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Resumen

El estrés aumenta los niveles séricos de leptina y prolactina, lo cual puede facilitar la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular
implicadas en el desarrollo del cancer. Se exploré el efecto del estrés prepuberal agudo inducido por una inyeccion de lipopolisacarido
de E. coli (LPS) sobre los cambios histolégicos en la prostata dorsolateral (PDL) y ventral (PV) y sobre la expresion de receptores de
leptina (OB-R), prolactina (PRL-R), factor nuclear kB (NF-kB) e interleucina 6 (IL-6). Previo al inicio de la pubertad en el dia posnatal 35,
un grupo experimental de machos recibié una Gnica inyeccion de LPS (1.5 mg/kg) y el grupo control recibié solucién salina. Para confirmar
la eficacia del LPS se evalud la presencia de ptosis, piloereccion, letargia, acurrucamiento y cifosis en ambos grupos durante 48 h. En el
dia posnatal 90 las ratas se sacrificaron para determinar la histologia de la prostata (tincion con hematoxilina y eosina) y los receptores
se analizaron mediante la técnica de Western Blot. En el periodo prepuberal solo los animales tratados con LPS mostraron signos de
enfermedad durante las primeras 24 h post inyeccion. En la edad adulta expresaron lesiones en la PDL y PV, asi como un incremento del
area alveolar en PV y un menor nimero de receptores para el PRL-R corto de 50 kD. Como conclusion se determiné que una Unica
inyeccion de LPS durante el periodo prepuberal modifica las caracteristicas histologicas y moleculares de la prostata de la rata, lo cual
adiciona informacion para explicar el efecto del estrés sobre el desarrollo de patologias como el cancer.
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Abstract

Stress can increase the serum levels of leptin and prolactin, which in turn, can facilitate cell proliferation, differentiation and survival,
implicated in cancer development. Herein, we explored the main effects of exposure to a single event of acute prepuberal stress induced
by the injection of E. coli lipopolysaccharide (LPS) on histological changes in the dorsolateral (DLP) and ventral (VP) prostate, and on the
expression of receptors for leptin (OB-R), prolactin (PRL-R), nuclear factor kB (NF-kB), and interleukin 6 (IL-6). Before the start of
puberty (PND 35) one group of experimental males received a single injection of lipopolysaccharide (LPS, 1.5 mg/kg) whereas the control
group received saline. To confirm the efficacy of LPS rats were monitored for ptosis, piloerection, lethargy, cuddling and kyphosis during
48 h after injection. At PND 90 the rats were euthanized for prostate histology (hematoxylin and eosin stain) and receptors were analyzed
by western blots. During the prepuberal test only LPS males expressed signs of sickness during 24 h. In adulthood, LPS males expressed
histological prostatic lesions in DLP and VP, and larger alveoli area in VP. Those males also expressed less PRL-R 50 kD receptors in VP.
One single exposure to LPS during the prepuberal period can modify histological and molecular features of the rat’s prostate, which in
turn, can help explain the effects of stress on the development of prostatic pathologies such as cancer.
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l. Introduccion

La prostata es una glandula sexual exocrina
masculina, susceptible a diferentes patologias. Por
ejemplo, puede inflamarse como consecuencia de
lesiones fisicas o infecciones; también puede
agrandarse paulatinamente con la edad resultando
en hiperplasia benigna (BPH) o puede desarrollar
alteraciones mas severas como cancer.'-3 El cancer
de prostata (CaP) es el segundo mas comtn a nivel
mundial, representando aproximadamente 15% de
los casos de cancer en hombres# Cada afio se
detectan cientos de miles de casos nuevos y
aproximadamente 6.6% son letales.# Por lo tanto,
mdltiples estudios se enfocan en dilucidar los
diferentes factores de riesgo y sus detonantes de
desarrollo. Por ejemplo, se sabe que existe mayor
susceptibilidad en aquellos individuos que presentan
alguno de los siguientes factores: ser mayores de 65
anos,® tener ascendencia Africana,® consumir dietas
altas en grasas de origen animal, tener obesidadg o
con ciertas adicciones como al tabaco.® Sin
embargo, las alteraciones hormonales parecen
representar el factor principal, tanto para el
desarrollo de CaP como para su tratamiento.!® Esto
sugiere que aquellas condiciones que modifiquen los
niveles sistémicos de hormonas o sus receptores en
la prostata pudieran ser exploradas como factores
de riesgo.

Se sabe que el estrés puede producir cambios
sutiles en algunas hormonas y sus receptores. Las
respuestas al estrés ocurren como mecanismos
alostiticos para mantener o recuperar la
homeostasis del organismo. Por ejemplo, animales
estresados por restriccion crénica de movimiento
expresan niveles mas altos de leptina sérica.!!
Ademas, los receptores de leptina (OB-R) también
estan aumentados en la prostata de pacientes que
han desarrollado CaP.'>4 De manera similar, el
estrés por restriccion de movimiento eleva los
niveles séricos de prolactina (PRL)'> y altos niveles
de prolactina elevan los niveles de receptores (PRL-
R) en la prostata.'é La union del ligando-receptor
PRL/PRL-R activa vias de sefializacion como las
tirosina cinasas JAK, STAT y MAPK,7 las cuales
facilitan la  proliferacion, diferenciacion 'y
sobrevivencia celular. El estrés también se asocia
con un estado de inflamacion subclinica donde se
incrementan la produccion del factor NFkB e
interleucinas proinflamatorias (IL-6).'® '° El factor
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NFkB e IL-6 son importantes porque forman parte
de la cadena molecular necesaria para la expresion
de metaloproteasas vinculadas al desarrollo y
metastasis del CaP.20

Cabe senalar que el estrés durante etapas
criticas del desarrollo puede tener efectos adversos
a largo plazo. Por ejemplo, la pubertad se ha
considerado como un periodo critico con
relevancia para el desarrollo de enfermedades a
largo plazo, especialmente aquellas relacionadas con
hormonas del eje hipotilamo-pituitaria-adrenal
(HPA), el cual responde con mas intensidad en la
pubertad que en la edad adulta! Se ha mostrado
que en la pubertad el estrés por restriccion de
movimiento durante 30 minutos de manera aguda
resulta en picos mas prolongados de hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y corticosterona
que en los adultos. Ademas, las ratas pubertas con
restriccion de movimiento crénico (30 minutos
diarios) muestran picos mas altos que regresan mas
rapido al nivel basal.2 Lo mismo se ha observado
con los niveles de prolactina, los cuales incrementan
mas en ratas pubertas por estrés crénico que en
adultas.Z Estas respuestas hormonales exageradas
por estrés durante la pubertad parecen asociarse
con mayor susceptibilidad al desarrollo de CaP en
la edad adulta. En un estudio reciente se mostro que
un solo evento de estrés agudo intenso durante la
pubertad en ratas también producia niveles mas
altos de prolactina y corticosterona en suero, pero
ademas se asociaba con mayor expresion de
lesiones prostaticas precancerosas.?*
Especificamente, ese estudio utilizé la inyeccion de
la endotoxina lipopolisacarida (LPS) de la bacteria E
coli para inducir un reto inmunoldgico y una
respuesta al estrés aguda. El tratamiento agudo con
LPS resulta en una elevacion de interleucinas,
ciclooxigenasas (COX-2), prostaglandinas (PGE2),
factor de necrosis tumoral (TNFa), interferon
gamma (INFy) 2.2 y factor NF-kB.27 Cuando las
ratas que recibieron LPS en la pubertad llegaron a la
edad adulta fueron sometidas a un andlisis
histologico de la prostata. Se observaron mas casos
de metaplasia y displasia epitelial en la prostata
dorsolateral y ventral (30-60%), anisocitosis (80-
100%), anisocariosis (40-80%), apolaridad del
nUcleo (40-80%), y una baja proporcion del tamano
nlcleo-citoplasma  (45-70%)2* Tal evidencia
muestra que el efecto del estrés durante la
pubertad es relevante para entender posibles
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alteraciones neuroendocrinas a largo plazo. Por lo
tanto, el presente trabajo se enfoco en explorar el
efecto del estrés inducido por LPS durante el
periodo prepuberal en la expresion de receptores
para OB-R, PRL-R, NFkB, IL-6 y su relacién con
cambios histologicos de la prostata de la rata.
Hipotetizamos que el estrés prepuberal eleva
dichos receptores asociado a alteraciones
histologicas en la edad adulta.

2. Materiales y métodos
2.1. Animales

Se utilizaron 12 ratas macho Wistar (Rattus
norvegicus albinus) obtenidas de un pie de cria
procedente de un proveedor certificado (Circulo
ADN). Las ratas se mantuvieron en grupos de 6
en cajas de plexiglas jumbo (50%30%20 cm) y se
mantuvieron en la colonia del Instituto de
Investigaciones Cerebrales, Universidad
Veracruzana, México, en un ciclo de luz inverso
[2-12 h (luces encendidas 8:00 h). Las ratas
consumieron agua purificada y alimento comercial
(Lab Diet 5001) ad Ilibitum. Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0O-1999)
para el cuidado y uso de animales de laboratorio y
fueron aprobados por el comité interno para
cuidado y uso de animales de laboratorio del
Instituto de Investigaciones Cerebrales (CICUAL-
IICE).

2.2. Grupos y tratamientos

En el dia posnatal (DPN) 21 las ratas fueron
destetadas y se formaron dos grupos: Salina (n=6)
y LPS (n=6). En el DPN 35 el grupo LPS recibio
una inyeccién intraperitoneal (ip.) de LPS
(lipopolisacarido de E. coli, Sigma-Aldrich Cat.
L3755) en una dosis de 1.5 mg/kg en un volumen
de | ml de solucion salina (0.9%). El grupo salina
recibio exclusivamente la inyeccion de solucion
salina en el mismo volumen. Para confirmar que el
LPS tuviera efectos, las ratas se monitorearon a las
2, 4, 8, 24 y 48 h después de la inyeccion y se
evalub su estado general de respuesta
considerando 5 signos de enfermedad (ptosis,
piloereccién, letargia, acurrucamiento, cifosis) igual
a trabajos previos.2* 2628 En cada evaluacion las
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ratas recibieron un puntaje de 0 a 5, dependiendo
del nimero de signos observados (Figura I).

2.3. Muestras de prostata e histologia

En el DPN 90 las ratas se sometieron a eutanasia
con una sobredosis de pentobarbital sodico (120
mg/kg i.p.). Posteriormente se realizd una incision
abdominal y se removié cuidadosamente la
prostata para colocarse en un recipiente con
solucién salina 0.9%. Se identificaron los l6bulos
dorsolateral (PDL) y ventral (PV) con ayuda de un
microscopio de diseccion (MEJl, EMZ-TR). La
mitad izquierda de cada lobulo se proces6 para
histologia. El procedimiento consistid6 en
inmersion en formol al 10% durante 24 h,
deshidratacién en alcohol al 70% y 80% (I h cada
uno), en alcohol 95% tres veces (2 h cada uno),
alcohol al 100% toda la noche. Ademas, al dia
siguiente se realizaron dos cambios adicionales en
alcohol, una hora cada uno. Después se colocaron
en xileno 3 veces (| hora cada uno) en agitacién
constante. El tejido se introdujo en cera parafina 2
veces (2 h cada vez). Se corté a 5 um de grosor
con un microtomo (RM 2125RT Leica, Alemania),
y se monto en laminillas de vidrio en bafio maria a
52°C (El bafo contenia gelatina tipo A de piel
porcina 2.5 mg/100 ml) para después procesarse
con la tincion de hematoxilina y eosina (H&E) de
acuerdo a la siguiente técnica: | h a 57°C
desparafinizacion con tres bafios en xileno (5 min
cada uno), rehidratacion en una mezcla de
alcohol/xileno (I:1) por 5 min, en etanol 96% por
3 min, hematoxilina por 10 min, agua por 30 s,
alcohol acido (inmersién rapida), agua por 10 s,
carbonato de litio por 30 s, agua por 10 s, eosina
(4 inmersiones rapidas). Deshidratacion en etanol
96% por 3 min, etanol 100% por 2 min,
etanol/xileno I:1 por 2 min, y xileno por 5 min.
Después, las laminillas fueron cubiertas con
permount (SP15-500 Fisher chemicals), secadas al
aire y observadas bajo un microscopio de luz
(Optisum®MIC990). Se tomaron fotomicrografias
a 40x (y 100x para el diametro del nicleo). El
analisis histologico incluyd la altura epitelial, el area
alveolar y el area del nulcleo, asi como la
descripcion histopatoldgica general (Tabla I).
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2.4. Analisis de receptores por Western
blot

La mitad derecha de los I6bulos dorsolateral
(PDL) y ventral (PV) se procesaron para
analizar la expresion de proteinas por medio
de la técnica Western blot. Después de la
extraccion de la prostata las dos porciones
fueron separadas y almacenadas a -80°C hasta
su analisis. Para la extraccion de proteina se
utilizé buffer de lisis NP-40 (al 1% Nonidet P
40, Glicerol, NaCl 5 M, Tris | M, pH 8) y
cOmplete™, tabletas Mini Protease Inhibitor (|
tableta/ 10 ml buffer de lisis; RocheDiagnostics,
Indianapolis, Indiana, USA). La concentracion
de proteina se determino por
espectrofotometria con un kit de medicion de
proteina Pierce® BCA (ThermoScientific,
Rockford, Illinois, USA). La electroforesis de
proteina se hizo en geles al 10% SDS-PAGE
para PRL-R, OB-R y al 12% para p-NFkB p50
e |L-6. Las muestras se trataron con un buffer
Laemmli. Posteriormente, las proteinas se
transfirieron a nitrocelulosa (Bio Rad,
California, USA) (para PRL-R, OB-R y p-NF«B
p50) y membranas PVDF (Immobilon-P,
Millipore, Bedford, MA) (para IL-6),
respectivamente; seguido de lavados con TBS-
Tween 1% y bloqueo con TBS-Tween-leche
5% por | h a temperatura ambiente. Después
del lavado se incubaron las membranas
durante 18 h a 4° C con anticuerpos
primarios: anti-PRL-R monoclonal de raton
(dilucién 1:500, ab2772; Abcam, Cambridge,
MA, USA), anti p-NFkB p50 monoclonal de
ratén (dilucion 1:1000, sc-271908; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA), anti
OB-R monoclonal de raton (B-3) (dilucion
1:200, sc-271908; Santa Cruz Biotechnology),
anti IL-6 1gG2b monoclonal de ratén (dilucion
1:200, sc-57315; Santa Cruz Biotechnology) y
anti GAPDH policlonal de conejo (dilucion
[:500, sc-25778; Santa Cruz Biotechnology).
Después, las membranas se lavaron y se
trataron con los anticuerpos secundarios
correspondientes por | h a temperatura
ambiente, AP cabra-anti raton (IgGl, dilucion
[:500, ab97020; Abcam) y AP cabra-anti
conejo IgG1 (dilucién 1:1000, sc: 2004, Santa
Cruz  Biotechnology). Finalmente, las
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proteinas se detectaron con solucion |-Step
TM NBC/BCIP (ThermoScientific, Rockford,
lllinois, USA). Las membranas se escanearon
en un lector ChemiDoc XRS+ (Bio Rad,
California, USA) y la densidad proteica se
analizé con el software Image ] 1.52n (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).
La expresion de GAPDH se us6 como control
de carga para PRL-R, OB-R y p-NFkB p50, y
tincion con Coomassie para IL-6.2° La
expresion de proteina se reportd como
densidad normalizada al control de carga.

2.5. Analisis estadistico
2.5.1. Signos de enfermedad

Solo se realizé una descripcion del promedio
de la intensidad (0-5) y la duracion (0—48 h)
de los signos después del tratamiento con LPS.

2.5.2. Histologia

Se realizé una descripcion histopatolégica del
tejido prostatico y de manera adicional se
tomaron medidas de la altura epitelial (um), el
area alveolar (um?) y el area nuclear (um?2), las
cuales se evaluaron con una t-student (de una
cola) para grupos independientes.

2.5.3. Western Blot

Para el analisis de densidad de OB-R, PRL-R,
IL-6, y p-NFkB se utilizd una t-student (de una
cola) para grupos independientes. Para OB-R
y p-NFkB 130 kD la densidad normalizada se
transformé a logaritmo 10. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el software
Prism GraphPad version 8.00 para Mac,
GraphPad Software, La Jolla California USA,
www.graphpad.com y el nivel alfa se
consideré cuando p< 0.05.

3. Resultados
3.1. Signos de enfermedad

De las 12 ratas que recibieron LPS previo a la
pubertad (DPN 35) todas expresaron signos
de enfermedad 2 horas después de Ila
inyeccion. Esto indico que las ratas LPS
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respondieron al reto inmunologico Yy
presentaron una respuesta al estrés. La
frecuencia de los signos en orden
descendente fueron letargia, acurrucamiento,
ptosis, piloereccion y cifosis. El pico maximo
ocurrio a las 2 h y duré menos de 48 h. De las
12 ratas que recibieron solucién salina
ninguna expres6 signos de enfermedad
después de la inyeccion (Figura ).

3.2. Histologia y expresion de
receptores

El andlisis de la préstata mostré que el
tratamiento con LPS previo a la pubertad
resultd6 en alteraciones histologicas vy
moleculares en la edad adulta principalmente
en la prostata ventral. Por ejemplo, el epitelio
mostré  anisocitosis (células con tamano
variado de altura epitelial), anisocariosis
(células con tamano variado de nlcleo),
espacio  intersticial comprimido, con
contenidko de células  mononucleares

(indicadoras de un proceso inflamatorio) y
gran presencia de papilas. Las células
mostraban  nudcleos apolares con una
proporcion nucleo-citoplasma anormal (I:1),
proplasia del mioepitelio y contenido amorfo
en el lumen (Tabla I, Figura 4). Los animales
LPS también mostraron un aumento en el
tamano de area alveolar en el I6bulo ventral
con respecto al grupo salina
(aproximadamente del 143%) (Figura 2-B, 4),
pero no en el I6bulo dorsolateral (Figuras 2-
A, 4). Respecto a los cambios moleculares, los
receptores PRL-R cortos de 50 kD estuvieron
disminuidos a un 47% en la prostata ventral
comparados con el grupo salina (Figura 3-B),
pero no en la porcion dorsolateral (Figura 3-
A, 5). No se encontraron otros efectos del
LPS en la altura epitelial o en el area nuclear,
ni en la expresion de OB-R (49, 53, 130 kD),
en PRL-R (60 kD), IL-6 o NFkB (Tabla 2).
Ademas, no se encontré expresion de IL-6 en
el I6bulo ventral.

Grado de enfermedad

- [PS
—e— salina

media +/- EE (signos)
(\ ]

8h 24h 48h

Figura |. Evaluacion de signos de enfermedad después del tratamiento con LPS. Solo las ratas tratadas con LPS

mostraron signos | h después de la inyeccion.
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Caracteristicas

histolégicas Region Salina LPS
Epitelio (forma) PDL clbico clbico
PV columnar columnar
Epitelio (altura) PDL tamano parejo anisocitosts N
PV anisocitosis ++
Epitelio (papilas) PDL escasas escasas
PV presentes +++
Intersticio (espacio) PDL parejo comprimido ++
PV comprimido ++
Intersticio (contenido) PDL colageno mononuclear ++
PV mononuclear ++
Nucleo (tamano) PDL tamano parejo anisocariosis o
PV anisocariosis +++
Nucleo (locacion) E\?L basal, polar Ezli:)lar
Nucleo-Citoplasma PDL 13 1:2
(proporcion) PV ’ I:1
Mioepitelio ;E/)L Euplasia E:gg::::
. PDL tubular
Patrén (a 4X) PV Tubular cubular
Lumen (contenido) PDL Amorfo mononuclear
PV mononuclear

Tabla |. Resultados del analisis descriptivo histopatoldgico en la prostata de ratas adultas (13 semanas de edad)

que recibieron solucion salina o LPS en la pubertad (5 semanas de edad).

200000+

150000+

100000+

50000

media +/- EE (um)

0-

A) Area alveolar PDL
1
1
Salina LPS

200000~

150000-

100000-

50000-

media +/- EE (um)

0-

(B) Area alveolar PV

1
Salina LPS

Figura 2. Area alveolar de la prostata dorsolateral (A) y ventral (B). Se aprecia que el tratamiento con LPS en
la pubertad incrementé el area exclusivamente en la region ventral.
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(A) PRLR 50 KD PDL
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Figura 3. Expresion del receptor de prolactina (PRL-R) en la prostata dorsolateral (A) y ventral (B).
Se aprecia que el tratamiento con LPS en la pubertad disminuy6 la expresion exclusivamente en la

regiéon ventral.

Variable Tratamiento Estadisticos
Salina LPS t-test no pareado

Altura epitelial (um) Media + EE Media + EE

PDL 1830+ 1.2 17.09 £ 0.8 t=0.75, df=9, p=0.23

PV 21.72+24 2425 +09 t=0.90, df=9, p=0.19
Area alveolar (um?)

PDL 122,324 + 15,967 94,061 £ 9,631 t=1.43, df=9, p=0.09

PV 87,685 + 11,433 126,065 + 20,958 t=1.86, df=10, p=0.04 *
Area nuclear (um2)

PDL 2943+ 1.3 2874+ 1.4 t=0.35, df=9, p=0.36

PV 29.64 £ 1.7 30.57+0.8 t=0.43, df=9, p=0.33
OBR49 kD (dn)

PDL 36,920 + 1,272 32,054 + 8,942 t=0.59, df=9, p=0.28

PV 30,461 + 3,299 27,484 + 6,803 t=0.39, df=10, p=0.35
OBRS53 kD (dn)

PDL 42,373 + 1,795 37,322 + 8,873 t=0.61, df=9, p=0.27

PV 35,785 + 2,821 36,636 £ 10,195 t=0.08, df=10, p=0.46
OBRI130 kD (dn)

PDL 33,230 + 5,207 24,238 + 5,475 t=1.18, df=9, p=0.13

PV 23,929 + 3,305 25,042 + 8,992 t=0.11, df=10, p=0.45
PRLR50 kD (dn)

PDL 25,979 + 5,365 18,876 + 7,878 t=0.74, df=10, p=0.23

PV 26,370 + 4,422 12,657 + 4,260 t=2.23, df=10, p=0.02 *
PRLR60 kD (dn)

PDL 28,322 + 3,970 34,075 + 7,311 t=0.69, df=10, p=0.25

PV 25,253 + 3,328 21,258 £ 4,413 t=0.72, df=10, p=0.24
IL-6 (dn)

PDL 36,414 £ 2,057 34,699 + 2,576 t=0.52, df=10, p=0.30

PV - - -
NF-kB (dn)

PDL 12,371 +2,202 11,714 £ 5,906 t=0.10, df=10, p=0.45

PV 12,056 + 2,687 8,119 +2,484 t=1.07, df=10, p=0.15

Tabla 2. Resultados estadisticos del andlisis histologico y molecular.
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4. Discusion

El presente trabajo fue disefado para evaluar
el efecto del estrés agudo prepuberal sobre
las caracteristicas histoldgicas de la prostata
de la rata y la expresion de receptores para
las hormonas leptina y prolactina, asi como
para marcadores moleculares de inflamacion
como el NFkB e IL-6. Los resultados indicaron
que una inyeccion sistémica con LPS en el
DPN 35 provocé signos de enfermedad a 2 h
después de la inyeccidn y hasta por 24 h. La
expresion de dichos signos indicé que el LPS

funciono para producir un reto inmunologico
y una respuesta al estrés de manera aguda
(Figura 1). Como resultado hubo efectos
adversos en la prostata que se observaron a
largo plazo hasta la edad adulta (DPN 90). Los
hallazgos  principales indicaron cambios
histopatologicos, ademas de un claro aumento
en el tamano alveolar. A nivel molecular se
encontré menor expresion de receptores de
prolactina (PRL-R 50 kD) en la porcion
ventral. No se observé evidencia de que el
LPS incrementara la expresion de OB-R, PRL-
R, NFkB o IL-6.
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Figura 4. Fotomicrografia de préstata de rata. Imagen capturada a 40X. Cortes tenidos con hematoxilina-
eosina. Se muestran imagenes representativas de los epitelios de animales control en los Ié6bulos dorsolateral
(A) y ventral (B), o tratados experimentalmente con LPS en la prostata dorsolateral (C) y ventral (D). Las
flechas rojas muestran las papilas en los animales con LPS. Las flechas verdes muestran las células con
anisocitosis (tamano celular diferente) y anisocariosis (tamano nuclear diferente). Se observa tejido displasico,
pérdida de la polaridad en los animales con LPS, asi como una disminucion en la relacion nicleo-citoplasma

(I:1) y mioepitelio proplasico.

De manera general las alteraciones
histopatoldgicas encontradas indican una
displasia leve. Es decir, un cambio ligero en la
forma y madurez de las células que sugiere una
alteracion  funcional. Comunmente las
displasias leves suelen considerarse como
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reversibles.3? Sin embargo, es probable que
estas lesiones observadas en la adultez sean
permanentes, o que empeoren de manera
incipiente hasta convertirse en displasias
severas o cancer (CaP).3! Lo anterior pudiera
ocurrir por alteraciones neuroendocrinas de
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larga duracion como consecuencia del LPS. Se
sabe que el tratamiento agudo con LPS resulta
en una elevacién de interleucinas,
ciclooxigenasas (COX-2), prostaglandinas
(PGE2), factor de necrosis tumoral (TNFa),
interferén gamma (INFy)25 26 y NF-kB.27 Las
interleucinas y la COX-2 pueden activar el eje
HPA, lo cual parece sensibilizarlo a largo
plazo, ademas de otras alteraciones
neuroendocrinas permanentes. Por ejemplo,
se ha observado que ratones hembra de 6
semanas de edad (puberales) inyectadas con
LPS tienden a expresar menos receptividad
sexual en la edad adulta. Esto no sucede si el
LPS es inyectado durante las semanas 3, 7,8 6
10,32 lo cual indica que las alteraciones a largo
plazo aparecen Unicamente cuando el reto
inmunologico y la respuesta intensa al estrés
ocurren en el periodo sensible de desarrollo
neuroendocrino, es decir durante la pubertad
(5-6 semanas de edad). Otras alteraciones que
se observan son un pobre efecto del estradiol
para reducir las conductas tipo ansiedad o
depresion.28 33,34

Previamente se reporto que la misma dosis
de LPS (1.5 mg/kg) en el DPN 35 resultaba en

displasia severa de la prostata en el DPN |12
(16 semanas de edad).2* En el presente trabajo
se evaluo la prostata en el DPN 90 (semana
13), corroborando la presencia de lesiones,
aunque aparentemente de menor intensidad
(displasia leve). Esta evidencia sugiere que la
aparicion de lesiones es incipiente y van en
aumento paulatino, explicando asi porqué el
estrés y la edad son factores de riesgo para la
incidencia del CaP.

Las alteraciones neuroendocrinas
ocasionadas por el estrés en periodos criticos
de desarrollo pudieran interactuar con otros
factores de riesgo conocidos, como por
ejemplo, el sobrepeso y la obesidad.8 24 Esto
es particularmente relevante considerando
que en algunos paises (i.e. EE.UU.) los indices
de obesidad sobrepasan el 40% de Ila
poblacién,3s aunado a una alta percepcion de
estrés diario. De igual forma, el estrés pudiera
adicionar complejidad a las alteraciones
causadas por el tipo de alimento consumido
(e.g. dietas altas en grasas de origen animal) lo
que puede causar progresion mas rapida de las
lesiones prostaticas, asi como una reduccién
de los antioxidantes naturales como el
glutation peroxidasa.’
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Figura 5. Se muestra la expresion de los receptores en la prostata dorsolateral (PDL) y ventral (PV) para
prolactina (PRL-R), Factor nuclear kB (NF-kB), leptina (OB-R) e interleucina (IL-6) y controles a través de

Wester Blot.
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4.1. Histologia y cambios moleculares

Como se mencioné anteriormente el LPS
prepuberal resulto en lesiones
histopatologicas, un claro aumento en el
tamano alveolar y una menor expresion de
receptores de prolactina (PRL-R 50 kD) en la
porcion ventral. El incremento del area
alveolar pudiera ser consecuencia de un
aumento de la produccién de liquido
prostatico, aunque también pudiera obedecer
a la presencia de mas células de tipo
mononuclear que subyacen un estado
inflamatorio  subclinico o mas papilas
representando cambios estructurales del
epitelio. Se ha mostrado que el incremento de
prolactina sérica se relaciona con un aumento
en la expresion de PRL-R y alteraciones en el
area alveolar y estructura epitelial.'é Vale la
pena mencionar que el nivel de expresiéon de
receptores representa un mecanismo celular
de respuesta a un estimulo determinado. Por
lo tanto, la regulacion a la baja de los
receptores PRL-R pudiera representar un
mecanismo celular para limitar la magnitud y
duracion de senales de transduccion celular.
Por ser un receptor transmembranal, el PRL-
R tiende a regularse a la baja por mecanismos
de endocitosis generados por estimulacion del
mismo ligando (PRL), con lo cual la célula
restringe la reaccion a PRL.3¢ De hecho, un
trabajo previo mostro que el tratamiento con
LPS no altera los niveles séricos de
prolactina,?* sugiriendo que la disminucién de
PRL-R  pudiera ser un  mecanismo
compensatorio celular de la préstata para
retardar los efectos generados por LPS en la
pubertad. Ademas, indica que la via de
prolactina no es la unica responsable en la
generacién de alteraciones prostaticas. El
receptor PRL-R participa en la senalizacion de
las tirosina cinasas JAK y MAPK.!7 Se sabe que
la regulacion de la actividad de estas vias
puede inhibir el desarrollo del cancer a través
de la facilitacion de respuestas inmunes y que
es la activacion no regulada la que promueve
el desarrollo del cancer al activar genes de
transcripcion relacionados con la
diferenciacion y  proliferacion  celular.
Paraddjicamente, la expresion de PRL-R
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puede también reducirse en casos de CaP
altamente maligno, probablemente como
consecuencia de la pobre diferenciacion
celular en casos avanzados.?’

Nuestros resultados mostraron que el
tratamiento con LPS no alteré la expresion de
NFkB o IL-6. Esto fue contrario a lo esperado,
pues el NFkB induce la expresion de varios
genes proinflamatorios incluyendo aquellos
que codifican la produccién de IL-6, regulando
con ello la supervivencia, activacion y
diferenciacion de células del sistema inmune
como los linfocitos T. Con esta evidencia
descartamos la idea de que el LPS en la
pubertad genere una predisposicion de la
prostata para activar IL-6 y otras moléculas
proinflamatorias (e.g. TNF-a, IL-1B, IL-12p40
y ciclooxigenasa-2) lo cual facilitaria un
proceso inflamatorio croénico (prostatitis).2+ 38

5. Conclusiones

Nuestros resultados muestran que una
inyeccion de LPS en el periodo prepuberal
produce una displasia leve, incrementa el area
alveolar y disminuye la expresién de
receptores cortos de prolactina (PRL-R), pero
no modifica la expresion del receptor para
leptina, ni marcadores moleculares de
inflamacion como NFkB o IL-6. Tales cambios
pudieran representar un proceso patologico y
al  mismo tiempo ser  mecanismos
compensatorios celulares para reducir el daino
prostatico.
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