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1. RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es el tipo de neoplasia més frecuente en la poblacion
masculina y la segunda causa de muerte a nivel mundial en hombres. El
crecimiento de estos tumores, depende en un inicio, de la presencia de
andrégenos para la supervivencia y la proliferacion de las células tumorales. Dado
gue es una enfermedad indolente, muchos pacientes acuden al médico en etapas
avanzadas de la enfermedad en las cuales ya no son candidatos a cirugia. En esta
etapa se emplea una terapia antiandrogénica para inducir la regresion de la
enfermedad, sin embargo, eventualmente muchos pacientes dejan de responder a
la terapia y presentan elevacion de antigeno prostatico especifico (PSA) y
recurrencia del CaP. Este estadio es denominado cancer de Préstata androgeno
independiente, etapa en la que la supervivencia y la proliferacion de estas células
tumorales es independiente de la accion de los andrégenos (Feldman and
Feldman et al., 2001).

Se han propuesto muchas hipotesis que podrian explicar esta independencia de
andrégenos, las cuales estan relacionadas al Receptor de Andrégenos (AR por
sus siglas en inglés). Una de ellas es la relacidon entre co-reguladores y el AR, al
igual que su interaccién con otras vias de sefalizacion (Yeh y Chang et al., 1996;
Muller et al., 2000; Gregory et al 2001; McKenna y O'Malley et al., 2001; Sharma y
Sun et al., 2001). El cambio en el nivel de expresion de estas proteinas pueden
actuar en conjunto con otros mecanismos para conferir la independencia de
andrégenos; uno de los posibles mecanismos de regulacion de los niveles de
dichos factores es el mediado por la accion de microRNAs (miRNA) como: miR-
100, miR-149 y miR-200b, asi como los co-reguladores NCOR1, NCOR2,
SMARCAS y NCOAZ2 utilizados en este estudio. Como prueba de principio, se
valido por medio de PCR en tiempo real la expresion de los miRNA y mRNA de
sus respectivos genes blanco en lineas celulares de cancer de Préstata. Se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en los niveles entre las lineas
celulares de cancer de Prostata pero en cuanto a la relacion miRNA-blanco, no se

observaron diferencias significativas. Para determinar el efecto que la actividad



misma del receptor de andrégenos tiene sobre la expresion de los miRNAs o sus
blancos se realizé el tratamiento de lineas celulares utilizando la hormona
Dehidrotestosterona (DHT) y flutamida, un antagonista del receptor, como con el
objetivo de inducir o inhibir la actividad del AR, y se determiné la expresion de los
mMiRNAs y sus transcritos blanco, donde solo se observo efecto en miR-200b y su
gen blanco NCOAZ2. Para evaluar el efecto de los androgenos se utilizd un gen de
respuesta a androgenos KLK3 (PSA) como control y se midi6 la respuesta de este,
observandose cambios en los niveles del gen proporcionalmente a la
concentracion, es decir cuando se aumenta la concentracion del agonista, los

niveles de expresion del gen aumentan.

Desde su descubrimiento, los miRNA han revolucionado y cambiado la concepcion
tradicional de los mecanismos de regulacion de la expresion génica. Este trabajo
se enfoca en la validacion de los miRNA y sus genes blanco aportando
informacion acerca de los mecanismos de regulacion mediados por miRNA e
identificacion de sus genes blanco en cancer de préstata, pretendiendo demostrar

a largo plazo ésta relacion y su importancia en la progresion de la enfermedad.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades de la prostata

La préstata es un O6rgano glandular del aparato genitourinario, pequefio y con
forma semejante a la de una nuez, con un peso aproximado de 20g. Se localiza
enfrente del recto, por debajo y a la salida de la vejiga. Su principal funcion es
producir el liquido prostético, el cual es un elemento importante que proporciona
soporte nutricional y proteccion a los espermatozoides en el semen (Fawcett and
Raviola et al., 1994). Histologicamente, la prostata se divide en dos tipos celulares
principales: el estroma y el epitelio. El estroma estd compuesto de células de
musculo liso, fibroblastos y células endoteliales, mientras que el epitelio, esta
compuesto por 4 tipos celulares: células secretoras, células basales, células de
transicion y células neuroendocrinas (De Marzo et al., 2007).

Anatémicamente en la préstata se distinguen 5 zonas principales: rodeando la
uretra, se encuentra la zona periuretral (Figura 1, e), que ocupa el 5% de la
préstata; la zona central, por la cual cruzan los conductos eyaculadores, que
supone un 20% de la glandula (Figura 1, a); la zona de transicion que ocupa el 5%
del volumen glandular, y es en esta zona donde la Hiperplasia Prostatica Benigna
(HPB) ocurre casi de manera exclusiva (Figura 1, c); la zona fibromuscular (Figura
1, b) y la zona periférica (Figura 1, d) que ocupan un 70% del volumen glandular.
Especialmente en la zona periférica se desarrolla el 68% de los casos de cancer
(De Marzo et al., 2007).



a Zona Central

b Zona Fibromuscular
¢ Zona de Transicion
d Zona Penférica

Dructo Eveculatorio— ¢ Zona Penuretral

Figura 1. Esquema de las zonas de la pristata y su predisposicion a enfermedades. La mayoria de las
lesiones de cancer ocurren en la zona periférica de la glandula (d), pocas ocurren en la zona de transicion (c)
y casi ninguna en la zona central (a). (Imagen modificada de De Marzo et al., 2007).

2.2 Patologia de la prostata

Al igual que todos los érganos, la prostata presenta ciertas enfermedades entre las
gue destaca la Prostatitis, inflamaciéon de la misma normalmente producida por
infecciones bacterianas. La HPB es una hipertrofia o crecimiento del érgano, que
causa diversos sintomas, principalmente vaciamiento incompleto de vejiga y
nicturia. Este padecimiento afecta a mas del 50% de los hombres mayores de 50
afos y su prevalencia aumenta con la edad hasta afectar a casi la totalidad de los
hombres mayores de 70 afios. Por ultimo, el Cancer de Préstata (CaP) es una
enfermedad multifactorial y compleja que involucra alteraciones a nivel molecular.
La mayoria de los casos de cancer de prostata comienzan en la zona periférica y
retienen algo de la estructura glandular. Por lo tanto, se clasifican como
adenocarcinomas (Schulz et al., 2003). EI CaP es el tipo de neoplasia maligna
mas frecuente en los varones; informacion reciente indica, que el Distrito Federal
presentd la tasa mas alta de morbilidad hospitalaria por cada 100 mil hombres con
32.95 casos. Por grupos de edad, la morbilidad hospitalaria por cancer de prostata
sélo afecto al 1.3% de los hombres menores de 45 afios, mientras en los mayores

de 80 afios se incrementa hasta 19.7%, seguidos de los hombres de 70 a 74 afios



con 19.3%, y los de 65 a 69 afios con 18.5%, lo que convierte al CaP en la

segunda causa de muerte en el pais (INEGI 2013).

Las causas por las cuales se desarrolla el CaP aun no son elucidadas, pero se
han propuesto diversas hipotesis al respecto. De Marzo et al., propone diversos
enfoques por los cuales puede ocurrir el desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo,
la constante exposicion a especies reactivas de oxigeno, patdgenos o
enfermedades autoinmunes, entre otras. Lo cual conlleva a alteraciones en el

genoma y por lo tanto generan cambios a nivel molecular (De Marzo et al., 2007).

Mientras que muchos carcinomas de préstata retienen un patron de crecimiento
indolente, se estima que un tercio suele convertirse a invasivo o metastasis a los
ganglios linfaticos locales y a tejidos distales, muy frecuentemente 6seo (Schulz et
al., 2003).

2.3 Factores de riesqo para el desarrollo del cAnce r de prostata

A pesar de la elevada tasa de morbilidad, a la fecha las causas exactas que llevan
al desarrollo de adenocarcinoma prostatico no han sido elucidadas.
Tradicionalmente el CaP se ha asociado con factores como la edad avanzada, la
etnicidad y la historia familiar. Por otra parte, se tiene conocimiento de muchos
factores de riesgo entre los que se encuentran los niveles elevados de
andrégenos, la dieta, el tabaquismo, el sedentarismo, factores sexuales y la
obesidad. Aunque los cambios en el estilo de vida y la prevencién de la exposicion
a contaminantes quimicos parecen ayudar a disminuir la incidencia de la
enfermedad, su participacion en la etiologia del CaP no se ha establecido
claramente (Schulz et al., 2003). La patogénesis del cancer involucra una
interaccion entre factores ambientales y genéticos. Mas aun, se piensa que los
factores genéticos contribuyen en un 42% al riesgo del desarrollo y progreso de la
enfermedad (Rubin and De Marzo et al., 2004).



2.4 Curso de la enfermedad

Como se menciond anteriormente el CaP es el tipo de neoplasia mas comunmente
diagnosticada en hombres y la segunda causa de muerte en el pais en adultos
mayores, por lo cual es de suma importancia detectarlo a tiempo (INEGI 2013).
Actualmente, las principales pruebas diagnésticas del CaP son la exploracion
digital rectal, la evaluacion del Antigeno Prostatico Especifico (PSA) en suero y el
andlisis histoldgico de biopsia prostética.

Una vez detectado el CaP, el tratamiento se selecciona considerando una variedad
de factores, entre ellos: la edad, la expectativa de vida, y las comorbilidades
(Antonarakis ES. et al., 2011). Cuando el cancer esté localizado en la prostata es
decir que no se ha diseminado fuera de la glandula, el tratamiento estandar
incluye: radioterapia, un haz externo dirigido hacia la glandula, o prostatectomia
radical que consiste en extirpar la prostata y parte del tejido que la rodea (Wilt TJ.
et al., 2008). Por el contrario, cuando el cancer se ha diseminado fuera de la
préstata, el tratamiento de eleccion es la hormonoterapia ya que los pacientes no
son candidatos a operacion. Este tratamiento consiste en administrar farmacos
antiandrogénicos con el objetivo de disminuir los niveles hormonales ya que tanto
las células normales como las células de cancer de prostata requieren de
andrégenos (Testosterona) para su crecimiento y supervivencia (Saraon et al.,
2011). Los niveles bajos de androgenos disminuyen la masa del tumor,
probablemente por induccion de la apoptosis e inhibicion del crecimiento. Sin
embargo, con el tiempo, los carcinomas contienen o desarrollan células que
contintan creciendo durante el agotamiento hormonal inevitablemente, por lo tanto
las células crecen y sobreviven en ausencia de esta hormona, dando como
resultado la transicion de andrégeno dependencia a androgeno independencia
(Antonarakis ES. et al., 2011; Saraon et al., 2011). Cuando los pacientes ya no
responden a la terapia hormonal se les administra tratamiento paliativo, y también
se les da quimioterapia o radioterapia como tratamiento, todo dependera de la

expectativa de vida del paciente.



2.5 Andrégenos en la prostata normal

Los androgenos son de suma importancia para el desarrollo y mantenimiento de la
prostata. Estos se producen principalmente en forma de testosterona por las
células de Leydig en los testiculos y en general, se encuentran circulando a través
de la sangre donde se unen a la globulina y a la albumina de uniéon a hormonas
sexuales (SHBG), con una pequefia fraccién libre (Greenlee et al., 2000; Feldman
and Feldman et al.,, 2001). Ademas, los androgenos suprarrenales, tales como
androstenediona, dehidroepiandrosterona (DHEA) y su sulfato, que son
secretados por la corteza suprarrenal, aunque no tan potentes como la
testosterona, participan en los efectos androgénicos del organismo. La produccién
de andrégenos en las células de Leydig se regula a través del eje Hipotalamo-
Hipdfisis-Gonadas. El hipotalamo secreta pulsos de hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) cada 90-120 minutos. La GnRH se une a las células
gonadotropas en la pituitaria anterior y estimula la liberacion de la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). Cuando la LH se une a
las células de Leydig, estimula la produccion de andrégenos, y a su vez, éstos
alimentan de nuevo la pituitaria para inhibir la secrecion de GnRH y LH (Figura 2)
(Feldman and Feldman et al., 2001).

Hipotilamo
LAk
= Hipafisis
i
PR—
Grganos
blanco
- —Tostosterona

Cétula de Leydig

Figura 2. Representacion esqueméatica del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas. Donde LH es hormona
leutinizante y LHRH o GnRH hormona liberadora de gonadotropina (Imagen modificada de Bellido et al.,
1999).



Cuando la testosterona libre entra en las células de la prostata, 90% se convierte
en dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5a-Reductasa (SRD5A2). DHT es el
andrégeno mas activo, y tiene aproximadamente cinco veces mas afinidad por el
receptor de andrégenos (AR) que la testosterona. EI AR es un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares (Quigley et al., 1999; Brinkmann et al., 1999).
Este se compone principalmente de 3 dominios: el primero se encuentra en el N-
terminal y es un dominio de activacion transcripcional, el segundo es un dominio
de union a DNA en la region media que contiene dos dedos de zinc y el tercero se

encuentra en C-terminal y es un dominio de union a ligando (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquemética de los dominios del receptor de andrégenos. Primero se encuentra en
el N-terminal un dominio de activacion transcripcional (NTD), el segundo es un dominio de unién a DNA en la
region media (DBD), después la region bisagra (Hinge) y el tercero se encuentra en C-terminal y es un
dominio de unién a ligando (LBD). (Imagen modificada de Nigel et al., 2009).

Al igual que otros receptores nucleares, en el estado basal, el AR se une a las
proteinas de choque térmico y otras proteinas en una conformacién que impide la
unién al DNA. La union a andrégenos induce un cambio conformacional en el AR
gue conduce a la disociacion de las proteinas de choque térmico y la fosforilaciéon
del receptor (Brinkmann et al., 1999), en parte mediada por la proteina cinasa A
(Nazareth et al., 1996). El cambio conformacional inducido por la unién del ligando
facilita la formacion de homodimeros del AR que luego se pueden unir a
Elementos de Respuesta a Androgenos (ARES) en las regiones promotoras de los
genes blanco (Figura 4). La union de los homodimeros al DNA recluta proteinas

co-reguladoras, coactivadoras o correpresoras, al complejo. En el AR como en



otros receptores nucleares, la union del ligando induce la activacion de éste, y la
conformacion activa implica un cambio en la posicion de la hélice donde se
encuentra el receptor para formar una superficie a la que puedan unirse los co-
reguladores (Hyytinen, E. R. et al., 1997). Los co-reguladores permiten la
interaccion del complejo del AR con el aparato de transcripcién para estimular o

inhibir la transcripcién de genes blanco (Figura 4) (McKenna et al., 1999).
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Figura 4. Accion de los androgenos. La testosterona libre entra en las células de la prostata y se convierte en
dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5a-Reductasa. La uniéon de DHT a los receptores de andrégenos
(AR) induce la disociacion de las proteinas de choque térmico (HSPs) y la fosforilacion del receptor. El AR se
dimeriza y se une a los elementos de respuesta a androgenos en las regiones promotoras de los genes
blanco. La activacion (o represion) de los genes blanco conduce a respuestas bioldgicas, incluyendo el
crecimiento, la supervivencia y la produccion de antigeno prostatico especifico (PSA). (Imagen modificada de
Feldman and Feldman et al., 2001).

2.6 Los andrégenos en el cancer de prostata y los m ecanismos de desarrollo
hacia la independencia de andrégenos

Una préstata normal requiere de concentraciones basales de andrégenos para su

crecimiento y supervivencia. De la misma forma, durante el desarrollo del cancer



de proéstata, las células cancerigenas inicialmente requieren de androgenos.
Cuando el cancer es detectado tardiamente, el bloqueo androgénico se utiliza
como tratamiento, ya que esta terapia es efectiva en la destruccion de células
cancerigenas, las cuales son dependientes de androgenos. Sin embargo, después
de un tiempo, el continuo bloqueo de andrdgenos resulta en la seleccion de una
sub-poblacion celular que puede sobrevivir en ausencia de androgenos,
volviéndose éstas independientes de los mismos. Ademas, la evolucion de estas
células androgeno-independientes puede resultar en un incremento en la
angiogénesis por lo cual puede ocurrir metastasis principalmente a hueso y
nodulos linfaticos. Las alteraciones moleculares que gobiernan estos cambios
permanecen aun desconocidas, pero queda claro el papel del AR como uno de los
principales componentes en este proceso. Por lo tanto se han clasificado algunos
posibles mecanismos basados en el AR por los cuales se puede desarrollar Al
(Figura 5) (P. Saraon et al., 2011).
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Figura 5. Mecanismos de independencia de andrégenos en el cancer de préstata. La transicién hacia
andrégeno-independencia puede iniciar a través de muchos cambios celulares. La via de sefializacién del AR
es por mucho una de las mas estudiadas en el contexto de Al. Esta via ha mostrado estar regulada
aberrantemente en varios niveles, incluyendo amplificacion del gen del AR, mutaciones, y cambios en co-
reguladores del AR y cambios en enzimas esteroidogénicas. La proteina del AR también ha sido mostrada ser
activada de una manera independiente de ligando via “outlaw pathways”, por diferentes proteinas. Varias vias
independientes del AR “Bypass Pathways” o rutas de “desvio”, también han sido relacionadas al desarrollo de
Al. (Imagen modificada de P. Saraon et al., 2011).
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Como se menciond anteriormente, se han propuesto diversos mecanismos de
desarrollo hacia la androgeno-independencia, en los cuales el receptor de
andrégenos juega un papel importante, como es el caso de las mutaciones en el
mismo AR. (Ruijter, E. et al., 1999). A pesar de que las células tienen mecanismos
potentes que en condiciones normales protegen el genoma de mutaciones; es
posible que, al igual que muchos otros tipos de cancer, los tumores de préstata
inicialmente sufran cambios genéticos que aumentan la probabilidad de
mutaciones posteriores (Ruijter, E. et al., 1999). Sin embargo, diversos trabajos
han encontrado pocas mutaciones en el AR en cancer de proOstata primario
(Marcelli, M. et al., 2000); en comparacion, con el cancer de prostata metastasico,
con una frecuencia mayor de mutaciones en el AR (Taplin, M. E. et al., 1995). Las
mutaciones en el AR también pueden ser comunes en otras vias cruciales (Ruijter,
E. et al.,, 1999). Un ejemplo de ésto, ocurre cuando el AR esta unido al
antiandrogeno flutamida, y éste actla como un agonista en lugar de un
antagonista (Taplin, M. E. et al.,, 1995). Esto indica que la adquisicion de
mutaciones en el AR probablemente sea un mecanismo para el desarrollo de Al
(Craft, N. et al., 1999).

Otro mecanismo es la amplificacién del gen AR, por lo cual aumenta la expresion
del mismo y permite el aumento en la proliferacion de las células tumorales a
pesar de los niveles bajos de andrégenos circulantes por una interaccidn mayor
con su ligando. Aproximadamente el 30% de los tumores que se convierten en
independientes de androgenos después de la terapia de privacion, han mostrado
amplificacion del gen, lo que resulta en un aumento de la expresion del AR,
mientras que ninguno de los tumores primarios de los mismos pacientes antes de
la privacion de andrégenos tenia amplificacion del gen AR (Koivisto, P. et al., 1999;
Visakorpi, T. et al., 1995). Estos resultados indican que la amplificacion fue
probablemente el resultado de la seleccion clonal de células que podrian proliferar,
a pesar de los niveles bajos de androgenos. Curiosamente, los pacientes con
tumores que tenian amplificacion del AR sobrevivieron mas tiempo que los
pacientes con tumores que eran refractarios a la terapia de privacion, pero no
tienen la amplificacion del gen AR (Koivisto, P. et al., 1999). Una explicacién

11



posible es que estos tumores amplificados estdn mas diferenciados de otros tipos
de cancer de prostata, tal vez permitiendo que los pacientes tengan un resultado

mejor.

Un tercer mecanismo para eludir la terapia de privacibn de andrégenos es
mediante el aumento de la produccion local de andrégenos, para compensar la
disminucion general de la testosterona circulante, por medio del aumento de
enzimas esteroidogénicas (Saraon et al., 2011). También las células de la prostata
podrian aumentar la tasa de conversion de la testosterona a la hormona DHT
mediante el aumento de la actividad enzimatica de la 5a-reductasa. Esto facilitaria
continuar con la sefializaciéon del AR, incluso con niveles significativamente mas
bajos de testosterona en suero. En apoyo a este mecanismo es el hallazgo de
gue, después de la terapia de privacion de andrégenos, los niveles séricos de
testosterona disminuyen en un 95%, pero la concentracion de DHT en el tejido

prostatico se reduce a soélo el 60% (Labrie, F. et al).

Un cuarto mecanismo es el que involucra receptores de hormonas esteroides
incluyendo el AR, los cuales son activados por mecanismos independientes de
ligando y éstos han sido referidos como “outlaw pathways” (McGuire, W. L. et al.,
1991). Hasta el momento, no se han reportado mutaciones en el AR para adquirir
este tipo de actividad, sin embargo, otras vias pueden desestabilizar al AR para
convertirse en un receptor de este tipo. Para varios factores de crecimiento,
citocinas, cinasas y otras proteinas se ha demostrado que tienen actividad sobre

el AR a bajas concentraciones de andrégenos (Saraon et al., 2011).

Los mecanismos analizados hasta ahora son dependientes del AR y de su
cascada de sefializacion para el desarrollo de Al Sin embargo, las vias
alternativas también pueden estar involucradas en la progresion a Al,
independientemente de la sefalizacion del AR. Estas vias se han considerado
como "Bypass Pathways" o rutas de desvio, debido a que se definen como las
vias que son completamente independientes de la sefalizacion del AR. Es
interesante observar que algunas vias de activacion del AR independientes de

ligando, también pueden actuar como una via “bypass” o de desvio. Los factores
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de crecimiento tales como IGF-1 y sus respectivos receptores de tirosin-cinasa
pueden activar una cascada de transduccion de sefales, induciendo la expresion
de diversos genes que promueven el crecimiento y la supervivencia celular.
Muchas de estas vias activan ciertas cinasas, tales como MAPK / Ras / Raf /
proteina Cinasa C, que influyen en la regulacién del ciclo celular y la proliferacion
celular (Edwards J. et al., 2005).

Durante la privaciébn de andrégenos, se inducen las vias de apoptosis, |0 que
indica que los factores antiapoptoéticos se convierten en una forma importante para
eludir la muerte programada de la célula debido a la ausencia de sefializacion del
AR. Bcl-2 es una proteina antiapoptotica que puede ayudar a las células de cancer
de prostata bloqueando la apoptosis. En las células epiteliales de la préstata en
condiciones normales, Bcl-2 no se expresa normalmente. Sin embargo se
expresa, durante la Al (Colombel M. et al., 1993). Tanto las vias de independientes
de ligando como las no relacionadas al AR han demostrado que interactian una
con la otra, ya que pueden inducir la sefalizacion del AR. La regulacion a la alza
de oncogenes tales como Bcl-2 y las disminuciones en los genes supresores de
tumores pueden desempefiar papeles importantes en el desarrollo de Al
(Colombel M. et al., 1993).

Varias proteinas actuan junto con los receptores de hormonas esteroides como
coactivadores o correpresores de la transcripcion (McKenna, N. J. et al., 1999). La
modulacion de estas proteinas de co-regulacion y su funcion es probable que sean
otro mecanismo por el cual el cancer de préstata avanza a Al. Durante la privacion
de andrégenos, los cambios en las concentraciones de estos coactivadores y
correpresores pueden promover la expresion de genes regulados por androgenos.
El aumento en la expresion de diversos coactivadores, o la disminucién en la
expresion de correpresores, puede proporcionar un medio para el aumento de la
actividad del AR, promoviendo la supervivencia de las células cancerigenas en
condiciones de privacion de androgenos (McKenna, N. J. et al., 2001).

Los autores creen que en la mayoria de los casos de cancer de proéstata

recurrente se sobre-expresan los coactivadores, facilitando de ese modo la trans-
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activacion del AR y mejorando la respuesta a los bajos niveles de androgenos.
Esto representaria una combinacion de la via de hipersensibilidad y la via
promiscua, y hace hincapié en el hecho de que varios mecanismos pueden
contribuir a un solo caso de Al. Los coactivadores del AR se pueden clasificar en
distintos grupos. Coactivadores SRC/p160 tales como TIF2, GRIP1 y SRC1 que
comparten componentes estructurales y son capaces de reclutar a otros factores
de transcripcion para iniciar la transactivacion de genes regulados por el AR
(Lemon B et al., 2000). Estos coactivadores también son capaces de reclutar a
otros coactivadores que tienen actividad de acetil-transferasa de histonas como
Tip60, CBP/p300, y p/CAF, que estan implicados en la acetilacion de residuos
especificos de histonas (Shen HC. et al., 2005). Gregory et al. encontré que las
concentraciones de TIF2 y SCR1 aumentaron en muestras de Al, los cuales a su
vez aumentaron la expresion del AR (Gregory CW et al., 2001). En otro estudio, se
encontro que Tip60 también se sobre-expresa en Al (Halkidou K et al., 2003). Otro
grupo amplio de proteinas asociadas al AR (ARA) se han descrito como potentes
coactivadores del AR. Estas proteinas ARA (ARA24, ARA54, ARA55, ARAT7O0,
ARA170 y ARA267) no comparten similitudes estructurales o funcionales, pero
todas son coactivadores potentes del AR (Bennett NC et al., 2009). A diferencia de
los coactivadores, los correpresores pueden formar complejos con el AR e inhibir
la transcripcion de genes regulados por el AR. Cualquier alteracion en la expresion
de estas proteinas correpresoras también puede desempefiar un papel importante
en el desarrollo de Al. Dos correpresores del AR bien caracterizados son NCoR
(correpresor del receptor nuclear) y su homdlogo SMRT (mediador de
silenciamiento para retinoides y los receptores de la hormona tiroidea) (Liao G et
al., 2003). Ambos correpresores pueden reclutar deacetilasas de histonas que
promueven la compactacion de la cromatina, lo que resulta en una reduccion de la
actividad transcripcional (Liao G et al., 2003).

Actualmente se han hecho estudios en los cuales se relacionan los co-reguladores
con los microRNA (miRNA), ya que algunos miRNAs tienen como blanco a co-
reguladores del AR, por lo tanto el cambio en la expresion de éstos puede

desempefiar un papel importante en el desarrollo de la Al. Por ejemplo, en el
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estudio realizado por Narayanan et al., se identificaron circuitos de
retroalimentacion entre varios miRNA, el AR y sus correpresores. Este grupo de
investigacion encontré que el AR podria regular la expresion génica a traves de
una via de tres pasos que incluye la activacion de miRNAs, supresion de
correpresores, y su interaccion con el ADN (Narayanan R et al., 2010).

2.7 microRNA

En afos recientes, el descubrimiento de la regulacion genética dependiente de
mMiRNA en eucariontes ha motivado el desarrollo de nuevas estrategias de
investigacion que permitan elucidar los rasgos importantes de sus funciones
biolégicas, tanto en el desarrollo celular normal como en el que da lugar a
patologias en humanos. La regulacion por medio de estos miRNA es otro

mecanismo que puede tener un impacto en la progresion hacia la Al.

2.7.1 Biogénesis de los microRNA

Los microRNA (miRNA) son secuencias cortas de RNA no codificantes, de 18 a 22
nucledtidos que se expresan en varios organismos eucariontes (Bushati and
Cohen et al., 2007). Los primeros estudios revelaron que la expresion de los
MiRNA let-7 y lin-4 influye en el desarrollo y el ciclo celular de Caenorhabditis
elegans (Lee et al., 1993) y que la pérdida de su funcién alteraba su desarrollo
normal. Estudios subsecuentes describieron patrones de expresion de miRNA
especificos de una etapa del desarrollo o de un tipo de tejido en especial en
vertebrados (Lagos-Quintana et al.,, 2001). Estos hallazgos sugieren que los
miRNA desempefian un papel en el control de la expresion génica en eucariontes,

al menos tan importante como el de los factores de transcripcion.

El mecanismo de biogénesis de los miRNA inicia con el procesamiento de un
precursor primario (pri-miRNA) que puede estar contenido en diferentes regiones
génicas; intronicas, exonicas, o regiones no traducidas (UTR). La RNA polimerasa

Il se encarga de la transcripcion del pri-miRNA, el cual, al igual que un mRNA, se
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encuentra poliadenilado y tiene CAP en el extremo 5" (Cai et al., 2004). Cada pri-
mMiRNA puede contener uno o mas miRNA, cada uno dentro de una secuencia de
60 a 80 nucledtidos que se encuentra plegada sobre si misma para formar una
estructura en forma de horquilla, la cual es referida como pre-miRNA. Sin
embargo, la mayoria de los pre-miRNA estdn organizados en agrupamientos
dentro de una misma regidn cromosémica y presentan patrones de expresion
similares, lo que sugiere que su transcripcion se realiza en forma de policistrones
gue estan regulados bajo un mismo promotor (Kim et al., 2005). A continuacion,
las horquillas de pre-miRNA son reconocidas y escindidas dentro del nucleo
celular por la accion de un complejo microprocesador que incluye a la enzima
DROSHA y su elemento asociado DGCRS8. Una vez escindido, el pre-miRNA en
forma de horquilla, contiene un segmento de dos nucledtidos en el extremo 3’que
es caracteristico del corte producido por Drosha. Este rasgo permite al factor
nuclear de exportacion conocido como exportina 5, reconocer al pre-miRNA y
transportarlo al citoplasma en una forma dependiente de RAN-GTP (Lund et al.,
2004). Una vez en el citoplasma, otro complejo que incluye a la RNasa tipo lll,
Dicer, y a la proteina trans-activadora de union a RNA (TRBP), realiza un segundo
corte sobre el pre-miRNA para generar una molécula de RNA de doble cadena de
18 a 24 nucledtidos de longitud, que contiene dos miRNA maduros potenciales.
Este duplex de RNA se asocia a un complejo proteinico denominado complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC). Una de las dos cadenas de RNA es
seleccionada por el RISC para actuar como cadena guia, esta cadena constituye
el miRNA maduro. La cadena restante, también denominada cadena “pasajera” es
degradada por la accion de la proteina Argonauta 2 (AGO2) del complejo RISC
(Figura 6). Se piensa que el RISC selecciona la cadena con menor estabilidad
termodinamica de pareamiento como la cadena guia, al mismo tiempo que
degrada a la cadena pasajera, mas estable. Sin embargo, Ro y colaboradores
muestran evidencia de que ambas cadenas del duplex de RNA son susceptibles
de ser incorporadas al RISC y co-existir en ciertos tejidos, para actuar sobre
diferentes poblaciones de mRNA (Ro et al., 2007).
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Micleo Citoplasmas

Figura 6. Biogénesis de microRNA. Un transcrito primario denominado pri-miRNA es generado por la RNA
polimerasa Il. El pri-miRNA es reconocido y procesado por el complejo de la RNAasa tipo || DROSHA y su
cofactor DGCRS, lo que da lugar a un precursor denominado pre-miRNA. Finalmente el miRNA maduro es
producido por la accién de otra RNAasa tipo Il, DICER; y posteriormente es integrado al complejo RISC para
ejercer su accion (Imagen modificada de Richard I. et al., 2005).

2.7.2 Mecanismo de accion de los microRNA

De manera general, los miRNA establecen un pareamiento de bases con una
secuencia de 6 a 8 nucledtidos que se localiza en la region 3’'UTR del mRNA,
denominada secuencia semilla (Rajewsky and Socci et al., 2004; Brennecke et al.,
2005). El pareamiento del miRNA con su mRNA blanco conduce a la degradacion
de este Ultimo o a la represion de su traducciéon. El grado de complementaridad
entre el miRNA y su mRNA blanco determina el mecanismo de regulacion. Si la
complementaridad es perfecta, el miRNA induce la escision del mRNA por accién
del RISC. Usualmente, la escision ocurre dentro de la region de
complementariedad miRNA-mRNA y requiere de la participacion de AGO2 (Liu et
al., 2004). De manera alternativa, si la complementaridad es imperfecta, el RISC
actua silenciando 6 blogueando la traduccién del mRNA (Figura 7). Este bloqueo
no esta del todo elucidado y parece llevarse a cabo durante la traduccion, ya sea
al inicio o durante la etapa de elongacion. Se ha demostrado que existe una
represion del mecanismo de reconocimiento del CaP 5, en el que el miRNA

impide la union del factor de inicio de la traduccién. La represion de la traduccion
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mediada por miRNA, también puede ocurrir al inhibirse el ensamblaje de la
subunidad ribosomal 60S al complejo de iniciacion de la traduccion (Filipowics et
al., 2008). Aguellos mRNA que han sido silenciados por los mecanismos
mencionados son secuestrados dentro de un tipo de estructuras de procesamiento
citoplasmaticas denominadas cuerpos P, en donde son almacenados y finalmente,
degradados por accion de proteinas que también se encuentra dentro de los
cuerpos P, tales como las enzimas que degradan al CAP 5° DCP1/DCP2 vy la
exonucleasa 5°- 3° XRN1; y las que eliminan progresivamente la poliadenilacion
en 3" como el complejo CCR4P/POP2P/NOT. De hecho, todo el conjunto RISC se
encuentra también dentro de estos cuerpos P, por lo que éste también puede
ensamblar la maquinaria que conlleva al decaimiento de los mRNA (Parker and
Seth et al., 2007; Fabian et al., 2010). De manera interesante, la versatilidad en el
modo de accion de los miRNA no se limita a inhibir la expresion génica de ciertos
productos biolégicamente funcionales. También se ha demostrado que, de manera
opuesta, su presencia y asociacion a otros factores, p. €j, la proteina relacionada
al sindrome del X fragil, puede inducir e incrementar la traduccién del transcrito
sobre el que ejercen su efecto, mas que impedirlo (Vasudevan et al., 2007).

- Y
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5| ORF J I ARAAAA
4
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Figura 7. Mecanismo de accion de miRNA. El complejo miRNA-RISC dirige la accion de represion de la
traduccion del transcrito blanco. Si el nivel de complementariedad es perfecta entre el miRNA y la region
semilla del transcrito, Este es degradado. Si es incompleta, se produce un bloqueo de la traduccién. ORF:
marco abierto de lectura (Imagen modificada de Trinna L et al., 2005).
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2.7.3 Alteracion de los microRNA en el cancer de pr  Ostata

Estos pequefios RNA no codificantes pueden regular la expresion génica de una
manera postranscripcional. Tienen funciones criticas durante el desarrollo y la
patologia de muchas enfermedades, incluyendo el cancer, en donde la regulacion
de estos miRNA promueven la formacion y progresion tumoral. Al igual que varias
proteinas se pueden clasificar como oncogenes y genes supresores de tumores,
los miRNA pueden actuar de una manera similar. miRNA regulados a la alta que
inhiben los genes supresores de tumores en las células cancerosas se han
denominado miRNA oncogénicos o oncomiR. Por el contrario, los miRNA que son
regulados a la baja y promueven la progresién del cancer se conocen como
mMiRNA supresores de tumores. Muchos estudios se han realizado con el propésito
de elucidar cuales miRNA experimentan problemas en la regulacion durante la
progresion del cancer de prostata. En la actualidad, aun existe controversia en la
literatura respecto a la regulacion de los miRNA en el cancer de préstata, ya que
estos estudios son a menudo contradictorios. Sin embargo, se han estudiado
mMiRNA especificos en el contexto de la Al como miR-221, miR-222, miR-125b, y
miR-146 (Coppola V. et al., 2010; Sevli S. et al., 2010).

Dos de los miRNA mas frecuentemente sobre-expresados en muchos tipos de
cancer incluyen a miR-221 y miR-222, que han sido identificados como oncomiR
porque se dirigen a p27, un gen inhibidor del ciclo celular (Galardi S. et al., 2007).
Interesantemente, se ha encontrado que estos miRNA que se sobre-expresan en
Al, en el cancer de préstata dependiente de andrégenos, se encuentran sub-
expresados. Sun et al. determin6 que sobre-expresando ambos miRNA en la linea
celular LNCaP, dependiente de androgenos, no se observd transicion hacia la
andrégeno-independencia (Sun T. et al., 2009). Por el contrario, inhibiendo miR-
221 y miR-222 en una clona de LNCaP independiente de andrégenos dié como
resultado la disminucion de la tasa de crecimiento de estas células y el aumento
de la dependencia y la sensibilidad a la DHT. Ademas, a diferencia de miR-221 y
miR-222, miR146 se ha demostrado consistentemente estar sub-expresado en
lineas celulares androgeno-independientes en comparacion con las lineas

celulares andrégeno-dependientes (Lin SL. et al., 2008). En la linea celular
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andrégeno-independiente  PC3 al sobre-expresar a miR-146 disminuyo la
proliferacion celular y la supervivencia. Lo que implica que el miR-146 puede
actuar como un supresor tumoral que es regulado a la baja durante la progresion
de Al (Lin SL. et al., 2008).

2.7.4 Interaccion de los microRNA 'y los co-regulado  res del Receptor de
Androgenos

Como se mencioné anteriormente, en el estudio realizado por Narayanan et al.,
se identificaron interacciones entre miRNA, el AR y sus correpresores. Este grupo
de investigacion propuso una hipotesis basandose en las observaciones de la
inhibicion de la funcion del AR, la cual se produjo por inhibicion de la sintesis de
los miRNA, sugiriendo que los miRNA tienen como funcion la inhibicion de los
correpresores del AR. Por ejemplo NCoR y SMRT, son dos represores bien
caracterizados del AR. En presencia de ligando, los niveles del AR aumentan, por
lo tanto se incrementa la sintesis de ciertos miRNA y estos a su vez, se unen a la
region 3’'UTR de NCoR y SMRT permitiendo la degradacion de estos dos
correpresores. En consecuencia esto puede incrementar los niveles de los blancos
del AR. Por otra parte, en ausencia de DICER, la sintesis de los miRNAs vy la
union a la region 3’'UTR de los correpresores pudiera verse comprometida, lo que
lleva a la abundancia de los correpresores y la inhibicion del gen blanco del AR
(Figura 8) (Narayanan R. et al., 2010). Al existir estas interacciones entre el AR y
los miRNA, es interesante observar como el AR tiene efecto sobre algunos genes
de los miRNA, es decir que el mismo AR regula la expresidbn de estos
dependiendo del ambiente hormonal y asi contribuye a la patogénesis del CaP,
como en el estudio realizado por Ribas J. et al 2009.
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DICER activo y miRNA son sintetizados

NCoR/SMRT

DICER inactivo y ausencia de miRNA

Gen miRNA M"wms NCoR/SMRT

Figura 8. Mecanismo posible para la regulacion de la funciéon AR por medio de miRNA. 1. En presencia de
DICER, el tratamiento con andrégenos aumenta la sintesis y maduracion de los miRNA, asi como la unién a la
region 3'UTR de los correpresores, NCoR y SMRT. Esto a su vez inhibe la traduccién de los correpresores
resultando en un aumento en los niveles del AR. 2. En ausencia de DICER, la maduracién de los miRNAs se
inhibe, conduciendo a una mayor expresion de los correpresores, y posteriormente la funciéon del AR se ve
reprimida. CoA: coactivador, CoR: correpresor, GTF: factor de transcripcion general (Imagen modificada de
Narayanan R. et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

El cancer de prostata en una enfermedad que ha ido en aumento a nivel nacional
y mundial, ademas de presentar elevadas tasas de mortalidad. Este problema es
aun mayor, ya que si no se detecta a tiempo, las opciones de tratamiento son

escasas 0 poco eficientes, como es el caso de recurrencia.

Sin embargo, gracias a los estudios en biologia molecular, se ha obtenido un
mayor entendimiento acerca de esta enfermedad. En los dltimos afios, se ha
descubierto la presencia de los miRNAs y su participacion en la modulacion de la
expresion de genes importantes. Cada dia, es mayor el nUmero de reportes en
donde se evidencian firmas moleculares de los miRNAs y la importante
participacion de éstos en las enfermedades como el cancer de prostata. Es por
ello, que comprender el papel que estos miRNAs juegan en el desarrollo y
progresion del CaP, representa una posible herramienta que contribuya a un mejor

entendimiento de la enfermedad.

4. HIPOTESIS

Los microRNA, se han propuesto como un mecanismo de regulacion de la
expresion génica en diversos procesos importantes. Por lo tanto, la expresion
aberrante de éstos puede tener un impacto importante en el desarrollo y
progresion del cancer; entonces esto nos permite evaluar la expresién de los
microRNA y sus genes blanco, para encontrar diferencias de éstos entre dos

condiciones distintas del CaP.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar el perfil de expresion de miR-100, miR-149 y miR-200b, al igual que sus
genes blanco (NCOR1, NCOR2, SMARCA5 y NCOA2) en lineas celulares de

Cancer de Préstata.

5.2 Objetivos Particulares

v' Determinar el posible efecto que la actividad misma del AR tiene sobre la
expresion de los miRNA o sus genes blanco, tratando la linea celular
LNCaP con un inductor y un inhibidor de la actividad del AR.

v' Determinar las diferencias de expresion de miRNAs y mRNA, utilizando el
meétodo comparativo 2hneT entre las condiciones de
dependencia/independencia de andrégenos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lineas celulares

Las lineas celulares LNCaP y PC3 se obtuvieron del American type culture
collection (ATCC) (Rockville, Maryland, USA). La linea LNCaP se cultivd en medio
RPMI 1640 y la linea PC3 en medio DMEM, ambos suplementados con suero fetal
bovino (FBS, por sus siglas en inglés) al 10% y una atmésfera conteniendo el 5%
de CO; (Apéndice 1).

6.2 Tratamientos con dihidrotestosterona vy flutamid a

Para las concentraciones utilizadas, primero se consulto la literatura, para obtener
referencias de éstas. Una vez determinadas las concentraciones, se realizaron las

curvas para comprobar y elegir la concentracion adecuada (Cai C. et al., 2011).

Para los tratamientos farmacoldgicos solo se utilizo la linea celular LNCaP ya que
PC3 es insensible a andrégenos. Se utilizaron placas de 6 pozos en las cuales se
sembraron 2 X 10° células, contadas por medio de la cAmara de Neubauer, en
medio RPMI 1640 y se cultivaron hasta llegar a una confluencia de 70% - 80%,
momento en el que el medio RPMI 1640 fue reemplazado con RPMI sin rojo fenol
y suplementado con FBS filtrado por carbén activado (CSS, por sus siglas en
inglés) al 10%. 48 horas después, las células fueron tratadas con DHT a
concentraciones: 1, 10, 100 y 1000 nM por un periodo de 24 horas. El esquema de
los tratamientos se representa graficamente en la Figura 9. Por cada

concentracion se realizo un triplicado biologico.
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Esquema tratamiento con DHT: Serle de concentraciones.
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Figura 9. Esquema de tratamiento con DHT después de 24h a concentracion de 1, 10, 100 y 1000 nM, con su

respectivo control. Por cada concentracién se realizé un triplicado biolégico.

Una vez que se obtuvo el tratamiento con DHT, lo siguiente fue obtener el
tratamiento combinado, es decir DHT mas flutamida, un antagonista del AR. Las
concentraciones utilizadas para la DHT fueron: 1, 10, 100 y 1000 nM y para la
Flutamida: 10 y 40 pM, por un periodo de 24 horas. El esquema de los
tratamientos de representa graficamente en la Figura 10. Por cada concentracion

se realiz6 un triplicado bioldgico.

Esgquema tratamiento con DHT + Flutamida: Serie de concentraciones,

REPLICAS
BIOLOGICAS
DHT (nM) 1 10 100 1000 1 10 100 1000 1 10 100 1000
Flut (M) ELOH 10 40

Tiempo de tratamiento : 24 h

Figura 10. Esquema de tratamiento combinado con DHT + Flutamida después de 24h a concentracion de 1,
10, 100 y 1000 nM y 10, 40 uM respectivamente. Por cada concentracion se realizé un triplicado bioldgico.
EtOH: etanol, el cual fue utilizado como vehiculo y como control.
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6.3 Extraccion de RNA total de lineas celulares de cancer de prostata

Una vez transcurridas las 24h de tratamiento, las células fueron recolectadas y
colocadas en tubos. Los tubos se centrifugaron a 3,000rpm durante 15 minutos a
15C y se desecho el sobrenadante para obtener un boton que contiene el

paquete celular.

A continuacién se prosiguid con el protocolo del kit comercial RNeasy Mini Kit,
(Qiagen Inc., Valencia CA, USA). El protocolo tiene como base una membrana de
silica que permite una union selectiva de los RNA y de este modo permitir su
aislamiento. El primer paso consistié en disolver la pastilla en 400uL de Buffer RLT,
si el boton era pequeiio se disminuia la cantidad de Buffer RLT, para lisar las
células, después se homogeniz6 mediante vértex. Lo siguiente fue adicionar un
volumen de etanol al 70% con el fin de incrementar la selectividad de la union del
RNA con la matriz, se mezcl6 por pipeteo. Posteriormente se agregaron 700uL de
la muestra a la columna colocada previamente en el tubo de recoleccién de 2mL,;
se centrifugd a 10,000rpm durante 15 segundos y se tird el sobrenadante. Este
paso se repiti0 hasta que la muestra pasd completamente por la columna.
Después se agregaron 700uL de Buffer RW1 para lavar la columna, y se
centrifugd a 10,000rpm durante 15 segundos. Se desechd el tubo con el
sobrenadante y se transfirié la columna a un tubo nuevo de recoleccion de 2mL.
Se realizé un lavado con 500uL de Buffer RPE, y se centrifug6 a 10,000rpm
durante 15 segundos y se retird el sobrenadante. Nuevamente se agregd 500uL
de Buffer RPE y se centrifugé a 10,000rpm durante 2 minutos. Se decanté el
sobrenadante y se centrifugd a 10,000rpm durante 30 segundos y un pulso a
maxima velocidad. La columna se transfirid6 a un tubo de 1.5mL con tapa y se
agregaron 10uL de agua libre de RNAsas en el centro de la columna sin tocar la
membrana, para eluir el RNA. El tubo con el RNA se incubé durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd a 10,000rpm durante 1 minuto. Una vez
colectada la elusién, la concentracion de RNA se determiné por medicidon
espectrofotométrica a 260nm, empleando el equipo NanoDrop ND-1000

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA). Para
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evaluar la calidad de la extraccién se utilizo la proporcién de las absorbancias
260/280 nm.

6.4 Retro-Transcripcion (RT) de los miRNAs

La reaccion de RT se realiz0 con el estuche comercial, TagMan MicroRNA

Reverse Transcription Kit, (Applied Biosystems Llc, Foster City, CA, USA). La
técnica de RT para fragmentos de RNA mayores a 200pb, permite su transcripcion
a cDNA, mediante el uso de cebadores lineales. La diferencia fundamental, en
este caso, es el uso de cebadores con disefio de tallo y asa que se unen al
extremo 3"del miRNA durante la reaccion de RT lo que incrementa la especificidad
y la capacidad de discriminar entre secuencias de miRNA maduros muy similares.
En segundo lugar, la estructura de doble cadena de la porcion de tallo previene
qgue los cebadores formen un pareamiento con precursores de miRNA.
Finalmente, la base que proporciona la porcion de asa aumenta la estabilidad del
heteroduplex de miRNA y DNA, lo que mejora la eficiencia de la reacciéon de RT

(Applied Biosystems).

La reaccion de RT se realizo a partir de 300ng de RNA total aislado. Se utilizaron
0.8uL de los cebadores RT primers Megaplex™ (10X), 0.2uL de dNTPs con dTTP
(100mM), 1.5pL de la Transcriptasa reversa Multiscribe (50 U/uL), 0.8uL de
solucion amortiguadora para RT (10X), 0.1uL de Inhibidor de RNAsa (20U/uL) y
cuanto baste de H,O libre de nucleasas para un volumen final de 7.5uL, todos
estos reactivos del estuche comercial mencionado. La reaccion se incubo en el
equipo termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem Llc, Foster
City, CA USA) bajo las siguientes condiciones: 16T por 2min (A lineamiento de los
cebadores); seguido de 40 ciclos a 42°C por 1min y 50 °C por 1seg (Transcripcion

Reversa); e inactivacion de la reaccion a 85°C por 5min.

6.5 Retro-Transcripcion (RT) de mRNA.

La RT se realizé mediante el kit comercial de Invitrogen, SuperScript™ Il Reverse

Transcriptase (Cat. No. 18064-022 ) siguiendo el protocolo se parti6 de una
concentracion de 500ng de RNA en 8uL. Se realiz6 una mezcla de 20uL (1X) que
contenia los siguientes reactivos: 1uL dATP, 1uL dCTP, 1uL dGTP, 1uL dTTP y 1pL
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de oligo dT. La reacciéon se incubd en el equipo termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystem Llc, Foster City, CA USA) a 65C durante 5
minutos y después se colocd en hielo durante 5 minutos. A continuacion se
agregaron 4uL 5x First-Strand Buffer, 2uL DTT, 1uL RNase OUT. Se mezclé el
contenido y se dié un pulso para bajar al fondo la mezcla y se incub6 a 42<C
durante 2 minutos. Por ultimo, se afiadié 1ul de Super Script Il RT, y se mezclo
con pipeteo y se incubd a 42C durante 50 minutos. La reaccién se inactivd a
70C durante 10 minutos.

6.6 Ensayo de PCR en tiempo real.

El principio de la técnica empleada para la deteccion y cuantificacion de miRNAs y
mRNA por qPCR (TagMan™ MicroRNA Assays, Applied Biosystems Llc, Foster
City, CA USA), se basa en el sistema TagMan, en el que se emplean sondas que
presentan en el extremo 5’una marca fluorescente (reportero) y en el extremo 3"un
apagador (quencher), cuando estos dos estan unidos por la sonda, la
fluorescencia emitida por el reportero es absorbida por el quencher o apagador.
De esta forma cuando la DNA polimerasa con actividad de exonucleasa hidroliza
la sonda, el reportero es liberado y la fluorescencia emitida por éste puede ser
determinada por el sistema de deteccion del instrumento. Esto presenta muchas
ventajas debido a que la fluorescencia registrada corresponde Unicamente al
producto de amplificacion deseado; es decir, la reaccién es altamente especifica.
Los ensayos de PCR en tiempo real (QPCR) es decir la amplificacion y la
deteccion se llevo a cabo en el equipo VIIA7 Real Time PCR System (Applied
Biosystem Llc, Foster Cityy, CA USA) bajo las siguientes condiciones de
termociclado: 50C por 2 min y 95T por 15 seg (act ivacidon), seguidos por 40
ciclos de 95T por 1 min (desnaturalizacion) y 60C por 2 min (alineamiento y

extension).

Para cada ensayo, se prepar6 una mezcla de reacciéon en un volumen final de
9.5uL, los cuales incluyen 3.4uL de H,O libre de DNAsa y RNAsa, 5.5uL de Master
Mix Universal para PCR TagMan y 0.6uL de sonda TagMan (TagMan Gene
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Expression Assay 20X y TagMan MicroRNA Expression Assay). Las sondas
utilizadas para microRNA son las siguientes: miR-100 (#Cat: 4427975, 000437)
con la siguiente secuencia AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG, miR-149 (#Cat:
4427975, 002255) con la secuencia UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC, miR-
200b (#Cat: 4427975, 002251) con la secuencia
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA, y como gen constitutivo o gen normalizador
RNU48 (#Cat: 4427975, 001006). Las sondas de mRNA que se utilizaron son las
siguientes: NCOR1 (#Cat: 4331182, Hs01094540_m1), NCOR2 (#Cat: 4331182,
Hs00196955 _m1), SMARCAS (#Cat: 4331182, Hs00186149 m1), NCOA2 (#Cat:
4331182, Hs00896106_m1) y como gen constitutivo o gen normalizador GAPDH
(#Cat: 4331182, Hs02758991 gl). Los 9.5uL de la mezcla se colocaron en un
pozo de la placa de 96 pozos, junto con 1uL de la reaccion RT ya sea miRNA o

MRNA, y se mezclo con pipeta.

Las lecturas realizadas por el equipo son corregidas con respecto a una linea base
de la sefal (por ejemplo, eliminacion de ruido de fondo) y transformadas a valores
de “Cycle Threshold” o comunmente conocido como Ct (Apéndice 2). Para
identificar la diferencia de expresion, se realiz6 un analisis comparativo de los
valores de Ct entre las dos condiciones, también conocido como método
comparativo 22! (Schmittgen et al., 2008). Este método permite normalizar la
fluorescencia detectada durante el proceso de amplificacion, respecto a un control
endogeno. Para determinar los cambios estadisticamente significativos se aplicé

una prueba t de student.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Muchos miRNA se encuentran localizados en regiones del genoma humano
susceptibles de sufrir amplificaciones, deleciones o rearreglos en tumores
malignos, obteniendo asi una expresion aberrante de los mismos, lo que refuerza
la hipdtesis acerca del importante papel de los miRNA en la patogénesis del
cancer (Calin et al., 2004).
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Existen diversos reportes en los cuales se caracterizan perfiles de expresion
diferencial de los miRNA entre dos condiciones: androgeno independencia y
andrégeno dependencia en CaP, como es el trabajo de Xu G. et al., 2010 en el
cual a partir de lineas celulares de CaP, obtuvo un conjunto de 20 miRNA
diferencialmente expresados en CaP, como miR-100, miR-200b, miR-30, miR-96,
etc. (Xu G. et al.,, 2010). En muchos reportes se presentan estos perfiles de
expresion y de igual forma por métodos de prediccion bio-informaticos, se
obtienen los blancos de estos miRNA, pero muy pocos son sustentados por
métodos experimentales (Leite K. et al., 2013).

En un trabajo previo se eligieron 21 miRNA por su expresion diferencial de una
serie de 373 miRNA, de los cuales tres resultaron ser buenos candidatos: miR-
100, miR-149 y miR-200b. Una vez identificados los miRNA con expresion
diferencial significativa en CaP, se realiz6 un analisis de prediccion bio-
informatico (Tabla 1) utilizando “miRWalk-The database on predicted and validated
microRNA targets”, donde se identificaron los blancos de estos tres posibles
candidatos (miR-100, miR-149 y miR-200b) para determinar su posible
participacion en el desarrollo y progresion de la enfermedad. De éstos, miR-100 y
miR-149 cuyos niveles se encuentran alterados en CaP tienen como blancos a
NCOR2 y SMARCAS5; y NCOR1, respectivamente, y miR-200b a NCOA2 y
NCOR2.
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Tabla 1. Prediccion de genes blanco de miRNA alterados en CaP.

MicroRNA Gen SUM
hsa-miR-100 | NCOR2 2
hsa-miR-100 |SMARCAS5 5
hsa-miR-149 | NCOR1 3

hsa-miR-200b; NCOAZ2 4
hsa-miR-200b| NCOR2 4

En esta tabla se puede observar la suma del puntaje otorgado (Ultima columna) a los principales blancos de
los miRNA que fueron sometidos por los programas de prediccion (miRanda, miRDB, miRWalk, PICTAR4,
RNA22, Targetscan). Estos son programas que ayudan a predecir blancos moleculares de los miRNA, en
base a datos descargados en estos.

Los productos de los blancos seleccionados resultaron relacionados con el AR;
NCOR1, NCOR2 y SMARCAS son correpresores del AR, mientras que NCOA2 es
coactivador del mismo. Por lo tanto resultd interesante ya que se involucran dos
mecanismos, tanto co-reguladores como miRNA y éstos al actuar juntos podrian
tener una participacion importante en el desarrollo y progresion de la enfermedad
(Narayanan R et al.,, 2010). Otro ejemplo de esto es miR-221, el cual al estar
sobre-expresado en LNCaP demostré una reduccidn en la transcripcion de un sub-
grupo de genes responsivos a andrégenos afectando al AR. Por analisis
informaticos se hallaron dos blancos de éste miRNA, HECTD2 y RABI1A, los
cuales al estar sub-expresados por la regulacibn del miRNA, afectan la
transcripciéon mediada por el AR, promoviendo el crecimiento celular (Sun T. et al.,
2013).

Basandonos en lo anterior, este estudio a largo plazo, pretende demostrar por
métodos experimentales la relacion entre los miRNA, co-reguladores y el AR, y su
importancia en la transicion hacia la androgeno independencia. Por el momento

este trabajo solo se enfoca en la validaciéon de los miRNA y sus genes blanco. Por
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ello, es importante establecer como prueba de principio la posible correlacion

negativa entre los niveles de miRNA y sus blancos moleculares.

7.1 Caracterizacion de los miRNA vy sus genes blanco en lineas celulares de

cancer de prostata

Para comprobar lo ya mencionado, se compararon los niveles de expresion de los
mMiRNA con sus genes blanco en dos lineas celulares que representan dos
condiciones distintas del CaP. La linea LNCaP que es sensible a andrégenos y la
linea PC3 que es insensible a andrégenos. Para determinar si existia 0 no
diferencias significativas entre las dos condiciones se utilizé la prueba estadistica
t-student y para calcular la diferencia de expresion se utilizd el método

comparativo 222! (Apéndice 2). Se graficé con los datos de 22!, esto con el fin
de disminuir los errores por la diferencia de desviaciones entre los datos, como en

el trabajo realizado por Schmittgen et al., 2008 ( Schmittgen et al., 2008).

Se determind la expresion de miR-100 y sus dos genes blanco SMARCAS y
NCORZ2 en las dos lineas celulares, con el objetivo de comparar la expresién de
éstos entre las dos condiciones. Para miR-100 se observo una diferencia
significativa, con un valor estadistico de p=0.0002, en la expresion, obteniendo un
Fc=7 entre las dos condiciones (Figura 11, A). Con respecto a SMARCAS también
se observo una diferencia significativa con un valor de p=0.0001 y un Fc= 3
(Figura 11, B ). De igual forma para NCOR2 se observo una diferencia significativa
con un valor estadistico de p=0.0001 y un Fc=2, entre las dos condiciones (Figura
11, C).
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Figura 11. Expresion relativa de los miRNAs y sus genes blanco. A) Expresion de miR-100 donde se observa
diferencia significativa (p=0.0002) entre las 2 condiciones. B) SMARCAS5 un gen blanco de miR-100 también
presenta diferencias significativas (p=0.0001) y C) NCOR2 otro gen blanco de miR-100 de igual forma
presenta diferencias significativas (p=0.0003) en las lineas celulares de cancer de préstata. RNU48 y GAPDH
se utilizaron como genes normalizadores y se grafic con los datos de 2"-ACT.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de miR-
100 entre las dos lineas celulares, concordando con algunos otros reportes como
el descrito por Xu G. et al., en el cual se observa una mayor expresion de miR-100
en la linea que representa la condicion de Al (Xu G. et al., 2010). Con respecto a
los genes blanco de este microRNA (NCOR2 y SMARCADS), como se observa en la
figura 11, los niveles en PC3 son mayores con respecto a LNCaP, pero entre miR-
100, NCOR2 y SMARCAS no se observan cambios estadisticamente significativos,
lo cual revela que a nivel de transcrito no se presentan estos cambios, por lo cual
es conveniente determinar los niveles de proteina, ya que si recordamos existen
dos mecanismos por los cuales los miRNA pueden actuar, ya sea por inhibicion de

la traduccion o por degradacion del transcrito (Trinna L. et al., 2005).
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Los resultados anteriores concuerdan de la misma forma con los obtenidos por
Leite K. et al., 2013, donde encontré una mayor expresion de miR-100 en la linea

que representa la condicion de Al (Leite K. et al., 2013).

Por otra parte, se determiné la expresion de miR-149 y su gen blanco NCOR1 en
las dos lineas celulares y se compar6 la expresion entre las dos condiciones. Para
miR-149 se observé una diferencia significativa con un valor de p=0.04 y un Fc=2
(Figura 12, A) entre las dos lineas celulares. Con respecto a NCOR1, se observo
una diferencia significativa con un valor estadistico de p=0.0007 y una diferencia

en la expresion de tres veces (Fc=3) entre las dos condiciones (Figura 12, B).
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Figura 12. Expresion relativa de miR-149 A) y su gen blanco NCORL1 B), en los cuales se observé diferencias
significativas con valores de p=0.04 y p=0.0007, respectivamente entre las dos lineas celulares. RNU48 y
GAPDH se utilizaron como genes normalizadores y se graficé con los datos de 2"-ACT.

También para miR-149 y NCOR1 se observaron diferencias significativas entre las
dos condiciones. De la misma forma se observo un aumento en los niveles de
expresion de ambos en PC3 con respecto a LNCaP (Figura 12). Aunque no hubo
cambios a nivel de transcrito, se debe evaluar los niveles de proteina. La relacion
negativa miRNA-mRNA para LNCaP se observé un poco mas marcada, pero no

existieron diferencias significativas entre éstos.

De igual forma se determind la expresion de miR-200b y sus dos genes blanco
NCOA2 y NCOR2. Se observo diferencia significativa para miR-200b, NCOA2 y
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NCOR2 con wun valor estadistico de p=0.002, p=0.0003 y p=0.0003
respectivamente. La diferencia de expresion para miR-200b fue de diez veces,

para NCOA2 y NCOR?2 el cambio de expresion fue de dos veces (Figura 13).
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Figura 13. Expresion relativa de miR-200b A) y sus dos genes blanco NCOA2 B) y NCOR2 C), donde se
observaron diferencias significativas con valores de p=0.002, p=0.0003 y p=0.0003 respectivamente entre las
dos lineas celulares. RNU48 y GAPDH se utilizaron como genes normalizadores y se graficé con los datos de
27-ACT.

Para miR-200b se observaron diferencias significativas entre las dos lineas,
teniendo un aumento considerable en LNCaP en comparacion con PC3. En
NCOA2 existi6 un aumento, de igual forma en LNCaP con respecto a PC3, pero
para NCOR2 el aumento fue en PC3 (Figura 13). En este caso los niveles de miR-
200b en LNCaP fueron mucho mayores que los niveles de NCOR2, sugiriendo que
cuando los niveles de miR-200b aumentan, los de NCOR2 disminuyen, esto
concuerda, ya que miR-200b podria inducir la degradacion de NCOR2 a nivel de
transcrito o inhibicion de la traduccion, y asi observar los niveles de este mas
bajos. De la misma manera que para los anteriores miRNA se deben evaluar las

proteinas. Al igual que para miR-100, en el estudio realizado por Xu G. et al., miR-
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200b se encuentro6 diferencialmente expresado entre las dos condiciones, solo que
en este caso la expresion elevada de este miRNA se encuentré en la linea que

representa la condicion de Androgeno Dependencia (Xu G. et al., 2010).

El resultado anterior concuerda con el estudio realizado por He M. et al ., 2013, en
el cual se observé una baja expresion de miR-200b en la linea celular PC3,

incrementando la proliferacion de la misma (He M. et al ., 2013).

La relacion entre el AR y los co-reguladores es muy importante ya que estos
pueden reprimir o potenciar la actividad de éste. Por ejemplo, NCOR1 y NCOR2,
dos miembros de una familia de proteinas correpresoras asociadas a receptores
de la hormona tiroidea y &cido retinoico, reclutan desacetilasas de histonas
(HDACs) promoviendo la condensacion de la cromatina, por lo cual se impide el
paso de la maquinaria de transcripcion (Bennett N. et al., 2009). SMARCAJ5, otro
correpresor del AR miembro de la familia de proteinas SWI/SNF inhibe la
transcripcion de genes alterando la estructura de la cromatina (Leite K. et al.,
2013). Si los niveles de proteinas de estos correpresores estan alterados, el AR
podria transactivarse de una manera constante y permitir a la células
cancerigenas sobrevivir y seguir proliferando. Esto es de mucha importancia en la
terapia de privacion de androgenos, ya que se administra un antagonista del AR
como flutamida o bicalutamida y la union de éstos al AR recluta correguladores
para inhibir la actividad del AR (Hodgson M. et al.,, 2007). Si los niveles de
correguladores son bajos al unirse el antagonista al AR no habré inhibicion de la
actividad del mismo y se podra activar por diversos mecanismos, incluso el mismo
antagonista podria actuar como agonista (Hodgson M. et al., 2007). Los bajos
niveles de los correguladores podrian estarse dando por la accion de los miRNA
gue tienen como blanco a éstos y asi disminuir la cantidad ya sea a nivel de

transcrito o de proteina.

Actualmente el andlisis bioinformatico, es de mucha importancia, ya que con estos
se pueden determinar perfiles de expresion diferencial, entre distintas condiciones
de una enfermedad, como es el caso del CaP. Existen diversos trabajos en los

cuales se determind perfiles de expresion diferencial de microRNA en CaP, asi
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como sus blancos moleculares como es el caso del realizado por He HC. et al.,
2013, en el cual obtiene un andlisis global de miRNA diferencialmente expresado.
Otro trabajo es el realizado por Li J. et al., 2013 en el cual se identificaron genes
diferencialmente expresados y el potencial regulatorio que tienen algunos miRNA
sobre estos.

Como se mencion6 anteriormente al existir interacciones entre el AR, co-
reguladores y los miRNA, es importante determinar el efecto que tiene el AR sobre
algunos genes de los miRNA, es decir, que el mismo AR regula la expresion de
éstos dependiendo del ambiente hormonal y asi contribuir a la patogénesis del
CaP, como en el estudio realizado por Ribas J. et al 2009, en el cual expone como
el AR regula la expresion de miR-21 en presencia de andrégenos, y como éste a
su vez regula la expresion de genes importantes, sugiriendo asi una participacion
en la patogénesis del CaP (Ribas J. et al., 2009). Otro ejemplo con este mismo
MiRNA, es la inhibicibn de TGFBR2, un gen relacionado con la proliferacion

celular, esta inhibicion se ve potenciada por el AR (Mishra S. et al., 2013).

7.2 Validacion de la actividad del receptor de andr  6genos en presencia de

dihidrotestosterona v flutamida

En primera instancia, se determin¢ la actividad misma del AR, tratando solo a la
linea celular LNCaP, ya que PC3 es una linea insensible a andrégenos, utilizando
la hormona DHT y un antagonista del AR como flutamida con el objetivo de inducir
o inhibir la actividad del mismo. También se determiné la concentracion a la cual
la DHT comenzaba a tener efecto sobre el AR, utilizando como gen reportero a

KLKS3, ya que éste es un elemento de respuesta a androgenos.

Para validar la actividad del AR, primero se trat6 con DHT a diferentes
concentraciones (1, 10, 100 y 1000 nM) por 24 horas, con el objetivo de inducir la
actividad de éste y asi encontrar la concentracion ideal a la cual se comienza a ver
esta actividad; se utiliz6 como reportero al gen KLK3 o PSA, ya que como se
menciond, es un elemento de respuesta a andrégenos, y éste respondera de una

manera proporcional a la actividad del AR. Se observo que a partir de 10nM de
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DHT hubo diferencia significativa, con un valor estadistico de p<0.0009 (Figura
14).
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Figura 14. Expresion relativa de KLK3 (PSA) en la linea celular LNCaP y con tratamiento de DHT a diferentes
concentraciones (1, 10, 100 y 1000 nM) por 24h. Se observaon diferencias significativas a partir de la
concentracién de 10nM de DHT (p<0.0009). GAPDH se utiliz6 como gen normalizador y se graficé con los
datos de 27-ACT.

La concentracion 10nM de DHT mostré mejores resultados. Una vez obtenida la
concentracion deseada, se realizO una curva de tiempo para determinar la
actividad del AR y observar en qué tiempo se ve el efecto maximo de la DHT.

A partir de 4 horas se observo un aumento de KLK3, pero a las 24 horas se obtuvo
el efecto maximo de la DHT (p<0.0007) (Figura 15).
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Curva de tiempo en LNCaP con DHT.
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Figura 15. Expresion relativa de KLK3 en LNCaP con DHT a una concentracion de 10nM, a diferentes
tiempos (2, 4, 8 y 24h). Se observan diferencias significativa a partir de 4h, pero el efecto maximo se obtiene a
las 24h (p<0.0007). GAPDH se utiliz6 como gen normalizador y se graficd con los datos de 2*-ACT.

También se obtuvo la expresion relativa del AR en LNCaP con tratamiento de DHT,
para observar el efecto directo sobre el AR, a las concentraciones de 10nM y
100nM. Al igual que con KLK3 se observé que a partir de 10nM de DHT hubo

diferencia significativa, con un valor estadistico de p<0.005 (Figura 16).
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Figura 16. Grafica de expresion relativa del AR en LNCaP con tratamiento de DHT, donde se muestra
diferencias significativas a partir de la concentracion de 10nM. GAPDH se utiliz6 como gen normalizador y se
graficé con los datos de 2*-ACT.
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Como un control mas se determind la expresion del AR a dos diferentes
concentraciones obteniendo una diferencia significativa a 10nM de DHT, a 100nM
la expresion del AR se ve disminuida. Esto posiblemente puede explicarse porque
al ser una concentracién mayor el efecto es méas rapido o también a que el efecto

mMAaximo a esta concentracion requiere de mas tiempo.

Una vez que se trataron las células con DHT, lo siguiente fue realizar un
tratamiento combinado de DHT + flutamida con el objetivo de observar el efecto de
la flutamida sobre el AR, utilizando como reportero a KLK3 y al adicionar un
antagonista del AR, este dara una respuesta a causa del estimulo. EIl tratamiento
se di6 a diferentes concentraciones tanto de DHT como de flutamida. Para DHT se
utilizaron las siguientes concentraciones: 1, 10, 100 y 1000 nM, para flutamida se

utilizaron: 10 y 40 uM.

A partir de 1nM y hasta 100nM de DHT, se observaron diferencias significativas

tanto a 10uM como a 40uM de flutamida (Figura 17).
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Figura 17. Expresion relativa de KLK3 con tratamiento combinado de DHT + flutamida. A 1nM de DHT se
observa diferencia significativa para 40uM de flutamida (p<0.01), para 10nM de DHT diferencias significativas
para 10uM (p<0.01) y 40uM (p<0.001) de flutamida y para 100nM de DHT, de igual forma se observaron
diferencias significativas para 10uM (p<0.05) y 40uM (p<0.001) de flutamida. Para la concentracion de
1000nM de DHT ya no se observan cambios significativos. GAPDH se utiliz6 como gen normalizador y se
grafico con los datos de 2"-ACT.

Se adicioné un antagonista para ver el efecto contrario a la DHT, lo cual se
comprobo al ver una disminucion en KLK3 a las dos concentraciones diferentes
afladidas de flutamida. Esto se realizé con un tratamiento combinado, con el
objetivo de generar competencia por el sitio activo y asi poder ver el efecto de la
flutamida.

7.3 Evaluacion del efecto de la Dihidrotestosterona sobre los miRNA v sus
genes blanco

Una vez que se evalud el efecto de la DHT en el AR, y se determind la
concentracion adecuada, lo siguiente fue determinar el efecto posible que la
actividad misma del AR tiene sobre la expresion de los miRNA y sus genes blanco.

Se determind la expresion de los miRNA en la linea celular LNCaP con tratamiento
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de DHT a 10nM y 100nM. Se encontraron diferencias significativas a estas
concentraciones para miR-100 (p<0.0006) (Figura 18, A ) y miR-149 (p<0.0001)
(Figura 18, B ), también para miR-200b (p<0.0006) (Figura 18, C ) por lo que
podemos decir que el AR tiene actividad sobre la expresion de estos miRNA a una

concentracion de 10nM de DHT.
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Figura 18. Gréficas de caracterizacion efecto de DHT sobre la expresion de los miRNAs. No se encontr
diferencia significativa en ninguna de las concentraciones probadas para miR-100 y miR-149, mientras que
para miR-200b se obtuvieron diferencias significativas (p<0.0006) a 10nM de DHT. RNU48 se utiliz6 como gen
normalizador y se grafico con los datos de 27-ACT.

Se observaron diferencias significativas con respecto a miR-100 y miR-149 en las
dos concentraciones de DHT, al igual que para miR-200b a una concentracion de
10nM se observd un aumento en la expresion, por lo tanto estos miRNAs podrian
tener un posible efecto en presencia de la DHT. Lo cual nos indicaria que el AR
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regula la expresion de estos microRNA, teniendo una relacién compleja entre los
co-reguladores, el AR y los miRNA. Ya que el AR regula la expresion de los
MiRNA, éstos a su vez, regulan la expresion de los co-reguladores, los cuales
regulan la actividad del AR. Si la expresion de los miRNA se ve afectada, ésto
repercute en la regulacion de la actividad del AR, contribuyendo asi a la

progresion y desarrollo del CaP.

Ya que se determin¢ el efecto que tiene el AR sobre los miRNA, lo siguiente fue
determinar el posible efecto que la actividad del AR tiene sobre los genes blanco.
Se determind la expresiéon de los mMRNA en la linea celular LNCaP con tratamiento
de DHT a 10nM y 100nM. No se encontraron diferencias significativas a estas
concentraciones para NCOR1 (p>0.07), NCOR2 (p>0.05) y SMARCAS5 (p>0.9), por
lo que podemos decir que el AR no tiene actividad sobre la expresion de estos
MRNA. Mientras que para NCOA2 si se observaron diferencias significativas
(p<0.006) a 10nM de DHT (Figura 19).
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Figura 19. Gréaficas de caracterizacion efecto de DHT sobre la expresion de los genes blanco. No se encontré
diferencia significativa en ninguna de las concentraciones para NCOR1 A), NCOR2 B) y SMARCAS C), por el

contrario para NCOA2 D) se obtuvo diferencias significativas (p<0.006) a una concentracion de 10nM de DHT.
GAPDH se utilizé6 como gen normalizador y se graficé con los datos de 2*-ACT.

Para los genes blanco de los miRNA no se encontré diferencia significativa en
ninguna de las concentraciones para NCOR1, NCOR2 y SMARCAS5, por el
contrario para NCOA2 se obtuvieron diferencias significativas a una concentracion

de 10nM de DHT, teniendo un efecto contrario a miR-200b.

Debido al papel regulatorio de los miRNA en la expresion de diversos genes, es
evidente que la identificacion de miRNA relacionados al CaP podria aportar
informacion valiosa sobre las alteraciones moleculares asociadas a la patogénesis
del CaP. Recientemente, se han reportado diversos estudios de la expresion de
miRNA especificos en muestras de CaP, en el contexto de la Al como miR-221,
miR-222, miR-125b, y miR-146 (Coppola V. et al., 2010; Sevli S. et al., 2010).
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Existen algunos miRNA como miR-221 y miR-222 los cuales estan expresados en
diferentes tipos de cancer, han sido identificados como oncomiRs porque inhiben
el ciclo celular (Galardi S. et al., 2007). De manera interesante, estos miRNA que
se sobre-expresan en Al, se encuentran sub-expresados en células dependientes
de andrégenos (Sun T. et al., 2009). Inhibiendo miR-221 y miR-222 en LNCaP
independiente de andrdgenos dié como resultado una disminucion de la tasa de
crecimiento de estas células y el aumento de la dependencia y la sensibilidad a la
DHT. Otro ejemplo es miR-146 el cual esta sub-expresado en lineas celulares
androgeno-independientes en comparacion con las lineas celulares androgeno-
dependientes (Lin SL. et al., 2008). Por ejemplo, en la linea celular andrégeno-
independiente PC3 al sobre-expresar miR-146 disminuy0 la proliferacion celular y
la supervivencia. Por lo tanto miR-146 puede actuar como un supresor tumoral
gue es regulado a la baja durante la progresion de Al (Lin SL. et al., 2008).
También, algunos miRNA como: miR-154, miR-299-5p, miR-376a, miR-376c, miR-
377, miR-381, miR-487b, miR-485-3p, miR-495 y miR-654-3p, localizados en el
mismo cromosoma, regulan la proliferacion celular, apoptosis, migracion e

invasion en CaP metastasico (Formosa A. et al., 2013).

A'los miRNA, dependiendo de su blanco molecular, se les puede considerar como
microRNA supresor de tumores o también como microRNA oncogénico, como es
el caso de miR-100, el cual tiene como blancos a BAZ2, mTOR, FGFRS3,
SMARCAS y THAP2, genes importantes en la proliferacion celular, supervivencia y
estabilidad cromosomica (Leite K. et al., 2013). Otros miRNA que actian como
supresor de tumores son miR-130a, miR-203 y miR-205, los cuales estan sub-
expresados, permitiendo a genes relacionados con las vias MAPK y del AR, con
los que estan relacionados, estar sobre-expresados, permitiendo la transicion
hacia la Al. Estos miRNA al ser reconstituidos en LNCaP, inducen cambios en la

célula, al igual que arresto en el ciclo celular y apoptosis (Boll K. et al., 2013).

Finalmente, los datos de este estudio proporcionan informacion basal de la
expresion de los miRNA y sus genes blanco, que servirAn como control para

experimentos futuros.
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8. CONCLUSIONES

v

Se determino la expresion de los miRNA y sus genes blanco en dos lineas
celulares de CaP, donde se observaron diferencias significativas entre las
dos condiciones de dependencia/independencia de andrégenos.

Se determind la concentracion de DHT (10nM) a la cual se observé un
efecto en la actividad del AR, al igual que el tiempo (24h) donde se obtuvo
el efecto maximo de la DHT a la concentracion determinada.

También se obtuvieron las concentraciones de flutamida (10 y 40uM), por
medio de un tratamiento combinado con DHT, teniendo competencia tanto
del agonista como del antagonista.

Se evaluo el posible efecto del AR sobre la expresion de los miRNA, y se
observé a 10nM de DHT diferencias significativas para los tres miRNA
(miR-100, miR-149 y miR-200), por lo que podemos decir que el AR tiene
actividad sobre la expresion de estos miRNA.

Se determind la expresion de los genes blanco (NCOR1, NCOR2,
SMARCAS5 y NCOA2) con tratamiento de DHT, no mostré diferencias
significativas con excepcion de NCOA2, teniendo una relacion inversa con
miR-200b.

Se definieron las diferencias de expresion de miRNAs y mRNA, utilizando el
método de cuantificacion relativa 2°°T entre dos condiciones de CaP,
obteniéndose diferencias marcadas en la expresion de estos entre las 2
condiciones.

9. PERSPECTIVAS

>

Realizar ensayos de Western Blot para determinar los posibles cambios en
los niveles de expresion de las proteinas, al igual que con los tratamientos
de DHT y Flutamida.

Realizar transfeccion de los miRNA en las lineas celulares de CaP con el
objetivo de estudiar méas a fondo el papel funcional de éstos.

Una vez realizada la transfeccion, determinar los niveles de transcrito y
proteina de los blancos moleculares de los miRNA, para confirmar la

relacion miRNA-mRNA.

Emplearlos como posibles marcadores para el diagndstico, seguimiento o
pronéstico del CaP.
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APENDICE 1

Linea celular LNCaP

Es una linea celular humana hipotetraploide. El nUmero cromosémico modal fue
84, que se producen en el 22% de las células. Sin embargo, las células con
recuentos cromosomicos de 86 (20%) y 87 (18%) también se produjeron a altas
frecuencias. El tipo de células con ploidias mayores fue del 6,0% (ATCC).

ATCC Number: CRL-1740
Designation: LNCaP clone FGC

Imagen de la linea celular LNCaP

LNCaP fue aislada en 1977 por J. S. Horoszewicz, et al., a partir de una biopsia
del ganglio linfatico supraclavicular izquierdo de un varén de 50 afios de edad, de
raza caucasica (tipo de sangre B +) con diagnéstico confirmado de carcinoma de
prOstata metastasico. Expresa el AR y PSA, ademas de ser responsiva a
androgenos (ATCC). Esta linea celular se cultiva en el medio RPMI 1640.

Medio RPMI 1640

El medio RPMI-1640 modificado contiene 2 mM de L-glutamina, 10 mM HEPES, 1
mM de piruvato de sodio, 4.500 mg/L de glucosa, y 1,500 mg/L de bicarbonato de
sodio, para su uso en incubadoras utilizando 5% de CO2 en aire. Bicarbonato de
sodio adicional puede ser requerido para su uso en incubadoras que contienen
porcentajes mas altos de CO2 (ATCC).

Linea celular PC3

Las células PC3 tienen alto potencial metastasico. Se establecieron en 1979 de la
metéastasis 6sea de grado IV de cancer de préstata de un hombre de 62-afios de
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edad, de raza caucasica. Estas células no responden a los andrégenos,
glucocorticoides, o factores de crecimiento epidérmico o fibroblastos. No expresa
PSA . Esta linea se cultiva en medio DMEM (ATCC).

Medio DMEM

El medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), es modificado para contener
4 mM de L-glutamina, 4,500 mg / L de glucosa, piruvato sédico 1 mM, y 1,500 mg /
L de bicarbonato de sodio (ATCC).

55



APENDICE 2

Célculo del cambio de expresion por el método 2~ AAC

El Ct es el ciclo en el cual la fluorescencia generada dentro de la reaccion
sobrepasa el umbral y es detectada por el equipo. El valor de Ct asignado a una
muestra en particular refleja el punto en el cual un numero suficiente de
amplicones se ha acumulado dentro de la reaccidén y se presenta un crecimiento
exponencial (Schmittgen et al., 2008).

El calculo del cambio de expresion por el método comparativo Ct, se utiliza para el
analisis de cuantificacion relativa por PCR en tiempo real. Esta forma de la
ecuacion se utiliza para comparar la expresion de un gen en dos muestras
diferentes (A y B); cada muestras se normaliza con respecto a un control interno 6
normalizador, calculando la diferencia de valores de Ct (ACt) de la siguiente
manera:

ACt muestraA = Ct gen de interés — Ct control interno

Lo mismo se aplica para la muestra B. Posteriormente, se calcula la diferencia de
valores de ACt, entre las muestras (AACt). Supongamos para este ejemplo, que la
muestra problema es Ay el calibrador 6 muestra control es la B:

AACt = ACt myestraa— ACt myestra B

Finalmente se determina el cambio en el nivel de expresiéon del gen de interés en A
con respecto a B, calculando el antilogaritmo base 2 del — AACt.

Cambio de expresion= 2744¢
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