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Resumen

La identificacién de nuevos marcadores prondsticos es clave para mejorar la estratificacion clinica y el
manejo terapéutico de los tumores solidos. En este contexto, la epigenética ha adquirido un papel central
en la oncologia moderna, destacando las alteraciones en enzimas modificadoras de histonas como eventos
frecuentes en la progresion tumoral. La histona acetiltransferasa 1 (HAT1), implicada en la acetilacion de
histonas recién sintetizadas durante el ensamblaje de la cromatina, ha sido asociada con el desarrollo y
agresividad de distintos tipos de cancer. En este estudio se analiza la expresion de HAT1 en tumores de
vejiga mediante técnicas inmunohistoquimica, evaluando su posible correlacién con parametros clinico-
patolégicos de relevancia prondstica, asi como con otros marcadores moleculares, como la metil-
transferasa (EZH2) y el receptor de andrégenos. Los resultados muestran un incremento significativo de la
sefial nuclear de HAT1 en los tumores de mayor invasividad y peor prondstico. La sobreexpresion de HAT1
se relaciond especialmente con tumores invasivos con menor intervalo libre de enfermedad y mayor
mortalidad especifica. Ademas, se observo una correlacion positiva entre los niveles de expresion de HAT1
y EZH2 evaluados por inmunodeteccién en la misma cohorte de muestras tumorales. Estos hallazgos
apoyan el papel de HAT1 como potencial marcador prondstico en cancer de vejiga y sugieren su interés
como posible diana terapéutica en el contexto de la regulacién epigenética del cancer. La integracion de
HAT1 en futuros paneles de marcadores moleculares podria contribuir a una mejor prediccion del
comportamiento tumoral y a la personalizacion de las estrategias terapéuticas.
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Introduccién

La identificacion de nuevos marcadores moleculares con valor prondstico y potencial terapéutico resulta
esencial para mejorar la identificacion de subgrupos prondsticos y optimizar las estrategias clinicas,
especialmente en tumores con comportamiento bioldgico heterogéneo como el cancer de vejiga [1,2].

En los ultimos afios, la epigenética ha adquirido un papel central en oncologia, ya que las alteraciones
epigenéticas modulan la expresion génica sin cambiar la secuencia de ADN y contribuyen a procesos clave
como proliferacion, invasion, metastasis y respuesta al tratamiento [3,4]. Entre estos mecanismos destaca
la modificacion de histonas, especialmente la acetilacion, regulada por el equilibrio entre histonas
acetiltransferasas (HATs) y desacetilasas (HDACs) [5].

La histona acetiltransferasa 1 (HAT1), una HAT de tipo B implicada en la acetilacion de histonas recién
sintetizadas y en el ensamblaje de la cromatina, se ha relacionado recientemente con la progresion tumoral
y el mal pronostico en distintos canceres [6-10]. En particular, su posible asociacion con tumores mas
agresivos y su relacion con otros reguladores epigenéticos, como la metiltransferasa EZH2, refuerzan el
interés por estudiar su utilidad como marcador pronostico y su potencial como diana terapéutica en tumores
de vejiga [11-13].
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Material y métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo sobre muestras de tejido tumoral incluidas en parafina procedentes de
pacientes diagnosticados de cancer de vejiga y cancer de mama. Las muestras fueron obtenidas de los
servicios de Anatomia Patologica de distintos hospitales, contando con la aprobaciéon de los
correspondientes Comités de Etica, y seleccionadas en funcion de la disponibilidad de datos clinico-
patologicos y seguimiento adecuado. Se analizaron 64 muestras de tumores de vejiga (carcinoma urotelial),
clasificadas por grado en G1 (n=6), G2 (n=22) y G3 (n=34) y por estadio Ta (n=13), T1 (n=28), T2 (n=14),
T3 (n=7) y T4 (n=2).

La expresion de HAT1, EZH2, del receptor de androgenos (AR), y del marcador de proliferacion PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen; clon PC10) se analizd mediante técnicas inmunohistoquimicas
estdndar. Las secciones histologicas fueron desparafinadas, sometidas a recuperacion antigénica y
bloqueadas para la inhibicion de uniones inespecificas, incubandose posteriormente con los anticuerpos
primarios correspondientes. La deteccion se realizd mediante sistemas de revelado cromogénico y
contrateflido con hematoxilina. La evaluacion del marcaje inmunohistoquimico se llevé a cabo
considerando la localizacion subcelular y la intensidad de la sefial, con especial atencion a la expresion
nuclear de HAT1. Los resultados se correlacionaron con parametros clinico-patoldgicos relevantes,
incluyendo invasividad tumoral, grado de diferenciacion, enfermedad recidivante y mortalidad. El analisis
estadistico se realizd6 empleando pruebas no paramétricas adecuadas al tipo de variable y al tamafio
muestral, considerandose estadisticamente significativos valores de p<0,05.

Resultados

Las escasas zonas de tejido no neoplasico presentes en muestras de tumores no invasivos (Ta) mostraron
un marcaje citosolico escaso para HAT1 en las células adluminales. Al analizar la relacion entre HAT1 y
la evolucion clinica de la enfermedad, los tumores invasivos mostraron una sefial nuclear significativamente
mayor que los tumores no invasivos (Figs. 1, 2A). EZH2 se localiz6 principalmente en el nicleo, con una
distribucion homogénea, y también se observo marcaje citoplasmatico. El marcaje para EZH2 fue mas
intenso en tumores invasivos T2 y T3 que en tumores menos invasivos (Ta y T1) (Fig. 1). Pocos tumores
mostraron sefial nuclear para receptor de androgenos (AR), que se observd fundamentalmente en algunos
tumores de grado T3 (Fig. 1).
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Figura 1. Inmunomarcaje de HAT1, EZH2 y AR en tumores uroteliales con distintos grados de invasion
al diagnostico (T). A, E, I: tumor no invasivo (Ta), sefial tenue para HAT1, ausencia de marcaje para
AR y sefal predominantemente citosolica para EZH2. B, F, J: tumor invasivo T1, marcaje nuclear
positivo para HAT1, ausencia de marcaje para AR y sefial citos6lica con componente nuclear débil para
EZH2. C, G, K: tumor T2, sefial nuclear para HAT1, EZH2 nuclear y citosolica, y marcaje negativo
para AR. D, H, L: tumor invasivo T3, sefial nuclear intensa para HAT1 (con componente citosolico),
sefial intensa para EZH2 y marcaje moderado para AR. Aumento: 400x
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Segun la invasividad (T), observamos una elevacion de la sefial nuclear de HAT1 estadisticamente
significativa en los tumores T1, T2 y T3 con respecto a los tumores no invasivos, sin diferencias
significativas entre T2 y T3 (Fig. 2B). Al agrupar los tumores en funcion del grado de diferenciacion,
observamos que la sefial nuclear de HAT1 fue significativamente mayor en tumores G3 que en tumores G2
y G1, sin diferencias significativas entre estos dos ltimos grupos (Fig. 2C). En funcion de la enfermedad
recidivante, se observd que la sefial nuclear de HAT1 era mayor en aquellos tumores que presentaban
recidivas en comparacién con los tumores con remision durante el tiempo de estudio (Fig. 2D). Observamos
una correlacion inversa y significativa entre el intervalo libre de enfermedad (ILE) y los niveles de HATI,
de manera que aquellos pacientes con ILE mas cortos mostraron niveles de HAT1 mas elevados (Fig. 2E).
Al analizar el evento de muerte (exitus), los pacientes fallecidos a causa del tumor mostraron niveles de
HAT1 nuclear significativamente mas elevados que aquellos que permanecieron vivos durante el tiempo
de estudio (Fig. 2F). Al analizar el indice de proliferacion celular, se observa que aquellos tumores con
mayores niveles proliferativos presentaban, de forma significativa, mayores niveles de sefial nuclear de
HATI1, como demuestran los estudios de inmunohistoquimica para PCNA y su analisis estadistico. No se
encontrd asociacion significativa entre los niveles de HAT! y la edad al diagnostico, ni con el tipo
histoloégico del tumor (sélido, mixto o papilar).
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Figura 2. Representacion grafica de la correlacion entre la expresion nuclear de HAT1 con distintos
parametros clinicos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 frente al control. B, C: test de Bonferroni. A, D,
F: test de Mann—Whitney. E: test log-rank.

Discusidn

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que la sobreexpresion nuclear de HAT1 se asocia de
forma consistente con parametros clinico-patologicos indicativos de peor prondstico en cancer de vejiga.
En nuestra serie, niveles elevados de HAT1 se correlacionan con mayor invasividad, peor diferenciacion
histolégica, recidiva y menor intervalo libre de enfermedad, asi como con mayor mortalidad especifica, lo
que refuerza el papel emergente de HAT1 como marcador pronostico en tumores solidos [4-8].Estos
hallazgos son coherentes con estudios previos que describen una implicacion directa de HAT1 en la
progresion tumoral, la regulacion del ciclo celular y la estabilidad genémica, asi como con su asociacion a
tumores mas agresivos y pobremente diferenciados en distintos modelos tumorales [4,7,8]. La localizacion

predominantemente nuclear observada en los tumores més avanzados sugiere ademas un papel funcional
de HAT1 en la regulacion epigenética activa de la cromatina tumoral.
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El analisis conjunto de HAT1 con EZH2 se justifica por la relacion funcional descrita entre ambos
reguladores epigenéticos. EZH2 se ha relacionado ampliamente con progresion tumoral y mal prondstico
en cancer urotelial, y se ha propuesto que HAT1 puede contribuir a la estabilidad y/o actividad de EZH2
en células tumorales [9-11]. En este estudio, se observd una correlacion positiva entre los niveles de
expresion de HAT1 y EZH2 evaluados por inmunodeteccion en la misma cohorte de muestras tumorales,
de modo que los casos con mayor expresion de HAT1 tendieron a presentar también mayor EZH2. Dado
las determinaciones se realizaron de forma independiente (sin doble tincidn), estos hallazgos apoyan una
asociacion a nivel tumoral, aunque no permiten inferir colocalizacion celular. En conjunto, el aumento de
EZH2 en tumores mas invasivos y su asociacion paralela con HAT1 respaldan la hipdtesis de un eje
epigenético coordinado que favorece un fenotipo tumoral mas agresivo.

Aunque la expresion de AR fue limitada en nuestra serie y no mostro una correlacion clara con HAT1, su
presencia en algunos tumores de mayor invasividad sugiere un posible papel en subgrupos especificos de
pacientes, que deberia explorarse en estudios con mayor tamafio muestral. En conjunto, estos resultados
apoyan que HAT]1, especialmente en combinacion con EZH2, podria constituir un marcador pronostico de
utilidad y una potencial diana terapéutica en cancer de vejiga [1-3,11].
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