad y la supervivencia global se ha documentado en pacientes con cancer de
mama, ovario, cuello uterino, endometrio, estdmago, colon, pulmédn, vejiga, rifidn, cerebro y
tejidos blandos (120). Debido a la fuerte correlacion entre valores elevados de uPA y/o PAI-1
en tejidos de cancer primario y la capacidad de invasion/metastasis de las células cancerosas,
se ha planteado en diferentes estudios que los factores proteoliticos de uPA y PAI-1 pueden ser
dianas para el tratamiento de estos pacientes. Se han presentado diversos enfoques para
interferir con la expresion o la reactividad de uPA o CD87 a nivel del gen o de la proteina que se
han probado con éxito, como es el caso de los oligonucledtidos antisentido (antisense), los
anticuerpos, los inhibidores enzimaticos y los analogos sintéticos o recombinantes de uPA y
uPAR (120).

A continuacion se revisaran algunos trabajos en los cuales se evalla el PAI-1 en tumores

malignos de células escamosas.
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En un estudio de Gao y colaboradores (2010), sobre alteraciones epigenéticas del gen
SERPINE 1 en carcinomas orales de células escamosas y en mucosa oral normal, se menciona
que los mecanismos responsables de la sobreregulacién del PAI-1 en el cancer siguen siendo
poco claros. Por esto, investigaron la expresion especifica de PAI-1 en células de los carcinomas
orales mediante técnicas de inmunohistoquimica (122). Encontraron que el PAI-1 se expresd en
18 de 20 pacientes, principalmente por las células cancerosas. Dos pacientes mostraron PAI-1
positivo en las células del estroma que rodeaba las zonas tumorales y cinco mostraron células
PAI-1 positivas en tumores adyacentes al epitelio normal. Utilizando la técnica de tiempo real de
analisis, RT-PCR, 17 de 20 pacientes con carcinoma oral tenian entre 2,5 y 50 veces aumento
del nivel de ARNm PAI-1 en el tumor, en comparacion con los tejidos normales adyacentes
pareados (122). El nivel de ARNm PAI-1 en el tejido conectivo de 15 voluntarios sanos fue
similar al nivel encontrado en los tejidos normales adyacentes al tumor, pero el nivel en el
epitelio fue de 5 a 10 veces menor (122). El analisis de la metilacion del ADN de 25 sitios CpG
dentro de 960 pb alrededor del sitio de iniciacién de la transcripcion del gen SERPINE1 (o PAI-
1) por secuenciacion de bisulfito, encontré que tanto los tumores como el tejido normal
adyacente al tumor tenian un importante nivel de metilacion, mientras que hubo muy poca
metilacion en el tejido de voluntarios sanos, lo que sugiere que el tejido normal adyacente al

tumoral ya contiene la transformacién asociada a los cambios epigenéticos (122).

A pesar de los anteriores hallazgos, no hubo una correlacion inversa entre los niveles de
ARNm PAI-1 y la metilacion de genes SERPINE1 en todos los tejidos, lo que muestra que la
metilacion CpG no es el principal determinante del nivel de expresion de PAI-1 en el tejido oral
(122).

Como se ha descrito anteriormente, el sistema activador del plasminégeno se compone
de dos activadores del plasmindgeno, el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (UPA) vy el
activador del plasmindgeno tipo tejido, los inhibidores de la activacion del plasmindgeno (PAI-1
y 2), y un receptor de superficie celular de uPA (uPAR). El sistema activador del plasmindgeno
estd involucrado en muchas etapas de la cascada metastasica, incluyendo la remodelacion de la
matriz, la proliferacion celular y la migracion. Baker y colaboradores realizaron un estudio en el
que compararon las concentraciones tisulares de los componentes del sistema activador del
plasmindgeno en tejido tumoral y en tejido normal emparejados, de pacientes con carcinoma
oral de células escamosas y su correlacion con la clasificacion histopatoldgica del tumor. Treinta
y ocho pares de muestras de tejido fueron analizadas por el método de ELISA (ng/mg de
proteina) para uPA, tPA, uPAR, PAI-1 y PAI-2 (123). Se encontrd que las concentraciones de
uPA, uPAR, PAI-1 y PAI-2 fueron significativamente mayores en el tumor que en el tejido oral
normal (media de uPAR en el tumor de 1,6 ((rango, 0,1-7,5) ng/mg de proteina; normal=0,2

(0-2,3), p<0,05) (123). También se observd una fuerte correlacion entre las concentraciones de
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ciertos componentes del sistema activador del plasmindgeno, en particular entre uPA, uPAR y
PAI-1 (p<0,05). Ademas, las concentraciones tisulares de algunos componentes del sistema
activador del plasmindgeno correlacionaron con los indices clinicos y patoldgicos de agresividad

de los tumores, incluyendo el grado de diferenciacion y el estadio T (123).

Por otra parte, Hundsdorfer y colaboradores (2004), examinaron la distribucion y la
importancia prondstica del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y del inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI-1) en los casos de carcinoma primario de células escamosas
de mucosa oral. El tejido del tumor primario fue tomado de 79 pacientes. Con el fin de hacer
una comparacion intra-individual, el tejido de la mucosa sana de la boca fue tomado en 50
pacientes y el tejido metastasico de los ganglios linfaticos del cuello en 16 pacientes. El
contenido de uPA y PAI-1 se determin6 por ELISA. Después del seguimiento, 58 pacientes con

tratamiento quirirgico primario se incluyeron en el estudio.

Se encontrd que la mediana del valor de uPA fue de 3,43 ng/mg en el tumor primario y la
de PAI-1 47,1 ng/mg (n=79). Se observd una correlacion significativa entre la uPA y PAI-1
tanto en el tejido canceroso, como en los tejidos sanos (p<0,01) (124). Las comparaciones
intra-individuales mostraron que uPA y PAI-1 difirieron significativamente entre los tejidos
cancerosos y sanos (p<0,0001) con la media de los valores de uPA y PAI-1 nueve veces mayor
en el tejido canceroso (n=58). La correlacion entre uPA y PAI-1 en los tumores, el tejido sano y
el tejido ganglionar metastasico (n=16) mostré valores muy significativos en los tumores
(p<0,001). La comparacion entre el tejido canceroso del tumor primario y de los ganglios
linfaticos no fue significativa para el PAI-1. Para uPA, los valores en los ganglios linfaticos
fueron significativamente menores (p<0,049). Hubo también niveles significativamente mas
altos en el tejido ganglionar metastasico en comparacion con las membranas mucosas sanas
(p=0,005 para la uPA y p= 0,003 para PAI-1). No se encontr6 correlacion significativa de PAI-1
y UPA (n=79) con el sexo del paciente, el tamafio del tumor (estadio T), el estado ganglionar
(estadio N), el grado de diferenciacion del tumor, o el estatus de tumor residual. Al dividir los
pacientes en dos grupos etarios (<=58 afios y >58 afios), los pacientes de mayor edad tuvieron
mayores niveles de uPA (p<0,017) y PAI-1 (p<0,02). No se encontrd asociacion significativa
entre la localizacion del tumor y el contenido de uPA en el tumor; para el PAI-1 la asociacion
fue significativa (P <0,02) en las distintas zonas de la boca. Hubo un total de 23 pacientes
(40%) con recidiva (local n=13, a ganglios linfaticos n=3, local y de los ganglios linfaticos n=1,
a ganglios linfaticos y piel n=1, en otros lugares n=5). Estos pacientes tuvieron aumentados los
niveles de uPA (p=0,012) y PAI-1 (p=0,014) en el tumor primario. Los autores concluyeron que
la determinacion del nivel de PAI-1 inmediatamente después de la cirugia podria ser una
indicacion de la probabilidad de recaida y por tanto de ayuda en la determinacion de la terapia

adyuvante (124). Estos hallazgos confirman también la tendencia de los resultados de
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diferentes estudios sobre que las proteasas asociadas a tumores también pueden desempenar
un papel clave en el carcinoma oral de células escamosas como nuevo e independiente factor

prondstico.

En un estudio de Zhao y colaboradores (125), para detectar la expresion del activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y sus inhibidores (inhibidores del activador del
plasmindgeno, PAI, tipo 1 y 2) en el carcinoma de células escamosas de laringe en humanos y
revelar su correlacion con los principales parametros clinico-patoldgicos y el prondstico, se
detectd uPA, PAI-1 y PAI-2 a partir de 104 casos de carcinoma de células escamosas de laringe
sometidos a reseccion primaria. La deteccion se hizo mediante técnicas de inmunohistoquimica
(con la marca comercial de etiqueta-streptoavidin-biotina-peroxidasa, SAB). Los resultados
fueron clasificados como positivos y negativos. Los pacientes fueron seguidos de forma
prospectiva durante una mediana de 41 meses (rango de 24 a 84 meses). Se encontr6 que la
positividad para uPA, PAI-1 y PAI-2 se presentd tanto en las células neoplasicas como en
fibroblastos y macrdfagos. Sin embargo, dependiendo de la clasificacion histologica y la
capacidad invasiva del tumor, se observd una acentuada heterogeneidad intra e intertumoral en
la tincion de uPA. La tasa total de positividad para uPA, PAI-1 y PAI-2 fue de 66,3%, 70,2% y
50,0%, respectivamente. No existié relacion entre la expresion de estas proteinas y los
parametros clinico patoldgicos a excepcion de las metastasis ganglionares y la recurrencia, el
valor de p fue de 0,010, 0,027 y 0,038, respectivamente. El andlisis univariante de la
supervivencia reveld una alta correlacion inversa significativa de la expresion de uPA positiva
con el tiempo de supervivencia. Los pacientes con expresion de PAI-2 positiva tenian una
supervivencia significativamente mas larga que aquellos con expresion PAI-2 negativa. En los
diferentes subgrupos de los parametros clinicos patoldgicos, uPA, PAI-1 y PAI-2 afiaden
informacién significativa a la supervivencia. El analisis multivariado reveld cuatro factores
prondsticos independientes para el tiempo de supervivencia global: uPA, PAI-2, metastasis
ganglionares y recurrencias y estadiaje clinico, p=0,001, 0,002, 0,035 y 0,005,
respectivamente. Los autores concluyeron que estos hallazgos sugieren que el papel de uPA es
importante en las metastasis del carcinoma de laringe y PAI-2 parece ser un inhibidor contrario
a PAI-1. PAI-1 puede actuar como un modulador esencial del sistema de activacion del
plasmindgeno o un protector del tejido de carcinoma contra la auto degradacion, mas que
como un inhibidor simple del sistema. Igualmente, uPA y PAI-2 podrian ser nuevos factores

prondsticos, independientes y fuertes para el carcinoma de células escamosas de laringe (125).

Se puede resumir la relacion de PAI-1 y los carcinomas de células escamosas en que los
estudios de los tejidos tumorales evaluados (de boca y laringe), han encontrado que el nivel de
PAI-1 esta aumentado en el tejido tumoral (de la localizacidn primaria del tumor y de las

metastasis ganglionares) comparado con tejido sano adyacente al tumor y con tejido de
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voluntarios sanos. Los cambios epigenéticos (analisis de metilacion) estan presentes en el tejido
normal adyacente al tumor. En el carcinoma de laringe, los pacientes con expresion de PAI-2
positiva tuvieron una supervivencia significativamente mas larga que aquellos con PAI-2
negativa. PAI-2 parece ser un inhibidor opuesto a PAI-1 (este puede actuar como protector del
tejido canceroso contra la auto degradacion, mas que como inhibidor simple del sistema). En
pacientes con carcinoma oral de células escamosas, la determinacion del nivel de PAI-1
inmediatamente después de la cirugia podria ser una indicacion de la probabilidad de recaida y

por tanto de ayuda en la determinacion de la terapia adyuvante.
12. PAI-1Y LOS ADENOCARCINOMAS

Con respecto al comportamiento del PAI-1 en los adenocarcinomas, se han desarrollado

varios estudios principalmente en tumores de mama, pancreas, pulmén y esoéfago.

Descotes y colaboradores (2008), evaluaron la importancia prondstica del activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y el inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) en
tejidos con adenocarcinoma de mama primario. Incluyeron pacientes de tres centros médicos
entre 1994 y 2001. Los factores bioldgicos en los extractos tumorales se analizaron todos en el
mismo laboratorio. PAI-1 y uPA fueron tratados como variables continuas o dicotdmicas. El
analisis de supervivencia libre de metastasis se realizd mediante el modelo de Cox, el algoritmo
de clasificacion y el arbol de regresion (CART) en toda la poblacion y en el subgrupo de casos
de ganglios negativos (pNO) o positivos (pN+). Las curvas de Kaplan de supervivencia libre de
metastasis fueron disefiadas para los distintos grupos en relacion con combinaciones de
UPA/PAI-1. Encontraron que el nivel del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa parecid
estar relacionado con el grado de extension anatomica del tumor, por el contrario, el contenido
de PAI-1 fue independiente del tamano del tumor y la extension ganglionar (126). En el analisis
univariado, ajustado por los factores prondsticos habituales, el riesgo de metastasis aumento
con el nivel de PAI-1 en todos los pacientes (HR [hazard ratio], 3,1, p<0,001), en pNO (HR, 4,3,
p<0,001) y los pacientes pN+ (HR: 2,3; p=0,019) (126). Se incrementd también con el nivel de
uPA en todos los pacientes (HR, 2,6, p=0,006) (126). En el analisis multivariado, cuando ambas
variables fueron incluidas, el PAI-1 se mantuvo significativo en todos los pacientes (HR: 2,4;
p=0,002) y en los pacientes pNO (HR, 3,2, p=0,003), pero no uPA. El analisis CART confirmd
que el mejor factor de divisién fue PAI-1 (126). Los autores concluyeron que no hubo pruebas
de un impacto adicional de uPA sobre el prondstico (126). PAI-1 se mantuvo como un factor

prondstico independiente en pacientes con carcinoma ductal de mama pNO (126).

En un estudio de Schneider y colaboradores (2000), en el cual, se investigd el papel de

uPA en el cancer de mama precoz (pT1), se utilizaron técnicas de inmunohistoquimica (sistema
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estreptavidina-biotina-peroxidasa), usando el anticuerpo policlonal Chemicon AB776, que
reaccionaba con los complejos UPA-PA-1 y uPA-PAI-2. Ademas se estudid la expresion de
CD44std, Ki67, c-erb-B2, p53, ER (receptores estrogénicos) y PR (receptores de progesterona)

en las mismas muestras de tejido usando el mismo método (127).

Los resultados obtenidos se correlacionaron con invasion ganglionar y con cada una de
las caracteristicas patoldgicas clasicas tales como el grado histoldgico y nuclear. Se encontrd
que la reaccion inmunohistoquimica para los complejos UPA-PAI-1 y uPA-PAI-2 fue
citoplasmatica y localizada en el interior de las células tumorales, sin, o sélo una reaccion
minima en las células del estroma. La uPA-positiva detectada por este método se correlaciono
significativamente con la expresion de ER (p=0,031), de PR (p=0,030), con el grado nuclear
favorable (p=0,0087) y, marginalmente, con una tasa de proliferacién baja (p=0,088), lo cual,
fue contrario a los resultados reportados por la mayoria de grupos que han estudiado el uPA
libre y el uPA unido a su receptor de membrana (UPAR) en tumores similares. Los autores
concluyeron que los complejos UPA-PAI-1 y uPA-PAI-2 se forman dentro de las células
tumorales con el fin de inactivar el uPA libre o unido a uPAR, lo cual, explica porque los
hallazgos de este estudio fueron contrarios a lo observado cuando se estudian estas Ultimas
formas (127).

Por otra parte, Smith y colaboradores (2007), realizaron un estudio para valorar la
expresion del PAI-2 como predictor de mejora de la supervivencia en pacientes con

adenocarcinoma de pancreas (128).

El activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA), su receptor (UPAR) y los inhibidores
del activador del plasmindgeno tipos 1 y 2 (PAI-1 y PAI-2) juegan un papel clave en la invasion
del cancer. El valor prondstico de los componentes de este sistema se ha consolidado en el
cancer de mama (128). Sin embargo, segun estos autores, poco se sabe de su implicacion en el

cancer de pancreas.

En su estudio, utilizaron métodos cuantitativos en tiempo real de reaccién en cadena de
la polimerasa (Q-RT-PCR) en muestras de tejido no banquedado y técnicas de
inmunohistoquimica (IHC) en muestras incluidas en parafina, para medir la expresion de las
proteinas uPA, uPAR, PAI-1 y PAI-2 en 46 muestras de cancer de pancreas y 12 muestras de
cistoadenoma (128). Los resultados fueron relacionados con la supervivencia mediante pruebas
de riesgo proporcional de Cox. Encontraron que el aumento de la expresién de uPA, uPAR y
PAI-1 en el tejido de cancer de pancreas se asocio independientemente con un mayor estadiaje
del tumor segun la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC)] (p<0,001) y estuvieron

intercorrelacionadas (P<0,001) (128). La sobreexpresion de uPAR indicd disminucion de la
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supervivencia (p=0,03). Por el contrario, la sobre expresion del mensajero del acido
ribonucleico PAI-2 (ARNm PAI-2), que se produjo en 21 de 46 tumores, tuvo una correlacion
negativa con el tamafo del tumor (p=0,008) y con la supervivencia (p<0,007) pero no con
uPA, uPAR, o el estadio. Hubo una buena concordancia entre el valor de ARNm PAI-2 y el
puntaje de IHC. Utilizando el analisis paso a paso de Cox, el valor de ARNm PAI-2 (HR=0,24,
p=0,001) y el estadio del tumor segin la UICC (HR= 2,014, p=0,001) predijeron de forma
independiente la supervivencia. Una puntuacion de IHC para el PAI-2 de 3+, o, 4+, también de
forma independiente predijo una mejor supervivencia (HR=2,72, p=0,025) (128). Los autores
concluyeron que el sistema uPA/uPAR/PAI-1 se activa en el cancer de pancreas avanzado y
puede explicar el comportamiento agresivo del tumor, mientras que la expresion del PAI-2
parece ser independiente de uPA/uPAR/PAI-1 y se asocia con un mejor pronostico. Debido a su
intercorrelacién con el ARNm, la IHC de PAI-2 puede ser utilizada como un indicador de la

supervivencia (128).

En un estudio de Pappot, Pedersen, Brunner y Christensen (2006), se evalud la
supervivencia de una poblacion con adenocarcinoma de pulmén de 99 pacientes con muestras
de tejido tumoral y su relacidén con el complejo formado por uPA y PAI-1 en dicho tejido (129).
El estudio incluyd materiales de pacientes previamente incluidos en otro estudio sobre el
impacto prondstico de PAI-1 en la supervivencia, por lo cual, la informacién sobre los
parametros clinicos estaba disponible. Los pacientes tuvieron una mediana de supervivencia de
25 meses. Se utilizd la prueba de ELISA en extractos de tumor para medir complejos
preformados de uPA-PAI-1 y previamente se tenian datos disponibles de los niveles de uPA y
PAI-1. Las cantidades del complejo uPA-PAI-1 en el tejido de adenocarcinoma pulmonar
estuvieron en el mismo rango que para el tejido de cancer de mama (0,11-5,74 ng/mg de

proteina), como se informo en un estudio previo de los mismos autores (129).

Los niveles de uPA y PAI-1 se correlacionaron débilmente con los niveles del complejo
uPA-PAI-1, r=0,52 y r=0,47, respectivamente y no se encontrd relacion entre el complejo uPA-
PAI-1 y cualquiera de los parametros clinicos investigados. Sin embargo, se demostrd un
impacto prondstico significativo del PAI-1 en estos pacientes (HR=1,62, p= 0,04). En los
pacientes con nivel alto de PAI-1 y bajo del complejo uPA-PAI-1, se encontrd una supervivencia
significativamente peor que los pacientes con bajo PAI-1 y altos niveles del complejo uPA-PAI-1
(HR=3,06, p=0,01). Segun los autores, esta es la primera investigacion sobre el impacto
prondstico del complejo uPA-PAI-1 en un tipo de tumor que no sea cancer de mama. Los bajos
niveles del complejo uPA-PAI-1 en combinacion con altos niveles de PAI-1 se asociaron con mal
pronodstico. Finalmente, mencionan que para comprender estas interacciones y la importancia

clinica de los niveles tisulares de uPA, PAI-1 y de los complejos uPA-PAI-1, deben hacer nuevos
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estudios exploratorios de estos componentes en adenocarcinomas pulmonares y otros tipos de
cancer (129).

Por otra parte, Hourihan, O'Sullivan y Morgan (2003), estudiaron la expresion de genes
asociados al adenocarcinoma esofagico usando una serie de microchips de ADNc que contiene
1,176 genes asociados al cancer humano (130). Aproximadamente el 59% de los genes se
expreso en niveles detectables. Quince genes (1,3%) exhibieron expresion diferencial (>2,5
veces), entre el tejido de adenocarcinoma de esofago y el tejido normal de eséfago. Nueve
genes estuvieron sobrerregulados en el tejido de adenocarcinoma de esdfago
(metaloproteinasas de la matriz 11 (MMP11), la ornitina decarboxilasa (ODC), citoqueratinas 8 y
18, la integrina alfa 3 (ITGA3), la integrina alfa 6 (ITGA6), BIGH3 (factor de crecimiento
transformante beta-inducida), beta-catenina y CDC25B (fosfata 2 inductora de la fase M). Seis
genes estuvieron subregulados en el tejido de adenocarcinoma (citoqueratina 4, el PAI-2, el
antagonista del receptor de la interleukina 1 (IRAP), la citoqueratina 13/15/17, el MAD y el
receptor gamma 1 del acido retinoico (RARG)). Los autores concluyeron que la expresion
diferencial de estos genes influye en la adhesion celular, la composicion de la matriz
extracelular, la activacion de la transcripcion y la progresion del ciclo celular y pueden contribuir

al desarrollo del adenocarcinoma de esdfago.

Por otra parte, debido a que el activador de la plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y el
inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) han sido sugeridos como marcadores
prondstico en los carcinomas de pulmon de células no pequenias. Offersen, Pfeiffer, Andreasen
y vergaard (2007) investigaron si el uPA y el PAI-1 podrian ser considerados marcadores
prondstico en pacientes con carcinomas de pulmoén de células no pequenas (en ingles, NSCLC)
y si estaban relacionados con la angiogénesis (131). Para ello, utilizaron tejido tumoral
congelado de piezas quirdrgicas de 118 pacientes no tratados previamente, diagnosticados con
NSCLC durante el periodo 1984-1991. Todos los pacientes fueron tratados con cirugia, y no

recibieron ni quimioterapia ni radioterapia.

Los niveles de uPA y de PAI-1 se evaluaron utilizando un método de ELISA tipo sandwich.
Encontraron que tanto la uPA como el PAI-1 fueron independientes de los clasicos parametros
histopatoldgicos, asi como de la densidad de los microvasos y del patrén vascular. Utilizando la
supervivencia global en los primeros cinco afios como objetivo final de evaluacion, ninguno de
los factores fue un marcador prondstico en el analisis univariado; sin embargo, niveles
significativamente mas elevados de uPA y PAI-1 se observaron en los tumores con un patrén
vascular angiogénico. En el analisis multivariado, el estadio avanzado de la enfermedad
(p<0,0001), el adenocarcinoma (p=0,007), la mayor edad (p=0,02) y la presencia de un patron

de angiogénico (p=0,05), fueron identificados como marcadores independientes de la muerte
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dentro de los cinco afios evaluados. Los autores concluyeron que ninguno de los factores
estudiados fue identificado como pronostico cuando se evalla la supervivencia global a cinco
afios como punto final. Sin embargo, en tumores previamente identificados como no-
angiogénicos fue encontrado significativamente menor el contenido de ambos el uPA y el PAI-1
en comparacion con los tumores angiogénicos, por lo cual, generaron la hipdtesis de que el uPA

y la PAI-1 estimulan la angiogénesis en pacientes con NSCLC (131).

Para resumir, la relacion entre PAI-1 y adenocarcinomas, muestra que en el cancer de
mama (pT1, NO, MO), el aumento de los niveles de PAI-1 y uPA-PAI-1 se asocié a un mayor
riesgo de metastasis ganglionares. En el adenocarcinoma de pancreas, el aumento de la
expresion de uPA, uPAR y PAI-1 se asocid independientemente con un mayor estadiaje del
tumor, mientras que la expresion de PAI-2 parece ser independiente de uPA/uPAR/PAI-1 y se
asocié con un mejor prondstico. En carcinomas de pulmén de células no pequeiias, el nivel
elevado de PAI-1 y bajo del complejo uPA-PAI-1, se asocié con peor supervivencia. Igualmente,
valores mas elevados de uPA y PAI-1 se observaron en los tumores con un patrén vascular

angiogénico

13. COMPORTAMIENTO DEL PAI-1 EN PACIENTES CON CARCINOMA DE CUELLO
UTERINO

En diferentes estudios se ha correlacionado directamente el grado de actividad

proteolitica total y la historia natural del cancer de cuello uterino (132).

El sistema de activacion del plasmindgeno desempeia un papel clave en la cascada de
protedlisis asociada al tumor que conduce a la degradacion de la matriz extracelular y a la
invasion del estroma (133). Cambios en la expresion de este sistema, que consta de los
activadores de plasmindgeno tipo uroquinasa y tisular (UPA y tPA, respectivamente), los
activadores del inhibidor del plasminégeno (PAI-1 y PAI-2) y el receptor de uPA, se han
asociado con la agresividad del tumor en un variedad de tumores solidos malignos, entre ellos,

el de cuello uterino.

En un estudio de Horn y colaboradores (2002), en el cual se evalud la relevancia clinica
(prediccion de metastasis en los ganglios linfaticos pélvicos, tasa de recurrencia tumoral y
supervivencia libre de recurrencia-SLR-) de la expresion de uPA y de PAI-1 sobre el carcinoma
de cuello uterino, se usd la técnica de ELISA para medir los niveles de uPA y de PAI-1 en
pacientes tratadas y clasificadas quirdrgicamente de cancer de células escamosas de cuello
uterino (n=114 y n=103 respectivamente). Se encontré que la mediana de los niveles de
ambos parametros fue significativamente mayor en el tejido tumoral que en el tejido cervical

normal (p<0,001) (77). La deteccién de uPA no dio informacion de utilidad para el prondstico.
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La concentracion de PAI-1 mostré una correlacion positiva con el estadio tumoral avanzado
(p=0,008), pero no hubo una correlacion significativa con el estadio ganglionar (pNO: 2,6 frente
a pN1: 4,0 ng / mg de proteina, p=0,092). Al establecer un nivel de corte de 2,4 ng/mg de
proteina, los pacientes con niveles elevados de PAI-1 demostraron reduccion de supervivencia
libre de recurrencia (45,9 frente a 52,9 meses, p=0,1) que no fue estadisticamente significativa.
El analisis multivariado, incluyendo el estadio ganglionar, el estadio tumoral, la invasion del
espacio linfovascular y el grado histoldgico fallaron en demostrar algun impacto prondstico de
UPA y PAI-1. Los autores concluyeron que la expresion de PAI-1 es de algun impacto
prondstico en el cancer de cuello uterino, indicando una asociacion de la elevacion de los
niveles de PAI-1 con la progresion local del tumor y la reduccidon de la supervivencia libre de

recurrencia (77).

En un estudio de Daneri-Navarro y colaboradores (1998), en el cual, se examind si un
aumento en el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y del PAI-1 se relacionaba con
la historia natural del cancer de cuello uterino, se midid la actividad del uPA y el PAI-1 y las
concentraciones de antigenos de uPA, PAI-1 y PAI-2 en extractos de tejido de cuello uterino

normal, de lesiones intraepiteliales escamosas (SIL) y de pacientes con carcinoma invasivo.

La actividad de uPA en los extractos de carcinoma invasivo fue 8,46 veces mayor que en
los extractos de tejido normal y 4,9 veces mayor que en los extractos de SIL (132). La actividad
de PAI-1 en extractos de carcinoma invasor fue 1,3 veces mayor que en los extractos de tejido
normal y 1,24 veces que en los extractos de SIL (132). Las cantidades de uPA, PAI-1 y PAI-2
fueron 25.7, 12.1 y 7.9 veces mayor, respectivamente, en el carcinoma invasivo que en el SIL y
39,1, 21,38 y 27,3 veces mayores, respectivamente, que en extractos de tejido normal (132).
Las actividades de uPA y PAI-1 fueron 2,02 y 1,42 veces mayores en los extractos de los
pacientes con estadios 1I-IV que en aquellos con estadio 1, respectivamente (132). Las
cantidades de uPA, PAI-1 y PAI-2 fueron 3,06, 4,2 y 1,4 veces mayores en los extractos de
pacientes con estadios II-IV que en los extractos de pacientes con estadio 1, respectivamente.
Los autores concluyeron que el aumento de la actividad de la uPA y los niveles de antigeno de
uPA y PAI (PAI-1 y PAI-2) en los estadios II-IV de carcinoma invasor del cuello uterino sugiere
que estos componentes juegan un papel importante en la invasion y la metastasis en los

estadios avanzados de este tumor (132).

Por otra parte, Riethdorf y colaboradores (1999), en un estudio sobre la expresion del
gen uroquinasa como indicador precoz de lesiones invasivas de células escamosas del cuello
uterino, en el que se analizaron lesiones intraepiteliales escamosas (SIL, n=36), lesiones de
carcinoma de células escamosas (SCC, n=42) y mucosa normal (n=5) del cuello uterino

mediante hibridacion in situ con (35) S-marcado con sondas de ARN (133).
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Se encontrd que las transcripciones de uPA estuvieron ausentes en la mucosa normal y
en lesiones no invasivas, pero presentes en las células epiteliales atipicas de todos los
carcinomas microinvasores (n=19) y en algunos de los carcinomas invasores mas avanzados
(n=11). Las transcripciones de PAI-1 se encontraron en las células del estroma de la mayoria
de las muestras de tejido, sin embargo, los niveles fueron significativamente mayores en los
SCC invasores comparados con SIL, SCC microinvasores y mucosa normal. El uPA-positivo en
carcinomas invasivos con frecuencia mostrd una expresion adicional de PAI-1 por las células
tumorales. Una variacion de las transcripciones de uPA, tPA fue encontrada en las células
epiteliales atipicas de bajo y alto grado de SIL (133). En la mayoria de los SCCs estudiados
(27/29 casos), los oncogenes E6/E7 del HPV 16 y la transcripcion de uPA estuvieron
correlacionados. La expresion de uPA y PAI-1 indicd un crecimiento invasivo cuando se expreso
en las células epiteliales atipicas de lesiones escamosas del cuello uterino. Ademas, la presencia
de las transcripciones de uPA fue indicativa de un crecimiento invasivo temprano. Segun estos
datos, uPA y tPA parecen tener diferentes funciones en el desarrollo de las propiedades

invasivas en el epitelio escamoso cervical uterino (133).

En un estudio de Hazelbag, Kenter, Gorter y Fleuren (2004), en el que se evalud la
importancia pronostica de TGF-betal y PAI-1 en el cancer de cuello de Utero, especificamente,
en la recaida, la supervivencia y otros parametros clinico patoldgicos, se analiz6 la expresion de
ARNm de TGF-beta 1 en 108 muestras de carcinoma de cuello uterino incluidas en parafina por
hibridacion in situ de ARNm (66). Se usaron pruebas inmunohistoquimicas para investigar la
expresion de la proteina PAI-1. Se encontrd6 que la presencia de ARNm TGF-beta 1
citoplasmatico de las células tumorales no se correlaciond significativamente con el resto de
parametros clinico patoldgicos estudiados o con una peor supervivencia (libre de enfermedad).
La expresion de la proteina PAI-1 en las células tumorales se correlaciond fuertemente con peor
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, ademas de los conocidos parametros
prondsticos tales como metastasis en ganglios linfaticos, profundidad de la infiltracion del
tumor, tamano del tumor y vaso invasion. En el analisis multivariado, el PAI-1 resultd ser un

fuerte factor prondstico independiente.

En un subgrupo de pacientes sin metastasis en los ganglios linfaticos, el PAI-1 fue
predictivo de peor supervivencia y también de recidiva de la enfermedad (66). Los autores
concluyeron que la expresion (elevada) de PAI-1 por las células de carcinoma se correlaciona
con una peor supervivencia (total y libre de enfermedad) de los pacientes con cancer de cuello
uterino. La expresion de TGF-beta 1 en si misma no se asocié con una peor supervivencia en
estos pacientes. Por otra parte, a pesar de la presencia simultanea de los dos factores que se
observd en todos los tumores, la induccion de PAI-1 por TGF-beta 1 no se pudo demostrar en

este estudio.

- 127 -



Papel del inhibidor del activador del plasminogeno tipo 1 (PAI-1) en el cancer

En un estudio de Kobayashi, Fujishiro y Terao (1994), que evaludé el impacto del
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa y el PAI-1 sobre el prondstico (recidiva precoz) en
el cancer de cuello uterino de pacientes con estadio 11, se determind la localizacion de uPA y
PAI-1 mediante inmunohistoquimica en cortes de tejido incluidos en parafina y fijados en
formol. Ambas enzimas, uPA y PAI-1 se analizaron antigénicamente, enzimoldgicamente y
enzimograficamente en 28 pacientes con afectacion de ganglios linfaticos pélvicos, en 34 casos,

sin diseminacion ganglionar y en 10 casos con cuello uterino normal (134).

En los tejidos con células tumorales, una fuerte tincion de uPA se encontr6 en areas con
crecimiento invasivo y degradacion de los tejidos normales circundantes, mientras que la
mayoria de los nidos tumorales mostraron una leve o moderada tincién de PAI-1. Una tasa
mayor y significativa de ganglios linfaticos positivos se observd en los pacientes que tenian
tumores con fuertes coloraciones de UuPA y /o PAI-1 en comparacion con aquellos tumores con
tinciones débiles. A pesar de niveles de PAI-1 significativamente mas altos en los tejidos
neoplasicos primarios, el uPA también se encontré aumentado, tanto en los niveles de antigeno
como de actividad. La forma de la mayor parte del PAI-1 obtenido a partir de extractos de
cancer es latente. Segun los autores, estos resultados sugieren que el cancer asociado al
aumento de uPA, no parece ser afectado (o inhibido) por PAI-1 en las areas donde las células
tumorales invaden los tejidos normales. La supervivencia global y libre de progresion fue peor
en los pacientes con la tincién de uPA fuerte limitada a los estromas del tumor y también con la
tincion de PAI-1 fuerte en los nidos de tumor, lo que indica que la localizacidon mas de uPA en
las células del estroma que en las células malignas es un predictor de recidiva precoz y mal
prondstico en pacientes con cancer de cuello uterino. Por lo tanto, la intensidad de la tincién y
la localizacion de uPA y de PAI-1 en muestras de tejido parece ser predictora del incremento del
riesgo de metastasis en ganglios linfaticos, lo que hace pensar que algunas células tumorales
reclutan células estromales para producir uPA y que PAI-1 no puede actuar como mecanismo
de defensa para la invasion celular y las metastasis del tumor en los limites del crecimiento
tumoral (134).

Para resumir, el comportamiento de PAI-1 en los carcinomas de cuello uterino, su
aumento se relaciona con el estadio tumoral avanzado, peor supervivencia global vy
supervivencia libre de enfermedad, metastasis en ganglios linfaticos, profundidad de la

infiltracion del tumor, tamafio del tumor y vaso invasion.

En un subgrupo de pacientes sin metastasis en los ganglios linfaticos, el PAI-1 fue

predictivo de peor supervivencia global y también de recidiva de la enfermedad
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Al establecer un nivel de corte de 2,4 ng/mg de proteina de PAI-1, los pacientes con

niveles elevados, demostraron reduccién de la supervivencia libre de recurrencia.
14. PAI-1Y RADIOTERAPIA

El sistema de activacién del plasmindgeno (que consta principalmente de los activadores
de activacion del plasmindgeno, uPA y tPA; de los inhibidores del activador del plasmindgeno,
PAI-1, PAI-2 y PAI-3 y del receptor de uPA) es de suma importancia en la inflamacion, en la
cicatrizacién de las heridas y en el desarrollo de la fibrosis (75). Sin embargo, también es

importante en el proceso de invasion tumoral y de las metastasis (75).

La invasion extravascular e intravascular de tumores sélidos es controlada por la union de
las células tumorales a los componentes de la membrana basal y a la matriz extracelular, por

protedlisis local y por migracion de células tumorales (120).

Por otra parte, la radiacion tiene un efecto de seleccion de las proteasas de remodelacion
de la matriz extracelular (MEC) y esta reaccion puede ser responsable de la morbilidad

temprana y tardia pos radiacion (135).

En este contexto, se revisaran algunos estudios en los cuales se asocia el PAI-1 con la

radioterapia.

Angenete y colaboradores (2009), realizaron un estudio sobre la relacion del uPA y PAI-1
en cancer rectal con la radioterapia. Para lo cual, investigaron los niveles de uPA y de PAI-1 en
el cancer de recto y los efectos de la radioterapia en dichos niveles y como se relacionaban con
el resultado clinico y su potencial prondstico. Se estudiaron 91 pacientes con cancer rectal. Se
tomaron muestras de sangre y biopsias durante la cirugia y se analizaron uPA y PAI-1 con una

técnica de inmunoensayo. Los pacientes fueron seguidos prospectivamente (0-96 meses) (75).

Se encontrd que los niveles mas altos de uPA (p<0,0001) y PAI-1 (p<0,0001) fueron
encontrados en el tejido tumoral en comparacién con la mucosa. La mucosa expuesta a
radioterapia tuvo mas altos niveles de uPA (p<0,0001) y de PAI-1 (p<0,0001). El tejido tumoral
irradiado tenia mayores niveles de PAI-1 (p<0,001). El PAI-1 en el tumor se correlacioné con el
estadio T (p<0,001) y el estadio N (p<0,01). El PAI-1 en plasma fue mayor en los pacientes
con metastasis a distancia sincronicas (p<0,001). Los altos niveles de PAI-1 en el tumor se
identificaron como un factor independiente relacionado con la disminucién de la supervivencia
libre de enfermedad (p <0,01) y la proporcion de uPA/PAI-1 se relaciond con el desarrollo de
metastasis (p<0,01). Los autores concluyeron que existe una relacion entre el PAI-1 en plasma

y las metastasis en el cancer rectal. Igualmente, el PAI-1 en el tejido tumoral se correlaciona
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con los datos histopatoldgicos del tumor (estadiaje T y N) y con su evolucién. Por esto, el PAI-1

tiene la posibilidad de utilizarse como un factor pronostico en este tipo de tumores (75).

En un estudio de Angenete y colaboradores (2009), cuyo objetivo fue explorar el efecto
de la radioterapia en la matriz extracelular de la mucosa rectal y del tumor rectal mediante el
estudio de las enzimas y factores de crecimiento implicados en la remodelacion de la MEC, se
estudiaron 20 pacientes sometidos a radioterapia preoperatoria a corto plazo y 12 pacientes
control sin radioterapia. Se recogieron biopsias de la mucosa rectal y del tumor antes de la
radioterapia y la cirugia. Se determiné por ELISA en los tejidos: MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-
1, uPA, PAI-1, TGF-betal y calprotectina (135). También se analizaron biopsias de las zonas
peritoneales irradiadas y no irradiadas. Se encontré que la radioterapia aumentd los niveles
tisulares de MMP-2 y PAI-1, tanto en la mucosa rectal, como en los tejidos tumorales; mientras
gue la calprotectina y la uPA mostraron un aumento sélo en la mucosa rectal después de la
radioterapia. El aumento de la calprotectina se debié a la influencia de células inflamatorias
como se reveld mediante técnicas de inmunohistoquimica. Antes de la irradiacion, los tejidos
tumorales tenian aumentados los niveles de MMP-1, MMP-2, MMP-9, TGF-beta1l total, uPA, PAI-
1 y calprotectina en comparacion con la mucosa rectal normal, mientras que el TIMP-1 vy la
fraccion activa del TGF-beta 1 no mostré diferencias estadisticas entre ambos tipos de muestra.
Los autores concluyeron que estos resultados indican que la radiacion tiene un efecto de
seleccion de proteasas de remodelacion de la MEC. Igualmente, mencionan que esta seleccion
puede ser responsable de la morbilidad temprana y tardia pos radiacion y que la interferencia

de esta respuesta podria reducir dicha morbilidad (135).

En un estudio de Landmark-Hoyvik y colaboradores (2011), en el que se determinaron
los perfiles de expresion genética en sangre periférica de supervivientes de cancer de mama
que presentaron fibrosis inducida por radiacion, con el fin de ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos y vias que participan en su mantenimiento, se realizaron perfiles de expresion
genética en sangre de pacientes supervivientes con cancer de mama, con y sin fibrosis, de 3 a
7 afios después de finalizar el tratamiento radioterapico. Se obtuvo muestras de 254 personas

de una cohorte de supervivientes tratados con radioterapia adyuvante, 3 a 7 afios antes (136).

Los analisis de las diferencias en la expresion transcripcional de genes en sangre entre
los supervivientes con fibrosis (n=31) y sin fibrosis (n=223), se realizd con la R version 2.8.0., y
las herramientas del proyecto Bioconductor. El conjunto de genes extraidos después de una
busqueda bibliografica sobre cancer de mama vy fibrosis fueron posteriormente utilizados en el
analisis, enriqueciendo el conjunto total de genes del proyecto (136). Se encontrd que hubo
diferencias sustanciales en la expresion de genes entre los supervivientes con y sin fibrosis. Se

identificaron 87 genes expresadosdiferencialmente mediante analisis lineal. La sefializacién del
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TGF-beta 1(Transforming growth factor-betal) fue identificada como el conjunto de genes mas
importante, mostrando una baja regulacion (down-regulation) de la mayoria de los genes
principales, junto con una sobre regulacion (up-regulation) transcripcional del inhibidor del
activador de la fibrindlisis, el (PAI-1), en los supervivientes con fibrosis. EI TGF-beta 1 de
sefializacion, se encontré subrregulado en la fase de mantenimiento de la fibrosis en
comparacion con la sobre regulacion durante la fase temprana. Entonces, una vez que el tejido
fibrético se ha desarrollado, la fase de mantenimiento puede involucrar una desregulacién de la
degradacion de la fibrindlisis y degradacion alterada de los componentes de la matriz

extracelular (136).

En un estudio de Milliat y colaboradores (2006), se menciona que el dafio de los vasos es
uno de los efectos mas comunes de la irradiacion terapéutica en los tejidos normales. Por esto,
los autores realizaron un estudio en pacientes tratados con radioterapia preoperatoria y
demostraron en vivo la importancia de la proliferacion, la migracion y el fenotipo fibrogénico de
las células del musculo liso vascular (CMLV) en el dafio vascular inducido por radiacion (137).
Estas lesiones pueden resultar de un desequilibrio en el intercambio entre las células
endoteliales (EC) y las CMLV. Utilizando modelos de co-cultivo, se examind si las ECs influyen
en la proliferacién, la migracién y en el fenotipo fibrogénico de las células del musculo liso
vascular (CMLV). En presencia de ECs irradiadas, la proliferacion y la migracion de CMLV se
incrementd. Por otra parte, las expresiones de la actina alfa del musculo liso, el factor de
crecimiento del tejido conectivo, el inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), la
proteina 27 del shock térmico y el colageno tipo III alfa-1, estaban sobre-reguladas en
presencia de CMLV expuestas a células endoteliales irradiadas. La secrecion del factor de
crecimiento tumoral transformante beta 1 (TGF-betal) se incrementé después de la irradiacion
de células endoteliales. La irradiacion de células endoteliales también activd la via Smad en
CMLV por induccidén de la translocacion nuclear de Smad3/4 y por activacion del promotor
dependiente de Smad. Utilizando una pequefia interferencia para el ARN farget del Smad3 y un
anticuerpo neutralizante del TGFbeta-RII, los autores demostraron que una via TGF-betal/TGF-
beta-RII/Smad3 esta involucrada en el fenotipo fibrogénico de CMLV inducida por la irradiacion
de ECs. Los autores también mostraron la importancia de la proliferacion, la migracién, y el
fenotipo fibrogénico de CMLVs en los pacientes. Por otra parte, demostraron in vitro que la
influencia de los ECs es fundamental en los mecanismos involucrados en el dafio vascular

inducido por la radiacion (137).

Por otra parte, von Eyben, Jacobsen y Skotheim (2005), determinaron los niveles de
ARNm de genes relacionados con la invasién, evaluados con base a un conjunto de datos de
microarrays de ADN, en muestras de pacientes que fueron sometidos a tratamiento

radioterapico para una neoplasia intratubular de células germinales no clasificada (IGCN) o, a
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orquiectomia para tumores microinvasores de células germinales (MGCT) y tumores de células
germinales in situ, ya sea seminoma intratubular o carcinoma embrionario intratubular. Estos
pacientes siguieron un programa de vigilancia después del tratamiento local. Los autores
encontraron que las anomalias genéticas mas relevantes para la invasion de células germinales
malignas fueron: metaloproteinasa-9 de la matriz (MMP9) y genes sobre regulados del activador
del plasmindgeno y de la uroquinasa (PLAu), para ello compararon las muestras de tejido de los
pacientes mencionados, con muestras de tejido de tumor de células testiculares y tumor

intratubular de células germinales no clasificado (IGCN) (138).

Los autores ademas hacen una revision en la que mencionan que en los tumores
microinvasores de células germinales (MGCT) de testiculo, hay un ndmero limitado de células
germinales malignas en el tejido intertubular y que estas células tienen nucleos grandes,
nucléolos prominentes, citoplasma abundante y claro, y distintos limites celulares con la
coloracién de hematoxilina-eosina. EI MGCT puede ser la primera etapa de malignidad en el
desarrollo de tumor testicular de células germinales (TTCG). Las biopsias de hombres con
testiculos mal descendidos han reportado que contienen neoplasia de células germinales
intratubular no clasificada (IGCN) y MGCT en el 1,8% de los casos analizados (95% CI 0.5-
4.6%). El MGCT también se ha encontrado en los testiculos de los hombres con subfertilidad y
en el testiculo contralateral de pacientes con TTCG. El MGCT es un hallazgo frecuente (19%) en
el tejido testicular adyacente a un TTCG abierto. Los hombres con un alto riesgo de TTCG
pueden obtener a partir de la deteccion de lesiones precursoras de TTCG con ecografia de los
testiculos seguido por biopsia testicular, si se encuentra una anormalidad sospechosa, un

tratamiento precoz y un seguimiento estrecho en un programa de vigilancia (138).

En un estudio de Hageman y colaboradores (2005), se realizd un analisis detallado de la
activacion transcripcional de los genes profibréticos inducida por la radiacion y el TGF-betal.
Los autores mencionan que la fibrosis inducida por la radiacién es un efecto secundario
importante en el tratamiento del cancer. Se cree que las proteinas profibroticas, tales como el
inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1), el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-betal) y el inhibidor tisular de la metaloproteinasa tipo 1 (TIMP-1), juegan un papel
importante en el desarrollo de la fibrosis a través de la modulacion de la integridad de la matriz
extracelular. Se encontrd que la irradiacion de las células HepG2 llevd a un fuerte aumento de
los niveles de ARNm PAI-1 y un leve aumento de los niveles de ARNm de TIMP-1. En contraste,
el TGF-betal y Smad7 no aumentaron. La radiacion y la TGF-beta mostraron fuertes efectos de
cooperacion en la transcripcion del gen PAI-1. El gen TGF-betal mostré una leve activacion
cooperativa, mientras que el TIMP-1 y Smad7 no mostraron actividad cooperativa por radiacion
y TGF-beta. El analisis utilizando el promotor proximal 800 pb del PAI-1 humano reveld un

aumento dosis dependiente de los niveles de PAI-1 entre 2 y 32 Gy de rayos gamma, que fue

-132 -



Julio C. Velasquez, Luis Alberto Henriquez-Hernandez, Almudena Valenciano, Aura Lucy Caicero y Pedro C, Lara

independiente de la activacion del TGF-beta latente. Posteriormente, la mutagénesis dirigida
por el promotor del PAI-1 reveld que la mutacién de un elemento de union a p53 abolid la
transcripcion inducida por la radiacién del PAI-1. En linea con esto, PAI-1 no se activo en las
células Hep3B con p53 (-), lo que indica que es la p53 la base de la activacion inducida por la
radiacion de PAI-1 y de la cooperacion para la activacion de la via TGF-beta/Smad. Todos estos
datos muestran que la radiacion y el TGF-beta activan el PAI-1 y no superponen cascadas de
sefializacion, mas bien participan sinérgicamente en la trascripcion del PAI-1. Estos hallazgos
pueden jugar un papel importante en las variaciones paciente a paciente de la susceptibilidad a

la fibrosis después de la radioterapia (139).

En un estudio de Hundsdorfer y colaboradores (2004), en el que se examind la
importancia prondstica de los activadores del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y los
inhibidores del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) en los casos de carcinoma primario
oral de células escamosas, se tomaron muestras de tejido del centro del tumor en 58 pacientes
con este diagnostico y con cirugia primaria (140). Los niveles de uPA y PAI-1 se determinaron
mediante la prueba de ELISA. La significacion estadistica se calculd utilizando el chi2 y test de
log-rank. La media de seguimiento (n=58) fue de 23 meses. Con el fin de determinar el valor
prondstico, se utilizd como objetivo final el tiempo transcurrido antes de la recaida. El tiempo
medio antes de la recaida fue de 19 meses. Se encontré que hubo un total de 28 (40%)
pacientes con recidiva (local n=13, de los ganglios linfaticos n=3, local y de los ganglios
linfaticos n=1, de los ganglios linfaticos y la piel n=1 y en otros lugares n=5). Estos pacientes
tuvieron un aumento significativo de los niveles de uPA (p<0,012) y de PAI-1 (p<0,014) en el
tumor primario. Un valor de corte dptimo para uPA (4,58 ng/mg) y para PAI-1 (106,3 ng/mg)
se determino usando test multiples de log-rank. No se encontrd correlacion significativa para los
pacientes con niveles altos o bajos (es decir, menor o mayor que el valor de corte,
respectivamente) con los parametros clinicos habituales como la localizacion, el estadio de N, el
estadio T y el grado de diferenciacion y el estadio del tumor residual. Los pacientes mayores
(>58 ainos) tuvieron niveles significativamente mas altos de uPA y PAI-1 (p<0,017 y p<0,02,
respectivamente). La probabilidad de recaida fue significativamente mayor en pacientes con
niveles altos (UPA p<0,009, PAI-1 p<0,008). Al dividir los pacientes en tres grupos en funcién
de los niveles de uPA y PAI-1 (grupo 1: uPA y PAI-1 bajo, n=35; grupo 2: uPA o PAI-1 altos,
n=12; grupo 3: uPA y PAI-1 altos, n=11), las recaidas fueron mas frecuentes en el grupo 3 que
en los grupos 1y 2 (p<0,023). Los pacientes con solo tratamiento quirdrgico (n =29) y aquellos
con radioterapia postoperatoria (n=29) fueron seguidos en el postoperatorio. Se calcularon los
niveles de corte de uPA y PAI-1 para ambos grupos. En el grupo de tratamiento quirdrgico, los
niveles fueron en uPA=5,63 ng/mg y en PAI-1=106,3 ng/ml y en el grupo de tratamiento

quirdrgico mas radioterapia fueron de uPA=4,13 ng/mg y de PAI-1=97,02 ng/mg. Las curvas

- 133 -



Papel del inhibidor del activador del plasminogeno tipo 1 (PAI-1) en el cancer

de Kaplan-Meier mostraron una marcada tendencia de los pacientes con niveles mas altos a
recaer. Esto fue significativo para los pacientes quirdrgicos con el nivel de PAI-1 (p<0,01) y

para los pacientes con radioterapia post-quirdrgica con el nivel de uPA (p<0,04) (140).

Para resumir, los estudios en los cuales se ha investigado o evaluado el PAI-1 y la
radioterapia, muestran que el tejido tumoral irradiado tiene mayores niveles de PAI-1 que el
tejido normal y que el tejido tumoral. La radioterapia también aumenta los niveles tisulares de
MMP-2 y PAI-1, tanto en tejidos sanos, como en los tejidos tumorales (75). Mientras que la
calprotectina y la uPA mostraron un aumento solo en el tejido sano después de la radioterapia,
lo cual se debe a la influencia de células inflamatorias como se observa mediante técnicas de
inmunohistoquimica (135). Es decir, la radioterapia tiene un efecto de seleccién de proteasas
de remodelacion de la MEC. Esta seleccion puede ser la responsable de la morbilidad temprana

y tardia por radiacion (135).

También se ha encontrado una sobre regulacion (up-regulation) transcripcional del
inhibidor del activador de la fibrindlisis (el PAI-1)en estudios sobre perfiles de expresion
genética en sangre periférica de supervivientes de cancer de mama que presentaron fibrosis
inducida por radiacién. El TGF-beta 1 de sefalizacion se encontré subrregulado en la fase de
mantenimiento de la fibrosis en comparacion con la sobre regulacion durante la fase temprana.
Por esto, una vez que el tejido fibrético se ha desarrollado, la fase de mantenimiento puede
involucrar una desregulacion de la degradacion de la fibrindlisis y degradacion alterada de los

componentes de la matriz extracelular (136).

La irradiacion sobre células del endotelio vascular activa, en células del musculo liso
vascular, la sobre expresion de PAI-1, de actina alfa, del factor de crecimiento del tejido
conectivo, de la proteina 27 del shock térmico y del colageno tipo III alfa-1 (137). También la
activacion de la via de sefializacion Smad (137). Estos hallazgos sugieren que las lesiones
vasculares inducidas por radiacion se deben a un desequilibrio en el intercambio entre las
células endoteliales y las células del musculo liso vascular y que es fundamental la influencia de
las células endoteliales en los mecanismos involucrados en el dafio vascular inducido por
radiacion (137).

Por otra parte, la radiacion y el TGF-beta 1 muestran fuertes efectos de cooperacion en
la transcripcion del gen PAI-1 en células HepG2. Hay ademas, un aumento dosis dependiente
de los niveles de PAI-1 entre 2 y 32 Gy de rayos gamma, que es independiente de la activacion
del TGF-beta latente. PAI-1 ademas, no se activo en células HepG2 p53 (-), lo que indica que
p53 es la base de la activacion inducida por radiacion de PAI-1 y de la cooperacion para la

activacion de la via TGF-beta/Smad (139). Todos estos datos sugieren que la radiacion y TGF-
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beta activan el PAI-1 y no superponen cascadas de sefalizacién, mas bien, participan
sinérgicamente en la transcripcion del PAI-1, lo cual también explica las variaciones paciente a

paciente de la susceptibilidad a la fibrosis después de la radioterapia (139).

Finalmente, con respecto a la importancia prondstica del PAI-1 y de uPA en los
carcinomas primarios orales de células escamosas irradiados post-cirugia, se ha encontrado que
hay una tendencia a recaer por parte de los pacientes con niveles altos después de terminado
el tratamiento, siendo significativo para los pacientes post-cirugia el nivel de PAI-1 y para los

pacientes post-cirugia y radioterapia, el nivel de uPA (140).
15. CONCLUSIONES

Existen informes contradictorios sobre la inhibicion o activacion de PAI-1 sobre procesos
de angiogénesis y metastasis. El PAI-1 tiene un efecto pro o antiangiogénico dosis dependiente.
El efecto proangiogénico o promigratorio de PAI-1 concuerda con los datos clinicos que indican
que una alta expresion tumoral de PAI-1 se correlaciona con un peor prondstico en una

variedad de tumores.

Los niveles de PAI-1 estan correlacionados con los niveles de p53 y esta correlacion es
positiva; en algunos tipos histologicos de tumor, cuando se ha estudiado la relacion entre
ambos, los niveles elevados de PAI-1 se han asociado con disminucion de la supervivencia o
con metastasis ganglionar, pero en otros, a pesar de la correlacion positiva con p53 y otros

marcadores (uPA), su nivel elevado no incide en la supervivencia.

En cuanto a la relacion entre PAI-1 y Ku80, en células endoteliales, se ha demostrado
que la expresion intracelular de timosina beta 4 induce el gen PAI-1 y esta expresion depende
solo en parte de la capacidad de Theta4 para unirse a G-actina o de entrar en el ndcleo. La
subunidad Ku80 de la helicasa II de ADN dependiente de ATP en su dominio ¢ terminal esta
directamente involucrada con la asociacion con Tbeta4, de tal forma que la regulacion a la baja
de Ku80 produce una reduccion dramatica en la expresion de PAI-1 tanto a nivel de ARNm

como de sintesis de proteinas.

De todas las timosinas, la timosina B4 es considerada el péptido principal, debido a que
representa aproximadamente entre el 70% y 80% del contenido total de beta timosinas (112).
La Tbeta4 regula la produccion de actina (un componente del citoesqueleto) y la produccion de

laminina (112).

En estudios en cultivos celulares, se ha observado que la expresion de PAI-1 aumenta
con la hipoxia. Este aumento es mediado por los factores inducidos por la hipoxia (HIF1 o

HIF2), que inducen a su vez el PAI-1 actuando sobre el gen que lo codifica. Pero los HIF no
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actdan solos sobre este gen, se unen con los elementos de respuesta a la hipoxia (HREs), que

actlan como potenciadores de la misma, antes de inducirlo.

La inclinacion de la balanza de los resultados de la hipoxia-reoxigenacion sobre los
resultados del control tumoral depende de: la tensién de oxigeno alcanzada en el tumor, del
tiempo durante el cual el ambiente al que se someten las células tumorales sea hipoxico, de
otros factores que intervengan en la relacion HIF-1 alfa y PAI-1 (como el calcio intracelular), de
factores que estabilicen el HIF-1 alfa en el medio intracelular y que hagan que este induzca por
un tiempo mas prolongado la produccién de PAI-1, y de si hay o no mutaciones en los HIF-1
alfa que induzcan factores angiogénicos que produzcan una angiogénesis madura y mejoren la

perfusion tisular.

Los estudios en los cuales se ha investigado o evaluado el PAI-1 y la radioterapia,
muestran que el tejido tumoral irradiado tiene mayores niveles de PAI-1 que el tejido normal y
que el tejido tumoral (75). La radioterapia también aumenta los niveles tisulares de MMP-2 y
PAI-1, tanto en tejidos sanos, como en los tejidos tumorales (75). Mientras que la calprotectina
y la uPA mostraron un aumento solo en el tejido sano después de la radioterapia, lo cual se
debe a la influencia de células inflamatorias como se observa mediante técnicas de
inmunohistoquimica (135). Es decir, la radioterapia tiene un efecto de seleccion de proteasas
de remodelacion de la MEC. Esta seleccion puede ser la responsable de la morbilidad temprana

y tardia por radiacion (135).

También se ha encontrado en estudios sobre perfiles de expresion genética en sangre
periférica de supervivientes de cancer de mama que presentaron fibrosis inducida por radiacion,
una sobre regulacion (up-regulation) transcripcional del inhibidor del activador de la fibrindlisis
(el PAI-1) (136).

La irradiacion sobre células del endotelio vascular, activa en células del musculo liso
vascular la sobre expresion de PAI-1, de actina alfa, del factor de crecimiento del tejido
conectivo, de la proteina 27 del shock térmico, del colageno tipo III alfa-1 y la via de
sefializacion Smad (137). Estos hallazgos sugieren que las lesiones vasculares inducidas por
radiacion se deben a un desequilibrio en el intercambio entre las células endoteliales y las
células del musculo liso vascular y que es fundamental la influencia de las células endoteliales

en los mecanismos involucrados en el dafio vascular inducido por radiacion (137).

Por otra parte, la radiacion y el TGF-beta 1 muestran fuertes efectos de cooperacion en
la transcripcion del gen PAI-1 en células HepG2. Hay ademas, un aumento dosis dependiente
de los niveles de PAI-1 entre 2 y 32 Gy de rayos gamma, que es independiente de la activacion

del TGF-beta latente. PAI-1 ademas, no se activd en células HepG2 p53 (-), lo que indica que
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p53 es la base de la activacion inducida por radiacion de PAI-1 y de la cooperacion para la
activacion de la via TGF-beta/Smad. Todos estos datos sugieren que la radiacion y TGF-beta
activan el PAI-1 y no superponen cascadas de sefializacién, mas bien, participan sinérgicamente
en la transcripcion del PAI-1, lo cual también explica las variaciones paciente a paciente de la

susceptibilidad a la fibrosis después de la radioterapia (139).

En cuanto a la relacion de PAI-1 y los carcinomas de células escamosas, en estudios con
tumores orales y de laringe, se ha encontrado que el nivel de PAI-1 esta elevado en el tejido
tumoral (de la localizacion primaria del tumor y de las metastasis ganglionares) comparado con
tejido sano adyacente al tumor y con tejido de voluntarios sanos. Sin embargo, los cambios

epigenéticos (analisis de metilacion) estan presentes en el tejido normal adyacente al tumor.

En el carcinoma de laringe, los pacientes con expresion de PAI-2 positiva tuvieron una
supervivencia significativamente mas larga que aquellos con PAI-2 negativa. Por lo tanto, el
PAI-2 parece ser un inhibidor opuesto al PAI-1 (este puede actuar contra la autodegradacion de
la MEC en el tejido canceroso, mas que como inhibidor simple del sistema

plasmindgeno/plasmina).

Finalmente, con respecto a la importancia prondstica del PAI-1 y de uPA en los
carcinomas primarios orales de células escamosas irradiados post-cirugia, se ha encontrado que
hay una tendencia a recaer por parte de los pacientes con niveles altos después de terminado
el tratamiento, siendo significativo para los pacientes post-cirugia el nivel de PAI-1 y para los

pacientes post-cirugia y radioterapia, el nivel de uPA (124).

En pacientes con carcinoma oral de células escamosas, la determinacion del nivel de
PAI-1 inmediatamente después de la cirugia podria ser una indicacion de la probabilidad de

recaida.

En cuanto a la relacion de PAI-1 con los adenocarcinomas, en el cancer de mama (pT1,
NO, MO0), el aumento de los niveles de PAI-1 y uPA-PAI-1 se asoci6 a un mayor riesgo de
metastasis ganglionares. En el adenocarcinoma de pancreas, el aumento de la expresion de
UPA, UPAR y PAI-1 se asocié independientemente con un mayor estadiaje del tumor. Mientras
que la expresion de PAI-2 parece ser independiente de uPA/uPAR/PAI-1 y se asocié con un
mejor prondstico. En carcinomas de pulmoén no microciticos, el nivel elevado de PAI-1 y bajo del
complejo uPA-PAI-1, se asocié con peor supervivencia. Igualmente, valores mas elevados de

UPA y PAI-1 se observaron en los tumores con un patron vascular angiogénico.

En carcinomas de cuello uterino, el aumento del PAI-1 se ha relacionado con el estadio

tumoral avanzado; peor supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad; metastasis
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en ganglios linfaticos; profundidad de la infiltracién del tumor; tamafio del tumor e invasion

vascular.

En un subgrupo de pacientes con carcinoma de cuello uterino, sin metastasis en los
ganglios linfaticos, el PAI-1 fue predictivo de peor supervivencia global y también de recidiva de

la enfermedad

Al establecer un nivel de corte de 2,4 ng/mg de proteina de PAI-1, los pacientes con
carcinoma de cuello uterino con niveles elevados, demostraron reducciéon de la supervivencia

libre de recurrencia.
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